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هیدروکسی -52 برای تعیین غلظت  کیت رادیوایمونواسی

 در سرم انسانی  3-دی ویتامین

25-Hydroxyvitamin-D3 RIA Kit in Human Serum  

 

 مقدمه 

دارای دو نوعی سکواستروئید می باشدد  ایدن ویتدامین    دی -ویتامین

مدی باشدد کده اظ ن در     ( D3و  D2شکل شیمیایی مجدزا )ویتدامین   

ید  ملکدو     D2اثرات یکسان می باشند  ویتامین یکی دارای بیولوژ

کربنی است که اظ ارگوسترو  گیاهی مشتق می شود  در حالیکه  34

کربنی است و اظ کلسترو  مشدتق مدی    32ی  ملکو   D3ویتامین 

در گدرد  خدون، مشدتق    دی -ردد  شکل فعا  بیولوژیکی ویتامینگ

دن انسدان  وارد بد دی -وکسیله آن می باشد  وقتی ویتدامین هیدر 35

در کبد هیدروکسیله شده و به شکل فعا  آن تبددیل مدی   می شود، 

دی، شدکل عمدده یخیدره    -هیدروکسدیله ویتدامین   35مشتق شود  

-OH-25در بدددن مددی باشددد  لدد ا تعیددین  ل ددت   دی -ویتددامین

Vitamin D3   در سرم، نشانگر اولیه سطح این ویتامین در بدن مدی

 باشد   

 

 اساس روش اندازه گیری 

بر اساس موجود    Hydroxyvitamin D3-25رادیوایمونواسی کیت

رقابتی تهیه شده است  در این کیدت اظ رو    سنجش ایمونولوژیکی

 OH-Vitamin D3-25اسدتفاده شدده اسدت     بدادی  پوشدش آنتدی   

-25ضدد   تصا  به آنتدی بدادی منوکلوندا    موجود در نمونه ها برای ا

OH-Vitamin D3  25بدا  اسدت،   پوشش داده شده برروی لولهکه-

OH-Vitamin D3-Biotin   کنددد  پدد  اظ ظمددان   رقابددت مددی

آویدین متصدل   استرپتها تخلیه  می شوند  سپ   انکوباسیون، لوله

 شود  پ  اظ ظمان انکوباسیون، لولده ها اضافه می  به لوله 535-به ید

اکتیویتده موجدود در    اکنون ها تخلیه شده و شستشو داده می شوند 

نده گاما انداظه گیری می شود که ایدن اکتیویتده   هر لوله توسط شمار

در نموندده هددا  OH-Vitamin D3-25بطددور معکددوس بددا  ل ددت  

بددا  ل ددت  OH-Vitamin D3-25متناسددا اسددت  اسددتانداردهای 

مشخص، همراه با نمونه های مجهو  آظمایش می شوند که بر اساس 

-OH-25منحنددی اسددتاندارد م دددار شددمار  در م ابددل  ل ددت    

Vitamin D3    ل ت نمونه های مجهو  بدست می آید  ، 

 

 معرف ها 

که با آنتی بادی ضد  لوله 566شامل های پوشش داده شده:  لوله -5

25-OH-Vitamin D3     تهیه شده در گوسدفند پوشدش داده شدده

 اند   

یتری اظ استاندارد با  ل ت هدای  میلی ل ویا  نیم 5استانداردها :  -3

که در سرم نرما  انسانی  ng/mlس براسا 536و  35,56، 56، 8، 6

 تهیه شده و اظ تیومرسا  بعنوان نگهدارنده استفاده شده است  

    میلی لیتری 35: ی  ویا   بافر استخراج -2

 -OH-Vitamin D3) (Biotin-25  لددی  کونژوگدده بیوتیندده  -8

(50X)   تهیده بدافر  اسدتخراج    میلی لیتری که بدرای   نیم: ی  ویا

 با بدافر اسدتخراج   56/5است این محلو  به نسبت  آماده مصرف لاظم

 رقیق شود  

 .میلی لیتری آماده مصرف نیمویا   سرم کنتر : دو -5

میلی  35: ی  ویا   (535-ت آویدین متصل به یداسترپردیاب ) -5

 لیتری آماده مصرف  

میلدی   56: ید  ویدا     (20X)محلو  شستشدو دهندده  لدی      -2

تهیه محلو  شستشوی آماده مصرف  لیتری محلو  شستشو که برای

 رقیق شود   با آب دیونیزه 36/5ین محلو  به نسبت لاظم است ا
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 مورد نیاز که در کیت موجود نیست مواد و وسایل 

 میکرولیتری دقیق 3666و  366، 35 سمپلر -5

 آب دیونیزه -3

 شیکر مخصوص گاما -2

 گاما کانتر -8

 کا   جایب رطوبت  -5

 

 برای مصرف کنندگان  ات قابل توجهنک

اظ اسددتفاده اظ مددواد پدد  اظ تدداری  ان ادداک خددودداری کنیددد و اظ  -5

مخلوط کردن یا استفاده اظ کیت هدا بدا شدماره بدت مختلدی پرهیدز       

 نمائید 

درب ظروف را پ  اظ استفاده ببندید و اظ تعویض درب هدا جددا    -3

 خودداری کنید  

بدا مدواد رادیواکتیدو    اظ لباس و دستکش یکبار مصرف هنگام کار  -2

 استفاده کنید 

لواظم آظمایشگاهی آلوده به مدواد رادیواکتیدو جداگانده و بدا رو       -8

های ایمدن )براسداس دسدتورالعمل هدای حفاظدت در برابدر اشدعه(        

 د یشستشو و یا پسماند نمای

درجده   3-4کیت های باظ نشده پد  اظ تحویدل بایدد در دمدای      -5

باید در کیسه در بسته  وند  لوله ها)یخچا ( نگه داری شسانتی گراد 

به همراه ماده جایب رطوبت نگه داری شود  کیت باید تا تاری  ان اا 

استفاده شود  برای اطلاع اظ تاری  ان اا بده برسسدا کیدت مراجعده     

 شود 

باعث کداهش   فرآیند شستشو خیلی مهم است  شستشوی ناکافی -5

 می شود  دقت و افزایش کایب شمار 

 

 

 جمع آوری نمونه تهیه و 

آظمایش را باید بر روی نمونه های سرمی انجام داد  نمونده هدای    -5

 شدیدا همولیزه و دارای سربی باید ح ف شوند 

درجدده  4تددا  3نموندده هددا را مددی تددوان بددرای دو روظ در دمددای   -3

 -36سانتیگراد و برای ظمان های طولانی تر )تا سدی روظ( در دمدای   

 نمود   درجه سانتیگراد نگهداری

 اری کرد  داظ انجماد و یوب مکرر نمونه ها باید خود -2

 

 آماده سازی معرف ها

فاده آنها را بده  کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانید  قبل اظ است -5

 آرامی تکان دهید )سر و ته نمائید(   

در ید  ظدرف شیشده ای     برای تهیه بافر استخراج آماده مصرف، -3

حجدم   84را بدا   (50X)نژوگه بیوتینده  لدی    ی  حجم اظ کو تمیز،

بافر استخراج رقیق نمائید  برای هر بار آظمایش این محلو  باید تداظه  

این محلو  بلافاصدله پد  اظ تهیده همدراه بده دو دقی ده       تهیه شود  

 شی ، بایستی مصرف شود  

تعداد لوله های  ردیف

 مورد استفاده

 حجم بافر استخراج 

 )زرد رنگ( 
(mL) 

حجم کونژوگه بیوتینه 

 )قرمز رنگ( 

(µL) 

 56 2 ده عدد  5

 536 5 بیست عدد 3

 366 56 سهل عدد 2

 346 58 شصت عدد 8

 256 54 هشتاد عدد 5

 886 33 یکصد عدد 5

 

برای تهیه محلو  شستشوی آمداده مصدرف، ید  حجدم اظ بدافر       -2

 رقیق نمائید  حجم آب دیونیزه 54را با  (20X)شستشو  لی  
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 روش انجام آزمایش  

نمونه  وها های کوت شده برای استانداردها، کنتر   تعداد لوله -5

 های بیمار را انتخاب کنید  

ونه های بیمار را میکرولیتر اظ استانداردها، سرم کنتر  و نم 35 -3

 بریزید   به داخل هر لوله

ها  آماده مصرف را به تمام لوله میکرولیتر اظ بافر استخراج 366 -2

 اضافه کنید  

ثانیه به آرامی تکان دهید تا محتویدات آنهدا    55لوله ها را بمدت  -8

در همدزن   دقی ده  56خوب مخلوط شوند  سپ  لولده هدا را بمددت    

گردان مخصوص شرکت پادتن گستر ایثار یا در شیکر اف دی )بدا دور   

280rpm( و  در درجه حرارت اتاق )درجده سدانتیگراد(    34تدا   33

 د   انکوبه کنی

  ه نمائیدمحتویات لوله ها را اظ طریق مکش یا وارونه کردن تخلی -5

سپ  لوله ها را دو بار و هر بار با دو میلی لیتر محلو  شستشوی 

آماده مصرف شستشو دهید  برای اطمینان اظ تخلیه کامل، با وارونه 

نگهداشتن لوله ها برروی کا   جایب و با ضربت ملایم برروی لوله 

 یع موجود در لوله ها را تخلیه کنید تمامی ما

نیدد  سدپ    میکرولیتر اظ ردیاب را به تمام لوله ها اضدافه ک  366 -5

در همزن گردان مخصوص شرکت پدادتن   دقی ه 26لوله ها را بمدت 

( و  در درجه حدرارت  280rpmگستر ایثار یا در شیکر اف ی )با دور 

 درجه سانتیگراد( انکوبه کنید   34تا  33اتاق )

  مکش یا وارونه کردن تخلیه نمائیدد محتویات لوله ها را اظ طریق  -2

سپ  لوله ها را دو بار و هر بار با دو میلی لیتدر محلدو  شستشدوی    

آماده مصرف شستشو دهید  برای اطمینان اظ تخلیه کامل، با وارونده  

نگهداشتن لوله ها برروی کا   جایب و با ضربت ملایم بدرروی لولده   

 موجود در لوله ها را تخلیه کنید  تمامی مایع 

با استفاده اظ گاما کانتر، اکتیویته موجود در لوله هدا بمددت ید      -4

 دقی ه شمار  کنید    

 محاسبه نتایج  

( و  ل دت  Yبا استفاده اظ میانگین شمار  اسدتانداردها )محدور    -5

( بددرروی کا دد  میلددی متددری، منحنددی   Xمشددخص آنهددا )محددور  

 استانداردی رسم کنید 

 Yمیانگین شمار  برای هر نمونه را بدست آورده و روی محدور   -3

جای آنرا پیدا کنید  سپ  ن طه م کور را توسط خطدی بده منحندی    

وارد کنیدد   Xوصل کنید  اظ ن طه بدست آمده خطی عمود بر محور 

 تا ن طه تلاقی که نشان دهنده  ل ت نمونه است، بدست آید   

 محاسبات ساده خواهد شد  با استفاده اظ کامپیوتر این -2

 

 راهنمای محاسبه  

م ادیر شمار  ارائه شده در جدو  ییل تنها بعنوان راهنمایی آورده 

شده است و هر آظمایشگاهی باید برای هر بار آظمدایش ید  منحندی    

   استاندارد جدید بدست آورد

B/B0(%) Count 

(CPM) 

Standard 

Con. 

(ng/mL) 

No. 

- 203884 Total 

Count 

 

100 109748 0 1 

83.5 91741 4 2 

62.2 68359 10 3 

44.7 49113 25 4 

24.5 26968 60 5 

15.6 17079 120 6  
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 مقادیر طبیعی 

بدلیل اختلافات سنی، نژادی و رژیم تغ یه، نمی توان برای تمام 

ایشگاه باید جمعیت ها محدوده مرجع تعیین کرد  بنابراین هر آظم

محدوده مرجع خود را گزار  نماید  م ادیر طبیعی در سرم افراد 

بدست آمده است به یشات مکرر با این رو  نرما  که توسط آظما

 قرار ظیر می باشد:

 

 سطح دریافت  D3 (ng/ml)ویتامین  غلظت

 کمبود 56کمتر اظ 

 ناکافی 56 - 26

 کافی 26 - 26

 بیش اظ حد نرما  566-26

 سمی  566شتر اظ بی

 

 به شرح ییل می توان عمل کرد: برای تبدیل به واحد 

ng/ml × 2.5 =  nmol/L 

 

 

 

 خصوصیات کیت 

 حساسیت  -5

با سرم صفر، حساسیت این کیت  8با رقیق ساظی متوالی استاندارد 

 ng/ml 5برابر  OH-VitaminD3-25برای تعیین م دار هورمون 

 بدست آمد  

 

 دقت  -3

سبه میزان دقت در ی  روظ و روظهای مختلی، آظمایش بر برای محا

بار تکرار شد که ضریا تغییرات به شرح ییل  36نمونه سرم  2روی 

 است  

 

 

 ضریا تغییرات در روظ

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(%CV) 

1 20 5.5 0.36 6.5 
2 20 42.5 1.91 4.5 
3 20 74.5 2.86 3.8 

 ضریا تغییرات در روظهای مختلی

نمونه 

 سرم

دفعات 

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(%CV) 

1 10 8.4 0.63 7.5 
2 10 33.4 2.17 6.5 
3 10 81.4 4.48 5.5 

 

 ویژگی  -2

 اظ مواد ظیر برای بررسی میزان تداخل این کیت استفاده شد 

 درصد تداخل نوع ماده

25-OH-VitaminD3 100 

25-OH-Vitamin D2 100 

Vitamin D3  0.04 ˂ 

Vitamin D2  0.05˂  

 


