
UV/Visible Spectroscopy

应 用 文 章

酶比色法
测试人血清中的
胆固醇含量

临床化学使用化学过程测量血液中

化学成分的含量。这对于疾病的早期诊

断以及器官功能的监测是非常有用的。

最常见的用于临床化学的试样是血液和

尿液。表1提供了使用UV/Vis分光光度计

进行的最常见的血液检测和可测试的项目。在这篇应用文献中，将

介绍使用LAMBDATM 465 UV/Vis分光光度计和UV Lab TM软件，通过酶

催化方法测试人血清中胆固醇的水平。

原理

样品中的胆固醇酯可用胆固醇酯酶进行水解。然后通过胆固醇氧化

酶氧化游离的胆固醇形成4-胆甾烯-3-酮和过氧化氢。过氧化氢和

4-氨基-安替比林在苯酚和过氧化物酶的存在下会生成可测定的红色

醌亚胺染料衍生物，该物质在500nm处有吸收。

前言



 
  
  

 

Blank Standard Sample

Enzyme sol. 3 3 3

D.I Water 0.02

Cholesterol std. 0.02

Serum Sample 0.02

血清中胆固醇含量可通过方程1进行计算。（正常范围：

130-250 mg/dl）

反应原理示意图如方程2所示。

试剂和仪器

1. 胆固醇缓冲溶液（胆固醇试剂盒，100ml）-苯酚132mg，

磷酸二氢钠 0.78g，磷酸氢二钠 0.71g

2. 酶试剂（胆固醇试剂盒，100ml稀释剂）-胆固醇氧化酶 

12单元，胆固醇酯酶 3.5单元，过氧化物酶6700单元，

4-氨基安替比林17mg/dl

3. 胆固醇标准溶液（胆固醇试剂盒）-300mg/dl

4. 人血清样品

5. 蒸馏水

6. 水浴

7.  LAMBDA 465（UV/Vis 分光光度计）

8. UV Lab软件

9. 比色皿（10mm光程）

操作步骤

1. 将酶试剂溶解到100ml胆固醇缓冲溶液中制备酶溶液。

2. 按照表2制备混合溶液。

3. 将试样放入37℃的水浴5min。

4. 测试空白溶液。

5. 测试标准溶液。

6. 测试样品溶液。（测试应在1h内完成）

仪器参数

LAMBDA 465仪器参数设置如下所示。实验方法如图1所示。

胆固醇吸收光谱如图2所示。吸收值及人血清样品胆固醇含

量如表3所示。使用方程1计算得到血清中胆固醇含量为

253.84mg/dl。

实验设置

表2. 待测试混合溶液制备

图1. 实验方法

表1. 常规血液检测及使用UV/Vis分光光度计可测试项目

Cholesterol 
Level (mg/dl)

Absorbance of Sample

Absorbance of Standard
= X 300 ··· (1)

Equation  1

Cholesterol ester
Cholesterol esterase Cholesterol 

+
fatty acids

Cholesterol
Cholesterol oxidase Cholest-4-en-3-one 

+
H2O2

2H2O2 + Phenol +

4-Aminoantipyrine
Peroxidase Quinoneimine 

+
4H2O

Equation   2

2

Common Blood Tests Tests using UV-Vis Spectrophotometer

WBC, RBC, Hb, HCT, MCV, MCH, MCHC, Platelet, GOT, SGPT, ALP, γ-GTP, Total protein, 
Albumin, Total bilirubin, BUN, Creatinine, Uric acid, Total cholesterol, Triglyceride, LDH, 
CPK, Amylase, Glucose, VDRL, anti-HIV, HBs Ag, HBs Ab, Fe, P, Ca, Mg

Hb, SGOT, SGPT, ALP, γ-GTP, Total protein, Albumin, Total bilirubin, 
Creatinine, Uric acid, Total cholesterol, Triglyceride, LDH, Amylase, 
Glucose, Fe, P, Ca, Mg

Data type: Absorbance
Sampling: Single cell
Mode: Scan no. : 30; Integration no. : 1 



结论

使用LAMBDATM 465 UV/Vis分光光度计和UV Lab TM软件，

通过酶催化比色法可以测试人血清中胆固醇的含量。反应

结束后，样品测试时间需要最小化，使用LAMBDA 465能够

快速收集从190-1100nm全波段范围内的数据。通过强大且

易于使用的软件可有效地进行数据处理。通过方程1计算得

到胆固醇的含量略高于正常的预期范围（130-250mg/dl）。

表3. 人血清中胆固醇含量

图2. 酶比色法测定胆固醇吸收光谱

Name AU(500nm) Concentration(mg/dl)

Standard 0.2775 300

Serum Sample 0.2348 253.84
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