
)لوريروش (کیت سنجش غلظت پروتئین 

Lowry Protein Assay Kit

  مقدمه) الف

هاي اندازه گیري غلظت پروتئین تام در یک محلول است که در سال روش لوري یکی از متداولترین و قدیمی ترین روش

و  و معرف ها ،روش لوري مشابه روش بیوره بوده، با این تفاوت که مراحل. لوري ارایه گردیده استتوسط الیور  1951

این روش ابتدا در محیط قلیایی، پروتئین با سولفات مس و تارتارات  در. حساسیت تشخیصی روش لوري بیشتر است

به همراه زنجیره  تشکیل شده در مرحله بعد، کمپلکس. واکنش داده و کمپلکسی را با چهار پیوند پپتیدي تشکیل می دهد

)  فوتنگستیک اسیدفس/فسفومولبیدیک(ي سیستئین با معرف فولین ودجانبی اسیدهاي آمینه تیروزین، تریپتوفان و تاحد

حد تشخیص روش لوري . می گرددنانومتر  750و  650واکنش داده و باعث احیاي آن و تولید رنگ آبی تیره در محدوده 

  .میکروگرم می باشد 5-100بین 

یونهاي . مانند سایر روش هاي سنجش غلطت پروتئینی، تغییر رنگ حاصله تحت تاثیر ترکیبات موجود در بافر نمونه است

و کربوهیدراتها از عوامل مداخله  ، غلظت بالاي دترجنت ها، عوامل احیا کنندهEDTA ،Tris-HClسیم، منیزیم، آمونیوم،پتا

  . شوندگر با روش لوري محسوب می

غلظت پروتئین عموما به کمک استانداردهاي متداول پروتئینی تعیین و گزارش می شود در این کیت از آلبومین سرمی 

با غلظت هاي  معلوم ترسیم می  BSAمنحنی سري رقت هاي . ین استاندارد استفاده شده استئوان پروتبه عن) BSA(گاو 

  . ندارد مشخص می گردداگردد سپس غلظت پروتئین مجهول بر اساس منحنی است

  محتویات کیت ) ب

توضیحات واکنش 100   ردیف  نام ماده 

ml20  ماده مصرفآ Aمحلول  1

آماده مصرف ml2 Bمحلول  2

میلی لیتر آب  5/7میلی لیتر از معرف فولین را با  5/0براي تهیه محلول کاري، 

این محلول  بایستی تازه تهیه شده و دور از نور . دوبار تقطیر مخلوط نمایید

  . نگهداري گردد

ml4 معرف فولین 3

آب دو بار  ml5محتویات ویال را در  mg/ml1  BSAبراي تهیه غلظت 

  .تقطیرحل نموده و استوك نمایید

mg5  4  آلبومین سرم گاوي

  

  نگهداري ) ج

  .گرددنگهداري  در یخچال) -BSA)20بجز  محتویات کیت



  ترسیم منحنی استاندارد) د

  پروتکل لوله آزمایش ) 1

یک به ده ) mg/ml1(از غلظت استوك فوق بدین منظور کافی است . تهیه کنید  BSAمحلول استاندارد  mg/ml 1/0ابتدا غلظت

  .اي مقادیر زیر را تهیه کنیدآزمایش شیشهسپس بر اساس جدول زیر در میکروتیوب یا لوله .رقت سازي نمایید

  

.دقیقه انکوبه نمایید 10به مدت  C55◦افزوده و در  Aمحلول  µl180هاي فوق به هر یک از نمونه-

.دقیقه در دماي اتاق انکوبه نمایید 10ها اضافه نموده و به هر یک از نمونه Bاز محلول  µl20ها بعد از سرد کردن لوله-

نانومتر  650دقیقه جذب آنها را در طول موج  10ها اضافه کرده و پس از کاري به نمونه معرف فولین µl600سپس-

.قرائت نمایید

  .هاي فوق حداقل دو تکرار انجام شودشود براي هر یک از غلظتتوصیه می: نکته

  

  میکروپلیتپروتکل -2

  زیر عمل شودبراي ترسیم منحنی استاندارد به روش میکروپلیت به صورت 

  

.دقیقه انکوبه نمایید 10به مدت  C55◦افزوده و در  Aمحلول  µl45هاي فوق به هر یک از نمونه-

.دقیقه در دماي اتاق انکوبه نمایید 10ها اضافه نموده و به هر یک از نمونه Bاز محلول  µl5ها سرد کردن لولهبعد از -

نانومتر  650دقیقه جذب آنها را در طول موج  10ها اضافه کرده و پس از معرف فولین کاري به نمونه µl150سپس -

  .قرائت نمایید

  

غلظت ) بلانک(1009080706050403020100

BSA(µg/ml)نهایی

020406080100120140160180200ddH2O (µl)  

200180160140120100806040200BSA (µl)  

غلظت ) بلانک(1009080706050403020100

BSA(µg/ml)نهایی

05101520253035404550ddH2O (µl)  

50454035302520151050BSA (µl)  



  سنجش نمونه روش کار) ه

  .در جدول زیر آورده شده است اما مشروح آن در ادامه بیان شده استخلاصه روش کار 

    بلانک  نمونه

  آب دوبار تقطیر  200  150

نمونه  0  50

Aمحلول   180  180

  دقیقه 10به مدت  C55◦انکوباسیون  در 

Bمحلول   20  20

  دقیقه 10انکوباسیون در دماي اتاق به مدت 

  معرف کاري فولین  600  600

  دقیقه 10به مدت  C55◦انکوباسیون در 

  

رسانده، و  µl200آب دوبار تقطیر به حجم  میکرولیتر از هر نمونه سلولی را با 50ها، مقدار  براي تعیین غلظت پروتئین در نمونه-

  .انکوبه نمایید C55◦دقیقه در حمام 10به مدت  Aمیکرولیتر محلول 180پس از افزودن

 10را به هر لوله اضافه و به مدت  Bمیکرولیتر از محلول  20هاي مرحله قبل در دماي آزمایشگاه، مقدار  بعد از سرد کردن نمونه -

  .انکوبه کنیددقیقه در دماي آزمایشگاه 

  .کوبه شوداندقیقه  10گراد به مدت  درجه سانتی 55را به هر نمونه اضافه و در دماي  Cمیکرولیتر از محلول  600مقدار  -

  . دنانومتر قرائت گرد 650در طول موج را ها نمونهبعد از سرد کردن ، میزان جذب  -

  . میکرولیتر آب دوبار تقطیر استفاده شود 200تمامی موارد ذکر شده در بالا انجام شود و تنها به جاي نمونه، براي بلانک : 1نکته 

  

ت نهایی پروتئین از روي عدد جذبظمحاسبه غل)و 

با ترسیم مقادیر استاندارد بر علیه عدد . شوداستفاده  BSAبه منظور بدست آوردن غلظت پروتئین هر نمونه از منحنی استاندارد 

، معادله خط و  ضریب رگرسیون را )Trendline(بعد از ترسیم نمودار، برازش خطی . آیدجذب آنها منحنی استاندارد به دست می

در کیت (را محاسبه نموده و آنرا به ضریب رقت  Xمقدار  Yبا جایگزینی عدد جذب به جاي  .اوریددست بینیز بر روي نمودار به

  . می باشد µg/mlواحد غلظت پروتئین . ضرب نمایید) 4حاضر عدد 

  : نکات

  .خوانده شودشود با همان دستگاه جذب نمونه مجهول توجه شود با هر دستگاهی که نمونه هاي منحنی استاندارد قرائت می) 1



  .نباشد/. 8توجه شود که جذب نمونه هاي استاندارد بیشتر از عدد ) 2

باشد حجم پروتئین براي سنجش، کمتر انتخاب شود یا رقیق /. 8در صورتیکه مقدار جذب نمونه پروتئینی مجهول بیشتر از عدد ) 3

  .شود

در صورتیکه با . تواند باشدمی µl20میکروپلیت تا و در روش  µl50حجم پروتئین براي سنجش در روش لوله آزمایش تا ) 4

  .شد، مقادیر کم شود/. 8مقادیر فوق جذب بیشتر از 
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