
 
 
 

 

 فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیدازکیت سنجش 

Nagpix™ (Glutathione Peroxidase Activity Assay Kit) 

 مقدمه:

 یهااست که در بخش یمیآنز (GPx) دازیپراکسونیگلوتاتآنزیم 

 ،دازهایپراکس ونیگلوتات .شودیم افتیسلول  یتوکندریو م یتوپلاسمیس

 بیدر برابر آس هاسمیکه در حفاظت از ارگان هستند هامیاز آنز یگروه

را به  (GSH) کاهشی ونیگلوتاتاین آنزیم،  دارند. ینقش مهم ویداتیاکس

به  یچرب یهادیدروپراکسیکاهش ه یدر ط( GSSG) شده دیاکس ونیگلوتات

سطوح نرمال این  کند.یم لیبه آب تبد را،  آزاد دروژنیه دیپراکس ایالکل 

 یهایماریاز جمله سرطان و ب ،هایماریاز ب یاریاز بس یریشگیپآنزیم در 

 .تواند ارتباط داشته باشدمی یعروق یقلب

کومن در هنگام دیدروپراکسیباعث کاهش ه پراکسیدازآنزیم گلوتاتیون

با مصرف  GSSG و در ادامه شودمی GSSGبه  GSH ونیداسیاکس

NADPH  به  آنزیم گلوتاتیون ردوکتازتوسطGSH  یابد. در این میکاهش

در نظر  GPxعنوان یک مارکرتعیین مقدار مصرف شده به NADPH واکنش،

تعیین  را GPxنانومتر میزان فعالیت  340شود و در طول موج گرفته می

وابسته به  یدازهایتمام پراکس یریگاندازه یبرا این سنجش .کندیم

با  یسلول یزاتو ل نیهموگلوب ت،یتروسیار زاتیدر پلاسما، ل نویگلوتات

  کاربرد دارد.mU/ml ۵/0 تیحساس

 مراحل انجام آزمایش:

 ها:سازی نمونهآماده (1

شود ابتدا چند نمونه برای دستیابی به نتایج بهتر، توصیه می :1توجه 

گیری مورد سنجش قرار دهید سپس اندازهرا برای تعیین محدوده 

 های مختلف بر اساس این سنجش انجام گیرد.رقت

 های سلولی:های بافتی و نمونهنمونه 

  شیهر آزما یبرا ازیمورد ن سلول ۲×۶10بافت و یا  گرم یلیم 100 مقدار .1

 شست و شو دهید.سرد  PBSشته و با را بردا

رده و هموژن کرا به نمونه اضافه  سرد Assay Bufferاز  تریلکرویم ۲00 .۲

نوند سلامت با کد  ایشیشه توانید از هموژنایزر) بدین منظور مینمایید 

 استفاده کنید(.  1۶010محصول 

دور  9000در  گرادیدرجه سانت 4 یدر دما قهیدق 1۵ محلول را  .3

 کنید. وژیفیسانتر

جدا کرده و از آن به عنوان نمونه استفاده کنید )تا زمان محلول رویی را  .4

 (روی یخ نگهداری شود یااستفاده در دمای یخچال و 

 

 

 :اریتروسیت 

 ،سرد Assay Buffer با 1:1با نسبت های قرمز جدا شده را گلبول .1

درجه  4 یدر دما قهیدق 1۵به مدت  کنید. سپسو هموژن مخلوط 

 کنید. وژیفیسانتر دور 9000در  گرادیسانت

 جدا و به عنوان نمونه از آن استفاده نمایید. را رویی محلول .۲

 :سرم و پلاسما 

یا  میتوان به طور مستقیم «1توجه »را با در نظر داشتن  یسرم ینمونه ها

 یتوان در دمایها را منمونه) دادمورد ارزیابی قرار  هاکچاه در ،رقیق شده

 (.کرد نگهداریگراد  یدرجه سانت -80

  سازی محلول کار:آماده (2

 یکمقدار  Reagent 1حاوی پودر به هر تیوب  :Reagent 1الف( 

پس از افزودن   R1اضافه نمایید. هر تیوب  Assay Bufferلیتر میلی

Assay Buffer  درجه  -۲0است و در دمای تست کافی  ۲۵برای

 .به مدت یک ماه قابل نگهداری استگراد سانتی

ورتکس نموده تا محلول  محلول را بصورت کامل :Reagent 2( ب

 با آب دیونیزه رقیق 1:1000. محلول را با نسبت آیدهمگن به دست 

به مدت گراد درجه سانتی -۲0 یدر دما R2 شدهآماده محلولنمایید. 

 است. یماه قابل نگهدار کی

لیتر میلی 1مقدار  Standardبه هر تیوب  محلول استاندارد:( ج

و از این محلول به عنوان استاندارد جهت رسم  ودهآب دیونیزه اضافه نم

شده، دارای غلظت یک  آماده استانداردمنحنی استفاده کنید. محلول 

گراد درجه سانتی -۲0است و در دمای  NADPHاز  میلی مولار

  مدت یک ماه قابل نگهداری است.به

 :رسم منحنی استاندارد (3

تهیه زیرمحلول استاندارد را با استفاده از جدول  های مختلفرقت ابتدا

 .کرده و برای رسم منحنی استاندارد از آن استفاده نمائید

 لوله

 )چاهک(

 1 استاندارد

 مولمیلی

 )میکرولیتر(

 آب مقطر

 )میکرولیتر(

غلظت نهایی 

 استاندارد

(nM) 

A ۰ 1۰۰ ۰ 

B 2۰ 8۰ 2۰ 

C 4۰ 6۰ 4۰ 

D 6۰ 4۰ 6۰ 

E 8۰ 2۰ 8۰ 

F 1۰۰ ۰۰ 1۰۰ 



 
 
 

 

 روش کار: (4

های پلیت را در چاهک میکرولیتر از نمونه یا استاندارد ۵0ابتدا ( الف

شود از هر نمونه دو تکرار انجام دهید و پیشنهاد می)خانه ریخته  9۶

ر ادامه مقادیر میانگین را بصورت عدد نهایی در فرمول لحاظ کنید(. د

 سپسرا اضافه کرده و  ماده شدهآ R1میکرولیتر  40 ها،چاهکبه همه 

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید. 1۵به مدت 

نانومتر  340ها را در جذب نوری نمونه، R2: قبل از افزودن 2 وجهت

توانید می باشد، 0/1نانومتر کمتر از  340در  OD. اگر دیریاندازه بگ

 1با اضافه کردن محلول استاندارد به چاهک، جذب نوری را به بالای 

لیتر از محلول برسانید. توجه داشته باشید که افزودن هر میلی

 اضافه خواهد کرد. ODواحد به  ۵/0صورت تقریبی استاندارد به

و خوب کرده  فهاضارا  R2از میکرولیتر  10برای شروع واکنش، ب( 

نانومتر قرائت  340ل موج را در طو هاجذب نوری نمونه. دنیمخلوط ک

 و یادداشت کنید.

برای بار دوم و  انکوبه کرده در دمای اتاق دقیقه 10تا  ۵به مدت ج( 

 و یادداشت نانومتر قرائت 340ها را در طول موج جذب نوری نمونه

 کنید.

 رسم منحنی استاندارد: (5

، منحنی استاندارد را با 3مرحله دست آمده در بهبا توجه به اعداد 

 .کنیدافزارهای آماری ترسیم نرم

 

 
 

 

 

 

 محاسبات:  (6

و  3دست آمده در مراحل نوری بهها و مقادیر جذب بر اساس غلظت

، عددها را در محل مناسب در فرمول قرار داده و درنهایت مقدار 4

 دست آورید.را برای هر نمونه به GPxفعالیت 

 

∆A 340 nm = (S1 - S2)  – (A1 – A2) 

 

S1 در زمان صفر نمونه مورد نظر : جذب نوری 

S2 در زمان دوم نمونه مورد نظر : جذب نوری 

A1 جذب نوری استاندارد با غلظت صفر در زمان صفر : 

A2 جذب نوری استاندارد با غلظت صفر در زمان دوم : 

 

جهت تعیین مقدار  ،۵در مرحله  از منحنی به دست آمدهدر این مرحله، 

NADPH  مقادیر  .کنیدطبق فرمول زیر استفادهB  در این فرمول برای

 مورد استفاده خواهد شد: GPxمحاسبه میزان فعالیت 

 

 

B =) 
∆𝑨𝟑𝟒𝟎 𝒏𝒎−  عرض از مبدا

شیب خط
( 

 

 شود: دار طبق فرمول زیر محاسبه مین فعالیت گلوتاتیون پراکسیمیزاحال 

 

GPx Activity = 𝐁

 مقدار نمونه×( زمان اول قرائت جذب نوری−زمان دوم قرائت جذب نوری )
×  رقت

 

 دست آمده از طریق فرمول بالا،به دازیپراکس ونیگلوتات میآنز تیفعالمیزان 

 .شودیم گزارش mU/mL ای nmol/min/ml های واحد حسب بر

 

 های نوند سلامت:توصیه

ابتدا میزان پروتئین موجود تر بهتر است دست آوردن نتایج دقیق. برای به1

بسنجید  1۵0۷۲های خود را با کیت سنجش پروتئین با کد محصول در نمونه

 گرم پروتئین گزارش کنید.و نتایج را بر اساس میزان فعالیت آنزیم در هر میلی

ها و شرایط نگهداری مواد ذکر شده در پروتکل و روی جعبه توجه . به زمان۲

 کنید.

 مناسب و ایمن را در انجام مراحل آزمایش رعایت کنید.. پوشش محافظتی 3

 

y = 0.0076x + 0.3534
R² = 0.9735
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