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 فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیدازکیت سنجش 
Activity Assay Kit GPx)(Glutathione Peroxidase  TMxgpiNa 

 مقدمه:

 هامیاز آنز یگروه ،دازهایپراکس ونیگلوتات. شودیم افتیسلول  یتوکندر یو م یتوپلاسمیس یهااست که در بخش یمیآنز (GPx) دازیپراکسونیگلوتاتآنزیم 
( GSSG) شده دیاکس ونیرا به گلوتات (GSH) کاهشی ونیگلوتاتاین آنزیم،  دارند. ینقش مهم ویداتیاکس بیدر برابر آس هاسمیکه در حفاظت از ارگان هستند

از  یار یاز بس یر یشگیپسطوح نرمال این آنزیم در  کند.یم لیبه آب تبد را،  آزاد دروژنیه دیپراکس ایبه الکل  یچرب یهادیدروپراکسیکاهش ه یدر ط
کومن در هنگام د یدروپراکسیباعث کاهش هپراکسیداز آنزیم گلوتاتیون تواند ارتباط داشته باشد.می یعروق یقلب یهایمار یاز جمله سرطان و ب ،هایمار یب

یابد. در این واکنش، میکاهش  GSHبه توسط آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز  NADPHبا مصرف  GSSG ادامهشود و در می GSSGبه  GSH ونیداسیاکس
NADPH تعیین مقدار  عنوان یک مارکرمصرف شده بهGPx نانومتر میزان فعالیت  ۳۴۰شود و در طول موج در نظر گرفته میGPx  این  .کندیمرا تعیین

 mU/ml ۵/۰ تیبا حساس یسلول یزاتو ل نیهموگلوب ت،یتروسیار زاتیدر پلاسما، ل نیووابسته به گلوتات یدازهایتمام پراکس یر یگاندازه یبرا سنجش
 کاربرد دارد. 

 محتوای کیت:

 تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف

۱ -20 ºC Reagent 1 ۲ ویال ۴ ویال 

۲ 2-8 ºC Reagent 2 ۷۰۰ میکرولیتر ۱۵۰۰ میکرولیتر 

۳ -20 ºC Standard solution ۱ ویال ۱ ویال 

۴ 2-8 ºC Assay Buffer  ۵/۱۲ لیترلیمی ۲۵ لیترلیمی 

۵ RT 96-Well plate ۱ عدد ۱ عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 نانومتر ۳۴۰میکروپلیت ریدر با قابلیت خوانش  •
• PBS (بافتی یهانمونه یبرا) 
 (صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه در ای ) هموژنایزر شیشه •
 سانتریفیوژ •

 

 مراحل انجام آزمایش:
 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱

های مختلف بر گیری مورد سنجش قرار دهید سپس رقتشود ابتدا چند نمونه را برای تعیین محدوده اندازهبرای دستیابی به نتایج بهتر، توصیه می :۱توجه 
 اساس این سنجش انجام گیرد.

  ی:سلول هایهای بافتی و نمونهنمونه -
A. شته و با را بردا  شیهر آزما یبرا ازیمورد ن سلول ۲×۶۱۰بافت و یا  گرم یلیم ۱۰۰ مقدارPBS  شست و شو دهید.سرد 
B. ۲۰۰ از  تریلکرویمAssay Buffer ای نوند سلامت با کد محصول توانید از هموژنایزر شیشهرده و هموژن نمایید )بدین منظور میکرا به نمونه اضافه  سرد

 استفاده کنید(.  ۱۶۰۱۰
C.  کنید. وژیفیسانتردور  9۰۰۰در  گرادیدرجه سانت ۴ یدر دما قهیدق ۱۵ محلول را 
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D. )محلول رویی را جدا کرده و از آن به عنوان نمونه استفاده کنید )تا زمان استفاده در دمای یخچال و یا روی یخ نگهداری شود 
 اریتروسیت: -

A. با ۱:۱های قرمز جدا شده را با نسبت گلبول Assay Buffer در  گرادیدرجه سانت ۴ یدر دما قهیدق ۱۵مخلوط و هموژن کنید. سپس به مدت  ،سرد
 کنید. وژیفیسانتر دور 9۰۰۰

B. جدا و به عنوان نمونه از آن استفاده نمایید. را رویی محلول 
 سرم و پلاسما: -

 -8۰ یتوان در دمایها را منمونهها مورد ارزیابی قرار داد )کچاه در یا رقیق شده، میتوان به طور مستقیم «۱توجه »ی را با در نظر داشتن سرم ینمونه ها
 (.کرد  نگهداریگراد  یدرجه سانت

 آماده سازی محلول کار: ( ۲
 

- Reagent 1:  به هر تیوب حاوی پودرReagent 1 لیتر مقدار یک میلیAssay Buffer اضافه نمایید. هر تیوبR1   پس از افزودنAssay 
Buffer  گراد به مدت یک ماه قابل نگهداری است.درجه سانتی -۲۰تست کافی است و در دمای  ۲۵برای 

لیتر آب دیونیزه اضافه نموده و از این محلول به عنوان استاندارد جهت رسم منحنی میلی ۱مقدار  Standardبه هر تیوب  محلول استاندارد: -
مدت یک ماه قابل گراد بهدرجه سانتی -۲۰است و در دمای  NADPHک میلی مولار از شده، دارای غلظت یاستفاده کنید. محلول استاندارد آماده 

 نگهداری است. 

  استاندارد: ( تهیه محلول3

 های مختلف محلول استاندارد را با استفاده از جدولابتدا رقت
 تهیه کرده و برای رسم منحنی استاندارد از آن استفاده نمائید.مقابل 

 : روش کار( ۴

را در  آماده شده میکرولیتر از نمونه یا استاندارد ۵۰ابتدا الف( 
شود از هر نمونه دو تکرار خانه ریخته )پیشنهاد می 9۶های پلیت چاهک

انجام دهید و مقادیر میانگین را بصورت عدد نهایی در فرمول لحاظ کنید(. 
آماده شده را اضافه کرده و  R1میکرولیتر  ۴۰ها، در ادامه به همه چاهک

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید. ۱۵سپس به مدت 
را اضافه کرده و خوب  R2رولیتر از میک ۱۰برای شروع واکنش، ب( 

  .)زمان صفر( نانومتر قرائت و یادداشت کنید ۳۴۰را در طول موج استاندارد  /ها مخلوط کنید. جذب نوری نمونه
نانومتر قرائت  ۳۴۰را در طول موج  Aو استاندارد چاهک ردیف  هادقیقه در دمای اتاق انکوبه کرده و برای بار دوم جذب نوری نمونه ۱۰تا  ۵به مدت  ج(

 .)زمان دوم( و یادداشت کنید

کنیم. سپس میصفر قرائت  قهی( در دقی)مرحله قبل ۴مرحله  یرا  پس از طاستاندارد مختلف  یهاغلظت یمنظور جذب نور  نیبد رسم منحنی استاندارد: -
 کنیم.زمان صفر  استفاده میتوجه کنید که جهت رسم نمودار تنها از جذب نوری در  کنیم.طبق فرمول زیر عمل می

OD standard 340 nm =  های مختلفاستاندارد در غلظتجذب  –غلظت صفر جذب استاندارد  

لوله 
 )چاهک(

 مولمیلی ۱استاندارد 
 )میکرولیتر(

 آب مقطر
 )میکرولیتر(

 نهایی استاندارد مقدار
 در هر چاهک

(nMol/well) 

A ۰ ۵۰ ۰ 
B ۱۰ ۴۰ ۲۰ 

C ۲۰ 3۰ ۴۰ 
D 3۰ ۲۰ ۶۰ 
E ۴۰ ۱۰ ۸۰ 
F ۵۰ ۰ ۱۰۰ 
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 باشد:به شکل زیر می مقابلفرمول خط حاصل از نمودار 

y=Ax+B 
y :جذب نوری استاندارد 
A : باشد(می ۰۰8۳/۰این عدد برابر با مقابل شیب خط )مثال در فرمول نمودار 
x :غلظت NADPH 
B : باشد(می ۰۶/۰این عدد برابر با مقابل عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار 

 
 هیکه توص میرا شاهد هست OD شیگاهاً افزا NADPH یبالا یها ت. در غلظدیکن میترس یآمار  یافزارهانرم دراستاندارد را  یاعداد به دست آمده منحن

 .دیمناسب به دست آ ونیرگرس بیتا فرمول خط با ضر دیرسم کن NADPHنانومول از  ۶۰تا  ۲۰ ینمودار را با غلظت ها شودیم

 :همحاسب( ۵

را برای  GPx، عددها را در محل مناسب در فرمول قرار داده و درنهایت مقدار فعالیت قبلدست آمده در مراحل ها و مقادیر جذب نوری بهبر اساس غلظت
 دست آورید.هر نمونه به

 
 شود.)بلانک( در زمان صفر و زمان دوم در این فرمول جاگذاری می Aعدد حاصل از جذب نوری استاندارد چاهک ردیف توجه: 

∆A 340 nm = (S1 - S2)  – (A1 – A2) 

S1جذب نوری نمونه مورد نظر در زمان صفر : 
S2جذب نوری نمونه مورد نظر در زمان دوم : 
A1فر در زمان صفر: جذب نوری استاندارد با غلظت ص 
A2جذب نوری استاندارد با غلظت صفر در زمان دوم : 

در این فرمول برای محاسبه میزان  Bطبق فرمول زیر استفاده کنید. مقادیر  NADPH، جهت تعیین مقدار ۴در این مرحله، از منحنی به دست آمده در مرحله 
 مورد استفاده خواهد شد: GPxفعالیت 

B =) 
∆𝑨𝟑𝟒𝟎 𝒏𝒎−  عرض از مبدا

شیب خط
) 

 : باشد(لیتر می)واحد مقدار نمونه، میکرو شودحال میزان فعالیت گلوتاتیون پراکسیدار طبق فرمول زیر محاسبه می

GPx Activity = 𝐁

 مقدار نمونه×( زمان اول قرائت جذب نوری−زمان دوم قرائت جذب نوری )
×  رقت

 .شودیم گزارش mU/mL ای nmol/min/ml های واحد حسب بر دست آمده از طریق فرمول بالا،به دازیپراکس ونیگلوتات میآنز تیفعالمیزان 

 

 

 

y = 0.0083x + 0.06
R² = 0.9806
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 ها:توصیه( ۶

 زانیرا بر اساس م جیو نتا دیبسنج ۱۵۰۷۲با کد محصول  نیسنجش پروتئ تیخود را با ک یهاموجود در نمونه نیپروتئ زانیبهتر است ابتدا م ترقیدق جیدست آوردن نتابه یبرا 
 .دیگزارش کن نیپروتئ گرمیلیدر هر م میآنز تیفعال

 بهتر است  قبل از افزودن ترقیدق جیدست آوردن نتابه یبرا R2 ، اگردیرینانومتر اندازه بگ ۳۴۰ها را در نمونه یجذب نور . OD  با اضافه  دیتوانیباشد، م ۰/۱نانومتر کمتر از  ۳۴۰در
اضافه  OD واحد به ۵/۰ یبیصورت تقراز محلول استاندارد به تریلیلیهر م ودنکه افز دی. توجه داشته باشدیبرسان ۱ یرا به بالا یکردن محلول استاندارد به چاهک، جذب نور 

 .خواهد کرد
 دیجعبه توجه کن یمواد ذکر شده در پروتکل و رو ینگهدار  طیها و شرابه زمان. 
  ،را به ها شود از هر نمونه دوبار تکرار انجام گرفته و میانگین آنتوصیه میممکن است یک پژوهشگر نتایج متفاوت از آزمایش مشابه به دست بیاورد. به منظور بهتر شدن نتایج

 .عنوان نتیجه نهایی گزارش کنید
 حاصل کنید. ها اطمینانها و محلولقبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 جام دهید.های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته باشند، لذا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل انکیت 
 .محلول و مواد دیگر را جایگزین محلول و مواد 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 نانیکامل شود. اطم ،بدون وقفه 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 های پیشنهادیراه حل

 عدم رعایت ترتیب مراحل آزمایش به پروتکل موجود مراجعه کرده و دقیقا پیروی نمایید
 عدم کارکرد سنجش یا آزمایش

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

 باشند شده هیته یمتفاوت یبافرها در ها نمونه دیینما مراجعه پروتکل در موجود دستورالعمل به ای و نموده استفاده تیک در موحود بافر از

ها با قرائت )خوانش( نمونه
 نامنظم یا نامعقول

 میتقس قسمت سه ای دو به را یهاآن گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند هانمونه اگر
 دیینما

 شده زیدفر بار چند یهانمونه از استفاده

 وجود حباب در چاهک هلی چاهک با ضربه زدن آرام به کنار پلیتاز بین بردن حباب

 هامعرف نامناسب ینگهدار  ای و شده یمنقض تیک از استفاده دیینما ینگهدار  مناسب طیشرا در را ها معرف و نموده چک را تیک یانقضا خیتار

 ونیانکوباس نامناسب حرارت درجه و زمان دیینما یبررس را ونیانکوباس مناسب یدما و زمان و دیکن مراجعه پروتکل به

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

 ها به چاهک اضافه نشده استیکی از محلول ایدها را به چاهک اضافه کردهمحلولاطمینان حاصل کنید که تمامی 

 یخط ریاستاندارد غ 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

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

 ها در طول موج نادرست خوانده شوندنمونه تنظیمات فیلتر و دستگاه را بررسی نمایید

 باشند گر مداخله اتیمحتو یرااد ها نمونه دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در منتظرهنتایج غیر 

 یخط محدوده ریز/  بالا در نمونه خواندن باشند یخط محدوده در ییخوانا تا کرده قیرق ای ظیغل یها نمونه

در  یعدم کاهش جذب نور  بسیار پایین استفعالیت آنریم  افزایش دهید Evaporatorغلظت نمونه را با استفاده از 
 ها اضافه نشده استبه نمونه Reagent 2 ها اطمینان حاصل کنیداز افزودن تمامی محلول هانمونه

 بالاست اریسرعت واکنش بس غلظت آنزیم درون چاهک بسیار زیاد است ها را با بافر رقیق نماییدنمونه

اید، نگران نباشید، تیم پشتیبانی فنی نوند سلامت در کنار شماست. کافی است به شماره تلفن مراحل آزمایش دچار ابهام، مشکل یا اشتباه شدهدر صورتی که در انجام هر یک از  -
 از طریق واتساپ/تلگرام پیام دهید. کارشناسان ما برای رفع مشکل با شما تماس خواهند گرفت. ۰9۰۱۴۱۱۴۰9۷

دهند. لذا در صورت وجود هرگونه نظر، انتقاد یا پیشنهاد، لطفا آن را از طریق های پیشرفت و بهبود کیفیت را در نوند سلامت تشکیل میاره پلهنظرات و پیشنهادات مشتریان، همو -
 با ما در میان بگذارید. hi@navandsalamat.comایمیل 
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