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گیری پروتئین به روش برادفوردکیت اندازه  
Bradford Method) -(Protein Assay Kit TMNadford 

 مقدمه:

گیری غلظت پروتئین در اندازهسنجی سریع، ساده، دقیق و حساس است که برای سنجش پروتئین به روش برادفورد یک روش رنگ
های موجود در و پروتئین  G-250رود. اساس روش برادفورد بر تشکیل کمپلکس بین رنگ آبی کوماسیهای بیولوژیکی به کار مینمونه

متمایل به آبی و در ای ای یا قهوهکه رنگ کوماسی در محیط اسیدی به پروتئین متصل شود، تغییر رنگ از قهوهمحلول  استوار است. زمانی
پروتئین، حساسیت بالایی در -روش برادفورد به دلیل داشتن ضریب خاموشی بالای کمپلکس رنگ .افتدنتیجه تغییر جذب نوری اتفاق می

مدت  پروتئین برای-دقیقه( و کمپلکس رنگ 2گیری پروتئین دارد. از طرفی اتصال رنگ به پروتئین فرآیند بسیار سریعی بوده )حدود اندازه
کیت  .شود که روش بسیار سریع انجام شودها باعث میکند. این ویژگیساعت( در محلول پایدار مانده و رسوب نمی 1نسبتا طولانی )حدود 
، محصول شرکت نوند سلامت روشی ارزان، تکرارپذیر، استاندارد و سازگار با طیف وسیعی از مواد واکنشگر TMNadfordاندازه گیری پروتئین 

باشد. این کیت، های بیولوژیکی مانند سرم، پلاسما، بافت هموژنه و لیزات سلولی مناسب میهای گوناگون در نمونهو برای پروتئیناست 
نانومتر انجام داده که اساس آن همان واکنش برادفورد بوده و با استفاده از  ۵۹۵سنجی و در طول موج سنجش پروتئین را به روش رنگ

 گیرد.انده شده و مبنای گزارش غلظت پروتئین قرار میمیکروپلیت ریدر خو

 

 محتوای کیت:

 تست ۱۹۲ تست ۹۶ نام ماده دمای نگهداری  ردیف
1 2-8 ºC Nadford Reagent  ۵ لیترمیلی 1۰ لیترمیلی 
2 2-8 ºC Stabilizer 1 لیترمیلی 2 لیترمیلی 
۳ 2-8 ºC Standard  1 ویال 2 ویال 
۴ - 96-Well plate 1 عدد 2 عدد 

 

 موارد مورد نیاز که در داخل کیت موجود نیست:

 نانومتر ۵۹۵میکروپلیت ریدر با قابلیت خوانش  •
• PBS های بافتی()برای نمونه 
 ای )در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه(هموژنایزر شیشه •
 سانتریفیوژ •
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 مراحل انجام آزمایش:

 ها:سازی محلول( آماده۱

Nadford Reagent:Nadford Reagent   لیتر آب دیونیزه  میلی ۴میلی لیتر محلول نادفورد را با  1)برای مثال  با آب دیونیزه مخلوط کنید 1/۵را به نسبت
 مخلوط نمایید(. 

 باشد.هفته می 2توجه داشته باشید ماندگاری معرف نادفورد آماده شده در یخچال، به مدت  
اضافه نمایید. دقت فرمایید که بطور کامل پودر حل شود و از تکان دادن شدید  آب دیونیزهمیلی لیتر  1)حاوی پودر(  ه هر ویال استانداردب محلول استاندارد:

 ویال خودداری فرمایید.

استاندارد را به فریزر منتقل نمایید. ماندگاری محلول پس از آن محلول از محلول استاندارد به دست آمده در طول آزمایش، کنار یخ استفاده کرده و  تذکر:
 باشد.درجه سانتی گراد می -2۰ماه در دمای  ۳استاندارد به مدت 

 ها:سازی نمونه( آماده۲

 های غشایی و ممانعت از تغییرات پروتئینی در طی واکنش، قرمز( را برای حل شدن بهتر پروتئینهای بافتی )بافت هموژنه، لیزات سلولی، گلبولنمونه
میکرولیتر  1۰ا لیزات سلولی و یا گلوبول قرمز را ب ٬میکرولیتر نمونه بافت هموژنه 1۰مخلوط کرده ) 1:1موجود در کیت به نسبت  Stabilizerبا معرف 

Stabilizer .)مخلوط نمایید 
 ضرب کنید.  2های پروتئین به دست آمده را در فرمول نهایی به عدد توجه داشته باشید که غلظت 
 های ادرار، سرم و پلاسما نیازی به استفاده از گیری پروتئین در نمونهدر صورت اندازهStabilizer باشد.نمی 

 ( روش کار:۳

میکروگرم در میلی لیتر پروتئین در  1۶تا  ۰میلی گرم در میلی لیتر و  2تا  ۰های ترتیب برای غلظتبه ب( میکروو  الف( استانداردروش  کیت حاضر به دو
 توانید بر اساس میزان پروتئین موجود در نمونه خود یکی از دو روش را انتخاب و استفاده کنید.ها کاربرد دارد. شما مینمونه
های خود نمونه از نمونه ۳های مجهول، میزان پروتئین شود در نمونهگیری، پیشنهاد میهای بیولوژیکی و افزایش دقت در اندازهبه تنوع نمونه : با توجهتذکر

ها، ه دست آمده از رقتها را محاسبه نمایید. با توجه به نتایج ب( سنجیده و میانگین آن2در سه تکرار طبق روش کار )از بند  1:1۰۰و  1:1۰، 1های را با رقت
ها را نیز با همان نسبت رقیق نمائید.کیت حاضر به دو روش الف( استاندارد میلی گرم قرار گرفت را انتخاب و مابقی نمونه 2تا  ۰ها که در بازه رقتی از نمونه

توانید بر اساس ها کاربرد دارد. شما میلی لیتر پروتئین در نمونهمیکروگرم بر می 1۶تا  ۰میلی گرم بر میلی لیتر و  2تا  ۰های ترتیب برای غلظتو ب( میکرو به
 میزان پروتئین موجود در نمونه خود یکی از دو روش را انتخاب و استفاده کنید.

 لیتر(میلی گرم در میلی ۲تا  ۰الف: روش استاندارد )بازه پروتئینی 

میکرولیتر از محلول نادفورد آماده شده را به آن اضافه  2۵۰پلیت اضافه کرده و سپس  هایمیکرولیتر از هر نمونه را به چاهک ۵برای شروع آزمایش،  .1
 کنید.

نانومتر در میکروپلیت ریدر قرائت نمائید.  ۵۹۵±2۰دقیقه در دمای اتاق انکوبه کرده و جذب نمونه را در طول موج  1۰پس از مخلوط کردن، به مدت   .2
 ها فرصت دارید.ساعت برای خواندن جذب نوری نمونه 1از توجه داشته باشید که در این مرحله کمتر 

( باید برای هر آزمون، جداگانه آماده 1های مورد آزمایش، منحنی مرجع استاندارد برادفورد )نمودار جهت تعیین مقادیر دقیق سطوح پروتئین در نمونه .3
تفاده از جدول زیر لیتر( را با اسگرم در میلیمیلی 2لیتر از محلول استاندارد موجود در کیت )گرم در میلیمیلی 2تا  ۰های شود. بدین منظور غلظت

 آماده نمائید. 
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y = 0.2935x + 0.6477
R² = 0.9939
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 های مختلف محلول استاندارد در روش استانداردرقت .۱جدول 

 استاندارد
 )میکرولیتر(

 آب مقطر
 ) میکرولیتر(

 غلظت نهایی
 )میلیگرم در میلی لیتر(

۰  ۴۰ ۰ 
 ۵  ۳۵  ۲۵/۰ 
 ۱۰  ۳۰  ۵/۰ 
 ۱۵ 2۵  7۵/۰ 
 ۲۰  2۰  ۱ 
 ۳۰  1۰  ۵/۱ 
 ۴۰  ۰  ۲ 

 منحنی استاندارد در روش استاندارد .۱نمودار 

استفاده کنید و در نهایت با توجه به اعداد به دست آمده نمودار خط  1های مختلف استاندارد تهیه شده طبق جدول ها، از غلظتبه جای نمونه 2طبق بند 
 نمایید. ها استفادهرا ترسیم و از فرمول خط برای محاسبه میزان پروتئین در نمونه

 

 لیتر(میکروگرم در میلی ۱۶تا  ۰ب: روش میکرو )بازه پروتئینی 

میکرولیتر از محلول نادفورد آماده شده را به آن اضافه  1۰۰های پلیت اضافه کرده و سپس میکرولیتر از هر نمونه را به چاهک 1۰۰برای شروع آزمایش،  .1
 کنید.

نانومتر در میکروپلیت ریدر قرائت نمائید.  ۵۹۵±2۰تاق انکوبه کرده و جذب نمونه را در طول موج دقیقه در دمای ا 1۰پس از مخلوط کردن، به مدت   .2
 ها فرصت دارید.ساعت برای خواندن جذب نوری نمونه 1توجه داشته باشید که در این مرحله کمتر از 

های مورد آزمایش آماده شود. بدین منظور وتئین در نمونهمنحنی مرجع استاندارد برادفورد باید برای هر آزمون جهت تعیین مقدار دقیق سطوح پر .3
 لیتر( را با استفاده از جدول زیر آماده نمائید. گرم در میلیمیلی 2میکروگرم در میلی لیتر از محلول استاندارد موجود در کیت ) 1۶تا  ۰های غلظت

 

 های مختلف محلول استاندارد در روش میکرورقت .۲جدول 

 استاندارد
 )میکرولیتر(

 آب مقطر
 ) میکرولیتر(

 غلظت نهایی
)میکروگرم در میلی 

 لیتر(

۰ ۱۰۰۰ ۰ 

۲ ۹۹۸ ۴ 
۴ ۹۹۶ ۸ 
۶ ۹۹۴ ۱۲ 

۸ ۹۹۲ ۱۶ 
 منحنی استاندارد در روش میکرو .۲نمودار

نموده و در آخر با توجه به اعداد به های مختلف استاندارد تهیه شده استفاده ( به جای نمونه از غلظت2ها طبق روش کار )بند پس از تهیه غلظت .4
 ها استفاده نمایید.دست آمده نمودار خط را ترسیم و از فرمول خط برای محاسبه میزان پروتئین در نمونه

y = 0.009x + 0.4169
R² = 0.9975
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  ( محاسبه:۴

 ( به صورت زیر خواهد بود: BSAهای مختلف استاندارد )فرمول خط حاصل از غلظت

𝑦 = 𝐴𝑥 + 𝐵 
𝑦 جذب نوری استاندارد : 

 𝐴 باشد(می 11۶۷/۰این عدد برابر با  ۱نمودار : شیب خط )مثال در فرمول 

 𝑥 غلظت :BSA لیترمیکروگرم در میلی 

𝐵  باشد(می ۷۷/۰روش استاندارد این عدد برابر با  ۱نمودار : عرض از مبدا )مثال در فرمول 
 های مجهول را از فرمول زیر محاسبه نمائید:روتئین در نمونهبا توجه به فرمول خط حاصل از نمودار روش استاندارد و یا میکرو، میزان پ

𝑷𝒓𝒐𝒕𝒆𝒊𝒏 (µ𝒈/𝒎𝒍) =  
𝑶𝑫 𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 − 𝑩

𝑨
× 𝑲 

K ضریب رقت نمونه : 
 خواهد بود( ۲برابر با  Kمخلوط نموده باشید عدد  ۱:۱به نسبت  Stabilizing Solutionهای بافتی را با معرف )توجه داشته باشید در صورتی که نمونه

 

 ها:( توصیه۵

 ( نگهداری کنید. محلول استاندارد را در میکروتیوبدرجه سانتی ۸تا  2تمام محتویات کیت را به غیر از محلول استاندارد در یخچال )بندی ها تقسیمگراد
 درجه سانتیگراد )فریزر( نگهداری کنید. -2۰کرده و در دمای 

  درجه سانتیگراد( رسانده و بدون استفاده از شیکر، چندین بار مخلوط نمائید. 2۵نادفورد را به دمای محیط )قبل از استفاده، معرف 
  فیلتر کرده و سپس از آن 1پس از تهیه معرف نادفورد، در صورت مشاهده رسوب و یا ذرات، محلول رنگ را با استفاده از کاغذ صافی واتمن شماره ،

 استفاده نمائید.
 قبیل هایی ازهای بافتی نباید از دترجنتمونهبرای لیز ن SDS, Triton   و NP-40  .استفاده شود 
 کند.ها و استاندارد را توصیه میتر،  انجام دوبار تکرار برای نمونهنوند سلامت به منظور رسیدن به نتایج دقیق 
 باشد.در زمان کار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی می 
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 یابی:( عیب۶

 مشکل احتمالات موجود راه حل های پیشنهادی

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

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

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

از بافر موحود در کیت استفاده نموده و یا به دستورالعمل موجود در پروتکل مراجعه 
 نمایید

 ها در بافرهای متفاوتی تهیه شده باشندنمونه
ها با قرائت نمونه

)خوانش( نامنظم 
 یا نامعقول

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

 های چند بار دفریز شدهاستفاده از نمونه

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

خوانش بالا /  های قدیمی یا نامناسبنمونهاستفاده از  های تازه استفاده کرده و تا زمان استفاده به درستی نگهداری شوداز نمونه
پایین در نمونه ها 

 و استانداردها
 

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

 هامنقضی شده و یا نگهداری نامناسب معرفاستفاده از کیت  ها را در شرایط مناسب نگهداری نماییدتاریخ انقضای کیت را چک نموده و معرف

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

منحنی استاندارد 
 غیر خطی

 

قبل از آماده سازي محلول واکنش، همه اجزاء را به دمای مناسب رساتده سپس دوباره 
 ترکیب نمایید

 ترکیبات نیمه گرم شدهاستفاده از 

 های استانداردسازی محلولخطاهای مرتبط با پیپت کردن در آماده های بالا استفاده نماییداز حجم

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

 های هوا در چاهکهاحبابتشکیل  ها خالی نماییدمحتویات پیپت را به آرامی در چاهک

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

 خطاهای محاسبات بعد مراجعه به پروتکل، محاسبات را دوباره انجام دهید نتایج غیر منتظره

نادرست خوانده شوندها در طول موج نمونه تنظیمات فیلتر و دستگاه را بررسی نمایید  

 

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 -
 از طریق واتساپ/تلگرام پیام دهید. کارشناسان ما برای رفع مشکل با شما تماس خواهند گرفت. ۰۹۰1۴11۴۰۹۷است به شماره تلفن 

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