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 میلوپراکسیدازکیت سنجش فعالیت آنزیم 
Nampox™ Myeloperoxidase (MPO) Activity Assay Kit 

 مقدمه:

ها لکوسیت لیزروفآ یهاگرانول درکند و را کاتالیز می پوکلرویهدیاس لیتشک آنزیمی از نوع پراکسیداز است که (MPO) دازیلوپروکسیم
ها در آماس تواند مارکری برای فعالیت نوتروفیلهای التهابی آزاد شده و می. این آنزیم در واکنششودیم رهیذخ هامخصوصا در نوتروفیل

دهند تحقیقات نشان میشود. یاستفاده منیز  حاد یلوسم یعنوان نشانگر برابه  کشی قوی داشته و گاهاخاصیت میکروب MPO باشد.
 ونیداسیاکس قیآتروژنز از طر یشناسبیدر آس MPOدهد که ینشان م ریاخ یهاافته. یعنوان نشانگر التهاب شناخت هتوان بمیرا  MPOکه 
 فایا ینقش مهم یطیمح یهاآن در اتصال و حذف کلسترول آزاد از بافت ییتوانا رییو تغ وبیمع HDL لیو تشک A1 نیپوپروتئیآپول

 کند. یم
قابل سنجش  نانومتر ۶۵۰در طول موج بوده و  دروژنیهدیو پراکس (TMBتترامتیل بنزدین )واکنش  بر مبنای دازیکساپریلوم تیفعالاساسا 

 .باشدمی
 فعالیت گیری میزان( شرکت نوند سلامت، روشی ساده، تکرارپذیر و استاندارد برای اندازه™Nampox) میلوپراکسیدازکیت سنجش فعالیت 

 . شوداستفاده میلیزات سلولی و  های بیولوژیکی مانند سرم، پلاسما، ادرار، بافت هموژنهکه در نمونه است پراکسیدی میلوپراکسیداز

 محتوای کیت:

 تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف
۱ 2-8 ºC Reagent 1 ۲۵۰ لیترکرومی ۵۰۰ لیترکرومی 
۲ 2-8 ºC Reagent 2a ۲ ویال ۲ ویال 
۳ 2-8 ºC Reagent 2b ۸۵۰ تریلکرویم ۸۵۰ × ۲ تریکرولیم 
۴ 2-8 ºC Reagent 2c ۱۵ لیترمیلی ۲۰ لیترمیلی 

۵ 2-8 ºC Sample Buffer 2X ۲۵ لیترلیمی ۵۰ لیترلیمی 
۶ 2-8 ºC Assay Buffer ۱۵ لیترلیمی ۱۵ لیترلیمی 

۷ - 96-Well plate ۱ عدد ۱ عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: مورد نیازموارد 

 گیری جذبریدر با قابلیت اندازهمیکروپلیت (OD )۶۵۰ نانومتر 
  در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه(ای شیشههموژنایزر( 
  به عنوان نمونه( بافتفسفات بافر )در صورت استفاده از 
  سانتریفوژ 

 مراحل انجام آزمایش:
 

 سازی محلول کار: آماده( ۱
 

 Sample Buffer 2X :آب دیونیزه  با ۱:۱به نسبت های بافتی و یا سلولی، بافر موجود در کیت را سازی بافر برای استفاده در نمونهبرای آماده
بافر آماده کند(. توصیه می pHرا برای تنظیم  HCLنوند سلامت استفاده از )اطمینان حاصل کنید  pH=6از رسیدن محلول به مخلوط و 

 .باشدمتیل آمونیوم بروماید میتری درصد هگزادسیل ۵/۰ حاویSample Buffer 1X  شده
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 Reagent 1:   میکرولیتر از معرف  ۷این معرف را قبل از انجام آزمایش و به صورت تازه تهیه نمائید. بدین صورت کهR1  موجود در کیت را
 ساعت است. ۱شده در دمای اتاق، لیتر آب مقطر دیونیزه مخلوط و استفاده کنید. ماندگاری معرف آمادهمیلی ۱۰۰با 

 Reagent 2: از  تریکرولیم ۴۲۵، در ابتدا ۲معرف  یسازآماده یبراR2b (را به بطرتریکرولیم ۸۵۰ یتست ۹۶ تیک یبرا )ی R2a (یحاو  )پودر
. دیاضافه کن R2c( از تریکرولیم ۴۷۵۰ یتست ۹۶ تیک یبرا) تریکرولیم ۲۳۷۵به آن  ،یاضافه نموده و پس از حل کردن پودر داخل بطر

)نوند  دیدر روش کار از آن استفاده نمائ( R2) آماده شده ۲، به عنوان معرف pH=۴/۵از  نانیمخلوط حاصل را ورتکس کرده و پس از اطم
ساعت  ۴۸( گرادیدرجه سانت ۸-۲) خچالیدر  R2معرف آماده شده  یماندگار (.کندیم هیتوص PH میتنظ یرا برا HCLسلامت استفاده از 

 است.
 نداشته و آماده مصرف هستند.سازی نیاز به آماده هامعرف سایر 

 ها:سازی نمونهآماده( ۲

 Sampleاز تریلیلیم کیسرد، با  PBSکامل با  یاز نمونه را وزن کرده و پس از شستشو گرمیلیم ۲۰تا  ۱۰در ابتدا حدود  های بافتی:نمونه
x1Buffer (سرد) مرحله استفاده از  نی)نوند سلامت در ا وژیفیسانتر قهیدق ۱۰دور به مدت  ۰۰۰۱۰. سپس در دیآماده شده، هموژن نمائ

 عیکه ما دی. توجه داشته باشدیبه عنوان نمونه استفاده نمائ ییروعیاز ما شیانجام آزما ی( کرده و براکندیم هیصرا تو خچالداری وژیفیسانتر
 شود. ینگهدار خچالیدر  ای خی یرو دیتا زمان استفاده با ییرو

دقیقه سانتریفیوژ کنید.  ۱۰دور به مدت   ۰۰۰۱۰در  هموژن کرده و سپس  x1Sample Bufferلیتر سلول در یک میلی ۲×۶۱۰ :سلولی یهانمونه
)مانند  ها از کف پلیت، از مواد پروتئولیتیکتوجه داشته باشید که برای جداسازی سلولاز محلول رویی به عنوان نمونه استفاده کنید. 

 .نکنیداستفاده  تریپسین(

( مخلوط کرده و از مخلوط رقیق شده) x1Sample Bufferبا  زمایش نمونه مورد نظر را ده برابرقبل از شروع آ پلاسما: و یا سرمادرار،  هاینمونه
 مخلوط نمایید( Sample Buffer1xمیکرولیتر از  ۹۰۰میکرولیتر نمونه با  ۱۰۰)مثال:  حاصل به عنوان نمونه استفاده نمایید

 روش کار:( ۳
 

A.  از تریکرولیم ۸۰با ( را یسلول زیل ،بافت ،سرم)ادرار، از نمونه  تریکرولیم ۱۰شروع آزمایش برای R1 ۱۱۰شده مخلوط کرده و سپس  قیرق 
 .دیآماده شده را به مخلوط اضافه نمائ R2 از تریکرولیم

B. دینمائو یادداشت اول و پنجم قرائت  قهیدر دقنانومتر(  ۶۵۰تا  ۶۳۰)نانومتر  ۶۵۰ در طول موج دریر تیکروپلیرا با م تیپل. 

 محاسبات:( ۵

 و در فرمول بعدی وارد نمایید:را محاسبه  Abs 650nm∆با استفاده از فرمول زیر، 

 

∆Abs 650nm=[
 𝐀𝐛𝐬 𝟔𝟓𝟎 𝐧𝐦 𝐓𝐢𝐦𝐞 𝟓 𝐦𝐢𝐧 − 𝐀𝐛𝐬 𝟔𝟓𝟎 𝐧𝐦 𝐓𝐢𝐦𝐞 𝟏𝐦𝐢𝐧

𝟒
] 

 

𝐌𝐏𝐎 𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐢𝐭𝐲 =
∆𝐀𝐛𝐬 𝟔𝟓𝟎𝐧𝐦

(𝛆 × 𝟏𝟎𝟎𝟎)
× 𝟒𝟎 

ε یا ضریب خاموشی برای  وTMB  1نانومتر معادل  ۶۵۰در-cm 1-M 410×3.9 گیرد.بوده و در فرمول بالا قرار می 

 mU/ml و یا  mmol/ min/ ml (mg) عبارت است از:فعالیت آنزیم میلوپراکسیداز واحد 

و در  دیضرب نمائ ۱۰به  دیاند عدد به دست آمده در فرمول را بامخلوط شده x2Sample Bufferسرم و پلاسما که با  یهادر مورد نمونه توجه:
 .دییرقت را اعمال نما بیدر فرمول ضر دیبا دیانموده قیها را رقموارد اگر نمونه ریسا
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 ها:توصیه( ۵

 درجه  ۲۰ها قبل از شروع آزمایش باید به دمای محیط )ترجیحا دمای معرف اما شود،گراد( نگهداری درجه سانتی ۸-۲در یخچال )دمای  محتویات کیت
 .ها دیده نشودایی که هیچ کریستالی در معرفاستفاده ورتکس نمائید به گونهرسیده و قبل از  گراد(سانتی

 سازی باید تا زمان انجام آزمایش در یخچال و یا روی یخ نگهداری شوند.ها پس از آمادهنمونه 
 .از ایجاد کف و یا حباب در موقع مخلوط کردن مواد به جد پرهیز نمائید 
  توانند به عنوان مهار کننده میلوپراکسیداز عمل کرده و نتایج آزمون را تغییر دهند.ها، مینمونهاسید اسکوربیک و و اسید اوریک در 
  .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

 نتیجه نهایی در نظر بگیرید. 
 باشد.گیری فعالیت آنزیم ضروری میهای 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. 
 ها اطمینان حاصل کنید.قبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته باشند، لذا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل کیت

 انجام دهید.
 خل کیت نکرده و تنها از مواد موجود در کیت استفاده کنید.محلول و مواد دیگر را جایگزین محلول و مواد و دا 
  باشدکار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی می زماندر. 

 :یابیعیب( ۶

 مشکل احتمالات موجود های پیشنهادیراه حل

 آزمایش سرد بودن بافر 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

 با بافر نادرستها سازی نمونهآماده پروتکل مراجعه نماییداز بافر موجود در کیت استفاده نموده و یا به دستورالعمل موجود در 

ها با قرائت )خوانش( نمونه
 نامنظم یا نامعقول

 های کشت بافت/سلول به صورت کامل هموژن نشدهنمونه سازی را افزایش دهیدی همگنهموژن کردن نمونه را تکرار نموده و مدت زمان مرحله
برداری هنگام نمونهها را در اگر 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 مداخلهوجود ماده 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

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

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

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

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

 
اید، نگران نباشید، تیم پشتیبانی فنی نوند سلامت در در صورتی که در انجام هر یک از مراحل آزمایش دچار ابهام، مشکل یا اشتباه شده -

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

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