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 دیاکسا کیتریسنجش ن تیک
Natrix™ Nitric Oxide (NO) Assay Kit 

 مقدمه:

 عصبی انتقال و ایمنی ترومبوز، گشادی عروق، التهاب، مانند فیزیولوژیکی فرآیندهای از بسیاری مولکولی واسطه( NO) نیتریک اکسید
 مهار یوسیلهبه شده و ساخته NADPH و اکسیژن، آرژینین،-L از( NOS) سنتاز اکسایدنیتریک آنزیم توسط اکسید،نیتریک . باشدمی

 آترواسکلروز، به مبتلا افراد. دارد شرکت عروق هومئوستاز در اندوتلیوم به هالکوسیت چسبندگی و پلاکتی تجمع عروق، صاف عضله انقباض
 .دهندمی نشان را اختلالاتی NO مسیرهای در اغلب بالا خون فشار و دیابت
 واکنش از استفاده شامل هاروش این از طراحی شده است که یکی بیولوژیکی هایسیستم در NO گیریاندازه جهت های مختلفیروش

 سنجد.را می فیزیولوژیکی شرایط تحت NO اکسیداسیون توسط تولید شده با اسپکتروفتومتری است که نیتریت و تشخیص دیونیزه کردن
 .شود استفاده نیتریت به آن کاتالیزوری کاهش طریق از نیترات آنالیز برای تواندمی نیز Griess واکنش

 بیولوژیکی هاینمونه در NO گیریاندازه برای استاندارد و تکرارپذیر ساده، بوده که این روش، روشی Griess، بر اساس روش Natrix™کیت  
شود می سنجیده غیرمستقیم طور به نیتریک اکساید مقدار روش این در. کندمی را فراهم لیزسلولی و هموژنه بافت ،پلاسما سرم، مانند

 جذب در تواندمی که دهدمی تشکیل را آزو رنگ یک اسیدی محلول در نیتریت با واکنش واسطه به بدین صورت که اسیدسولفانیلیک
 گیری شود.اندازه نانومتر ۵۹۰تا  ۵۲۰ نوری

 محتوای کیت:

 تست ۱۹۲ تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری ردیف
۱ 2-8 ºC Reagent 1 ۳ لیترمیلی ۱۰ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 
۲ 2-8 ºC Reagent 2 ۳ لیترمیلی ۱۰ لیترمیلی ۵ لیترمیلی 
۳ 2-8 ºC Standard solution ۲ لیترمیلی ۴ لیترمیلی ۲ لیترمیلی 
۴ 2-8 ºC Buffer A ۴ لیترمیلی ۱۶ لیترمیلی ۸ لیترمیلی 
۵ 2-8 ºC Buffer B ۴ لیترمیلی ۱۶ لیترمیلی ۸ لیترمیلی 
۶ - 96-Well plate ۱ عدد ۲ عدد ۱ عدد 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 نانومتر ۵۷۰میکروپلیت ریدر با قابلیت خوانش  •
• PBS (بافتی یهانمونه یبرا) 
 (نمونهدر صورت استفاده از بافت به عنوان ای )هموژنایزر شیشه •
 سانتریفیوژ •

 

 مراحل انجام آزمایش:
 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱

 به و کرده هموژن خنک PBS (pH=7.4) میکرولیتر ۲۰۰ با را بافت از گرممیلی ۲۰ بافتی، هاینمونه سازیآماده برای :های بافتینمونه -
 رسوب شود،می پرداخته آن به ادامه در که روشی به را آن پروتئین و جدا را رویی مایع .کنید سانتریفیوژ ۱۳۰۰۰ دور با دقیقه ۱۰ مدت
 .دهید
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در  سانتریفیوژ، وسیله به آن کشت محیط حذف از پس را سلول ۲×۶۱۰ سلولی، هاینمونه سازیآماده برای :سلولی کشت هاینمونه  -
 به را آن پروتئین و جدا را رویی مایع کنید. سانتریفیوژ ۱۳۰۰۰ دور با دقیقه ۱۰ مدت به و کرده هموژن PBS (pH=7.4) میکرولیتر ۲۰۰

 .دهید رسوب شود،می پرداخته آن به ادامه در که روشی

 

 رقیق باید زیاد، نیترات داشتن دلیل به ادرار نمونه ولی ندارند پروتئین رسوب به نیازی بزاق و ادرار هاینمونه :قبزا و ادرار هایمونهن -
 .شود رقیق ۱:۱۰ حداقل شودمی توصیه که شود

 .دهید رسوب شود،می پرداخته آن به ادامه در که روشی به را آن پروتئینهای سرمی و پلاسما: نمونه -

 ها:سازی محلول( آماده۲

 .استاندارد را خواهد داشت کرومولاریم ۱۰۰غلظت  ،شده قیمحلول رقکه  دیکن قیرق ۱۰به  ۱را به نسبت  تیمحلول استاندارد موجود در ک -
 باشند.آماده مصرف می)به جز استاندارد( محتویات درون کیت  -

 روش کار:( ۳

A. دیاتاق قرار ده یدر دما قهیدق ۳۰تا  ۱۵به مدت  ییبه تعادل دما دنیرا  به منظور رس تیک یهاتمام محلول ش،یشروع آزما یبرا. 
B. بدین. شود داده رسوب هاسلول و بافت کامل، خون پلاسما، سرم، هاینمونه پروتئین باید آزمایش گرهایمداخله حذف و دقت افزایش برای ابتدا در 

 از پس و کرده مخلوط لیتریمیلی ۱.۵ میکروتیوب یک وندر ،کیت در موجود A (Buffer A) بافر از میکرولیتر ۸۰ با را نمونه از میکرولیتر ۱۵۰ منظور
 داده قرار ۱۴۰۰۰ دور با سانتریفیوژ در دقیقه ۱۰ مدت به را آن کامل، مخلوط از پس. نمائید ورتکس و اضافه را B بافر از میکرولیتر ۸۰ کامل، ورتکس

 (.شودمی توصیه دار یخچال سانتریفیوژ از استفاده مراحل تمام در) نمائید استفاده نمونه عنوان به و جدا را آن رویی مایع سپس و
C. که در خود را طبق روش کار  یهانمونه از نمونه ۳ شودیم شنهادیپ ،یریگدقت در اندازه شیو افزا یکیولوژیب یهابا توجه به تنوع نمونه

ها نمونه یقرار گرفتند مابق کرومولیم ۱۰۰تا  ۱در بازه  جی. اگر نتادیها را محاسبه نمائآن نیانگیانجام داده و م شود،ادامه به آن پرداخته می
نموده و در  قیآنها را رق دیتوانیها مدر نمونه کرومولیم ۱۰۰از  شیب شیبه نسبت افزا نصورتیا ریدر غ د،یام دهروش انج نبه هما زیرا ن

 .شوند قیبرابر رق ها دونمونه شودیم شنهادیباشد پ کرومولیم ۱۵۰ها نمونه نیانگیمثال اگر م ی. برادییاعمال نما جیرقت را در نتا بیآخر ضر
D. ۵۰در شکل(.  تیره یهارهی)دا دیکن نییتع تیتریمرجع استاندارد ن یمنحن یرا برا یچاهک ۹۶ تیکروپلیاز مچاهک(  ۲۴تون )سه س 

 ۳آماده شده را به  کرومولاریم ۱۰۰ استاندارداز محلول  تریکرولیم ۱۰۰. دیاضافه کن B-H فیرد یهارا به چاهک دوبارتقطیرآب  تریکرولیم
کار  نیاضافه نموده و ا ینیرا به چاهک پائ (A فیرد) ییاز چاهک بالا تریکرولیم ۵۰ در ادامهکرده و اضافه  A فیددر ر ماندهیچاهک باق

 نیا انی. در پادیرا داشته باش کرومولاریم ۵۶/۱و  ۱۳/۳، ۲۵/۶، ۵/۱۲، ۲۵، ۵۰، ۱۰۰ یهاتا غلظت دیادامه ده G فیتا رد یالیرا به صورت سر
 .خواهند بود زهیونیآب د یحاو قطف H فیرد یهامرحله چاهک

E. گیری برای اندازهNO بریزید شکل مطابقروشن  رنگ هایچاهک در را نمونه هر از میکرولیتر ۵۰ میزان بهها در نمونه. 
F. معرف از R1 ( روشن و تیره) هاچاهک مهه به میکرولیتر ۵۰ میزان به

 دمای در و نور از دور دقیقه ۱۰ مدت به سپس نمائید مخلوط و اضافه
 .نمائید انکوبه اتاق

G. معرف انکوباسیون، از بعد R2 چاهک هر به میکرولیتر ۵۰ میزان به را 
 منظور به سلامت نوند. )نمائید مخلوط و نموده اضافه( روشن و تیره)

 (.کندمی توصیه را Pipetting انجام کردن، مخلوط
H. ۱۰ ۵۷۰ موج طول در را پلیت ها،معرف کردنمخلوط از پس دقیقه 

. نمائید قرائت (50μl R1 + 50μl R2 +50μl DW) بلانک مقابل در نانومتر
 .است دقیقه ۳۰ هامحلول رنگ بودن پایدار زمان مدت حداکثر

 سنجش برای و بوده میکرولیتر ۱۵۰ چاهک هر در نهایی حجم :توجه
 .است میکرومولار ۱۰۰ تا ۰ نیتریت غلظت محدوده

 :منحنی رسم( ۴
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 استفاده نظر مورد نمونه در اکسایدنیتریک غلظت میزان تعیین برای آن از و رسم را استاندارد منحنی آمده دست به نتایج از استفاده با
 استفاده هانمونه در موجود اکسایدنیتریک تظغل تعیین برای توانیدمی نیز استاندارد منحنی از حاصل خط فرمول از اینکه یا و نمائید
  .نمائید

 

 زیر صورت به استاندارد مختلف های غلظت از حاصل خط فرمول
 : بود خواهد

y=Ax+B 
y: استاندارد نوری جذب 
A(باشدمی ۰۰۴۶/۰: مقابل خط فرمول در مثال) خط : شیب  
xغلظت : ( استانداردµM)  
B(باشدمی ۲۰۲۹/۰ مقابل: خط فرمول در مثال) مبدا از : عرض 

 µMواحد سنجش نیتریک اکساید: 

 ها:توصیه( ۵

  ،شود از هر نمونه دوبار تکرار انجام گرفته توصیه میممکن است یک پژوهشگر نتایج متفاوت از آزمایش مشابه به دست بیاورد. به منظور بهتر شدن نتایج
 .را به عنوان نتیجه نهایی گزارش کنیدها و میانگین آن

 حاصل کنید. ها اطمینانها و محلولقبل از شروع آزمایش، از کافی بودن مقدار نمونه 
 جام دهید.های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته باشند، لذا آزمایش را دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل انکیت 
 .محلول و مواد دیگر را جایگزین محلول و مواد 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 نانیکامل شود. اطم ،بدون وقفه دی، تمام مراحل باآزمایشپس از شروع 

  باشدکار با کیت رعایت اصول ایمنی آزمایشگاهی الزامی می زماندر. 

 :یابیعیب( ۶

 مشکل احتمالات موجود های پیشنهادیراه حل

عدم کارکرد  عدم رعایت ترتیب مراحل آزمایش پروتکل موجود مراجعه کرده و دقیقا پیروی نماییدبه 
سنجش یا 

 آزمایش

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

 شیآزما بافر بودن سرد باشد دهیرس اتاق یدما به دیبا بافر یدما

 باشند شده هیته یمتفاوت یبافرها در هانمونه دیینما مراجعه پروتکل در موجود دستورالعمل به ای و نموده استفاده تیک در ودجمو بافر از
ها با قرائت نمونه

)خوانش( نامنظم 
 یا نامعقول

 شده زیدفر بار چند یهانمونه از استفاده دیینما میتقس قسمت سه ای دو به را یهاآن گرفت خواهند قرار استفاده مورد بار نیچند هانمونه اگر
 باشند نشده هموژن کامل صورت به سلول/بافت کشت یهانمونه دیده شیافزا را یساز همگن یمرحله زمان مدت. دیینما تکرار را نمونه کردن هموژن
 نامناسب ای یمیقد یهانمونه از استفاده شود ینگهدار یدرست به استفاده زمان تا و ردهک استفاده تازه یهانمونه از

/  بالا خوانش باتیترک مناسب نا یدما دیینما بیترک یآرام به سپس ،هدیرس اتاق یدما به باتیترک تمام دیده هزاجا
 هانمونه در پایین

 استانداردها و

 هامعرف نامناسب ینگهدار ای و شده یمنقض تیک از استفاده دیینما ینگهدار مناسب طیشرا در را ها معرف و نموده چک را تیک یانقضا خیتار

 نامناسب یهاحجم از استفاده دیینما میتقس را مواد و نموده استفاده شده برهیکال سمپلر از

 شده گرم مهین باتیترک از استفاده دیینما بیترک دوباره سپس رساتده مناسب یدما به را اجزاء همه واکنش، محلول سازي آماده از قبل

استاندارد  یمنحن
 یخط ریغ

 استاندارد یهامحلول یساز آماده در کردن پتیپ با مرتبط یخطاها دیینما استفاده بالا یها حجم از
 واکنش محلول در کردن پتیپ یخطاها دیینما حاضر است ممکن که زمان هر را کار محلول

 هاچاهک در هوا یها حباب لیتشک دیینما یخال ها چاهک در یآرام به را پتیپ اتیمحتو
 است نادرست استاندارد محلول ظتغل دیکن مراجعه  پروتکل در رقت استاندارد دستورالعمل به

 محاسبات یخطاها دیده انجام دوباره را محاسبات ، پروتکل به مراجعه بعد

 ها در طول موج نادرست خوانده شوندنمونه تنظیمات فیلتر و دستگاه را بررسی نمایید

 باشند گر مداخله اتیمحتو یرااد ها نمونه دیینما قیرق شتریب را نمونه امکان صورت در نتایج غیر منتظره

 یخط محدوده ریز/  بالا در نمونه خواندن باشند یخط محدوده در ییخوانا تا کرده قیرق ای ظیغل یها نمونه

 

y = 0.0046x + 0.2029
R² = 0.9898
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نگران نباشید، تیم پشتیبانی فنی نوند سلامت در کنار شماست. کافی اید، 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. ۰۹۰۱۴۱۱۴۰۹۷است به شماره تلفن 

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