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乙酰胆碱酯酶活性的测定方法

1酶活力单位的定义 ：

在 37℃,0.1mol/L pH=8.0 磷酸缓冲液条件下，每分钟分解 1umol 碘化硫代

乙酰胆碱（ATCI）的酶量为一个乙酰胆碱酯酶活力单位。

2、试剂的配制：

①磷酸缓冲液:用 0.1mol/L 的磷酸氢二钠（Na2HPO4）和磷酸二氢钾（KH2PO4）以

适当比例混合，得到 pH=8 的磷酸缓冲液。

②胆碱酯酶酶液：根据酶活性情况用适量体积的磷酸缓冲液溶解。(一般 10mg 配

5ml 溶液）

③碘化硫代乙酰胆碱（ATCI）溶液：取 10mg 溶于 2ml 上述 pH=8 的磷酸缓冲液中。

④二硫代双对硝基苯甲酸（DTNB）溶液：取 10mg 溶于 2ml 上述 pH=8 的磷酸缓冲

液中。

3、乙酰胆碱酯酶活性的测定步骤：

取 A、B两只试管，分别加入 0.1mol/L pH=8磷酸缓冲液 3ml，加入乙酰胆

碱酯酶 50uL和DTNB50uL，置于 37±1℃水浴15min后，于A试管中加入 0.1mol/L
pH=8 磷酸缓冲液 50uL，作为标准液调零；B 试管中加入 ATCI50uL，混匀后立

即倒入玻璃比色杯中比色，记录 3min前后的 A412值。每一酶液重复测定 3次，

取△A的平均值。

酶力单位（U）的计算公式为：
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式中：△A412为反应前后吸光度的差值

V为反应体系总体积，本体系为 3.15×10
-3
L

ε为黄色产物的摩尔吸光系数，为 1.36×10
4
L·（mol·cm）
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T 为反应时间，本法为 3min
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为摩尔转化为微摩尔的转化系数

d为比色皿宽度(cm)

酶活力的计算过程比较复杂，有时候活力的大小，可简单用反应前后的吸光

度之差（△A）来表征酶活力的大小，△A值越大，酶活力越大。
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