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 (احیا)گلوتاتیون کیت سنجش 
NarGulTM Reduced Glutathione (GSH) Assay Kit 

 مقدمه:

ها با محافظت از سلول یونشده است. گلوتات یلتشک یسینو گل یستئینس یک،گلوتام یدکه از اس بوده یداخل سلول یدیکل پپتیدیتر  یولت یک یونگلوتات
  GSSG شده یدو اکس  GSH هشکا یهاها در حالتدر داخل سلول یونکند. گلوتاتیکمک م یداناکسیآنت یکآزاد به عنوان  یهایکالراد یبآس در برابر

  GSSG یدسولف دی فرم در درصد ۱۰که کمتر از  یاست در حال یافتهدر فرم کاهش  گلوتاتیون درصد کل ۹۰از  یشسالم ب یهاها و بافتوجود دارد. در سلول
یم گلوتاتیون ردوکتاز است که آنز یلدل ینبه ا GSH یوجود دارد. غلظت بالا

 یش. افزادهد(، بسیار فعال استانتقال می یداسیونآن را از حالت اکس )که
GSSG  بهGSH يول است. کاهش ت یداتیودهنده استرس اکسبه عنوان نشان

که ناپايدار  شود،می ROS های دیگرحالت کاهش، منجر به گروه گلوتاتيون
واکنش  یگرنامطلوب د GSH یکبا  یبه راحت ایدارناپ GSH ین. اباشدیم
 یرااست ز یعواکنش شا ینکند. ا یجادثابت ا GSSGمولکول  یکدهد تا یم

آنزیم  توسط، پس از آن GSSGبالا وجود دارد.  یهادر غلظت یونگلوتات
 شود.یم یلتبد GSHردوکتاز دوباره به  یونگلوتات

 محتوای کیت:

 تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف

۱ 2-8 oC GSH Buffer ۱۲ لیترمیلی ۱۳ لیترمیلی 

۲ -20 oC GSH Standard ۱ ویال ۱ ویال 

۳ Co 20- Cofactor ۲ ویال ۳ ویال 

۴ Co 20- GR Enzyme ۳ لیترلیمی ۶ لیترلیمی 

۵ Co 8-2 DTNB ۱ ویال ۱ ویال 

۶ Co 8-2 DTNB Reagent ۶ لیترلیمی ۶ لیترلیمی 

۷ Co 8-2 Lysing Buffer ۵۰ لیترلیمی ۱۰۰ لیترلیمی 

۸ - 96-Well plate ۱ عدد ۱ عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 نانومتر ۴۱۲ نوری(OD) جذب یر یگاندازه تیبا قابل دریرتیکروپلیم •
 (۱۶۰۱۰)هموژنایزر نوند سلامت با کد محصول  در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه ؛هموژنایزر •
 سانتریفیوژ •
 لیاستر زهیونیآب د •
• PBS سرد 
 میکروتیوب •
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 مراحل انجام آزمایش:
 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱
 

 نمونه بافتی را ابتدا با : های بافتینمونهPBS  میکرولیتر،  ۱۰۰۰تا  ۵۰۰گرم از آن را وزن کرده و میلی ۱۰۰تا  ۵۰در حدود  دهید.سرد شست و شوLysing 
Buffer گردد( نمونه پیشنهاد می ۱۶۰۱۰ایی )استفاده از هموژنایزر نوند سلامت با کد محصول موجود در کیت را اضافه کنید. سپس توسط هموژنایزر شیشه

کند(. دار را توصیه میدقیقه سانتریفیوژ کنید )نوند سلامت در این مرحله استفاده از سانتریفیوژ یخچال ۱۵دور به مدت  ۹۰۰۰ز کرده و در مورد نظر را هموژنای
 در ادامه مایع رویی را جدا کرده و به عنوان نمونه استفاده نمائید.

 لیتر با یک میلیرسوب سلولی را پس کنید. س سانتریفیوژدرجه سانتی گراد  ۴قیقه و دمای د ۱۰دور به مدت  ۹۰۰۰در  سلول را 7۱۰تعداد ابتدا : های سلولینمونه
Lysing Buffer دقیقه، مایع رویی را جدا کرده و به عنوان نمونه استفاده نمائید. ۱۵دور به مدت  ۹۰۰۰و پس از سانتریفیوژ در  نیدهموژن ک 

  نمونه را تا مایع رویی را جداسازی و دقیقه سانتریفیوژ کرده و  ۱۰دور به مدت  ۵۰۰۰را در  ماده ضد انعقاد نمونه خون بدون :اریتروسیت، سرمنمونه های
(  و پس از دقیقه  ۱۰دور به مدت  ۵۰۰۰نمونه خون کامل را سانتریفیوژ )سازی نمونه اریتروسیت، ابتدا زمان سنجش روی یخ نگهداری نمایید. جهت آماده

گراد سانتریفیوژ نمایید. مایع رویی را درجه سانتی ۴دقیقه در  ۱۵به مدت  ۹۰۰۰با آب دیونیزه لیز نموده و سپس با دور روسیت ها را جداسازی پلاسما، اریت
  اشد.بماه می ۱گراد، به مدت درجه سانتی ۸۰های پلاسما و اریتروسیت در منفی ماندگاری نمونه آوری کرده و تا زمان سنجش روی یخ نگهداری کنید.جمع

 برابر رقیق کرده و در محاسبات ضریب رقت را وارد کنید. ۵تا  ۱نمونه های  سرم و اریتروسیت  را بهتر است در هنگام شروع کار  توجه:
 

 

 ها:سازی معرفآماده( ۲
 Cofactor : یدر دما هفته یکشده  یقمحلول رق ی. ماندگار یداتاق برسان یاضافه کرده و در زمان سنجش به دما یالبه و یونیزهآب د لیتریلیم ۲مقدار 

 باشد.یم گرادیدرجه سانت -۲۰
 DTNB :۶  میلی لیتر ازReagent DTNB  را به ویالDTNB  باشد.درجه سانتی گراد می -۲۰اضافه کنید. ماندگاری محلول حاصل یک هفته در دمای 
 GSH Standard : لیتر میلی ۵مقدارGSH Buffer  میلی مولار به دست بیاید. از محلول حاصل جهت رسم  ۴را به ویال استاندارد اضافه کنید تا استاندارد

 .گراد استدرجه سانتی -۲۰هفته در دمای  ۳ماندگاری محلول حاصل  نمودار استاندارد استفاده کنید.
 

 

 استاندارد:محلول ( ۳

باشد و برای رسم میلی موللار می ۴غلظت استاندارد تهیه شده 
تهیه های مختلف را منحنی استاندارد طبق جدول روبرو غلظت

 نمائید.
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 لوله
 

 مولارمیلی ۴استاندارد 
 )میکرولیتر(

GSH Buffer 
)  )میکرولیتر

نهایی  غلظت
 استاندارد

 (میلی مولار ) 

A ۰ ۱۰۰۰ ۰ 

B ۲۵۰ 7۵۰ ۱ 

C ۵۰۰ ۵۰۰ ۲ 

D 7۵۰ ۲۵۰ ۳ 

E ۱۰۰۰ ۰ ۴ 
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 روش کار:( ۴

A.  میکرولیتر  ۲۰مقدارGSH Buffer  چاهک ردیف  ۲بهA  .به عنوان بلانک اضافه کنید 
B.  های ردیف میکرو لیتر از هر رقت استاندارد را به چاهک ۲۰مقدارB  تاE .پلیت اضافه کنید 
C.  ده اضافه کنید.نی ماقهای بالیتر از نمونه را به چاهکمیکرو ۲۰مقدار 
D.  مقدار مساوی از محلولDTNB  آماده شده وGR Enzyme  ها اضافه کنیدل حاصل را به چاهکمیکرولیتر از محلو ۱۲۰را مخلوط کرده و مقدار 

 ترکیب کنید(. GR Enzymeلیتر میلی ۳را با  DTNBلیتر میلی ۳عدد نمونه مقدار  ۴۸)برای 
 را درون ورقه آلومینیومی و دور از نور نگهدارید. DTNBم و محلول حاصل از ترکیب آنزی نکته:

E. ۳۰  میکرولیتر محلول  ۶۰ثانیه پلیت را انکوبه کرده و سپسCofactor ها اضافه نمایید.به چاهک 
F.  ت نمایید.ئقرانانومتر(  ۴۲۰-  ۴۰۵)نانومتر  ۴۱۲بلافاصله جذب نوری پلیت را در طول موج 
G.  باشد.دقیقه می ۵حداکثر زمان جهت خوانش جذب نوری 

 
 

افزارهای آماری همچون با استفاده از نرم رسم منحنی استاندارد: -
های مختلف را به دست آورده و اکسل، نمودار منحنی استاندارد غلظت
 را محاسبه نمائید.  )احیا( با توجه به فرمول خط مقدار گلوتاتیون

y: جذب نوری استاندارد 
A:  ۱7۸۹/۰با این عدد برابر مقابل شیب خط )مثال در فرمول نمودار 

 باشد(می
x : استانداردغلظت 
B:  ۵۹۳۲/۰این عدد برابر با مقابل عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار 

 باشد(می
 

  :همحاسب( ۴

 شود:هر نمونه با توجه به منحنی استاندارد از فرمول زیر محاسبه می GSHمقدار 

عرض از مبدا  −جذب نوری نمونه در ۴۱۴  نانومتر (
شیب خط

) × ضریب رقت   

 میکرومولار است در این کیت به GSH گیریواحد اندازه

 

 

 

 

 

y = 0.1789x + 0.5932
R² = 0.9966
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 ها:توصیه( ۵

 زانیرا بر اساس م جیو نتا دیبسنج ۱۵۰7۲با 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

 دیجعبه توجه کن یمواد ذکر شده در پروتکل و رو ینگهدار  طیها و شرابه زمان. 
  باشد.میکرولیتر می ۲۰۰چاهک مقدار نهایی محلول سنجش درون هر 
 های پلیت در یک زمان مورد سنجش قرار بگیرند.ضروری است که تمامی چاهک 
 دبگیر صورت ممکن زمان کمترین در باید هانمونه به کار محلول کردن اضافه 
  ،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
 ها اطمینان حاصل کنید.ها و محلولقبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 ا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل انجام دهید.های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته باشند، لذکیت 
 .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 مو دستگاهها، مواد معرف 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( ۶

 مشکل احتمالات موجود های پیشنهادیراه حل

عدم کارکرد سنجش یا  برداشتن مقدار نادرست مواد دقت در اندازه گیری
 وجود حباب در سرسمپلر جلوگیری از ایجاد حباب در سرسمپلر آزمایش

هااطمینان از اضافه کردن تمامی محلول  رنگی طیف وجود عدم عدم اضافه کردن یک یا چند محلول به محلول کار 
هاعدم اضافه کردن استاندارد به چاهک اطمینان از اضافه کردن صحیح استاندارد  استاندارد  

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

 ریاستاندارد غ یمنحن
 یخط

 هاهای هوا در چاهکتشکیل حباب نماییدها خالی محتویات پیپت را به آرامی در چاهک

 GSH مقدار بالای جذب در مقادیر زیاد های کمترخوانش جذب در زمان
 بازه اعداد نادرست برای نمودار استاندارد باشد ۲/۱بالاترین مقدار جذب استاندارد باید کمتر از 

 محاسباتخطاهای  ، محاسبات را دوباره انجام دهیدبعد مراجعه به پروتکل

 در رنگ ایجاد عدم ها بسیار کم استدر نمونه GSH مقدار افزایش غلظت نمونه توسط لیوفیلیز کردن
 ها کم استدر نمونه GSHمقدار  GSH Buffer  حل کردن نمونه در مقدار کمتر هانمونه

 غلظت بالای نمونه رقیق کردن نمونه
 از بیشتر نمونه جذب مقدار

 بالاترین نوری جذب
 استاندارد

 

اید، نگران نباشید، تیم پشتیبانی فنی نوند سلامت در کنار شماست. کافی است به شماره تلفن در صورتی که در انجام هر یک از مراحل آزمایش دچار ابهام، مشکل یا اشتباه شده -
 خواهند گرفت.از طریق واتساپ/تلگرام پیام دهید. کارشناسان ما برای رفع مشکل با شما تماس  ۰۹۰۱۴۱۱۴۰۹7

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 مینظرات و پیشنهادات مشتریان، همواره پله -
 یان بگذارید.با ما در م hi@navandsalamat.comایمیل 
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