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 هورمون تیروکسین  برای تعیین غلظت  الایزاکیت 

 انسانیآزاد 

 تستی( 69)

Human Free Thyroxine (fT4) ELISA Kit 
 

 مقدمه :

امیوان تعیوین ماو ار     (EIA) آنزیموی استفاده روش سنجش ایمونولوویییی  

کمی بسیار از هورمون هوا را در مایعواب بو ن هوراهم موی آورد  ایون روش از       

ارپذیری، سورتت و اختااصوی بوودن کواهی برخووردار      صحت، حساسیت، تیر

است  این روش سنجش ایمونولویییی امیان ان ازه گیوری للتوت بسویار کوم     

مییرولیتر در هر انو ازه   58را در حجم کمی از سرم )تیروکسین آزاد  هورمون

 گیری( برآورده می سازد   

روتئین تم تا بوه پو   (T3)و تری ی وتیرونین  (T4)هورمون های تیروکسین 

های خاصی در سرم متال می شون ، که بعنوان حامول ایون هورموون هوا در     

 Thyroxineجریان خون تمل موی کننو   دو پوروتئین تمو ه تنارتنو  از      

Binding Globulin (TBG)  و آلنووومین  درصوو  بسوویار کمووی از ایوون

جریان خون وجود دارنو  کوه ایون تسومت تامول       هورمون ها باورب آزاد در

ماو ار تیروکسوین آزاد   ی بیولویییی این هورموون  هوا موی باشو       هعالیت ها

حالوت واتعوی کوارکرد     fT4مستال از اتاال پروتئینی است، در واتع للتت 

 تیروئی  را نشان می ده   

 

 اساس روش اندازه گیری : 

رتوابتی   آنزیموی موجود  بر اساس سونجش ایمونولوویییی    fT4 الایزایکیت 

 استفاده شو ه اسوت     بادیت از روش پوشش آنتی در این کی تهیه ش ه است 

T4  ضو    منوکلونال موشوی موجود در نمونه ها برای اتاال به آنتی بادی آزاد

T4     بوا   هوا  پوشش داده شو ه بورروی هاهوT4     متاول بوه آنوزیمHRP 

(HRP-T4)  پس از زمان انیوباسیون، هاه  ها تخلیه ش ه رتابت می کن  

ه هر هاه  سوبسوترای آنوزیم اضواهه موی     و شستشو داده می شون   سپس ب

آزاد در نمونه هوا متناسو     T4شود که هعالیت آنزیم بطور معیوس با للتت 

آزاد با للتت مشخص، همراه با نمونه هوای مجهوول    T4است  استان اردهای 

آزمایش می شون  که بر اساس منحنی استان ارد جذب نور در ماابول للتوت   

T4 ول ب ست می آی    آزاد، للتت نمونه های مجه 

  

 معرف ها 

هاه  ج اش نی که با آنتی  65مییروپلیت پوشش داده ش ه: شامل  -1

 پوشش داده ش ه ان    T4بادی منوکلونال موشی ض  

 میلی لیتری آماده مارف   13: ی  ویال  (HRP-fT4)کونژوگه آنزیمی  -3

 ،fT4  8ت های ویال ی  میلی لیتری از استان ارد با للت 5استان اردها :  -2

که در سرم نرموال   (ng/dl)نانوگرم در دسی لیتر  8/5و  8/8، 8/3، 8/1، 5/8

 انسانی تهیه ش ه و از تیومرسال بعنوان نگه ارن ه استفاده ش ه است   

 میلی لیتری آماده مارف ی  ویال  سرم کنترل: ی  -8

ل میلی لیتری محلو 35: ی  ویال  (20X)محلول شستشو دهن ه للیظ  -5

ین محلول شستشو که برای تهیه محلول شستشوی آماده مارف لازم است ا

 رتیق شود   با آب دیونیزه 38/1به نسنت 

 میلی لیتری محلول آماده مارف 13محلول رنگ زا: ی  ویال  -5

میلی لیتری اسی سولفوری   13 حلول متوتف کنن ه واکنش: ی  ویالم -7

 ی  نرمال  

 ه در کیت موجود نیست مواد و وسایل مورد نیاز ک

 مییرولیتری دتیق 188و  58سمپلرهای  -1

 آب دیونیزه -3

 528نانومتری و در صورب امیان  858دستگاه الایزا ری ر دارای هیلتر  -2

 نانومتری بعنوان هیلتر رهرانس 

 کالذ جاذب رطوبت  -8

 

 نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان 

و  HbsAgاده ش ه است که از نتر در این کیت از سرم انسانی استف -1

HIV    منفی بوده ان 

خودداری کنی    )4SO2N H1(از تماس محلول متوتف کنن ه واکنش -3

 در صورب تماس، با آب هراوان آنرا بشوئی  

از استفاده از مواد پس از تاریخ اناضاء خودداری کنی  و از مخلوط کردن یا -2

 پرهیز نمائی   استفاده از کیت ها با شماره بچ مختلف

استفاده بنن ی  و از تعویض درب ها ج ا خودداری  درب ظروف را پس از -8

 کنی  

محلول های محتوی مواد اهزودنی یا نگه ارن ه مثل س یم آزای  ننای  در  -5

 واکنش آنزیمی وارد شون   

 

 تهیه و جمع آوری نمونه 

نمونه های ش ی ا آزمایش را بای  بر روی نمونه های سرمی انجام داد   -1

 همولیزه و دارای هربی بای  حذف شون  

درجه سانتیگراد و برای  0تا  3نمونه ها را می توان برای دو روز در دمای  -3

درجه سانتیگراد نگه اری  -38زمان های طولانی تر )تا سی روز( در دمای 

 نمود  

 داری کرد  داز انجماد و ذوب میرر نمونه ها بای  خو -2

 

 سازی معرف ها آماده 

کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانی   تنل از استفاده آنها را به آرامی  -1

   سر و ته نماییتیان 

برای تهیه محلول شستشوی آماده مارف، ی  حجم از باهر شستشو  -3

 رتیق نمائی   حجم آب دیونیزه 16را با  (20X)للیظ 

 

 روش انجام آزمایش 

و نمونه های  ، سرم کنترلش ه برای استان اردهاتع اد هاه  های کوب  -1

تایی انتخاب کنی  و مابای هاه  ها را همراه ماده آبگیر  3 بیمار را باورب

 درون کیسه مخاوص ترار داده و درب آنرا بنن ی  

مییرولیتر از استان اردها، سرم کنترل و نمونه های بیمار را به داخل  58 -3

 هر هاه  بریزی   

را به تمام هاه  ها  (HRP-fT4)مییرولیتر از کونژوگه آنزیمی  188 -2

 اضاهه کنی   

ثانیه به آرامی تیان دهی  تا محتویاب هاه  ها  28 – 58پلیت را بم ب  -8

سپس درب هاهو  هوا را بوا برهسو  مخاووص پلیوت       خوب مخلوط شون   

و  اددرجوه سوانتیگر   27بمو ب یو  سواتت در درجوه حورارب      پوشان ه، آنرا 

 تارییی انیوبه کنی   

مییرولیتر  288بار با  5محتویاب هاه  ها را خالی کرده و هاه  ها را  -5

 288باهر شستشوی آماده مارف بشوئی   برای شستشوی هاه  ها، ابت ا 

مییرولیتر باهر شستشو را داخل هاه  بریزی ، سپس هاه  ها را وارونه 
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و در انتهای شستشو، با ضرباب ملایم  کرده و همراه با تیان د ادن خالی کنی 

 بر روی کالذ جاذب تمامی مایع موجود در هاه  ها را تخلیه نمائی   

مییرولیتر از سوبسترای آماده مارف به تمامی هاه  ها اضاهه  188 -5

 دتیاه در دمای اتاق و تارییی انیوبه نمائی    38کنی  و آنها را بم ب 

وتف کنن ه واکنش به همه هاه  ها اضاهه مییرولیتر از محلول مت 188 -7

نانومتر با دستگاه  858کنی   سپس جذب نور هر هاه  را در طول موج 

نانومتر بعنوان هیلتر  528الایزا ری ر ترائت نمائی  )در صورب امیان از طول 

دتیاه پس از  28رهرانس استفاده کنی (  سنجش جذب نوری بای  ح اکثر تا 

 شود  اتمام آزمایش انجام 
 

 محاسبه نتایج 

( و للتت Yبا استفاده از میانگین جذب نوری استان اردها )محور  -1

( برروی کالذ میلی متری، منحنی استان اردی رسم Xمشخص آنها )محور 

 کنی  

جای  Yمیانگین جذب نوری برای هر نمونه را ب ست آورده و روی محور  -3

طی به منحنی وصل کنی   از آنرا پی ا کنی   سپس ناطه مذکور را توسط خ

وارد کنی  تا ناطه تلاتی که نشان  Xناطه ب ست آم ه خطی تمود بر محور 

 دهن ه للتت نمونه است، ب ست آی   

 

 راهنمای محاسبه 

ماادیر جذب نوری ارائه ش ه در ج ول ذیل تنها بعنوان راهنمایی آورده ش ه 

منحنی استان ارد ج ی   است و هر آزمایشگاهی بای  برای هر بار آزمایش ی 

 ب ست آورد 
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 مقادیر طبیعی 

ب لیل اختلاهاب سنی، نژادی و رییم تغذیه، نمی توان برای تمام جمعیت ها 

این هر آزمایشگاه بای  مح وده مرجع خود را مح وده مرجع تعیین کرد  بنابر

مایشاب میرر گزارش نمای   ماادیر طنیعی در سرم اهراد نرمال که توسط آز

 ب ست آم ه است به ترار زیر می باش : به روش الایزا

 ng/dl 2.0 –0.80محدوده طبیعی 

 به شرح ذیل می توان عمل کرد:  SIواحد به برای تبدیل
ng/dl × 12.9 = pmol/L 

 

 خصوصیات کیت 

 حساسیت  -1

با سرم صفر، حساسیت این کیت برای  5/8با رتیق سازی متوالی استان ارد 

 ب ست آم    ng/dl 3/8برابر  fT4تعیین ما ار هورمون 

 دتت  -3

 2برای محاسنه میزان دتت در ی  روز و روزهای مختلف، آزمایش بر روی 

 به شرح ذیل است   بار تیرار ش  که ضری  تغییراب 38نمونه سرم 

 

 ضریب تغییرات در روز

دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 

(ng/dl) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 

(%CV) 

1 20 0.86 0.06 6.9 
2 20 1.2 0.07 6.2 
3 20 2.2 0.11 4.9 

 

 ضریب تغییرات در روزهای مختلف

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 

(ng/dl) 

انحراف 

 معیار

ییرات ضریب تغ

(%CV) 

1 10 1.16 0.08 7.1 
2 10 1.52 0.06 3.7 
3 10 3.28 0.13 3.9 

 

 ویژگی  -3

 از مواد زیر برای بررسی میزان تداخل این کیت استفاده شد.

غلظت  ماده عنو

(ng/dl) 

درصد 

 تداخل

 100  لووتیروکسین

 0.33 2.5 لیوتیرونین

 0.24 1.4 دی یدوتیرونین

 0.34 10 سدیم سالی سیلات

 

 خطی بودن  -4

رقیق شدند.  2:1و  2:4، 2:1سه نمونه مختلف سرمی با استاندارد صفر به نسبت های 

 در آنها با استفاده از کیت محاسبه شد که نتایج ذیل بدست آمد.  fT4سپس غلظت 
 

نمونه 

 سرمی

 غلظت اولیه

(ng/dl) 

 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 1.27 109 110 107 
2 2.04 98 102 108 
3 3.54 101 105 104 

 
 

 

 جذب (ng/dl)مقدار استاندارد ردیف

1 0 2.45 

2 0.5 1.90 
3 1.0 1.47 
4 2.0 1.02 
5 4.0 0.55 
6 6.0 0.15 


