
 

 
 

 کیت سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز
Nactaz™ (Catalase activity Assay Kit) 

V-0.5 microplate Reader 
 

 مقدمه:

 های بسیار فعال واجد( که شامل مولکولROS=Reactive Oxygen Speciesهای فعال اکسیژن )گونه

های مختلف، ضمن ی رایج محسوب شده و با حمله به مولکولکنندهاکسیژن هستند، از ترکیبات اکسید

ها نقش کنند. تعدادی از آنزیمی ثانویه نیز تولید میها محصولات اکسید شدهاکسید کردن آن

ها رین این آنزیمکنند. از مهمتهای فعال اکسیژن ایفا میی گونهاکسیدانی مهمی را در برابر حملهآنتی

 کاتالاز اشاره کرد. توان بهمی

تجزیه  پستانداران است وهای پستانداران و غیرسلول ( آنزیم رایج موجود درEC 1.11.1.6کاتالاز )

ها مولکول پراکسید تواند در هر ثانیه میلیونمی وکند آب و اکسیژن را کاتالیز میپراکسیدهیدروژن به 

 یژن تبدیل کند.هیدروژن را به آب و اکس

های فعال اکسیژن است و محصول متابولیسم طبیعی ( یکی از ترکیبات مولد گونه2O2Hپراکسید هیدروژن )

تواند باعث ی بوده و میهای یوکاریوتی سمانبی برای سلولباشد. اما این محصول جهوازی بدن می

و یا حتی مرگ سلول شود. برای زایی ها و منجر به جهشها و پروتئین، اکسیداسیون چربیDNA آسیب

ها، پراکسید هیدروژن توسط آنزیم کاتالاز به اکسیژن و آب تبدیل ها و بافتجلوگیری از آسیب سلول

های قرمز بالاترین غلظت و در بافت دارای هِم است و در کبد، کلیه و گلبول کاتالاز یوکاریوتی شود.می

  م سلول متمرکز شده است.زوهمبند کمترین غلظت را داشته و در پراکسی

موجود در نمونه )فعالیت پراکسیداتیک آنزیم کاتالاز(  لازاآنزیم کاتاساس این روش بر مبنای واکنش 

 (به عنوان دهنده هیدروژن) متانول و پراکسیدهیدروژنحضور در آنزیم کاتالاز  . در این واکنش ابتداباشدمی

به واکنش خاتمه داده، هیدروکسید پتاسیم شود. در نهایت باعث تولید نوعی آلدهید )فرمالدهید( می

 550تا  540در طول موج ش طیف سنجی به رو در ترکیب با کروموژن )ماده رنگی( ،فرمالدهید حاصل

 .باشدقابل سنجش می نانومتر

روشی ساده، تکرارپذیر و استاندارد برای ( شرکت نوند سلامت، ™Nactazکیت سنجش فعالیت کاتالاز )

 رم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنههای بیولوژیکی مانند سباشد که در نمونهکاتالاز می فعالیت گیری میزاناندازه

 . شوداستفاده میلیزات سلولی و 

 

 محتویات کیت: 

1. Reagent 1  :2500 میلی لیتر  5تست ( /  48) کیت  میکرولیتر

 تست ( 192میلی لیتر ) کیت  10تست (/  96) کیت 

2. Reagent 2 :500  میکرولیتر)  500تست (/  48میکرولیتر) کیت

 تست ( 192میکرولیتر ) کیت  500تست (/  96کیت 

3. Reagent 3 :2500  میلی لیتر)  5تست (/  48میکرولیتر) کیت

 تست ( 192کیت  میلی لیتر) 10تست ( /  96کیت 

4. Reagent 4 :5  میلی لیتر) کیت  10تست (/  48میلی لیتر) کیت

 تست ( 192میلی لیتر) کیت  20تست (/  96

5. Reagent 5  :2500  میلی لیتر)  5تست (/  48میکرولیتر) کیت

 تست ( 192میلی لیتر) کیت  10تست (/  96کیت 

6. Assay Buffer  :750  1500تست ( /  48میکرولیتر) کیت 

 تست ( 192میلی لیتر) کیت  3تست (/  96میکرولیتر) کیت 

7. Standard  :500  میکرولیتر)  500تست ( /  48میکرولیتر) کیت

 تست ( 192میکرولیتر) کیت  500تست (/  96کیت 

8. Sample Buffer  :2500  میلی  5تست ( /  48میکرولیتر) کیت

 تست ( 192میلی لیتر) کیت  5تست (/  96لیتر) کیت 

9. Lysing Buffer  :5  میلی لیتر)  10تست (/ 48میلی لیتر) کیت

 تست ( 192میلی لیتر) کیت  20تست (/  96کیت 

 

 

 موارد مورد نیازکه در داخل کیت موجود نیست:

• PBS های بافتی () برای نمونه 

 (16010نوند سلامت با کد محصول  زریهموژناهموژنایزر شیشه ای ) •

 سانتریفیوژ •

 نانومتر 550با قابلیت خوانش  میکروپلیت ریدر •

 

 روش کار: 

 های بافتی:سازی نمونهآماده(1

گرم از نمونه میلی ۱۰۰تا  ۵۰های بافتی، در ابتدا حدود برای لیز نمونه

لیتر از ، با یک میلیسرد PBSرا وزن کرده و پس از شستشوی کامل با 

  ۸۰۰۰( موجود در کیت هموژن نمائید. سپس در سردبافر لیزکننده )

نوند سلامت در این مرحله استفاده دقیقه سانتریفیوژ ) ۱۰دور به مدت 

( کرده و برای انجام آزمایش از کندرا توصیه می یخچالدار از سانتریفیوژ

استفاده نمائید )توجه داشته باشید که مایع  به عنوان نمونه روییمایع

  در یخچال نگهداری شود(. یا ی تا زمان استفاده باید در کنار یخ ویرو

لیتر بافر سلول در یک میلی ۶۱۰گیری کاتالاز در سلول، برای اندازه

دقیقه سانتریفیوژ  ۱۰دور به مدت   ۸۰۰۰لیزکننده هموژنایز کرده و در 

توجه داشته باشید کنید. از محلول رویی به عنوان نمونه استفاده کنید. 

)مانند  از مواد پروتئولیتیکها از کف پلیت، که برای جداسازی سلول

 .نکنیداستفاده  تریپسین(

 

  ها:سازی معرفآماده (2

 x4Assay Bufferلیتر آب دیونیزه میلی ۳لیتر از بافر را با : یک میلی

نوند )کنید اطمینان حاصل  pH=7از رسیدن محلول به مخلوط و 

 (.کندتوصیه می pHرا برای تنظیم  NaOHسلامت استفاده از 

 10xBufferSample لیتر آب میلی ۹لیتر از بافر را با : یک میلی

برای  نمونه عنوان بافر به pH=7دیونیزه مخلوط و پس از کنترل 

 یرا برا NaOHنوند سلامت استفاده از )نمائید استفاده  رقیق کردن،

 .(کندمی هیتوص pH میتنظ

 10xLysis Bufferلیتر آب دیونیزه میلی ۹لیتر از بافر را با : یک میلی

نوند ) کنیداستفاده  نمونه عنوان بافر به pH=7مخلوط و پس از کنترل 

 کند(.توصیه می pHرا برای تنظیم  NaOHسلامت استفاده از 



 

 
 

 R2: ۷۰  میکرولیتر ازR2 لیتر آب دیونیزه مخلوط و در میلی ۹۳/۹ را با

ادامه روش کار از آن استفاده نمائید. توجه داشته باشید ماندگاری 

شود که در زمان شروع میتوصیه بوده و ساعت یک محلول حاصل 

 آزمایش تهیه شود.

 سازی ندارندنیاز به آماده هامعرف سایر. 

 

 :گیریاندازهروش  (3

مخلوط و  R1میکرولیتر ۵۰را با  Assay Bufferمیکرولیتر از  ۵۰ (1

آماده شده را به مخلوط اضافه کرده و در  R2میکرولیتر از  ۱۰سپس 

 که)های بیولوژیکی نمونهمیکرولیتر از  ۱۰۰ادامه برای شروع واکنش،

( و یا باشدشده میژنهمو بافت و سلول پلاسما، لیز سرم، شامل

را با  لوله ها ه نمائید.استاندارد با غلظت های مختلف را به مخلوط اضاف

 درجه سانتیگراد ۲۰ کمتر از یدقیقه در دما ۲۰کاور پوشانده و به مدت 

  Shakerو یا در  کنید Shakeآرام تکان دهید ) و به صورت مداوم

 (.قرار دهید

 اضافه نموده هالولهبه  )کروموژن( R4میکرولیتر از  ۱۰۰در ادامه،   (2

برای خاتمه واکنش اضافه را  R3میکرولیتر از  40 پس از مخلوط کردن،

 مخلوط نمائید.و 

ی دقیقه در دما ۱۰را با کاور پوشانده و  به مدت  لوله ها در ادامه  (3

مداوم و آرام تکان دهید به صورت   گرادیدرجه سانت ۲۰ کمتر از

(Shake  کنید و یا درShaker  .)قرار دهید 

را اضافه و پس از  R5میکرولیتر از  ۵۰دقیقه انکوباسیون،  ۱۰پس از  (4

 دقیقه سانتریفیوژ نمائید. 5دور به مدت  ۴۰۰۰مخلوط کردن، در 

خانه  ۹۶میکرولیتر از هر لوله را به چاهک های پلیت  ۲۰۰مقدار   (5

 قرائت نمائید.نانومتر ۵۵۰±۲۰الایزار ریدر در طول موج اضافه نموده و با 

 

  داشته باشید برای رسیدن به نتایج قابل اتکا باید میزان فعالیت توجه

میکرومول فرمالدهید  ۳۰ تا ۵های شما مابینآنزیم کاتالاز در نمونه

 Sampleها را با باشد. در غیر این صورت بهتر است نمونهباید 

Buffer  .رقیق نموده و ضریب رقت را در آخر وارد فرمول نمائید 

 
استاندارد موجود در کیت را با استفاده از برای رسم منحنی استاندارد،  (6

 جدول زیر رقیق نمائید:

 

( به جای نمونه از ۳)بند گیریاندازهها، طبق روش پس از تهیه غلظت

)برای رسم های مختلف استاندارد تهیه شده، استفاده نموده غلظت

و در  (های مختلف استفاده نمائیدغلظت بار تکرار  ۳منحنی از میانگین 

و  ۲۰، ۱۰از غلظت های  اعداد به دست آمدهمیانگین آخر با توجه به 

از نرم افزارهای آماری همانند را با یکی خط  نموداریمیکرومول   ۳۰

برای محاسبه میزان گرسیون و ضریب رترسیم و از فرمول خط  اکسل

 فعالیت آنزیم کاتالاز استفاده نمائید.

 
 

 محاسبه (4
فرمول خط حاصل از غلظت های مختلف استاندارد )فرمالدئید( به 

 صورت زیر خواهد بود: 

𝑦 = 𝐴𝑥 + 𝐵 
𝑦 جذب نوری استاندارد : 

 𝐴 می باشد( ۰۱۹۳/۰: شیب خط )مثال در فرمول نمودار بالا این عدد برابر با 

 𝑥غلظت فرمالدهید : 

𝐵  باشد(می ۱۵۳۷/۰: عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار بالا این عدد برابر با 

 

محاسبه  رابالا میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  که با توجه به فرمول

 گردد:می
 

 𝑭𝒐𝒓𝒎𝒂𝒍𝒅𝒆𝒉𝒖𝒅𝒆 (µ𝑴) =  
𝑶𝑫 𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 − 𝑩

𝑨
× 𝟐. 𝟐 

y = 0.0193x + 0.1537
R² = 0.992
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(میکرمولار)غلظت استاندارد 

 لوله

 )چاهک(

 استاندارد

 )میکرولیتر(
Sample Buffer 

 )میکرولیتر(
غلظت نهایی 

 (Mµ) استاندارد

A ۰ ۱۰۰۰ ۰ 

B ۱۰ ۹۹۰ ۱۰ 

C ۲۰ ۹۸۰ ۲۰ 

D ۳۰ ۹۷۰ ۳۰ 



 

 
 

 

 

𝒄𝒂𝒕𝒂𝒍𝒂𝒔𝒆 𝒂𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕𝒚 =  
𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 (µ𝑴)

𝟐𝟎 𝒎𝒊𝒏
 

 
 nmol/min/ml (or mg pro)واحد فعالیت کاتالاز عبارت است از : 

 ها:توصیه

  اماگراد( نگهداری شود درجه سانتی ۸-۲کیت در یخچال )دمای 

 ۲۰ها قبل از شروع آزمایش باید به دمای محیط )ترجیحا دمای معرف

ایی رسیده و قبل از استفاده ورتکس نمائید به گونه گراد(درجه سانتی

 .ها دیده نشودکه هیچ کریستالی در معرف

 را  هاو میانگین آن دهیدتکرار انجام بار  ۳شود از هر نمونه توصیه می

 حتماًرسم منحنی  عنوان نتیجه نهایی در نظر بگیرید. همچنین برایبه

عنوان را به های مختلف لحاظ شده و میانگینبار تکرار در غلظت ۳از 

 .بگیرید عدد مرجع در نظر

 گیری فعالیت های ذکر شده در روش کار به خاطر اندازهرعایت زمان

 باشد.آنزیم ضروری می

 گیری پروتئین نیز توصیه های بافتی و لیزات سلولی اندازهدر نمونه

نوند سلامت   ™Nadfrodتوانید بدین منظور از کیت شود که میمی

 استفاده نمائید.

  باشدکار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی می زماندر. 

 عیب یابی:

 مشکل موجود احتمالات یشنهادیپ یها حل راه

 شیبافرآزما بودن سرد باشد دهیرس اتاق یدما به دیبا بافر یدما

 ای سنجش کارکرد عدم

 شیآزما
 عدم رعایت ترتیب مراحل آزمایش دیینما یرویپ قایدق و کرده مراجعه موجود پروتکل به

 نادرست موج دردرطولیر تیپل دیینما چک را دستگاه لتریف ماتیتنظ

 موجود دستورالعمل به ای و نموده استفاده تیک در موحود بافر از

 دیینما مراجعه پروتکل در
 باشند شده هیته یمتفاوت یبافرها در ها نمونه

( خوانش) قرائت با هانمونه

 نامعقول ای نامنظم

 همگن یمرحله زمان مدت. دیینما تکرار را نمونه کردن هموژن

 دیده شیافزا را یساز

 نشده هموژن کامل صورت به سلول/بافت کشت یها نمونه

 باشند

 یهاآن گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند ها نمونه اگر

 دیینما میتقس قسمت سه ای دو به را
 شده زیدفر بار چند یها ازنمونه استفاده

 نمونه در گر مداخله یماده وجود دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در

 یدرست به استفاده زمان تا و ردهک استفاده تازه یهانمونه از

 شود ینگهدار
 نامناسب ای یمیقد یها ازنمونه استفاده

 یآرام به سپس ،هدیرس اتاق یدما به باتیترک تمام دیده هزاجا

 دیینما بیترک
 باتیترک مناسب نا یدما

 نمونه در نییپا/  بالا خوانش

 استانداردها و ها

 طیشرا در را ها معرف و نموده چک را تیک یانقضا خیتار

 دیینما ینگهدار مناسب
 هامعرف نامناسب ینگهدار ای و شده یمنقض تیک از استفاده

 خی معرض در هامعرف مدت یطولان گرفتن قرار دیکن آماده تازه واکنش محلول استفاده از قبل

 را ونیانکوباس مناسب یدما و زمان و دیکن مراجعه پروتکل به

 دیینما یبررس
 ونیانکوباس نامناسب حرارت درجه و زمان

 نامناسب یهاحجم از استفاده دیینما میتقس را مواد و نموده استفاده شده برهیکال سمپلر از

 مناسب یدما به را اجزاء همه واکنش، محلول سازی آماده از قبل

 دیینما بیترک دوباره سپس رساتده
 یخط ریغ استاندارد یمنحن شده گرم مهین باتیترک از استفاده



 

 
 

 دیینما استفاده بالا یها حجم از
 یهامحلول یساز آماده در کردن پتیپ با مرتبط یخطاها

 استاندارد

 واکنش محلول در کردن پتیپ یخطاها دیینما حاضر است ممکن که زمان هر را کار محلول

 هاچاهک در هوا یها حباب لیتشک دیینما یخال ها چاهک در یآرام به را پتیپ اتیمحتو

 است نادرست استاندارد محلول ظتغل دیکن مراجعه  پروتکل در رقت استاندارد دستورالعمل به

 محاسبات یخطاها دیده انجام دوباره را محاسبات ، پروتکل به مراجعه بعد

 شوند خوانده نادرست موج طول در ها نمونه دیینما یبررس را دستگاه و لتریف ماتیتنظ

 منتظره ریغ جینتا
 باشند گر مداخله اتیمحتو یرااد ها نمونه دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در

 یخط محدوده در ییخوانا تا کرده قیرق ای ظیغل یها نمونه

 باشند
 یخط محدوده ریز/  بالا در نمونه خواندن

 


