
 
 
 

 

 کیت سنجش ظرفیت آنتی اکسیدانتی تام

(Total Antioxidant Capacity Assay Kit) TMNaxifer 

V_0.5 Microplate reader 

 مقدمه:

 قابل غیر از مسائل یکی اکسیژن گرواکنش هايگونه و آزاد رادیکال تولید

 زیستی بیوشیمیایی، شود. شواهدمی محسوب متابولیسم یندآفر در اجتناب

از  ناشی اکسایشی واکنش دهدمی نشان دارد که وجود فراوان و بالینی

هاي مختلف در ایجاد بیماري است،هاي آزاد که سایتوتوکسیک رادیکال

هاي قلبی و عروقی، آترواسکلروزیس و همچون سرطان، دیابت، بیماري

دخالت دارد. در فساد موادغذایی و در  پیري تسریع هاي عصبی،بیماري

از اثرات  ممانعت در هااکسیدانت آنتی خاصیت دلیل هاي اخیر بهسال

اثر  و غذایی، نقش دموا فساد و هابیماري ایجاد در آزاد رادیکال

است  گرفته قرار مردم و عموم پزشکان محققین، توجه مورد هااکسیدانتآنتی

موضوعات  ترینمتداول از یکی اکسیدانتیظرفیت آنتی ارزیابی مطالعات و

  .است بوده تحقیقات علوم زیستی و پزشکی بررسی در مورد

هاي در نمونه را، هااکسیدانتی بیومولکول، ظرفیت آنتی™Naxiferکیت 

و با  (FRAP)ظرفیتی  دو آهن احیاءکنندگی بر اساس توانایی، مختلف

رنگ حاصل از واکنش  تغییر. کندمیگیري مکانیسم انتقال تک الکترون اندازه

گیري شده و براي اندازه توسط میکروپلیت ریدر نانومتر 593در طول موج 

اکسیدانتی باید از استاندارد و نمودار به دست آوردن مقدار کمی ظرفیت آنتی

سریع، ارزان و قابل روشی  ™Naxiferکیت  حاصل از آن استفاده شود.

هاي مختلف اکسیدانتی تام در نمونهگیري ظرفیت آنتیدسترس براي اندازه

درار، بافت هموژن شده، مواد غذایی و که شامل سرم، پلاسما، لیز سلول، ا

 . استها در دسترس محققین نوشیدنی

 

 محتوای کیت:

1. Lysing Buffer: 50 96 تی)ک تریل یلیم 50×2 /(یتست 48 تی)ک تریل میلی 

  (یتست

2. Reagent 1: 11  تستی( 96میلی لیتر )کیت  22/تستی( 48میلی لیتر )کیت 

3.  Reagent 2a  :1 ویال 

4.  Reagent 2b :2/2  میلی لیتر 

5.  Reagent 3 :1/1  تستی( 96میلی لیتر )کیت  2/2 /تستی( 48میلی لیتر )کیت 

6. Standard Solution :2میلی لیتر 

 

 موارد مورد نیازکه در داخل کیت موجود نیست:

 (یسلول يها نمونه يبرا) بافر فسفات •

 متانول، کلروفرم و اتیلن استات )براي نمونه هاي گیاهی( •

 شماره یک )براي نمونه هاي گیاهی(فیلتر واتمن  •

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

 (evaporatorتبخیرکننده ) •

 سانتریفیوژ •

 نانومتر 593با قابلیت خوانش  میکروپلیت ریدر •

 

 مراحل انجام آزمایش:

 ها:سازی نمونهآماده (1

 از  : براي لیزیبافت یهانمونهLysing Buffer  ،استفاده شود

 گرمیلیم 100تا  50در حدود  یصورت که از نمونه بافت نیبد

، میکرولیتر(1000تا  500) برابر وزن آن 10وزن کرده و 

Lysing Buffer زری. سپس توسط هموژنادیاضافه کن 

نوند سلامت با کد محصول  زری)استفاده از هموژنا ییاشهیش

رده ک زیرا هموژنا ( نمونه مورد نظرگرددیم شنهادیپ 16010

)نوند  نیدک وژیفیسانتر قهیدق 10به مدت  دور 10000 درو 

را  دارخچالی وژیفیمرحله استفاده از سانتر نیسلامت در ا

عنوان . در ادامه مایع رویی را جدا کرده و به (کندیم هیتوص

 استفاده نمائید.نمونه 

 سلول را پس از شستشو با  710 : تعدادهای سلولینمونهPBS 

و پس از  هکرد هموژن Lysing Bufferلیتر با یک میلی

را  ییرو عیما ، قهیدق 10به مدت  دور 10000سانتریفیوژ در 

 استفاده نمائید.به عنوان نمونه  کرده وجدا 

 نیازي  :ادرار نمونه های بیولوژیکی شامل سرم، پلاسما و

در صورت استفاده از  دیتوجه داشته باش به آماده سازي ندارند.

 .باشد EDTA يحاو دیپلاسما نمونه نبا

 پس از خشک کردن گیاه،  :آماده سازی نمونه های گیاهی

میلی لیتر  100گرم از گیاه مورد نظر را با استفاده از  1 میزان

اتیلن استات هموژن کرده و اجازه  محلول متانول، کلروفرم و

پس از طی این  د.ساعت بمان 48تا  24همان محلول  دهید در

فیلتر کرده  1واتمن شماره  زمان محلول را با استفاده از فیلتر

 هاي مورد استفاده توسط تبخیرکنندهو پس از تبخیر محلول

(Evaporator) می توانید از محلول باقیمانده به عنوان نمونه ،

 استفاده کنید. 



 
 
 

 

 

  آماده سازی محلول کار: (2

 20) ها را به دماي اتاقآزمایش معرفنیم ساعت قبل از شروع  نکته:

رسانده و در صورت مشاهده کریستال،  درجه سانتیگراد( 24تا 

 .محلول را همگن کنیدورتکس وسیله به

 R2a بطريهر  به را  R2bمعرف از لیترمیلی 2/2 : مقدار۱مرحله 

 د.کنی ورتکس کاملا، R2a داخل پودر کامل شدن حل تا و کرده اضافه

ماندگاري محلول آماده است.  R2شدن کامل پودر، محلولپس از حل 

R2  استروز  ۱۴در دماي یخچال. 

 R3 با معرف ۱:۱را به نسبت  شده آماده R2 معرفدر ابتدا : 2مرحله 

 را اضافه کنید. R1برابر حجم آن محلول  ۵، ورتکس از پس و خلوطم

ري ماندگا. خواهد شد استفاده کار محلول عنوانبه محلول نهایی

 است. ساعت ۲۴ یخچال در محلول کار

 هاي مورد استفاده بدین صورت خواهد بود:نسبت*

10 cc 11 cc) + R 31 cc+R 2(R 

 آماده سازی استاندارد: (3

را در موقع استفاده با  (رمولامیلی 10)  استاندارد موجود در کیت 

لیتر از کرده )یک میلی با آب مقطر دیونیزه رقیق ۱۰به  ۱نسبت 

مول از استاندارد میلی ۱لیتر آب مقطر( تا غلظت میلی ۹استاندارد را با 

هاي مختلف را با استفاده از جدول زیر تهیه به دست آید. سپس رقت

 .کرده و براي رسم منحنی استاندارد از آن استفاده نمائید

 روش کار: (4

هاي میکرولیتر از نمونه/ استاندارد آماده شده را در چاهک 5در ابتدا 

)از هر نمونه دو تکرار انجام داده و در آخر  بریزیدخانه  ۹۶پلیت 

به همه ( و در ادامه کنیدلحاظ  براي نمودار ا راهمیانگین نمونه

ز محلول کار میکرولیتر ا ۲۵۰ ،هاي حاوي نمونه و یا استانداردخانه

در  قهیدق ۵نمونه ها را پس از  يجذب نور و کنیدآماده شده را اضافه 

 .کنیدنانومتر قرائت  ( 600 یا 540) 593 طول موج 

 رسم منحنی: (5

 

 
افزارهاي آماري همچون اکسل، نمودار منحنی استاندارد با استفاده از نرم

هاي مختلف را به دست آورده و با توجه به فرمول خط ظرفیت غلظت

 اکسیدانتی تام را محاسبه نمائید. آنتی

 فرمول خط حاصل از غلظت هاي مختلف استاندارد به صورت زیر خواهد بود: 

𝒚 = 𝑨𝒙 + 𝑩 

𝑦  استاندارد: جذب نوري 

 𝐴 باشد(می 0664/0)مثال در فرمول خط بالا: : شیب خط 

 𝑥( 2+: غلظت استانداردFe) 

𝐵  باشد(می 2769/0)مثال در فرمول خط بالا: : عرض از مبدا 

 

 L/+2mmol Feی تام: ظرفیت آنتی اکسیدانتاحد و

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
که در صفحه  گر آنلاینتوانید از محاسبهبرای راحتی کار می*

  استفاده نمائید. وجود دارد،  avandsalamat.comnاینترنتی 

 

 

 

 

y = 0.0664x + 0.2769
R² = 0.9834
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Fe 2+ Con (mM)

 لوله

 )چاهک(

 ۱ استاندارد

 رمولامیلی

 )میکرولیتر(

 مقطر آب

 )میکرولیتر(

غلظت نهایی 

 استاندارد

(mM) 

A ۰ ۱۰۰ ۰ 

B 20 80 2/۰ 

C 40 60 4/۰ 

D 60 40 6/۰ 

E 80 20 8/۰ 

F 100 0 1 



 
 
 

 

 یابیعیب

 مشکل موجود احتمالات یشنهادیپ یها حل راه

 شیبافرآزما بودن سرد باشد دهیرس اتاق يدما به دیبا بافر يدما

 ای سنجش کارکرد عدم

 شیآزما

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

 نادرست موج دردرطولیر تیپل دیینما چک را دستگاه لتریف ماتیتنظ

 حضور بیلی روبین در واکنش سنجشحذف بیلی روبین از نمونه هاي 

 نش و زمان سنجشرعایت زمان خوا
 د،یاس کیمانند کافئ یفنول یپل يبا محلول ها TPTZواکنش 

 دیاس کیو تان دیاس کیفرول

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

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

( خوانش) قرائت با هانمونه

 نامعقول ای نامنظم

 همگن يمرحله زمان مدت. دیینما تکرار را نمونه کردن هموژن

 دیده شیافزا را يساز

 نشده هموژن کامل صورت به سلول/بافت کشت يها نمونه

 باشند

 يهاآن گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند ها نمونه اگر

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

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

 یدرست به استفاده زمان تا و ردهک استفاده تازه يهانمونه از

 شود ينگهدار
 نامناسب ای یمیقد يها ازنمونه استفاده

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

 دیینما بیترک
 باتیترک مناسب نا يدما

 نمونه در نییپا/  بالا خوانش

 استانداردها و ها

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

 دیینما ينگهدار مناسب
 هامعرف نامناسب ينگهدار 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 يدما و زمان و دیکن مراجعه پروتکل به

 دیینما یبررس
 ونیانکوباس نامناسب حرارت درجه و زمان

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

 مناسب يدما به را اجزاء همه واکنش، محلول سازي آماده از قبل

 دیینما بیترک دوباره سپس رساتده
 شده گرم مهین باتیترک از استفاده

 یخط ریغ استاندارد یمنحن

 دیینما استفاده بالا يها حجم از
 يهامحلول يساز آماده در کردن پتیپ با مرتبط يخطاها

 استاندارد

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

 هاچاهک در هوا يها 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 يخطاها دیده انجام دوباره را محاسبات ، پروتکل به مراجعه بعد

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



 
 
 

 

 باشند گر مداخله اتیمحتو يرااد ها نمونه دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در

 یخط محدوده در ییخوانا تا کرده قیرق ای ظیغل يها نمونه

 باشند
 یخط محدوده ریز/  بالا در نمونه خواندن

 


