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 کیت سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز
Nactaz™ Catalase Activity Assay Kit 

 مقدمه:

 باتیهستند، از ترک ژنیفعال واجد اکس اریبس یهاکه شامل مولکول (ROS=Reactive Oxygen Species) ژنیفعال اکس یهاگونه
 دیتول زین هیثانو یشده دیها محصولات اکسکردن آن دیمختلف، ضمن اکس یهامحسوب شده و با حمله به مولکول جیرا یکنندهدیاکس

ها اين آنزيم نی. از مهمترکنندیم فایا ژنیفعال اکس یهاگونه یرا در برابر حمله یمهم یدانیاکسینقش آنت هامیاز آنز ی. تعدادکنندیم
 هیاست و تجز پستاندارانریپستانداران و غ یهاموجود در سلول جیرا میآنز (EC 1.11.1.6) کاتالاز .به كاتالاز اشاره کرد توانیم

 ژنیرا به آب و اکس دروژنیه دیمولکول پراکس هاونیلیم هیدر هر ثان تواندیو م کندیم زیرا کاتال ژنیبه آب و اکس دروژنیدهیپراکس
بدن  یهواز یعیطب سمیاست و محصول متابول ژنیفعال اکس یهامولد گونه باتیاز ترک یکی )2O2H (دروژنیه دیپراکس .کند لیتبد

 هانیو پروتئ هایچرب ونیداسی، اکسDNA بیباعث آس تواندیبوده و م یسم یوتیوکاری یهاسلول یبرا یمحصول جانب نی. اما اباشدیم
کاتالاز به  میتوسط آنز دروژنیه دیها، پراکسها و بافتسلول بیاز آس یریجلوگ یشود. برا ولمرگ سل یحت ایو  ییزاو منجر به جهش

 نیغلظت و در بافت همبند کمتر نیقرمز بالاتر یهاو گلبول هیهِم است و در کبد، کل یدارا یوتیوکاری. کاتالاز شودیم لیو آب تبد ژنیاکس
 ست.ا دهسلول متمرکز ش زومیغلظت را داشته و در پراکس

 میواکنش ابتدا آنز نی. در اباشدیکاتالاز( موجود در نمونه م میآنز کیداتیپراکس تیکاتالاز )فعال میواکنش آنز یروش بر مبنا نیا اساس
 تی. در نهاشودی( مدی)فرمالده دیآلده ینوع دی( باعث تولدروژنیو متانول )به عنوان دهنده ه دروژنیدهیکاتالاز در حضور پراکس

در طول موج  یسنج فی( به روش طیبا کروموژن )ماده رنگ بیحاصل، در ترک دیبه واکنش خاتمه داده، فرمالده میسپتا دیدروکسیه
 .باشدینانومتر قابل سنجش م ۵۵۰تا  ۵۴۰

کاتالاز  تیفعال زانیم یریگاندازه یو استاندارد برا ریساده، تکرارپذ یشرکت نوند سلامت، روش (™Nactaz) کاتالاز تیسنجش فعال تیک
 .شودیاستفاده م یسلول زاتیمانند سرم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنه و ل یکیولوژیب یهاکه در نمونه باشدیم

 محتوای کیت:

 تست ۱۹۲ تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف
۱ 2-8 ºC Reagent 1 ۵/۲ لیترمیلی ۱۰ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 
۲ 2-8 ºC Reagent 2 ۵۰۰ تریکرولیم ۵۰۰ تریکرولیم ۵۰۰ تریکرولیم 
۳ 2-8 ºC Reagent 3 ۵/۲ لیترمیلی ۱۰ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 
۴ 2-8 ºC Reagent 4 ۵ لیترلیمی ۲۰ لیترلیمی ۱۰ لیترلیمی 
۵ 2-8 ºC Reagent 5 ۵/۲ لیترمیلی ۱۰ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 
۶ 2-8 ºC Sample Buffer ۵/۲ لیترمیلی ۱۰ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 
۷ 2-8 ºC Assay Buffer ۷۵۰ تریل یلیم ۳ تریلیلیم ۵/۱ تریکرولیم 
۸ 2-8 ºC Standard solution ۵۰۰ تریکرولیم ۵۰۰ تریکرولیم ۵۰۰ تریکرولیم 
۹ 2-8 ºC Lysing Buffer ۵ لیترلیمی ۲۰ لیترلیمی ۱۰ لیترلیمی 
۱۰ - 96-Well plate ۱ عدد ۲ عدد ۱ عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 گیری جذبریدر با قابلیت اندازهمیکروپلیت (OD )۵۵۰ نانومتر 
  در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه(ای شیشههموژنایزر( 
  به عنوان نمونه( بافتفسفات بافر )در صورت استفاده از 
  سانتریفوژ 
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 مراحل انجام آزمایش:

 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱

، سرد PBSگرم از نمونه را وزن کرده و پس از شستشوی کامل با میلی ۱۰۰تا  ۵۰های بافتی، در ابتدا حدود برای لیز نمونه های بافتی:نمونه
نوند سلامت در دقیقه سانتریفیوژ ) ۱۰دور به مدت  ۸۰۰۰( موجود در کیت هموژن نمائید. سپس در سردلیتر از بافر لیزکننده )با یک میلی

استفاده نمائید )توجه  به عنوان نمونه رویی( کرده و برای انجام آزمایش از مایعکندرا توصیه می یخچالدار این مرحله استفاده از سانتریفیوژ
 در یخچال نگهداری شود(.  یا ی تا زمان استفاده باید در کنار یخ ویداشته باشید که مایع رو

دقیقه  ۱۰دور به مدت  ۸۰۰۰لیتر بافر لیزکننده هموژنایز کرده و در سلول در یک میلی ۶۱۰گیری کاتالاز در سلول، برای اندازه :سلولی یهانمونه
ها از کف پلیت، از مواد توجه داشته باشید که برای جداسازی سلولسانتریفیوژ کنید. از محلول رویی به عنوان نمونه استفاده کنید. 

 .نکنیداستفاده  )مانند تریپسین( پروتئولیتیک

 ۱۰۰۰نمونه را در  تهیه کنید. EDTAخون را با استفاده از مواد ضد انعقاد مانند هپارین، سیترات یا  :و لیزات اریتروسیت های پلاسمانمونه
با لایه زیرین ترکیب شود جدا کنید. نمونه پلاسما دقیقه سانتریفیوژ کرده و مایع زرد رویی )پلاسما( را بدون اینکه  ۱۰دور در دقیقه به مدت 

درجه قرار دهید که در این صورت ماندگاری  ۸۰را تا زمان سنجش روی یخ نگهدارید. جهت نگهداری طولانی مدت، پلاسما را در دمای منفی 
مرتبه  ۴رین که حاوی اریتروسیت است را لایه اخ. که حاوی لوکوسیت است را جدا و دور بریزید نلایه سفید زیری ماه خواهد بود. ۱نمونه 

مایع رویی که حاوی اریتروسیت است را  دقیقه سانتریفیوژ کنید. ۱۵دور در دقیقه به مدت  ۱۰۰۰۰در  با حجم مساوی آب مقطر لیز کنید.
ر این صورت ماندگاری درجه قرار دهید که د ۸۰جهت سنجش روی یخ نگهدارید. جهت نگهداری طولانی مدت، اریتروسیت را در دمای منفی 

 ماه خواهد بود. ۱نمونه 

دقیقه در دمای اتاق لخته  ۳۰نمونه خونی را بدون استفاده از مواد ضد انعقاد تهیه و اجازه دهید تا نمونه خونی به مدت  :سرمیهای نمونه
زرد رویی حاوی سرم را با دقت کرده و مایع  تی گراد سانتریفیوژدرجه سان ۴دقیقه و دمای  ۱۵دور در دقیقه به مدت  ۲۰۰۰شود. نمونه را در 

درجه قرار دهید که در این صورت ماندگاری  ۸۰جدا کنید. نمونه را روی یخ نگهدارید. جهت نگهداری طولانی مدت، سرم را در دمای منفی 
 ماه خواهد بود. ۱نمونه 

 سازی محلول کار: آماده( ۲
 

 x4Assay Buffer :7از رسیدن محلول به لیتر آب دیونیزه مخلوط و میلی ۳لیتر از بافر را با یک میلیpH=  نوند سلامت )اطمینان حاصل کنید
 کند(.توصیه می pHرا برای تنظیم  NaOHاستفاده از 

 x10Sample Buffer :7لیتر آب دیونیزه مخلوط و پس از کنترل میلی ۹لیتر از بافر را با یک میلیpH= کردن،نمونه برای رقیق  عنوان بافر به 
 .(کندمی هیتوص pH میتنظ یرا برا NaOH)نوند سلامت استفاده از نمائید استفاده 

 x10Lysis Buffer :7لیتر آب دیونیزه مخلوط و پس از کنترل میلی ۹لیتر از بافر را با یک میلیpH= نوند ) کنیداستفاده  نمونه عنوان بافر به
 کند(.توصیه می pHرا برای تنظیم  NaOHسلامت استفاده از 

 Reagent2: ۷۰  میکرولیتر ازR2 لیتر آب دیونیزه مخلوط و در ادامه روش کار از آن استفاده نمائید. توجه داشته باشید میلی ۹۳/۹ را با
 شود که در زمان شروع آزمایش تهیه شود.بوده و توصیه میساعت یک ماندگاری محلول حاصل 

 سازی ندارندنیاز به آماده هامعرف سایر.  
 
 روش کار:( ۳

 

A. ۵۰ از  تریکرولیمAssay Buffer  تریکرولیم ۵۰را با R1  از  تریکرولیم ۱۰مخلوط و سپسR2  آماده شده را به مخلوط اضافه کرده و در ادامه
استاندارد  ای( و باشدیشده مسلول و بافت هموژن زی)که شامل سرم، پلاسما، ل یکیولوژیب یهااز نمونه تریکرولیم ۱۰۰شروع واکنش، یبرا

به  گرادیدرجه سانت ۲۰کمتر از  یدر دما قهیدق ۲۰ها را با کاور پوشانده و به مدت . لولهدیمختلف را به مخلوط اضافه نمائ یهاتبا غلظ
 (.دیقرار ده  Shakerدر  ایو  دیکن Shake) دیصورت مداوم و آرام تکان ده
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B.  ،از  تریکرولیم ۱۰۰در ادامهR4  (به لوله )از  تریکرولیم ۴۰ها اضافه نموده پس از مخلوط کردن، کروموژنR3 خاتمه واکنش اضافه  یرا برا
 .دیو مخلوط نمائ

C. دیبه صورت مداوم و آرام تکان ده گرادیدرجه سانت ۲۰کمتر از  یدر دما قهیدق ۱۰ها را با کاور پوشانده و به مدت ادامه لوله در (Shake 
 (.دیقرار ده Shakerدر  ایو  دیکن

D. از  تریکرولیم ۵۰ ون،یانکوباس قهیدق ۱۰از  پسR5  دینمائ وژیفیسانتر قهیدق ۵دور به مدت  ۴۰۰۰را اضافه و پس از مخلوط کردن، در. 
E.  قرائت  نانومتر ۵۵۰±۲۰در طول موج  دریرمیکروپلیتخانه اضافه نموده و با  ۹۶ تیپل یهااز هر لوله را به چاهک تریکرولیم ۲۰۰مقدار

 .دینمائ
 دیفرمالده کرومولیم ۳۰تا  ۵ نیشما ماب یهاکاتالاز در نمونه میآنز تیفعال زانیم دیقابل اتکا با جیبه نتا دنیرس یبرا دیداشته باش توجه

 . دیرقت را در آخر وارد فرمول نمائ بینموده و ضر قیرق Sample Bufferها را با صورت بهتر است نمونه نیا ریباشد. در غ دیبا

 استاندارد:  ( رسم منحنی۴
 

 استفاده از جدول زیر رقیق نمائید:استاندارد موجود در کیت را با برای رسم منحنی استاندارد، 
( به جای نمونه از ۳)بند گیریاندازهها، طبق روش پس از تهیه غلظت

)برای رسم های مختلف استاندارد تهیه شده، استفاده نموده غلظت
و در های مختلف استفاده نمائید( بار تکرار غلظت  ۳منحنی از میانگین 

  ۳۰و  ۲۰، ۱۰های از غلظت آمده اعداد به دستمیانگین آخر با توجه به 
 خط را با یکی از نرم افزارهای آماری همانند اکسل نموداریمیکرومول 

برای محاسبه میزان فعالیت و ضریب رگرسیون ترسیم و از فرمول خط 
  آنزیم کاتالاز استفاده نمائید.

 

 محاسبات:( ۵

 دست آمده از جدول استانداردها رسم نمائید.با توجه به اعداد برا )فرمالدهید( افزارهای آماری مثل اکسل، نمودار استاندارد با استفاده از نرم
 :خواهد بود زیرفرمول خط حاصل به شکل 

 
 
 

 
 
 

 
 گردد:که با توجه به فرمول بالا میزان فعالیت آنزیم کاتالاز را محاسبه می

𝐅𝐨𝐫𝐦𝐚𝐥𝐝𝐞𝐡𝐲𝐝𝐞 (µ𝐌) =  
𝐎𝐃 𝐒𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞 − 𝐁

𝐀
× 𝟐. 𝟐 

𝑪𝒂𝒕𝒂𝒍𝒂𝒔𝒆 𝑨𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒕𝒚 =  
𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆 (µ𝐌)

𝟐𝟎 𝒎𝒊𝒏
  

 nmol / min / ml (or mg pro) عبارت است از: فعالیت کاتالازواحد 

 

 لوله
 )چاهک(

 استاندارد
 )میکرولیتر(

Sample Buffer 
 )میکرولیتر(

غلظت نهایی 
 (Mµ) استاندارد

A 0 ۱000 0 
B ۱0 ۹۹0 ۱0 
C ۲0 ۹۸0 ۲0 
D ۳0 ۹۷0 ۳0 

y=Ax+B 

y :جذب نوری استاندارد 
A : باشد(می ۰۲۷۳/۰شیب خط )مثال در فرمول نمودار بالا این عدد برابر با 
x :غلظت فرمالدهید 
B : (باشدمی ۲۹۴۶/۰عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار بالا این عدد برابر با 

 

y = 0.0273x + 0.2946
R² = 0.9066
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 ها:توصیه( ۶

 درجه  ۲۰ها قبل از شروع آزمایش باید به دمای محیط )ترجیحا دمای معرف اماشود و گراد( نگهداری درجه سانتی ۸-۲در یخچال )دمای  محتویات کیت
 .ها دیده نشودایی که هیچ کریستالی در معرفرسیده و قبل از استفاده ورتکس نمائید به گونه گراد(سانتی

  .عنوان را به هاو میانگین آن دهیدتکرار انجام بار  ۳شود از هر نمونه توصیه میممکن است یک پژوهشگر نتایج متفاوت از آزمایش مشابه به دست بیاورد
 .عنوان عدد مرجع در نظر بگیریدهای مختلف لحاظ شده و میانگین را بهبار تکرار در غلظت ۳نتیجه نهایی در نظر بگیرید. همچنین برای رسم منحنی حتماً از 

 باشد.نزیم ضروری میگیری فعالیت آهای ذکر شده در روش کار به خاطر اندازهرعایت زمان 
 یتمنظور از ک ینبد توانیدیکه م شودیم یهتوص یزن ینپروتئ یریگاندازه یسلول یزاتو ل یبافت یهادر نمونه Nadfrod™ یدنوند سلامت استفاده نمائ. 
 شود در تغیر هر یک از پارامترها، توصیه می هرگونه تغییر در مخلوط کردن، زمان یا دمای انکوبه و زمان مصرف کیت نتایج مختلفی را ارائه خواهد داد لذا

 منحنی استاندارد جدیدی رسم شود.
 ها اطمینان حاصل کنید.قبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 این پروتکل انجام دهید.های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته باشند، لذا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در کیت 
 .محلول و مواد دیگر را جایگزین محلول و مواد و 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 نانیبدون وقفه کامل شود. اطم 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. 
  باشدکار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی می زماندر. 

 :یابیعیب( ۷

 مشکل احتمالات موجود های پیشنهادیراه حل

 آزمایش سرد بودن بافر به دمای اتاق رسیده باشددمای بافر باید 
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 با بافر نادرستسازی نمونهآماده پروتکل مراجعه نماییداز بافر موجود در کیت استفاده نموده و یا به دستورالعمل موجود در 

ها با قرائت )خوانش( نمونه
 نامنظم یا نامعقول

 بافت/سلول به صورت کامل هموژن نشدههای کشت نمونه سازی را افزایش دهیدی همگنهموژن کردن نمونه را تکرار نموده و مدت زمان مرحله
برداری ها را در هنگام نمونهاگر نمونه ها چندین بار مورد استفاده قرار خواهند گرفت نمونه

 به دو یا سه قسمت تقسیم نموده و فریز نمایید
 های چند بار دفریز شدهنمونه استفاده از

 گر در نمونهی مداخلهمادهوجود  در صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق نمایید
 های قدیمی یا نامناسباستفاده از نمونه های تازه استفاده کنیدترجیحا از نمونه

 دمای نامناسب ترکیبات اجازه دهید تمام ترکیبات به دمای اتاق رسید، سپس به آرامی ترکیب نمایید

خوانش بالا و یا پایین در 
 ها و استانداردهانمونه

 هااستفاده از کیت منقضی شده و یا نگهداری نامناسب معرف ها را در شرایط مناسب نگهداری نماییدانقضای کیت را چک نموده و معرفتاریخ 
 ها در معرض یخقرار گرفتن طولانی مدت معرف محلول کار را قبل از استفاده آماده کنید

 زمان و درجه حرارت نامناسب انکوباسیون را بررسی نمایید به پروتکل مراجعه کرده و زمان و دمای مناسب انکوباسیون
 های نامناسباستفاده از حجم از سمپلر کالیبره شده استفاده نمایید

محلول واکنش، همه اجزاء را به دمای مناسب رسانده سپس دوباره  یسازقبل از آماده
 ترکیب نمایید

 استفاده از ترکیبات نیمه گرم شده

 استاندارد غیر خطیمنحنی 
 (8/0)با ضریب رگرسیون زیر 

 های بالا استفاده نماییدبرای جلوگیری از خطا، از حجم
های سازی محلولخطاهای مرتبط با پیپت کردن در آماده

 استاندارد
 خطاهای مربوط به مخلوط کردن محلول واکنش محلول کار را با استفاده از ورتکس کامل مخلوط نمایید

 هاهای هوا در چاهکتشکیل حباب ها خالی نماییدمحتویات پیپت را به آرامی در چاهک
 غلظت محلول استاندارد نادرست است های استاندارد در پروتکل مراجعه کنیدسازی رقتبه دستورالعمل آماده

 خطاهای محاسبات بعد مراجعه به پروتکل، محاسبات را دوباره انجام دهید

 ها در طول موج نادرست خوانده شوندنمونه فیلتر و دستگاه را بررسی نماییدتنظیمات 
 گر باشندها دارای محتویات مداخلهنمونه در صورت امکان نمونه را بیشتر رقیق نمایید نتایج غیر منتظره

 بالا و یا زیر محدوده خطیخواندن نمونه در  ها در محدوده خطی قرار گیردهای غلیظ یا رقیق کرده تا خوانایی آننمونه

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 -
 کارشناسان ما برای رفع مشکل با شما تماس خواهند گرفت. از طریق واتساپ/تلگرام پیام دهید. ۰۹۰۱۴۱۱۴۰۹۷است به شماره تلفن 

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

http://www.navandsalamat.com/
mailto:hi@navandsalamat.com

