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 تیول تامکیت سنجش 
Assay KitThiol Total  TMNatothiol 

 مقدمه:

ن یستئیهموسن و یستئیون، سیل گلوتاتیاز قب یباتیشامل ترک یعیطب یهاولی. تاستبا کربن  (C-SH-) لیدریگروه سولف کی یحاو تیول ترکیبی است که
 در برابرها بیسدر حفاظت از آ ینقش مهمراین و بناب شوندشامل میرا  واناتیموجود در ح یدانیاکسیآنت مجموعه قسمت از کل نیبزرگترکه  .هستند

ق گروه یها از طرنیا متصل به پروتئیگر ید یهاهمراه با مولکول یدیسولف یهاا در پلیتوانند در حالت آزاد یها مولی. تکنندایفا می ژنیاکس های فعالگونه
سرم  نیمتصل به آلبوم ولیت یهانیپروتئ شتریب شوند امامتصل  مختلف یهانیپروتئ به توانندیها ملیون وجود داشته باشند. اگرچه تیستئیس ریلدیسولف
 .هستند ۳۴ نیستئیدر س
 دیها مهم هستند. اثرات اکسسلول ییزداو سمسلولی  نگیگنالیآزاد، در آپوپتوز، س کالیراد یهابر نقش خود در محافظت در برابر استرس علاوهها تیول

از آن است که  یشود. شواهد حاکیکنترل م S-nitrosothiols (SNOs) دیتول یها برادیپپت ایها و نیپروتئ S-nitrosylationدر بدن توسط  کیترین
 ویداتیاسترس اکسدر نتیجه  ارتباط دارد هیول در کلیت یکل تیوضع با هیمزمن کل یی. نارسااستبالا  فشار خون دلایلاز  یها بخش SNO ییدر کارآ یناتوان

 .دهندنشان میدر سرم کمتری  ولیت نیسطوح پروتئ ۲ نوع ابتیمبتلا به عوارض د مارانیو ب دخیل بوده ابتید در پاتوژنز عنوان به

های در نمونهآن  یدانیاکسیآنتخاصیت و آگاهی از  تیولگیری میزان روشی ساده، تکرارپذیر و استاندارد برای اندازه TMtothiolNaتام  ولیتکیت سنجش 

 کند.بیولوژیکی مانند سرم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنه، لیزات سلولی و مایع محیط کشت را فراهم می

 محتوای کیت:

 تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف

۱ 2-8 oC Reagent 1a ۱ ویال ۱ ویال 

۲ 2-8 oC Reagent 1b ۵۰۰ میکرولیتر ۵۰۰ میکرولیتر 

۴ Co 8-2 Reagent 1c ۱۰ لیترمیلی ۲۰ لیترمیلی 

۵ Co 8-2 Assay Buffer ۱۰۰ لیترمیلی ۱۰۰ لیترمیلی 

۶ Co 8-2 Standard Solution ۱ ویال ۱ ویال 

۷ Co 8-2 Lysing Buffer ۵۰ لیترمیلی ۱۰۰ لیترمیلی 

۸ - 96-Well plate ۱ عدد ۱ عدد 

 موارد مورد نیازکه در داخل کیت موجود نیست:

• PBS های سلولی( )برای نمونه 
 میکروتیوب و لوله آزمایش •
 (۱۶۰۱۰ای )هموژنایزر نوند سلامت با کد محصول هموژنایزر شیشه •
 سانتریفیوژ •
 نانومتر ۴۰۵میکروپلیت ریدر با قابلیت خوانش  •
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 مراحل انجام آزمایش:
 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱
 

 :سانتریفیوژ قه یدق ۱۰گراد به مدت یدرجه سانت ۴ یدر دماسپس  .دیکن یجمع آور  تراتیس ای نیضد انعقاد مانند هپار کیخون را با استفاده از  پلاسما
 کرده و مایع رویی را برای انجام سنجش استفاده کنید.

 :لخته  گرادیدرجه سانت ۲۵ یدر دما قهیدق ۳۰خون به مدت  دیاجازه ده. دیکن یجمع آور  تراتیس ای نیبدون استفاده از ضد انعقاد مانند هپار ون راخ سرم
 ری کنید.آوگراد سانتریفیوژ نمایید. مایع رویی را جهت انجام سنجش جمعدرجه سانتی ۴دمای  دور در دقیقه و در ۲۰۰۰دقیقه با  ۱۵سپس به مدت  .شود

 ماه پایدار خواهد بود. از فریز و یخ زدایی مجدد اجتناب نمایید. ۱درجه به مدت  ۸۰و خون در دمای منفی  لاسماپ نکته:

 نمونه بافتی را ابتدا با های بافتینمونه :PBS  از میکرولیتر ۱۰۰۰تا  ۵۰۰گرم از آن را وزن کرده و میلی ۱۰۰تا  ۵۰سرد شست و شو داده و در حدود Lysing 
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 میتریفیوژ یخچالدقیقه سانتریفیوژ کنید )نوند سلامت در این مرحله استفاده از سان ۱۰دور به مدت  ۱۰۰۰۰مورد نظر را هموژنایز کرده و در 
 در ادامه مایع رویی را جدا کرده و به عنوان نمونه استفاده نمائید.

 سلول را پس از شستشو با  ۷۱۰: تعداد های سلولینمونهPBS لیتر با یک میلیLysing Buffer  ۱۰دور به مدت  ۱۰۰۰۰هموژن کرده و پس از سانتریفیوژ در 
 دقیقه ، مایع رویی را جدا کرده و به عنوان نمونه استفاده نمائید.

 سازی صورت گیرد و در محاسبات ضریب رقت وارد گردد.، بهتر است رقیق۲های بالای های سرم و اریتروسیت، در صورت مشاهده خوانشدر نمونه :توجه
 با آب  ۵۰به  ۱نمونه ادرار را با نسبت  های ادرار:نمونهHPLC .رقیق نمایید 

 

 آماده سازی محلول کار: ( ۲

وسیله ورتکس محلول گراد( رسانده و در صورت مشاهده کریستال، بهدرجه سانتی ۲۵تا  ۲۰ها را به دمای اتاق )نیم ساعت قبل از شروع آزمایش معرف :۱ نکته
 را همگن کنید.

توانید تنظیم کنید. بدین منظور می ۸تا  ۴/۷را در بازه  Lysing Bufferو  Assay Bufferو  c1Rهای محلول pHحتما قبل از شروع آزمایش میزان  :۲نکته 
 استفاده کنید. NaOHاز 

یر نوشته حتما مقادیر تعیین شده در پروتکل را با ابزار مناسب )سمپلر، پیپت یا استوانه مدرج( انتقال دهید. برخی مواد ممکن است بیشتر از مقاد :۳ نکته
 ها موجود باشند.لیبل بطری شده بر روی

- Reagent 1:  میکرولیتر از  ۵۰۰ابتدا مقدارReagent 1b  را به ویالReagent 1a  گراد درجه سانتی ۴ماه در دمای  ۱اضافه کنید. ماندگاری این محلول
. ماندگاری این اضافه کنید Reagent 1c میکرولیتر ۴۹۰۰شده را به میکرولیتر از محلول آماده ۱۰۰مقدار  در یک لوله آزمایش تمیز و خشک است. سپس

 روز است. ۱به مدت  آماده مصرف( Reagent 1) محلول
 Assayبا  ۸به  ۱اضافه کنید. سپس مجددا با نسبت  )حاوی پودر( را به ویال استاندارد Assay Bufferمیلی لیتر از  ۱۲مقدار  آماده سازی محلول استاندارد: -

Buffer مثال:  رقیق نمایید(لیتر میلی ۷Assay Buffer  ۱را به )محلول استاندارد  . ماندگاری محلول حاصلمیلی لیتر از ویال استاندارد آماده شده اضافه کنید(
 است. ساعت ۲۴ آماده مصرف(

  منحنی استاندارد: ( ۳

 ۱میکرولیتر از محلول استاندارد حاصل را به میکروتیوب شماره  ۲۰۰عدد میکروتیوب اضافه کنید. سپس مقدار  ۵به را  Assay Bufferمیکرولیتر از  ۲۰۰مقدار  -
اضافه کنید. این عمل را تا میکروتیوب شماره  ۲برداشته و به میکروتیوب شماره  ۱میکرولیتر از محتویات میکروتیوب شماره  ۲۰۰اضافه کرده کاملا مخلوط کنید. 

ر خواهد میکرومولا ۰و  ۷۵/۱۰، ۵/۲۱، ۴۳، ۸۶به ترتیب  (۵تا  ۱)از میکروتیوب شماره  غلظت استاندارد .میکرولیتر باقیمانده را دور بریزید( ۲۰۰) دهیدادامه  ۴
 .بود
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 روش کار:( ۴

 ها اضافه کنید.میکرولیتر استاندارد / نمونه به چاهک ۵۰مقدار  -
 نانومتر قرائت نمایید. ۴۰۵دقیقه در طول موج  ۱۰اضافه کرده و در کمتر از  Reagent 1میکرولیتر از محلول  ۱۵۰جهت شروع واکنش  -

 محاسبات:( ۵

را  میزان تیول تامهای مختلف را به دست آورده و با توجه به فرمول خط افزارهای آماری همچون اکسل، نمودار منحنی استاندارد غلظتبا استفاده از نرم
 محاسبه نمائید. 

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

y=Ax+B 
yجذب نوری استاندارد :  
A (باشد می ۰۴۵۱/۰رابر با این عدد بمقابل : شیب خط )مثال در فرمول نمودار  
x استاندارد: غلظت  
B باشد(می ۱۹۴۲/۰این عدد برابر با مقابل : عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار  

 
 توان غلظت تیول در نمونه را به دست آورد.با جاگذاری جذب نوری نمونه در نمودار خط، می

] × K+ جذب نوری نمونه [(شیب خط ×غلظت تیول در نمونه )  عرض از مبدا = 
*K : ضریب رقت 

 L molµ / سنجش تیول در نمونه عبارت است از: واحد 

      ها:توصیه( ۶

 دقیقه رعایت شود. ۱۰را تحت تاثیر قرار خواهد داد لذا زمان کمتر از  زمان قرائت جذب نوری، نتایج 
 سازی انجام گیرد.یابد، در زمان انجام سنجش و به مقدار مورد نیاز رقیقسازی کاهش میها بعد از رقیقماندگاری محلول 
 برسانید.  گراد(درجه سانتی ۲۵به دمای محیط )ترجیحاً دمای  ها رامعرف قبل از شروع آزمایش شود و نیم ساعتگراد( نگهداری درجه سانتی ۸-۲در 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

 .عنوان نتیجه نهایی گزارش کنید
 شود.استفاده از سانتریفیوژ یخچالدار توصیه می 
 یتمنظور از ک ینبد توانیدیکه م شودیم یهتوص یزن ینپروتئ یریگاندازه یسلول یزاتلو  یبافت یهادر نمونه TMNadford یدنوند سلامت استفاده نمائ. 
 ها اطمینان حاصل کنید.ها و محلولقبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 داشته باشند، لذا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل انجام دهید. های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتیکیت 
 .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. 
  است. کار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی زماندر 

 

 

y = 0.0451x + 0.1942
R² = 0.9618
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 یابیعیب( ۷

 مشکل احتمالات موجود راه حل های پیشنهادی
 سرد بودن بافرآزمایش دمای بافر باید به دمای اتاق رسیده باشد

عدم کارکرد سنجش یا 
 آزمایش

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

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

 ها در بافرهای متفاوتی تهیه شده باشندنمونه پروتکل مراجعه نماییداز بافر موجود در کیت استفاده نموده و یا به دستورالعمل موجود در 

ها با قرائت نمونه
)خوانش( نامنظم یا 

 نامعقول

 افزایش دهیدسازی را ی همگنهموژن کردن نمونه را تکرار نمایید. مدت زمان مرحله
های کشت بافت/سلول به صورت کامل هموژن نشده نمونه

 باشند

های را به دو یا سه قسمت تقسیم ها چندین بار مورد استفاده قرار خواهند گرفت آناگر نمونه
 نمایید

 های چند بار دفریز شدهنمونه استفاده از

 مداخله گر در نمونهی وجود ماده در صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق نمایید

 های قدیمی یا نامناسبمونهن استفاده از های تازه استفاده کرده و تا زمان استفاده به درستی نگهداری شوداز نمونه

 مناسب ترکیباتدمای نا اجازه دهید تمام ترکیبات به دمای اتاق رسیده، سپس به آرامی ترکیب نمایید

خوانش بالا / پایین در 
 استانداردهانمونه ها و 

 هااستفاده از کیت منقضی شده و یا نگهداری نامناسب معرف ها را در شرایط مناسب نگهداری نماییدخ انقضای کیت را چک نموده و معرفتاری

 ها در معرض یخقرار گرفتن طولانی مدت معرف قبل از استفاده محلول واکنش تازه آماده کنید

 زمان و درجه حرارت نامناسب انکوباسیون و دمای مناسب انکوباسیون را بررسی نماییدبه پروتکل مراجعه کنید و زمان 

 های نامناسباستفاده از حجم از سمپلر کالیبره شده استفاده نموده و مواد را تقسیم نمایید

 استفاده از ترکیبات نیمه گرم شده محلول واکنش، همه اجزاء را به دمای مناسب رساتده سپس دوباره ترکیب نمایید یساز قبل از آماده

منحنی استاندارد غیر 
 خطی

 های بالا استفاده نماییداز حجم
های خطاهای مرتبط با پیپت کردن در آماده سازی محلول

 استاندارد

 خطاهای پیپت کردن در محلول واکنش محلول کار را هر زمان که ممکن است حاضر نمایید

 هاهای هوا در چاهکتشکیل حباب ها خالی نماییدچاهک حتویات پیپت را به آرامی درم

 غلظت محلول استاندارد نادرست است به دستورالعمل استاندارد رقت در پروتکل  مراجعه کنید

 خطاهای محاسبات ، محاسبات را دوباره انجام دهیدبعد از مراجعه به پروتکل

 در طول موج نادرست خوانده شوند هانمونه تنظیمات فیلتر و دستگاه را بررسی نمایید

 ها دارای محتویات مداخله گر باشندنمونه در صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق نمایید نتایج غیر منتظره

 خواندن نمونه در بالا / زیر محدوده خطی های غلیظ یا رقیق کرده تا خوانایی در محدوده خطی باشندنمونه

 

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

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 -
 با ما در میان بگذارید. hi@navandsalamat.comایمیل 
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