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 انسانیگنادوتروپین جفتی کیت الایزا برای تعیین غلظت 
 تستی( 65)

Human ChorionicGonadotropin (HCG) ELISA Kit 
 مقدمه :

گنادوتروپین جفتی انسان یک هورمون گلیکوپروتئینی است که توسط سللو   

غلظلت  های تروفوبلاسلت جفلت در  لی دروران بلارداری ترشلش ملی شلود         

در خون و ادرار در  ی بلارداری  ییعلی    (HCG)ن گنادوتروپین جفتی انسا

بشدت افزایش ملی یایلد  بعللاور در بسلیاری ام تومورهلای تروفوبلاسلتیک و       

غیرتروفوبلاستیک غلظت این گلیکوپروتئین افزایش می یابد  لذا تعیین غلظت 

با سیستم های دقیق و صحیش اندامر گیری، راهی مطلوب بلرای   HCGسرمی 

 اختلالات بارداری مودرس می باشد  تشخیص بارداری و 

 

 اساس روش اندازه گیری : 

موجود، براساس سنجش ایمونولوژیکی آنزیمی ساندویچی  HCGکیت الایزای 

نمونه ها بعنوان آنتی ژن به دو آنتی بادی  موجود در HCGتهیه شدر است  

موج اختصاصی خود متصل می گردد  هر دو آنتی بادی ام نوع منوکلونا  

هستند که یکی برروی فام جامد )چاهک ها( پوشش دادر شدر است و  موشی

متصل شدر است  نمونه مورد آممایش که دارای  HRPدیگری به آنزیم 

HCG  ،است، در معرض دو آنتی بادی قرار می گیرد  پس ام ممان انکوباسیون

چاهک ها تخلیه شدر و شستشو دادر می شوند تا آنتی بادی متصل به آنزیم 

HRP  اضافی خارج گردد  سپس به هرچاهک سوبسترای آنزیم اضافه می شود

در نمونه ها متناسب است   HCGکه فعالیت آنزیم بطور مستقیم با غلظت 

با غلظت مشخص، همرار با نمونه های مجهو  آممایش  HCGاستانداردهای 

، HCGمی شوند که براساس منحنی استاندارد جذب نور در مقابل غلظت 

 ه های مجهو  بدست می آید  غلظت نمون

 

 معرف ها :
چاهک جداشدنی که با آنتی بادی  65میکروپلیت پوشش دادر شدر: شامل  -1

 پوشش دادر شدر اند   HCGمنوکلونا  موشی ضد 

میلی لیتری آمادر  13: یک ویا   (HRP-Anti-HCG)کونژوگه آنزیمی  -3

 مصرف  

 ،35 ،6ا غلظلت هلای   ستاندارد بل میلی لیتری ام ا یک ویا  7استانداردها :  -2

که در سرم نرملا  انسلانی    mIU/mlبراساس  1666و 566, 356، 166 ،56

 تهیه شدر و ام تیومرسا  بعنوان نگهدارندر استفادر شدر است  

   یک میلی لیتری آمادر مصرفویا   یکسرم کنتر :  -8

  میلی لیتری محللو  35: یک ویا   (20X)محلو  شستشو دهندر غلیظ  -5

ین محلو  به شستشو که برای تهیه محلو  شستشوی آمادر مصرف لامم است ا

 رقیق شود   با آب دیونیزر 36/1نسیت 

 میلی لیتری محلو  آمادر مصرف 13محلو  رنگ ما: یک ویا   -5

میلی لیتلری اسیدسلولفوریک    13محلو  متوقف کنندر واکنش: یک ویا   -7

 یک نرما   

  میلی لیتری 15یا  یک و :محلو  رقیق کنندر-4
 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست :

 میکرولیتری دقیق 166و  35سمپلرهای  -1

 آب دیونیزر -3

 526نلانومتری و در صلورت امکلان     856دستگار الایزا ریلدر دارای فیلتلر    -2

 نانومتری بعنوان فیلتر رفرانس 

 کاغذ جاذب ر وبت  -8

 جه سانتیگراد  در 27 ± 1انکوباتور  -5

 

 نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان :
و  HbsAgدر این کیت ام سرم انسلانی اسلتفادر شلدر اسلت کله ام نظلر        -1

HIV   منفی بودر اند 

خودداری کنیلد  در   )4SO2N H1(ام تماس محلو  متوقف کنندر واکنش -3

 صورت تماس، با آب فراوان آنرا بشوئید 

ام تاریخ انقضاء خودداری کنید و ام مخلوط کردن یلا  ام استفادر ام مواد پس -2

 استفادر ام کیت ها با شمارر بچ مختلف پرهیز نمائید 

استفادر بیندید و ام تعویض درب ها جلدا خلودداری    درب ظروف را پس ام -8

 کنید  

محلو  های محتوی مواد افزودنی یا نگهدارندر مثل سدیم آمایلد نیایلد در    -5

 د شوند  واکنش آنزیمی وار

خوانلدر شلد،    5/3بلیش ام   1666چنانچه جذب نلوری غلظلت اسلتاندارد     -5

   نانومتر قرائت نمائید 865جذب نور هر چاهک را در  و  موج مجددا 

 

 تهیه و جمع آوری نمونه : 
آممایش را باید بر روی نمونه های سلرمی انجلام داد  نمونله هلای شلدیدا       -1

 شوند همولیزر و دارای چربی باید حذف 

درجله سلانتیگراد و    4تلا   3نمونه ها را می توان برای هفت روم در دملای   -3

درجله سلانتیگراد    -36برای ممان هلای  لولانی تلر )تلا سلی روم( در دملای       

 نگهداری نمود  

 داری کرد  دام انجماد و ذوب مکرر نمونه ها باید خو -2

اشد، نمونله  ب mIU/ml 1666نمونه بیش ام  HCGدر مواردی که مقدار  -8

نملودر و  سلامی  رقیلق   661/6و  61/6، 1/6بصلورت   محلو  رقیق کنندررا با 

 سپس آممایش را تکرار نمائید  

 

 آماده سازی معرف ها : 

سر کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانید  قیل ام استفادر آنها را به آرامی  -1

 د و ته نمائی

ک حجم ام بافر شستشو غلیظ برای تهیه محلو  شستشوی آمادر مصرف، ی -3

(20X)  رقیق نمائید  حجم آب دیونیزر 16را با 

 

 روش انجام آزمایش :

تعداد چاهک های کوت شدر برای استانداردها، کنتر  و نمونه های بیملار   -1

تایی انتخاب کنید و مابقی چاهک ها را هملرار ملادر آبگیلر درون     3را بصورت 

 کیسه مخصوص قرار دادر و درب آنرا بیندید 

میکرولیتر ام استانداردها، کنتر  و نمونه های بیملار را بله داخلل هلر      35 -3

 ید  چاهک بریز

را بلله تمللام  (HRP-Anti-HCG)میکرولیتللر ام کونژوگلله آنزیمللی  166 -2

 چاهک ها اضافه کنید  
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ثانیه به آرامی تکان دهید تا محتویات چاهلک هلا    26 - 56پلیت را بمدت  -8

سپس درب چاهلک هلا را بلا برچسلب مخصلوص پلیلت       خوب مخلوط شوند  

و تاریکی  رجه سانتیگراد د 27 در درجه حرارت بمدت سی دقیقهپوشاندر، آنرا 

 انکوبه کنید  

میکرولیتلر   266بار بلا   5خالی کردر و چاهک ها را  محتویات چاهک ها را -5

 266بافر شستشوی آمادر مصرف بشوئید  برای شستشلوی چاهلک هلا، ابتلدا     

میکرولیتر بافر شستشو را داخل چاهک بریزید، سپس چاهک ها را وارونه کردر 

ن خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر روی و همرار با تکان داد

 کاغذ جاذب تمامی مایع موجود در چاهک ها را تخلیه نمائید  

میکرولیتر ام سوبسترای آمادر مصرف به تمامی چاهک ها اضافه کنید  166 -5

 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمائید   15و آنها را بمدت 

ام محلو  متوقف کنندر واکنش به همه چاهک هلا اضلافه   میکرولیتر  166 -7

نانومتر با دستگار الایزا  856کنید  سپس جذب نور هر چاهک را در  و  موج 

نانومتر بعنوان فیلتر رفرانس  526ریدر قرائت نمائید )در صورت امکان ام  و  

دقیقله پلس ام اتملام     26استفادر کنید(  سنجش جذب نوری باید حداکثر تلا  

 مایش انجام شود  آم

 

 محاسبه نتایج 
( و غلظت مشخص Yبا استفادر ام میانگین جذب نوری استانداردها )محور  -1

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

جلای   Yمیانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آوردر و روی محلور   -3

ر را توسط خطی بله منحنلی وصلل کنیلد  ام     آنرا پیدا کنید  سپس نقطه مذکو

وارد کنید تا نقطه تلاقی کله نشلان    Xنقطه بدست آمدر خطی عمود بر محور 

 دهندر غلظت نمونه است، بدست آید  

 

 راهنمای محاسبه 

مقادیر جذب نوری ارائه شدر در جدو  ذیل تنها بعنوان راهنمایی آوردر شلدر  

ر آممایش یک منحنی استاندارد جدیلد  است و هر آممایشگاهی باید برای هر با

 بدست آورد  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 مقادیر طبیعی 
ر هر آممایشگاهی لامم است تا براساس بافت جمعیتی، محدودر  ییعی مقادی

یر  ییعی در سرم افراد نرما  که توسط مقاداین هورمون را بدست آورد  

 آممایشات مکرر به روش الایزا بدست آمدر است به قرار میر می باشد:

 

   mIU/ml 0.0 – 6.0محدودر  ییعی 

 

( بشرح mIU/mlدر افراد باردار  ییعی مقادیر در دوران مختلف )برحسب 

 ذیل است: 

 16 – 26                      هفته او           

 26 – 166هفته دوم                              

 166 – 1666هفته سوم                            

 1666 – 16666هفته چهارم                       

 26666 – 166666مار دوم و سوم                   

 16666 – 26666سه ماهه دوم                     

 5666 – 15666سه ماهه سوم                                       

 

 خصوصیات کیت 
 حساسیت  -1

با سرم صفر، حساسیت این کیت برای  35با رقیق سامی متوالی استاندارد 

 بدست آمد   mIU/ml  1برابر  HCGتعیین مقدار 

 

 دقت  -3

 2لف، آممایش بر روی برای محاسیه میزان دقت در یک روم و رومهای مخت

 بار تکرار شد که ضریب تغییرات به شرح ذیل است   36نمونه سرم 

 ضریب تغییرات در روم
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(mIU/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 20 214 16.05 7.5 

2 20 574 35.01 6.1 

3 20 745 42.47 5.7 

 لفضریب تغییرات در رومهای مخت
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(mIU/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 10 332 27.22 8.2 
2 10 475 35.63 7.5 
3 10 824 56.03 6.8 

 ویژگی  -2

 HCGآنتی بادی های منوکلونا  مورد استفادر در این کیت الایزا اختصاصی 

انسانی در غلظت  TSH و LH  ،FSHانسانی می باشند  هیچگونه تداخلی با 

 های  ییعی دیدر نشدر است  

 خطی بودن  -8

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

در آنها با استفادر ام کیت محاسیه شد که نتایج  HCGشدند  سپس غلظت 

 ذیل بدست آمد  
نمونه 

 سرمی

غلظت اولیه 
(mIU/ml) 

 درصد بازیابی

1:2 1:4 1:8 

1 154 109 108 108 

2 453 107 106 107 

3 887 103 104 106 

 

 اثر هوک  -5

 دیدر نشد   mIU/ml 666/366در این کیت، پدیدر اثر هوک تا غلظت 

 

 مقدار استاندارد  ردیف

(mIU/ml) 
 جذب

1 0 0.018 

2 25 0.164 
3 50 0.238 

4 100 0.310 
5 250 1.264 
6 500 2.141 

7 1000 2.841 


