
 
 
 

 

 

 کیت سنجش پراکسیداسیون لیپید
Nalondi™ (Lipid Peroxidation Assay Kit) 

 مقدمه:

( که شامل ROS=Reactive Oxygen Speciesهای فعال اکسیژن )گونه

ی رایج محسوب شده کنندهاکسید های بسیار فعال واجد اکسیژن هستند، از ترکیباتمولکول

ی ثانویه های مختلف، ضمن اکسید کردن آنها محصولات اکسید شدهو با حمله به مولکول

های فعال هایی هستند که هدف گونهترین دسته از بیومولکولکنند. لیپیدها مهمنیز تولید می

چرب غیراشباع صورت گیرند. پراکسیداسیون لیپیدها معمولا روی اسیدهای اکسیژن قرار می

آلدهید دیآلدهیدهای فعال مانند مالون هاگرفته و محصول نهایی آن

(MDA=Malondialdehydeمی ).باشد 

گونه که از نامش پیداست ترکیبی آلدهیدی، فعال و بسیار آلدهید هماندیمالون 

شود. پذیر است و در بدن انسان از پراکسیداسیون اسیدهای چرب غیراشباع تولید میواکنش

توان به های بیولوژیک مختلف میآلدهید در نمونهدیگیری میزان مالونبنابراین با اندازه

گیری سطح ها پی برد و از آن به عنوان یک نشانگر برای اندازهن چربیمیزان پراکسیداسیو

آلدهید خود دیاسترس اکسیداتیو در یک موجود زنده استفاده نمود. از طرفی چون مالون

های دیگر، ضمن اتصالی کووالان ترکیبی فعال و بسیار واکنش پذیر است با حمله به مولکول

دهد، همچنین یتا عملکرد سلول را تحت تاثیر قرار میها و نهاو محکم، عملکرد مولکول

زایی، سبب خاصیت جهش DNAآلدهید به بازهای پورینی در ساختمان دیاتصال مالون

 شود.می آنزایی آتروژنی و سرطان

روشی ساده، تکرارپذیر و استاندارد  ™Nalondiکیت سنجش پراکسیداسیون لیپید 

های آلدهید و آگاهی از پراکسیداسیون لیپیدی در نمونهدیگیری میزان مالونبرای اندازه

بیولوژیکی مانند سرم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنه، لیزات سلولی و مایع محیط کشت را 

( در دمای بالا، TBAآلدهید با تیوباربیتیوریک اسید )دیکند. بطور خلاصه مالونفراهم می

سنجی در طول موج ند که با روش رنگکواکنش داده و محصول صورتی رنگی تولید می

nm540-530  شود. گیری میاندازه 

 روش کار: 

  آماده سازی نمونه های بافتی: (1

 گرم 15/1)کلریدپتاسیم درصد  15/1های بافتی از محلول برای لیز نمونه 

( استفاده شود، بدین صورت که از لیتر آب مقطرمیلی 100در  کلریدپتاسیم

 ،برابر وزن آن 10گرم وزن کرده و میلی 100تا  50 تی در حدودنمونه باف

)استفاده  اییسپس توسط هموژنایزر شیشه .محلول کلریدپتاسیم  اضافه کنید

نمونه  گردد(پیشنهاد می 16010از هموژنایزر نوند سلامت با کد محصول 

به مدت  دور 1200دردر مرحله بعد، نمونه را  . نمایید مورد نظر را هموژنایز

از سانتریفیوژ  استفاده )نوند سلامت در این مرحلهنید کدقیقه سانتریفیوژ  10

را جدا کنید. این مایع به عنوان  مایع رویی و (کندتوصیه می را داریخچال

 نمونه مورد استفاده قرار خواهد گرفت.

 گیری برای اندازهMDA  لیتر محیط سلول، یک میلیتحقیقات کشت در

 هموژنایز( PBSفسفات بافر ) لیتربا یک میلیرا سلول   710حاوی  کشت

 . نماییدبه عنوان نمونه استفاده  )بدون سانتریفیوژ( محلولاین کرده و از کل 

توجه داشته باشید در صورت استفاده از پلاسما نمونه نباید حاوی  نکته:

EDTA .باشد 

ها نیم ساعت قبل از شروع آزمایش معرف آماده سازی محلول کار: (2

 تارا  هافمعررا به دمای اتاق رسانده و در صورت مشاهده کریستال، 

 .استفاده نماییدورتکس پس از  گرم کنید وماری( )توسط بن درجه 50دمای

 ؛برسانیددو برابر به حجم ( را با آب مقطر دیونیزه R12xمعرف یک )

لیتر آب دیونیزه را با یک میلی R12xلیتر از صورت که یک میلیبدین

)آماده  R1هایمعرفبرای تهیه محلول کار،  مخلوط و سپس استفاده نمایید.

لیتر دو میلی)مثال:  با هم مخلوط کنید 1:1:2 یهارا به نسبت R3و  R2، شده(

مخلوط  R3معرف  لیترمیلیو یک  R2از معرف لیترمیلیبا یک R1 معرفاز 

 د(.و ورتکس نمایی

 6)کمتر از  تازهباید به صورت  محلول کارداشته باشید که دقت  :توجه

 تهیه شود. ساعت تا مصرف(

مول  1/0غلظت استاندارد موجود در کیت   :استانداردآماده سازی  (3

میکرولیتر آب مقطر  980میکرولیتر برداشته و در  20باشد که از آن می

برای رسم  مولار بوده ومیلی 2. غلظت محلول حاصل نمائید دیونیزه رقیق

 نمائید.منحنی استاندارد طبق جدول زیر غلظت های مختلف را تهیه 

 

 

 

 

 

 

 

 

پلاسما،  سرم، شامل های بیولوژیکی کهاز نمونه )نمونه میکرولیتر 200 (4

 لیترمیلییک را با و یا استاندارد باشد( شده می هموژن بافت ادرار، سلول، لیز

بن ماری با دمای  وناز محلول کار مخلوط کرده و پس از مخلوط کردن در

ها را نمونه در مرحله بعددقیقه قرار دهید.  45گراد به مدت درجه سانتی 95

 آب یخ قرار دهید.  ون ظرف حاویدقیقه در 10سریعاً به مدت 

 لوله

 

 استاندارد

 مولارمیلی 2

 )میکرولیتر(

آب مقطر 

 دیونیزه

 )میکرولیتر(

غلظت نهایی 

 استاندارد

 )نانومول(

A 0 200 0 

B 2 198 4 

C 4 196 8 

D 6 194 12 

E 8 192 16 

F 10 190 20 



 
 
 

 

 

در سپس دقیقه سانتریفیوژ نموده و  15به مدت دور  3000ها را در نمونه (5

نانومتر( در مقابل بلانک )محلول کار(  540-530نانومتر ) 532طول موج 

 قرائت نمایید.

 (ODها )نمونه یکه جذب نور یپلاسما در صورت یاسرم  یهادر نمونه نکته:

و  ییدنما یقرق یونیزهها را با آب مقطر دنمونه شودیم یهباشد، توص 2از  یشب

عنوان مثال، اگر نمونه . بهیدقرار ده Kحرف  یرقت را در فرمول به جا یزانم

 یکرولیترم 900نمونه+ یترولیکرم 100) یداکرده یقرق 9به  1نسبت خود را به

 یقرق یهانمونه یرقت برا یزانخواهد بود )م 10برابر با  Kآب مقطر(، عدد 

 است(. 1نشده عدد 

افزارهای آماری مثل اکسل، با استفاده از یکی از نرم  نحوه محاسبه: (6

 نمودار استاندارد را رسم نمائید.

 
 

 باشد: فرمول خط حاصل از نمودار بالا به شکل زیر می

y=Ax+B 
yجذب نوری استاندارد : 

A می باشد( 1982/0: شیب خط )مثال در فرمول نمودار بالا این عدد برابر با 

x غلظت :MDA 

B باشد(می 0433/0: عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار بالا این عدد برابر با 

 

 :گرددبا فرمول زیر محاسبه می  MDAکه با توجه به فاکتور بالا میزان 
 

𝑴𝑫𝑨 =  
𝑶𝑫 𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 − 𝑩

𝑨
× 𝑲 

 

Kها می باشد: ضریب رقت برای نمونه 

 ( عبارت است از :MDA) پراکسیداسیون لیپیدواحد 

 nmol/ ml (or nmol/mg pro) 

 
گر آنلاین که در صفحه اینترنتی نوند سلامت توانید از محاسبهبرای راحتی کار می

 وجود دارد،  استفاده نمائید. 

 ها:توصیه

  گراد( نگهداری شود ولی درجه سانتی 8-2کیت در یخچال )دمای

قبل از شروع آزمایش باید به دمای محیط  نیم ساعت هامعرف

رسیده و قبل از استفاده ورتکس  گراد(درجه سانتی 25)ترجیحاً دمای 

 .ها دیده نشودایی که هیچ کریستالی در معرفنمائید به گونه

 شود از هر نمونه و یا استاندارد دوبار تکرار انجام گرفته و توصیه می

 ها لحاظ شود.میانگین آن

  کار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی  زماندر

 .باشدمی

 

 


