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 کیت الایزا برای تعیین غلظت تام هورمون تری یدوتیرونین انسانی

 تستی( 65)

Human Total Triiodothyronine (T3) ELISA Kit 

 

 مقدمه :

امکان تعیین مقداار کمدی    (EIA)استفاده روش سنجش ایمونولوژیکی آنزیمی 

بسیار از هورمون ها را در مایعدا  بدان ادراهم مدی آوردن ایدن روش از صد  ،       

ساسی ، تکرارپذیری، سرع  و اختصاصی بدودن کداای برخدوردار اسد ن ایدن      ح

روش سدنجش ایمونولدوژیکی آنزیمدی امکدان انداازه غیدری سلاد  بسدیار کددم         

میکرولیتر  56در حجم کمی از سرم ) (T3)هورمون تیروئیای تری یاوتیرونین 

 در هر اناازه غیری( برآورده می سازدن  

از ساه تیروئیا ترشح می شدونا و از   (T3)ین و تری یاوتیرون (T4)تیروکسین 

طریق یک سیستم ایابک حساس بدین هیووتداوموس و هیودوایز تنادیم مدی      

باعث  (TRH)شونان هیووتاوموس با آزادسازی هورمون آزاد کنناه تیروتروپین 

می شودن اثدر   (TSH)ت ریک ساه هیووایز برای ترشح هورمون م رک تیروئیا 

را آزاد نمایان این هورمدون   T4و  T3شود تا ساه تیروئیا این هورمون باعث می 

از طریدق مکانیسدم    TSHو  TRH ها به نوبه خدود باعدث تنادیم آزادسدازی     

کنترلی ایابک می شونان در موقع لزوم، این هورمون هدا بدااخج یریدان خدون     

آزاد می شونان این هورمون ها عماتا به پروتئین های خاصی در سرم متصج می 

که بعنوان حامج این هورمون هدا در یریدان خدون عمدج مدی کنندان دو       شونا، 

و  Thyroxine Binding Globulin (TBG)پدروتئین عمداه عرارتندا از    

آلرومینن درصا بسیار کمی از این هورمون ها بصور  آزاد دریریان خون ویدود  

 دارنا که این قسم  عامج اعالی  های بیولوژیکی این هورمون  ها می باشان هر

غونه اختلال در ساد تیروئیا، هیووایز و هیووتاوموس ممکن اسد  سلاد  ایدن    

 هورمون ها را در یریان خون تغییر دهان 

 اساس روش اندازه گیری : 

مویود  بر اساس سنجش ایمونولوژیکی آنزیمدی رقدابتی تهیده     T3کی  اویزای 

کلوندال  مویود در نمونه هدا بدرای اتصدال بده آنتدی بدادی پلدی         T3شاه اس ن 

متصج  T3بر روی چاهک ها با  (coated)پوشش داده شاه  T3خرغوشی ضا 

رقاب  می کنان پد  از   Horseradish Peroxidase  (HRP-T3)به آنزیم 

زمان انکوباسیون، چاهک ها تخلیه شاه و شستشو داده می شونان سو  بده هدر   

س با سلا  چاهک سوبسترای آنزیم اضااه می شود که اعالی  آنزیم بطور معکو

T3  در نمونه ها متناسب اس ن استانااردهایT3     با سلا  مشدخ،، همدراه بدا

نمونه های مجهول آزمایش می شونا که بر اساس من نی استاناارد یدذ  ندور   

 ، سلا  نمونه های مجهول باس  می آیان   T3در مقابج سلا  

 معرف ها :

ه با آنتدی بدادی   چاهک یااشانی ک 65میکروپلی  پوشش داده شاه: شامج  -1

 تهیه شاه در خرغوش پوشش داده شاه انان   T3ضا 

 میلی لیتری آماده مصرفن  13: یک ویال  (HRP-T3)کونژوغه آنزیمی  -3

، T3 6ویال یک میلی لیتدری از اسدتاناارد بدا سلاد  هدای       5استانااردها :  -2

انسدانی  که در سدرم نرمدال    (ng/ml)نانوغرم در میلی لیتر  5/7و  5، 3، 1، 5/6

 تهیه شاه و از تیومرسال بعنوان نگهاارناه استفاده شاه اس ن  

  یک میلی لیتری آماده مصرفن ویال یکسرم کنترل:  -8

میلدی لیتدری م لدول     35: یک ویال  (20X)م لول شستشو دهناه سلیظ  -5

بده   شستشو که برای تهیه م لول شستشوی آماده مصرف وزم اس  این م لول

 رقیق شودن  دیونیزه با آ  36/1نسر  

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

میلدی لیتدری اسیاسدولفوریک     13م لول متوقف کنناه واکنش: یک ویدال   -7

 یک نرمالن  

 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست :

 میکرولیتری دقیق 166و  56سمولرهای  -1

 دیونیزهآ   -3

 526نددانومتری و در صددور  امکددان  856ه اویددزا ریددار دارای ایلتدر  دسدتگا  -2

 نانومتری بعنوان ایلتر راران ن

 کاسذ یاذ  رطوب    -8

 نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان :

 HIVو  HbsAgدر این کی  از سرم انسانی استفاده شاه اس  که از نادر   -1

 منفی بوده انان  

خدودداری کنیدان در    4SO2N H(1(کنش از تماس م لول متوقف کنناه وا-3

 صور  تماس، با آ  اراوان آنرا بشوئیان

از استفاده از مواد پ  از تاریخ انقضاء خودداری کنیا و از مخلدو  کدردن یدا    -2

 استفاده از کی  ها با شماره بچ مختلف پرهیز نمائیان

 استفاده برنایا و از تعدوی  در  هدا یداا خدودداری     در  ظروف را پ  از -8

 کنیان 

م لول های م توی مواد اازودنی یا نگهاارناه مثدج سدایم آزایدا نرایدا در      -5

 واکنش آنزیمی وارد شونان  

 تهیه و جمع آوری نمونه : 

آزمایش را بایا بر روی نمونده هدای سدرمی انجدام دادن نمونده هدای شدایاا         -1

 همولیزه و دارای چربی بایا حذف شونان

دریده سدانتیگراد و بدرای     4تدا   3ی دو روز در دمای نمونه ها را می توان برا -3

دریده سدانتیگراد نگهدااری     -36زمان های طوونی تر )تدا سدی روز( در دمدای    

 نمودن  

 اری کردن داز انجماد و ذو  مکرر نمونه ها بایا خود -2

 آماده سازی معرف ها : 

به آرامی تکدان   کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانیان قرج از استفاده آنها را -1

 دهیان

برای تهیه م لول شستشوی آماده مصرف، یک حجم از باار شستشدو سلدیظ    -3

(20X)  رقیق نمائیان حجم آ  دیونیزه 16را با 

 

 روش انجام آزمایش :

و نمونده هدای    ، سدرم کنتدرل  تعااد چاهک های کو  شاه برای استانااردها -1

تایی انتخا  کنیا و مابقی چاهدک هدا را همدراه مداده آبگیدر       3بیمار را بصور  

 درون کیسه مخصوص قرار داده و در  آنرا برنایان

و نمونه های بیمار را به داخج هدر   ، سرم کنترلمیکرولیتر از استانااردها 56 -3

 چاهک بریزیان  

را به تمام چاهک ها اضااه  (HRP-T3)میکرولیتر از کونژوغه آنزیمی  166 -2

 کنیان 

ثانیه به آرامی تکان دهیا تا م تویا  چاهدک هدا     26 – 56پلی  را بما   -8

خو  مخلو  شدونان سدو  در  چاهدک هدا را بدا برچسدب مخصدوص پلید          

دریده سدانتیگراد    27 پوشاناه و چاهک ها را بما  یک ساع  در دریه حرار 

  و تاریکی انکوبه کنیان
میکرولیتدر   266بدار بدا    5یا  چاهک ها را خالی کرده و چاهک هدا را  م تو -5

 266باار شستشوی آماده مصرف بشدوئیان بدرای شستشدوی چاهدک هدا، ابتداا       

میکرولیتر باار شستشو را داخج چاهک بریزیا، سو  چاهک ها را وارونده کدرده   
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م بدر روی  و همراه با تکان د ادن خالی کنیا و در انتهای شستشو، با ضربا  ملای

 کاسذ یاذ  تمامی مایع مویود در چاهک ها را تخلیه نمائیان  

میکرولیتر از سوبسترای آماده مصرف به تمامی چاهک ها اضدااه کنیدا    166 -5

 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمائیان   36و آنها را بما  

ااه میکرولیتر از م لول متوقف کنناه واکنش به همده چاهدک هدا اضد     166 -7

نانومتر با دسدتگاه اویدزا    856کنیان سو  یذ  نور هر چاهک را در طول موج 

نانومتر بعندوان ایلتدر رادران      526ریار قرائ  نمائیا )در صور  امکان از طول 

دقیقده پد  از اتمدام     26استفاده کنیا(ن سنجش یذ  نوری بایدا حدااکثر تدا    

 آزمایش انجام شودن  

 

 محاسبه نتایج 

( و سلاد  مشدخ،   Yه از میانگین یذ  نوری استانااردها )م ور با استفاد -1

 ( برروی کاسذ میلی متری، من نی استانااردی رسم کنیانXآنها )م ور 

یدای   Yمیانگین یذ  نوری برای هر نمونده را باسد  آورده و روی م دور     -3

آنرا پیاا کنیان سو  نقطه مذکور را توسط خطدی بده من ندی وصدج کنیدان از      

وارد کنیا تا نقطده تلاقدی کده نشدان      X  آماه خطی عمود بر م ور نقطه باس

 دهناه سلا  نمونه اس ، باس  آیان  

 راهنمای محاسبه 

وان راهنمدایی آورده شداه   ند مقادیر یذ  نوری ارائه شاه در یاول ذیج تنها بع

اس  و هر آزمایشگاهی بایا برای هر بار آزمایش یدک من ندی اسدتاناارد یایدا     

 باس  آوردن 
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 مقادیر طبیعی 

بالیج اختلااا  سنی، نژادی و رژیم تغذیه، نمی توان برای تمام یمعی  ها 

 م اوده مریع تعیین کردن بنابراین هر آزمایشگاه بایا م اوده مریع خود را

مقادیر طریعی در سرم ااراد نرمال که توسط آزمایشا  مکرر به غزارش نمایان 

 روش اویزا باس  آماه اس  به قرار زیر می باشا:

  ng/ml  3/3 – 5/6م اوده طریعی 

 برای ترایج واحاها به شرح ذیج می توان عمج کرد: 
ng/ml × 100 = ng/dl 

ng/ml × 1.536 = nmol/L 

nmol/L × 0.651 = ng/ml 

 خصوصیات کیت 

 حساسی   -1

با سرم صفر، حساسی  این کی  برای  5/6ا رقیق سازی متوالی استاناارد ب

 باس  آمان  ng/ml3/6 برابر  T3تعیین مقاار هورمون 

 دق   -3

 2برای م اسره میزان دق  در یک روز و روزهای مختلف، آزمایش بر روی 

   به شرح ذیج اس ن بار تکرار شا که ضریب تغییرا 36نمونه سرم 

 ضریب تغییرا  در روز
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 20 0.95 0.07 7.4 
2 20 1.5 0.08 5.1 
3 20 2.3 0.09 4.1 

 ضریب تغییرا  در روزهای مختلف
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

رات ضریب تغیی
(CV) 

1 10 0.85 0.06 7.1 
2 10 1.4 0.07 5.4 
3 10 3.1 0.12 3.8 

 

 ویژغی  -2

 از مواد زیر برای بررسی میزان تااخج این کی  استفاده شان

درصد  (ng/ml)غلظت  نوح ماده

 تداخل

 166  لیوتیرونین

 33/6 346 لووتیروکسین

 3/6 156 دی یاوتیرونین

 3/6 1666 سایم سالی سیلا 

 

 خطی بودن  -8

رقیق  1:4و  1:8، 1:3سه نمونه مختلف سرمی با استاناارد صفر به نسر  های 

در آنها با استفاده از کی  م اسره شا که نتایج ذیج  T3شانان سو  سلا  

 باس  آمان 
 غلظت اولیه نمونه سرمی

(ng/ml) 

 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 1.1 105 108 110 

2 3.1 102 105 109 

3 4.3 95 102 106 
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مقددددددددددددددار  ردیف

 (ng/ml)استاندارد

 جذب

1 0 2.34 

2 0.5 1.93 

3 1 1.54 

4 2 1.15 

5 5 0.71 

6 7.5 0.45 


