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به روش الایزا FSHکیت سنجش 
: مقدمه

FSHترشح شودهورمونی گلیکوپروتئینی است که از سلولهاي بازوفیلیک بخش قدامی غده هیپوفیز ترشح می .FSH) توسط هورمون آزاد کننده گنادوتروپینGnRh (
داراي FSH. ترشح هستندFSHنها داراي اثرات فیدبک مثبت و منفی در ترشح ، استروژن و آندروژهورمونهاي استروئیدي گنادها مانند پروژسترون.گرددتحریک می

داراي تغییراتی است بدین FSH. در خانمها در دوره عادت ماهانه غلظت یک الگوي نوسانی میباشد که در خانمها نسبت به آقایان با وضوح بیشتري قابل مشاهده است
در اواسط دوره عادت ماهانه عمل تخمک FSHگردد و با افزایش با اثر بر فولیکولهاي تخمدان باعث بلوغ آنها میFSHلار) ترتیب که در آغاز عادت ماهانه (فاز فولیکو

. در باشدال) میآن در اواخر دوره (فاز لوتئغلظتدر اوایل عادت ماهانه (فاز فولیکولار) بصورت خفیفی بالاتر ازFSH. غلظت پذیردگذاري (اوولاسیون) صورت می
FSH. در آقایان هورمونیابدبصورت قابل ملاحظه اي افزایش میFSHخانمهاي یائسه به علت فقدان اثر مهاري هورمونهاي استروئیدي مترشحه از تخمدان مقدار 

انمها جهت بررسی و تشخیص اختلالات در خFSH. سنجش باشدپایین میFSHدر اطفال تا قبل از سن بلوغ میزان غلظت .دگردعث تحریک عمل اسپرماتوژنز میبا
در آقایان FSHسنجش .شاخص مناسبی جهت بررسی آغاز یائسگی در خانمهاستFSHرود ضمناً ، هیرسوتیزم و ویریلیزم به کار میاولیه و ثانویهه، آمنورعادت ماهانه

جهت بررسی بلوغ جنسی زودرس و یا تاخیري بکار برده FSHدر کودکان سنجش .باشدی، ژنیکوماستیا و برخی تومورها حائز اهمیت م، هیپوگنادیسمدر موارد ناباروري
.باشدرا با اختصاصیت و حساسیت بسیار بالا دارا میFSH. کیت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون هورمون می شود

:اساس آزمایش

. در این روش چاهکها توسط آنتی بادیهائی علیه یک شاخص آنتی ژنیک زیر واحد اي مونوکلونال می باشداساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیه
FSHآنتی بادي ثانویه ضد سپس ،نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور می شود.)Coatingشوند (پوشش داده میFSHبتاي مولکول 

شو محلول رنگزا . پس از شستدر نمونه ها متناسب استFSH. مقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت چاهکها اضافه می شودبهHRPمتصل به آنزیم 
، با ب استشود که رنگ آبی پدید آمده با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها متناسداخل چاهکها ریخته می، ) وکروموژن استH2O2وي هیدروژن پراکسید (که حا

.نانومتر دارد450افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج 

:محتویات کیت

Anti(FSHحاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي ضد خانه 96) پلیت 1 – FSH Coated Plate . (
لیتر (آماده مصرف) .میلی12) : یک ویال حاويFSH Enzyme Conjugate) محلول آنزیم کونژوگه (2
کالیبره شده در مقابل استاندارد FSHاز 100IU/Lو 50، 25، 10، 5ي صفر ، ویال  استاندارد با غلظتها6: شامل )Standards Setسري استانداردها () 3

1st IRP 83/575WHO باشند)یلیتر میمیل1ياستانداردها حاویرسالیتر و یمیل2يوحا(استاندارد صفر.
. برچسب ویاليلیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر رویمیل1ي: یک ویال حاوسرم کنترل) 4
Chromogen)يایک مرحلهيمحلول رنگزا) 5 - Substrate) :مصرف)لیتر (آمادهیمیل12يوحاویال یک.
مقطر به نسبت آب مقدار مورد نیاز را با،آماده مصرفي. جهت تهیه محلول شستشو)X20غلیظ (يلیتر محلول شستشویمیل50يحاو: یک ویالمحلول شستشو) 6

.یدیرقیق نما20/1
.نرمال1اسید کلریدریک لیتریمیل12يوحا: یک ویال )Stop Solution(همحلول متوقف کنند) 7
. برچسب مخصوص پلیت) 8

:وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشندمواد و

.عنوان فیلتر رفرانس)نانومتر به630(و در صورت امکاننانومتر 450با طول موج ریدرالایزادستگاه )1
.میکرولیتر دقیق100و 50سمپلر هاي )2
.آب مقطر)3

: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

شده است .طراحیمصرف در همین کیت محتویات این کیت براي)1
ید .یداري نمادمختلف جداً خوساختهاياز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره )2
، جهت احتیاط باشندکنترل گردیده اند و فاقد این عوامل میHIVوHCVو آنتی بادیهاي ضدHbsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود )3

.   دند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکنکه با کیت کار میکاربرانیبهتر است 
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شرایط نگهداري : 

.یدیدرجه سانتی گراد نگهداري نما8تا 2یخچال بین دمايکیت را در)1
د .ییچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نما)2
.باشدشده بر روي هر یک از آنها مینوشتها پایان مدت انقضاي پایداري محتویات کیت ت)3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می 2–8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1) محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت 4

باشد . 

جمع آوري و آماده سازي نمونه :

درجه سانتی گراد نگهداري شود ولی براي نگهداري بیش از 8تا 2، نمونه می تواند براي مدت دو روز در دماي ز جدا نمودن از خون استفاده نمودسرم را می توان پس ا
Freezeباید از در ضمن.سانتی گراد استفاده گردددرجه -20مدت دو روز باید از دماي  - thawنمودن نمونه پرهیز شود.

:ومیتوضیحات عم

. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق برسانید)1
.محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرنده بهتر است ب)2
.از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده کنید)3
.باشدچاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت میپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري )4
.   دنکسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شوبراي)5
.در هنگام سمپلینگ تمام محلولها و نمونه ها را وسط چاهکها بریزید)6
گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را ، بنابراین پیشنهاد میباشدصول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب میحاز مهمترین فاکتورها در)7

. شود، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر میآماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید
.دقیقه بطول نیانجامد5بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش از 7به دلیل مشابه در بند )8

مراحل  انجام آزمایش : 

.آن را ببندیدپلیت قرار داده و دربيچاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهدارسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها) 1
که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیکیت استفاده شود بدین گرددی، پیشنهاد م، سرم کنترل و نمونه را داخل هر چاهک بریزیدمیکرولیتر از هر استاندارد50)2

.محاسبه نتایج استفاده کنیديبراآنها يکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوریمعن
ثانیه تکان دهید تا محتویات آن به 15نموده و پلیت را به آرامی به مدت را به هر چاهک اضافه (Enzyme conjugate)میکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه 100) 3

.خوبی مخلوط شوند 
.یدیگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28(دقیقه در درجه حرارت اتاق30مدت درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به) 4
باید مواظب یکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو مي(برا،یدیآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یمحتویات چاهکها را خال)5

میکرولیتر300، در هر دفعه شستشو حدود تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرددیبود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا م
تشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات عملیات شسيید و در انتهاینمایمحلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خال

.خارج شوند)ییک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافي ملایم بر رو
Chromogen)میکرولیتر محلول رنگزا 100)6 - substrate)ید .یبه هر چاهک اضافه نما
د .ییه نماوبانکیدقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریک15چاهکها را به مدت )7
از دستگاه يسنجش جذب نوري. برایدیرا متوقف نمایآنزیميبه هر چاهک ادامه واکنشها(stop solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن )8

.اده گردد)به عنوان فیلتر رفرانس استفnm630شود از فیلتر ی( توصیه میدیاستفاده نماnm450الایزاریدر با فیلتر 

: محاسبه نتایج

میتوان استفاده نمود . nm450طول موجبا قابلیت سنجش جذب نوري درریدرالایزااز هردستگاه
.) بخوانیدnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450طول موج درریدرالایزاو نمونه ها را به کمک دستگاهجذب نوري استانداردها ) 1
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) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور Point to pointبا استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري ()2
بدست آمده را به یکدیگر وصل ، سپس نقاطید) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آورX) و غلظت آنها را روي محور افقی (Yعمودي (

.ید تا منحنی بدست آیدینما
ید بطوریکه این یتوسط خطی به منحنی وصل نما، سپس نقطه مذکور را پیدا کنیدمیانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن را)3

بر محور افقی وارد کنید نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را نشان عمود، خطی ز محل تلاقی خط و منحنی خط بر محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد ا
.خواهد داد

.دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نمایدآزمایشگاه در هربه عنوان نمونه می باشد و هرجذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط :توجه

: مقادیر مورد انتظار

نرمال گردد که هر آزمایشگاه مقادیرقرار زیر می باشد ولی پیشنهاد میه درسرم افراد طبیعی که توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست آمده بFSHمقادیر نرمال 
: خود را بدست آورد

یطبیعمحدوده
IU/L)(

یطبیعمحدودهمیانگین
IU/L)(

7/9-5/1
20-8

2/7-1/1

2/5
14

1/4

خانمهاي نرمال قبل از یائسگی :
رولافاز فولیک

عادت ماهانهاواسط
التئفاز لو

110-30 70 خانمهاي یائسه
10-2 6 سال60مردان زیر 

:ییشاخصهاي اجرا

:حداقل مقدار قابل اندازه گیري)1
.باشدمیIU/L1قابل تشخیص در این کیت FSH) حداقل غلظت SDبر اساس جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیار (

: دقت آزمایش)2

سري آزمایشات نمونه در یک(همخوانی غلظت مشخص ازسیا-) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یک(همخوانی غلظت مشخص ازاسی-آزمایشهاي اینترا
آمده است :  2و 1انجام گردید که در جداول hFSHسرم با غلظتهاي مختلف 3) با استفاده از مختلف

استانداردها
(IU/L)

جذب نوري
0 028/0
5 255/0
10 460/0
25 050/1
50 882/1
100 778/2

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 20 40 60 80 100
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:اسی)-(اینترا1جدول شماره

میانگین تکرار تستتعداد دفعاتنمونه
IU/L)(SD

CV
)%(

12472/09/2
224198/02/4
324621/46/6

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 

انجام شده است .Duplicateهر سري آزمایش بصورت 

:ریکاوري آزمایش)3

:افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول زیر آمده استhFSHسرم با غلظتهاي مشخص 4به hFSHمقادیر معلومی از 

: جدول ریکاوري

موجود در سرم hFSHمقدار نمونه
(IU/L)

hFSHمقدار افزوده شده 
(IU/L)

مقدار مورد انتظار 
(IU/L)

مقدار بدست آمده
(IU/L)

ریکاوري 
(%)

1255/36/3103
12255/135/1293
121005658104
27565/6108
2725161594
271005/535195
31455/9995
314255/1921108
314100575596
4455252496
445253538109
4451005/726995

:خطی بودن آزمایش)٤
تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول زیر نتایج آن آورده hFSHنمونه سرم با غظت مشخص از 4دارد صفر رقتهاي متوالی به کمک استان

.شده است

میانگین تعداد دفعات تکرار تستنمونه
IU/L)(SD

CV
)(%

1109/73/08/3
2102/180/15/5
310618/55/9
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:جدول خطی بودن

موجود در سرم رقیق نشدهhFSHمقدار نمونه
(IU/L)

(%)ریکاوري 

رقت 
2/1

رقت 
4/1

رقت 
8/1

قت ر
16/1

120979897100
239961039997
347951019799
480100979697

:آزمایشاختصاصیت)٥

بررسی شد که نتایج آن در جدول hFSHجهت بررسی واکنشهاي متقاطع با hCGو hLH,hTSHی با غلظتهاي مختلفیختصاصیت این آزمایش به کمک سرمهاا
:زیر آمده است

:جدول اختصاصیت (واکنش متقاطع)

hFSHغلظت ظاهري غلظتآنالیت (IU/L)

hLH
(IU/L)

500
250
100
50

١<

hTSH
(mIU/L)

500
250
100
50

1<

hCG
(IU/L)

200000
100000
10000
1000

1<

:)Hook Effectاثر هوك ()٦

.) صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشدIU/L2500نالیت (تا با غلظت بسیار بالا از این آئیجهت سرمهاhFSHآزمایش 
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٩٢آذر –چھارمویرایش 

بصورت شماتیکFSHوش انجام آزمایش ر
FSHچاهک هاي کوت شده با آنتی بادي ضد 

نمونهسرم کنترلاستانداردهامحلولها
--میکرولیتر50استانداردها
-میکرولیتر50-سرم کنترل

میکرولیتر50--نمونه
میکرولیتر100میکرولیتر100میکرولیتر100آنزیم کنژوگه

ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند و سپس دهانه چاهک ها را با 15ملایمت به مدت پلیت را با
دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید . برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهک ها 30برچسب مخصوص پلیت بپوشانید . 

بار چاهک ها را بشویید .5را خالی کنید . طبق دستور شستشو 
میکرولیتر100میکرولیتر100میکرولیتر100محلول رنگزا

دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید .15
میکرولیتر100میکرولیتر100میکرولیتر100محلول متوقف کننده

قرائت کنید .انس)نانومتر به عنوان فیلتر رفر630نانومتر (و در صورت امکان 450جذب نوري چاهک ها را در طول موج 


