
  کیت سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز

)Catalase Assay Kit(  

)Cat-No: SK1193(  

  مقدمه) الف

یک آنتی اکسیدانت آنزیمی است که در اکثر سلولهاي هوازي وجود )EC 1.11.1.6; 2H2O2oxidoreductase(آنزیم کاتالاز 

این آنزیم مسئول تجزیه پراکسید هیدروژن، گونه فعال اکسیژنی که محصول متابولیسم طبیعی سلول و فرایندهاي پاتوژنی می . دارد

هایی با علاوه بر این، این آنزیم فعالیت پراکسیدازي نیز دارد که در آن از الکل. باشدباشد، به اکسیژن ملکولی و دو ملکول آب می

از اینرو، الکل هاي آلیفاتیک به عنوان سوبستراي ویژه آنزیم کاتالاز . میتواند به عنوان دهنده الکترون استفاده کندوزن ملکولی پایین 

  .کنند در حالیکه سایر آنزیم هاي پراکسیدازي نمی توانند از این سوبستراها استفاده کنندعمل می

  اساس سنجش کیت) ب

. شودا زیست از عملکرد پراکسیدازي کاتالاز براي تعیین فعالیت آنزیم استفاده میدر کیت سنجش فعالیت کاتالاز شرکت آرسام فر

فرمالدهید تولید شده در این واکنش با . این روش بر پایه واکنش آنزیم با متانول در غلظت مناسبی از پراکسید هیدروژن می باشد

دهد که طی هتروسیکل را تشکیل می دهید، حلقهبا فرمال) پرپالد(نمعرف کروموژ. شودروش رنگ سنجی اندازه گیري می

  .اکسیداسیون از حالت بیرنگ به رنگ بنفش تغییر می یابد

  .این کیت را می توان براي اندازه گیري فعالیت کاتالاز در نمونه هاي پلاسما، سرم، لیزات گلبول قرمز، بافت و سلول به کار برد

  U2: میزان حساسیت کیت موجود

  محتویات کیت) ج

توضیحات   ردیف  نام ماده  حجم

100 ml   PBS(  1(بافر فسفات 

50 ml   Lysis Buffer(  2(بافر لیز

50 ml   Reaction buffer(  3(واکنش بافر 

5x1 ml 6تا 1محلول هاي استاندارد  4  

با احتیاط مصرف شود  ml20 )KIO4(پتاسیم پریدات  5  

.سوزش آور است. با احتیاط مصرف شود 18 ml  Chromogen(حلال معرف 

solvent (  

6  

میلی لیتر حلال معرف حل نموده و پس از  18محتویات معرف را در 

  .نگهداري نمایید ⁰C 20-حل کردن، الیکوت نموده و در 

90 mg  Chromogen(معرف کروموژن 

Reagent(  

7  

 964میکرولیتر از محلول پراکسید هیدروژن غلیظ را با  36

سپس جهت تهیه استوك کاري . میکرولیتر بافر نمونه مخلوط نمایید

میکرولیتر از آن را در یک میکروتیوب ریخته  10پراکسید هیدروژن، 

این محلول بایستی قبل . میکرولیتر بافر نمونه مخلوط نمایید 990و با 

. دداز استفاده تهیه گر

1 ml پراکسید هیدروژن غلیظ

)H2O2(  

8  

20 ml   Methanol(  9(متانول

20 ml   KOH(  10(هیدروکسید پتاسیم 



  نگهداري کیت) د

°تمامی محتویات کیت بجز معرف کروموژن در  C4 نگهداري شود -20در معرف کروموژن . نگهداري شود.  

  سازي نمونه  آماده) ه

هاي سرمی، پلاسمایی و اما نمونه. هاي سلولی و بافتی باید قبل از سنجش هموژنیزاسیون انجام شودنمونهبراي سنجش فعالیت کاتالاز 

  . توان بعد از تعیین غلظت پروتئین مستقیماً براي سنجش به کار بردیا مایعات بدن را می

تهیه لیزات سلولی-1

10
6

لت سلولی را درشسته و بعد از حذف آن، پِ PBSسلول را جمع آوري کرده و با  
°C80 - تا زمان استفاده نگهداري کنید .

ها را با پیپت کردن کاملا حل کرده و به  از بافر لیز را به پلت سلولی اضافه نمائید و سلول  µl100 -50براي تهیه لیزات سلولی

دقیقه با  5سرانجام به مدت . ثانیه ورتکس نمایید 15دقیقه یکبار به مدت  10دقیقه در روي یخ قرار دهید و هر  30مدت 

. یی را براي سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز جمع آوري کنیدآن را سانتریفیوژ کرده و مایع رو )rpm)13000حداکثر دور 

  .مقداري از مایع رویی را براي تعیین غلظت پروتئینی آن توسط روش برادفورد یا لوري اختصاص دهید

تهیه هموژنات بافتی -2

ر لیز هموژن کرده لیتر بافاز بافت را در یک میلی mg200. شسته شود تا سلولهاي خونی حذف شوند PBSبافت باید کاملا با 

دقیقه در میکروسانتریفیوژ یخچال دار با سرعت حداکثر سانتریفیوژ کنید و مایع رویی را براي  5و به مدت 

مقداري از مایع رویی را براي تعیین غلظت پروتئینی آن توسط روش برادفورد یا لوري . سنجشفعالیتآنزیمکاتالازجمع آوري کنید

  .اختصاص دهید

  استاندارد ترسیم نمودار) و

) میکرومولار 160تا  10(هاي موجود در کیت هاي معلوم استانداردمیکرولیتر از غلظت 50براي رسم نمودار استاندارد مقدار 

-نمونه هاي استاندارد بر علیه غلظت nm550سپس مقدار جذب . برداشته و مطابق روش گفته شده در بخش زیر عمل شود

  .ترسیم شود به صورت زیر هاي معلوم

  

y = 0.008x + 0.044
R² = 0.992
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  نمونهسنجش فعالیت آنزیمی  -ز

  روش کار

جدول  8ردیف (H2O2میکرولیتر استوك کاري  30میکرولیتر متانول و  150را با  بافر واکنشمیکرولیتر  1.200

.در یک میکروتیوب ریخته و به آرامی تکان دهید) محتویات کیت

دقیقه  20، به مدت کردنو پس از مخلوط  اضافه نموده هر میکروتیوبمحلول استاندارد را به / میکرولیتر نمونه 2.50

.استفاده نمایید واکنشمیکرولیتر بافر  50براي نمونه شاهد، از . دور از نور انکوبه نمایید

میکرولیتر  150سپس بلافاصله، . میکرولیتر محلول هیدروکسید پتاسیم را اضافه نمایید 150براي خاتمه واکنش، .3

.میکروتیوب افزوده و ورتکس نمایید معرف کروموژن را به هر

 gدقیقه در دور  10و به مدت  افزودهمیکرولیتر پتاسیم پریدات را به نمونه ها  150دقیقه انکوباسیون،  10پس از .4

.سانتریفیوژ نمایید 10000

  . نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتري خوانش نمایید 550در نهایت جذب نمونه ها را در  .5

  

در صورتیکه از الایزا ریدر استفاده می . باشد مقادیر ذکر شده در فوق براي روش لوله آزمایش و خوانش با اسپکتروفتومتر می :نکته

  ).یک چهارم مقادیر فوق استفاده شود(شود مقادیر فوق به نسبت یکسان کم شود 

  

  محاسبه) ح

با . استاندارد محاسبه نمایید نمودارغلظت فرمالدهید تشکیل شده در نمونه ها را بر حسب میکرومولار با استفاده از معادله خط ، ابتدا

، نهایتدر . آیدبه دست می) غلظت فرمالدهید(X،در معادله خط نمودار استاندارد Yجاي ه جایگزینی عدد جذب بدست آمده ب

  .آیدمیبدست  Uبر حسب کمک معادله زیر بهفعالیت آنزیم

ݐܽܽܥ ݈ܽ 	ݏ݁
U :شود که تشکیل یک نانومول فرمالدهید را در یک دقیقه کاتالیز نمایدهر واحد آنزیمی به مقدار آنزیمی گفته می.  

باشد ضریب رقت در این می میکرولیتر 430واکنشنمونه استفاده شده است و حجم  µl50که درروش کار کیت حاضر  آنجایی از

  .باشدمی 6/8کیت 

نرمال سازي شود کافی است عدد بدست آمده در فوق به غلظت  ،چنانچه لازم باشد فعالیت آنزیم نسبت به پروتئین کل نمونه: نکته

  .شودبیان  )U/mg(گرم پروتیئن بر میلی یک واحد آنزیمیبر حسب  پروتئین کل نمونه تقسیم و 


