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 مجلة غدد درون ريز و متابوليسم ايران
 دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد بهشتي

 )۱۳۸۴زمستان  (۴۳۳ ـ ۴۳۹، صفحه هاي ۴دورة هفتم، ضميمة شمارة 
 

 
 

 اكسيد نيتريك سرمي گيري ارزيابي روشي ساده و سريع براي اندازه

 در ميكروپليت
 

 )۲( خوش باطن، دكتر علي)۱(دايتي، دكتر مهدي ه)۱،۲(اصغر قاسمي
 

 
 چكيده

علاقة فزاينده به بررسي اثرات نيتريك اكسايد بيانگر اهميت نياز به يك روش ساده براي اندازه گيري غلظت اين ماده                   :  مقدمه

هاي پايدار   تابوليتبه دليل کوتاه بودن نيمه عمر، اندازه گيري مستقيم نيتريك اكسايد نسبتاً مشكل است، لذا با استفاده از م                 .  است

آن يعني نيتريت و نيترات اندازه گيري آن انجام پذير است و اين سنجش يك تخمين قابل اطمينان از برون ده نيتريك اكسايد در      

شود، با توجه به نياز به       ها قبل انجام مي    ها به روش گريس از مدت      اگرچه اندازه گيري اين آنيون   .  آورد  فراهم مي   in vivoمحيط

اندازي، بهينه سازي و بررسي      هاي پژوهشي مختلف، هدف از اين مطالعه راه         بالاي اندازه گيري نيتريك اكسايد در طرح      حجم  

مواد و  .  سرم طبق واكنش گريس در ميكروپليت با روشي ساده و ارزان است           )  NOx(نيترات  +  اعتبار اندازه گيري ميزان نيتريت     

سپس از دي آزوتاسيون . ها با استفاده از كلريد واناديوم به نيتريت تبديل شد د در نمونهكار نيترات موجو براي انجام اين: روش ها

اي مادة رنگي تشكيل و جذب نوري آن در  سولفوناميد به كمك نيتريت در محيط اسيدي و کنژوگاسيون آن با يک آمين دو حلقه

نتايج نشان داد كه منحني : ها يافته. هاي مجهول محاسبه شد ه نانومتر خوانده شد و با استفاده از منحني استاندارد غلظت نمون۵۴۰

ضريب تغييرات درون و برون آزمون .  ميكرومولار بود۲ ميكرومولار خطي و حساسيت روش ۱۵۰استاندارد رسم شده تا غلظت 

اده از روش ارايه استف: گيري نتيجه.  درصد نشان دهنده دقت و صحت قابل قبول روش است۹۱‐۹۳ درصد و بازيافت ۶كمتر از 

هاي نيتريك اكسايد با استفاده از واكنش گريس در ميكروپليت از دقت و صحت قابل قبولي                    شده براي اندازه گيري متابوليت   

 .برخوردار است
 

 نيتريك اكسايد، واكنش گريس، كالريمتري، ميكروپليت، حساسيت، دقت، صحت: واژگان كليدي
 

 ۱/۱۲/۸۴:  ـ پذيرش مقاله۱/۱۲/۸۴: لاحيه ـ دريافت اص۱۵/۱۱/۸۴:دريافت مقاله
 

 مقدمه

 يك عامل گشاد كنندة رگي          ۱۹۸۰اولين بار در سال        

و زاواتزكي، گزارش شد      گاتمشتق از آندوتليوم توسط فرچ    

و چند سال پس از آن، مشخص شد که عامل مذکور نيتريك             

 نيتريك اكسايد علاوه بر نقش گشادكنندگي در        ۱.اكسايد است 

در انواعي از فرآيندهاي        عضلة صاف عروق    سلول هاي   

 پروليفراسيون عضلة      ۱،۲،۳بيولوژيك نظير انتقال عصبي،       

 ۶ فرآيند توليد مثل و حاملگي،     ۵ تجمع پلاكتي،  ۴صاف عروقي، 

اخيرا افزايش يا   .  نقش دارد  ۸و عملكرد طبيعي كليه    ۷آپوپتوز،

كاهش نيتريك اكسايد با بسياري از حالات پاتولوژيك مرتبط         

ته شده است، كه اين امر از يك نقش هومئوستاتيك براي    دانس

گروه فيزيولوژي و ) ۲ شهيد بهشتي دانشگاه  علوم  پزشكي   و خدمات بهداشتي  ـ درماني  ؛ ريز و متابوليسم شهيد بهشتيمركز تحقيقات غدد درون) ۱
؛ ۱۹۳۹۵‐۴۷۶۳تهران، صندوق پستي  :ة نويسندة مسؤولنشاني مكاتب، )عج( االله هدانشگاه علوم پزشكي بقي هاي شيمايي، بيوفيزيك، مركز تحقيقات آسيب

 E-mail: as_qasemi@yahoo.comاصغر قاسمي 

شي
وه

پژ
ة 

قال
م

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ض۴۳۴ ايران متابوليسم و ريز درون غدد مجلة ۱۳۸۴ زمستان ،۴ شمارةضميمة , هفتم دورة
 

 نيتريك اكسايد در برخي از           ۹.اين مولكول حکايت دارد      

آسم  ۳،۹شوك سپتيك،  ۳،۸فرآيندهاي پاتولوژيك مانند التهاب،    

 سرطان،  ۹،)دمانس(و همچنين پرفشاري خون، فراموشي          

علاقة فزاينده به بررسي اثرات      .  نقش دارد  ۱۰سكته و ديابت  

يتريك اكسايد بيانگر اهميت نياز به يك روش ساده براي              ن

به دليل کوتاه بودن نيمه     .  اندازه گيري غلظت اين ترکيب است    

 ۵،۱۰گيري مستقيم نيتريك اكسايد نسبتاً مشكل است،        عمر، اندازه 

هاي  گيري آن با استفاده از متابوليت            از اين رو، اندازه      

ير است و اين سنجش     پذ پايدارش يعني نيتريت و نيترات انجام     

ده نيتريك اكسايد در محيط     يك تخمين قابل اطمينان از برون     

in vivo   همبستگي بالايي بين توليد نيتريك      ۱۰.آورد  فراهم مي 

در سرم،    )  NOx(نيترات  /  اكسايد آندوژن و سطوح نيتريت     

ترين  ترين و رايج    ساده ۱۱.پلاسما و ادرار گزارش شده است      

ها روش كالريمتري به کمک         نيونروش اندازه گيري اين آ     

اساس اين واكنش تشكيل يك      .  است)  Griess(واكنش گريس   

 يک سولفوناميد به کمک         iكروموفور از دي آزوتاسيون      

نيتريت در محيط اسيدي و سپس کنژوگاسيون آن با يک               

)  آمين نفتينل اتيلن دي    NEDD)  N‐۱اي مثل     آمين دو حلقه   

 عدم نياز به ابزار گران      دلايلي مانند ساده بودن روش،    .  است

قيمت، امکان اتوماسيون آن توسط آناليزورهاي خودکار،            

هاي محيط كشت، سرمي، ادراري و        قابليت استفاده از نمونه   

شده مايع مغزي نخاعي سبب کاربرد گستردة اين روش               

اندازي و بهينه نمودن شرايط       هدف از اين مطالعه راه     ۱۰.است

 .بق واكنش گريس است سرم طNOxگيري ميزان  اندازه
 
 

 مواد و روش ها

 مواد

و اتانل از شركت      ، اسيد فسفريك   NEDDسولفوناميد،  

و سرم آلبومين گاوي و كلريدواناديم از شرکت        )  آلمان(مرك  

پليت اليزا از شرکت نانک        .  ، خريداري شد   )سويس(فلوكا  

و کيت سنجش پروتئين تام از شرکت پارس              )  دانمارک(

 .گرديدتهيه ) ايران( آزمون 

 جمع آوري نمونه

هاي سرمي مورد نياز در اين مطالعه،           براي تهية نمونه   

هاي انساني، به صورت اتفاقي      هاي گرفته شده از نمونه     خون

                                                           
i- Diazotization  

 دقيقه در    ۱۵از افراد داوطلب، جهت تشکيل لخته به مدت              

دماي اتاق نگهداري شد و سپس براي جداسازي سرم از               

ها تا   نمونه.  انتريفوژ شد  س g۱۰۰۰ دقيقه در    ۱۵لخته، به مدت    

 درجه سانتيگراد نگهداري     ‐۸۰زمان اندازه گيري در دماي       

 .شدند

 ها پروتئين زدايي نمونه

هاي سرمي و پلاسمايي     زدايي براي نمونه   مرحلة پروتئين 

 از  NOx براي اندازه گيري    ۱۲.در واكنش گريس ضروري است    

 زدايي سرم استفاده شده      روش هاي مختلفي جهت پروتئين     

 و  ۱۰ كيلودالتوني ۳۰هاي   استفاده از سانتريفيوژ با فيلتر    .  است

 و  ۱۰،۱۲اتر  تركيب متانل و دي اتيل     ۱۰،۱۴ اتانل، ۱۳ كيلودالتوني، ۱۰

در .  از روش هاي رايج براي اين منظور است     ۳،۱۲سولفات روي 

هاي سرمي از       زدايي نمونه   اين مطالعه براي پروتئين        

 ۱۰۰ه اين منظور به ازاي       ب.  دهي با اتانل استفاده شد      رسوب

نسبت ( ميكروليتر اتانل سرد اضافه          ۲۰۰ميكروليتر سرم    

ها در طول شب      و نمونه  ۱۴) براي نمونه به اتانل    ۲ به   ۱حجمي  

اين مرحله   در.   درجه سانتيگراد نگهداري شدند     ۴در دماي   

 دقيقه  ۱۰ها به مدت     براي جداسازي رسوب پروتئيني، نمونه     

 ميكروليتر از فاز بالايي     ۱۰۰شدند و    سانتريفيوژ   g  ۱۰۰۰در  

 .  نگهداري شدNOxبراي اندازه گيري 

 ها اندازه گيري پروتئين نمونه

زدايي با استفاده    هاي سرم قبل از پروتئين     پروتئين نمونه 

به )  شركت پارس آزمون، ايران   (از كيت سنجش پروتئين تام      

جهت سنجش ميزان پروتئين     .  روش بيوره اندازه گيري شد    

زدايي از روش      ي مانده بعد از انجام مرحلة پروتئين            باق

 ۱۵.برادفورد استفاده شد

 NOxهاي لازم براي سنجش  محلول

گرم از اين     ميلي III(  ،۸(براي تهية محلول كلرايد واناديوم      

اين .   مولار حل شد   ۱ليتر اسيد كلريدريك     ترکيب در يک ميلي   

 درجة  ۴(محلول در ظرف تيره حداکثر دو هفته در يخچال             

  ۱۰.قابل نگهداري است) گراد سانتي

 ۱/۰، از انحلال      )حجمي/  وزني%  (۲محلول سولفاناميد    

 درصد  ۵ ميلي ليتر اسيد كلريدريك      ۵گرم از اين ترکيب در        

 ۱۰.تهيه شد) حجمي/ حجمي(
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 اصغر قاسمي و همكاران  گيري نيتريك اكسايدروشي ساده براي اندازه  ض۴۳۵

 
 NEDDمحلول 

 با حل کردن    NEDD)  حجمي/  وزني( درصد   ۱/۰ محلول  

يتر آب مقطر تهيه     ل  ميلي ۵ گرم از ترکيب مذکور در         ۰۰۵/۰

 درجة سانتيگراد به    ۴ در دماي    NEDD سولفاناميد و    ۱۰شد،

  ۱۰،۱۶. ماه قابليت نگهداري دارند۲مدت 

 احياي نيترات به نيتريت

در واكنش گريس، جهت تشکيل رنگ ديازو، نيتريت مورد         

گيرد، در حالي که سرم و پلاسما اغلب              استفاده قرار مي   

 ابتدا  NOxاين رو، براي سنجش      از   ۱۰،۱۷حاوي نيترات هستند؛  

 احياي نيترات به نيتريت      ۱۰.بايد نيترات به نيتريت احيا شود      

توسط روش هايي مانند استفاده از فلزات احيا كننده مثل               

  روش آنزيمي توسط نيترات ردوكتاز                  ۱۰،۱۲كادميوم،
انجام )  III( يا با استفاده از كلريد واناديوم            ۱۰،۱۲باكتريايي،

بر بوده    احياي نيترات توسط كادميوم زمان          ۱۰،۱۲.شود مي

عيب روش آنزيماتيك نيز     .  مستلزم کار با فلزات سمي است      

.  سرمي با واكنش گريس است         +NADPH/NADPتداخل  

در مقايسه با کادميوم سميت كمتري         )  III(كلريد واناديوم    

ها  اما ناپايداري محلول آن، استفاده از آن را در كيت            ۱۰.دارد

 در اين مطالعه براي احياي نيترات به           ۱۲.ستمحدود كرده ا  

. استفاده شد )  III(نيتريت از روش احياي کلريد واناديوم           

 ميكروليتر از سرم پروتئين زدايي        ۱۰۰براي اين منظور به      

 .اضافه شد) III( ميكروليتر كلريد واناديوم ۱۰۰شده، 

 NOxروش اندازه گيري 

تام، در  )  NOx(براي اندازه گيري غلظت نيتريت و نيترات        

زدايي   ميكروليتر سرم پروتئين   ۱۰۰يك ميکروپليت الايزا ابتدا     

 اضافه  III ميكروليتر محلول كلريد واناديوم       ۱۰۰شده سپس   

 ميكروليتر  ۵۰سپس  .  ها به نيتريت تبديل شوند      شد تا نيترات  

 افزوده و به    NEDD ميكروليتر   ۵۰سولفوناميد و متعاقب آن     

بعد از  .  سانتيگراد انكوبه شد    درجة    ۳۷ دقيقه در     ۳۰مدت  

انجام واکنش و تشکيل رنگ، جذب نوري حاصل از تشكيل             

  نانومتر توسط دستگاه خوانشگر الايزا       ۵۴۰مادة رنگي در     

)Sunrise, Tecan, Austria  (         قرائت و با استفاده از منحني

 .ها محاسبه شد استاندارد غلظت نمونه

در حدود    NOxبا توجه به اينكه محدودة غلظت طبيعي           

محدودة منحني استاندارد     ۵،۱۶،۱۸،۱۹ ميكرومولار است   ۳۰‐۴۰

براي .   ميكرومول در ليتر در نظر گرفته شد         ۱۵۰از صفر تا    

، ۲۵،  ۰هاي    ميكروليتر از غلظت    ۱۰۰رسم منحني استاندارد     

 ميكرومولار نيتريت حل شده در آب       ۱۵۰و  ۱۲۵،  ۱۰۰،  ۷۵،  ۵۰

د به داخل     مقطر كه به صورت سريال رقيق شده بودن              

 ميكروليتر محلول     ۱۰۰ميکروپليت الايزا منتقل و سپس           

 ۵۰ به آن افزوده و در مرحلة بعد                 IIIواناديوم كلرايد     

 ميكروليتر محلول      ۵۰ميكروليتر محلول سولفوناميد و           

NEDD       دقيقه  ۳۰ها به مدت      به آن اضافه شد و همانند نمونه 

 ۵۴۰دها در   جذب استاندار .   درجة سانتيگراد انكوبه شد    ۳۷در  

 .نانومتر خوانده و منحني استاندارد ترسيم شد
ها در واكنش گريس        گذاشتن بلانك براي همة نمونه        

كننده  هاي رقيق   بلانك با جايگزيني محلول      ۳ضروري است، 

هاي گريس   با محلول )   درصد و آب مقطر     ۵اسيد كلريدريك   (

  NEDD.(۱۰سولفوناميد و ( انجام شد 

 محاسبة حساسيت روش 

 منظور تعيين حساسيت روش، ابتدا ميانگين و انحراف         به

 مرتبه  ۱۰استاندارد مربوط به سيگنال استاندارد صفر در            

تکرار محاسبه شد و براساس غلظت مرتبط با ميانگين                 

سيگنال استاندارد صفر به علاوة دو برابر انحراف استاندارد،         

از منحني استاندارد، غلظت مربوط به حساسيت روش                

براي تأييد اين موضوع، شيب منحني استاندارد       .  شدمحاسبه  

در پايان  .  محاسبه و با حساسيت محاسبه شده مقايسه شد         

هاي متوالي تا حساسيت مذکور، عملکرد نقطة        نيز با تهية رقت   

محاسبه غلظت بر اساس شيب منحني        .  حساسيت تأييد شد  

 .استاندارد نيز در بخش نتايج آورده شده است

 محاسبة دقت روش 

به منظور بررسي دقت سنجش از دو آزمون درون                

 در سه محدوده غلظتي پايين،           iiسنجش  و برون    iسنجش

 استفاده و ميانگين،     ۱۰متوسط و بالا با تعداد دفعات تکرار          

 .انحراف استاندارد و درصد ضريب تغييرات محاسبه شد

 محاسبة صحت روش 

جهت نيترات  /  از آنجايي که استاندارد مطلقي براي نيتريت      

سنجش غير مستقيم نيتريک اکسيد در دسترس نيست، از              

هاي بازيافت و    هاي بررسي صحت نسبي يعني آزمون      آزمون

لازم به ذکر است آزمون        .  استفاده شد )  پارالليزم(توازي  

ها به استاندارد و       بازيافت به هر دو شيوة افزايش نمونه          

 .افزايش استاندارها به نمونه انجام پذيرفته است
 

                                                           
i- Intra-assay  
ii- Inter-assay  
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پروتئين سرم بر حسب ميلي گرم (بر حذف پروتئين از سرم ) حجمي / حجمي ۱ به ۲: اتانل به نمونه( اثر استفاده از اتانل ‐۱جدول 
 )در دسي ليتر بيان شده است

پروتئين سرم بعد از دپروتئينه  درصد پروتئين برداشته شده

 كردن

پروتئين سرم قبل از دپروتئينه 

 كردن

 نمونه

۹۳ ۳/۰ ۳/۴ ۱ 

۹۴ ۲۱/۰ ۹/۳ ۲ 

۹۳ ۳۲/۰ ۵/۴ ۳ 

۹۲ ۳۴/۰ ۶/۴ ۴ 

۹۳ ۳۴/۰ ۸/۴ ۵ 

۹۵ ۲۲/۰ ۰/۵ ۶ 

 ميانگين ۵/۴ ۲۸/۰ ۹۳

 انحراف معيار ۳/۰ ۰۶/۰ ۱

 خطاي معيار ۱/۰ ۰۲/۰ ۴۲/۰

 
 
 
 

 نتايج 

 منحني استاندارد 

 بار  ۱۰نتايج حاصل از رسم منحني استاندارد در انجام           

 .شده است نشان داده ۱آزمايش در نمودار 

هاي مختلف   منحني استاندارد جذب نوري غلظت‐۱نمودار 
 انحراف استاندارد ده بار آزمايش ±هر نقطه ميانگين (نيتريت 

 ).است

 
 

 پروتئين زدايي

ها با روش رسوب      زدايي نمونه  نتايج حاصل از پروتئين    

درجدول )  حجمي/   حجمي   ۱ به   ۲:  اتانل به نمونه  (توسط اتانل   

 .ده است نشان داده ش۱

 

 حساسيت سنجش

حساسيت سنجش بر اساس افزايش سيگنال از دو برابر          

 ميكرومول در ليتر    ۱انحراف استاندارد سيگنال غلظت صفر،      

محاسبه شد، اما بر اساس شيب منحني استاندارد حساسيت          

بنابراين درمجموع  .   ميكرومول در ليتر به دست آمد       ۲روش  

 .ظر گرفته شد ميكرومول در ليتر در ن۲حساسيت روش 
 

 دقت روش

 و  ۷۵،  ۲۵هاي   ضريب تغييرات درون آزمون در غلظت       

 درصد و ضريب    ۸/۳ و   ۳/۳،  ۵/۵ ميكرومولار به ترتيب     ۱۲۵

 و ۵/۴، ۸/۵ها به ترتيب  تغييرات برون آزموني در همان غلظت

 . است۶/۴

y = 5.7x + 34
R2 = 0.998
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  نتايج آزمون درون سنجش‐۲جدول 

 غلظت  تكراردفعات ميانگين انحراف استاندارد درصد ضريب

۵/۵ ۳/۱ ۲۴ ۱۰ ۲۵ 

۳/۳ ۴/۲ ۷۳ ۱۰ ۷۵ 

۸/۳ ۶/۴ ۱۲۰ ۱۰ ۱۲۵ 

 

  نتايج آزمون برون سنجش‐۳جدول 

 غلظت دفعات تكرار ميانگين انحراف استاندارد درصد ضريب

۸/۵ ۵۰/۱ ۲۵ ۱۰ ۲۵ 

۵/۴ ۴۳/۳ ۷۶ ۱۰ ۷۵ 

۶/۴ ۸۱/۵ ۱۲۶ ۱۰ ۱۲۵ 

 
 

 صحت روش

 ميكرومول  ۱۴۰نمونة  دهد كه    نتايج آزمون توازي نشان مي     

 به  ۱:۳۲ و    ۱:۱۶،  ۱:۸،  ۱:۴،  ۱:۲،  ۱:۱هاي   در ليتر در رقت     

 درصد ميزان مورد     ۱۱۴و  ۱۰۸،  ۱۰۳،  ۹۷،  ۹۱،  ۱۰۲ترتيب  

همچنين نتايج آزمون بازيافت با       .  انتظار خوانده شده است    

 درصد  ۹۳±۹/۳روش افزايش نمونه به استانداردها، بازيافت        

 ۹۱±۲/۴ها، بازيافت      نمونه و با روش افزايش استاندارد به       

 ).۴ و ۳ و ۲  هايجدول( دهد درصد را نشان مي

  نتايج آزمون توازي‐۴جدول 

غلظت  مشاهده مورد انتظار درصد

 اوليه

نسبت 

 رقت

۱۰۲ ۱۴۰ ۱۴۲ ۱۴۰ ۱:۱ 

۹۱ ۷۰ ۶۳ ۷۰ ۱:۲ 

۹۷ ۳۵ ۳۴ ۳۵ ۱:۴ 

۱۰۳ ۵/۱۷ ۱۸ ۵/۱۷ ۱:۸ 

۱۰۸ ۷۵/۸ ۹ ۷۵/۸ ۱:۱۶ 

۱۱۴ ۳۷/۴ ۵ ۳۷/۴ ۱:۳۲ 

    ميانگين ۱۰۲

   انحراف استاندارد ۳/۳

 
 

 ) افزايش نمونه به استانداردها( نتايج آزمون بازيافت ‐۵جدول 

 غلظت نمونه غلظت استاندارد مشاهده مورد انتظار درصد بازيافت

۱۰۰ ۴۲/۲۰ ۲۰ ۰ ۸۴/۴۰ 

۹۵ ۹۲/۳۲ ۳۱ ۲۵ ۸۴/۴۰ 

۹۳ ۴۲/۴۵ ۴۲ ۵۰ ۸۴/۴۰ 

۵/۸۸ ۹۲/۵۷ ۵۱ ۷۵ ۸۴/۴۰ 

۹۵ ۴۲/۷۰ ۶۶ ۱۰۰ ۸۴/۴۰ 

۹۱ ۹۲/۸۲ ۷۵ ۱۲۵ ۸۴/۴۰ 

۵/۸۹ ۴۲/۹۵ ۸۵ ۱۵۰ ۸۴/۴۰ 

    ميانگين ۹۳

    انحراف استاندارد ۵/۱
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 )افزايش استاندارد به نمونه ها( نتايج آزمون بازيافت ‐۶جدول 

 غلظت استاندارد غلظت نمونه مشاهده مورد انتظار درصد بازيافت

۸۵ ۳۵/۲۷ ۲۳ ۷۰/۴ ۵۰ 

۸۶ ۵۹/۲۸ ۲۴ ۱۸/۷ ۵۰ 

۹۱ ۹۰/۳۴ ۳۱ ۸۱/۱۹ ۵۰ 

۹۱ ۰۹/۳۷ ۳۳ ۱۸/۲۴ ۵۰ 

۹۲ ۷۶/۴۰ ۳۷ ۵۳/۳۱ ۵۰ 

۹۵ ۳۷/۴۳ ۴۱ ۷۵/۳۶ ۵۰ 

۹۶ ۳۹/۴۷ ۴۵ ۷۷/۴۴ ۵۰ 

۹۶ ۳۷/۵۲ ۵۰ ۷۲/۵۴ ۵۰ 

    ميانگين ۹۱

 
 
 

 بحث

 دارد  in vivoنيتريك اكسايد نيمه عمر كوتاهي در محيط         

ت و نيترات به عنوان       و از اين رو نيتري      )   ثانيه ۵كمتر از    (

 ۱۷.شوند شاخص توليد اكسيد نيتريك در بدن اندازه گيري مي        

اگرچه روش هاي مختلفي نظير روش هاي اسپكتروفتومتري         

 كروماتوگرافي مايع   ۲۱ كروماتوگرافي يوني،  ۲۰ماوراي بنفش، 

 ۲۳ كروماتوگرافي گاز ـ اسپكترومتري جرمي،     ۲۲با كارايي بالا،  

ها ارائه   براي اندازه گيري اين آنيون      ۲۴و الكتروفورز مويينه   

ها با استفاده از واکنش    شده است، به طور كلاسيك اين آنيون      

 در اين   ۲۵.شوند سنجي اندازه گيري مي   گريس طي واکنش رنگ   

هاي مرتبط با اكسيدنيتريك در       مطالعه اندازه گيري متابوليت  

با استفاده از واكنش      ]  NOx[سرم يعني نيتريت و نيترات         

دهد كه    نتايج اين مطالعه نشان مي         .   انجام شد    گريس

آقاي موشاگ و   .   ميكرومول در ليتر است    ۲حساسيت روش   

 ۵/۱همكاران در اندازه گيري نيتريت پلاسما حساسيت روش را          

 همچنين ريكارت ـ جين     ۳.اند ميكرومول در ليتر گزارش كرده    

 ميكرومول در ليتر    ۵/۱‐۲و همكاران نيز حساسيت روش را        

 و  ۲۳ ميكرومولار ۵/۰ البته حساسيت تا       ۱۳.اند  نموده گزارش

 دربارة صحت   ۲۶. ميكرومولار هم گزارش شده است     ۱/۰حتي  

 درصد را در    ۸۴‐۹۰اين روش، موشاگ و همكاران بازيافت        

 نتايج اين مطالعه نشان داد ۳.اند تعيين نيتريت خون گزارش كرده

  ۵/۸۸‐۱۰۰كه بازيافت به روش افزايش نمونه به استانداردها            

درصد و در قسمت اضافه كردن استاندارد به             )  ۹/۳±۹۳(

آقاي گوارا و     .  درصد است  )  ۹۱±۲/۴  (۸۵‐۹۶ها    نمونه

 از طرفي   ۵.اند  درصد را گزارش كرده    ۸۸±۶همكاران بازيافت   

 نشان  ۳۲نتايج آزمون توازي نتايج قابل قبولي تا رقت                

ساير .  دهد كه خود شاخص ديگري بر صحت روش است          مي

ققان دربارة دقت اين روش، ضريب تغييرات اندازه گيري          مح

 درصد و   ۷/۳)   ميكرومولار ۲۵كمتر از   (هاي پايين    در غلظت 

 درصد را گزارش    ۱/۴)   ميكرومولار ۱۰۰تا(هاي بالا    در غلظت 

 نيز ۲/۲ و ۳/۱ و در روش هاي بهينه شده اين اعداد تا   اندكرده

رات برون    در اين مطالعه ضريب تغيي          ۵.اند كاهش داشته  

  ميكرومولار به ترتيب    ۱۲۵ و   ۷۵،  ۲۵هاي   سنجش در غلظت  

 و ضريب تغييرات درون سنجش در              ۶/۴ و     ۵/۴،   ۸/۵

 درصد است كه    ۸/۳ و   ۳/۳،  ۵/۵هاي مذکور به ترتيب       غلظت

 ۲مطابق جدول    .  در محدودة قابل قبول دقت قرار دارند           

 کارايي يا بازده پروتئين زدايي در اين مطالعه توسط اتانل             

كه با استفاده از         درصد بوده است، در حالي        ۹۰بيش از    

 درصد پروتئين محيط قابل حذف         ۵۰سولفات روي تقريباً     

اين کارآيي دربارة استفاده از استات روي و            .  بوده است 

 در مجموع   ۱۲. درصد گزارش شده است    ۸۵فروسيانيد پتاسيم   

از آنجايي كه سنجش نيتريك اكسايد در بسياري از                    

هاي  ي تحقيقاتي مطرح است، نياز به واردات كيت           پروژه ها

نسبتاً گران قيمت مورد نظر است اما بر اساس نتايج حاصل            

توان گفت كه روش گريس با مشخصات           از اين مطالعه مي    

هاي نيتريك اكسايد از      ارائه شده براي اندازه گيري متابوليت     

توان براي   دقت و صحت قابل قبولي برخوردار است و مي            

 ميكرومول در ليتر از آن استفاده       ۲ه گيري مقادير تا حد     انداز

استفاده از اين روش ساده، سريع و ارزان بوده نياز به            .  كرد

تواند سبب جلوگيري از خريد      اي ندارد و مي    تجهيزات پيچيده 

 .شود ها  هاي نسبتاً گران قيمت اندازه گيري اين متابوليت كيت
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 سپاسگزاري

االله  دانشگاه علوم پزشكي بقيه    هزينة اين مطالعه توسط       

ريز دانشگاه علوم پزشكي      و مركز تحقيقات غدد درون     )  عج(

مراتب تشكر و قدرداني از       .  شهيد بهشتي تأمين شده است      

جناب آقاي دكتر صالح زاهدي اصل، سركارخانم دكتر مهري         

كدخدايي و سركار خانم دكتر مريم زحمتكش به خاطر                 

 .گردد ز ميهاي ارزنده شان ابرا راهنمايي
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