
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 50 tests 100 tests 

Substrate buffer 1 mL × 1 1 mL × 2 

Enzyme A       × 1       × 2 

Enzyme B       × 1       × 2 

Enzyme C       × 1       × 2 

Coenzyme       × 1       × 2 

Indicator solution 5 mL × 1 5 mL × 2 

ACE Kit-WST   

血管紧张素转化酶(ACE)抑制剂活性检测试剂盒 

概述 

产品信息 

所需设备和材料 

注意事项 

- 酶标仪(450 nm Filter)      - 96 孔板 

- 2-20 μL、20-200 μL、100-1000 μL 移液器  - 培养箱(37℃)  

- 多通道移液器        - 一次性注射器 

Enzyme working solution 的制备 

每管 Enzyme B 中加入 2 mL 纯水制成 Enzyme B 溶液。每管 Enzyme A 中，加入 1.5 mL Enzyme B 溶液制成 Enzyme 

working solution。 

  *Enzyme A 和 B 管在开封前都是减压状态，如果直接打开瓶盖容易造成试剂飞溅。请务必使用注射器先将水或 

   Enzyme B 溶液加至管中，充分溶解后再开封。 

  *请务必按照，先用水溶解 Enzyme B，再用 1.5 mL 溶解 Enzyme A 的顺序操作。顺序颠倒会造成显色降低。 

  *Enzyme working solution 冷冻(-20℃)可稳定保存 2 周，冷藏(0-5℃)可稳定保存 3 天。 

Indicator working solution 的制备 

每管 Enzyme C 和 Coenzyme 中加入 3 mL 纯水，分别制成 Enzyme C 和 Coenzyme 溶液。 

每管 Indicator solution 中分别加入 2.8 mL Enzyme C 和 Coenzyme 溶液，制成 Indicator working solution。 

  * Enzyme C 和 Coenzyme 管在开封前都是减压状态，如果直接打开瓶盖容易造成试剂飞溅。 

   请务必使用注射器先将纯水加至管中，充分溶解后再开封。 

  *Indicator working solution 冷冻(-20℃)可稳定保存 2 周，冷藏(0-5℃)可稳定保存 3 天。 
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- 本试剂盒含有玻璃容器，操作时建议佩戴手套并小心操作。 

- 为了得到更准确的实验结果，建议每个样品设置复孔（n=3）。 

- 如果待测样品是非水溶性的，先使用 DMSO 或乙醇溶解制成 Stock solution，然后再用 Buffer 进行稀释， 

  并控制 DMSO 或乙醇的含量在 1%以下。 

- 如果待测样品含有柠檬酸、醋酸等，会导致 Substrate buffer 的底物发生沉淀，无法显色。请中和至 pH5 以上。 

- 如果待测样品含有维生素 C，会还原 Indicator solution 导致假阳性。请控制维生素 C 含量在 0.01%以下。 

- 如果待测样品含有不溶性固体物质，请将其离心过滤。固体物质会影响吸光度的测定。 

- 为了更准确的定量，建议设置样品空白孔，扣除样品溶液自身在 593 nm 处的吸光度后，再计算铁浓度。 

保存条件 0~5℃保存。本试剂盒在未开封状态可稳定保存 6 个月。 

图 1. ACE Kit-WST 的检测原理 

抑制剂 

血管紧张素转换酶(ACE)可以通过血压调节机制之一的肾素-血管紧张素系统，将血管紧张素Ⅰ(AngiotensinⅠ)

转化成具有升压作用的血管紧张素Ⅱ(AngiotensinⅡ)。同时，它还可以分解降压肽之一的缓激肽(Bradyinin)，是一种

与血压上升有很大关系的酶。近年来，市面上有许多以预防高血压为目的的功能性食品(特定保健用途食品)，而其中

具有 ACE 抑制活性的食品备受关注。传统的 ACE 抑制活性检测法是通过测定马尿酸在 228nm 处的吸光度来计算

的，马尿酸是从合成底物 Hippuryl-His-Leu 中生成，经过乙酸乙酯溶剂提取、浓缩干燥、再溶解得到的。该方法需

要使用乙酸乙酯等有害的有机溶剂，且操作复杂，容易产生测量误差，因此急需一种操作更简单、结果更准确的检

测方法。同仁化学研究所开发的 ACE Kit-WST 是一种新型酶法检测试剂盒。通过检测 3-Hydroxybutyryl-Gly-Gly-

Gly(3HB-GGG)中得到的 3-Hydroxybutyric acid(3HB)，可以更安全、快速、简单的检测 ACE 抑制活性。本方法还

可以使用 96 孔板进行多样品检测，进一步提高了检测的快捷性和重现性。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protocol 1 确定 ACE 抑制剂活性的有无 Protocol 2 检测 IC50 

 

 

 

 

 

 

 

 

n=3 时，可检测 14 个样品(50 tests)，28 个样品(100 tests) 

详细的操作步骤请参照本说明书第二页。 

 

 

 

 

 

 

 

 

n=3 时，可检测 2 个样品(50 tests)，4 个样品(100 tests) 

详细的操作步骤请参照本说明书第三页。 

 Sample 孔 Blank 1 孔 Blank 2 孔 

样品溶液 20 μL - - 

纯水 - 20 μL 40 μL 

Substrate buffer 20 μL 20 μL 20 μL 

Enzyme working solution 20 μL 20 μL - 

Indicator working solution 200 μL 200 μL 200 μL 

每个样品至少需要 100 μL 样品溶液。*不足 100 μL 时，请用纯水进行稀释。 

 

参考表 1 和图 2： 

1. 每孔分别加入 20 μL 样品溶液(Sample 孔)或纯水(Blank 1,Blank 2 孔)。 

2. 每孔分别加入 20 μL Substrate buffer。 

3. Blank 2 的各孔中加入 20 μL 纯水。 

4. Sample 孔和 Blank 1 孔中分别加入 20 μL Enzyme working solution。 

  *Enzyme working solution 加入后会立即产生 3-Hydroxybutyric acid(3HB)，为了减少孔间差，建议使用排枪。 

5. 培养箱内 37°C 培养 60 min。 

6. 每孔加入 200 μL Indicator working solution。 

7. 室温下培养 10 min。 

8. 酶标仪检测 450 nm 处吸光度。 

样品溶液的配制 

操作步骤 

图 2. 孔板设置例(n=3 时) 

两种实验操作步骤，根据实验目的选择其中一种进行实验。 Protocol的选择 

Protocol 1 确定 ACE 抑制剂活性的有无 

表 1. 各孔添加溶液的体积 

Blank 1：无抑制的全显色 

Blank 2：试剂的空白对照 

*如果样品本身含有颜色，用相同稀释倍率的样品溶液做 Sample 

Blank (20 μL样品 + 240 μL纯水)，最终检测结果需要扣除Sample 

Blank。尤其是黄色~红色，对 450 nm 处吸光度的影响最大。 

图 3. ACE 抑制剂活性的评价 

<ACE 抑制剂活性的评价> 

ACE 抑制剂活性值(抑制率%)按照下列公式计算。 

 

ACE 抑制剂活性值(抑制率%)= 

[(ABlank 1 - ASample) / (ABlank 1 – ABlank 2)] × 100 

A502: ACE Kit-WST 
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 Sample 孔 Blank 1 孔 Blank 2 孔 

样品溶液 20 μL - - 

纯水 - 20 μL 40 μL 

Substrate buffer 20 μL 20 μL 20 μL 

Enzyme working solution 20 μL 20 μL - 

Indicator working solution 200 μL 200 μL 200 μL 
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Protocol 2 

样品溶液的配制 

检测 IC50 

用纯水稀释样品溶液 

  例) 稀释率：1 (未稀释), 1/5, 1/52, 1/53, 1/54, 1/55, 1/56 

图 4. Sample solution 配制例 

参考表 2 和图 5： 

1. 每孔分别加入 20 μL 样品溶液(Sample 孔)或纯水(Blank 1,Blank 2 孔)。 

2. 每孔分别加入 20 μL Substrate buffer。 

3. Blank 2 的各孔中加入 20 μL 纯水。 

4. Sample 孔和 Blank 1 孔中分别加入 20 μL Enzyme working solution。 

  *Enzyme working solution 加入后会立即产生 3-Hydroxybutyric acid(3HB)，为了减少孔间差，建议使用排枪。 

5. 培养箱内 37°C 培养 60 min。 

6. 每孔加入 200 μL Indicator working solution。 

7. 室温下培养 10 min。 

8. 酶标仪检测 450 nm 处吸光度。按照下列公式进行计算 ACE 抑制剂活性值(抑制率%)。 

ACE 抑制剂活性值(抑制率%)=[(ABlank 1 - ASample) / (ABlank 1 – ABlank 2)] × 100 

表 2. 各孔添加溶液的体积 

操作步骤 

Blank 1：无抑制的全显色 

Blank 2：试剂的空白对照 

*如果样品本身含有颜色，用相同稀释倍率的样品溶液做 Sample 

Blank (20 μL样品 + 240 μL纯水)，最终检测结果需要扣除Sample 

Blank。尤其是黄色~红色，对 450 nm 处吸光度的影响最大。 
图 5. 孔板设置例(n=3 时) 

图 6. 抑制曲线 

参考文献 

 

 

<IC50的计算方法> 

・分别以样品浓度和抑制剂活性为轴横纵坐标制作抑制曲线。 

・由抑制曲线得到抑制率 50%时样品的浓度。 

・由于反应时样品的终浓度是样品溶液浓度的 1/3，所以由 

  抑制曲线得到的浓度的 1/3 即 IC50。 

1. Le Hoang Lam, T. Shimamura, K. Sakaguchi, K. Noguchi, M Ishiyama, Y. Fujimura and H. Ukeda, Anal. Biochem., 2007， 

  364,104. 
2. Le Hoang Lam, T. Shimamura, S. Manabe, M. Ishiyama and H. Ukeda, Anal. Sci., 2008, 24, 1057. 
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