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  آلدهید(دی)مالون کیت سنجش پراکسیداسیون لیپید
Nalondi™ Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit 

 مقدمه:

پراکسیداسیون اسیدهای  طی واکنشپذیر است و گونه که از نامش پیداست ترکیبی آلدهیدی، فعال و بسیار واکنشآلدهید هماندیمالون
 توان به میزانبیولوژیک مختلف میهای آلدهید در نمونهدیگیری میزان مالونشود. بنابراین با اندازهچرب غیراشباع تولید می

گیری نشانگر برای اندازهپراکسیداسیون لیپید در اثر آسیب سلولی در گیاهان و جانوران رخ داده و به عنوان  .بردها پیپراکسیداسیون چربی
 Thiobarbituric Acid Reactive Substancesدی آلدهید به روشسنجش مالون ها کاربرد دارد.ها و بافتدر سلول سطح استرس اکسیداتیو

(TBARS) رد. در های انسانی، حیوانی و گیاهی کاربرد داگیری میزان پراکسیداسیون لیپید است که در نمونهروشی مناسب جهت اندازه
تری نتایج اختصاصی واکنش داده و TBARSکمتر با محلول  شوند، دهنده اسیدی رسوب دادهوبستدا توسط رها در ابصورتیکه پروتئین

 دست خواهد آمد. ید بهاز میزان پراکسیداسیون لیپ
آلدهید و آگاهی از دیگیری میزان مالونروشی ساده، تکرارپذیر و استاندارد برای اندازه ™Nalondiکیت سنجش پراکسیداسیون لیپید 

های بیولوژیکی مانند سرم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنه، لیزات سلولی و مایع محیط کشت را فراهم پراکسیداسیون لیپیدی در نمونه
کند که ( در دمای بالا، واکنش داده و محصول صورتی رنگی تولید میTBAسید )آلدهید با تیوباربیتیوریک ادیکند. بطور خلاصه مالونمی

 شود. گیری میاندازه سنجیبا روش رنگ

 

 محتوای کیت:

 Lysing Buffer: ۱۵ تستی( 96لیتر )کیت میلی 30تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 
 Acid Reagent: 2۵ تستی( 96لیتر )کیت میلی ۵0تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 
 Precipitation Reagent: 2۵/6 تستی( 96لیتر )کیت میلی 20تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 
 x100BHT: ۱/0 تستی( 96لیتر )کیت میلی 2/0تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 

 x21 Reagent: ۱0 تستی( 96لیتر )کیت میلی 20تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 
 Reagent 2: ۱0 تستی( 96لیتر )کیت میلی 20تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 
 Reagent 3: ۱0 تستی( 96لیتر )کیت میلی 20تستی( /  48 لیتر )کیتمیلی 
 Standard solution: ۱ لیترمیلی 
 96-Well plate: یک عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 جذب گیریریدر با قابلیت اندازهمیکروپلیت (OD )۵۵0 نانومتر 
 متریک(درصورت سنجش به روش فلوریصاف )پلیت تیره ته 
 )هموژنایزر )در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه 
 )فسفات بافر )در صورت استفاده از سلول به عنوان نمونه 
 آب دیونیزه استریل 
 تیوب/ لوله جهت تهیه سری استاندارد 
  سانتریفوژ 
 درجه 9۵ماری بن 
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 مراحل انجام آزمایش:

 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱

اضافه و سپس  x100BHTمیکرولیتر  3و  Lysis Bufferمیکرولیتر  300سلول،  7۱0گرم از بافت مورد نظر و یا میلی ۱0به  های بافتی:نمونه

 دور سانتریفیوژ کنید. از مایع رویی به عنوان نمونه استفاده کنید. ۱3000دقیقه در  3هموژن کنید. برای حذف مواد نامحلول، به مدت 
  .خنک کاملا شستشو داده شوند PBSبرداری باید با های بافتی در هنگام نمونهگیری، نمونهبه دلیل دخالت هموگلوبین در اندازه توجه:

میکرولیتر از نمونه را داخل لوله آزمایش بریزید. سپس  20ابتدا  نمونه سرم یا پلاسما، در MDA یریگاندازه برای های سرم/ پلاسما:نمونه

 Precipitation Reagentمیکرولیتر  ۱2۵را لوله حاوی نمونه اضافه کنید. در مرحله بعد با اضافه کردن  Acid Reagentمیکرولیتر  ۵00مقدار 
دور سانتریفیوژ کنید. مایع رویی را دور ریخته و به مواد  ۱3000 دقیقه در 3دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق، به مدت  ۵به لوله، پس از 

اضافه کنید. مخلوط حاصل را ورتکس کنید و در نهایت  x100BHTمیکرولیتر  2میکرولیتر آب مقطر دیونیزه و  ۱00نشین شده روی یخ، ته

   میکرولیتر برسانید. 200حجم نهایی را با استفاده از آب مقطر دیونیزه، به 
درجه سانتیگراد نگهداری شود. برای از بین بردن مواد نامحلول،  80 های ادرار باید در دمای منفیتا زمان انجام آزمون، نمونه های ادرار:نمونه

 تواند با غلظت کراتینین و یا سایر نشانگرهای مناسب نرمالیزه شود.در ادرار، می MDAمونه قبل از آزمایش باید سانتریفیوژ شود. غلظت ن

 آماده سازی محلول کار: ( ۲
 

)توسط  درجه ۵0 دمای تارا  هافها را به دمای اتاق رسانده و در صورت مشاهده کریستال، معرنیم ساعت قبل از شروع آزمایش معرف

صورت که یک بدین برسانید؛دو برابر به حجم را با آب مقطر دیونیزه  x21R. معرف استفاده نماییدورتکس ماری( گرم کنید و پس از بن

و  2R)آماده شده(،  1R هایمعرفبرای تهیه محلول کار،  لیتر آب دیونیزه مخلوط و سپس استفاده نمایید.را با یک میلی x21Rلیتر از میلی

R3 معرفلیتر از دو میلی)مثال:  با هم مخلوط کنید ۱:۱:۲ یهارا به نسبت  R1 از معرف لیترمیلیبا یک R2  معرف  لیترمیلیو یکR3 
 د(.مخلوط و ورتکس نمایی

 تهیه شود. ساعت تا مصرف( 6)کمتر از  داشته باشید که محلول کار باید به صورت تازهدقت  :توجه

 آماده سازی محلول استاندارد: ( ۳

 ۱/0غلظت استاندارد موجود در کیت   :کالریمتریک روش 
 980میکرولیتر برداشته و در  20باشد که از آن مول می

میکرولیتر آب مقطر دیونیزه رقیق نمائید. غلظت محلول حاصل 
مولار بوده و برای رسم منحنی استاندارد طبق جدول میلی 2

 های مختلف را تهیه نمائید.غلظتروبرو 

 

 

 میکرولیتر آب مقطر دیونیزه  980برداشته و در از آن را میکرولیتر  20مول است.  ۱/0غلظت استاندارد موجود در کیت   فلوریمتریک: روش
میکرولیتر آب مقطر رقیق نمائید. غلظت محلول  ۱98میکرولیتر برداشته و در  20مولار است که از آن میلی 2غلظت محلول حاصل   رقیق کنید.

خواهد شد تا  ۱0رای تهیه غلظت نهایی استاندارد در سنجش فلورومتریک اعداد مربوط به جدول بالا تقسیم بر مولار و بمیلی 2/0حاصل 
 نانومول بدست آید. 2و  6/۱، 2/۱، 8/0، 4/0، 0های غلظت

 لوله
 

 مولارمیلی ۲استاندارد 
 )میکرولیتر(

 آب مقطر دیونیزه
 )میکرولیتر(

 غلظت نهایی استاندارد
 )نانومول(

A 0 ۲00 0 
B ۲ ۱98 4 
C 4 ۱96 8 
D 6 ۱94 ۱۲ 
E 8 ۱9۲ ۱6 
F ۱0 ۱90 ۲0 
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 روش کار:( 4

 200  و یا باشد( شده می هموژن بافت ادرار، سلول، پلاسما، لیز سرم، شامل های بیولوژیکی که)نمونهآماده شده را میکرولیتر از نمونه
های حاوی محلول را کامل ببندید )احتمال باز شدن به دلیل نید. سپس درب لولهاز محلول کار مخلوط ک میکرولیتر 800را با استاندارد 

ها را نمونهدر مرحله بعد، دقیقه قرار دهید.  4۵گراد به مدت درجه سانتی 9۵بن ماری با دمای  وندربخار آب و فشار آن وجود دارد( و 
  دهید تا سریع سرد شوند.آب یخ قرار  ون ظرف حاویدقیقه در ۱0به مدت 

 خانه انتقال دهید  96میکرولیتر از مایع رویی را به چاهک های پلیت  2۵0و  دقیقه سانتریفیوژ نموده ۱۵به مدت دور  3000ها را در نمونه
 نانومتر قرائت نمائید. ۵۵0و جذب مایع رویی را را در طول موج 

 شود.می قرائت  nm 532/553Ex/Emها و استاندارد در طول موج جذب نمونه فلوریمتریکدر سنجش  *

 یونیزهها را با آب مقطر دنمونه شودیم یهباشد، توص 2از  یشب (ODها )ی نمونهکه جذب نور یپلاسما در صورت یاسرم  یهادر نمونه نکته:
 ۱00) یداکرده یقرق 9به  ۱نسبت عنوان مثال، اگر نمونه خود را به. بهیدقرار ده K ضریب یرقت را در فرمول به جا یزانو م ودهنم یقرق
 .خواهد بود ۱0برابر با  K ضریبآب مقطر(،  یکرولیترم 900 + نمونه یترولیکرم

 محاسبات:( ۵

 با توجه به اعداد به دست آمده از جدول استانداردها رسم نمائید.افزارهای آماری مثل اکسل، نمودار استاندارد را با استفاده از نرم

 باشد:به شکل زیر می مقابلفرمول خط حاصل از نمودار 

y=Ax+B 
y :جذب نوری استاندارد 
A : می باشد( ۱982/0این عدد برابر با مقابل شیب خط )مثال در فرمول نمودار 
x : غلظتMDA 
B : باشد(می 0433/0این عدد برابر با مقابل عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار 

 گردد:با فرمول زیر محاسبه می  MDAبا توجه به فاکتور بالا میزان 

𝑴𝑫𝑨 = [
(𝑶𝑫 𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 − 𝑩)

(
𝑨

𝒎𝒈 𝒐𝒓 𝒎𝒍
)

 ] × 𝟒 × 𝑲 

 nmol/ ml (or nmol/mg pro) ( عبارت است از:MDA) پراکسیداسیون لیپیدواحد 

 ها:توصیه( 6

 2۵به دمای محیط )ترجیحاً دمای  ها رامعرف قبل از شروع آزمایش شود و نیم ساعتگراد( نگهداری درجه سانتی 8-2در یخچال )دمای  محتویات کیت 
 برسانید.  گراد(درجه سانتی

 ها دیده نشودمعرف ایی که هیچ کریستالی درد به گونهییقبل از استفاده ورتکس نما تمامی مواد را. 
  ،شود از هر نمونه و یا استاندارد دوبار توصیه میممکن است یک پژوهشگر نتایج متفاوت از آزمایش مشابه به دست بیاورد. به منظور بهتر شدن نتایج

 .را به عنوان نتیجه نهایی گزارش کنیدها تکرار انجام گرفته و میانگین آن
 یتمنظور از ک ینبد توانیدیکه م شودیم یهتوص یزن ینپروتئ یریگاندازه یسلول یزاتو ل یبافت یهادر نمونه Nadfrod™ یدنوند سلامت استفاده نمائ. 

y = 0.0076x + 0.0615
R² = 0.9902

0
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MDA Conc(nM)

mg or ml:  لیتر(میلی 0۱0/0گرم و یا میلی ۱0مقدار بافت یا سرم اولیه که برداشته شده است )مثال 
 میکرولیتر( 800میکرولیتر( به حجم محلول کار ) 200نسبت حجم نمونه ) :4
K: است( ۱های رقیق نشده عدد نمونه باشد )میزان رقت برایها میضریب رقت برای نمونه 
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 شود در تغیر هر یک از پارامترها، هرگونه تغییر در مخلوط کردن، زمان یا دمای انکوبه و زمان مصرف کیت نتایج مختلفی را ارائه خواهد داد لذا توصیه می
 استاندارد جدیدی رسم شود. منحنی

 که مقدار جذب نمونه در صورتیOD ها رقیق شده و مجددا سنجش انجام گیرد.بیشتر از بالاترین مقدار استاندارد باشد، نمونه 
  در صورتی که اطلاعی از وجودMDA  ید چرا کهئنانومتر استفاده نما ۵۵0نانومتر به جای  4۵0در نمونه بیولوژیکی خود ندارید می توانید از طول موج 

 نانومتر قابلیت خوانش را دارد. 4۵0کنند که با طول موج رنگ زرد را ایجاد می TBAیدها  با هآلد
 ها اطمینان حاصل کنید.قبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 باشند، لذا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته کیت

 انجام دهید.
 .محلول و مواد دیگر را جایگزین محلول و مواد و داخل کیت نکرده و تنها از مواد موجود در کیت استفاده کنید 
  شوند.یها در زمان مناسب آماده مها، مواد و دستگاهمعرف که همه دیحاصل کن نانیبدون وقفه کامل شود. اطم دی، تمام مراحل باآزمایشپس از شروع 
 رندیمورد استفاده قرار گ ،و زمان بیدر همان ترت دیها باکهمه چاهلذا  قرار خواهد داد ریرا تحت تأث جینتا ونیزمان انکوباس. 

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

 :یابیعیب( ۷

 مشکل احتمالات موجود پیشنهادیهای راه حل

 آزمایش سرد بودن بافر دمای بافر باید به دمای اتاق رسیده باشد
عدم کارکرد سنجش یا 

 آزمایش
 از قلم افتادن یک مرحله در روند آزمایش به پروتکل موجود مراجعه کرده و دقیقا پیروی نمایید

 موج نادرست طول در پلیت ریدر تنظیمات فیلتر دستگاه را چک نمایید

 ها با بافر نادرستسازی نمونهآماده پروتکل مراجعه نماییداز بافر موجود در کیت استفاده نموده و یا به دستورالعمل موجود در 

ها با قرائت )خوانش( نمونه
 نامنظم یا نامعقول

 های کشت بافت/سلول به صورت کامل هموژن نشدهنمونه سازی را افزایش دهیدی همگنهموژن کردن نمونه را تکرار نموده و مدت زمان مرحله
برداری ها را در هنگام نمونهاگر نمونه ها چندین بار مورد استفاده قرار خواهند گرفت نمونه

 به دو یا سه قسمت تقسیم نموده و فریز نمایید
 های چند بار دفریز شدهنمونه استفاده از

 گر در نمونهی مداخلهوجود ماده نماییددر صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق 
 های قدیمی یا نامناسباستفاده از نمونه های تازه استفاده کنیدترجیحا از نمونه

 دمای نامناسب ترکیبات اجازه دهید تمام ترکیبات به دمای اتاق رسید، سپس به آرامی ترکیب نمایید

خوانش بالا و یا پایین در 
 ها و استانداردهانمونه

 هااستفاده از کیت منقضی شده و یا نگهداری نامناسب معرف ها را در شرایط مناسب نگهداری نماییدتاریخ انقضای کیت را چک نموده و معرف
 ها در معرض یخقرار گرفتن طولانی مدت معرف محلول کار را قبل از استفاده آماده کنید

 زمان و درجه حرارت نامناسب انکوباسیون انکوباسیون را بررسی نماییدبه پروتکل مراجعه کرده و زمان و دمای مناسب 
 های نامناسباستفاده از حجم از سمپلر کالیبره شده استفاده نمایید

محلول واکنش، همه اجزاء را به دمای مناسب رسانده سپس دوباره  یسازقبل از آماده
 ترکیب نمایید

 استفاده از ترکیبات نیمه گرم شده

 منحنی استاندارد غیر خطی
 (8/0)با ضریب رگرسیون زیر 

 های بالا استفاده نماییدبرای جلوگیری از خطا، از حجم
های سازی محلولخطاهای مرتبط با پیپت کردن در آماده

 استاندارد
 خطاهای مربوط به مخلوط کردن محلول واکنش محلول کار را با استفاده از ورتکس کامل مخلوط نمایید

 هاهای هوا در چاهکتشکیل حباب ها خالی نماییدمحتویات پیپت را به آرامی در چاهک
 غلظت محلول استاندارد نادرست است های استاندارد در پروتکل مراجعه کنیدسازی رقتبه دستورالعمل آماده

 خطاهای محاسبات بعد مراجعه به پروتکل، محاسبات را دوباره انجام دهید

 ها در طول موج نادرست خوانده شوندنمونه فیلتر و دستگاه را بررسی نماییدتنظیمات 
 گر باشندها دارای محتویات مداخلهنمونه در صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق نمایید نتایج غیر منتظره

 بالا و یا زیر محدوده خطیخواندن نمونه در  ها در محدوده خطی قرار گیردهای غلیظ یا رقیق کرده تا خوانایی آننمونه

 

اید، نگران نباشید، تیم پشتیبانی فنی نوند سلامت در کنار شماست. کافی در صورتی که در انجام هر یک از مراحل آزمایش دچار ابهام، مشکل یا اشتباه شده -
 کارشناسان ما برای رفع مشکل با شما تماس خواهند گرفت. از طریق واتساپ/تلگرام پیام دهید. 090۱4۱۱4097است به شماره تلفن 

دهند. لذا در صورت وجود هرگونه نظر، انتقاد یا پیشنهاد، های پیشرفت و بهبود کیفیت را در نوند سلامت تشکیل مینظرات و پیشنهادات مشتریان، همواره پله -
 با ما در میان بگذارید. hi@navandsalamat.comلطفا آن را از طریق ایمیل 

http://www.navandsalamat.com/
mailto:hi@navandsalamat.com

