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  سوپراکسید دیسموتاز فعالیتسنجش کیت 
Assay Kit ctivity(SOD) Aismutase DSuperoxide  MTNasdox 

 مقدمه:

ی رایج محسوب کنندههستند، از ترکیبات اکسیدهای فعال واجد اکسیژن ( که شامل مولکولROS=Reactive Oxygen Speciesهای فعال اکسیژن )گونه
های ترین مکانیسمکنند. یکی از مهمی ثانویه نیز تولید میها محصولات اکسید شدهکردن آن های مختلف، ضمن اکسیدشده و با حمله به مولکول

 های سوپراکسید دیسموتازآنزیم ( است.SOD) ید دیسموتازهای فعال اکسیژن، حضور و فعالیت آنزیم سوپراکسی گونهاکسیدانی بدن در برابر حملهآنتی
-واکنش دیسموتاسیون آنیون سوپراکسید ) ها. این دسته از آنزیمین هستندئمتالوپروت

2Oکنند. دیسموتاسیون هیدروژن را کاتالیز می ( به اکسیژن و پراکسید
 .کندمی ایجاد متفاوت محصول دو و شده کاهش و اکسایش همزمان دچار گونه یک آن، در که استهای ردوکس نوع خاصی از واکنش

غلظت بالایی در مغز، کبد، قلب، اریتروسیت ها و کلیه دارد. در انسان سه فرم  و شودسوپراکسید دیسموتاز به طور گسترده در گیاهان و حیوانات یافت می
که خارج سلولی  SOD3 در میتوکندری که حاوی منگنز است و SOD2 باشد،می Cu/Zn در سیتوپلاسم که از نوع  SOD1د:شوسوپراکسید دیسموتاز دیده می

باشد. واکنش می Cu/Zn ها و همچنین در مایعات خارج سلولی مانند پلاسما، لنف و مایع سینوویال وجود دارد و از نوعاست و در فضای بینابینی بافت
ها، غلظت آنیون ها و بافتباشد. حضور مقدار کافی از آنزیم در سلولمی x 109 m-1 s-1 2نهایت سریع است و دارای عدد تبدیلسوپراکسید دیسموتاز بی

های های خارج سلولی، برای جلوگیری از بیماریحاضر در سلول و محیط  (SOD)دارد. فعالیت سوپراکسید دیسموتازسوپراکسید را در سطح بسیار پایین نگه می
 ت. مرتبط با استرس اکسیداتیو، حیاتی اس

سرم، پلاسما، بافت های بیولوژیکی مانند روشی ساده، تکرارپذیر و استاندارد بوده و در نمونه TMNasdoxدیسموتاز  سوپراکسیدفعالیت آنزیم کیت سنجش 
است که ای پیروگالول ماده باشد.ل میگالووپير نسيواكسيداتوا کنشر وا مهاس ساا بربه طور کلی آزمایش  بوده وگیری لیزات سلولی قابل اندازهو  هموژنه

شود. در این عمر اتواکسیداسیون آن مشخص میشود. با در دست داشتن غلظت مشخصی از این ماده نیمهدر شرایط عادی در حضور هوا اکسیده می
سنجیده و در مقایسه با کنترل  با غلظت نامشخص مقدار مهار واکنش اتواکسیداسیون پیروگالول در زمان مشخص SODواکنش با اضافه کردن نمونه حاوی 

 شود.در نمونه مشخص می SODمیزان غلظت 

 محتوای کیت:

 تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف
۱ 2-8 ºC Reagent 1 10X ۱ لیترمیلی ۲ لیترمیلی 

۲ 2-8 ºC Reagent 2a ۱۰۰ لیترکرومی ۲۰۰ لیترکرومی 

۳ 2-8 ºC Reagent 2b ۵/۲ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 

۴ 2-8 ºC Lysing Buffer 10X ۱۰ لیترلیمی ۲۰ لیترلیمی 

۵ RT 96-Well plate ۱ عدد ۱ عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 گیری جذبریدر با قابلیت اندازهمیکروپلیت (OD )۴۰۵ نانومتر 
 )هموژنایزر )در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه 
  بافر )در صورت استفاده از سلول به عنوان نمونه(فسفات 
  سانتریفوژ 
  ریدوبار تقطآب 
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 مراحل انجام آزمایش:

 

 آماده سازی محلول کار: ( ۱
 

برابر رقیق  ۱۰بافر لیزکننده را در ابتدا  کاربرد دارد. های بافتی و یا سلولیسازی نمونهبرای آمادهاین بافر صرفا : X10Lysing Bufferبافر لیز کننده  -

 .د(ییتقطیر مخلوط و ورتکس نما لیتر آب دوبارمیلی ۹لیتر را با نمایید )یک میلی

- X10)1(R 1Reagent : 1از  میکرولیتر ۲۰۰نمونه  ۱۰ ی هربراR  مخلوط و  یرآب دوبار تقط لیتریلیم 8/۱را باpH  توصیه نوند  برسانید ۲/8را به(

 است(. بدین منظور NaOHسلامت به استفاده از 
- Reagent 2 (R2) :میکرولیتر از  پنجنمونه،  ۱۰ هر برایR2a  لیتر از معرف میکرو ۴۹۵را باR2b ( مخلوط و به صورت کامل ورتکس نماییدpH 

 .باشد( ۴/۷باید در موقع استفاده 

 
 ها:سازی نمونهآماده( ۲

از بافر را لیتر کرومی ۵۰۰، نمونهگرم از بافت میلی ۱۰۰به ازای  استفاده نموده و رقیق شده، (Lysing Bufferهای بافتی از بافر )برای لیز نمونه های بافتی:نمونه
 ۵به مدت دور  ۱۲۰۰۰سپس نمونه مورد نظر را در  استفاده کنید(. ۱۶۰۱۰توانید از هموژنایزر نوند سلامت با کد محصول کنید )بدین منظور می اضافه و هموژن
 د.یییگراد سانتریفیوژ کنید و از مایع رویی به عنوان نمونه استفاده نمادرجه سانت ۴دقیقه در دمای 

 نشین شدهی تههابه مدت دو دقیقه سانتریفیوژ کرده و مایع رویی را دور بریزید. سلولدور  8۰۰سلول را در  ۶۱۰ محیط کشت حاوی حداقل ی:سلول هاینمونه
به مدت  آماده شده، (Lysing Bufferلیتر از بافر لیز کننده )میلی ۵/۰ها را با خنک شسته و مرحله قبلی را دوباره تکرار کنید. بعد از این مرحله سلول PBSرا با 

  دقیقه( و از مایع رویی به عنوان نمونه استفاده نمایید. ۵به مدت  دور ۱۲۰۰۰ها را همراه بافر سانتریفیوژ )سلول، سپس ورتکس کرده ده دقیقه در مجاورت یخ

 .گرددرقیق نمایید که در این صورت باید ضریب رقت را در فرمول لحاظ  دیونیزهتوانید نمونه را با آب های پلاسما/سرم میدر نمونه نکته:

گراد سانتریفیوژ کرده درجه سانتی ۴دقیقه در دمای  ۱۵به مدت  دور ۱۰۰۰۰را در  ی سرم یا پلاسماهانمونه :(Cu/Znگیری سوپراکسید دیسموتاز سیتوزولی )اندازه
در  سوپراکسید دیسموتاز سیتوزولی. عدد نهایی پس از سنجش مقدار آنزیم باشد را به عنوان نمونه استفاده کنیدمی Cu/Zn-SODو مایع رویی که حاوی 

 نمونه خواهد بود.
گراد سانتریفیوژ درجه سانتی ۴دقیقه در دمای  ۱۵به مدت  دور ۱۰۰۰۰را در  ی سرم یا پلاسماهانمونه :(Mn-SODمیتوکندریایی ) گیری سوپراکسید دیسموتازاندازه

در  اضافه کنید تا غلظت نهایی آن سیانید پتاسیم به نمونه در این حالت. باشد را به عنوان نمونه استفاده کنیدمی Cu/Zn-SODکرده و مایع رویی که حاوی 
 میتوکندریایی در نمونه خواهد بود.سوپراکسید دیسموتاز عدد نهایی پس از سنجش مقدار آنزیم  ود.شمولار میلی ۲ ظرف حاوی نمونه

با   TMNasodox-Erythro بایست کیتها میبرای سنجش این آنزیم در اریتروسیت: SOD-RBCهای اریتروسیت در نمونه گیری سوپراکسید دیسموتازاندازه
 تهیه و نسبت به سنجش دقیق اقدام کنید.شرکت نوند سلامت را  NS-15036کد محصول 

 روش کار:( ۳

. خانه اضافه کنید ۹۶های پلیت روبرو مواد را به چاهکبرای انجام کار به ترتیب جدول 
ها را در دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق و به دور از نور، جذب نوری نمونه ۵پس از 

 نمونه ODبه عنوان  نانومتر توسط دستگاه میکروپلیت ریدر قرائت و ۴۰۵طول موج 
 در فرمول محاسبه استفاده نمایید.

 

 هامعرف
 های نمونهچاهک

 )میکرولیتر(
 چاهک کنترل
 )میکرولیتر(

 - ۵۰ نمونه
 ۲۰۰ ۲۰۰ (R1معرف یک )
 ۵۰ - (DWآب دیونیزه )

 ۵۰ ۵۰ (R2) دومعرف 
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 :همحاسب( ۴

SOD activity (U/ml or mg protein)= 
𝐎𝐃 𝐓𝐞𝐬𝐭

𝐎𝐃 𝐂𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥
× 200 

 ها:توصیه( ۵

 برسانید.  گراد(درجه سانتی ۲۵به دمای محیط )ترجیحاً دمای  ها رامعرف قبل از شروع آزمایش شود و نیم ساعتگراد( نگهداری درجه سانتی 8-۲در یخچال )دمای  محتویات کیت 
 ها دیده نشودایی که هیچ کریستالی در معرفد به گونهییقبل از استفاده ورتکس نما تمامی مواد را. 
  ،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

 .گزارش کنید عنوان نتیجه نهایی
 تهیه و استفاده شوند. ساعت( 8)کمتر از  ها باید به صورت تازهتمام محلول 
 شود.استفاده از سانتریفیوژ یخچالدار توصیه می 
 های حاوی از نمونهEDTA .استفاده نشود 
 یتمنظور از ک ینبد توانیدیکه م شودیم یهتوص یزن ینپروتئ یریگاندازه یسلول یزاتو ل یبافت یهادر نمونه TMdorNadf یدنوند سلامت استفاده نمائ. 
 اطمینان حاصل کنید. هاو محلول هاقبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 نجام 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 اکیت 
 داخل کیت نکرده و تنها از مواد موجود در کیت استفاده کنید.دیگر را جایگزین محلول و مواد  محلول و مواد 
  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 ونیانکوباسزمان. 

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

 :یابیعیب( ۶

 مشکل احتمالات موجود های پیشنهادیراه حل

 آزمایش سرد بودن بافر اتاق رسیده باشددمای بافر باید به دمای 

 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

 ها / پایپت کردن نادرستاستفاده از مقادیر نادرست محلول درست پتیمواد و پا حیدقت در اضافه کردن مقدار صح

ها با قرائت )خوانش( نمونه
 نامنظم یا نامعقول

برداری به دو یا سه ها را در هنگام نمونهاگر نمونه ها چندین بار مورد استفاده قرار خواهند گرفت نمونه
 قسمت تقسیم نموده و فریز نمایید

 بار دفریز شدههای چند نمونه استفاده از

 گر در نمونهی مداخلهوجود ماده در صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق نمایید

 های قدیمی یا نامناسباستفاده از نمونه های تازه استفاده کنیدترجیحا از نمونه

در  میآنز تیعدم مشاهده فعال یمآنزفعالیت بسیار پایین  Evaporatorافزایش رقت نمونه با دستگاه 
 رقت بسیار بالای نمونه کاهش رقت نمونه نمونه

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

 

نوند سلامت در کنار شماست. کافی است به شماره تلفن  اید، نگران نباشید، تیم پشتیبانی فنیدر صورتی که در انجام هر یک از مراحل آزمایش دچار ابهام، مشکل یا اشتباه شده -
 از طریق واتساپ/تلگرام پیام دهید. کارشناسان ما برای رفع مشکل با شما تماس خواهند گرفت. ۰۹۰۱۴۱۱۴۰۹۷

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