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  آلديید( دی )نالَن کیت سنجش پراکسیداسیَن لیپید
NalondiTM Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit 

 نقدنٌ:

يهاندینالَن ٍاکنشآلديید بسیار ٍ فعال آلديیدی، نانشپیداستترکیبی از کٌ گَنٌ استٍ ٍاکنشپذیر چربطی اسیديای پراکسیداسیَن
.بردياپیپراکسیداسیَنچربیتَانبٌنیزانبیَلَژیکنختلفنیيایآلديیددرنهَنٌدیگیرینیزاننالَنشَد.بنابراینبااندازىغیراشباعتَلیدنی

عنَان بٌ ٍ جانَرانرخدادى گیايانٍ آسیبسلَلیدر اثر در برایاندازىپراکسیداسیَنلیپید سلَلگیریسطحاسترساکسیداتیَنشانگر ٍدر يا
کاربرددارد.بافت گیریرٍشینناسبجًتاندازىThiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS)دیآلديیدبٌرٍشسنجشنالَنيا

نهَنٌ حیَانیٍگیايیکاربرددانیزانپراکسیداسیَنلیپیداستکٌدر پرٍتئینيایانسانی، صَرتیکٌ در ابرد. در تَسطريا اسیدیَبستدا ديندى
دستخَايدآند.یدبٌتریازنیزانپراکسیداسیَنلیپنتایجاختصاصیٍاکنشدادىTBARSٍکهتربانحلَلشَند،رسَبدادى

آلديیدٍآگايیازپراکسیداسیَندیگیرینیزاننالَنرٍشیسادى،تکرارپذیرٍاستانداردبرایاندازىNalondiTMکیتسنجشپراکسیداسیَنلیپید

آلديیددیکند.بطَرخلاصٌنالَنفرايونیيایبیَلَژیکینانندسرم،پلاسها،ادرار،بافتيهَژنٌ،لیزاتسلَلیٍنایعنحیطکشترالیپیدیدرنهَنٌ
شَد.گیرینیاندازىسنجیکندکٌبارٍشرنگ(دردنایبالا،ٍاکنشدادىٍنحصَلصَرتیرنگیتَلیدنیTBAباتیَباربیتیَریکاسید)





 نحتَای کیت:

 تست ۴۹ تست ۸۶ نام نادى دنای نگًداری  ردیف
۱2-8 ºC Reagent 1 2X ۱۱لیترنیلی۰۱ لیترنیلی 

۰2-8 ºC Reagent 2 ۱۱لیترنیلی۰۱ لیترنیلی 

۳2-8 ºC Reagent 3 ۱۱لیترنیلی۰۱ لیترنیلی 

۴2-8 ºC Standard solution ۱۱۱تریلکرٍین۱۱۱لیترکرٍنی

۵2-8 ºC BHT  ۱لیترلینی۱لیترلینی

۶2-8 ºC Precipitation Reagent ۰۵/۶لیترلینی۵/۱۰ لیترلینی 

۷2-8 ºC Acid Reagent ۰۵لیترلینی۵۱ لیترلینی 

۸2-8 ºC Lysing Buffer ۱۵لیترلینی۳۱لیترلینی

۹- 96-Well plate ۱عدد۱ عدد 

 کٌ در داخل کیت نَجَد نیست: نَارد نَرد نیاز

 گیریجذبریدرباقابلیتاندازىنیکرٍپلیت (OD)۵۵۱نانَنتر 
 هتریک(صاف)درصَرتسنجشبٌرٍشفلَریتٌپلیتتیرى 
 )ٌ  يهَژنایزر)درصَرتاستفادىازبافتبٌعنَاننهَن
 )ٌ  فسفاتبافر)درصَرتاستفادىازسلَلبٌعنَاننهَن
 آبدیَنیزىاستریل 
 تیَب/لَلٌجًتتًیٌسریاستاندارد 
 سانتریفَژ 
 درج۹۵ٌناریبن 
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 نراحل انجام آزنایش:
 

 يا: سازی نهَنٌ آنادى( ۱

اضافٌٍسپسيهَژنBHTنیکرٍلیترLysis Bufferٍ۳نیکرٍلیتر۳۱۱سلَل،۱۱۷گرمازبافتنَردنظرٍیانیلی۱۱بٌ :یا سلَلی  يای بافتی نهَنٌ

 دٍرسانتریفیَژکنید.ازنایعرٍییبٌعنَاننهَنٌاستفادىکنید.۱۳۱۱۱دقیقٌدر۳کنید.برایحذفنَادنانحلَل،بٌندت

  شَند.خنککانلاشستشَدادىPBSبرداریبایدبايایبافتیدرينگامنهَنٌگیری،نهَنٌبٌدلیلدخالتيهَگلَبیندراندازى تَجٌ:

پلاسها،درMDAیریگاندازىبرای يای سرم/ پلاسها: نهَنٌ یا سرم نهَنٌ ۰۱ابتدا سپسنقدار آزنایشبریزید. لَلٌ داخل را نهَنٌ از ۵۱۱نیکرٍلیتر

۵بٌلَلٌ،پسازPrecipitation Reagentنیکرٍلیتر۱۰۵رالَلٌحاٍینهَنٌاضافٌکنید.درنرحلٌبعدبااضافٌکردنAcid Reagentنیکرٍلیتر

نیکرٍلیترآب ۱۱۱نشینشدىرٍییخ،دٍرسانتریفیَژکنید.نایعرٍییرادٍرریختٌٍبٌنَادت۱۳۱۱۱ٌدقیقٌدر۳دقیقٌانکَباسیَندردنایاتاق،بٌندت

نیکرٍلیتر۰۱۱اییرابااستفادىازآبنقطردیَنیزى،بٌاضافٌکنید.نخلَطحاصلراٍرتکسکنیدٍدرنًایتحجونBHTًنیکرٍلیتر۰نقطردیَنیزىٍ

  برسانید.
درجٌسانتیگرادنگًداریشَد.برایازبینبردننَادنانحلَل،نهَنٌقبلاز۸۱يایادراربایددردنایننفیتازنانانجامآزنَن،نهَنٌ يای ادرار: نهَنٌ

 تَاندباغلظتکراتینینٍیاسایرنشانگرياینناسبنرنالیزىشَد.ادرار،نیدرMDAآزنایشبایدسانتریفیَژشَد.غلظت

 آنادى سازی نحلَل کار: ( ۲


ناری(گرمکنیدٍ)تَسطبندرج۵۱ٌدنایتارايافيارابٌدنایاتاقرساندىٍدرصَرتنشايدىکریستال،نعرنیوساعتقبلازشرٍعآزنایشنعرف

لیترآبرابایکنیلیR12xلیترازصَرتکٌیکنیلیبدینبرسانید؛دٍبرابربٌحجوراباآبنقطردیَنیزىR12x.نعرفاستفادىنهاییدٍرتکسپساز

دٍ)نثال: بايونخلَطکنید ۱:۱:۲یيارابٌنسبتR2ٍR3)آنادىشدى(،R1ياینعرفبرایتًیٌنحلَلکار،دیَنیزىنخلَطٍسپساستفادىنهایید.

 د(.نخلَطٍٍرتکسنهاییR3نعرفلیترنیلیٍیکR2ازنعرفلیترنیلیبایکR1 نعرفلیترازنیلی

تًیٌشَد.ساعتتانصرف(۶)کهترازداشتٌباشیدکٌنحلَلکاربایدبٌصَرتتازىدقت:تَجٌ

 آنادى سازی نحلَل استاندارد: ( ۳

 راباتیازاستانداردنَجَددرکتریکرٍلین۰۵ :کالریهتریک رٍش
آیدبٌدسترنَلا۱/۱غلظتتاحلکردىنقطرآبلیترنیلی۱

دنای۱)ناندگارینحلَلحاصل ۰ناىدر درجٌسانتیگراد۸تا
بَد( خَايد تریکرٍلین۰۱سپس آن از را در ٍ ۹۸۱برداشتٌ

۰.غلظتنحلَلحاصلدینهائقیرقزىیَنیآبنقطردتریکرٍلین
برایرسوننحنیاستانداردطبقجدٍلبَدىنَلاریلین رٍبرٍٍ

 ياینختلفراتًیٌنهائید.غلظت

 

 نحلَلحاصلی)ناندگاردینَلاربٌدستآ۱/۱آبنقطرحلکردىتاغلظتتریلیلین۱راباتیازاستانداردنَجَددرکتریکرٍلین۰۵ فلَریهتریک: رٍش
غلظتنحلَل  نیکرٍلیترآبنقطردیَنیزىرقیقکنید.۹۸۱برداشتٌٍدرازآنرانیکرٍلیتر۰۱خَايدبَد(سپسگرادیدرجٌسانت۸تا۰یناىدردنا۱

برداشت۰۱نَلاراستکٌازآننیلی۰حاصل نیکرٍلیتر ٍبرایتًیٌنیلی۰/۱نیکرٍلیترآبنقطررقیقنهائید.غلظتنحلَلحاصل۱۸۱ٌٍدر نَلار
نانَنَلبدست۱،۰/۱،۴/۱،۶/۱،۸/۱ٍ۱يایخَايدشدتاغلظت۱۱غلظتنًاییاستاندارددرسنجشفلَرٍنتریکاعدادنربَطبٌجدٍلبالاتقسیوبر

 آید.

 لَلٌ
 

 نَلار نیلی ۲استاندارد 
 )نیکرٍلیتر(

 آب نقطر دیَنیزى
 )نیکرٍلیتر(

بر  غلظت نًایی استاندارد
اساس نیکرٍکَل )نانَنَل 

 در چايک(
A 0 ۲00 0 (0 )نانَنَل در چايک 
B ۲ ۱۴۶ ۲0 (۸ )نانَنَل در چايک 
C ۸ ۱۴۹ ۸0 (۶ )نانَنَل در چايک 
D ۹ ۱۴۸ ۹0 (۱۲ )نانَنَل در چايک 
E ۶ ۱۴۲ ۶0 (۱۹ )نانَنَل در چايک 
F ۱0 ۱۴0 ۱00 (۲0  نانَنَل)در چايک 
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 رٍش کار:( ۸

 ۰۱۱ٌ۸۱۱راباٍیااستانداردباشد(شدىنی يهَژن بافت ادرار، سلَل، پلاسها،لیز سرم، شانل يایبیَلَژیکیکٌ)نهَنٌآنادىشدىرانیکرٍلیترازنهَن
ٍندررآنٍجَددارد(ٍيایحاٍینحلَلراکانلببندید)احتهالبازشدنبٌدلیلبخارآبٍفشانید.سپسدربلَلٌازنحلَلکارنخلَطکنیکرٍلیتر

ديیدتاآبیخقرارٍنظرفحاٍیدقیقٌدر۱۱يارابٌندتنهَنٌدرنرحلٌبعد،دقیقٌقرارديید.۴۵گرادبٌندتدرجٌسانتی۹۵بنناریبادنای
 سریعسردشَند.

 ٌخانٌانتقالديیدٍجذبنایع۹۶نیکرٍلیترازنایعرٍییرابٌچايکيایپلیت۰۵۱ٍدقیقٌسانتریفیَژنهَدى۱۵بٌندتدٍر۳۱۱۱يارادرنهَن
 نانَنترقرائتنهائید.۵۵۱رٍییرارادرطَلنَج

 يا اطهینان حاصل نهایید. نکتٌ: قبل از قرائت با دستگاى از نبَد حباب در چايک

شَد.نیقرائتEx/Em 532/553 nmياٍاستاندارددرطَلنَججذبنهَنٌفلَریهتریکدرسنجش*

یزانٍنَدىنهیقرقیَنیزىياراباآبنقطردنهَنٌشَدینیٌباشد،تَص۰ازیشب(ODيا)ینهَنٌکٌجذبنَریپلاسهادرصَرتیاسرمیيادرنهَنٌنکتٌ:
آبنقطر(،یکرٍلیترن۹۱۱+نهَنٌیترٍلیکرن۱۱۱)یداکردىیقرق۹ب۱ٌنسبتبٌعنَاننثال،اگرنهَنٌخَدرا.بٌیدقرارديKضریبیرقترادرفرنَلبٌجا

.خَايدبَد۱۱برابرباKضریب

 نحاسبات:( ۵

افزاريایآنارینثلاکسل،نهَداراستانداردراباتَجٌبٌاعدادبٌدستآندىازجدٍلاستاندارديارسونهائید.بااستفادىازنرم
باشد:بٌشکلزیرنینقابلفرنَلخطحاصلازنهَدار

y=Ax+B 
y:جذبنَریاستاندارد
A:باشد(نی۱۱۹۱/۱اینعددبرابربانقابلشیبخط)نثالدرفرنَلنهَدار
x:غلظتMDA
B:باشد(نی۱۵۱۵/۱اینعددبرابربانقابلعرضازنبدا)نثالدرفرنَلنهَدار

گردد:بافرنَلزیرنحاسبٌنیMDAباتَجٌبٌفاکتَربالانیزان

     
(           )

(
 

        
)

      

 nmol/ ml (or nmol/mg pro)(عبارتاستاز:MDA)پراکسیداسیَنلیپیدٍاحد

 يا: تَصیٌ( ۹

 ٌيایتازىاستفادىشَد.برایانجامتست،بًتراستازنهَن 
 ٌصَرتناى(نگًداریشَد.درغیراین۶درجٌسانتیگراد)کهتراز-۸۱ناى(یا۳گراد)کهترازدرجٌسانتی-۰۱يایپایینٍدردنایدرحجو يایبیَلَژیک،بًتراستنهَن

 هَنٌٍجَددارد.ياینانکانتخریبٍدناتَرىشدنپرٍتئین
 ٌياخَدداریگردد.ازذٍبٍانجهادنکررنهَن 
 گرادنگًدارینهَد.درجٌسانتی۸تا۰تَاننهَنٌرادردنایساعتنَرداستفادىقرارگیرد،نی۰۴کٌنهَنٌدرکهترازدرصَرتی 
 یخچال)دناینحتَیاتکیت نگًداریدرجٌسانتی۸-۰در ٍنیوساعتگراد( رانعرفقبلازشرٍعآزنایششَد دنایيا دناینحیط)ترجیحاً گراد(درجٌسانتی۰۵بٌ

 برسانید.
 يادیدىنشَداییکٌيیچکریستالیدرنعرفدبٌگَنٌییقبلازاستفادىٍرتکسنهاتهانینَادرا. 

mg or ml: لیتر(نیلی۱۱۱/۱گرمٍیانیلی۱۱نقداربافتیاسرماٍلیٌکٌبرداشتٌشدىاست)نثال 
 نیکرٍلیتر(۸۱۱نیکرٍلیتر(بٌحجونحلَلکار)۰۱۱نسبتحجونهَنٌ):4
K:ٌاست(۱يایرقیقنشدىعددنهَنٌباشد)نیزانرقتبرایيانیضریبرقتبراینهَن 

 

y = 0.0191x + 0.0515 
R² = 0.9942 
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 ،شَدازيرنهَنٌٍیااستاندارددٍبارتکرارانجامگرفتٌٍتَصیٌنینهکناستیکپژٍيشگرنتایجنتفاٍتازآزنایشنشابٌبٌدستبیاٍرد.بٌننظَربًترشدننتایج
 .رابٌعنَاننتیجٌنًاییگزارشکنیديانیانگینآن

 ٌیتننظَرازکینبدتَانیدیکٌنشَدینیٌتَصیزننیپرٍتئیریگاندازىیسلَلیزاتٍلیبافتیيادرنهَن NadfrodTM یدنَندسلانتاستفادىنهائ. 
 شَددرتغیريریکازپارانتريا،ننحنیاستاندارديرگَنٌتغییردرنخلَطکردن،زنانیادنایانکَبٌٍزناننصرفکیتنتایجنختلفیراارائٌخَايددادلذاتَصیٌنی

 شَد.جدیدیرسو
 کٌنقدارجذبنهَنٌدرصَرتیODٌيارقیقشدىٍنجدداسنجشانجامگیرد.بیشترازبالاتریننقداراستانداردباشد،نهَن 
 درصَرتیکٌاطلاعیازٍجَدMDAیديابايدآلیدچراکٌئنانَنتراستفادىنها۵۵۱نانَنتربٌجای۴۵۱درنهَنٌبیَلَژیکیخَدنداریدنیتَانیدازطَلنَجTBAرنگزرد

 نانَنترقابلیتخَانشرادارد.۴۵۱کنندکٌباطَلنَجراایجادنی
 ٌيااطهینانحاصلکنید.قبلازشرٍعآزنایش،ازکافیبَدننقدارنهَن 
 شکارنندرجدراینپرٍتکلانجامديید.ياینختلفنهکناستحساسیت،نحدٍدىتشخیصٍرٍشکارنتفاٍتیداشتٌباشند،لذاآزنایشرادقیقاطبقرٍکیت 
 .نحلَلٍنَاددیگرراجایگزیننحلَلٍنَادٍداخلکیتنکردىٍتنًاازنَادنَجَددرکیتاستفادىکنید 
 شَند.ینناسبآنادىنيادرزنانيا،نَادٍدستگاىنعرفکٌيهٌدیحاصلکننانیبدٍنٍقفٌکانلشَد.اطهدی،تهامنراحلباآزنایشپسازشرٍع 
 رندینَرداستفادىقرارگ،ٍزنانبیدريهانترتدیياباکيهٌچايلذاقرارخَايددادریراتحتتأثجینتاَنیزنانانکَباس. 

 باشدکارباکیترعایتاصَلایهنیآزنایشگايیالزانینیزناندر.

 :یابی عیب( ۵

 نشکل احتهالات نَجَد يای پیشنًادی راى حل

 آزنایشسردبَدنبافر دنایبافربایدبٌدنایاتاقرسیدىباشد

 ازقلوافتادنیکنرحلٌدررٍندآزنایش بٌپرٍتکلنَجَدنراجعٌکردىٍدقیقاپیرٍینهایید عدم کارکرد سنجش یا آزنایش

 طَلنَجنادرستدرپلیتریدر تنظیهاتفیلتردستگاىراچکنهایید

پرٍتکلنراجعٌنهاییدازبافرنَجَددرکیتاستفادىنهَدىٍیابٌدستَرالعهلنَجَددر  يابابافرنادرستسازینهَنٌآنادى

يا با قرائت )خَانش(  نهَنٌ
 ناننظو یا نانعقَل

 بافت/سلَلبٌصَرتکانليهَژننشدىيایکشتنهَنٌ سازیراافزایشديیدیيهگنيهَژنکردننهَنٌراتکرارنهَدىٍندتزناننرحلٌ

برداریبٌدٍیاسٌيارادرينگامنهَنٌاگرنهَنٌياچندینبارنَرداستفادىقرارخَايندگرفتنهَنٌ
 قسهتتقسیونهَدىٍفریزنهایید

 يایچندباردفریزشدىنهَنٌاستفادىاز

 گردرنهَنٌینداخلٌنادىٍجَد درصَرتانکاننهَنٌرابیشتررقیقنهایید

 يایقدیهییانانناسباستفادىازنهَنٌ يایتازىاستفادىکنیدترجیحاازنهَنٌ

 دناینانناسبترکیبات اجازىديیدتهامترکیباتبٌدنایاتاقرسید،سپسبٌآرانیترکیبنهایید

يا  خَانش بالا ٍ یا پایین در نهَنٌ
 ٍ استاندارديا

 يااستفادىازکیتننقضیشدىٍیانگًدارینانناسبنعرف يارادرشرایطنناسبنگًدارینهاییدانقضایکیتراچکنهَدىٍنعرفتاریخ

 يادرنعرضیخقرارگرفتنطَلانیندتنعرف نحلَلکارراقبلازاستفادىآنادىکنید

 زنانٍدرجٌحرارتنانناسبانکَباسیَن رابررسینهاییدبٌپرٍتکلنراجعٌکردىٍزنانٍدناینناسبانکَباسیَن

 ياینانناسباستفادىازحجو ازسهپلرکالیبرىشدىاستفادىنهایید

 استفادىازترکیباتنیهٌگرمشدى نحلَلٍاکنش،يهٌاجزاءرابٌدناینناسبرساندىسپسدٍبارىترکیبنهاییدیسازقبلازآنادى

 استاندارد غیر خطیننحنی 
 (8/0)با ضریب رگرسیَن زیر 

 يایاستانداردسازینحلَلخطاياینرتبطباپیپتکردندرآنادى يایبالااستفادىنهاییدبرایجلَگیریازخطا،ازحجو

 خطاياینربَطبٌنخلَطکردننحلَلٍاکنش نحلَلکاررابااستفادىازٍرتکسکانلنخلَطنهایید

 يايایيَادرچايکتشکیلحباب ياخالینهاییدنحتَیاتپیپترابٌآرانیدرچايک

 غلظتنحلَلاستانداردنادرستاست يایاستاندارددرپرٍتکلنراجعٌکنیدسازیرقتبٌدستَرالعهلآنادى

 خطاياینحاسبات بعدنراجعٌبٌپرٍتکل،نحاسباترادٍبارىانجامديید

 يادرطَلنَجنادرستخَاندىشَندنهَنٌ فیلترٍدستگاىرابررسینهاییدتنظیهات

 گرباشندياداراینحتَیاتنداخلٌنهَنٌ درصَرتانکاننهَنٌرابیشتررقیقنهایید نتایج غیر ننتظرى

 بالاٍیازیرنحدٍدىخطیخَاندننهَنٌدر يادرنحدٍدىخطیقرارگیرديایغلیظیارقیقکردىتاخَاناییآننهَنٌ

اید،نگراننباشید،تیوپشتیبانیفنینَندسلانتدرکنارشهاست.کافیاستبٌشهارىتلفندرصَرتیکٌدرانجاميریکازنراحلآزنایشدچارابًام،نشکلیااشتباىشدى -
 نشکلباشهاتهاسخَايندگرفت.ازطریقٍاتساپ/تلگرامپیامديید.کارشناساننابرایرفع۱۹۱۱۴۱۱۴۱۹۷

ازيایپیشرفتٍبًبَدکیفیترادرنَندسلانتتشکیلنینظراتٍپیشنًاداتنشتریان،يهَارىپلٌ - لطفاآنرا درصَرتٍجَديرگَنٌنظر،انتقادیاپیشنًاد، ديند.لذا
 بانادرنیانبگذارید.at.comhi@navandsalamطریقایهیل
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