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 آنتی ژن اختصاصی پروستاتکیت الایزا برای تعیین غلظت 

Human Prostate Specific Antigen (PSA) ELISA Kit 

 

 مقدمه :

یک زنجیر گلیکوپروتئینی با   (PSA)آنتی ژن اختصاصی پروستات 

است  کته اعالیت  سترین پروتئتازی       kDa 28تقریبی  ملکولی وزن

باا  پروستات است  و  از لحاظ ایمونولوژیک اختصاصی  PSAدارد. 

از سلول های طبیعی، خوش خیم و سترطانی اپتی تلیتور پروستتات     

از نظر عملکرد و ختوا  ایمونتو شتیمیایی از     PSAترشح می شود. 

 اسید اسفاتاز پروستاتی مجزا اس . 

در سرر بیماران مبتلا به سرطان پروستات، هیپرتروای  PSAغلظ  

بط با جراحتی و متاستتاز   پروستاتی خوش خیم و شرایط التهابی مرت

 متارکر  بته عنتوان   PSAبیماری اازایش می یابتد. در حتال حا،تر،    

 ی ارزشمند که از صتح  بتاییی برختوردار است  در ت ت ی      سرم

و پایش درمان تومتور از طریتج جراحتی یتا ستایر       سرطان پروستات

 شناخته شده اس . درمان ها
 

 اساس روش اندازه گیری : 

سنجش ایمونولوژیکی آنزیمی  براساس موجود، PSAکی  اییزای 

موجود درنمونه ها بعنوان آنتی  PSAیچی تهیه شده اس . ساندو

ژن به دو آنتی بادی زوج اختصاصی خود متصل می گردد. هر دو 

آنتی بادی از نوع منوکلونال موشی هستند که یکی برروی ااز جامد 

ل متص HRP)چاهک ها( پوشش داده شده اس  و دیگری به آنزیم 

اس ، در معرض دو  PSAشده اس . نمونه مورد آزمایش که دارای 

آنتی بادی قرار می گیرد. پس از زمان انکوباسیون، چاهک ها ت لیه 

 HRPشده و شست و داده می شوند تا آنتی بادی متصل به آنزیم 

ا،اای خارج گردد. سپس به هرچاهک سوبسترای آنزیم ا،ااه می 

در نمونه ها  PSAستقیم با غلظ  شود که اعالی  آنزیم بطور م

با غلظ  م   ، همراه با  PSAمتناسب اس . استانداردهای 

نمونه های مجهول آزمایش می شوند که براساس منحنی استاندارد 

، غلظ  نمونه های مجهول بدس  PSAجذب نور در مقابل غلظ  

 می آید. 

 

 معرف ها :

شدنی که بتا  چاهک جدا 65میکروپلی  پوشش داده شده: شامل  -1

 پوشش داده شده اند.   Anti-PSAآنتی بادی منوکلونال موشی 

میلتی   13ویتال   : یتک  (HRP-Anti-PSA)کونژوگه آنزیمتی   -3

 لیتری آماده مصرف. 

بتا   PSAک میلتی لیتتری از استتاندارد    ویتال یت   7استانداردها :  -2

نتتانوگرر در میلتتی لیتتتر  86و  36، 16، 5، 1 ،5/6 ،6غلظتت  هتتای 

(ng/ml)  که در سرر نرمال انسانی تهیه شده و از تیومرسال بعنوان

 نگهدارنده استفاده شده اس . 

 سرر کنترل: یک ویال یک میلی لیتری آماده مصرف.   -8

میلتی   35: یتک ویتال    (20X)محلول شست تو دهنتده غلتی      -5

لیتری محلول شست و که برای تهیه محلول شست وی آماده مصرف 

 با آب مقطر رقیج شود.  36/1ه نسب  یزر اس  این محلول ب

 میلی لیتری محلول آماده مصرف 13محلول رنگ زا: یک ویال  -5

میلتتی لیتتتری  13محلتتول متوقتتن کننتتده واکتتنش: یتتک ویتتال  -7

  اسیدسولفوریک یک نرمال.

 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست :

  µl 100- 25 سمپلر  -1

 آب دیونیزه -3

نانومتری و در صورت امکان  856اییزا ریدر دارای ایلتر  دستگاه -2

 نانومتری بعنوان ایلتر رارانس. 526

 درجه سانتی گراد  27 ± 1انکوباتور  -8

 کاغذ جاذب رطوب   -5

 

 نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان :

در این کیت  از سترر انستانی استتفاده شتده است  کته از نظتر          -1

HbsAg  وHIV اند.   منفی بوده 

با پوس   4SO2(1N H(از تماس محلول متوقن کننده واکنش  -3

 خودداری کنید. در صورت تماس، با آب اراوان آنرا ب وئید.

از استتتفاده از متتواد پتتس از تتتاری  انقاتتاک ختتودداری کنیتتد و از  -2

م لوط کردن یا استفاده از کی  هتا بتا شتماره بتت م تلتن پرهیتز       

 نمائید.

استفاده ببندید و از تعویض درب هتا جتدا    ازپس  درب ظروف را -8

 خودداری کنید. 

محلول های محتوی مواد اازودنی یا نگهدارنده مثل سدیم آزایتد   -5

 نباید در واکنش آنزیمی وارد شوند. 

درجته   3-4کی  های باز ن تده پتس از تحویتل بایتد در دمتای       -5

یسته در  سانتی گراد )ی چال( نگه داری شوند. میکروپلی  باید در ک

بسته به همراه ماده جاذب رطوب  نگه داری شود. کی  باید تا تاری  

انقاا استفاده شود )یکسال از زمان تولید(. برای اطلاع از تاری  انقاا 

 به برچسب کی  مراجعه شود.

ماه پایدار خواهد ماند، اگتر   8کی  های باز شده حداقل به مدت  -7

 شود. در شرایط توصیه شده در بای نگهداری

چاهتک در هتر مرحلته کتاری      23توصیه می شود که بی تتر از   -4

استفاده ن ود. اگر پی پ  به صورت دستی انجار می گیرد، پتی پت    

دقیقته تمتار    5کردن همه استانداردها، نمونه ها ، کنترل ها باید در 
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تستتی بایتد از پتی پت       65شود. برای پتی پت  کتردن کتل پلیت       

 اتوماتیک استفاده شود.

ارایند شست و خیلی مهم اس . شست وی ناکاای باعث کتاهش   -6

 دق  و اازایش کاذب جذب می شود.

 

 تهیه و جمع آوری نمونه : 

آزمایش را باید بر روی نمونه های سرمی انجار داد. نمونته هتای    -1

 شدیدا همولیزه و دارای چربی باید حذف شوند.

درجتته  4ا تتت 3نمونتته هتتا را متتی تتتوان بتترای دو روز در دمتتای   -3

 -36سانتیگراد و برای زمان های طوینی تر )تا ستی روز( در دمتای   

 درجه سانتیگراد نگهداری نمود. 

 از انجماد و ذوب مکرر نمونه ها باید خوداری کرد.  -2

باشتد،   ng/ml 40نمونته بتیش از    PSAدر مواردی که مقتدار   -8

تکترار   نمونه را با استاندارد صفر رقیتج نمتوده و ستپس آزمتایش را    

 نمائید.  

 

 آماده سازی معرف ها : 

کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانید. قبل از استفاده آنها را بته   -1

 آرامی کاملا سر و ته نمائید.

برای تهیه محلول شست وی آمتاده مصترف، یتک حجتم از بتاار       -3

محلول حجم آب مقطر رقیج نمائید.  16را با  (20X)شست و غلی  

 ماه پایدار اس  . 3شست و در دمای اتاق به مدت 

 روش انجام آزمایش :

تعداد چاهک های کوت شده برای استتانداردها، سترر کنتترل و     -1

تایی انت اب کنید و مابقی چاهتک هتا    3نمونه های بیمار را بصورت 

را همراه ماده آبگیتر درون کیسته م صتو  قترار داده و درب آنترا      

 ببندید.

3- lµ 35  از استانداردها، سرر کنترل و نمونه ها به چاهک مورد

 نظر ا،ااه کنید.

2- lµ 166 .از کونژوگه آنزیمی به تمار چاهک ها ا،ااه کنید 

ثانیه به آرامی تکان دهید تا محتویات چاهک  26پلی  را بمدت  -8

در این مرحله م لتوط کتردن کامتل بستیار     ها خوب م لوط شوند )

ب چاهک ها را با برچسب م صو  پوشانده و (. سپس درمهم اس 

 درجته ستانتیگراد   27پلی  را بمدت یک ستاع  در درجته حترارت    

 انکوبه کنید.  

 266بتار بتا    5محتویات چاهک ها را خالی کرده و چاهک هتا را   -5

میکرولیتر باار شست وی آمتاده مصترف ب توئید. بترای شست توی      

را داخل چاهک بریزید، میکرولیتر باار شست و  266چاهک ها، ابتدا 

ادن ختالی کنیتد و   ا وارونه کرده و همراه با تکان دسپس چاهک ها ر

در انتهای شست و، با ،ربات ملایم بر روی کاغذ جاذب تمامی متای   

 موجود در چاهک ها را ت لیه نمائید.  

میکرولیتر از سوبسترای آماده مصرف به تمامی چاهتک هتا    166 -5

دقیقته بتدون تکتان دادن، در دمتای      36دت ا،ااه کنید و آنها را بم

 اتاق و تاریکی انکوبه نمائید.  

میکرولیتر از محلول متوقن کننده واکنش به همه چاهتک   166 -7

ثانیه م لتوط شتود .خیلتی مهتم است  تتا        15مدت ها ا،ااه کنید. 

 مطمئن شوید رنگ آبی کاملاً به رنگ زرد تغییتر پیتدا کترده است .    

نانومتر بتا دستتگاه    856ا در طول موج سپس جذب نور هر چاهک ر

نتانومتر   526اییزا ریدر قرائت  نمائیتد )در صتورت امکتان از طتول      

بعنوان ایلتر راترانس استتفاده کنیتد(. ستنجش جتذب نتوری بایتد        

 دقیقه پس از اتمار آزمایش انجار شود.  26حداکثر تا 
 

 محاسبه نتایج  

( و Yها )محتور  با استتفاده از میتانگین جتذب نتوری استتاندارد      -1

( برروی کاغتذ میلتی متتری، منحنتی     Xغلظ  م    آنها )محور 

 استانداردی رسم کنید.

میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدس  آورده و روی محور  -3

Y         جای آنرا پیدا کنیتد. ستپس نقطته متذکور را توستط خطتی بته

 Xکنید. از نقطه بدس  آمده خطتی عمتود بتر محتور     منحنی وصل 

کنید تا نقطه تلاقی که ن ان دهنده غلظ  نمونه اس ، بدست   وارد 

 آید.  

 با استفاده از کامپیوتر این محاسبات ساده خواهد شد. -2

 

 راهنمای محاسبه  

مقادیر جذب نوری ارائه شده در جدول ذیل تنهتا بعنتوان راهنمتایی    

آورده شده اس  و هر آزمای گاهی باید برای هتر بتار آزمتایش یتک     

 ندارد جدید بدس  آورد.  منحنی استا

 
OD PSA Con. (ng/ml) No. 

0.022 0 1 
0.17 0.5 2 

0.34 1 3 
1.19 5 4 
1.94 10 5 
2.50 20 6 
2.90 40 7 

 

 مقادیر طبیعی 

هر آزمای گاه باید دامنه طبیعی را بترای ختود بته دست  آورد. ایتن      

 مقادیر اقط برای راهنمایی داده شده اس .

 

 نانوگرم در میلی لیتر  4یا مساوی کمتر  مردان طبیعی
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 خصوصیات کیت:

: برای تعیین حد ت  ی   (حساسی  آنالیتیکال )حد ت  ی  -1

انحراف  3مرتبه استاندارد صفر آزمایش شد. حد ت  ی  از  36

بایتر از میانگین جذب در غلظ  صفر بدس  آمد. حد  (SD)معیار 

 بدس  آمد. ng/ml 0.15 ت  ی  برای این کی  
 

: واکنش متقاط  آنتی بادی های مونوکلونال مورد استفاده ویژگی -3

 سایر پروتئین ها بسیار پائین بدس  آمد. در این آزمایش برای
 

برای محاسبه میزان دق  در یک روز و روزهتای م تلتن،    : دق  -2

بار تکرار شد که ،تریب تغییترات    15نمونه سرر  8آزمایش بر روی 

 به شرح ذیل اس . 
 

 

 یب تغییرات در روز،ر

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب 

تغییرات 
(CV) 

1 15 1.25 0.11 8.46 

2 15 3.6 0.28 7.61 

3 15 9.33 0.58 6.22 

4 15 29.37 1.57 5.31 

 

 

 

 ،ریب تغییرات در روزهای م تلن

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ریب ض

تغییرات 
(CV) 

1 15 1.29 0.14 11.11 
2 15 3.69 0.36 9.77 
3 15 10.01 0.77 7.74 
4 15 31.03 2.32 7.47 

 

 

سه نمونه م تلن سرمی با استاندارد صفر به نسب  : خطی بودن  -8

در آنها با  PSAرقیج شدند. سپس غلظ   1:4و  1:8، 1:3های 

 ل بدس  آمد. استفاده از کی  محاسبه شد که نتایج ذی

 
نمونه 

 سرمی

غلظت اولیه 
(ng/ml) 

 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 18.4 108 110 110 

2 23.8 106 104 106 

3 35.4 96 104 109 

 

 ظاهر نمی شود.  ng/ml8666اثر هوک تا غلظ  : اثر هوک  -5

 محدودیت ها:

ر نتایج قابل قبول و تکرارپذیر زمانی حاصل خواهد شد کته روش کتا  

با درک کامل دستورالعمل موجتود در کیت  و مهتارت هتای عملتی      

  .خوب انجار گیرد

 کنترل کیفی:

عملکرد آزمای گاهی خوب مستلزر این اس  که در هر سری کتاری  

همراه با هر منحنی استاندارد نمونه هتای کنتترل کیفتی نیتز بترای      

تایید شاخ  هتای اجرایتی ستنجش، آنتالیز شتوند. بترای تاتمین        

ی اجرایی صحیح و برای تعیین مقادیر میتانگین و دامنته   شاخ  ها

های قابل قبول تعداد نمونه های کنترلی که آنالیز می شتوند بایتد از   

 لحاظ آماری معنی دار باشند.  

 

 

 

 

 

 


