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مقدمه
هورمون محرک فولیکول )FSH( گلیکوپروتئینی متشکل از دو زنجیره 
آلفا و بتا می‌باشد که توسط اتصالات غیرکوالانسی بهم متصل شده‌اند. 
زنجیره آلفا از 98 آمینواسید ساخته شده است، که از لحاظ ساختمانی با 
دیگر هورمون‌های گلیکوپروتئینی )HCG LH, TSH( مشابه است. زنجیره 
بتا که برای هر هورمون اختصاصی است مسئول فعالیت ایمونولوژی 
خاص FSH می‌باشد. FSH توسط سلول‌های بازوفیل هیپوفیز قدامی 
سنتز و ترشح می‌شود. هورمون رها کننده گنادوتروپین )GnRH( که 
از هیپوتالاموس ترشح می‌شود، رهایی FSH از هیپوفیز را تنظیم می 
کند. فعالیت هیپوتالاموس و هیپوفیز تحت تاثًیر غلظت استروئیدهای 

گردش خون کم و زیاد می‌شود )فیدبک منفی(.
در زنان، FSH با اتصال به گیرنده‌های موجود در ســطح ســلول‌های 
گرانولوزا مستقیما باعث تحریک رشد و بلوغ فولیکول‌های تخمدان 
و ترشح استروژن از آن ها می‌شود. در سیکل قاعدگی سطح سرمی 
FSH از یک شــکل دوره‌ای متابعت می‌کند که منطبق بر تیتر خونی 
پروژسترون و اســترادیول است. بلافاصله کوتاهی قبل از تخمک 
گذاری، افزایش واضحی در مقدار FSH مشاهده می‌شود که همراه 

با افزایش LH باعث پاره شدن فولیکول بالغ می‌شود.
FSH در مردان تنظیم کننده اسپرماتوژنز است. برخلاف استروژن، 
هورمون‌های مردانه )آندروژن ها( غلظت FSH را کاهش نمی‌دهند 
و اثبات یک ارتباط فیدبک تنها از طریق LH امکان پذیر می‌باشــد. 
به دلایلی که بخوبی شناخته نشده است، در مردان با آزواسپرمی 
و الیگواســپرمی غلظــت FSH افزایــش می‌یابــد. در روش‌هــای 
ایمونواسی، در تومورهای بیضه معمولا غلظت FSH کاهش و غلظت 
LH افزایش را نشــان می‌دهد. تصور می‌شــود کــه این افزایش 
کاذب LH بواســطه واکنش متقابل با ترکیبات شبه hCG باشد که 

توسط تومور بیضه تولید می‌شود.
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اساس روش اندازه‌گیری
این تســت به کمک آنتــی بــادی مونوکلونال اختصاصــی به روش 
ســاندویچی طراحی شــده اســت. بدین صورت که یــک آنتی بادی 
 Anti – FSH برروی فاز جامد و یک آنتی بادی Anti FSH مونوکلونال
دیگر برای کونژوگاسیون با آنزیم )HRP( مورد استفاده قرار گرفته 
اســت. با افزودن نمونه ســرم مولکول FSH به طــور همزمان با دو 
آنتی‌بــادی فوق واکنش داده و بین آنتی بادی متصل به فاز جامد و 

آنتی‌بادی کونژوگه شده با آنزیم ساندویچ می‌گردد.
پــس ازگذشــت زمــان انکوباســیون )45 دقیقه( در دمــای اتاق و 
شستشــو چاهک‌ها توسط محلول شستشــو دهنده و اضافه کردن 
محلول سوبســترا و محلول رنگزا و انکوباسیون به مدت 15دقیقه 
رنگ آبی ظاهر می‌گردد. با اضافه کردن محلول متوقف کننده رنگ 
آبی به زرد تبدیل می شــود. شدت رنگ در طول موج 450 نانومتر 

اندازه گیری می‌گردد.
شدت رنگ رابطه مستقیم با غلظت FSH در نمونه دارد.

حجم/ تعدادنام محصولردیف

1Anti-FSH پلیت پوشانده شده با آنتی بادی مونوکلونال
)Anti FSH Coated plate(

1Х96 test

محلول آنزیم کونژوگه آماده مصرف2
)FSH Enzyme conjugate(

1Х12 ml

3

)Cal FSH 0.0 mlu/ml( آ0.0آ mlu/ml 1استاندارد در غلظتХ0.5 ml

)Cal FSH 5 mlu/ml(آ5آ mlu/ml 1استاندارد در غلظتХ0.5 ml

)Cal FSH 10 mlu/ml(آ10آ mlu/ml 1استاندارد در غلظتХ0.5 ml

)Cal FSH 25 mlu/ml(آ25آ mlu/ml 1استاندارد در غلطتХ0.5 ml

)Cal FSH 50 mlu/ml(آ50آ mlu/ml 1استاندارد در غلظتХ0.5 ml

)Cal FSH 100 mlu/ml(آ100آ mlu/ml 1استاندارد در غلظتХ0.5 ml

4)Wash Buffer(20آХ 1بافر شستشوی غلیظХ30 ml

5)Chrom Substrte( 1محلول سوبسترا - رنگزاХ11ml

محلول متوقف کننده )اسیدکلریدریک یک نرمال( 6
)Stop Solution(

1Х6 ml

7)Control serum( 1سرم کنترل به همراه نگهدارندهХ0.5 ml

1 عددبرچسب مخصوص پلیت8

+ محلول شستشو، رنگزا و متوقف کننده در همه کیت‌ها مشترک می‌باشند.
+ اســتانداردها در بافــر حاوی نگهدارنده هســتند، کــه در مقابل 

استاندارد 3rd IS, HMG,NIBSC /WHO کالیبر شده‌اند.

محتویات کیت
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مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی‌باشند
1- سمپلرهای 20، 50 و 100میکرولیتری

2- آب مقطر
3- دســتگاه الایزا ریــدر دارای فیلتر 450 نانومتــری و در صورت 

امکان 630 نانومتری به عنوان فیلتر رفرانس
4- کاغذ جاذب رطوبت

نگهداری کیت 
1- کیت در یخچال در دمای c° 8-2نگهداری شود.

2- میکروپلیت‌ها باید در کیسه در بسته به همراه نمگیر نگهداری 
شود.

3- مــدت زمان پایداری کیت تا پایان تاریخ انقضا )یکســال از زمان 
تولید( نوشته شده برروی برچسب کیت می‌باشد.

4- کیــت باز شــده حداقل به مــدت 2 ماه در دمــای c° 8-2پایدار 
خواهد بود.

5- محلول شستشــوی رقیق شده به نســبت 1 به 20 به مدت یک 
هفته در دمای c° 8-2قابل نگهداری و مصرف می‌باشد.

جمع آوری و آماده سازی نمونه 
پس از جداســازی ســرم از نمونه خون بیمار، نمونــه را می‌توان به 
مدت 48 سـ�اعت در درمای c° 8-2نگهداری شوند. جهت نگهداری 
طولانی‌تر، نمونه‌ها باید در دمای c° 20- نگهداری شوند. نمونه‌های 
ذوب شده باید قبل از آزمایش مخلوط شوند. بهتر است ترجیحاً از 
نمونه‌های با کدورت بالا، همولیز و لیپمیک استفاده نشود. در ضمن 

باید از فریز و ذوب مکرر نمونه‌ها )Freeze- Thaw( اجتناب گردد.

نکات قابل توجه  
1- کیت فقط جهت استفاده در آزمایشگاه تشخیصی کاربرد دارد.

2- استفاده از نوک سمپلر یک بار مصرف برای هر نمونه جهت دقت 
و صحت بیشتر.

3- شستشو چاهک‌ها به صورت کامل جهت نتیجه بهتر.
    • بررسی چاهک‌ها از نظر وجود حباب.

    • خارج کردن حباب از چاهک‌ها با زدن ضربه آهسته به پلیت.
4- عدم ترکیب اجزاء کیت با سری ساخت متفاوت.

5- جلوگیری از تعویض درب معرف‌ها.
6- جلوگیری از تماس معرف به ویژه معرف حاوی اسیدکلریدریک با 

پوست )در صورت تماس با آب کافی شستشو داده شود(.

7- از استعمال دخانیات، خوردن و آشامیدن اجتناب شود.
8- از پی‌پت کردن مواد با دهان پرهیز شود.
9- از دستکش و کلاه مناسب استفاده شود.

+ جهت ســاخت برخی از اجزای این کیت از سرم انسانی که از نظر 
HIV،HbsAg ،HCV منفی می‌باشد، استفاده شده است.
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آماده سازی معرف‌ها
1- همه معرف‌ها باید قبل از استفاده به دمای اتاق )25-18 درجه 

سانتی گراد( برسند.
2- تهیه محلول شستشو: برای تهیه محلول شستشوی آماده مصرف، 
یک حجم از بافر شستشو غلیظ )20X( را با 19 حجم آب مقطر رقیق 

نمائید.

نکته‌های مهم
1- توصیه می‌شود که بیشتر از 32 چاهک در هر ران کاری استفاده 
نشود. اگر پی‌پت به صورت دستی انجام می‌گیرد، پی‌پت کردن همه 
استانداردها، نمونه‌ها و کنترل‌ها باید در 5 دقیقه تمام شود. برای 
پی‌پت کردن کل پلیت 96 تستی باید از دستگاه اتوماتیک استفاده 

شود.
2- فرایند شستشو خیلی مهم است. شستشوی ناکافی باعث کاهش 

دقت و افزایش کاذب جذب می شود.
3- در مواردی که مقدار FSH  نمونه بیش از mIU/ml 100 باشــد، 
نمونه را با اســتاندارد صفر رقیق نموده و سپس آزمایش را تکرار 

کنید.

روش انجام آزمایش  
1- انتخاب تعدادچاهک‌های کوت شــده برای اســتانداردها، کنترل 
و نمونه‌هــای بیمار بصورت دوتایی و قــراردادن مابقی چاهک‌ها در 

کیسه مخصوص به همراه نمگیر و بستن درب آن.
20μl  -2  استانداردها، کنترل و نمونه‌ها به چاهک‌ها اضافه نمایید.

100μl -3 آنزیم کونژوگه HRP به تمام چاهک‌ها اضافه نمایید. 

4- پلیت را به مدت 30 ثانیه به آرامی تکان دهید و ســپس درب 
چاهک‌ها را با برچســب مخصوص پلیت پوشــانده و 45 دقیقه در 

دمای اتاق انکوبه کنید.                    
5- محتویــات چاهک‌هــا را خالــی کنیــد و چاهک‌هارا 5 بــار با 350 
میکرولیتر بافر شستشوی آماده شستشو دهید. سپس چاهک‌ها را 
وارونه کنید و همراه با تکان دادن خالی کنید و در انتهای شستشو 
بــا ضربات ملایم بر روی کاغذ جاذب تمامی مایع موجود در چاهک‌ها 

را تخلیه نمایید.
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100μl -6 از سوبسترای آماده مصرف به تمام چاهک‌ها اضافه کنید 
و به مدت 15 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه کنید.

μl -7 50 از محلــول متوقف کننده به همــه چاهک‌ها اضافه کنید. 
سپس جذب نوری هر چاهک را در طول موج 450 نانومتر با دستگاه 
الایزا ریدر قرائت کنید )در صورت امکان از طول موج 630 نانومتر 
به عنوان فیلتر رفرانس اســتفاده کنید(. سنجش جذب نوری باید 

حداکثر تا 15 دقیقه پس از انجام آزمایش انجام شود.

50 میکرولیتر  محلول STOP به تمام  چاهک‌ها

محاسبه نتایج 
1- با استفاده از میانگین جذب نوری استانداردها )محور Y( و غلظت 
مشــخص آنها )محور X( برروی کاغذ میلی‌متری، منحنی استانداردی 

رسم کنید.
2- میانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور 
Y جای آنرا پیدا کنید. ســپس نقطه مذکور را توسط خطی به منحنی 
وصل کنید. از نقطه بدست آمده خطی عمود بر محور X وارد کنید تا 

نقطه تلاقی که نشان دهنده غلظت نمونه است، بدست آید.
 به وسیله کاغذ جاذبمحتویات چاهک‌ها تخلیه شود    

خشک کنید
 5 بار شستشو با 350

میکرولیتر بافر

)TMB( 100 محلول سوبسترای λ25 °c 15دقیقه انکوبه در دمای اتاق

ELISA READER
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راهنمای محاسبه 
مقادیر جذب نوری ارائه شده در جدول ذیل تنها به عنوان راهنمایی 
آورده شــده است و هر آزمایشگاهی باید برای هر بار آزمایش یک 

منحنی استاندارد جدید بدست آورد. 

مقادیر طبیعی
بدلیل اختلافات ســنی، نژادی و رژیم تغذیــه، نمی‌توان برای تمام 
جمعیت‌ها محدوده مرجع تعیین کرد. بنابراین هر آزمایشــگاه باید 
محدوده مرجع خود را گزارش نماید. مقادیر طبیعی در ســرم افراد 
نرمال که توســط آزمایشات مکرر به روش الایزا بدست آمده است 

به قرار زیر می‌باشد:

جذبمقدار استاندارد )mlu/ml(ردیف

100/028
250/147
3100/305
4250/674
5501/312
61002/387

خصوصیات کیت 
1-حساسیت آنالیتیکال )حد تشخیص( :

برای تعیین حد تشــخیص 20 مرتبه استاندارد صفر آزمایش شد. 
حــد تشــخیص از 2 انحراف معیار )SD( بالاتــر از میانگین جذب در 
 1/0mlu/ml غلظت صفر بدســت آمد. حد تشخیص برای این کیت

بدست آمد.
2- دقت:

برای محاســبه میزان دقت در یــک روز )درون ســنجی( و روزهای 
مختلف، )میان ســنجی( آزمایش بر روی 3 نمونه سرم 20 بار تکرار 

شد که ضریب تغییرات به شرح ذیل است.

mlu/ml 9/2-2/3فاز فولیکولار

mlu/ml 18/6-7/0نیمه سیکل ماهیانه

mlu/ml 6/0-1/5فاز لوتئال

mlu/ml 100-20یائسگی

mlu/ml 12-1/0مردان

mlu/ml 6/0-0/6کودکان 1 تا 10 سال 
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دقت درون سنجی

میانگین دفعات تکرارنمونه سرم
)mIU/ml(

ضریب تغییرات انحراف معیار
)%CV(

1206/010/284/6
22016/620/915/45
32040/61/764/35

دقت میان سنجی

میانگین دفعات تکرارنمونه سرم
)mIU/ml(

ضریب تغییرات انحراف معیار
)%CV(

1206/090/376/12
22016/830/945/58
32041/172/425/89

3- ویژگی:
آنتــی بادی‌هــای مونوکلونــال مــورد اســتفاده در این کیــت الایزا 
اختصاصی FSH انســانی می‌باشند. هیچگونه تداخلی با TSH ،LH و 

HCG انسانی در غلظت‌های طبیعی دیده نشده است. 

4- خطی بودن:

سه نمونه مختلف سرمی با استاندارد صفر به نسبت‌های 1:2، 1:4 
و 1:8 رقیق شــدند. ســپس غلظت FSH در آنها با استفاده از کیت 

محاسبه شد که نتایج ذیل بدست آمد.

غلظت اولیه )mIU/ml(نمونه سرمی
درصد بازیابی

1:21:41:8

138104108110

262105106105

39198105103

5- اثر هوک:
در این کیت، اثر هوک تا غلظت mlu/ml 2000 دیده نشد. 

+ References

1. Hopton M. R, et al Clinical Chemistry, 32, 691 (1986)
2. Caldwell, G. et al. Lancet, I, 1117, (1985)
3. Young, D. S, et al Clinical Chemistry 21, 3660 (1975)
4. Spencer, CA, et al Clinical Chemistry 41, 367 (1995)
5. Beck-Peccoz P, et al Eur. J. Endocrinol 131: 331-340 (1994)
6. Bravemann, L. E, Clinical Chemistry 42: 174- 181 (1996)

درصد تداخلغلظتنوع ماده

hCG25000IU/L0/08
LH500mlU/ml0/16

TSH500µlU/ml0/05
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پاره‌ای نکات علمی در خصوص رفع مشــکلات احتمالی در کیت‌های 
الایزا :

راه حلعلت مشکل
آلودگــی  یــا  و  افــت 

کونژوگه
تکــرار تســت بــا کونژوگه 

جدید

و  دمــا  بــودن  پاییــن 
یــا کوتــاه بــودن زمان 
بــه دما  انکوباســیون، 
محلول‌های  نرســیدن 

کیت و نمونه بیماران

• دمای آزمایشگاه و تایمر را 
چک کرده و تســت را تکرار 

کنید.
• قبــل از شــروع آزمایــش 
کیــت و نمونــه بیمــاران به 

دمای اتاق برسد.

PH نامناسب و یا غلظت 
 ،Wash Buffer بــالای 
شستشــوی نامناســب 
شــدن  خشــک  یــا  و 

چاهک‌ها

• PH آب مقطر را چک کنید 
 Wash Buffer و تســت را با

جدید تکرار کنید.
• پس از شستشــوی کامل 
و تخلیــه چاهک‌ها بلافاصله 

تست را ادامه دهید.

نامناســب  نگهــداری 
کیــت و عــدم رعایــت 

زنجیره سرد

• پــس از بــاز کــردن کیت 
تاریخ را ثبت کنید و به تاریخ 

انقضا توجه کنید.
• پس از هر بار مصرف پلیت 
را با چسب بپوشانید و کیت 
را در یخچال نگهداری کنید.

خوانــش  مــوج  طــول 
نامناسب )405 نانومتر 

بجای 450 نانومتر (

• تست را با دستگاه کالیبر 
شده بخوانید.

را  دســتگاه  مــوج  طــول   •
دوباره چک کنید.

اســتفاده از مواد سایر 
کیت‌ها

تکرار تســت با مواد همان 
کیت

مرحله‌ای  نشدن  انجام 
 تکرار تستاز تست

آلودگی محلول کونژوگه 
با سدیم آزاید

تکــرار تســت بــا محلــول 
کونژوگه جدید

از سری اســتاندارد جدید آلودگی استانداردها
استفاده کنید

ها
نه‌

مو
و ن

ها  
رد

دا
تان

اس
 O

D 
دن

 بو
ین

پای

ها
ک‌

اه
ر چ

گ د
 رن

ید
تول

م 
عد

دار
مو

ن ن
ود

 نب
یح

صح



FSH ELISA Kit

FSH ELISA Kit

17

16

پی‌پتینگ  نامناسب

• اســتفاده از نوک ســمپلر 
یکبار مصرف.

• از ســمپلرهای تــک کاناله 
یا چنــد کاناله کالیبر شــده 

استفاده کنید.
• توجــه کنید نوک ســمپلر 
محکــم بــه ســمپلر متصل 

باشد.
• توجــه کنیــد در هنــگام 
پی‌پتینگ حبــاب وارد نوک 

سمپلر نشود.

PH نامناسب و یا غلظت 
Wash Buffer ،بالای

PH آب مقطــر را چک کنید 
 Wash Buffer و تســت را با

جدید تکرار کنید.

شستســوی نامناســب 
شــدن  خشــک  یــا  و 

چاهک‌ها

پس از شستشــوی کامل و 
تخلیــه چاهک‌هــا بلافاصله 

تست را ادامه  دهید.

اســتاندارد  آلودگــی 
صفر

بــا  تســت  تکــرار 
استانداردهای جدید

اســتفاده از محلــول رنگزا آلودگی محلول رنگزا
جدید

آلودگــی و یــا غلظــت 
 ،Wash Buffer پاییــن 

شستشوی نامناسب

• عــدم آلودگــی آب مقطــر 
با مــوادی ماننــد وایتکس 
را چــک کنید و تســت را با 
Wash Buffer جدید تکرار 

کنید.
• تمام ســوزن‌های  دستگاه 

واشر را چک کنید.

طول موج نامناســب در 
خوانش

• تست را با دستگاه کالیبر 
شده بخوانید. 

را  دســتگاه  مــوج  طــول   •
دوباره چک کنید.

نانومتــر  فیلتــر 630  از   •
به عنــوان فیلتــر رفرانس 

استفاده کنید.
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Stop آلودگی محلول  Stop تکرار تست با محلول
جدید

ایجاد وقفه در خوانش
بلافاصله بعد از Stop کردن 
تســت، یــا حداکثر تــا 15 

دقیقه پلیت را بخوانید.

پی‌پتینگ نا مناسب

• اســتفاده از نوک ســمپلر 
یکبار مصرف 

• از ســمپلرهای تــک کاناله 
یا چنــد کاناله کالیبر شــده 

استفاده کنید.
• توجــه کنید نوک ســمپلر 
محکــم بــه ســمپلر متصل 

باشد.
• توجــه کنیــد در هنــگام 
پی‌پتینگ حباب وارد نشود.

• توجــه کنید جداره خارجی 
نوک ســمپلر حــاوی محلول 

نباشد.
• کالیبراسیون و تمیز کردن 

ادواری سمپلرها.

طولانــی شــدن زمــان 
انجام تست

فاصلــه زمانی بیــن اضافه 
کردن استانداردها و نمونه 
نباید بیشــتر از 10 دقیقه 
باشد. در این صورت نتایج 

قابل اعتماد نیست.

نامناســب  نگهــداری 
کیــت و عــدم رعایــت 

زنجیره سرد

• پــس از بــاز کــردن کیت 
تاریــخ را ثبــت کنیــد و به 

تاریخ انقضا توجه کنید.
• پــس از هــر بــار مصرف 
پلیت را با چسب بپوشانید و 
کیت را در یخچال نگهداری 

کنید.

کونژوگه  مانــدن  باقی 
در لبه چاهک‌ها و عدم 
شستشوی مناسب و یا 

خشک شدن چاهک‌ها.

و  صحیــح  پی‌پتینــگ 
شستشوی مناسب، پس از 
شستشــوی کامــل و تخلیه 
چاهک‌ها بلافاصله تست را 

ادامه دهید.

وجود حباب در چاهک‌ها
در حین انکوباســیون و بعد 
واکنــش  کــردن   Stop از 
در  حبــاب  کنیــد  توجــه 

چاهک‌ها نباشد.
کــف  بــودن  کثیــف 

چاهک‌ها
کف چاهک‌ها را با دســتمال 

نرم و مرطوب، تمیز کنید.

مخلوط نشدن 
محلول‌های کیت

قبــل از اســتفاده از ویــال 
محلول‌ها را به آرامی تکان 

دهید.
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نمونه‌هااستانداردهامعرف‌ها

-20µlاستانداردها

20µl-نمونه‌ها

100µl100µlکونژوگه

µl100 µl 100محلول رنگزا

µl50 µl 50محلول متوقف کننده

خلاصه روش آزمایش

در دمای اتاق به مدت 45 دقیقه انکوبه نمایید.
5 بار با 350µl محلول بافرشستشو رقیق شستشو دهید و با دقت 

محتویات را خالی کنید.

به مدت 15 دقیقه در دمای اتاق در تاریکی انکوبه نمایید.

جــذب نوری  هر چاهــک در طول موج nm 450 و فیلتر رفرانس 
nm 630 قرائت شود.




