
 
 

 

 کیت سنجش نیتریک اکساید
Natrix™ (Nitric Oxide Assay Kit) 

V_0.5 

 مقدمه:

گشادی  مانند فیزیولوژیکی فرآیندهای از بسیاری مولکولی واسطه( NO) نیتریک اکسید

 آنزیم توسط نیتریک، اکسید. باشدعصبی می انتقال و ایمنی ترومبوز، عروق، التهاب،

 به شده و ساخته NADPH و اکسیژن، آرژینین،-L از( NOS) سنتاز اکسایدنیتریک

 اندوتلیوم به هالکوسیت چسبندگی و پلاکتی تجمع عروق، صاف عضله انقباض مهار یوسیله

 اغلب بالا خون فشار و دیابت آترواسکلروز، به مبتلا افراد. دارد شرکت عروق هومئوستاز در

 .دهندمی نشان را اختلالاتی NO مسیرهای در

طراحی شده است که  بیولوژیکی هایسیستم در NO گیریاندازه جهت های مختلفیروش

با اسپکتروفتومتری  و تشخیص دیونیزه کردن واکنش از استفاده شامل هاروش این از یکی

 سنجد.را می فیزیولوژیکی شرایط تحت NO اکسیداسیون توسط تولید شده است که نیتریت

 نیتریت به آن کاتالیزوری کاهش طریق از نیترات آنالیز برای تواندمی نیز Griess واکنش

 .شود استفاده

 و تکرارپذیر ساده، بوده که این روش، روشی Griessبر اساس روش ، Natrix™کیت  

 بافت ادرار، پلاسما، سرم، مانند بیولوژیکی هاینمونه در NOگیریاندازه برای استاندارد

 غیرمستقیم طور به نیتریک اکساید مقدار روش این در. کندمی را فراهم سلولی لیز و هموژنه

 محلول در نیتریت با واکنش واسطه به اسیدسولفانیلیکشود بدین صورت که می سنجیده

 نانومتر 590تا  520 نوری جذب در تواندمی که دهدمی تشکیل را آزو رنگ یک یاسید

 گیری شود.اندازه

 

 محتوای کیت:

1. Reagent 1: 3  10/  تستی( 96میلی لیتر )کیت  5تستی(/ 48میلی لیتر )کیت 

 تستی( 192کیت میلی لیتر )

2.  Reagent 2  :3  10/  تستی( 96میلی لیتر )کیت  5تستی(/ 48میلی لیتر )کیت 

 تستی( 192کیت میلی لیتر )

3. Standard Solution :2  تستی( 96میلی لیتر )کیت  2تستی(/ 48میلی لیتر )کیت 

 تستی( 192کیت میلی لیتر ) 4 /

4. Buffer A  :4  میلی  20/  تستی( 96میلی لیتر )کیت  8تستی(/ 48میلی لیتر )کیت

 تستی( 192کیت لیتر )

5. Buffer B   :4  20/  تستی( 96میلی لیتر )کیت  8تستی(/ 48میلی لیتر )کیت 

 تستی( 192کیت میلی لیتر )

 

 موارد مورد نیازکه در داخل کیت موجود نیست:

• PBS های بافتی () برای نمونه 

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

 سانتریفیوژ •

 نانومتر 570با قابلیت خوانش  میکروپلیت ریدر •

 

 ها:آماده سازی نمونه

 را در ( 2×610ولی )حداقل سلول مورد نیاز لکشت س بافتی و هاینمونهPBS 

(pH=7.4ب ) با هموژنیزه کرده و سپس 1:1ا نسبتrpm 14000 سانتریفیوژ 

و پروتئین آن را به روشی که در ادامه به آن پرداخته کنید. مایع رویی را جدا 

  شود، رسوب دهید.می

 گرهای آزمایش باید مداخلهباشید که برای افرایش دقت و حذف  توجه داشته

 ها رسوب داده شود.مل، بافت و سلولهای سرم، پلاسما، خون کاپروتئین نمونه

A (Buffer A )بافر میکرولیتر از  80با میکرولیتر از نمونه را  150دین منظور ب

لیتری مخلوط کرده و پس از ورتکس میلی 1.5موجود در کیت در یک میکروتیوب 

، آن کاملرا اضافه و ورتکس نمائید. پس از مخلوط  Bر از بافر میکرولیت 80کامل، 

قرار داده و سپس مایع رویی  14000دقیقه در سانتریفیوژ با دور  10را به مدت 

آن را جدا و به عنوان نمونه استفاده نمائید )در تمام مراحل استفاده از سانتریفیوژ 

  شود(.مییخچال دار توصیه 

  :ندارندر و بزاق نیازی به رسوب پروتئین ادراهای نمونهتوجه . 

 روش کار:

پیشنهاد گیری، های بیولوژیکی و افزایش دقت در اندازهبا توجه به تنوع نمونه .1

انجام داده و میانگین   (۲)از بند  های خود را طبق روش کارنمونه از نمونه ۳شود می

میکرومول قرار گرفتند مابقی  ۱۰۰تا  ۱در بازه نتایج ید. اگر ئها را محاسبه نماآن

، در غیر اینصورت به نسبت افزایش بیش به همان روش انجام دهیدها را نیز نمونه

 رقت راتوانید آنها را رقیق نموده و در آخر ضریب ها میمیکرومول در نمونه ۱۰۰از 

میکرومول باشد  ۱۵۰ها گین نمونهدر نتایج اعمال نمایید. برای مثال اگر میان

 .ها دوبرابر رقیق شوندشود نمونهیشنهاد میپ

به مدت  دمایی دلارسیدن به تع ه منظورب را  های کیتتمام محلولبرای شروع آزمایش،  .2

 دقیقه در دمای اتاق قرار دهید. 30تا  15

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

لازم است منحنی  مورد آزمایش هاینمونه در 2NO سطوح دقیق مقدار جهت تعیین .3

را به نسبت  محلول استاندارد موجود در کیت .شود آماده آزمون هر برای نیتریت استاندارد

 میکرومولار استاندارد را خواهد داشت. ۱۰۰رقیق کنید. محلول رقیق شده غلظت  ۱۰به  ۱

نیتریت  استاندارد مرجع منحنی را برای چاهکی 96 از میکروپلیتچاهک(  ۲۴ستون ) ۳ .4

 ردیف هایچاهک به میکرولیتر آب دیونیزه را 50. های قرمز در شکل(کنید )دایره تعیین

B-H 3 به میکرومولار آماده شده را100 نیتریت محلول از میکرولیتر 100 .اضافه کنید 



 
 

 

میکرولیتر از چاهک بالایی )ردیف  50در ادامه .کنید اضافه  A ردیف در ماندهباقی چاهک

A)  را به چاهک پائینی اضافه نموده و این کار را به صورت سریالی تا ردیفG  ادامه دهید تا

داشته باشید. در پایان  میکرومولار را ۵۶/۱ و ۱۳/۳ ،۲۵/۶ ،۵/۱۲ ،25 ،50 ،100های غلظت

 فقط حاوی آب دیونیزه خواهند بود.  H های ردیف این مرحله چاهک

 .بریزیدزرد رنگ مطابق شکل  یهانه را در چاهکیکرولیتر از هر نموم 50به میزان  .5

 و قرمز( دزر) میکرولیتر به هر چاهک 50به میزان آماده که در کیت قرار دارد  R1از معرف  .6

 ه نمائید.در دمای اتاق انکوبو دقیقه دور از نور  10به مدت  و مخلوط نمائید سپساضافه 

اضافه  )زرد و قرمز( چاهکهر میکرولیتر به  50را به میزان  R2 انکوباسیون، معرف بعد از  .7

را توصیه  Pipettingمخلوط نمائید. )نوند سلامت به منظور مخلوط کردن، انجام  نموده و

 کند(می

 بلانکنانومتر در مقابل  570ها، پلیت را در طول موج معرف کردندقیقه پس از مخلوط 10 .8

( l DWμ50+ l R2μ50+  l R1μ50)  قرائت نمائید. حداکثر مدت زمان پایدار بودن رنگ

 دقیقه است. ۳۰ها محلول

 نیتریت غلظت محدوده برای سنجش وبوده میکرولیتر  150  کچاه هر در نهایی حجمتوجه: 

 .استمیکرومولار  100تا  0

غلظت آن برای تعیین میزان با استفاده از نتایج به دست آمده منحنی استاندارد را رسم و از  .9

از فرمول خط حاصل از منحنی اینکه ا ی و  اکساید در نمونه مورد نظر استفاده نمائیدنیتریک

 .استفاده نمائیدد موجود در نمونه ها اکسایغلطت نیتریک برای تعیین توانیداستاندارد نیز می

گر آنلاین کهه در فههحه اینترنتهی توانید از محاسبهبرای راحتی کار می*

  استهاده کنید  Navandsalamat.comدر آدرس نوند سلامت 

 

 

 عیب یابی:

 مشکل موجود احتمالات یشنهادیپ یها حل راه

 شیبافرآزما بودن سرد باشد دهیرس اتاق یدما به دیبا بافر یدما

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

 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

 نامنظم( خوانش) قرائت با هانمونه

 نامعقول ای

 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

 به استفاده زمان تا و ردهک استفاده تازه یهانمونه از

 شود ینگهدار یدرست
 نامناسب ای یمیقد یها ازنمونه استفاده

 به سپس ،هدیرس اتاق یدما به باتیترک تمام دیده هزاجا

 دیینما بیترک یآرام
 باتیترک مناسب نا یدما

 و ها نمونه در نییپا/  بالا خوانش

 استانداردها

 در را ها معرف و نموده چک را تیک یانقضا خیتار

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

 میتقس را مواد و نموده استفاده شده برهیکال سمپلر از

 دیینما
 نامناسب یهاحجم از استفاده

 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 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

 محدوده در ییخوانا تا کرده قیرق ای ظیغل یها نمونه

 باشند یخط
 یخط محدوده ریز/  بالا در نمونه خواندن

 


