
 

 

 میلوپراکسیدازکیت سنجش فعالیت آنزیم 
Nampox™ (Myeloperoxidase Assay Kit) 

V_0.5 
 

 مقدمه:

را کاتالیز  پوکلرویهدیاس لیتشک از نوع پراکسیداز است کهآنزیمی  (MPO) دازیلوپروکسیم

 . این آنزیمشودیم رهیذخ هاها مخصوصا در نوتروفیللکوسیت لیزروفآ یهاگرانول و در کندمی

 ها در آماس باشد.تواند مارکری برای فعالیت نوتروفیلهای التهابی آزاد شده و میدر واکنش

MPO استفاده نیز  حاد یلوسم یعنوان نشانگر برابه  کشی قوی داشته و گاهاخاصیت میکروب

. عنوان نشانگر التهاب شناخت همی توان برا  MPOتحقیقات نشان می دهند که شود.  یم

 ونیداسیاکس قیآتروژنز از طر یشناسبیدر آس MPOدهد که ینشان م ریاخ یها افتهی

تصال و حذف کلسترول آزاد آن در ا ییتوانا رییو تغ وبیمع HDL لیو تشک A1 نیپوپروتئیآپول

 کند. یم فایا ینقش مهم یطیمح یهااز بافت

 (TMBتترامتیل بنزدین ) که شامل  یصیواکنش تشخ بر مبنای دازیکساپریلوم تیفعالاساسا 

 کیسولفور دیشود. پس از تکامل رنگ، واکنش با اسیم یریگاست اندازه دروژنیه دیو پراکس

 نانومتر 450در طول موج به روش طیف سنجی شده  دیاکس TMB نوری و جذب شدهمتوقف 

 .باشدسنجش میقابل 

( شرکت نوند سلامت، روشی ساده، تکرارپذیر ™Nampox) میلوپراکسیدازکیت سنجش فعالیت 

های که در نمونه است پراکسیدی میلوپراکسیداز فعالیت گیری میزانو استاندارد برای اندازه

 . شوداستفاده میلیزات سلولی و  رم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنهبیولوژیکی مانند س

 

 محتویات کیت: 

1. Reagent 1: 250 تستی( 96)کیت  میکرولیتر 500 تستی(/ 48)کیت  میکرولیتر 

2.  Reagent 2a  :2 ویال 

3.  Reagent 2b :850 96)کیت  میکرولیتر 1700 تستی(/ 48)کیت  میکرولیتر 

 تستی(

4. Reagent 2c :5 تستی( 96)کیت  میلی لیتر 10 تستی(/ 48)کیت  میلی لیتر 

5.  Reagent 3 :2.5  تستی( 96میلی لیتر )کیت  5تستی(/  48میلی لیتر )کیت 

6. Sample Buffer  :25  تستی( 96میلی لیتر )کیت  50تستی(/  48میلی لیتر )کیت 

 

 موارد مورد نیازکه در داخل کیت موجود نیست:

• PBS ای بافتب (   ) برای نمونه 

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

 سانتریفیوژ •

 نانومتر 450با قابلیت خوانش  میکروپلیت ریدر •

 روش کار: 

  ها:سازی معرفآماده (1

 2xSample Buffer : از رسیدن آب دیونیزه مخلوط و  با 1:1به نسبت

را  HCLنوند سلامت استفاده از )اطمینان حاصل کنید  pH=6محلول به 

  1xSample Bufferبافر آماده شده کند(،توصیه می pHبرای تنظیم 

 .باشدمتیل آمونیوم بروماید میتری درصد هگزادسیل 5/0حاوی 

های مورد آزمایش سرم یا پلاسما هستند نیاز به آماده : اگر نمونهتوجه

 نیست و محلول ارسال شده آماده مصرف است.  Sample Bufferسازی 

 

 R1 : قبل از انجام آزمایش و به صورت تازه تهیه نمائید. بدین این معرف را

لیتر میلی 100موجود در کیت را با  R1میکرولیتر از معرف  7صورت که 

در  شدهمعرف آماده ماندگاری. کنیدآب مقطر دیونیزه مخلوط و استفاده 

 .است ساعت 1 ،دمای اتاق

 R2 :از تریکرولیم 425، در ابتدا 2معرف  یآماده ساز یبرا R2b (یبرا 

اضافه )حاوی پودر(  R2a یرا به بطر( تریکرولیم 850 یتست 96 تیک

 تریکرولیم 2۳۷۵به آن  ،ینموده و پس از حل کردن پودر داخل بطر

. مخلوط دیاضافه کن R2c از (تریکرولیم 4۷۵0 یتست 96 تیک یبرا)

به عنوان معرف  ،PH=۴/۵ از نانیحاصل را ورتکس کرده و پس از اطم

نوند سلامت ) دیروش کار از آن استفاده نمائ در (R2) آماده شده 2

 ند(.کیم هیتوص PH میتنظ یرا برا HCL استفاده از

 48( درجه سانتیگراد ۸-۲) خچالیدر  R2ه معرف آماده شد یماندگار

 .استساعت 

 و آماده مصرف هستند. شتهسازی ندانیاز به آماده هامعرف سایر 

 سازی نمونه:آماده (2

 گرم از نمونه را میلی 20تا  1۰، در ابتدا حدود های بافتیبرای لیز نمونه

لیتر از ، با یک میلیسرد PBSوزن کرده و پس از شستشوی کامل با 

1xSample Buffer (سرد )،۰۰۰10هموژن نمائید. سپس در  آماده شده 

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

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

ی یتوجه داشته باشید که مایع رو. استفاده نمائید به عنوان نمونه روییمایع

 .در یخچال نگهداری شود یایخ  رویتا زمان استفاده باید 

  لیتر سلول در یک میلی 2×۶۱۰، یسلول هایسازی نمونهآمادهبرای

1xBuffer Sample  ۱۰دور به مدت   ۰۰۰10در  هموژن کرده و سپس 

دقیقه سانتریفیوژ کنید. از محلول رویی به عنوان نمونه استفاده کنید. 

)مانند  ها از کف پلیت، از مواد پروتئولیتیکبرای جداسازی سلول: توجه

 .نکنیداستفاده  تریپسین(

 قبل از شروع آزمایش های سرم و یا پلاسماسازی نمونهبرای آماده ،

)بدون رقیق  2xSample Bufferبا  1:1نمونه مورد نظر را به نسبت 

 از مخلوط حاصل به عنوان نمونه استفاده نمایید. کردن( مخلوط کرده و

 

 



 

 

 :گیریاندازهروش  (3

بلی قده در مرحله نمونه سرم/بافت/ لیز سلولی آماده شمیکرولیتر از  10 (1

تر میکرولی 1۱۰و سپس کرده مخلوط رقیق شده  R1از میکرولیتر 8۰با  را

شانده و به را با کاور پو پلیت آماده شده را به مخلوط اضافه نمائید. R2از 

 انکوبه سانتیگراد درجه 37 یدر دمادور از نور دقیقه  10تا  5مدت 

 نمائید.

های تمام چاهک بهرا برای خاتمه واکنش  R3لیتر از میکرو 50در ادامه،   (2

 خانه اضافه کنید. ۹۶پلیت 

 واول  در دقیقهنانومتر  ۴۵۰ریدر در طول موج میکروپلیتبا پلیت را  (3

 .پنجم قرائت نمائید

 محاسبه (4

∆Abs 450nm=[ 𝐴𝑏𝑠 450 𝑛𝑚 𝑇𝑖𝑚𝑒 5 min − 𝐴𝑏𝑠 450 𝑛𝑚 𝑇𝑖𝑚𝑒 1𝑚𝑖𝑛
4

] 

میزان فعالیت میلوپراکسیداز را  زیرو سپس با استفاده از فرمول  

 محاسبه نمائید: 

𝐌𝐏𝐎 𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐢𝐭𝐲 =
∆𝐀𝐛𝐬 𝟒𝟓𝟎𝐧𝐦

𝟑. 𝟗 × 𝟏𝟎𝟒(𝐌¯¹𝐜𝐦¯¹)
× 𝟒𝟎 

 µmoles/min/ml or mg Pro: فعالیت آنزیم میلوپراکسیداز واحد

 2xSample Bufferهای سرم و پلاسما که با در مورد نمونه توجه:

 یدضرب نمائ 2اند عدد به دست آمده در فرمول را باید به مخلوط شده

باید در فرمول ضریب  اییدها را رقیق نمودهنمونهو در سایر موارد اگر 

 ل نمائید.ااعمرا رقت 

 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

 ۴/۵آماده شده حتما از لحاظ  ۲معرف=PH .کنترل شوند 

 ها پس از آماده سازی باید تا زمان انجام آزمایش در یخچال و یا نمونه

 یخ نگهداری شوند. روی

 .از ایجاد کف و یا حباب در موقع مخلوط کردن مواد به جد پرهیز نمائید 

 توانند به عنوان مهار ها، میاسید اسکوربیک و و اسید اوریک در نمونه

 آزمون را تغییر دهند.کرده و نتایج کننده میلوپراکسیداز عمل 

 را  هاو میانگین آن دهیدتکرار انجام بار  ۳ شود از هر نمونهتوصیه می

 عنوان نتیجه نهایی در نظر بگیرید.به

 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

 دستورالعمل به ای و نموده استفاده تیک در موحود بافر از

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

( خوانش) قرائت با هانمونه

 نامعقول ای نامنظم

 یمرحله زمان مدت. دیینما تکرار را نمونه کردن هموژن

 دیده شیافزا را یساز همگن

 نشده هموژن کامل صورت به سلول/بافت کشت یها نمونه

 باشند

 گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند ها نمونه اگر

 دیینما میتقس قسمت سه ای دو به را یهاآن
 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

 به سپس ،هدیرس اتاق یدما به باتیترک تمام دیده هزاجا

 دیینما بیترک یآرام
 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

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

 دیینما بیترک دوباره سپس رساتده مناسب
 شده گرم مهین باتیترک از استفاده

 یخط ریغ استاندارد یمنحن

 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 لظتغ 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

 


