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 کیت سنجش ظرفیت آنتی اکسیدانتی تام
Naxifer™ Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit 

 مقدمه:

شواهد  .شودمی محسوب متابولیسم فرآیند در اجتناب قابل غیر از مسائل یکی اکسیژن گرواکنش یهاگونه و آزاد رادیکال تولید
 است،های آزاد که سایتوتوکسیک از رادیکال ناشی اکسایشی واکنش دهدمی نشان دارد که وجود فراوان و بالینی زیستی بیوشیمیایی،

و  پیری تسریع های عصبی،های قلبی و عروقی، آترواسکلروزیس و بیماریهای مختلف همچون سرطان، دیابت، بیماریدر ایجاد بیماری
 هابیماری ایجاد در آزاد از اثرات رادیکال ممانعت در هااکسیدانتآنتی خاصیت دلیل های اخیر بهدخالت دارد. در سالفساد موادغذایی در 
ظرفیت  رزیابیا مطالعات است و گرفته قرار مردم و عموم پزشکان محققین، توجه مورد هااکسیدانتاثر آنتی و غذایی، نقش مواد فساد و

  .است بوده تحقیقات علوم زیستی و پزشکی بررسی در موضوعات مورد ترینمتداول از یکی اکسیدانتیآنتی

 دو آهن یاءكنندگیاح ییتوانا و FRAPروش  بر اساس، های مختلفدر نمونه را، هااکسیدانتی بیومولکول، ظرفیت آنتی™Naxiferکیت 
توسط میکروپلیت  نانومتر ۵۹۳تغییر رنگ حاصل از واکنش در طول موج . کندمیگیری و با مکانیسم انتقال تک الکترون اندازه یتیظرف
اکسیدانتی باید از استاندارد و نمودار حاصل از آن استفاده شود. گیری شده و برای به دست آوردن مقدار کمی ظرفیت آنتیاندازه ریدر

های مختلف که شامل سرم، اکسیدانتی تام در نمونهگیری ظرفیت آنتیسریع، ارزان و قابل دسترس برای اندازهروشی  ™Naxiferکیت 
 . استها در دسترس محققین ، بافت هموژن شده، مواد غذایی و نوشیدنی، بزاقپلاسما، لیز سلول، ادرار

 محتوای کیت:

 تست ۹۶ تست ۴۸ نام ماده دمای نگهداری  ردیف
۱ 2-8 oC Reagent 1 ۱۱ لیترمیلی ۲۲ لیترمیلی 

۲ -20 oC Reagent 2a ۱ ویال ۱ ویال 

۳ Co 20- Reagent 2b ۲/۲ لیترمیلی ۲/۲ لیترمیلی 

۴ Co 20- Reagent 3 ۱/۱ لیترمیلی ۲/۲ لیترمیلی 

۵ Co 8-2 Standard Solution ۲ لیترمیلی ۲ لیترمیلی 

۶ Co 8-2 Lysing Buffer ۵۰ لیترلیمی ۱۰۰ لیترلیمی 

۸ - 96-Well plate ۱ عدد ۱ عدد 
 

 که در داخل کیت موجود نیست: موارد مورد نیاز

 (یسلول یهانمونه یبرا) بافر فسفات •
 های گیاهی()برای نمونهمتانول •
 های گیاهی(فیلتر واتمن شماره یک )برای نمونه •
 (۱۶۰۱۰نوند سلامت با کد محصول  دستی زریهموژنا) در صورت استفاده از بافت به عنوان نمونه ،هموژنایزر •
 سانتریفیوژ •
 نانومتر ۵۹۳میکروپلیت ریدر با قابلیت خوانش  •
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 مراحل انجام آزمایش:
 

 ها:سازی نمونهآماده( ۱
 

 ۱۰وزن کرده و  گرمیلیم ۱۰۰تا  ۵۰در حدود  یصورت که از نمونه بافت نیاستفاده شود، بد Lysing Bufferاز  برای لیز های بافتی:نمونه -
نوند  زری)استفاده از هموژنا ییاشهیش زری. سپس توسط هموژنادیاضافه کن Lysing Buffer، میکرولیتر( ۱۰۰۰تا  ۵۰۰) برابر وزن آن

)نوند  نیدک وژیفیسانتر قهیدق ۱۰به مدت  دور ۱۰۰۰۰ درکرده و  ( نمونه مورد نظر را هموژنگرددیم شنهادیپ ۱۶۰۱۰سلامت با کد محصول 
استفاده عنوان نمونه . در ادامه مایع رویی را جدا کرده و به (کندیم هیرا توص دارخچالی وژیفیمرحله استفاده از سانتر نیسلامت در ا

 نمائید.
 ه و پس از سانتریفیوژ درکرد هموژن Lysing Bufferلیتر با یک میلی PBSسلول را پس از شستشو با  7۱۰تعداد  های سلولی:نمونه -

 استفاده نمائید.به عنوان نمونه  کرده ورا جدا  ییرو عیما ،قهیدق ۱۰به مدت  دور ۱۰۰۰۰
در صورت استفاده از پلاسما  دیتوجه داشته باش نیازی به آماده سازی ندارند. :و ادرار ، بزاقهای بیولوژیکی شامل سرم، پلاسمانمونه -

 .باشد EDTA یحاو دینمونه نبا
میلی لیتر محلول متانول  ۱۰۰از  گرم از گیاه مورد نظر را با استفاده ۱س از خشک کردن گیاه، میزان پ :گیاهیهای سازی نمونهآماده -

 وژیفیسانتر قهیدق ۱۰به مدت  دور ۶۰۰۰ درساعت بماند. پس از طی این زمان محلول را  ۶ هموژن کرده و اجازه دهید در همان محلول
  عنوان نمونه استفاده کنید. مانده بهتوانید از محلول باقیمی نیدک

گرم )وزن مرطوب تازه(  ۱۰تا  ۵و  دی( را در آب شستشو دهجاتیسبز ایها  وهی)مانند م خام ییمواد غذا های غذایی:سازی نمونهآماده -
 ردهک لتریف ۱ژن حاصل را با استفاده از کاغذ صافی واتمن شماره . هموهموژن کنید هیثان ۳۰ یآب مقطر برا تریل یلیم ۱۰۰در از آن را 

 .( رقیق کنید ٪۵۰اتانول  ای٪ 7۰استون  )در صورت لزوم دوبارتقطیردر آب در و 
 

 آماده سازی محلول کار: ( ۲
 

درجه سانتیگراد( رسانده و در صورت مشاهده کریستال،  ۲۴تا  ۲۰ها را به دمای اتاق )نیم ساعت قبل از شروع آزمایش معرف نکته:
 وسیله ورتکس محلول را همگن کنید.به

پس  کنید. ورتکس کاملا، R2a داخل پودر کامل شدن حل تا و کرده اضافه R2a یبطرهر  به را  R2bمعرف از لیترمیلی ۲/۲ : مقدار۱مرحله 
 روز است. ۱۴در دمای یخچال سازی پس از آماده R2آماده است. ماندگاری محلول  R2 از حل شدن کامل پودر، محلول

 را اضافه کنید. R1برابر حجم آن محلول  ۵، ورتکس از پس و خلوطم R3 با معرف ۱:۱را به نسبت  شده آماده R2 معرف: در ابتدا ۲مرحله 
 است. ساعت ۴۸ یخچال در محلول کارری ماندگاخواهد شد.  استفاده کار محلول عنوانبه محلول نهایی

 cc 11 1cc) + R 1.1 3cc+R 1.1 2(R  بدین صورت خواهد بود:تست  ۵۰برای های مورد استفاده نسبت *

 آماده سازی محلول استاندارد: ( ۳

مولار( را در موقع استفاده میلی ۱۰)  استاندارد موجود در کیت
لیتر با آب مقطر دیونیزه رقیق کرده )یک میلی ۱۰به  ۱با نسبت 

مول میلی ۱لیتر آب مقطر( تا غلظت میلی ۹از استاندارد را با 
های مختلف را با از استاندارد به دست آید. سپس رقت

ارد استفاده از جدول زیر تهیه کرده و برای رسم منحنی استاند
 از آن استفاده نمائید.

 لوله
 

 مولارمیلی ۱استاندارد 
 )میکرولیتر(

 آب مقطر دیونیزه
 )میکرولیتر(

 غلظت نهایی استاندارد
 مول(میلی)

A ۰ ۱۰۰ ۰ 
B ۲۰ ۸۰ ۲/۰  
C ۴۰ ۶۰ ۴/۰ 
D ۶۰ ۴۰ ۶/۰ 
E ۸۰ ۲۰ ۸/۰ 
F ۱۰۰ ۰ ۱ 
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 روش کار:( ۴

از هر نمونه دو تکرار انجام داده شود توصیه میخانه بریزید ) ۹۶های پلیت میکرولیتر از نمونه/ استاندارد آماده شده را در چاهک ۵در ابتدا 
میکرولیتر از محلول کار آماده شده  ۲۵۰استاندارد، های حاوی نمونه و یا ها را لحاظ کنید( و در ادامه به همه خانهو در آخر میانگین نمونه

 ( نانومتر قرائت کنید.۶۳۰ا ب ۵7۰اختلاف بین ) ۵۹۳در طول موج   قهیدق ۵ها را پس از نمونه یجذب نور و ردهرا اضافه ک

 باشد.درجه سانتیگراد می ۵۰تا  ۳۵ن در دمای بیدقیقه  ۳۰های گیاهی زمان انکباسیون در مورد نمونه 

  محاسبات:( ۵

اکسل،  همچونافزارهای آماری با استفاده از نرم
های مختلف را به نمودار منحنی استاندارد غلظت

دست آورده و با توجه به فرمول خط ظرفیت 
 اکسیدانتی تام را محاسبه نمائید. آنتی

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

y=Ax+B 
y : نوری استانداردجذب 
A : این عدد برابر با مقابل شیب خط )مثال در فرمول نمودار

 باشد(می ۱۵۶۶/۰
x:  استانداردغلظت (+2Fe) 
B : باشد(می ۲۴7۵/۰این عدد برابر با مقابل عرض از مبدا )مثال در فرمول نمودار 

 L/+2mmol Fe عبارت است از: ظرفیت آنتی اکسیدانتی تامواحد 

 ها:توصیه( ۶

 ۲۵به دمای محیط )ترجیحاً دمای  ها رامعرف قبل از شروع آزمایش شود و نیم ساعتگراد( نگهداری درجه سانتی ۸-۲در یخچال )دمای  محتویات کیت 
 برسانید.  گراد(درجه سانتی

 ها دیده نشودایی که هیچ کریستالی در معرفد به گونهییقبل از استفاده ورتکس نما تمامی مواد را. 
 شود از هر نمونه و یا استاندارد دوبار توصیه میست یک پژوهشگر نتایج متفاوت از آزمایش مشابه به دست بیاورد. به منظور بهتر شدن نتایج، ممکن ا

 .را به عنوان نتیجه نهایی گزارش کنیدها تکرار انجام گرفته و میانگین آن
  ر هر یک از پارامترها، شود در تغییمصرف کیت نتایج مختلفی را ارائه خواهد داد لذا توصیه میهرگونه تغییر در مخلوط کردن، زمان یا دمای انکوبه و زمان

 منحنی استاندارد جدیدی رسم شود.
 که مقدار جذب نمونه در صورتیOD ها رقیق شده و مجددا سنجش انجام گیرد.بیشتر از بالاترین مقدار استاندارد باشد، نمونه 
  ها اطمینان حاصل کنید.کافی بودن مقدار نمونهقبل از شروع آزمایش، از 
 با  باتیترک نیواکنش در ا نیسرعت پائ لیمدنظر باشد به دل یاهیدر نمونه گ ولیو ت یفنول باتیاگر ترکTPTZ شودینم هیروش توص نیا. 
 دقیقا طبق روش کار مندرج در این پروتکل های مختلف ممکن است حساسیت، محدوده تشخیص و روش کار متفاوتی داشته باشند، لذا آزمایش را کیت

 انجام دهید.
 .محلول و مواد دیگر را جایگزین محلول و مواد و داخل کیت نکرده و تنها از مواد موجود در کیت استفاده کنید 
  شوند.یدر زمان مناسب آماده م هاها، 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. 

y = 0.1566x + 0.2475
R² = 0.9789
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 :یابیعیب( ۷

 مشکل موجوداحتمالات  های پیشنهادیراه حل

 آزمایش سرد بودن بافر دمای بافر باید به دمای اتاق رسیده باشد

عدم کارکرد سنجش یا 
 آزمایش

 شیمراحل آزما بیترت تیعدم رعا دیینما یرویپ قایبه پروتکل موجود مراجعه کرده و دق
 در واکنش نیروبیلیحضور ب سنجش یهااز نمونه نیروب یلیحذف ب

 طول موج نادرست در پلیت ریدر دستگاه را چک نماییدتنظیمات فیلتر 

 زمان خوانش و زمان سنجش تیرعا
 د،یاس کیمانند کافئ یفنول یپل یبا محلول ها TPTZواکنش 

 دیاس کیو تان دیاس کیفرول

 ها با بافر نادرستنمونهسازی آماده 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 را در هنگام نمونه هااگر 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
 نامناسبهای قدیمی یا استفاده 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

 هانگهداری نامناسب معرفاستفاده از کیت منقضی شده و یا  ها را در شرایط مناسب نگهداری نماییدتاریخ انقضای کیت را چک نموده و معرف
 ها در معرض یخقرار گرفتن طولانی مدت معرف آماده کنید به صورت تازهمحلول کار را 

 زمان و درجه حرارت نامناسب انکوباسیون به پروتکل مراجعه کرده و زمان و دمای مناسب انکوباسیون را بررسی نمایید
 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

 منحنی استاندارد غیر خطی
 (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 رقتآمادهبه دستورالعمل 

 خطاهای محاسبات مراجعه به پروتکل، محاسبات را دوباره انجام دهید

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

 نتایج غیر منتظره
 گر باشندها دارای محتویات مداخلهنمونه را بیشتر رقیق نمایید هاامکان نمونهدر صورت 

 باشند پروتئین زیادیها دارای نمونه نمایید( فیلتر 10kDa MWCO centrifugal filter) کیلودالتونی۱۰با فیلتر را  هانمونه
 خواندن نمونه در بالا و یا زیر محدوده خطی قرار گیردها در محدوده خطی آنی غلیظ یا رقیق کرده تا خوانایی هانمونه

 

 
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. دهید.از طریق واتساپ/تلگرام پیام  ۰۹۰۱۴۱۱۴۰۹7است 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 
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