
 
 
 

 
 

  در اریتروسیت کیت سنجش سوپراکسید دیسموتاز
Erythro-Nasdox™ 

 (Superoxide Dismutase Assay Kit for Erythrocyte Samples) 
 

  مقدمه:
هاي فعال مولکول) که شامل ROS=Reactive Oxygen Speciesهاي فعال اکسیژن (گونه

هاي مختلف، به مولکول ي رایج محسوب شده و با حملهکنندهواجد اکسیژن هستند، از ترکیبات اکسید
ترین کنند. یکی از مهمي ثانویه نیز تولید میها محصولات اکسید شدهکردن آن ضمن اکسید

حضور و فعالیت آنزیم  هاي فعال اکسیژن،ي گونهاکسیدانی بدن در برابر حملههاي آنتیمکانیسم
  ) است.SOD( سوپراکسید دیسموتاز

واکنش دیسموتاسیون آنیون  ها. این دسته از آنزیمین هستندیمتالوپروت سوپراکسید دیسموتاز هايآنزیم
کنند. دیسموتاسیون نوع خاصی از هیدروژن را کاتالیز می ) به اکسیژن و پراکسید-O2سوپراکسید (

 متفاوت محصول دو و شده شکاه و ایشاکس همزمان دچار گونه یک ،درآن  که استردوکس  هايواکنش
 .کندمی ایجاد

غلظت بالایی در مغز، کبد،  و شودسوپراکسید دیسموتاز به طور گسترده در گیاهان و حیوانات یافت می
در   SOD1د:شوم سوپراکسید دیسموتاز دیده میو کلیه دارد. در انسان سه فر هااریتروسیتقلب، 

که  SOD3 در میتوکندري که حاوي منگنز است و SOD2 باشد،می Cu/Zn سیتوپلاسم که از نوع
ها و همچنین در مایعات خارج سلولی مانند پلاسما، لنف و خارج سلولی است و در فضاي بینابینی بافت

ریع است نهایت سباشد. واکنش سوپراکسید دیسموتاز بیمی Cu/Zn مایع سینوویال وجود دارد و از نوع
ها، غلظت ها و بافتباشد. حضور مقدار کافی از آنزیم در سلولمی s 1-m 910 x 2-1 و داراي عدد تبدیل

حاضر  (SOD) دارد. فعالیت سوپراکسید دیسموتازآنیون سوپراکسید را در سطح بسیار پایین نگه می
مرتبط با استرس اکسیداتیو، حیاتی  هايخارج سلولی، براي جلوگیري از بیماري هايدر سلول و محیط

  است. 
روشی ساده، تکرارپذیر و  ™Erythro-Nasdox در اریتروسیت دیسموتاز کیت سنجش سوپراکسید

ر مهاس ساا بربه طور کلی آزمایش  بوده وگیري قابل اندازه هاي اریتروسیتینمونهدراستاندارد بوده و 
دي در حضور هوا ااست که در شرایط عاي پیروگالول ماده باشد.ل میالوگوپیر نسیواسیدکاتوا کنشوا

عمر اتواکسیداسیون آن مشخص شود. با در دست داشتن غلظت مشخصی از این ماده نیمهاکسیده می
با غلظت نامشخص مقدار مهار واکنش  SODشود. در این واکنش با اضافه کردن نمونه حاوي می

در  SODاتواکسیداسیون پیروگالول در زمان مشخص سنجیده و در مقایسه با کنترل میزان غلظت 
، سنجش مقادیر ™Erythro-Nasdoxجهت افزایش دقت در کیت  شود.نمونه مشخص می

  سوپراکسید دیسموتاز بر اساس میزان هموگلوبین موجود در نمونه است.
 ازي معرف هاسآماده

1 ( Reagent 1 (R1) 10x :از  لیتریلینمونه دو م 10 ي هربراR1  یرآب دوبار تقط لیتریلیم 18را با 
 بدین منظور است). NaOH(توصیه نوند سلامت به استفاده از  برسانید 2/8را به  pHو مخلوط 

2 ( Reagent 2 (R2): میکرولیتر از  50نمونه،  10 هر برايR2a  لیتر از معرف میکرو 4950را با
R2b ید (یمخلوط و به صورت کامل ورتکس نماpH  باشد) 4/7باید در موقع استفاده. 

کاربرد  بافتی و یا سلولی هايبراي آماده سازي نمونهاین بافر صرفا : Buffer 10xبافر لیز کننده  ) 3
لیتر آب دوبارتقطیر مخلوط میلی 9لیتر را با ید (یک میلییبرابر رقیق نما 10بافر لیزکننده را در ابتدا  دارد.

  .ید)یو ورتکس نما
  روش انجام

  هموگلوبین:گیري اندازه
 این به در ابتدا باید گلبولهاي قرمز را از نمونه خون کامل به واسطه شستشو با نرمال سالین جدا نمایید.

دقیقه سانتریفیوژ نموده و سپس  5به مدت دور  3000در نمونه خون حاوي ماده ضد انعقاد را  منظور،
دور  3000در و کنید سالین اضافه  نرمالبرابر حجم آن  5تا  3 نمایید. سپس (پلاسما) را جدامایع رویی
در  و کردهمرتبه تکرار  3دقیقه سانتریفیوژ نمایید. عمل شستشو با نرمال سالین را حداقل  5به مدت 

 شین شده به عنوان نمونه استفاده نمایید.هاي ته ناریتروسیتاز  مرحله آخر

شود که توسط فروسیانید میشده و هموگلوبین آزاد لیز  ي خونیهانمونهگیري هموگلوبین، اندازهبراي 
ترکیب این  .شودمیتبدیل  به سیانومت هموگلوبین KCNفرآیند توسط  يو در ادامه به مت هموگلوبین

  .استگیري اندازه قابل نانومتر 546در طول موج  جذب نوري آن بوده و پایدار

 لیتر ازمیلی 1را با  Hb a محلول لیتر ازمیلی 1نمونه،  20هر  براي سنجش میزان هموگلوبین، به ازاي
لیتر زسانده و به عنوان محلول درابکین در روش میلی 50به حجم  مخلوط و با آب مقطر Hb b محلول

  ). استماه  3 تا (پایداري این محلول در دماي اتاق کار از آن استفاده نمایید
) را به دماي اتاق برسانید و سپس Hb SDاستاندارد ( محلول براي ترسیم منحنی استاندارد هموگلوبین،

  نمایید: محلول استاندارد را تهیه هاي مختلفغلظت به ترتیب زیر ،لوله 5با استفاده از 
شماره 

  لوله
  ارزش استاندارد  درابکینمحلول   استاندارد

)g/dl(  
  حلول بلانک)م -(صفر  لیترمیلی 5/2  صفر  1
  8  لیترمیلی 5/1  لیترمیلی 1   2

  12  لیترمیلی 1  لیتریلیم 5/1  3
  16  لیترمیلی 5/0  لیترمیلی 2  4
  20  صفر  لیترمیلی 5/2  5

لیتر میلی 5/2هاي جدا شده را با  اریتروسیتز میکرولیتر ا 10، هادر نمونه گیري هموگلوبینبراي اندازه
دقیقه بعد از انکوباسیون در دماي اتاق،  5مخلوط کرده،  )Hb a + Hb b+ DW( از محلول درابکین

گیري نموده و با استفاده از منحنی استاندارد میزان نانومتر اندازه 546 جذب آن را در طول موج
  ) را محاسبه نمایید.g/dlهموگلوبین (

  ها:ازي نمونهسادهآم
را با استفاده لهاي قرمز جدا شده گلبوها، در ابتدا براي سنجش آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در اریتروسیت

میکرولیتر آب مقطر  990میکرولیتر از اریتروسیت ها را با  10(مثال:  رقیق نمایید 100به  1آب مقطر از 
  و در جدول زیر به عنوان نمونه استفاده نمایید.  کنید) رقیق

  توجه داشته باشید که فاکتور رقت را در فرمول و محاسبات لحاظ کنید.
  ید:یبراي انجام کار به ترتیب جدول زیر اقدام نما

 لوله نمونه  معرف
  (میکرولیتر)

لوله کنترل 
  (میکرولیتر)

  صفر  500  (اریتروسیت هاي رقیق شده) نمونه
  R1(  2000  2000یک (معرف 

  500  صفر  )DWآب دیونیزه (
اضافه نموده و زمان   ها را مد نظر داشته باشیدمعرف بعدي را باید در داخل اسپکتروفتومتر 

  R2(  500  500معرف دو (
  نانومتر 420در طول موج  خوانش

ت و میانگین ئقرا 3 دقیقه و 2، دقیقه 1، دقیقه ري نمونه و کنترل را در زمان صفراختلاف جذب نو 
  ید.یدر فرمول محاسبه استفاده نما ΔODاختلاف آنها را به عنوان 

 

  )1(محاسبه

 ∆푶푫 = |푶푫ퟏ푴풊풏 푶푫ퟎ푴풊풏| |푶푫ퟐ푴풊풏 푶푫ퟏ푴풊풏|  |푶푫ퟑ푴풊풏 푶푫ퟐ푴풊풏|
ퟑ

  

  )2محاسبه (

 푺푶푫 풂풄풕풊풗풊풕풚 U
mg Hb = ∆푶푫 푻풆풔풕

∆푶푫 푪풐풏풕풓풐풍 × 200  

 ها:توصیه

  ها قبل از شــروع آزمایش باید به گراد) نگهداري شــود ولی معرفدرجه ســانتی 8- 2کیت در یخچال (دماي
ــیده و قبل از اســتفاده ورتکس نمادرجه سـاـنتی 25دماي محیط (ترجیحاً دماي  ایی که به گونه یدیگراد)رس

 ها دیده نشود.هیچ کریستالی در معرف

 تهیه و استفاده شوند. ساعت) 8(کمتر از  صورت تازه ها باید بهتمام محلول 
 شود.استفاده از سانتریفیوژ یخچالدار توصیه می 

  محلول درابکین باید شفاف و رنگ زرد روشن باشد. در صورت مشاهده کدورت و یا بی رنگ شدن آن را دور
 بریزید.


