
ИНСТРУКЦИЯ  

к набору реагентов для определения активности  

фермента супероксиддисмутаза: СОД-ТЕСТ 

принцип  Непрямой спектрофотометрический метод, основанный на использовании реакции 
супероксид-зависимого окисления кверцетина (флавоноид растительного происхожде-
ния), протекающей в щелочной среде, в присутствии тетраметилэтилендиаминана. Ре-
акция сопровождается обесцвечиванием рабочего раствора в области пропускания с 
максимумом при 406 нм. Фермент супероксиддисмутаза перехватывает, образующиеся 
в этих условиях супероксид-радикалы и ингибирует окисление кверцетина. При време-
ни инкубации 20 мин степень ингибирования строго количественно зависит от концен-
трации СОД в диапазоне 2-10 U/л. Содержание фермента в биологическом материале 
рассчитывается с помощью уравнения, полученного на основании калибровочного 
графика и приведенного в данной инструкции.  

чувствительность  5 . 10-11 г/см3; чувствительность, оцениваемая по критерию ID50 (концентрация фер-

мента, при которой аналитическая реакция ингибируется на 50%) - 1,9 . 10-9 г/ см3. 

преимущества наиболее чувствительный из существующих непрямых методов - фермент может быть 
определен в 0,2 мкдм3 крови, при этом нет необходимости в предварительном удале-
нии гемоглобина, что является обязательным этапом при использовании других мето-
дов; 

Состав набора на 100 определений (СОД:100/2) 

Флакон с реагентом"А" содержит 1,5 мг кверцетина;  
Флакон с реагентом "Б" содержит 10 см3 диметилсульфоксида (ДМСО); 
Флакон с реагентом "В" (2 шт.) содержит 0,2 см3 тетраметилэтилендиамина (ТМЭДА); 
Флакон с реагентом "Г" (2 шт.) содержит навеску для приготовления 160 см3 0,08 ммоль/дм3 раствора 
ЭДТА в 0,02 моль/дм3 фосфатном буфере или готовый раствор); 
 

Приготовление реактивов 

1. Раствор кверцетина. Переносят содержимое флакона с реагентом "А" во флакон с реагентом " Б ", 
перемешивают и выдерживают до полного растворения 10 мин. Раствор может храниться при темпера-
туре 0-4 °С несколько недель; 
2. Составной буферный раствор. Переносят содержимое флакона с реагентом "Г" в химический ста-
кан объемом 200-250 см3 и растворяют в 160 см3 дистиллированной воды. После полного растворения 
приливают  реагент "В" и перемешивают. Буфер пригоден для использования через два часа и только в 
течение одного рабочего дня. 
 

Подготовка биологических образцов: 

 Кровь, взятая в день определения или хранившаяся не более 10 суток при 0-4 °С, разводится 
дистиллированной водой в 1000 раз. Для предотвращения свертывания крови и консервации допуска-
ется использование гепарина (цитрата натрия) и азида натрия. 
 Ткани гомогенизируются (1 г ткани + 9 мл 0,9% NaCl) и гомогенат разводится дистиллирован-
ной водой: гомогенат печени в 400 раз (общее разведение 4000), гомогенат мозга и других тканей в 100 
раз (общее разведение 1000). 
 

Специальное оборудование  

Спектрофотометр типа СФ-46 
Секундомер 
Пипетки полуавтоматические производства Финляндии, Франции или аналогичные, разрешенные  к 
применению на территории РБ 
Стакан химический 200-250 см3 по ГОСТ 1770 
Цилиндр  мерный на 200 см3 по ГОСТ 1770 
Пробирки 
Гомогенизатор "стекло-тефлон" (только для определения СОД в тканях) 

Ход определения 

Определение проводят при комнатной температуре в двух пробирках: контрольная проба и опытная проба. В 
каждую из них вносят ингредиенты, указанные в таблице. 
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Ингредиенты и порядок их добавле-

ния 
 

Контрольная 

проба, в мл 

Опытная проба, 

в мл 

1. Составной буферный раствор. 

2. Анализируемый материал 

3. Раствор кверцетина 

3,1 

- 

0,1 

3,0 

0,1 

0,1 

 Первое определение оптической плотности при 406 нм проводят в кюветах с длиной оптического 
пути 1,0 см, относительно контроля - составного буфера, немедленно поcле добавления раствора кверцети-
на (D0). Величина D0 контрольной пробы должна лежать в пределах 0,260 -0,300 ед. оптической плотности. 
После инкубации в течение 20 мин проводится повторное определение оптической плотности при 406 нм 
(D20). Значения D0 и D20 заносятся в рабочий журнал. Рекомендуется проводить анализ в двух повторах. 
Оптимальным является одновременный анализ одной контрольной и 5 - 8 опытных проб, а при достаточном 
навыке до 20. При этом каждая последующая проба спектрофотометрируется через 1-2 мин после предыду-
щей. 

Расчет 

 На основании экспериментальных данных рассчитывается изменение оптической плотности раство-
ра кверцетина при 406 нм за 20 мин в контрольной (ΔD'406) и опытных (ΔD406) пробах: 

ΔD406 (ΔD'406) = D0 – D20 
Затем рассчитывается процент ингибирования реакции аутоокисления кверцетина в опытных пробах: 
% ингибирования =  [ΔD'406- ΔD406 / ΔD'406] х 100 
(В случаях, если процент ингибирования меньше чем 20% рекомендуется уменьшить разведение био-
логического материала, а при ингибировании реакции окисления кверцетина более, чем 70%, необхо-
димо увеличить степень разведения) 

С помощью уравнения А1*:  
y = 0,00000115x4 - 0,00012125x3 + 0,00390790x2 + 0,07661008x (А1) 

где у - содержание СОД в реакционной смеси; х - процент ингибирования реакции аутоокисления 
кверцетина в опытных пробах  

определяют количество СОД в реакционной смеси (U/дм3). Для получения значений содержания СОД в 
исследуемой пробе найденные величины умножают на коэффициент учитывающий разведение анали-
зируемого материала и равный: 

для крови (разведение в 1000)  – 31 
для мозга  (разведение в 1000)   – 31 

для печени  (разведение в 4000)   – 124 
Полученные результаты выражают в единицах активности фермента на миллиграмм исследуемой ткани 
(U/г) или см3 крови (U/ см3). 
Количество СОД в крови взрослых и детей находится в пределах 45-150 U/см3 
__________________________________________________ 
(Уравнение, получено на основании калибровочного графика определенного для каждой серии наборов 
с использованием эталонной СОД (Sigma США), в состав набора не входит.  

Условия хранения и срок годности. 
Хранение наборов должно производиться при температуре от 2 до +5 ОС в течение всего срока годности. 

Срок годности набора - 6 месяцев со дня изготовления 
Меры предосторожности при работе с набором 

При работе с реагентами следует пользоваться средствами индивидуальной защиты: халатом и резино-
выми перчатками, не допускать попадания тетраметилэтилендиамина в глаза и на открытые участки тела. При 
попадании смыть большим количеством воды 


