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  زدايي در سنجشهاي پروتئينمقايسه روش
 به روش گريس  نيتريك اكسايد سرمي

 **دكتر عليرضا عسگري ،**باطن دكتر علي خوش،*حامد بياباني ،*دكتر مهدي هدايتي ،*اصغر قاسميدكتر 

 
  بهشتيدانشگاه علوم پزشكي شهيد ، مركز تحقيقات غدد درون ريز و متابوليسم *

  )عج(گروه فيزيولوژي و بيوفيزيك، دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله**

  چكيده
گيري اخيرا توجه زيادي به اندازه. اكسايد در بسياري از فرآيندهاي فيزيولوژيك و پاتولوژيك نقش داردنيتريك :سابقه و هدف

اكسايد سرمي را طبق گيري نيتريكان و سريع براي اندازهما در مطالعه قبلي روشي ساده، ارز. اكسايد سرمي معطوف شده استنيتريك
 در ،اكسايد سرمي با روش گريس ضروري استها براي سنجش نيتريكزدايي نمونه كه پروتئينيياز آنجا. واكنش گريس ارزيابي كرديم

 .ر گرفتزدايي سرم براي سنجش نيتريك اكسايد سرمي مورد بررسي قراهاي مختلف پروتئيناين مطالعه روش
، TCA ،PCA، استونيتريل، اتراتيلدي/متانل، سولفات روي، اتانل، متانلزدايي شامل استفاده از ده روش پروتئين: بررسي روش

 نمونه سرم انساني مورد بررسي قرار گرفت و نتايج سنجش 42 دالتوني، روي 10000  و فيلترسولفات آمونيوم  و تنگستات سديم
 نمونه سرمي 60همچنين ميزان نيتريك اكسايد در . هاي مختلف با روش فيلتر به عنوان مرجع مقايسه شداكسايد در روشنيتريك

  .تهيه شده از افراد بالغ داوطلب سنجش گرديد
 و تنگستات سديم، TCA ،PCA، استونيتريل، اتراتيلدي /متانل، سولفات روي، اتانل، متانلدهي با ضريب همبستگي رسوب: هايافته
متانل، اتانل و .  بود>001/0P با 78/0و . /53، 93/0، 85/0، 88/0، 79/0، 91/0، 92/0، 84/0 با روش فيلتر به ترتيب ات آمونيومسولف
اكسايد سبب تخمين كمتر از حد نيتريكآمونيوم سولفات و سديمتنگستات، TCA ،PCAاتر سبب تخمين بيش از حد و اتيلدي /متانل

 خطاي معيار ±نتايج سنجش نيتريك اكسايد در سرم افراد بالغ داراي توزيع نرمال با ميانگين . نددر شسرمي در مقايسه با فيلت
 . ميكرومول در ليتر  بود3/1±33

اكسايد هاي سرمي جهت سنجش نيتريكزدايي نمونههاي متفاوتي جهت پروتئيناگر چه در مطالعات مختلف از روش: گيرينتيجه
 . باشدانتخابرسد استفاده از سولفات روي بهترين ايج حاصل از اين مطالعه به نظر ميشود، طبق نتاستفاده مي

  .زدايي، واكنش گريس، سرماكسايد، پروتئيننيتريك :واژگان كليدي
 

  1مقدمه
گيـري  ، انـدازه  اكـسايد   نيتريـك  عمـر بودن نيمـه  دليل كوتاه به

 بـا   گيـري آن   لذا انـدازه   ،)1،2(  نسبتا مشكل است   آنمستقيم  
هـاي پايـدارش يعنـي نيتريـت و نيتـرات       استفاده از متابوليـت   

ده  از بـرون   ياطميناناين سنجش تخمين قابل   . گيردصورت مي 
                                                 

، مركز تحقيقـات غـدد درون ريـز و          دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي    تهران،  : آدرس نويسنده مسئول  
  )email: Ghasemi@erc.ac.ir (تابوليسم، دكتر اصغر قاسميم

  24/8/1385: تاريخ دريافت مقاله
  17/2/1386 :تاريخ پذيرش مقاله

ــك ــيط نيتري ــسايد در مح ــي in vivoاك ــراهم م ).  2(آورد  ف
زا و سـطوح    اكـسايد درون  همبستگي بالايي بين توليد نيتريك    

رار گـزارش شـده     در سرم، پلاسما و اد    ) NOx(نيترات  / نيتريت
ها گيري اين آنيون  ترين روش اندازه  ترين و رايج  ساده). 3(است  

. باشـد مي) Griess(سنجي بر مبناي واكنش گريس      روش رنگ 
ــشكيل رنـــگ از دي  ــنش تـ ــيون اســـاس ايـــن واكـ آزوتاسـ

)diazotization (         يك سولفاناميد به كمك نيتريـت در محـيط
روماتيـك مثـل    اسيدي و سپس كنژوگاسيون آن با يك آمين آ        
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NEDD  (N-1-(naphthyl)ethylenediamine)دلايلي . باشدمي
قيمـت، امكـان    نياز به ابـزار گـران     مانند ساده بودن روش، عدم    

انجام آزمون توسط آناليزورهـاي خودكـار، قابليـت اسـتفاده از            
هاي مختلف مانند محيط كـشت، سـرم، پلاسـما، ادرار و            نمونه

گسترده اين روش شده اسـت      مايع مغزي نخاعي سبب كاربرد      
دليل تداخل كدورت ناشي از رسـوب پـروتئين، مرحلـه           به). 2(

هاي سرمي و پلاسـمايي در واكـنش        زدايي براي نمونه  پروتئين
از   NOxگيــري بــراي انــدازه). 1،4،5(گــريس ضــروري اســت 

زدايـي سـرم اسـتفاده شـده        هاي مختلفي جهت پروتئين   روش
ــر نمــودن ســرم توســط في . اســت  10و ) 2 (30لترهــاي فيلت

هاي سـرم ضـمن   كه سبب جدا شدن پروتئين   ) 6(كيلودالتوني  
، )2،7(گردد، اضافه نمـودن اتانـل        از اين فيلترها مي    ژسانتريفو

بـه  ) 4،5(و سـولفات روي  ) 2،4( اتـر اتيـل دي/ تركيـب متانـل  
هاي رايج براي منظور فوق محـسوب       هاي سرمي از روش   نمونه
زدايي هاي مختلف پروتئين  اده از روش  رغم استف علي. گردندمي

اي جهـت   اكـسايد سـرمي هنـوز مطالعـه       براي سنجش نيتريك  
. زدايي صورت نگرفته اسـت    اي مختلف پروتئين  همقايسه روش 

زدايـي در   هاي مختلف پروتئين  هدف اين مطالعه مقايسه روش    
  .باشداكسايد سرمي طبق واكنش گريس ميسنجش نيتريك

  

  مواد و روشها
ــولاز  ، NEDD: N-1-(naphthyl)ethylenediamineفاناميد، س

  روي،  اتانــل، اســتونيتريل، ســولفات اســيد فــسفريك، متــانول،
، اسيد پركلرواستيك   )TCA(كلرواستيك  اتر، اسيد تري  اتيلدي

)PCA(         شـركت  سـاخت   ، تنگستات سديم  و سولفات آمونيـوم
 شـركت  سـاخت   Vanadium [III]-chloride ازو) آلمان(مرك 

پليــت اليــزا از شــركت نانــك . اســتفاده شــد) ســويس(فلوكــا 
  .تهيه گرديد) دانمارك(

  دو نمونـه سـرمي از افـراد داوطلـب بـه صـورت اتفـاقي                وچهل
     هــاي متــانول و زدايــي بــا حــلالجهــت پــروتئين. شــدگرفتــه
ــلاســتو ــا 300نيتري   ميكروليتــر از 300 ميكروليتــر از ســرم ب
 200 ،در مـورد اتانـل    ). 8،9(د  هاي مذكور مخلوط گردي ـ   حلال

). 7(حلال مخلوط شد    از   ميكروليتر   400ميكروليتر از نمونه با     
 6 ميكروليتر نمونه بـا      400روي  زدايي با سولفات  براي پروتئين 

براي پـروتئين   ). 5(روي مخلوط گرديد    گرم پودر سولفات  ميلي
ــل   ــوط متان ــط مخل ــي توس ــلدي /زداي ــر و اتي  TCA 900ات

 TCA 5و  ) 1 بـه    3( اتـر اتيلدي /ز مخلوط متانول  ميكروليتر ا 
بـراي  ). 1،9( ميكروليتـر نمونـه اضـافه گرديـد          100درصد به   
 بـا نـسبت     PCA نرمـال    6/0 محلـول    PCAزدايـي بـا     پروتئين

ــد    ــوط گردي ــه مخل ــا نمون ــساوي ب ــي م ــورد .)9(حجم  در م

 درصـد تنگـستات     1ليتـر از محلـول       ميلـي  1سـديم   تنگستات
 100به  )  ميلي مولار  67ر اسيد سولفوريك    تهيه شده د  (سديم  

ازاي هـر   در روش ديگـر بـه     ). 9(ميكروليتر سرم اضافه گرديـد      
آمونيوم اضافه شد   گرم پودر سولفات   ميلي 600 ،ليتر نمونه ميلي

     زدايـي توسـط فيلتـر كـه در ايـن مطالعـه             براي پـروتئين  ). 9(
 10 هـا از فيلترهـاي     سـرم  ،عنوان روش مرجع اسـتفاده شـد      به

هـا   نمونه ،در تمام موارد فوق    ).2(كيلودالتوني عبور داده شدند     
 دور در   10000 دقيقـه در     10پس از مخلوط شدن بـه مـدت         

گيـري  ژ شدند و از محلول فوقاني جهت انـدازه          دقيقه سانتريفو 
NOxاستفاده شد  .  

ــه روش  ســنجش نيترِيــك اكــسايد توســط واكــنش گــريس ب
گيـري غلظـت    بـراي انـدازه   . )10(ميكروپليتي انجام پـذيرفت     

تام، در يك ميكروپليـت الايـزا ابتـدا         ) NOx(نيتريت و نيترات    
 100زدايــي شــده، و ســپس  ميكروليتــر ســرم پــروتئين100

) ليترميليدرگرم ميلي III) (8(واناديوم  ميكروليتر محلول كلريد  
 100سـپس   . ها به نيتريـت تبـديل شـوند       اضافه شد تا نيترات   

 افزوده و بـه     NEDDسولفاناميد و   ) 1 به   1(ط  ميكروليتر مخلو 
بعـد از   .  درجه سانتيگراد انكوبه گرديـد     37 دقيقه در    30مدت  

انجام واكنش و تشكيل رنگ، جذب نـوري حاصـل از تـشكيل             
 نـانومتر توسـط دسـتگاه خوانـشگر الايـزا           540ماده رنگـي در     

)Sunrise, Tecan, Austria ( قرائــت گرديــد و بــا اســتفاده از
هـاي  غلظـت . هـا محاسـبه شـد     استاندارد غلظت نمونه  منحني  

ــامل   ــتاندارد شــ ــي اســ  100 و 80، 60، 40، 20، 0منحنــ
  . ميكرومول در ليتر بود

.  خطاي معيار يـا درصـد بيـان شـد          ±صورت ميانگين ها به داده
هـاي مختلـف    براي تعيين ضريب همبستگي بـين نتـايج روش        

مبــستگي ضــريب هاز زدايــي بــا نتــايج روش فيلتــر، پــروتئين
ــبه شــد  ــسه روش. پيرســون محاس ــراي مقاي ــف ب ــاي مختل  ه

صـورت   نمونـه سـرم بـه      42 سـنجش بـر روي       ،زدايـي پروتئين
ــام شــد  ــايي انج ــت . دوت ــرمي متابولي ــاي ســپس ســطح س    ه

 بالغ نمونه تهيه شده از افراد داوطلب     60اكسايد سرمي   نيتريك
از هـا   براي بررسـي نرمـال بـودن توزيـع داده         . شدگيري  اندازه

ــاليز .  اســتفاده شــدKolmogorov-Smirnov آزمــون ــراي آن  ب
  .استفاده شد) 5/11نسخه  (SPSSها از نرم افزار داده
  

  هايافته
  ضــريب همبــستگي پيرســون بــين نتــايج حاصــل از فيلتــر بــا 

  ، رويســولفات، اتانــل، متانــلدهــي توســط هــاي رســوبروش
 گستات سـديم  تن،  TCA  ،PCA،  استونيتريل،  اتراتيلدي /متانل
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، 88/0،  79/0،  91/0،  92/0،  84/0 به ترتيب    سولفات آمونيوم و  
اكسايد نتايج سنجش نيتريك  .   بود 78/0 و   53/0،  93/0،  85/0

زدايي و مقايسه نتـايج حاصـله بـا         هاي مختلف پروتئين  با روش 
ك يزدايي فيلتر به عنوان روش مرجع در جدول         روش پروتئين 

  . آورده شده است
  

زدايي با هاي مختلف پروتئينمبستگي بين روش ه- 1 جدول
 *زدايي توسط فيلترروش پروتئين

  ضريب همبستگي  ‡ميانگين  †ميانگين  زداييروش پروتئين
  پيرسون

  n(  4±49  136  84/0=42(متانل 
  n(  4±52  144  92/0=42(اتانل 

  n(  2±33  92  91/0=42(روي سولفات
  n(  3±40  111  79/0=40( اتراتيلدي/متانل

  n( 3±34  94  88/0=42(استونيتريل 
TCA) 42=n(  3±31  86  85/0  
PCA) 42=n(  2±23  64  93/0  

  n(  3±24  67  53/0=42(سديم تنگستات
  n(  1±10  28  78/0=38(آمونيوم سولفات

  n(  3±36  100  1=42(فيلتر 
  .داري با روش فيلتر مشاهده شدضريب همبستگي معنيدر تمامي موارد فوق * 

 درصد از ميانگين فيلتر ‡  )ميكرومول در ليتر(خطاي معيار ±نميانگي†
  

هـاي  اكـسايد روي نمونـه    گيـري نيتريـك   نتايج حاصل از اندازه   
 و 47±9با ميانگين سني   (بالغ و سالم فرد داوطلب 60سرمي 

زدايي آنها با استفاده از كه پروتئين)  سال 67 تا   32دامنه سني   
خطاي معيار آن ± كه ميانگين نشان داد،روي انجام شدسولفات

 )ليتـر درميكرومـول  14-57دامنه   (ليتردر ميكرومول 33 3/1±
ها نرمـال    توزيع نمونه  K-Sچنين بر اساس نتايج تست      هم. بود

  . نشان داده شده است1اين نتايج در نمودار. دست آمدهب

NOx (micromolar)
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Std. Dev = 10.23  

Mean = 33
N = 60.00

 

 
هاي اكسايد سرمي در نمونهگيري نيتريك نتايج اندازه- 1نمودار 

 )توزيع نرمال(سالم 

  بحث
گيـري  زدايـي در انـدازه    روش رايج  پروتئين    10در اين مطالعه    

. اكسايد سرمي به روش گريس مورد ارزيابي قرار گرفت        نيتريك
ــراي نتــايج نــشان داد كــه اكثــر روش  هــاي مــورد اســتفاده ب

هـاي  گيـري متابوليـت   زدايي نمونه سرمي جهت اندازه    پروتئين
همبستگي نسبتا خوبي با روش فيلتر به عنـوان         اكسايد  نيتريك

هـا سـبب تخمـين بـيش از         اما برخي روش  . روش مرجع دارند  
ها در  ميزان و برخي سبب تخمين كمتر از ميزان اين متابوليت         

ــروتئين ــا روش پ ــسه ب ــر مــي مقاي      . شــوندزدايــي توســط فيلت
 اگـر چـه بـه       ،اكسايد سـرمي  هاي نيتريك گيري متابوليت اندازه

 ولـي اغلـب بـه روش        ،هاي مختلفـي قابـل انجـام  اسـت         شرو
در اين روش با توجه بـه  ). 1( شودكالريمتري گريس انجام مي

تداخل كدورت ناشي از رسوب تشكيل شده، بايد نمونه قبل از           
هـاي مـورد    از بـين روش   . زدايـي شـود   گيـري، پـروتئين   اندازه

و ) 2(هـاي جداسـازي بـا فيلتـر          روش ،استفاده در اين مطالعه   
، متانـل   )11 (PCA،  )5(روي  ، سولفات )7(دهي با اتانل    رسوب

 حداقل يك بـار ) 12(و استونيتريل  ) 1(اتر  اتيلدي /، متانل )8(
سـاير  . انـد هشـد  سـرمي اسـتفاده      NOxقبلا براي اندازه گيري     

 امـا  ،انددهي پروتئين استفاده شده ها نيز به منظور رسوب    روش
اسـت  اكـسايد نبـوده   هـاي نيتريـك   گيري متابوليت جهت اندازه 

دليـل  انـد كـه بـه   برخي مطالعات خاطر نشان سـاخته  ).9،13(
اكسيد نيتروژن فـرار در     اكسايد و دي  تبديل نيتريت به نيتريك   

اكـسايد  هـاي نيتريـك   گيري متابوليـت  محيط اسيدي، از اندازه   
 امـا در    ،)2،4(هاي اسيدي پرهيز بايـد نمـود        سرمي در محيط  

هـاي  گيري متابوليـت  يك مطالعه از اسيد پركلريك براي اندازه      
نتـايج يـك   ). 11(د استفاده شده است  اكسايپلاسمايي نيتريك 
روي سـبب   زدايي با سـولفات   دهد كه پروتئين  مطالعه نشان مي  

ــرار  ــت و تك ــذيري در غلظــتكــاهش دق ــالاتر از پ ــاي ب  50ه
 قابـل ذكـر اسـت كـه در          .شـود اكسايد مي ميكرومولار نيتريك 

ــزيم   ــه نيتريــت از آن   مطالعــه مــذكور جهــت احيــاء نيتــرات ب
اسـتفاده از   ). 1 (بـود تريايي اسـتفاده شـده      ردوكتاز باك نيترات

 ـ دهي با سولفات  روش رسوب  دليـل جلـوگيري از ايجـاد       هروي ب
كدورت در مراحل بعدي واكنش گريس نتايج خـوبي داشـته و            
مورد استفاده بسياري از محققين و مورد مصرف در بسياري از           

زدايـي  هاي پـروتئين  علاوه مانند كليه روش   هب. باشدها مي كيت
در ايـن مطالعـه از پـودر        ). 4(قيمت نيز هست    ميايي، ارزان شي

كـار  مزيت ايـن  . زدايي استفاده شد  روي جهت پروتئين  سولفات
هـا و كـاهش تـداخل آسـكوربات و          سازي حـداقل نمونـه    رقيق

دهـد كـه اسـتفاده از       جدول يك نشان مي   ). 14(فسفات است   
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ن بـيش   اتر سبب تخمي  اتيلدي /متانول، اتانل و مخلوط متانول    
گردد كه تا حدي مشابه نتـايج  اكسايد سرمي مي  از حد نيتريك  

اكـسايد  گيـري نيتريـك   در اندازه ) 2007(روميتلي و همكاران    
استفاده از استونيتريل از نظر همبستگي      ). 15(باشد  سرمي مي 

هـا، نـسبتا خـوب عمـل        با روش فيلتر و نزديكي ميانگين داده      
، تنگستات  PCAستفاده از   طبق نتايج اين مطالعه ا    . كرده است 

زدايي قبل از سـنجش     سديم و سولفات آمونيوم جهت پروتئين     
ــرد خــوبي نداشــته اســت   ــسايد ســرمي عملك    از . نيتريــك اك

ــرمزيــت ــه رقيــق ،هــاي اســتفاده از فيلت ــاز ب       ســازي  عــدم ني
و هزينـه بـالا از      )  سـاعت  3 تا   1(هاست اما طولاني بودن     نمونه

  ).4(دد گرمعايب آن محسوب مي
ــه  ــن مطالع ــنجش  ،در اي ــه س ــك دامن ــرمي نيتري ــسايد س   اك

اين اعـداد   .  ميكرومول در ليتر است    33 و ميانگين آن     57-14
كه گرين طوري به ،هاي ساير مطالعات دارد   تطابق خوبي با يافته   

 15-60اكسايد پلاسـما را در دامنـه        و همكاران ميزان نيتريك   
اكسايد سرمي را   يتريك ميانگين ن  Guevaraو  ) 16(ميكرومولار  

  ).1(  ميكرومول در ليتر گزارش كرد9/34

 اگـر چـه     ،تـوان گفـت   بر اساس نتايج حاصل از اين مطالعه مي       
اكـسايد  هاي سرمي براي سنجش نيتريـك     زدايي نمونه پروتئين
   رسـد   امـا بـه نظـر مـي        ،هاي مختلفي قابل انجام است    به روش 

روي و ســولفات اســتفاده از پــودر  ،غيــر از روش فيلتــر بــه
همچنين استفاده  . تر باشد استونيتريل براي اين منظور مناسب    

ــستاتPCAاز  ــولفات ، تنگـ ــديم و سـ ــت  سـ ــوم جهـ       آمونيـ
توصـيه   اكـسايد سـرمي   زدايي قبل از سنجش نيتريك    پروتئين

  .شودنمي
  

  قدرداني و تشكر
هزينــه انجــام ايــن پــژوهش بــه طــور مــشترك توســط مركــز 

يز و متابوليـسم دانـشگاه علـوم پزشـكي          رتحقيقات غدد درون  
هاي شـيميايي دانـشگاه     شهيد بهشتي و مركز تحقيقات آسيب     

نويـسندگان  . تـامين شـده اسـت     ) عـج (علوم پزشكي بقيه االله     
مراتب تشكر و قدرداني خود را از زحمات سركار خانم وجيهـه            

 ،هاي آزمايـشگاهي كمـك نمودنـد      گيريخراساني كه در اندازه   
  .ددارنابراز مي
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