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 هیدروکسی ویتامین-25 برای تعیین غلظت کیت الایزا 
 در سرم انسانی  3-دی

25-Hydroxyvitamin-D3 ELISA Kit in Human Serum  

 

 مقدمه 
دارای دو نوعی سکواستروئید می باشد. اینن ویتنامین  Dویتامین 

منی باشند کنه از ن نر ( D3و  D2شکل شیمیایی مجزا )ویتنامین 
ینن   D2کسننان مننی باشننند. ویتننامین یکی دارای اثننرات یبیولننو 
کربنننی اسننت کننه از ارگوسننترول گینناهی مشننت  مننی  28ملکننول 

کربننی اسنت و از  27ی  ملکنول  D3ویتامین شود. در حالیکه 
در  Dکلسترول مشت  می گردد. شکل فعال بیولنو یکی ویتنامین 

هیدروکسیله آن می باشد. وقتنی ویتنامین  25گردش خون، مشت  
D  در کبد هیدروکسیله شده و به شکل می شود، وارد بدن انسان

، Dهیدروکسننیله ویتننامین  25مشننت  فعننال آن تبنندیل مننی شننود. 
در بدن می باشد. لذا تعینین لل نت  Dشکل عمده ذخیره ویتامین 
25-OH-Vitamin D3  در سنننرم، نشنننانیر اولینننه سننن   اینننن
 ویتامین در بدن می باشد. 

 

 اساس روش اندازه گیری 
بر اساس موجود    Hydroxyvitamin D3-25الایزای کیت

رقابتی تهیه شده است. در این کیت از  سنجش ایمونولو یکی
 OH-Vitamin-25استفاده شده است. بادی روش پوشش آنتی 

D3 تصال به آنتی بادی منوکلونالموجود در نمونه ها برای ا 
برروی پلیت پوشش داده شده که  OH-Vitamin D3-25ضد 
کند. پس رقابت می  OH-Vitamin D3-Biotin-25با است، 

کون وگه ها تخلیه  می شوند. سپس  از زمان انکوباسیون، پلیت
HRP-Streptavidin  به چاه  ها اضافه می شود. پس از

زمان انکوباسیون، چاه  ها تخلیه شده و شستشو داده می 
شوند. سپس به هر چاه  سوبسترای آنزیم اضافه می شود که 

 OH-Vitamin D3-25معکوس با لل ت  فعالیت آنزیم ب ور
 OH-Vitamin-25در نمونه ها متناسب است. استانداردهای 

D3  با لل ت مشخص، همراه با نمونه های مجهول آزمایش می
شوند که بر اساس منحنی استاندارد جذب نور در مقابل لل ت 

25-OH-Vitamin D3 لل ت نمونه های مجهول بدست می ،
 آید. 
 

 معرف ها 
چاه  جداشدنی که بنا  96شامل های پوشش داده شده:  لیتپ -1

تهیننه شننده در گوسننفند  OH-Vitamin D3-25آنتننی بننادی ضنند 
 پوشش داده شده اند. 

یتنری از اسنتاندارد بنا لل نت میلی ل ویال نیم 6استانداردها :  -2
کننه در سننرم  ng/mlبراسنناس  120و  25,60، 10، 4، 0هننای 

یومرسال بعنوان نیهدارنده اسنتفاده نرمال انسانی تهیه شده و از ت
 شده است. 

  . میلی لیتری 25: ی  ویال  بافر استخراج -3

 -OH-Vitamin D3) (Biotin-25 للنی  کون وگنه بیوتیننه -4
(50X) تهیه بافر  استخراج میلی لیتری که برای  : ی  ویال نیم

بننا بننافر  50/1آمنناده مصننرم لازم اسننت ایننن محلننول بننه نسننبت 
 ی  شود. رق استخراج

 .میلی لیتری آماده مصرم نیمویال  سرم کنترل: دو -5
 12وینننال  : دو (HRP-Streptavidine)کون وگنننه آنزیمنننی  -6

 میلی لیتری آماده مصرم. 

میلننی  50: ینن  ویننال  (20X)محلننول شستشننو دهنننده للننی   -7
لیتننری محلننول شستشننو کننه بننرای تهیننه محلننول شستشننوی آمنناده 

 بننا آب دیننونیزه 20/1بننه نسننبت  یننن محلننولمصننرم لازم اسننت ا
 رقی  شود. 

میلنننی لیتنننری محلنننول آمننناده  12وینننال  محلنننول رنننند زا: دو -8
 مصرم

میلننی لیتنننری  12محلننول متوقننم کننننده واکننننش: ینن  ویننال  -9
 اسیدسولفوری  ی  نرمال. 

 
 مورد نیاز که در کیت موجود نیست مواد و وسایل 

 میکرولیتری دقی  200و  100، 25 سمپلر -1

 آب دیونیزه -2
 ه سانتییراددرج 37 ± 1انکوباتور  -3
 کالذ جاذب ر وبت  -4
 

 ات قابل توجه برای مصرف کنندگان نک
در اینن کیننت از سنرم انسنانی اسنتفاده شننده اسنت کنه از ن ننر  -1

HbsAg  وHIV  .منفی بوده اند 
بننا  4SO2(1N H(از تمنناس محلننول متوقننم کننننده واکنننش  -2

ورت تمنناس، بننا آب فننراوان آنننرا پوسننت خننودداری کنینند. در صنن
 بشوئید.

پس از تاریخ انقضاء خودداری کنیند از استفاده معرفات کیت  -3
و از مخلنو  کننردن ینا اسننتفاده از کینت هننا بنا شننماره بن  مختلننم 

 پرهیز نمائید.
درب  روم را پس از استفاده ببندید و از تعنوی  درب هنا  -4

 جدا خودداری کنید. 
اد افزودنننی یننا نیهدارنننده مثننل سنندیم محلننول هننای محتننوی مننو -5

 آزاید نباید در واکنش آنزیمی وارد شوند. 
درجنه  2-8کیت های باز نشنده پنس از تحوینل بایند در دمنای  -6

سانتی گراد )یخچال( نیه داری شوند. میکروپلیت بایند در کیسنه 
در بسته به همراه ماده جاذب ر وبت نیه داری شود. کینت بایند 

سننتفاده شننود )یکسننال از زمننان تولینند(. بننرای تننا تنناریخ انقضننا ا
 ا لاع از تاریخ انقضا به برچسب کیت مراجعه شود.

ماه پایندار خواهند مانند،  2به مدت  کیت های باز شده حداکثر -7
 اگر در شرای  توصیه شده در بالا نیهداری شود.

چاهنن  در هننر مرحلننه  32توصننیه مننی شننود کننه بیشننتر از  -8
ر پننی پننت بننه صننورت دسننتی انجننام مننی کنناری اسننتفاده نشننود. اگنن

گیرد، پی پت کردن همه استانداردها، نمونه هنا ، کنتنرل هنا بایند 
تستی باید  96دقیقه تمام شود. برای پی پت کردن کل پلیت  5در 

 از پی پت اتوماتی  استفاده شود.

فرآیند شستشو خیلی مهم است. شستشوی ناکافی باعث کاهش  -9
 شود. دقت و افزایش کاذب جذب می

 
 تهیه و جمع آوری نمونه 

آزمایش را باید بر روی نمونه هنای سنرمی انجنام داد. نموننه  -1
 های شدیدا همولیزه و دارای چربی باید حذم شوند.

درجنه  8تنا  2نمونه ها را می تنوان بنرای دو روز در دمنای  -2
سانتییراد و برای زمان های  ولانی تر )تا سی روز( در دمای 

 تییراد نیهداری نمود. درجه سان -20
 اری کرد. داز انجماد و ذوب مکرر نمونه ها باید خود -3
 

 آماده سازی معرف ها
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فاده آنهنا کلیه معرم ها را به دمای اتاق برسنانید. قبنل از اسنت -1
 را به آرامی تکان دهید )سر و ته نمائید(. 

در ی   رم شیشه  آماده مصرم، برای تهیه بافر استخراج -2
 49را بنا  (50X)ی  حجم از کون وگنه بیوتیننه للنی   ،ای تمیز

بننرای هننر بننار آزمننایش ایننن  رقینن  نمائینند. حجننم بننافر اسننتخراج
ایننن محلننول بلافاصننله پننس از تهیننه محلننول باینند تننازه تهیننه شننود. 

 مصرم شود.  همراه به دو دقیقه شی ، بایستی
تعدددددداد اسدددددتری  مدددددورد  ردیف

 استفاده

 حجم بافر استخراج 
  )زرد رنگ(

(mL) 

حجم کونژوگه بیوتینه 
 )قرمز رنگ( 

(µL) 

 80 4 دو 1

 160 8 چهار 2

 240 12 شش 3

 280 14 هشت 4

 360 18 ده 5

 440 22 دوازده 6

 
برای تهیه محلول شستشوی آماده مصرم، ی  حجم از بافر  -3

 رقی  نمائید. حجم آب دیونیزه 19را با  (20X)شستشو للی  
 

 روش انجام آزمایش 
 وها های کوت شده برای استانداردها، کنترل تعداد چاه   -1

 نمونه های بیمار را انتخاب کنید. 
میکرولیتر از استانداردها، سرم کنترل و نمونه های  25 -2

 بیمار را به داخل هر چاه  بریزید. 
آماده مصرم را به تمام  میکرولیتر از بافر استخراج 200 -3

 چاه  ها اضافه کنید. 
به آرامی تکان دهید تا  حداقل بمدت ی  دقیقهت را پلی -4

محتویات چاه  ها خوب مخلو  شوند. سپس درب چاه  ها 
 ی  ساعتبمدت را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده، آنرا 

  درجه سانتییراد و تاریکی انکوبه کنید. 37در درجه حرارت 
بار با  3محتویات چاه  ها را خالی کرده و چاه  ها را  -5

میکرولیتر بافر شستشوی آماده مصرم بشوئید. برای  300
میکرولیتر بافر شستشو را داخل  300شستشوی چاه  ها، ابتدا 

چاه  بریزید، سپس چاه  ها را وارونه کرده و همراه با 
تکان دادن خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر 

تخلیه روی کالذ جاذب تمامی مایع موجود در چاه  ها را 
 نمائید. 

آماده مصرم به تمنامی کون وگه آنزیمی میکرولیتر از  200 -6
. سننپس درب چاهنن  هننا را بننا برچسننب چاهنن  هننا اضننافه کنینند

مخصننوص پلیننت پوشننانده و چاهنن  هننا را بمنندت سننی دقیقننه در 
  درجه سانتییراد و تاریکی انکوبه کنید.  37درجه حرارت 

بنار بنا  5هن  هنا را محتویات چاه  ها را خالی کرده و چا -7
میکرولیتننر بننافر شستشننوی آمنناده مصننرم بشننوئید. بننرای  300

میکرولیتر بافر شستشو را داخل  300شستشوی چاه  ها، ابتدا 
چاهنن  بریزینند، سننپس چاهنن  هننا را وارونننه کننرده و همننراه بننا 
تکان د ادن خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بنر 

موجننود در چاهنن  هننا را تخلیننه  روی کالننذ جنناذب تمننامی مننایع
 نمائید. 

میکرولیتنننر از سوبسنننترای آمننناده مصنننرم بنننه تمنننامی  200 -8
دقیقه در دمای اتناق و  15چاه  ها اضافه کنید و آنها را بمدت 

 تاریکی انکوبه نمائید. 
اکننننش بنننه همنننه میکرولیتنننر از محلنننول متوقنننم کنننننده و 100 -9

 مخلننو  شننود . کنناملاثانیننه  15منندت چاهنن  هننا اضننافه کنینند و ب

خیلی مهم است تنا م منئن شنوید رنند آبنی کناملان بنه رنند زرد 
  تغییر پیدا کرده است.

نننانومتر بننا  450نننور هننر چاهنن  را در  ننول مننوج  جننذب -10
دسنتیاه الایننزا رینندر قرائننت نمائیند )در صننورت امکننان از  ننول 

نانومتر بعنوان فیلتر رفنرانس اسنتفاده کنیند(. سننجش جنذب  630
 دقیقه پس از اتمام آزمایش انجام شود.  15د حداکثر تا نوری بای

 
 محاسبه نتایج 

( و Yاسنتانداردها )محنور  با استفاده از میانیین جذب ننوری -1
( بننرروی کالننذ میلننی متننری، Xلل ننت مشننخص آنهننا )محننور 
 منحنی استانداردی رسم کنید.

برای هر نمونه را بدسنت آورده و روی  میانیین جذب نوری -2
جای آنرا پیدا کنید. سپس نق ه مذکور را توسن  خ نی  Yمحور 

به منحنی وصل کنید. از نق ه بدست آمده خ ی عمود بر محنور 
X  ،وارد کنید تا نق ه تلاقی کنه نشنان دهننده لل نت نموننه اسنت

 بدست آید. 
 با استفاده از کامپیوتر این محاسبات ساده خواهد شد. -3
 

 راهنمای محاسبه 
ارائنننه شنننده در جننندول ذینننل تنهنننا بعننننوان  مقنننادیر جنننذب ننننوری

راهنمایی آورده شده است و هر آزمایشیاهی بایند بنرای هنر بنار 
 آزمایش ی  منحنی استاندارد جدید بدست آورد. 

O.D. Standard 

Con. 

(ng/mL) 

No. 

2.54 0 1 

1.98 4 2 

1.42 10 3 

0.89 25 4 

0.51 60 5 

0.29 120 6  

 
 

 مقادیر طبیعی 
اختلافات سنی، ن ادی و ر یم تغذیه، نمی توان برای تمام بدلیل 

جمعیت ها محدوده مرجع تعیین کرد. بنابراین هر آزمایشیاه باید 
محدوده مرجع خود را گزارش نماید. مقادیر  بیعی در سرم 

بدست آمده یشات مکرر با این روش افراد نرمال که توس  آزما
 است به قرار زیر می باشد:

 
 سطح دریافت  D3 (ng/ml)ن ویتامی غلظت

 کمبود 10کمتر از 

 ناکافی 10 - 30

 کافی 30 - 70
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 بیش از حد نرمال 100-70

 سمی  100بیشتر از 

 

 

 به شرح ذیل می توان عمل کرد: برای تبدیل به واحد 
ng/ml × 2.5 =  nmol/L 

 
 خصوصیات کیت 

 حساسیت  -1
، حساسیت این با سرم صفر 4با رقی  سازی متوالی استاندارد 
برابر  OH-VitaminD3-25کیت برای تعیین مقدار هورمون 

ng/ml 1  .بدست آمد 
 

 دقت  -2
برای محاسبه میزان دقت در ی  روز و روزهای مختلم، 

بار تکرار شد که ضریب  20نمونه سرم  3آزمایش بر روی 
 تغییرات به شرح ذیل است. 

 ضریب تغییرات در روز
نمونه 
 سرم

دفعات 
 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 
 معیار

ضریب تغییرات 
(%CV) 

1 20 4.5 0.34 7.5 

2 20 35.4 1.88 5.3 

3 20 88.4 3.62 4.1 

 ضریب تغییرات در روزهای مختلم
نمونه 
 سرم

دفعات 
 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 
 معیار

ضریب تغییرات 
(%CV) 

1 10 6.4 0.52 8.1 

2 10 42.1 3.00 7.1 

3 10 75.2 4.59 6.1 

 
 وی گی  -3

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

درصد  نوع ماده
 تداخل

25-OH-VitaminD3 100 

25-OH-Vitamin D2 100 

Vitamin D3  0.04 ˂ 

Vitamin D2  0.05˂  

 


