
 
 
 

 
 

 در اریتروسیت کیت سنجش سوپراکسید دیسموتاز
Erythro-Nasdox™ 

 (Superoxide Dismutase Assay Kit for Erythrocyte Samples) 

V_ 0.5 

 

 مقدمه:

شامل ( که ROS=Reactive Oxygen Speciesهای فعال اکسیژن )گونه

ی رایج محسوب شده کنندههای فعال واجد اکسیژن هستند، از ترکیبات اکسیدمولکول

ی ها محصولات اکسید شدهکردن آن های مختلف، ضمن اکسیدبه مولکول و با حمله

اکسیدانی بدن در برابر های آنتیترین مکانیسمکنند. یکی از مهمثانویه نیز تولید می

( SOD) سیژن، حضور و فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتازهای فعال اکی گونهحمله

 است.

واکنش  ها. این دسته از آنزیمین هستندیمتالوپروت های سوپراکسید دیسموتازآنزیم

هیدروژن را کاتالیز  ( به اکسیژن و پراکسید-O2دیسموتاسیون آنیون سوپراکسید )

 گونه یک ،درآن که استردوکس  هایکنند. دیسموتاسیون نوع خاصی از واکنشمی

 .کندمی ایجاد متفاوت محصول دو و شده شکاه و ایشاکس همزمان دچار

غلظت  و شودسوپراکسید دیسموتاز به طور گسترده در گیاهان و حیوانات یافت می

م سوپراکسید و کلیه دارد. در انسان سه فر هااریتروسیتبالایی در مغز، کبد، قلب، 

در سیتوپلاسم که از   SOD1د:شودیسموتاز دیده می

که  SOD3 در میتوکندری که حاوی منگنز است و SOD2 باشد،می Cu/Zn نوع

ها و همچنین در مایعات خارج سلولی مانند خارج سلولی است و در فضای بینابینی بافت

باشد. واکنش می Cu/Zn پلاسما، لنف و مایع سینوویال وجود دارد و از نوع

 s 1-m ۹۱۰ x ۲-1 نهایت سریع است و دارای عدد تبدیلبیسوپراکسید دیسموتاز 

ها، غلظت آنیون سوپراکسید را ها و بافتباشد. حضور مقدار کافی از آنزیم در سلولمی

حاضر در  (SOD) دارد. فعالیت سوپراکسید دیسموتازدر سطح بسیار پایین نگه می

مرتبط با استرس  هایخارج سلولی، برای جلوگیری از بیماری هایسلول و محیط

 اکسیداتیو، حیاتی است. 

روشی  ™Erythro-Nasdox در اریتروسیت دیسموتاز کیت سنجش سوپراکسید

به  بوده وگیری قابل اندازه های اریتروسیتینمونهدرساده، تکرارپذیر و استاندارد بوده و 

پیروگالول  باشد.ل میالوگوپیر نسیواسیدکاتوا کنشر وامهاس ساا برطور کلی آزمایش 

شود. با در دست داشتن دی در حضور هوا اکسیده میااست که در شرایط عای ماده

شود. در این عمر اتواکسیداسیون آن مشخص میغلظت مشخصی از این ماده نیمه

با غلظت نامشخص مقدار مهار واکنش  SODواکنش با اضافه کردن نمونه حاوی 

اتواکسیداسیون پیروگالول در زمان مشخص سنجیده و در مقایسه با کنترل میزان غلظت 

SOD جهت افزایش دقت در کیت  شود.در نمونه مشخص میErythro-

Nasdox™ سنجش مقادیر سوپراکسید دیسموتاز بر اساس میزان هموگلوبین ،

 موجود در نمونه است.

 کیت:محتوای 

1. Reagent 1:10   میلی لیتر 

2.  Reagent 2a  :2  میلی لیتر 

3.  Reagent 2b :25  میلی لیتر 

4. Buffer  :25 میلی لیتر 

5. Hb a  :2.5 میلی لیتر 

6. Hb b  :2.5 میلی لیتر 

7. Hb SD  :7 میلی لیتر 

 

 : سازی معرف هاآماده

1) Reagent 1 (R1) 10x :از  لیتریلینمونه دو م ۱۰ ی هربراR1  لیتریلیم ۱۸را با 

)توصیه نوند سلامت به استفاده از  برسانید ۲/۸را به  pHو مخلوط  یرآب دوبار تقط

NaOH .)بدین منظور است 

2) Reagent 2 (R2): میکرولیتر از  ۵۰نمونه،  ۱۰ هر برایR2a  ۴۹۵۰را با 

باید در موقع  pHید )یمخلوط و به صورت کامل ورتکس نما R2bلیتر از معرف میکرو

 .باشد( ۴/۷استفاده 

بافتی و یا  هایبرای آماده سازی نمونهاین بافر صرفا : Buffer 10xبافر لیز کننده  (3

لیتر را با ید )یک میلییبرابر رقیق نما ۱۰بافر لیزکننده را در ابتدا  کاربرد دارد. سلولی

 .ید(یلیتر آب دوبارتقطیر مخلوط و ورتکس نمامیلی ۹

 روش انجام

 هموگلوبین:گیری اندازه

در ابتدا باید گلبولهای قرمز را از نمونه خون کامل به واسطه شستشو با نرمال سالین 

دور به مدت  ۳۰۰۰در نمونه خون حاوی ماده ضد انعقاد را  منظور، این به جدا نمایید.

برابر  ۵تا  ۳ نمایید. سپس )پلاسما( را جدادقیقه سانتریفیوژ نموده و سپس مایع رویی ۵

دقیقه سانتریفیوژ نمایید.  ۵دور به مدت  ۳۰۰۰در و کنید سالین اضافه  نرمالحجم آن 

از  در مرحله آخر و کردهمرتبه تکرار  ۳عمل شستشو با نرمال سالین را حداقل 

 های ته نشین شده به عنوان نمونه استفاده نمایید.اریتروسیت

شود که میشده و هموگلوبین آزاد لیز  ی خونیهانمونهگیری هموگلوبین، اندازهبرای 

به سیانومت  KCNفرآیند توسط  یو در ادامه توسط فروسیانید به مت هموگلوبین

 ۵۴۶در طول موج  جذب نوری آن بوده و پایدارترکیب این  .شودمیتبدیل  هموگلوبین

 .استگیری اندازه قابل نانومتر

را  Hb a محلول لیتر ازمیلی ۱نمونه،  ۲۰هر  برای سنجش میزان هموگلوبین، به ازای

لیتر زسانده و میلی ۵۰به حجم  مخلوط و با آب مقطر Hb b محلول لیتر ازمیلی ۱با 

)پایداری این محلول در  به عنوان محلول درابکین در روش کار از آن استفاده نمایید

 (. استماه  ۳ تا دمای اتاق

( را به دمای Hb SDاستاندارد ) محلول برای ترسیم منحنی استاندارد هموگلوبین،

محلول  های مختلفغلظت به ترتیب زیر ،لوله ۵اتاق برسانید و سپس با استفاده از 

 نمایید: استاندارد را تهیه

شماره 

 لوله

محلول  استاندارد

 درابکین

 ارزش استاندارد

(g/dl) 

 محلول بلانک( -)صفر لیترمیلی ۵/۲ صفر ۱

 ۸ لیترمیلی ۵/۱ لیترمیلی ۱  ۲

 ۱۲ لیترمیلی ۱ لیتریلیم ۵/۱ ۳

 ۱۶ لیترمیلی ۵/۰ لیترمیلی ۲ ۴

 ۲۰ صفر لیترمیلی ۵/۲ ۵

های جدا شده را ز اریتروسیتمیکرولیتر ا ۱۰، هادر نمونه گیری هموگلوبینبرای اندازه

دقیقه  ۵مخلوط کرده،  (Hb a + Hb b+ DW) لیتر از محلول درابکینمیلی ۵/۲با  

گیری نانومتر اندازه ۵۴۶ بعد از انکوباسیون در دمای اتاق، جذب آن را در طول موج

 ( را محاسبه نمایید.g/dlنموده و با استفاده از منحنی استاندارد میزان هموگلوبین )



 
 
 

 
 

 ها:ازی نمونهسآماده

لهای قرمز جدا گلبوها، در ابتدا برای سنجش آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در اریتروسیت

ز اریتروسیت امیکرولیتر  ۱۰)مثال:  رقیق نمایید ۱۰۰به  ۱آب مقطر را با استفاده از شده 

استفاده  و در جدول زیر به عنوان نمونه کنید( میکرولیتر آب مقطر رقیق ۹۹۰ها را با 

 نمایید. 

 داشته باشید که فاکتور رقت را در فرمول و محاسبات لحاظ کنید.توجه 

 ید:یبرای انجام کار به ترتیب جدول زیر اقدام نما

 لوله نمونه معرف

 )میکرولیتر(

لوله کنترل 

 )میکرولیتر(

)اریتروسیت های  نمونه

 رقیق شده(

 صفر ۵۰۰

 ۲۰۰۰ ۲۰۰۰ (R1معرف یک )

 ۵۰۰ صفر (DWآب دیونیزه )

ها را را باید در داخل اسپکتروفتومتر اضافه نموده و زمان معرف بعدی

 مد نظر داشته باشید

 ۵۰۰ ۵۰۰ (R2معرف دو )

 نانومتر ۴۲۰در طول موج  خوانش

 ۳ دقیقه و ۲، دقیقه ۱، دقیقه ری نمونه و کنترل را در زمان صفراختلاف جذب نو 

 ید.یادر فرمول محاسبه استفاده نم ΔODت و میانگین اختلاف آنها را به عنوان ئقرا

 

 (۱)محاسبه

 ∆𝑶𝑫̅̅ ̅̅ ̅̅ =
|𝑶𝑫𝟏𝑴𝒊𝒏−𝑶𝑫𝟎𝑴𝒊𝒏|+|𝑶𝑫𝟐𝑴𝒊𝒏−𝑶𝑫𝟏𝑴𝒊𝒏|+ |𝑶𝑫𝟑𝑴𝒊𝒏−𝑶𝑫𝟐𝑴𝒊𝒏|

𝟑
  

 (۲محاسبه )

 𝑺𝑶𝑫 𝒂𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕𝒚 (U
mg Hb⁄  ) =

∆𝑶𝑫̅̅ ̅̅ ̅̅  𝑻𝒆𝒔𝒕

∆𝑶𝑫̅̅ ̅̅ ̅̅  𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍
× 200 

 ها:توصیه

  سانتی ۸- ۲کیت در یخچال )دمای شود ولی معرفدرجه  ها قبل از گراد( نگهداری 

گراد(رسرریده و درجه سررانتی ۲۵شررروع آزمایش باید به دمای محیط )ترجیحاد دمای 

 ها دیده نشود.ایی که هیچ کریستالی در معرفبه گونه یدیقبل از استفاده ورتکس نما

 تهیه و استفاده شوند. ساعت( ۸)کمتر از  ها باید به صورت تازهتمام محلول 

 شود.استفاده از سانتریفیوژ یخچالدار توصیه می 

  صورت مشاهده کدورت و یا شد. در  شفاف و رنگ زرد روشن با محلول درابکین باید 

 بی رنگ شدن آن را دور بریزید.

 

 

 

 

 

 

 

 عیب یابی : 

 مشکل موجود احتمالات یشنهادیپ یها حل راه

 شیبافرآزما بودن سرد باشد دهیرس اتاق یدما به دیبا بافر یدما

 ای سنجش کارکرد عدم

 شیآزما
 عدم رعایت ترتیب مراحل آزمایش دیینما یرویپ قایدق و کرده مراجعه موجود پروتکل به

 اسپکتوفوتومترطول موج نادرست  دیینما چک را دستگاه ماتیتنظ

 استفاده از مقادیر نادرست محلول ها / پایپت کردن نادرست دقت در اضافه کردن مقدار صحیح مواد و پایپت درست

( خوانش) قرائت با هانمونه

 نامعقول ای نامنظم

 گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند ها نمونه اگر

 دیینما میتقس قسمت سه ای دو به را یهاآن
 شده زیدفر بار چند یها ازنمونه استفاده

 نمونه در گر مداخله یماده وجود دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در

 یدرست به استفاده زمان تا و ردهک استفاده تازه یهانمونه از

 شود ینگهدار
 نامناسب ای یمیقد یها ازنمونه استفاده

عدم مشاهده فعالیت آنزیم  فعالیت بسیار پایین آنریم Evaporatorافزایش رقت نمونه با دستگاه 

 رقت بسیار بالای نمونه Evaporatorافزایش رقت نمونه با دستگاه  در نمونه

 منتظره ریغ جینتا شوند خوانده نادرست موج طول در ها نمونه دیینما یبررس را دستگاه و طول موج ماتیتنظ

 


