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 آزاد آنتی ژنکیت الایزا برای تعیین غلظت 

 اختصاصی پروستات

 

Human Free Prostate Specific Antigen 

(FPSA) ELISA Kit 
 

 مقدمه :

 يك گليكوپروتئينی است كه  (PSA)آنتی ژن اختصاصی پروستات 

عمدتا توسط سلول هاي اپيتليوم غدد  پروسدتات توديدد شدی  دو         

هداي پروسدتات  داشر سددر ان    غلظدت آن    خدون  دی ايمددا ي    

از گ  دن خوش خيم غد  پروستات و عفونت پروسدتات  پروستات، 

يااد و نشانگر خوای جهدت تشدصيو و پيگيدري   شدان     افزايش شی

   خدون اددو  دكر     PSAايما ي هاي پروستات شی اا د  شلكول 

آزا  و پيوند اه پدروتئي  هداي سدرم وجدو   ا   كده اراسدا  ندو         

 و تغيير شی كند كه اي  نسبت ايدانگر خدوای از   ايما ي نسبت اي  

 پروستات شی اا د   نو  ايما ي غد  

 

 اساس روش اندازه گیری : 

سنجش ايمونودوژيكی آنزيمی  شوجو ، اراسا  FPSAكيت الايزاي 

شوجو    نمونه ها اعنوان آنتی  PSAيچی تهيه  د  است  ساندو

گر    هر  و ژن اه  و آنتی اا ي زوج اختصاصی خو  شتصر شی 

آنتی اا ي از نو  شنوكلونال شو ی هستند كه يكی ار وي فاز جاشد 

شتصر  HRP)چاهك ها( پو ش  ا    د  است و  يگري اه آنزيم 

است،    شعرض  FPSA د  است  نمونه شو   آزشايش كه  ا اي 

 و آنتی اا ي قرا  شی گير   پس از زشان انكوااسيون، چاهك ها 

 ا   شی  وند تا آنتی اا ي شتصر اه آنزيم تصليه  د  و  ستشو 

HRP  اضافی خا ج گر    سپس اه هرچاهك سواستراي آنزيم

    FPSAاضافه شی  و  كه فعاديت آنزيم اطو  شستقيم اا غلظت 

اا غلظت ششصو،  FPSAنمونه ها شتناسب است  استاندا  هاي 

همرا  اا نمونه هاي شجهول آزشايش شی  وند كه اراسا  شنحنی 

، غلظت نمونه هاي FPSAاستاندا   جذب نو     شقاار غلظت 

 شجهول ادست شی آيد  

 

 معرف ها :

چاهك جدا دنی كه ادا   69شيكروپليت پو ش  ا    د :  اشر  -1

 پو ش  ا    د  اند    Anti-FPSAآنتی اا ي شنوكلونال شو ی 

شيلدی   12ويدال   : يدك  (HRP-Anti-PSA)كونژوگه آنزيمدی   -2

 شصرف   ديتري آشا  

ادا   FPSAك شيلدی ديتدري از اسدتاندا      ويال ي 9استاندا  ها :  -3

 (ng/ml)نانوگرم    شيلی ديتدر   10و  5، 2، 1 ،3/0 ،0غلظت هاي 

كه    سرم نرشال انسانی تهيه  د  و از تيوشرسال اعنوان نگهدا ندد   

 استفا    د  است  

 سرم كنترل: يك ويال يك شيلی ديتري آشا   شصرف    -4

شيلدی   25: يدك ويدال    (20X)شحلول  ستشدو  هندد  غلدي      -5

ديتري شحلول  ستشو كه اراي تهيه شحلول  ستشوي آشا   شصرف 

  قيق  و   اا آب  يونيز   20/1  شحلول اه نسبت لازم است اي

 شيلی ديتري شحلول آشا   شصرف 12شحلول  نگ زا: يك ويال  -9

شيلددی ديتددري  12شحلددول شتوقددن كننددد  واكددنش: يددك ويددال  -7

  اسيدسودفو يك يك نرشال 

 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست :

  µl 100- 50 سمپلر  -1

 آب  يونيز  -2

نانوشتري و    صو ت اشكان  450 ستگا  الايزا  يد   ا اي فيلتر  -3

 نانوشتري اعنوان فيلتر  فرانس  930

   جه سانتی گرا   37 ± 1انكوااتو   -4

 كاغذ جاذب   وات  -5

 

 نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان :

اا پوست  4SO2(1N H(از تما  شحلول شتوقن كنند  واكنش  -1

 خو  ا ي كنيد     صو ت تما ، اا آب فراوان آنرا اشوئيد 

از اسددتفا   از شددوا  پددس از تددا ي  انقادداک خددو  ا ي كنيددد و از  -2

ما   اد  شصتلدن پرهيدز    شصلوط كر ن يا استفا   از كيت هدا ادا  د   

 نمائيد 

استفا   ابنديد و از تعويض   ب هدا جددا    پس از   ب ظروف  ا -3

 خو  ا ي كنيد  

شحلول هاي شحتوي شوا  افزو نی يا نگهدا ند  شثر سديم آزايدد   -4

 نبايد    واكنش آنزيمی وا    وند  

  جده   2-8كيت هاي ااز نشد  پدس از تحويدر اايدد     شداي      -5

را  )يصچال( نگه  ا ي  وند  شيكروپليت اايد    كيسده     سانتی گ

استه اه همرا  شا   جاذب   وات نگه  ا ي  و   كيت اايد تا تا ي  

انقاا استفا    و  )يكسال از زشان توديد(  اراي ا لا  از تا ي  انقاا 

 اه ارچسب كيت شراجعه  و  

د شاند، اگدر  شا  پايدا  خواه 4كيت هاي ااز  د  حداقر اه شدت  -9

     رايط توصيه  د     االا نگهدا ي  و  

چاهدك    هدر شرحلده كدا ي      32توصيه شی  و  كه ايشدتر از   -7

استفا   نشو   اگر پی پت اه صو ت  ستی انجام شی گير ، پدی پدت   

 قيقده تمدام    5كر ن همه استاندا  ها، نمونه ها ، كنترل ها اايد    
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تسدتی اايدد از پدی پدت      69 و   اراي پدی پدت كدر ن كدر پليدت      

 اتوشاتيك استفا    و  

فرايند  ستشو خيلی شهم است   ستشوي ناكافی ااعث كداهش   -8

  قت و افزايش كاذب جذب شی  و  

 

 تهیه و جمع آوری نمونه : 

آزشايش  ا اايد ار  وي نمونه هاي سرشی انجام  ا   نمونده هداي    -1

  ديدا هموديز  و  ا اي چرای اايد حذف  وند 

  جده   8تدا   2    شداي   1سداعت  24مونه ها  ا شی توان اراي ن -2

 -20سانتيگرا  و اراي زشان هاي  ولانی تر )تا سدی  وز(     شداي   

   جه سانتيگرا  نگهدا ي نمو   

 از انجما  و ذوب شكر  نمونه ها اايد خو ا ي كر    -3

 

 آماده سازی معرف ها : 

انيد  قبر از استفا   آنها  ا اده  كليه شعرف ها  ا اه  شاي اتاق ارس -1

 آ اشی كاشلا سر و ته نمائيد 

اراي تهيه شحلول  ستشوي آشدا   شصدرف، يدك حجدم از ادافر       -2

شحلول حجم آب شقطر  قيق نمائيد   16 ا اا  (20X) ستشو غلي  

 شا  پايدا  است   2 ستشو     شاي اتاق اه شدت 

 

 روش انجام آزمایش :

 د  اراي اسدتاندا  ها، سدرم كنتدرل و     تعدا  چاهك هاي كوت -1

تايی انتصاب كنيد و شااقی چاهدك هدا    2نمونه هاي ايما   ا اصو ت 

 ا همرا  شا   آاگيدر   ون كيسده شصصدور قدرا   ا   و   ب آندرا      

 ابنديد 

2- lµ 50    از استاندا  ها، سرم كنترل و نمونه ها اه چاهك شو

 نظر اضافه كنيد 

3- lµ 100  از كونژوگه آنزيمی اه تمام چاهك ها اضافه كنيد 

ثانيه اه آ اشی تكان  هيد تا شحتويات چاهك  30پليت  ا امدت  -4

   اي  شرحله شصلدوط كدر ن كاشدر اسديا      ها خوب شصلوط  وند )

(  سپس   ب چاهك ها  ا اا ارچسب شصصور پو اند  و شهم است

  جده سدانتيگرا     37پليت  ا امدت يك سداعت      جده حدرا ت    

 انكواه كنيد   

 300ادا  ادا    5شحتويات چاهك ها  ا خادی كر   و چاهك هدا  ا   -5

شيكروديتر اافر  ستشوي آشدا   شصدرف اشدوئيد  ادراي  ستشدوي      

شيكروديتر اافر  ستشو  ا  اخر چاهك اريزيد،  300چاهك ها، ااتدا 

د و ا ن خدادی كنيد  ا وا ونه كر   و همرا  اا تكان  سپس چاهك ها  

   انتهاي  ستشو، اا ضراات شلايم ار  وي كاغذ جاذب تماشی شداي   

 شوجو     چاهك ها  ا تصليه نمائيد   

شيكروديتر از سواستراي آشا   شصرف اه تماشی چاهدك هدا    100 -9

 قيقده اددون تكدان  ا ن،     شداي      20اضافه كنيد و آنها  ا امدت 

 اتاق و تا يكی انكواه نمائيد   

وديتر از شحلول شتوقن كنند  واكنش اه همه چاهدك  شيكر 100 -7

ثانيه شصلدوط  دو   خيلدی شهدم اسدت تدا        15شدت ها اضافه كنيد  

 شطمئ   ويد  نگ آای كاشلاً اه  نگ ز   تغييدر پيددا كدر   اسدت     

نانوشتر ادا  سدتگا     450سپس جذب نو  هر چاهك  ا     ول شوج 

ندانوشتر   930 دول   الايزا  يد  قرائدت نمائيدد )   صدو ت اشكدان از    

اعنوان فيلتر  فدرانس اسدتفا   كنيدد(  سدنجش جدذب ندو ي اايدد        

  قيقه پس از اتمام آزشايش انجام  و    30حداكثر تا 
 

 محاسبه نتایج  

( و Yاا اسدتفا   از شيدانگي  جدذب ندو ي اسدتاندا  ها )شحدو         -1

( ار وي كاغدذ شيلدی شتدري، شنحندی     Xغلظت ششصو آنها )شحو  

  سم كنيد استاندا  ي 

شيانگي  جذب نو ي اراي هر نمونه  ا ادست آو    و  وي شحو   -2

Y         جاي آنرا پيدا كنيدد  سدپس نقطده شدذكو   ا توسدط خطدی اده

 Xكنيد  از نقطه ادست آشد  خطدی عمدو  ادر شحدو      شنحنی وصر 

وا   كنيد تا نقطه تلاقی كه نشان  هند  غلظت نمونه است، ادسدت  

 آيد   

 كاشپيوتر اي  شحاسبات سا   خواهد  د اا استفا   از  -3

 

 راهنمای محاسبه  

شقا ير جذب نو ي ا ائه  د     جدول ذير تنهدا اعندوان  اهنمدايی    

آو     د  است و هر آزشايشگاهی اايد اراي هدر ادا  آزشدايش يدك     

 شنحنی استاندا   جديد ادست آو     

 
OD FPSA Con. 

(ng/ml) 
No. 

0.02 0 1 
0.13 0.3 2 

0.31 1 3 
0.59 2 4 
1.7 5 5 
2.8 10 6 

 

 مقادیر طبیعی 

هر آزشايشگا  اايد  اشنه  بيعی  ا اراي خو  اه  ست آو    ايد    -1

 شقا ير فقط اراي  اهنمايی  ا    د  است 

 

 نانوگرم در میلی لیتر   3/1کمتر یا مساوی  مردان طبیعی
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يري غلظت حتما اايد اا انداز  گ Free PSAانداز  گيري غلظت  -2

Total PSA  همرا  اا د تا نسبتFPSA   اهTPSA   اراي تفسير

 نتايج ادست آيد  

كاهش شی   TPSAاه   FPSAشعمولا    حادت سر انی نسبت  -3

  صد شعمولا احتمال  25حدو    TPSAاه   FPSAيااد  نسبت 

هيپرپلازي خوش خيم پروستات  ا نشان شی  هد  اغلب شر ان اا 

  صد  ا نشان شی  هند   15يك نسبت كمتر از  سر ان پروستات

 Nationalو   American Cancer Societyاراسا  نظر 

Cancer Institute  صد، فر  اايد تحت  7اراي نسبت كمتر از  

 ايوپسی قرا  گير   
 
 

 خصوصیات کیت:

: اراي تعيي  حد تشصيو  (حساسيت آناديتيكال )حد تشصيو -1

انحراف  2آزشايش  د  حد تشصيو از شرتبه استاندا   صفر  20

االاتر از شيانگي  جذب    غلظت صفر ادست آشد  حد  (SD)شعيا  

 ادست آشد  ng/ml 0.05 تشصيو اراي اي  كيت 
 

: واكنش شتقا   آنتی اا ي هاي شونوكلونال شو   استفا   ويژگی -2

 ساير پروتئي  ها اسيا  پائي  ادست آشد     اي  آزشايش اراي
 

اراي شحاسبه شيزان  قت    يك  وز و  وزهداي شصتلدن،    : ت ق -3

اا  تكرا   د كه ضدريب تغييدرات    15نمونه سرم  3آزشايش ار  وي 

 اه  رح ذير است  
 

 

 ضريب تغييرات     وز

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب 

تغییرات 
(CV) 

1 15 0.8 0.05 6.5 

2 15 4.3 0.21 5.05 

3 15 8.2 0.26 3.2 

 

 ضريب تغييرات     وزهاي شصتلن

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب 

تغییرات 
(CV) 

1 15 1.2 0.07 6.8 
2 15 3.8 0.21 5.39 
3 15 8.9 0.25 2.8 

 

 

سه نمونه شصتلن سرشی اا استاندا   صفر اه نسبت : خطی او ن  -4

   آنها اا  FPSA قيق  دند  سپس غلظت  1:8و  1:4، 1:2هاي 

 استفا   از كيت شحاسبه  د كه نتايج ذير ادست آشد  

 
نمونه 

 سرمی

غلظت اولیه 
(ng/ml) 

 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 4.7 108 110 110 

2 6.8 106 104 106 

3 9.8 96 104 109 

 

  ظاهر نمی  و   ng/ml200اثر هوک تا غلظت : اثر هوک  -5

 محدودیت ها:

نتايج قاار قبول و تكرا پذير زشانی حاصر خواهد  د كده  وش كدا    

اا   ک كاشر  ستو ادعمر شوجدو     كيدت و شهدا ت هداي عملدی      

  .خوب انجام گير 

 کنترل کیفی:

عملكر  آزشايشگاهی خوب شستلزم اي  است كه    هر سري كدا ي  

فدی نيدز ادراي    همرا  اا هر شنحنی استاندا   نمونه هداي كنتدرل كي  

تاييد  اخو هداي اجرايدی سدنجش، آنداديز  دوند  ادراي تادمي         

 اخو هاي اجرايی صحيح و اراي تعيي  شقا ير شيدانگي  و  اشنده   

هاي قاار قبول تعدا  نمونه هاي كنتردی كه آناديز شی  دوند اايدد از   

 دحاظ آشا ي شعنی  ا  اا ند   

 

 

 

 

 

 


