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摘  要 

背景：目前，谷–丙转氨酶活性采用比色法测定。但在经典测定方案中，加入显色剂后，对照管中须加

入与测量组等体积的谷丙转氨酶底物液，而对照管中先前加入的血清未灭活，可能具有酶活性，并与底

物液发生额外的转氨基反应，造成阴性对照失真。目的：探究和了解经典谷–丙转氨酶活性测定实验方

案的原理和流程，优化原有实验方案。方法：按经典方案进行操作，发现其由于对照管转氨酶不及时灭

活可能对照失真的问题；改进方案验证，将测定管和对照管分别细分为灭活管与非灭活管，按经典方案

进行操作，并对实验结果进行比较分析。结果：灭活与否显著影响对照管的光密度值，但不影响测定管

光密度值。即灭活后的对照管光密度值明显小于未灭活的对照管，而灭活的测定管光密度值则几乎与未

灭活的测定管相等。结论：经典实验在颜色反应前未对已有的转氨酶灭活，导致转氨基反应持续进行，

对照管无法形成阴性对照。应该将原实验所有试管在颜色反应之前统一进行高温处理，以此将血清中的

转氨酶及时灭活。 
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Abstract 

Background: At present, colorimetry was used to determine the activity of serum ALT. However, in 
this classical measurement scheme, we should add the same volume of ALT substrate solution to 
the control group as the experimental group after we add chromogenic agent. The serum ALT 
added before has not been inactivated, which means it may still have enzyme activity and catalyze 
additional transamination with substrate solution at the same time, resulting in the distortion of 
the negative control. Objective: To explore and understand the principle and process of the clas-
sical experiment for the determination of ALT activity and optimize the original experimental 
scheme. Methods: We operated the classical scheme, and found that the inactivation of transami-
nase in the control tubes in time might cause the distortion of negative control. The improved 
scheme was set up to verify this conjecture, where the test tubes in the experimental group and 
the control group were both divided into inactivated tubes and non-inactivated tubes respectively. 
We operated the improved scheme in accordance with steps of the classical scheme and compared 
the results between the two schemes. Results: The inactivation has a significant effect on the opti-
cal density of the control tubes, but not on that of the experiment tubes. That is, the optical density 
of the inactivated control tubes was significantly lower than that of the uninactivated control 
tubes in the original scheme, and the optical density of the inactivated experimental tubes was 
almost the same as that of the uninactivated experimental tubes in the original scheme. Conclu-
sion: The classical experiment did not inactivate the existing ALT before the color reaction, which 
led to the continuous transamination so that the negative control could not be formed between the 
control group and experimental group. All test tubes in the original experiment should be un-
iformly processed at high temperature before the color reaction so as to inactivate the serum ALT 
in time. 
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1. 引言 

人体各组织中转氨酶的含量差别很大。转氨酶只分布于细胞内，正常血清中含量甚微。谷–丙转氨

酶(glu-tamic pyruvic acid transaminase, GPT)又称丙氨酸转氨酶(alanin transaminase, ALT)在肝脏细胞内含

量较高，当发生肝脏疾病时，将导致肝细胞受损，转氨酶便会释放入血，引起血清转氨酶(如 ALT)的升

高。临床上血清谷丙转氨酶水平是肝脏病变的重要指标之一，能较为敏感地监测肝脏是否受到损害。因

此定量测定血清 ALT 的活性可以作为肝脏相关疾病诊断和预后监测的指标之一[1]。脂肪肝、肝炎、肝癌、

肝硬化、大量或长期饮酒、熬夜、感冒、甚至剧烈运动等均有可能致使 ALT 升高[2]-[7]。ALT 越高，表

明肝损伤越严重，治疗越困难[8] [9]。且 ALT 的动态变化对肝脏损害的诊断也具有重要的指导意义[10]。
在健康管理过程中，筛检主要是为了早期发现患者和高危人群[11] [12] [13] [14] [15]；而血站、采供血系

统对献血者的血液检测 ALT 则主要是为了保障受血者及血液制品的安全，备受关注[16] [17] [18] [19]。 
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目前，为了了解测定血清中谷–丙转氨酶的活性在临床诊断中的意义，掌握血清谷–丙转氨酶活性

测定的原理和方法，经典测定方法为：以丙氨酸和 α-酮戊二酸为底物，在 37℃，pH7.4 条件下，谷–丙

转氨酶催化底物生成丙酮酸和谷氨酸，再利用显色剂 2,4-二硝基苯肼与丙酮酸反应，生成丙酮酸二硝基

苯腙。其在碱性溶液中呈棕红色，在 520 nm 处有最大特征光吸收，颜色深浅与丙酮酸生成量成正比。用

比色法测定其光密度，与经同样处理的标准丙酮酸溶液比较，即可计算谷–丙转氨酶活性。本方法中血

清谷–丙转氨酶活性单位定义如下：每毫升血清在 pH 7.4，37℃保温条件下与底物作用 30 分钟后，每生

成 2.5 µg 的丙酮酸为一个谷–丙转氨酶活性单位，得出的酶活性单位正常值为 2~40 U/ml。本实验所用理

论公式为：酶活性单位/ml = [(测定管 O.D − 对照管 O.D)/标准管 O.D] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 [1]。但经

观察和讨论，猜想在原实验测量过程中实验步骤和条件可能存在不合理之处，即为了保证测量组和对照

组的变量唯一，在所有管均加入显色剂之后，须向对照管中再加入与测量组等量的谷丙转氨酶底物液。

而先前加入的血清没有进行灭活处理，此时可能依旧具有酶活性，并与底物液发生额外的转氨基反应。

由此可能导致对照管无法与测定管形成阴性对照，所得数据无实际意义，不能直接代入公式运算，最终

影响实验结果的准确性。因此，本文对原来经典实验进行改进，设计成一新的改进方案，以验证原实验

是否存在问题以及改良是否合理，以提高最终实验测定结果的准确性。 

2. 原实验及改进方案 

2.1. 材料与试剂 

(1) 50 µg/ml 标准丙酮酸液：准确称取丙酮酸钠 6.25 mg，溶于 0.05 mol/L 硫酸 100 ml 中，用前配制。 
(2) 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液：称取磷酸氢二钾 13.97 g 和磷酸二氢钾 2.69 g 加蒸馏水溶解，定溶至 1000 

ml。 
(3) 谷–丙转氨酶底物液：称取α-酮戊二酸29.2 mg，丙氨酸1.78 g，用0.1 mol/L NaOH调整至pH 7.4。

最后用磷酸盐缓冲液稀释至 100 ml。冰箱保存。 
(4) 0.02% 2,4-二硝基苯肼：用 1 mol/L HCI 配制。 
(5) 0.4 mol/L NaOH。 
(6) 血清样品。 

2.2. 器材 

(1) 恒温水浴箱。 
(2) 分光光度计、比色杯。 
(3) 吸量管、试管。 
(4) 微量加样器。 

2.3. 实验方案 

(1) 原实验方案： 
取干燥洁净试管 7 支，编号 1~7 号。其中 1、2 号管作标准管；3 号管作空白管；4、5 号管作测定管

(2 次重复)；6、7 号管作对照管。按表 1 中步骤进行操作。 
(2) 改进方案： 
在原实验方案的基础上，增加干燥洁净的试管 4 支，编号 8、9 号管作灭活对照管，10、11 号管作

灭活测定管(2 次重复)。在原实验步骤的基础上，37℃保温 10 min，然后 8~11 管 100℃保温 15 min，杀

灭对照管和测定管中的酶活性。按表 1 中步骤进行操作。 
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Table 1. Thevolum of each solution added to each test tube and the sequence of steps 
表 1. 各试管中加入各溶液的体积值和步骤顺序 

试剂(ml) 
管号 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

蒸馏水 0.5 0.5 1.0 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

谷丙转氨酶底物液 — — — 0.5 0.5 — — — — 0.5 0.5 

血清 — — — 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

 各测量管和对照管分别混匀，37℃准确保温 30 min 

        100℃灭活，15 min 

2,4-二硝基苯肼 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

丙酮酸标准液 0.5 0.5 — — — — — — — — — 

谷丙转氨酶底物液 — — — — — 0.5 0.5 0.5 0.5 — — 

0.4mol/L NaOH 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

 室温静置 10 min 

吸光度检测 520 nm 波长检测吸光度 

注：底色为蓝色部分为新增的实验，8~9 为灭活的对照管，10~11 为灭活的测定管。谷–丙转氨酶活性单位/ml = [(测定管 O.D − 对照管 O.D)/
标准管 O.D] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 [1]。 

3. 结果与分析 

3.1. 原实验方案结果 

按照实验方案，测得标准管、空白管、测定管和对照管的 OD 值见表 2，由公式计算的 ALT 的酶活

性单位/ml = [(0.323 + 0.324) ÷ 2 − (0.198 + 0.205) ÷ 2]/[(0.393 + 0.427) ÷ 2] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 = 29.8 
U/ml。 

 
Table 2. The optical density 
表 2. 光密度数值 

管号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

数值(O.D) 0.415 0.437 0.000 0.323 0.324 0.204 0.206 0.045 0.066 0.343 0.380 

3.2. 改进方案结果 

按照实验方案，测得标准管、空白管、测定管(灭活与非灭活)和对照管(灭活与非灭活)的 OD 值见表

2，对 ALT 酶活性进行计算： 
测定管和对照管同时进行高温(100℃)灭活：ALT 的酶活性单位/ml = [(0.343 + 0.38) ÷ 2 − (0.045 + 

0.066) ÷ 2]/[(0.415 + 0.437) ÷ 2] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 = 71.8 U/ml。 
只对照管进行高温(100℃)灭活：ALT 的酶活性单位/ml = [(0.324 + 0.323) ÷ 2 − (0.045 + 0.066) ÷ 

2]/[(0.415 + 0.437) ÷ 2] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 = 63.3 U/ml。 

3.3. 对比分析 

(1) 37℃准确保温 30 min 后高温(100℃)灭活酶活性对对照管 OD 值的影响。 
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在改进的实验中，6、7、8 和 9 号管为对照管，6 号和 7 号管的测定参照原实验方案，8 号和 9 号管

在 37℃准确保温 30 min 后，经 100℃高温处理，灭活血清中 ALT 的酶活性。添加 2,4-二硝基苯肼和谷丙

转氨酶底物液后，分别测定 6、7、8 和 9 号管的 OD 值，结果见表 2。实验结果表明，6 和 7 号管的 OD
值平均为 0.205，8 和 9 号管的 OD 值平均为 0.055，相当于 6 和 7 号管的 OD 值平均值的 26.8%，显著小

于 6 和 7 号管的 OD 值平均值。说明经过 37℃准确保温 30 min 后，是否进行 100℃高温处理对测定的

OD 值影响极大，也说明添加 2,4-二硝基苯肼和谷丙转氨酶底物液后，6 和 7 号管的酶促反应一直在进行

之中。 
(2) 37℃准确保温 30 min 后高温(100℃)灭活酶活性对测定管 OD 值的影响。 
在改进的实验中，4、5、10 和 11 号管为测定管，4 号和 5 号管的测定参照原实验方案，10 号和 11

号管在 37℃准确保温 30 min 后，经 100℃高温处理，灭活血清中 ALT 的酶活性。添加 2,4-二硝基苯肼后，

分别测定 4、5、10 和 11 号管的 OD 值，结果见表 2。实验结果表明，4 和 5 号管的 OD 值平均为 0.324，
10 和 11 号管的测定值平均为 0.36，基本持平。说明经过 37℃准确保温 30 min 后，是否进行 100℃高温

处理对测定的 OD 值影响不大。 
(3) 37℃准确保温 30 min 后高温(100℃)灭活酶活性对 ALT 酶活性测定值的影响 
按照原实验的测定数据，由公式计算的 ALT 的酶活性单位/ml = [(0.323 + 0.324) ÷ 2 − (0.198 + 0.205) 

÷ 2]/[(0.393 + 0.427) ÷ 2] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 = 29.8 U/ml。 
按照改进后的测定数据，对 ALT 酶活性进行计算。 
测定管和对照管同时进行高温(100℃)灭活：ALT 的酶活性单位/ml = [(0.343 + 0.38) ÷ 2 − (0.045 + 

0.066) ÷ 2]/[(0.415 + 0.437) ÷ 2] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 = 71.8 U/ml。 
只对照管进行高温(100℃)灭活：ALT 的酶活性单位/ml = [(0.324 + 0.323) ÷ 2 − (0.045 + 0.066) ÷ 

2]/[(0.415 + 0.437) ÷ 2] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1 = 63.3 U/ml。 
分别为原实验求得酶活性数值的 240.9%和 212.4%，均显著增高。 

4. 讨论 

(1) 37℃准确保温 30 min 后高温(100℃)灭活酶活性对对照管 OD 值得影响。 
在改进方案中，两支非灭活对照管与两支灭活对照管最终光密度数值相差较大，表明了两支非灭活

对照管明显生成了较多的显色物质，即丙酮酸二硝基苯腙，又由于每管所提供的 2,4-二硝基苯肼的量是

相等的，因此表明非灭活对照管产生了较多的丙酮酸。而非灭活对照管与灭活对照管在实验条件上的不

同之处在于：灭活对照管在加入底物液前对试管液体进行了 100℃加热处理，这就使得之前加入的血清

中的酶被灭活，进而导致后续的转氨基反应生成丙酮酸几乎无法进行。相反，非灭活对照组中由于没有

进行 100℃的高温处理，血清中的酶没有被灭活，转氨基反应依然有发生的可能性。结合实验数据可得

出，由于非灭活对照管中的酶没有被灭活，导致在加入底物液之后的保温条件下，明显生成了较多的丙

酮酸，导致最终的测出了较大的光密度。 
(2) 37℃准确保温 30 min 后高温(100℃)灭活酶活性对测定管 OD 值得影响。 
对比两支非灭活测定管和两灭活测定管的数据结果，发现灭活管的数值稍大于非灭活管的数值。非

灭活测定管与灭活测定管在实验条件上的不同之处在于：非灭活测定管在保温 30 min 后对试管液体进行

了 100℃加热处理，这就使得之前加入的血清中的酶被灭活，进而导致后续反应中几乎将不再生成新的

丙酮酸。相反，非灭活测定管中由于没有进行 100℃的高温处理，血清中的酶没有被灭活，转氨基反应

依然有发生的可能性。假设非灭活测定管在后续的第二次保温时间内或其他时间内以较大反应速率生成

了较大量的新的丙酮酸，则非灭活测定管最终的光密度数值应该明显大于灭活测定管，但是数据显示灭
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活测定管光密度反而稍大于非灭活测定管光密度，这显然与假设不成立，因此说明非灭活测定管在之前

的 30 min 保温时间内，转氨基反应已经接近反应平衡，后续时间段内即使酶没有被灭活，转氨基反应速

率也很小或为零，导致没有生成新的丙酮酸。至于导致灭活测定管光密度反而大于非灭活测定管的原因

可能是分光光度计本身存在一定故障与质量问题，或者实验人员自身操作问题。 
(3) 37℃准确保温 30 min 后高温(100℃)灭活酶活性对 ALT 酶活性测定值的影响 
由此可以得出，在原实验中，对照管在加入底物液之后的保温时间内以及其他时间内，底物在酶的

作用下，通过较大速率的转氨基反应，生成了较多的丙酮酸。而在测定管中，在第一次保温时间结束后

的操作过程中，由于转氨基反应已基本达平衡，所以几乎不再生成新的丙酮酸，即使在 10 min 的保温操

作下，也只是发生了第二步反应，即丙酮酸与 2,4-二硝基苯肼的反应。因此两管丙酮酸生成量不仅在 30 min
保温操作下有较大差值，在 30 min 保温后也有较大差值，根据公式酶活性单位/ml = [(测定管 O.D − 对照

管 O.D)/标准管 O.D] × 50 × 0.5 × 1/2.5 × 1/0.1，公式成立的前提是测定管和对照管的丙酮酸生成量差值存

在且仅存在于 30 min 的保温时间内，原实验不满足这一条件，故数据无意义。在改进方案中，灭活对照

管和灭活测定管由于在保温后均进行了灭活处理，在后续操作中，几乎都不再生成新的丙酮酸，因此满

足公式成立条件，数据有意义。 

5. 结论 

将原方案的所有试管 37℃准确保温 30 min 后再高温(100℃)处理 15 min，可确保实验准确。 
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