
第 26卷第 l 期

2004 年 2 月

细胞生物 学杂志

Chinese JoumaJ of CeJJ Biology 
Vol. 26, No. J 

February , 2004 

细胞培养液乳酸脱氢酶漏出率的比色测定及其应用
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摘 要:采用乳酸脱氢酶比色法测定细胞培养液乳酸脱氢酶的漏出率是一个稳定而实用的指

标。 本法既可客观衡量细胞的受损程度， 也可进行药物干预的正确坪价，也是进行药物筛选的一

种有效方法。
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乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)是存在

于细胞浆内参与糖酵解最后一步即丙酣酸和乳酸相

互转化时的一种催化酶。 LDH 在正常人体血浆中含

有少量 ， 均系来源于组织细胞，但在某些疾病时所

累及的细胞会额外释放入血或脑脊液，故临床上常

用血清或脑脊液 LDH 活性测定来诊断疾病和进行药

物治疗作用的评价[1 ， 21 。进行离体细胞培养时，如

果培养的细胞受损(如体外模拟脑缺血再灌注损

伤) ， LDH 也会由细胞漏出至培养液中[川，因此

通过细胞培养液 LDH漏出率的测定可以较客观地衡

量细胞的受损程度 ， 若加药物干预，又可较实际地

评价药物的治疗作用 。 我室长期从事中药对缺血性

脑病治疗作用的实验研究，积累了不少相关经验，

现整理成文愿与同道交流。

1 常规的细胞培养液 LDH 漏出率的比色

测定
常规的细胞培养液LDH漏出率的比色测定通常

要先进行细胞培养液LDH活性和细胞匀浆液LDH活

性的测定，然后通过计算求出细胞培养液 LDH 的漏

出率 。

1. 1 细胞培养液 LDH 活性的比色测定

1.1.1原理 乳酸与氧化型辅酶 1 (NAD)在 LDH催

化作用下生成丙酣酸和还原型辅酶 1 (NADH ) ， 丙

酣酸再和 2 ， 4- 二硝基苯阱反应生成 2 ， 4 - 二硝基苯

踪，后者在碱性溶液中呈棕红色， 从而通过比色法

测定丙酣酸含量推算出 LDH 的活力 。

1.1.2 所用试剂 基质缓冲液: 一般为含0.3mol/

L 的乳酸理溶液， pH 8 . 8 。 我室通常用乳酸和二乙

醇肢配制 ， 如配 200ml ， 取乳酸 4 .328 ml 、 二 乙

醇胶 3.86 ml，加双蒸水约 160时，以 1mol/L 的 NaOH

溶液调节 pH 至 8.8 ， 然后加双蒸水到 200ml 。

NAD 溶液 : 11.3mmol/L，即每 15mg 溶于 2ml 双

蒸水中，4 .C保存，至少可用两周。

2 ， 4- 二硝基苯阱溶液 : 1 mmol/L ，称取其重

200mg，加 4mol/L 盐酸、 250 ml ， 溶解后加水至 1000

ml 。

NaOH 溶液: O .4mo l/L 。

丙嗣酸铀标准液 : 1μmol/ ml 用基质缓冲液在

临用前配制 。

1.1. 3 操作步骤

1 .吸出待测培养孔内的培养液，以 3000rpm

离心 10 分， 取上清液进行检测 。

II. 按表一步骤加液，见下页 。

III. 充分混匀， 室温 3 - 5' 后 比色，比色波长

440nm，以空白管调零，测定各管吸光值(OD 值) 。

1.1.4 计算 细胞培养液 LDH 的活性(为细胞培

养液 LDH 的绝对漏出量) 。

细胞培养液 LDH 的活性(金氏单位丁=OD 测定管 /

OD标准管×标准管浓度 x 1000 
( *注 : 每 100 0 m l 培养液 3 7 'C 与基质作用 15 ' ，在反应

体系中产生 I 1lmo1 丙嗣酸为 1 个金氏单位，计算公式来自 LDH 测试

盒说明书。)

细胞培养液 LDH 的活性也可用速率法包括

LDH-L 法(Wahlefeld 法)和 LDH-P 法进行测定[51 。

表2是我们对一次体外模拟脑缺血4小时后正常

组、 模型组和用药组细胞培养液和细胞匀浆液LDH

的比色测定结果 (OD 值)。表 3 是细胞培养液 LDH

收稿日期 2003-07-18 ;修回日期 2003-10-16
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培养液 LDH 活性测定法相同，计算公式是 :

细胞匀浆液LDH活性=OD测定管 /OD标准管×丙酣
酸纳标准液浓度 / 细胞匀浆液蛋白含量 X 1000 

(注 : 单位也是金氏单位， ß!IJ 每克蛋白 3 7 'C 与基质作用

15 ' ，在反应体系中产生 l μmo l 丙嗣酸为 l 个金氏单位，计算公式

也来自 LDH 测试金说明书. ) 

如表 2 中所列细胞匀浆液 LDH 比色测定的 OD

值 ， 通过公式计算得出细胞匀浆液 LDH 的活性， 结

果见表 5 。

1. 3 细胞培养液 LDH 漏出率的测定

细胞培养液LDH漏出率(%)=培养液LDH总活性/

(培养液LDH总活性+细胞匀浆液LDH总活性) X 1∞ 
(注: 1 )培养液 LDH 总活性 = 培养液 LDH 的活性×培养液的体积:

2 ) 细胞匀浆液 LDH 总活性=细胞匀浆液 LDH 的活性×细

胞匀浆液蛋白含量×细胞匀浆液的体积:

3 )计算时一定要注意单位的换算 。

本次实验细胞培养液LDH ;漏出率的计算结果见

测定法与细胞 表 3 中 的 LDH 漏出率(1 ) 。

的活性及其漏出率的统计结果 。

1. 2 细胞匀浆液 LDH 活性测定

将待测培养孔内的培养液吸出后，加入等量

PBS 液 ， 用细胞刮板刮取细胞井收集到相应编号的

容器内 ， 在超声波破碎上将细胞破碎 ， 然后进行细

胞匀浆液蛋白含量及 LDH 活性的测定。

1.2.1 细胞匀浆液蛋白含量的测定 以牛血清白

蛋白溶液 C 1mg/ml ) 为标准液 ， 用考马斯亮兰 G-

250 定蛋白试剂进行比色测定 ， 计算公式是 :

细胞匀浆液蛋白含量 C mgpr/m l ) =OD 测定甘 /

OD 标准管×标准液蛋白含量 / 细胞匀浆液样品量
(注:标准液蛋白含最 = 牛血清臼蛋白溶液标准液的浓度

×所取牛血清白蛋白标准液的体积)

表 4 列出了本次实验细胞匀浆液蛋白含量的测

定结果(分别取牛血清白蛋白标准液和细胞匀浆液

各 1 0 0μ l 进行测定〉 。

1.2.2 细胞匀浆液LDH活性测定

表 l 细胞培养液 LDH 活性的比色测定法步骤

加入物(m l) 标准空白管 标准管 测定空白管 测定管

丙酣酸纳标准液 0. 1 

上 清 液 0.1 0.1 

基质缓冲液 0 .5 0.5 0. 5 0.5 

双 蒸 水 0 .2 0.1 

37 'C水浴 5 '

N A D F白岱 液 0.1 0. 1 

37 'C 7]<浴 1 5 '

2 ， 4- 二硝基苯阱溶液 0 .5 0.5 0.5 0.5 

37 'C 7.k浴 15 '

Na O H 溶液 5 5 5 5 

注:也可将上述每种溶液减半使用，但稳定性较差。

表 2 丙翻酸纳标准液 、 细胞培养液和细胞匀浆液比色测定结果 (QD 值 )

丙嗣酸纳 细胞培养液 细胞匀浆液

标准液 正常组 模型组 用药组 正常组 模型组 用药组

0. 163 0.0 17 0 .0 16 0 .0 17 0 .09 0.061 0 .07 

0 . 156 0.01 1 0 .01 4 0 .0 14 0.08 2 0 .058 0.068 

0.167 0 .02 0 .0 18 0 .017 0.086 0 .05 1 0.072 

0 . 148 0 .0 19 0 .0 15 0.015 0 .097 0.064 0.077 

0.171 0.0 14 0 .01 3 0 .01 3 0.08 3 0 .05 9 0.084 

0.161 0.02 2 0 .02 1 0.0 15 0 .092 0.066 0 .062 

均数 0. 161 0.0 17 0 .0 16 0. 01 5 0 .088 0 .060 0.072 

标准差 0 .006 0.003 0 .002 0 .00 1 0 .005 0 .004 0.006 

表 3 细胞培养液 LDH 的活性及其漏出率统计结果(M:tSD ， n=6) 
正常组 模型组 用药组

LDH 的活性 1 06 . 62 5 土 19 . 669 1 00 . 4 14土 1 3 . 803

LDH 的漏出率(1) 1 6. 1 1 5土 1. 8 79 2 1. 249士2.2 10 *

LDH 的漏出率(2) 1 6. 1 1 6土 2.066 2 1. 249 :1: 2 .576 * 

注: *代表和正常组比较 P<0 . 05 ， # 代表和模型组比较 P<0 . 0 5 .
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表 4 细胞匀浆;f!蛋白含量的测定结果(mg/rnl)

标准液 细胞匀浆液 00 值 细胞匀浆液蛋白盘

00 值 正常组 模型组 用药组 正常组 模型组 用药组

0 .377 0 . 189 0 . 125 0. 163 0.53 1 0.351 0.458 

0.3 15 0 . 154 0 .098 0 .148 0.433 0 .275 0 .4 16 

0 .356 0 . 183 。 . 1 3 8 0 . 139 0.51 4 0.388 0.390 

0 .3 49 0. 168 0 . 117 0 . 176 0 .472 0.329 0 .494 

0.373 0 .2 1 0. 12 1 0 . 154 0.590 0 .340 0 .433 

0.3 63 0. 172 0. 106 0 .142 0 .483 0.298 0.399 

均数 0.3 56 0. 179 0. 11 8 0 .154 0 .504 0 .330 0 .432 

标准差 0.0 16 0.0 15 0 .0 11 0 .0 11 0.041 0.029 0 .030 

表 5 细胞匀浆液LDH 的活性测定统计结果(M::I:SD ， n=6) 
正常组 模型组 用药组

匀浆液 LOH 的活性 llnn LI 句 .11 00 .47主且 且 吁 · 哼且 J

2 简化的细胞培养液 LDH 漏出率的 比色

测定

经过公式推导和精确计算(过程从略)，如果细

胞培养液和细胞匀浆液 LDH活性的测定是在同一条

件下进行，且所取样品量也一致的话，细胞培养液

LDH 漏出率的测定可完全省去许多中间步骤 ， 只需

进行细胞培养液和细胞匀浆液 LDH 的比色测定 ， 通

过 OD 值直接求出细胞培养液 LDH 的漏出率 ， 实验

结果更准确可靠，其计算公式为 :

细胞培养液 LDH 漏出率(%) =培养液 OD值 /

(培养液 OD 值 + 细胞匀浆液 OD 值) x 100 

本次实验简化的细胞培养液LDH漏出率的计算

结果见表三中的 LDH 漏出率 ( 2 ) 。

这种简化的细胞培养液 LDH 漏出率的比色测

定具有许多优点 :

(1)不必进行丙酣酸铀标准液的比色测定。

(2) 不必进行细胞匀浆液蛋白含量的测定 。

(3) 操作过程简化，既节省时间又使实验结果

更准确可靠，因为在进行细胞匀浆液蛋白含量的测

定时不免会造成部分蛋白的丢失 : 减少了操作过程

中带来的误差。

(4)计算步骤减少，减少了系统误差。

(5)可节约经费。

3 测定方法比较

3 .1 细胞培养液 LDH 活性的测定和细胞培养液

LDH 漏出率的测定

通过大量实验，我们认为应用 LDH活性的比色

测定法检测细胞培养液 LDH 的漏出率能客观地反映

---

1144 .896 :1: 128 .46 1 1 04 1. 638土95.082

培养细胞的损伤情况，尤其在体外模拟缺血再灌注

损伤中是一稳定而实用的指标。若只进行细胞培养

液LDH活性的测定，检测到的只是细胞培养液LDH

的绝对漏出量， 这并不能客观地评价培养细胞的多

少和细胞损伤程度的大小 ， 比如在细胞培养液 LDH

活性相同的情况下，培养孔内细胞密度小的其 LDH

的漏出率就大，反之则相反 。 细胞培养液 LDH 漏

出率的测定 ， 既不需要用丙酣酸铀标准液来定量 ，

也不必行培养细胞的蛋白检测，方法简便但结果可

靠。

如分析表 2 和表 3 的测定结果，如果从细胞培

养液LDH 的活性来看， 在体外模拟脑缺血再灌注损

伤中正常组、模型组和用药组三组间无统计学差

异 : 但从细胞培养液 LDH 的漏出率来看 ， 模型组

和正常组、用药组和模型组间均有统计学意义，说

明体外模拟脑缺血造成了培养细胞的损伤 ， 使其

LDH 的漏出率增加，用该种药物可减轻其损伤。

3 . 2 细胞培养液 LDH 活性测定的三种方法比较

比色法测定虽反应时间较长并需在 37 'C恒温水

浴中进行，但比色测定时间短，结果可靠而稳定。

LDH-L 法，样品于比色杯中混匀保温 30s 后开始读

数，每 30s 读一次数，直至 2min，计算每分钟吸光度的

上升速率(6 A/mi时，比色测定时间较长。 LDH-P 法

也需测定每分钟吸光度的下降速率(- 6 Almin)，稳定

性较差。

4 应 用

4 . 1 评价培养细胞损伤程度的大小

在细胞培养的许多研究中都要制作损伤模型 ，
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如体外模拟脑、心肌细胞、 内皮细胞等的缺血再灌

注损伤、药物损伤、机械性损伤等 ， 作细胞损伤

程度大小的比较时均可用细胞培养液 LDH 的漏出率

来进行客观评价，在相同条件下细胞培养液 LDH 漏

出率高的细胞损伤程度就大 。

4.2 评估药物治疗作用的好坏

在实验研究中常用 LDH漏出量的多少来评估药

物治疗作用的好坏[6.8]，在同一条件下 LDH漏出率低

的治疗组药物疗效好。用此可进行某些药物组方和

拆方间药效作用的比较 。

4.3 可用于药物的筛选

如对同病异泊的许多药物或同一药物不同剂量

间疗效的比较均可用此办法进行筛选。 我室曾承担

不少此类课题的研究均取得满意的效果 。

5 注意事项

5 . 1 作细胞培养液 LDH 活性的比色测定时一定要用

无血清培养液培养细胞，以排除血清的干扰，否则

实验结果偏大 。

5 .2 尽可能现取现测 ， 如果收集的细胞培养液放置

时间较长， LDH 的活性就会下降 ， 所测数据偏小 。

不同的 LDH 同工酶对冷的敏感性有差异 ， LDJ飞 和

LDH5 对冷特别不稳定，因此细胞培养液和细胞匀

浆液不能储放于 -20 .C冰箱中过夜。 加入 NAD+ 或谷

脱甘肤可以阻止活性丧失 。

5.3 同一批实验要尽量用一次配制的溶液 ， 否则可

比性较差。

S .4 用比色法测定时所用 NaOH 较关键，如不纯有

时无法进行比色测定 。

5.5 用比色法测定时应严格在 37 .C恒温水浴锅内进

行各步反应 ， 如温度过高溶液颜色加深无法进行比

色测 定 。
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Determination and Application of Leakage Rate of Lactate 

Dehydrogenase in the Cultured Medium of Cells 

HONG Qing Tao, SONG Yue Tao飞 TANG Yi Peng, LIU Chun 岛1ei

( 8 eij ing University ofTraditional Chinese Medicine, Beijing 100029, China) 

Abstract: 1t is a stable and practical cr iterion to determine the leakage ra te of lactate 

dehydrogenase(LDH ) in the cultured medium of cells by the colorimetric method of LDH. The 

method not only can measure objectively the damaged degree of cells and eva1uate properly the role 

of medicine intervention, but also is a effective way of drug screening. 

Key words: L DH; cell culture 
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