
  گیري کمی مالون دي آلدهیدکیت اندازه

MDA quantitation kit)(

)Cat-No: S1174-100□, S1174-200 □(

  مقدمه) الف

هاي آسیب سلولی در جانوران و گیاهان پراکسیداسیون  یکی از مکانیسم

هاي بسیار ناپایداري از  پراکسیدهاي لیپیدي شاخص. باشد لیپیدي می

-باشد که با تجزیه به ترکیبات واکنش ها میاسترس اکسیداتیو در سلول

) HNE-4(وننال ئهیدروکسی ن-4و  (MDA)آلدهید  پذیري مثل مالون دي

بواسطه انواع فاکتورهاي  in vitroاکسیداسیون لیپیدها در . شوند تبدیل می

ها یا پیري رخ  در اثر بسیاري از بیماري  in vivoپرواکسیدانت و در 

یی پراکسیداسیون لیپیدي یکی از روشهاي سنجش محصول نها. دهد می

هاي آلدهیدي فوق به  فراورده. باشد مقبول براي اثبات آسیب اکسیداتیو می

  . اند عنوان مارکرهاي استرس اکسیداتیو پذیرفته شده

یک سنجش رایج براي  TBARS)(پذیر با تیوباربیتوریک اسیدمواد واکنش

تکل حاضر یک روش ساده وپر. باشد نشان دادن پراکسیداسیون لیپیدي می

هاي دارویی، غذایی، انسانی، جانوري و گیاهی  و سریع در بررسی نمونه

با تیوباربیتوریک اسید  1:2با نسبت  MDAاز نظر مکانیسمی . باشد می

  ). 1شکل (شود  ترکیب می

تشکیل  TBAها با  موجود در نمونه MDAاز واکنش   MDA-TBAترکیب

سطح و . گیري کرد آن را با اسپکتروفتومتر اندازه توان مقدار شود و می می

  .تعیین کرد MDAتوان از طریق استاندارد  را می TBARSمقدار 

آزاد شده شرایط  هاي اطلاعات وسیعی از فعالیت رادیکال TBARSآزمون 

ها و آنتی اکسیدانت بدست  ها و اثرات پراکسیدانت مختلف از قبیل بیماري

 MDAبراي ترکیبات دیگري غیر از  TBARSاگرچه اختصاصیت. دهد می

بحث برانگیز است اما این روش براي نمایش پراکسیداسیون لیپیدي یک 

لیپیدهاي داراي اسیدهاي چرب غیر اشباع . روش پذیرفته شده است

گر محلول موجود  مداخله TBARS. کنند بیشتري تولید می TBARSمقادیر 

به حداقل ها توسط اسیدها  پوپروتئینتوان با رسوب دادن لی را می ،در نمونه

  .رساند

پذیر با  هاي بیولوژیکی ممکن است داراي مخلوط از مواد واکنش نمونه

. مثل هیدروپراکسیدها و آلدهید داشته باشند (TBARS)اسید تیوباربیتوریک 

تري  هاي اختصاصی بالایی به دست آمد باید سنجش TBARSهرگاه مقادیر 

  .ته شودبکار گرف HPLCاز قبیل 

کیت شرکت آرسام فرا زیست یک سیستم ساده، تکرار پذیر و ارزان 

هاي ادرار، پلاسما،  قیمت براي بررسی پراکسیداسیون لیپیدي در نمونه

هاي غذایی مثل کباب، و حتی نمونههموژنات بافتی  ،سرم، لیزات سلولی

ارد همچنین کیت حاضر داراي استاند. باشد میها کردنیچیپس و سایر سرخ

MDA باشد به عنوان کنترل مثبت می.  

  اساس آزمون ) ب

هاي   نمونه MDAگیري  یک روش کمی مستقیم در اندازه TBARSآزمون 

ابتدا با  MDAو استانداردهاي  MDAهاي داراي  نمونه. باشد زیستی می

TBA   در°C95 ها و  بعد از چند دقیقه انکوباسیون، نمونه. دهند واکنش می

. توان توسط اسپکتروفتومتر یا فلوریمتر سنجش کرد را می استانداردها

توان با مقایسه آن با منحنی استاندارد  هاي مجهول را می نمونه  MDAمقدار 

MDA  تعیین کرد.  

  محتویات کیت ) ج

براي  مقدار  نام ماده یا معرف  ردیف

  سنجش 100

 200براي  مقدار

  سنجش

  MDA )mM1(  ml1  ml1استاندارد  1

  ml50  ml100  وباربیتوریک اسید تی  2

  BHT100X  ml5/0  ml1محلول   3

  ml50  ml100بافر لیز  4

5  TCA  ml 25  ml 50  

22کووت پلاستیکی  6

  

  شده استدر کیت گنجانده ن موادي که

، پلاسما، سرم، ادرار، لیزات MDAهاي مجهول داراي  نمونه-1

سلولی یا بافتی 

میکروتیوب و سانتریفیوژ -2

هیتربلاك، انکوباتور یا حمام آب گرم-3

4-n- بوتانول

چاهکی 96پلیت ته صاف -5

میکروپلیت ریدر یا اسپکتروفتومتر-6

فلوریمتر یا میکروپلیت ریدر فلوریمتر داراي توانایی تصحیح -7

  590و خوانش نشر  540در طول موج 

  نگهداري کیت) د

°در MDAبجز استاندارد تمامی محتویات کیت  C4 دنگهداري شو. 

  .نگهداري شود -20در  MDAاستاندارد 



2

  ها آماده سازي معرف) ه

به هر X1را در غلظت نهایی  BHTاکسیدانت آنتی 1X BHT :محلول

نمونه بیافزایید تا از اکسیداسیون بیشتر نمونه ها در طی آماده سازي و 

کافی است  نمونهml 1براي تهیه براي مثال . جلوگیري شود TBAواکنش 

µl10 ز محلول اX100 شود و به نمونه افزوده برداشته.

  نمونهآماده سازي ) و

 - C°80ها باید بلافاصله بعد از تهیه سنجش شوند یا اینکه در  تمامی نمونه

  .دنشو نگهداريماه  1-2بمدت 

تداخل ایجاد  MDAبه دلیل اینکه هموگلوبین با آزمون  :نمونه بافتی- 1

 1Xداراي  بافر لیزنمونه بافت را در . اشدکند بافت باید عاري از خون ب می

BHT در حجم نهایی گرم را 2/0براي مثال : وزنی حجمی% 20(حل کنید

ml1 بافت را بر روي یخ هموژن نموده و بمدت . )در بافر لیز هموژن کنید

. سانتریفیوژ کرده و سوپرناتانت را جمع آوري کنید g14000دقیقه در  5

-اندازه MDAیا  TBARSستقیماً براي تعیین مقدار توان م سوپرناتانت را می

توسط  تعیین غلظت پروتئینرا براي )µl10(گیري کرد و مقداري از آن 

  .استفاده کردروش برادفورد یا لوري

به منظور کاهش هموگلوبین و تداخل ناشی از آن نمونه  :نمونه پلاسما- 2

به آن افزوده  1X BHTسپس . پلاسما بلافاصله بعد از اخذ خون جدا شود

توان مستقیماً  نمونه پلاسما را می. شود تا دچار اکسیداسیون اضافی نشود

  . فرایند خاصی قرار گیرد سنجش کردبدون اینکه تحت 

10سلولها را به مقدار  :نمونه سلول- 3
7

سلول در هر میلی لیتر در  2-1× 

ن کنید و بر روي یخ سونیکه یا هموژحل کرده و  1X BHTداراي  بافر لیز

دقیقه مایع رویی را براي  5به مدت  g14000بعد از سانتریفیوژ در 

  .آوري نماییدسنجش جمع

به  g14000به منظور حذف ذرات نامحلول ادرار را در  :نمونه ادرار- 4

دقیقه سانتریفیوژ کرده و سوپرناتانت را مستقیماً براي سنجش  5مدت 

MDA استفاده کنید.  

  استاندارد نمونهآماده سازي ) ز

در  ٠- Mµ200در محدوده غلظتی  MDAبا رقیق سازي سریالی استاندارد 

در  را مطابق جدول زیر MDAآب دوبار تقطیر یا دیونیزه استانداردهاي 

  .باشدمی منفییا کنترل  بلانک 10لوله شماره  .تهیه کنید هامیکروتیوب

.تهیه کنیدتکرار  2شود استانداردها را با  توصیه می :نکته

  

  MDAاستاندارد 

(µM)

  آب

(µl)

MDAاستاندارد 

(µl)

  استاندارد

200  800  200  1  

100  500  µl500  2  1از لوله شماره  

50  500  µl500  3  2از لوله شماره  

25  500  µl500  34از لوله شماره  

50/12  500  µl500  45از لوله شماره  

25/6  500  µl500  56از لوله شماره  

13/3  500  µl500  67از لوله شماره  

56/1  500  µl500  78از لوله شماره  

78/0  500  µl500  89از لوله شماره  

0  500  010  

  

  روش سنجش ) ح

lµ250هاي فوق، استاندارد هاي مجهول ونمونه از µl500به  )1

TCAاضافه نمایید.  

-یه معرفدر صورتی که حجم نمونه کم باشد به همان میزان بق: نکته

.ها را کم نمایید

دقیقه انکوبه کنید و  10به مدت  C°95ها را در دماي  میکروتیوب) 2

سانتریفیوژ  g14000در دقیقه  10به مدت پس از سرد کردن 

  .نمایید

3 (µl500  از مایع رویی را برداشته و بر روي آنµl500  محلول

TBA  دماي در دقیقه  45الی  30بیفزایید و آنها را به مدتC°95 

  .انکوبه کنید

gدر دقیقه  10به مدت ها را پس از سرد کردن میکروتیوب) 4

  .سانتریفیوژ نمایید 14000

 nm532را در طول موج  هاي مجهولو نمونه هاي استانداردنمونه) 5

  .قرائت نماییدو یا میکروپلیت ریدر توسط اسپکتروفتومتر 

انعت از تداخل هموگلوبین براي مم: جداسازي توسط بوتانول: 1نکته 

.شود با مشتقات آن جداسازي توسط بوتانول توصیه می

به میکروتیوب دیگر ریخته  4از مایع رویی مرحله  lµ600)الف

دقیقه  1-2بوتانول روي آن افزوده شود و بعد از - lµ600nشود و 

  .دقیقه سانتریفیوژ شود 5به مدت  g14000ورتکس در دور 

  .آوري کنید ول را براي آنالیزهاي بعدي جمعفراکشن بوتان )ب



براي خوانش توسط اسپکتروفتومتر از کووت پلاستیکی یا :2نکته 

  .اي استفاده شودشیشه

ریدر کافی است براي خوانش توسط دستگاه میکروپلیت :3نکته 

فوق را به میکروپلیت منتقل کنید  نهایی هايمیکرولیتر از حجم 200

  ).Scale down(مراحل مختلف را به نسبت کم کنید و یا اینکه مقادیر 

و  nm540براي اندازه گیري فلوریمتر از طول موج تهییجی :4نکته 

.استفاده شود nm590طول موج نشري 

  تفسیر نتایج ) ط

منحنی میکروپلیت ریدر و یا اسپکتروفتومتر ها توسط  بعد از اخذ داده) 1

سپس با به دست . زیر ترسیم کنیدصورت ه بExcelدر برنامه را استاندارد 

هاي  جذب نمونه xو معادله آن خط، مقدار ) trendline(آوردن خط برازش 

  .بدست آورید y = ax+bمورد مطالعه را از معادله خط ساده 

nmol/mg prیا  M/mg prµبر حسب  MDAبراي بدست آوردن مقدار ) 2

مقدار پروتئین . ماییدمقدار هر نمونه را به مقدار پروتئینی آن تقسیم ن

  .باشدتوسط روش برادفورد یا لوري قابل برآورد می
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