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  کیت الایزا برای تعیین غلظت پرولاکتین انسانی

Human Prolactin ELISA Kit 

 مقدمه :

دالتون است کهه توسهس سهلوا ههای      32666پرولاکتین پلی پپتیدی با وزن مولکولی 

لاکتوتروپ هیپوفیز قدامی سنتز و ترشح می شود. سهنتز و ترشهح پهرولاکتین توسهس     

فههاکتور  و (TRH)ننههدت تیروتههروپین هورمههون هههای هیپوتالاموسههی هورمههون رههها ک

با مهار ترشح  PIFبا تحریک و  TRHکنترا می شود.   (PIF)مهارکنندت پرولاکتین 

 پرولاکتین عمل می کند.

مردان و زنان طبیعی و برخهی از مایعهاب بهدن ن یهر مهایی م هزی       پرولاکتین در سرم 

لی پهرولاکتین  نخاعی، منی و مهایی ممنیوتیهک ودهود دارد. عملکهرد فیزیولوایهک اصه      

تحریک رشد پستان و تولید شیر در زنان باردار است. در سه ماهه سوم بارداری غل هت  

پرولاکتین بطور قابل تودهی افزایش می یابد و بعد از زایمان تا پایهان شهیردهی نهوزاد    

در سطح بالا باقی می ماند. شیردهی ترشح پرولاکتین را تحریک مهی کنهد کهه باعه      

و توقف شروع مجدد عادب ماهیانه می شود. سطوح بالای پهرولاکتین  تداوم تولید شیر 

با گالاکتورت )دریان خودبخودی شیر از پستان( و ممنورت ) فقدان عادب ماهیانه( همرات 

است. در غیاب بارداری، هیپرپرولاکتین میا، گالاکتورت و ممنورت نشانه ودود یک فرایند 

ئم تومورهای تولید کنندت پرولاکتین هیپهوفیز  پاتولوایک است. شایی ترین علت این علا

 می باشد.
 

 اساس روش اندازه گیری : 

یچی سنجش ایمونولوایکی منزیمی ساندو مودود، براساس پرولاکتینکیت الایزای 

مودود درنمونه ها بعنوان منتی ان به دو منتی بادی زوج  تهیه شدت است. پرولاکتین

تی بادی از نوع منوکلوناا موشی هستند که اختصاصی خود متصل می گردد. هر دو من

 HRPیکی برروی فاز دامد )چاهک ها( پوشش دادت شدت است و دیگری به منزیم 

است، در معرض دو منتی  پرولاکتینمتصل شدت است. نمونه مورد مزمایش که دارای 

بادی قرار می گیرد. پس از زمان انکوباسیون، چاهک ها تخلیه شدت و شستشو دادت می 

اضافی خارج گردد. سپس به هرچاهک  HRPوند تا منتی بادی متصل به منزیم ش

در  پرولاکتینسوبسترای منزیم اضافه می شود که فعالیت منزیم بطور مستقیم با غل ت 

با غل ت مشخص، همرات با نمونه  پرولاکتیننمونه ها متناسب است. استانداردهای 

استاندارد دذب نور در مقابل  های مجهوا مزمایش می شوند که براساس منحنی

 ، غل ت نمونه های مجهوا بدست می مید. پرولاکتینغل ت 
 

 معرف ها :

چاههک دداشهدنی کهه بها منتهی بهادی        65میکروپلیت پوشش دادت شهدت  شهامل    -1

 ش دادت شدت اند.  علیه پرولاکتین پوشمنوکلوناا موشی 

میلهی لیتهری ممهادت     13ویاا    یک (HRP-Anti-Prolactin)کونژوگه منزیمی  -3

 مصرف. 

، 5، 6با غل هت ههای   پرولاکتین میلی لیتری از استاندارد  ویاا یک 5استانداردها    -2

که در سهرم نرمهاا انسهانی تهیهه      (ng/ml)نانوگرم در میلی لیتر  166و  56، 35، 16

 شدت و از تیومرساا بعنوان نگهدارندت استفادت شدت است.  

 میلی لیتری ممادت مصرف.  سرم کنترا  یک ویاا یک -8

میلی لیتری محلوا شستشهو   35  یک ویاا  (20X)محلوا شستشو دهندت غلیظ  -5

بها   36/1که برای تهیه محلوا شستشوی ممادت مصرف لازم است این محلوا به نسبت 

 مب مقطر رقیق شود.  

 میلی لیتری محلوا ممادت مصرف 13محلوا رنگ زا  یک ویاا  -5

میلهی لیتهری اسیدسهولفوریک یهک      13ندت واکنش  یهک ویهاا   محلوا متوقف کن -7

 نرماا.  
 

 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست :

 میکرولیتری دقیق 166و  56سمپلرهای  -1

 مب دیونیزت -3

نهانومتری   526نهانومتری و در صهورب امکهان     856دستگات الایزا ریدر دارای فیلتر  -2

 بعنوان فیلتر رفرانس.

 کاغذ داذب رطوبت   -8

 درده سانتیگراد  27 ± 1انکوباتور  -5

 

 نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان :

منفهی   HIVو  HbsAgدر این کیت از سرم انسانی استفادت شدت است که از ن هر   -1

 بودت اند.  

با پوست خهودداری کنیهد.    4SO2(1N H(از تماس محلوا متوقف کنندت واکنش  -3

 مب فراوان منرا بشوئید.در صورب تماس، با 

از استفادت از مواد پس از تاریخ انقضاء خودداری کنید و از مخلوط کردن یا استفادت  -2

 از کیت ها با شمارت بچ مختلف پرهیز نمائید.

 استفادت ببندید و از تعویض درب ها ددا خودداری کنید.  پس از درب ظروف را -8

هدارندت مثل سدیم مزایهد نبایهد در واکهنش    محلوا های محتوی مواد افزودنی یا نگ -5

 منزیمی وارد شوند.  

درده سانتی گهراد )یخچهاا(    3-4کیت های باز نشدت پس از تحویل باید در دمای  -5

نگه داری شوند. میکروپلیت باید در کیسه در بسته به همرات مادت دهاذب رطوبهت نگهه    

ا از زمان تولید(. برای اطلاع از داری شود. کیت باید تا تاریخ انقضا استفادت شود )یکسا

 تاریخ انقضا به برچسب کیت مرادعه شود.

مات پایدار خواهد ماند، اگر در شهرایس توصهیه    8کیت های باز شدت حداقل به مدب  -7

 شدت در بالا نگهداری شود.

چاهک در هر مرحله کاری استفادت نشود. اگر پهی   23توصیه می شود که بیشتر از  -4

ستی انجام می گیرد، پی پت کردن همه استانداردها، نمونه ها ، کنترا پت به صورب د

تستی باید از پهی پهت    65دقیقه تمام شود. برای پی پت کردن کل پلیت  5ها باید در 

 اتوماتیک استفادت شود.

یند شستشو خیلی مهم است. شستشوی ناکافی باعه  کهاهش دقهت و افهزایش     فرم -6

 کاذب دذب می شود.

 آوری نمونه : تهیه و جمع 

مزمایش را باید بر روی نمونه های سرمی انجام داد. نمونه ههای شهدیدا همهولیزت و     -1

 دارای چربی باید حذف شوند.

دردهه سهانتیگراد و بهرای زمهان      4تها   3نمونه ها را می توان برای دو روز در دمای  -3

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

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

نمونهه را بها    باشهد،  ng/ml 100نمونهه بهیش از    پهرولاکتین در مواردی که مقدار  -8

 استاندارد صفر رقیق نمودت و سپس مزمایش را تکرار نمائید.  

 

 

 آماده سازی معرف ها : 

کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانید. قبل از استفادت منها را به مرامی کاملا سهر و   -1

 ته نمائید.

برای تهیه محلوا شستشهوی ممهادت مصهرف، یهک حجهم از بهافر شستشهو غلهیظ          -3

(20X)  محلوا شستشو در دمای اتاق بهه مهدب   حجم مب مقطر رقیق نمائید.  16را با

 مات پایدار است . 3

 روش انجام آزمایش :

تعداد چاهک های کهوب شهدت بهرای اسهتانداردها، کنتهرا و نمونهه ههای بیمهار را          -1

تایی انتخاب کنید و مهابقی چاههک هها را همهرات مهادت مبگیهر درون کیسهه         3بصورب 

 ار دادت و درب منرا ببندید.مخصوص قر

میکرولیتر از استانداردها، کنترا و نمونه ههای بیمهار را بهه داخهل ههر چاههک        56 -3

 بریزید.  
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را به تمام چاههک   (HRP-Anti-Prolactin)میکرولیتر از کونژوگه منزیمی  166 -2

 ها اضافه کنید. 

اب چاههک هها خهوب    ثانیه به مرامی تکان دهید تا محتویه  26 - 56پلیت را بمدب  -8

ها را با برچسب مخصوص پلیت پوشاندت و چاهک ها مخلوط شوند. سپس درب چاهک 

 درده سانتیگراد و تاریکی انکوبه کنید.  27دقیقه در درده حرارب 26بمدب  را

میکرولیتهر بهافر    266بهار بها    5کردت و چاههک هها را    محتویاب چاهک ها را خالی -5

میکرولیتهر بهافر    266ای شستشوی چاهک ها، ابتدا شستشوی ممادت مصرف بشوئید. بر

شستشو را داخل چاهک بریزید، سپس چاهک ها را وارونه کردت و همرات با تکان د ادن 

خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضرباب ملایهم بهر روی کاغهذ دهاذب تمهامی مهایی       

 مودود در چاهک ها را تخلیه نمائید.  

ممادت مصرف به تمامی چاهک ها اضافه کنیهد و منهها   میکرولیتر از سوبسترای  166 -5

 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمائید.   15را بمدب 

میکرولیتر از محلوا متوقف کنندت واکنش به همه چاههک هها اضهافه کنیهد.      166 -7

نانومتر با دستگات الایهزا ریهدر قرائهت     856سپس دذب نور هر چاهک را در طوا موج 

نانومتر بعنهوان فیلتهر رفهرانس اسهتفادت کنیهد(.       526صورب امکان از طوا  نمائید )در

 دقیقه پس از اتمام مزمایش انجام شود.   15سنجش دذب نوری باید حداکثر تا 
 

 

 محاسبه نتایج 

( و غل هت مشهخص منهها    Yبا استفادت از میانگین دذب نوری استانداردها )محهور   -1

 حنی استانداردی رسم کنید.( برروی کاغذ میلی متری، منX)محور 

دای منهرا پیهدا    Yمیانگین دذب نوری برای هر نمونه را بدست موردت و روی محور  -3

کنید. سپس نقطه مذکور را توسس خطی به منحنی وصل کنید. از نقطه بدسهت ممهدت   

وارد کنید تا نقطه تلاقی که نشان دهندت غل ت نمونهه اسهت،    Xخطی عمود بر محور 

 بدست مید.  

 با استفادت از کامپیوتر این محاسباب سادت خواهد شد. -2

 

 راهنمای محاسبه 

مقادیر دذب نوری ارائه شدت در ددوا ذیل تنها بعنوان راهنمایی موردت شهدت اسهت و   

 هر مزمایشگاهی باید برای هر بار مزمایش یک منحنی استاندارد ددید بدست مورد. 

 
OD Prolactin Con. (ng/ml) No. 

0.02 0 1 

0.18 5 2 

0.35 10 3 

0.87 25 4 

1.58 50 5 

2.71 100 6 

 
 

 مقادیر طبیعی 

هر مزمایشگات باید دامنه طبیعی را برای خود بهه دسهت مورد. ایهن مقهادیر فقهس بهرای       

 راهنمایی دادت شدت است.

 

1.8 – 21.4 ng/ml مردان 

4.6 – 29.5 ng/ml سگییائ زنان قبل از 

1.5 – 18.5 ng/ml  یائسگیزنان بعد از 

 

 برای تبدیل واحدها به شرح ذیل می توان عمل کرد  

ng/ml = 0.0472× mIU/L 

mIU/L = 21.2× ng/ml 

 

 خصوصیات کیت:

مرتبه  36  برای تعیین حد تشخیص  (حساسیت منالیتیکاا )حد تشخیص -1

بالاتر از میانگین  (SD)عیار انحراف م 3استاندارد صفر مزمایش شد. حد تشخیص از 

 بدست ممد. ng/ml 1 دذب در غل ت صفر بدست ممد. حد تشخیص برای این کیت 
 

واکنش متقاطی منتی بادی های مونوکلوناا مورد استفادت در ایهن مزمهایش     ویژگی -3

درصد بدست ممد. این  68/6و  17/6،  12/6به ترتیب  hFSHو  hTSH ،hLHبرای 

به صهورب دوبلیکیهت و در دو    ن این پروتئین ها به استاندارد صفر کرداضافه  مطالعه با

 سری کاری تعیین گردید .

 

 2برای محاسبه میزان دقت در یک روز و روزهای مختلف، مزمهایش بهر روی      دقت -2

 بار تکرار شد که ضریب ت ییراب به شرح ذیل است.   16نمونه سرم 

 ضریب ت ییراب در روز
دفعات  نمونه سرم

 کرارت

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب 

تغییرات 
(CV) 

1 10 57.35 2.91 5.08 

2 10 12.64 1.23 9.74 

3 10 4.01 0.2 5.05 

 ضریب ت ییراب در روزهای مختلف
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب 

تغییرات 
(CV) 

1 10 69.93 5.18 7.4 
2 10 14.09 1.28 9.1 
3 10 5.24 0.45 8.6 

 

 

و  8 1، 3 1سه نمونه مختلف سرمی با استاندارد صفر به نسبت های   خطی بودن  -8

در منها با استفادت از کیت محاسبه شد که  پرولاکتینرقیق شدند. سپس غل ت  4 1

 نتایج ذیل بدست ممد. 

 
غلظت اولیه  نمونه سرمی

(ng/ml) 
 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 85.1 104 106 109 

2 60.4 107 110 111 

3 41.2 106 108 112 

 

 ظاهر نمی شود.  ng/ml3666اثر هوک تا غل ت   اثر هوک  -5
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