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 تیسم  یر یاندازه گ تیک

 دروژناز یده لاکتات  م یتوسط آنز  یسلول

LDH Assay Kit  

KLDH96 
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به وس  یمرگ سلول به وس  لهیهم  م  لهیآپوپتوز و هم  رخ  ورم  ینکروز  با  نکروز   دهد. 

 آپوپتوز با  کهیشود، در حال یمشخص م یغشا سلول نفوذ پذیری شیو افزا یتوکندر یم

  نظر   شود. بدون در  یاجسام آپوپتوز متصل به غشا شناخته م  جادی مشخص در ا  روند

 وجود ( Cytotoxicity)  یسلول  ت یسم یبررس ی برا یاد یز  یها کی تکن زم،یمکان گرفتن

 .دهد یغشا سلول را مورد سنجش قرار م یر یپذ آنها نفوذ شتری. بدارد

  ی سلول  ب ی آس باشد. هنگام  یم  یسلول  توپلاسمیمحلول در س   (LDH)   دروژنازی ده  لاکتات

تواند    یم   آن  ت یشود که به نوبه خود فعال   یاز غشا سلول عبور کرده و آزاد م  میآنز   نیا

مستق  ت یسم طور  به  را  ا  میسلول  دهد.  همزمان   ت یک  ن ینشان  صورت  روش    از  به 

 ت یفعال   (Ex/Em=540/592 nm) کیفلورومتر   و   (nm 570)طول موج     کیمتر یکالر 

 دینما یم  شیفوق العاده بالا پا ت ی و حساس قی را به صورت دق  میآنز  نیا

 

 اصول کار 
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 نگهداری و حمل: 
 و در محل تاریک به مدت یک سال پایدار است  C˚ 20-در 

 
 مقدار نمونه پیشنهادی 

 مطلوب  حداکثر  نمونه

Cells 5×106 5×105 –1×106 

 
 

 محتویات کیت
 شماره  ماده مقدار/تعداد 
10 mL LDH Assay Buffer  1 

Lyophilized LDH Co-substrate 2 

3 mL PermiSolution 3 

1 PCs Kit Booklet 4 

1 PCs 96-well Clean photometric Plate 5 

در صورت  
 درخواست

96-well Dark fluorometric Plate 6 

 

 اطلاعات کلی و محتویات
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 و چند کاناله  ریست سمپلر متغ

 سرسمپلر مناسب  •

 کشت سلول هیمواد پا •

 ی تر ی ل یلی م1.5  وبیکروتیم •

 کشت سلول )در صورت امکان(  ت یپل  یبرا وژیفیسانتر  •

 RPM 12000دور بالا () وژیفیسانتر  •

 C°  37 یانکوباتور با دما  •

 کیمتر یفلور  اینانومتر و 570با طول موج  Plate Readerدستگاه   •

Ex/Em=540/592 nm 

 : نکته

 . دیقبل از انجام تست کل پروتکل را بخوان •

 شود  یم هی حتما توصPilot) (  یش یانجام پروتکل به صورت آزما •

 موارد مورد نیاز اضافی
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 .دی را آماده کن  ریموارد ز  نمونه یپس از آماده ساز - 

 .اتاق گرم شوند یهمه محلول ها در دما -

-  Working Buffer  :10    از لیتر  بطری      LDH Assay Bufferمیلی  به  -LDH Coرا 

substrate     50   زانیبه م   تست   . هردی به شدت تکان ده  قهیدق 1اضافه کرده و به مدت  

µL  50   زانی به م  تست   . هردیدار   ازیمحلول ن  ن یاز ا µLی . مقدار د یدار   ازیمحلول ن نیاز ا 

  ی بعد   دفعات  یبرا  ماه  2تا  C˚ 20-  کرده و در دما  یبند  میتقس  ست ی ن  ازیرا که مورد ن

 .دیینما ینگهدار 

  صفحات   پس از کاشت سلول آماده شود. به  working Buffer  شود  یم  هی نکته: توص -

 .دیمراجعه کن شیانجام آزما

-  PermiSolution :باشد  یآماده مصرف م 

 

   آماده سازی کیت
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فعالیت   - که  بیابید چرا  را  نظر  تعداد سلول های مورد  باید   در سلول های LDHابتدا 

 مختلف متفاوت می باشد 

سلول در هر چاهک و به صورت    200.000تا    3125برای اینکار سلول ها را از تعداد   •

 سه تایی در یک پلیت کشت سلول، کشت دهید. 

 
های   • سرم  Backgroundچاهک  با  کشت  محیط  تداخل حاوی  حذف   جهت 

LDH 200داخل سرم می باشد. حجم نهایی در هر چاهک باید µL باشد . 

هر چاهک   • به  یک   PermiSolutionاز  µL 20سپس  مدت  به  و  کرده   اضافه 

 . ساعت در دمای اتاق انکوبه نمایید

جدیدی µL 150سپس   • تمیز  تیوب  به  و  برداشته  سوپرناتانت  چاهک  هر   از 

 سانتریفیوژ کنید. )انتخابی g×400ر دقیقه د5انتقال داده وبه مدت 

• 50 µL    پلیت به  را  حاصل  سوپرناتانت  انتقال 96از  کیت  در  موجود   خانه 

 اضافه کنید   Working Bufferاز µL 50داده و به هر چاهک 

 

)تعیین تعداد سلول(  نحوه انجام آزمایش  
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 نحوه انجام آزمایش )تعیین تعداد سلول( 

 
 دقیقه انکوبه نمایید.   30به مدت    C° 37در ادامه پلیت را در تاریکی و در دمای   •

 جذب را بر اساس روش انتخابی به صورت زیر خوانش نمایید: در ادامه  •

 nm 560-520پلیت شفاف به روش کالریمتری: طول موج  •

 Ex/Em= 540/590 nmپلیت تیره به روش فلورومتری:   •

از تمامی سه چاهک در هر ردیف میانگین بگیرید. سپس میانگین چاهک های   •

Background   را از سایر چاهک ها کم کنید. بدین ترتیب اثر لاکتات دهیدروژناز

 موجود در سرم محیط کشت حذف می شود. 

  RFUو در روش فلورومتری با    1تا     0.2بهترین جذب در روش کالریمتری بین   •

 می باشد.  100000-10000بین 

 غلظت سلولی انتخاب شود که در بالاترین قسمت این طیف قرار می گیرد.   •

 

سلولی نکته:   سمیت  مرحله  در  کاشت  برای  شده  محاسبه  سلولی  غلظت   از 

(Cytotoxicity )  مشخص کردن اثر مواد مداخله بر آن استفاده شودو . 
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 ( Cytotoxicityنحوه انجام آزمایش )

 
  خانه استریل تعداد سلول مناسب که در مرحله قبل پیدا 96ابتدا در یک پلیت   •

در هر چاهک بریزید. از شکل زیر به عنوان نمونه    uL 200کردید حجم نهایی  
محیط اضافه    uL 220به میزان    Backgroundکمک بگیرید. در چاهک های  

 کنید. 

 
 . محاسبه و به چاهک ها اضافه کنیدµL 20ماده مداخله را در حجم نهایی  •
از چاهک هایپ • در هر یک  مداخله،  و  نظر  مورد  زمان  بیشینه " س   "رهایش 

20 µL  ازPermiSolution انکوبه ساعت  یک  اتاق  دمای  در  و  کنید   اضافه 
 .نمایید

جدیµL 150سپس   • تمیز  تیوب  به  و  برداشته  سوپرناتانت  چاهک  هر   دی از 
 ( سانتریفیوژ کنید. )انتخابی g×400دقیقه در 5انتقال داده وبه مدت 

• 50 uL  پلیت  ا به  را  حاصل  سوپرناتانت  انتقال 96ز  کیت  در  موجود   خانه 
 . اضافه کنیدWorking Bufferاز µL 50داده و به هر چاهک 

دمای   • در  و  تاریکی  در  را  پلیت  ادامه  مدت  C˚ 37در  انکوبه 30به   دقیقه 
 .نمایید
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 ( Cytotoxicityنحوه انجام آزمایش )

  اندازه   ریبر طبق روش ز   یدر ادامه جذب چاهک ها را بر حسب روش انتخاب • 

 گیری نمایید: 

 در ادامه جذب را بر اساس روش انتخابی به صورت زیر خوانش نمایید:  •

 nm 560-520پلیت شفاف به روش کالریمتری: طول موج  •

 Ex/Em= 540/590 nmپلیت تیره به روش فلورومتری:   •

از تمامی سه چاهک در هر ردیف میانگین بگیرید. سپس میانگین چاهک   •

 را از سایر چاهک ها کم کنید.   Backgroundهای 

 سمیت سلولی را از فرمول زیر محاسبه نمایید: •

%Cytotoxicity= 
(جذب  رهایش خود به  خودی )−(جذب  ماده  تست )

(جذب  رهایش خود به  خودی )−(جذب  رهایش بیشینه )
  × 100 
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 نمونه تست 
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 یادداشت 
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