
 

 

 

 
   

 Combi Cancer AFP گیریاندازهکیت 
Combi Cancer AFP ELISA Kit 96t 

 Cat. No: 1524-96 
Brochure Rev: 16 (1399/08/11) 

 

 

 :مقدمه 

 تقريبي مولكولي وزن با گلیكوپروتئیني (AFP)آلفافیتوپروتئین

 تكامل و جنیني دوران در معمولا AFP .است دالتون 07777

 توسط كمتر هايغلظت در و تخم كیسه كبد، توسط نوزادي

در سرم در هفته  AFPغلظت  .شودمي ساخته گوارش دستگاه

رسد. ( ميmg/ml 07دوازدهم حاملگي به بیشترين مقدار خود )تا 

يابد و تا يک سال پس از تولد به كمتر سپس به تدريج كاهش مي

هايي در بیماري AFPرسد. مقادير افزايش يافته مي ng/ml 52از 

هاي كیسه زرده مشاهده هاي سلولپاتوماي اولیه و تومورنظیر ه

يک تومورماركر مهم جهت تشخیص و پیگیري درمان  AFPشود. مي

هاي سطح اين پروتئین در سرم خانم باشد.كارسینوماي هپاتوسلولار مي

-يابد ولي مقادير بالاي غیر طبیعي آن در خانمباردار نیز افزايش مي

يک ريسک فاكتور براي سندرم داون در نظر هاي باردار، به عنوان 

 شود.  گرفته مي

 

 اصول آزمایش:

 سطح به و اتصال كمپلكس ايمني يساز حركتيب تست، نيا در

 (Streptavidin) نيدياواسترپت نیب كنشوا كمک به هاچاهک

 AFP ضد مونوكلونال يباديآنت و تیپل سطح در شده كوت

 يباديآنت شدن مخلوط ازپس . ردیگيم صورت شده لهینیوتیب

 يحاو سرم و ميآنز به متصل يباديآنت شده، لهینیوتیب مونوكلونال

 يرقابت چیه بدون هايباديآنت و ژنيآنت نیب واكنش ژن،يآنت

تشكیل         محلول چيساندو هايكمپلكس و ردیگيم صورت

 شوند.مي

 اریبس ليتما لیدل بههاي ايمني، كمپلكس فوق، واكنش موازات به

 پس. شوديم متصل تیپل سطح به نیوتیب و نيدياواسترپت نیب يبالا

 نشده متصل يهاژنيآنت و هايباديآنت واكنش، دنیرس تعادل به از

 ها،چاهک يشستشو از سپ. شونديم هیتخل كردن رهیآسپ با

 و شودريخته مي آنها درون (رنگزا محلول) HRP ميآنز يسوبسترا

 محلول كردن اضافه از پس شود.جاد ميرنگي اي يآب محصول

 027 موج طول در كه شودپديدار مي زرد رنگ ،كننده متوقف

 در و شده جاديا رنگ شدت. دارد را جذب زانیم نيشتریب نانومتر

 در. دارد میمستق ارتباط سرم AFP غلظت با جذب مقدار جهینت

 نمودار) استاندارد يمنحن كمک به سرم AFP غلظت تينها

 .گردديم محاسبه( راتورهابیكال

 

 محتویات کیت:

 يبناد بساته  يتسات  69 نيدياواساترپت   ه باا شد Coat تیپل كروی. م0

 . ریگهمراه با رطوبت يومینیآلوم سهیشده در ك

   277و  527، 27، 52، 2،  7 ريدر مقاااااد AFP يهاااااكالیبراتور. 5

ng/ml  تیك نيموجود در ا يهاكالیبراتو .شده در سرم انسان هیته 

 برهیكاال  IRP#AFP 1stكاد   WHO يالمللا نیمطابق با استاندارد ب

 .شده است

 يهاا يبااد يآنت يكه حاو يتریليلیم 8 اليو AFP  :0كونژوگه . 3

 در بافر است.     HRP ميو متصل به آنز نیوتیمتصل به ب

 .يتریليلیم 57 اليو x)27 :)0. محلول شستشو 0

 .يتریليلیم 2/9  اليو A  :0 . محلول رنگزا2

 .يتریليلیم 2/9  اليو B  :0 محلول رنگزا. 9

 .يتریليلیم 05 اليو0. محلول متوقف كننده واكنش:  0

 لیتري.میلي 2/7ويال  0. محلول كنترل: 8

 ورق. 0: تی. بر چسب مخصوص پل6

 ينگهادار  گاراد يدرجه ساانت  8تا  5 يها در دمامحلول هی: كلتوجه
 است. يقابل نگهدار زیاتاق ن ير دماشوند. محلول متوقف كننده د

 

 :احتیاط در استفاده از کیت

 دهيا گرد هیا تعب تیا ك نیاستفاده در هم يبرا تیك نيا اتيمحتو. 0

 گريساخت د يهاشماره اي و هاتیك رياستفاده مشترک با سا لذا از

 .ديینما يجدا خوددار

هايي لها تا زمان انقضاء كیت پايدار هستند. از محلو. كلیه محلول5

 كه تاريخ انقضاء آنها گذشته است، استفاده ننمايید.

 ها در مجاورت نور و گرما قرار نگیرند.. توجه فرمايید محلول3

 نيا ا ماورد اساتفاده در  دارد. ماواد   يمنبا  انساان   تیك اتيمحتو. 0

-تست شده HCVو   HIV1/2 ،HBsAgندبو ياز نظر منف  تیك

 يباه مشاخص كاردن منفا     به طور كامال قاادر   يروش چیه ولياند. 

بالقوه آلاوده   رتلازم است  به صو ني. بنابراستیبودن موارد فوق ن

انجاام   يمنيا يهار نظر گرفته شود و كار با آنها طبق دستورالعملد

 شود.

در و  اسات  يدر هنگاام كاار الزاما    نکیاستفاده از دستكش و ع. 2

 ريساا  ايا باه صاورت    اتيكه محتو دیدقت فرمائ تیهنگام كار با ك

 يخاوددار  مخااط جادا   رينقاط بدن نپاشد و از تماس با دهان و ساا 

 گردد.  

 

  :سازی نمونهو آماده آوریجمع

 يریا گاساتاندارد خاون   کیا باا اساتفاده از تكن   ديگرفتن خون با .0

جادا   يخاون  يهاا انجام شود و به سارعت سارم از سالول    ياهرگیس

ه باكدورت و همرا کیپمیل يهانمونه يانجام تست بر رو گردد. از

تسات    نيا اجهت انجام  پلاسما ي. نمونه هادینمائ يخوددار زیهمول

 باشند.يمناسب نم

توان آنها يروز م 2بسته باشد و تا  كاملا دي. درب ظروف نمونه با5

      تااريماادت طااولان يگااراد و باارايدرجااه سااانت 8تااا  5 دماااي را در

 كرد. ينگهدارگراد يدرجه سانت -57 يماه در دما 0اكثر تا حد

 :هاسازی معرفآماده

را باا  ( x)27محلاول شستشاو    اليا و اتيا شستشو: كل محتو محلول

 .دیآب مقطر مخلوط كن تریليلیم 687

از  تار یليلا یم 0را باا     Aاز محلول رنگازا   تریليلیم 0رنگزا:  محلول

قابال   قاه یدق 07. محلول فوق بعد از ديیمخلوط نما Bمحلول رنگزا 

 اشد.بيم يكاف فيرد 5 يرااستفاده و ب

توجه: در صورت مشاهده رنگ آبي در محلول رنگزا و يا كدورت 
 و رشد باكتري، از اين محلول استفاده نشود

 

  :روش انجام آزمایش

ها ها و نمونهمعرف هیكلش اطمینان حاصل كنید يقبل از شروع آزما

 هیااكل .اناادرساایده( گااراديدرجااه سااانت 52تااا  57اتاااق ) يبااه دمااا

 .دیمخلوط نمائ يرا با سر و ته كردن به آرام هاكالیبراتور

 هیا انجام تست را برداشاته و بق  يبرا ازیمورد ن يهاچاهک تعداد. 0

قرار داده درب  يومینیآلوم سهیدر ك ریگهمراه رطوبترا ها چاهک

 .  ديگراد نگه داريدرجه سانت 8تا  5 يآن را بسته و در دما

-در چاهاک را  و كنتارل  هاا نمونه، هاكالیبراتور از تریكرولیم 52 .5

 اياا ، كنتاارل. بهتاار اساات كااه از هاار نمونااهدياازيمااورد نظاار بر يهااا

 ختاه يهاا ر ( در چاهاک Duplicate) ييبه صورت دوتاا  كالیبراتور

 شود.

 ني: حتماً چاهک اول به عنوان بلانک در نظر گرفته شود. در اتوجه
 ريباا ساا  مراحال   هیا نشاود. بق  ختاه ير كاالیبراتور  ايا چاهک نمونه و 

 باشد.   يم كسانيها چاهک
به  (Enzyme Conjugateكونژوگه ) ميمحلول آنز تریكرولیم 077. 3

 زیا ساطح م  يرو هیثان 37مدت  هبرا  تیپلو  دیهر چاهک اضافه كن

 .دیتكان ده يبه آرام

 97و باه مادت    دیبپوشاان  تیا ها را با چسب مخصوص پلچاهک. 0

 .ديینكوبه نمااتاق ا ي( در دماقهدقی 07 ±) قهیدق

. ساپس  دیا كنتخلیه  تیها را با وارونه كردن پلچاهک اتيمحتو. 2

محلاول شستشاو    تار یكرولیم 377مرتبه و هر مرتبه با  2 ها راچاهک



 

 

 

 
   

 يشاود در انتهاا   يانجاام ما   ي. اگرشستشو باه صاورت دسات   ديیبشو

 .دیبزن ریگوبتدستمال رط يرا بر رو تیپل يشستشو به آرام

و  ديا زيهاا بر ز محلول رنگزا  درون تمام چاهکا تریكرولیم 077. 9

از  .دیا انكوبه كن يكياتاق و تار يدر دما قهیدق 02مدت پلیت را به 

 تكان دادن پلیت در اين مرحله خودداري كنید.

باه   5كمتار از   براتوریكاال  يجاذب ناور   زانیا م نياگر بالاترتوجه: 
 07مدت  محلول رنگزا را به ونیزمان انكوباستوانید ميدست آمد، 

 .دیده شيافزا قهیدق
هاا اضاافه   چاهاک  هیا محلول متوقف كنناده باه كل   تریكرولیم 27. 0

تا تمام رناگ   دیتكان ده يبه آرام هیثان 57به مدت و پلیت را  دیكن

 شود. ليآن به زرد تبد يآب

نانومتر با  027هر چاهک در طول موج  يمقدار جذب را برا. 8 

 بعد از قهیدق 02حداكثر تا  Point to Pointاستفاده از متد 

نانومتر  937تا  957. از طول موج دیمتوقف كردن واكنش بخوان

  .دیاستفاده كن

به عنوان نمونه در  تیك نيا میزان جذب و نمودار كالیبراتورهاي

 آورده شده است. ريز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 
 

 AFPالایزای  برای تست مقادیر مورد انتظار

 

 

 

 

 های کنترل کیفیپارامتر
Intra - Assay 

در يک  نوبات   سه نمونه سرمدقت داخلي  با ارزيابي تكرارپذيري 

 تست  انجام گرديد.

 

 

                          

 

 

 

 

Inter - Assay 

نوبات هار     3در  سه نموناه متفااوت سارم   تستي با دقت بینارزيابي 

 . انجام شد بار 2نوبت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recovery 
نسبت مساوي با يكديگر تركیب شد  به در اين تست دو نمونه سرم

 در آن سنجش گرديد. AFP، غلظت و به عنوان يک نمونه

 

 

 

 

 

 

Linearity 

باراي   وناه سارم  هاي مختلاف نم رقت در AFPغلظت در اين تست 

 گیري شد.یین خطي بودن كیت اندازهتع

 

 

 

 

 

 
ySpecificit 

هاااي ش باه كماک اضاافه كاردن غلظات     ن آزمااي اختصاصایت ايا   

 .گار باه سارم، ماورد سانجش قارار گرفات       همختلفي از مواد مداخل

گار باه   ماده مداخلاه  گیري نسبت بین مقدارمتقاط  با اندازه واكنش

 براي ايجاد همان مقدار جذب، سنجش شد.مورد نیاز   AFPمقدار

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ySensitivit 

صفر و سه برابر  یبراتوركالجذب نوري  میانگینبر اساس جم  

      حداقل غلظت قابل تشخیص در اين كیت ،انحراف معیار

ng/ml 9/7 باشد.مي 

 

Hook effect 

بررساي گردياد و اثار هاوک       ng/ml   07777تاا   AFP غلظات 

    مشاهده نشد.
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هاي بروز هرگونه مشكل خواهشمند است با شمارهدر صورت   

 مندرج بر روي جعبه )بخش پشتیباني( تماس بگیريد.

 

Calibrators 
  

Well 
Number 

Abs. 
Mean  Value 
Abs (ng/ml) 

Cal A1 0.051 0.049 
 

0 

A B1 0.048   

Cal C1 0.101 0.101 5 

B D1 0.102     

Cal E1 0.246 0.255 25 

C F1 0.265     

Cal G1 0.444 0.446 50 

D H1 0.448     

Cal A2 1.609 1.591 250 

E B2 1.573     

Cal C2 2.755 2.691 500 

F D2 2.627     

 

    Expected value 

      < 8.5    ng/ml 

 

Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean AFP (ng/ml) 2.9 10.3 25.91 

S.D (ng/ml) 0.14 0.42 1.2 

C.V (%) 4.8 4 4.6 

 

Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 15 15 15 

Mean AFP (ng/ml) 3.5 8.6 22.8 

S.D (ng/ml) 0.19 0.51 1.3 

C.V (%) 5.4 5.9 5.8 

 

NO. Sample Added Exp. Obs. Rec. 
  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) 

1 2.4 18.2 10.3 10.7 103.9 

2 5.7 13.9 9.8 9.68 98.7 

3 11.6 31.4 21.5 20.45 95.1 

4 9.5 21.1 15.3 15.63 102.1 

 

NO. 
  

Sample 
  

1/2 1/4 1/8 1/16 

  Bias  %    

1 12.9 -2.3 -1.4 -0.5 -1.8 

2 17.5 -3.2 -2.6 -1.5 -3.4 

3 22.1 2.3 3 -3 -2.3 

4 27.3 -0.6 -0.7 -1.3 0 

 

Analyte 
 

Cross  Concentration 
Reactivity   

Acetylsalicylic Acid ND 100µg/ml 
Amethopterin ND 100µg/ml 
Ascorbic Acid ND 100µg/ml 

Atropine ND 100µg/ml 
Caffeine ND 100µg/ml 

CEA ND 10µg/ml 
PSA ND 1.0µg/ml 

CA-125 ND 10.000 U/ml 
hCG ND 1000 IU/ml 
hTSH ND 10 IU/ml 
hLH ND 100 mIU/ml 

hPRL ND 100 µg/ml 

 


