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 کیت الایزا برای تعیین غلظت تام هورمون پروژسترون انسانی 

 تستی( 69)

Human Total Progesterone ELISA Kit 
 

 مقدمه

ریان ربنی است که از کلسترول بافتی و جک 32استروئید  هورمون پروژسترون یک

خونی سنتز می شود. کلسترول به پرگنه نولون تبدیل شده سپس از طریق دو 

ژناز و ایزومراز به پروژسترون تبدیل می گردد. محل عمده تولید واکنش دهیدرو

پروژسترون غدد فوق کلیوی و تخمدان ها و در دوران بارداری جفت می باشد. 

متابولیزه شده و بصورت  pregnanediolقسمت عمده این استروئید در کبد به 

کمی از  کونژوگه به گلوکورونید از طریق کلیه ها دفع می گردد. درصد بسیار

درصد( است و عمده آن بصورت  8/3پروژسترون در جریان خون بصورت آزاد )

 متصل به پروتئین های سرم موجود می باشد. 

این هورمون استروئیدی، یک هورمون جنسی زنانه است که همراه با استروژن ها، 

در تنظیم بافت های موثر در سیکل ماهیانه و آماده سازی جدار رحم برای لانه 

 تخمک و نگهداری حاملگی نقشی موثر داراست.  زینیگ

 

 اساس روش اندازه گیری 

کیت الایزای پروژسترون موجود  بر اساس سنجش ایمونولووژیکی آنزیموی رقوابتی    

پوشوش   یتهیه شده است. پروژسترون موجود در نمونه ها برای اتصال به آنتی بواد 

تصوول بووه آنووزیم  بوور روی هاهووک هووا بووا پروژسووترون م   (coated)داده شووده 

Horseradish Peroxidase  (HRP-Progesterone)  رقابت می کند. پس

از زمان انکوباسیون، هاهک ها تخلیه شده و شستشو داده می شوند. سپس به هور  

هاهک سوبسترای آنزیم اضافه می شود که فعالیت آنزیم بطور معکووس بوا غلظوت    

ی پروژسوترون بوا غلظوت    پروژسوترون در نمونوه هوا متناسوت اسوت. اسوتانداردها      

مشخص، همراه با نمونه های مجهول آزمایش موی شووند کوه بور اسواس منحنوی       

استاندارد جذب نور در مقابل غلظت پروژسترون، غلظت نمونه های مجهول بدست 

 می آید.  

 

 معرف ها 

هاهک جداشدنی کوه بوا آنتوی بوادی      65میکروپلیت پوشش داده شده: شامل  -2

 پوشش داده شده اند.   گوسفنده در ضد پروژسترون تهیه شد

میلی لیتری آماده  23: یک ویال  (HRP-Progesterone)کونژوگه آنزیمی  -3

 مصرف. 

ویال یک میلی لیتری از استاندارد با غلظوت هوای پروژسوترون     5استانداردها :  -2

کوه در سورم نرموال     (ng/ml)نانوگرم در میلی لیتور   56و  35، 26، 6/2، 5/6، 6

 تهیه شده و از تیومرسال بعنوان نگهدارنده استفاده شده است.  انسانی 

 . یک میلی لیتری آماده مصرفویال  سرم کنترل: یک -8

میلوی لیتوری محلوول     35: یوک ویوال    (20X)محلول شستشو دهنده غلیظ  -5

یون محلوول بوه    شستشو که برای تهیه محلول شستشوی آماده مصرف لازم است ا

 رقیق شود.  هبا آب دیونیز 36/2نسبت 

 میلی لیتری محلول آماده مصرف 23محلول رنگ زا: یک ویال  -5

میلی لیتری اسیدسوولفوریک یوک    23محلول متوقف کننده واکنش: یک ویال  -7

 نرمال.  

 

 مورد نیاز که در کیت موجود نیست مواد و وسایل 

 میکرولیتری دقیق 366و  35سمپلرهای  -2

 آب دیونیزه -3

 526نووانومتری و در صووورت امکووان   856ریوودر دارای فیلتوور  دسووتگاه الایووزا -2

 نانومتری بعنوان فیلتر رفرانس.

 کاغذ جاذب رطوبت   -8

 درجه سانتیگراد 27 ± 2انکوباتور  -5

 

 ات قابل توجه برای مصرف کنندگان نک

خوودداری کنیود. در    )4SO2N H1(از تماس محلول متوقف کننوده واکونش    -2

 ن آنرا بشوئید.صورت تماس، با آب فراوا

از استفاده از مواد پس از تاریخ انقضاء خودداری کنیود و از مخلووک کوردن یوا      -3

 استفاده از کیت ها با شماره بچ مختلف پرهیز نمائید.

اسوتفاده ببندیود و از تعوویر درب هوا جودا خوودداری        درب ظروف را پس از -2

 کنید.

ثول سودیم آزایود نبایود در     محلول های محتوی مواد افزودنی یوا نگهدارنوده م   -8

 واکنش آنزیمی وارد شوند.  

 

 تهیه و جمع آوری نمونه 

آزمایش را باید بر روی نمونه های سرمی انجام داد. نمونه های شدیدا هموولیزه   -2

 و دارای هربی باید حذف شوند.

درجه سانتیگراد و برای زمان  4تا  3نمونه ها را می توان برای دو روز در دمای  -3

 درجه سانتیگراد نگهداری نمود.   -36طولانی تر )تا سی روز( در دمای های 

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

 

 آماده سازی معرف ها 

سوروته  کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانید. قبل از استفاده آنها را به آرامی  -2

 د.نمایی

صرف، یک حجوم از بوافر شستشوو غلویظ     برای تهیه محلول شستشوی آماده م -3

(20X)  رقیق نمائید. حجم آب دیونیزه 26را با 

 

 روش انجام آزمایش :

و نمونه های بیموار   ، سرم کنترلتعداد هاهک های کوت شده برای استانداردها -2

انتخاب کنید و مابقی هاهک ها را همراه ماده آبگیر درون کیسه مخصوص قورار  را 

 ندید.داده و درب آنرا بب

میکرولیتر از استانداردها، سرم کنترل و نمونه های بیموار را بوه داخول هور      35 -3

 هاهک بریزید.  

را بووه تمووام  (HRP-Progesterone)میکرولیتوور از کونژوگووه آنزیمووی  366 -2

 هاهک ها اضافه کنید. 

ثانیه به آرامی تکان دهید توا محتویوات هاهوک هوا خووب       26پلیت را بمدت  -8

د. سپس درب هاهک هوا را بوا برهسوت مخصووص پلیوت پوشوانده و       مخلوک شون

و تواریکی  درجوه سوانتیگراد    27بمدت یک ساعت در درجوه حورارت   هاهک ها را 

 انکوبه کنید. 

میکرولیتور بوافر    266ر با با 5محتویات هاهک ها را خالی کرده و هاهک ها را  -5

میکرولیتور   266شستشوی آماده مصرف بشوئید. برای شستشوی هاهک ها، ابتودا  

بافر شستشو را داخل هاهک بریزید، سپس هاهک ها را وارونوه کورده و هموراه بوا     

تکان د ادن خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر روی کاغذ جواذب  

 ک ها را تخلیه نمائید.  تمامی مایع موجود در هاه

میکرولیتر از سوبسترای آماده مصرف به تمامی هاهک ها اضوافه کنیود و    266 -5

 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمائید.   36آنها را بمدت 
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میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش به همه هاهک ها اضافه کنید.  266 -7

نوانومتر بوا دسوتگاه الایوزا ریودر       856ج سپس جذب نور هر هاهک را در طول مو

نانومتر بعنوان فیلتر رفورانس اسوتفاده    526 قرائت نمائید )در صورت امکان از طول

دقیقه پس از اتمام آزموایش انجوام    26کنید(. سنجش جذب نوری باید حداکثر تا 

 شود. 

 محاسبه نتایج 

و غلظوت مشوخص   ( Yبا استفاده از میانگین جذب نوری اسوتانداردها )محوور    -2

 ( برروی کاغذ میلی متری، منحنی استانداردی رسم کنید.Xآنها )محور 

جوای آنورا    Yمیانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور  -3

پیدا کنید. سپس نقطه مذکور را توسط خطوی بوه منحنوی وصول کنیود. از نقطوه       

تلاقوی کوه نشوان دهنوده      وارد کنید تا نقطوه  Xبدست آمده خطی عمود بر محور 

 غلظت نمونه است، بدست آید.  

 

 راهنمای محاسبه 

مقادیر جذب نوری ارائه شده در جدول ذیول تنهوا بعنووان راهنموایی آورده شوده      

است و هر آزمایشگاهی باید برای هر بوار آزموایش یوک منحنوی اسوتاندارد جدیود       

 بدست آورد.

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 مقادیر طبیعی 

بدلیل اختلافات سنی، نژادی و رژیم تغذیه، نمی توان برای تمام جمعیت ها 

محدوده مرجع تعیین کرد. بنابراین هر آزمایشگاه باید محدوده مرجع خود را 

شات مکرر به گزارش نماید. مقادیر طبیعی در سرم افراد نرمال که توسط آزمای

 روش الایزا بدست آمده است به قرار زیر می باشد:

 مردان -2

 ng/ml 0.97 – 0.13بزرگسالان                          

 ng/ml 0.52 – 0.70کودکان )قبل از سن رشد(       

 زنان  -3

 ng/ml 0.70 – 0.15فاز فولیکولی                        

  ng/ml 25.0 – 2.00          فاز لوتئال                

  ng/ml 1.60 – 0.06دوران یائسگی                    

 حاملگی  -2

  ng/ml 44.0 – 10.3سه ماهه اول                      

      ng/ml 82.5 – 19.5سه ماهه دوم                     

 ng/ml 229 – 65.0 ماهه سوم                     سه                

 

 برای تبدیل واحدها به شرح ذیل می توان عمل کرد:
ng/ml × 3.175= nmol/L 

 

 خصوصیات کیت 

 حساسیت  -2

با سرم صفر، حساسیت این کیت برای تعیین  5/6با رقیق سازی متوالی استاندارد 

 بدست آمد. ng/ml 2/6مقدار هورمون پروژسترون برابر 

 

 دقت  -3

نمونه  2یک روز و روزهای مختلف، آزمایش بر روی برای محاسبه میزان دقت در 

 بار تکرار شد که ضریت تغییرات به شرح ذیل است.  36سرم 

 ضریت تغییرات در روز
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 20 1.12 0.10 8.9 
2 20 3.5 0.24 6.8 
3 20 15.5 0.90 5.8 

 رات در روزهای مختلفضریت تغیی
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 10 2.3 0.19 8.3 
2 10 8.6 0.37 4.3 
3 10 22.7 0.83 3.6 

 

 ویژگی  -2

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

 
 درصد تداخل (ng/ml)غلظت  نوح ماده

 266  ونپروژستر

 68/6 566 تستوسترون

 62/6 566 استرادیول

 66/6 2666 کورتیزون

 

 خطی بودن  -8

رقیق  2:4و  2:8، 2:3سه نمونه مختلف سرمی با استاندارد صفر به نسبت های 

شدند. سپس غلظت پروژسترون در آنها با استفاده از کیت محاسبه شد که نتایج 

 ذیل بدست آمد. 
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مقدار  ردیف

 (ng/ml)استاندارد

 جذب

1 0 2.25 
2 0.5  

3 3.0  

4 10  

5 25  

6 50  

یه غلظت اول نمونه سرمی
(ng/ml) 

 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 3.2 102 105 107 

2 12.6 102 103 106 

3 44.3 101 104 104 


