
 

 

 

 
   

  کورتیزولهورمون  گیریاندازه

 انسان سرم در
  

Cortisol ELISA Kit 96t Cat. NO: 2924-96 

  Brochure Rev: 18 (1399/04/15)) 

 

 :مقدمه

 کربنه 12 استروئیدی هورمون یک یا هیدروکورتیزون، کورتیزول

 قشر توسط باشد که به عنوان قویترین گلوکوکورتیکوئیدمی

های آدرنال همانند سایر استروئید ورتیزولک .شودمی تولید آدرنال

-هیپوتالاموس محور توسط شود و ترشح آناز کلسترول سنتز می

 هایفعالیت ،استرس شرایط در .شودمی کنترل آدرنال-هیپوفیز

 هیپوتالاموس از CRH نام به هورمونی ،هیپوگلیسمی یا و بدنی

 یزهیپوف از ACTH هورمون آزادسازی باعث که گرددمی ترشح

تاثیر روی واکنش تبدیل کلسترول به  با ACTH .شودمی قدامی

شود و می کورتیزول افزایش سنتز و ترشح موجبپرگننولون، 

کند. را مهار میACTH  و CRHنورد، کورتیزول نیز به صورت پس

و  دارد ACTH با مرتبط روزی شبانه ریتم یک کورتیزول ترشح

 .دباشمی زود صبح در آن مقدار بیشترین

گلوبولین  نام به پروتئینی به کورتیزول اعظم قسمت پلاسما در

و با تمایل کمتر به ( CBG) کورتیکواستروئید متصل شونده به

 ،آزاد نیز به صورت کورتیزول از مقداری .شودمی متصلآلبومبن 

 در و شودمی دفع ادرار طریق از که باشدمی هورمون این فعال فرم

  .است گیریدازهان قابل ساعته 12 ادرار

تغییر  شامل آنها مهمترین و باشدمی متنوع در بدن کورتیزول اثرات

 با کورتیزولاست.  ایمنی هایپاسخ تنظیم و متابولیک هایفرایند

 در افزایش گلوکونئوژنز در کبد و افزایش مقاومت به انسولین

 ذخیره و خون قند افزایش باعث ،چربی و اسکلتی عضله هایبافت

 باعث خون کورتیزول افزایش سطح .شودمی کبد ن درگلیکوژ

 همچنین .شودمی میوپاتی نتیجه در وها پروتئین کاتابولیسمافزایش 

 قدرت رفتن دست از و پوست نازکی باعث هاپروتئین کاتابولیسم

نا متقارن  توزیع موجب کورتیزول به علاوه .گرددمی پیوندی بافت

  .شودمی صورت و گردن ،شکم اطراف در چربی بافت

و  بارداری ،چاقی ،کوشینگ سندرم در کورتیزول مقدار افزایش

 برخی به مبتلا بیماران در حالت این .شودمی دیده هیپرتیروئیدی

 نیز اکتوپیک ACTH مترشحه تومورهای و آدرنال تومورهای

هایی نظیر بیماری در خون کورتیزولکاهش  .است شده گزارش

 ،یپوپیتوئیتاریسماه ،آدرنالقشر  زادیمادر هیپوپلازی آدیسون،

 .مشاهده شده است کبدی هایبیماریو  یپوتیروئیدیاه

 

  :اصول آزمایش

 :(Type 7) سنجش ایمنی آنزیمی رقابتی

 و (Streptavidin) نیدیواسترپتا نیب واکنش از تست، نیا در

 کورتیزول ضد یبادیآنت کردن حرکتیب و اتصال جهت نیوتیب

 که براتورهایکال وسرم  یهانمونه. است شده ستفادها تیپل سطح به

 کورتیزول همراه به هستند کونژوگه ریغ و آزاد کورتیزول یحاو

 نیب رقابت. شوندیم ختهیر هاچاهک در HRP میآنز با کونژوگه

 شده لهینیوتیب کورتیزول ضد یبادیآنت به اتصال یبرا ژنیآنت دو

 شود،یم باعث است، دهش متصل تیپل کف نیدیواسترپتا به که

 کونژوکه کورتیزول باشد، شتریب نمونه کورتیزول مقدار هرچه

 یشستشو و هیتخل از پس. شود متصل یبادیآنت به یکمتر

تشکیل  به منجر که شودیم اضافه رنگزا محلول ها،چاهک

 به کننده متوقف محلول افزودن با و شودیم رنگ یآب محصول

 254 موج طول در این محصول .دهدیم رنگ رییتغ زرد رنگ

 جذب زانیم و رنگ شدت. دارد را جذب زانیم نیشتریب نانومتر،

ر د. دارد معکوس نسبت ها،کالیبراتور و نمونه کورتیزول غلظت با

 ها توسط منحنی استانداردنهایت، غلظت کورتیزول در نمونه

 گردد.)نمودار کالیبراتورها( محاسبه می

 

 :محتویات کیت

بن دی  تس تی  بس ته   69 نیدیواس ترپتا  اشده ب   Coatپلیت میکرو . 2

 گیر.رطوبت اشده در کیسه آلومینیومی همراه ب

  54 و 14، 24، 2، 2 ،4در مق   ادیر ک   ورتیزول ه   ای. کالیبراتور1

µg/dl . سرم انسان تهیه شده در. 

 ح اوی ک ه  لیت ری  میل ی  9وی ال   2 :کورتیزول آنزیمی وگهژکون. 3

 .   است در بافر HRP مآنزی متصل به ژنآنتی

 یح او ک ه  لیت ری  یل  یم 9 الی  و 2: کورتیزول ینیوتیوگه بژکون. 2

 .  در بافر است نیوتیمتصل به بضد کورتیزول  یبادیآنت

  .لیتریمیلی 14 ویال x)54 ( :2 محلول شستشو. 5

 لیتری.میلی 5/9  ویالA  :2محلول رنگزا . 9

 ری.لیتمیلی 5/9 ویالB  :2محلول رنگزا . 7

 لیتری.میلی 21ویال 2: واکنش محلول متوقف کننده. 8

 .بر چسب مخصوص پلیت. 6

گ راد نگه داری   درجه سانتی 8تا  1ها در دمای کلیه محلول توجه :
 . محلول متوقف کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری است.شوند

 

 :احتیاط در استفاده از کیت

همین کی ت تعبی ه گردی ده    محتویات این کیت برای استفاده در . 2

های ساخت دیگر و یا شماره هااستفاده مشترک با سایر کیت لذا از

 جدا خودداری نمایید.

هایی ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول. کلیه محلول1

 که تاریخ انقضاء آنها گذشته است، استفاده ننمایید.

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

 HIV1/2دب و  یاز نظ ر منف    یمنب ع انس ان  با  تیکاین  اتیمحتو. 2

،HBsAg   وHCV به ط ور کام ل    یروش چیه ولیاند. تست شده

لازم  نی. بن ابرا س ت یبودن موارد فوق ن یقادر به مشخص کردن منف

ر نظر گرفته شود و کار با آنها طب ق  بالقوه آلوده د رتاست  به صو

 انجام شود. یمنیا یهادستورالعمل

  است یدر هنگام کار الزام نکیاستفاده از دستکش و ع. 5

 ای  ب ه ص ورت    اتیکه محتو دیدقت فرمائ تیدر هنگام کار با ک. 9

 مخ  اب ج  دا رینق  اب ب  دن نپاش  د و از تم  اس ب  ا ده  ان و س  ا ریس  ا

 گردد.   یخوددار

 

  :نمونه سازیو آمادهآوری جمع

گی ری  تفاده از تکنی ک اس تاندارد خ ون   اس   گرفتن خون باید ب ا . 2

ج دا   ه ای خ ونی  س لول و به س رعت س رم از    شدهسیاهرگی انجام 

ک دورت   های  لیپمیک همراه باانجام تست بر روی نمونه از گردد.

 این تست جهت انجام های پلاسماولیز خودداری نمائید. نمونهو هم

 باشند.     مناسب نمی

توان آنها می روز 5بسته باشد و تا  نمونه باید کاملا ظروف درب. 1

ت  ر گ  راد و ب  رای م  دت ط  ولانیس  انتی درج  ه 8ت  ا  1 دم  ای را در

 نگهداری کرد. گراددرجه سانتی -14ماه در دمای  1اکثر تا حد

 

  :هاسازی معرفآماده

را ب ا   (x54) محل ول شستش و  کل محتوی ات وی ال   محلول شستشو: 

 .لیتر آب مقطر مخلوب کنیدمیلی 684

لیت ر از  میل ی  2را ب ا    Aلیت ر از محل ول رنگ زا   میلی 2گزا: رن محلول

دقیق ه قاب ل    24محلول فوق بعد از  .مخلوب نمایید  Bمحلول رنگزا

 باشد.ردیف کافی می 1استفاده و برای 

توجه: در صورت مشاهده رنگ آبی در محلول رنگزا و یا کدورت 

 .و رشد باکتری، از این محلول استفاده نشود

 

  :روش انجام آزمایش

 وه ا  محل ول  قبل از شروع آزمایش اطمینان حاص ل کنیدک ه کلی ه   

کلی ه   .ان د گراد( رسیدهدرجه سانتی 15تا  14اق )ها به دمای اتنمونه

 با سر و ته کردن به آرامی مخلوب نمائید. را کالیبراتورها

و  برداش ته  های مورد نیاز ب رای انج ام آزم ایش را   چاهک تعداد. 2

مینیومی ق رار داده  وگیر در کیسه آلهمراه رطوبت ها راه چاهکبقی

. نگهداریدگراد درجه سانتی 8تا  1ی دمای و دررا بسته درب آن 



 

 

 

 
   

های مورد -در چاهک هانمونه و هاراتورکالیب از میکرولیتر 15. 1

 به صورت کالیبراتورنظر بریزید. بهتر است که از هر نمونه یا 

(Duplicate) ها ریخته شوددر چاهک.

در این  حتماً چاهک اول به عنوان بلانک در نظر گرفته شود. :توجه
بقی ه مراح ل ب ا س ایر      .ریخت ه نش ود   ک الیبراتور و ی ا   چاهک نمونه

   باشد.ها یکسان میچاهک

  (Enzyme Conjugate) کونژوگه آنزیمیمحلول میکرولیتر  54. 3

روی سطح ثانیه  34ت مد بهپلیت را اضافه کنید و  هاچاهک همهبه 

.میز به آرامی تکان دهید

  (Biotin Conjugate) بی وتینی  محلول کونژوگه میکرولیتر  از 54. 2

 یرو هی  ثان 34م دت   هب  را   تی  پلاض افه کنی د و    هاچاهک همهبه 

.دیتکان ده یبه آرام زیسطح م

       ب  ه بپوش  انید و پلی  ت ه  ا را ب  ا برچس  ب مخص  وص   چاه  ک. 5

انکوبه نمایید. در دمای اتاق دقیقه 94مدت

ه ا  کنید. سپس چاهک تخلیه کردن وارونهرا با  پلیت  محتویات. 9

 اگر میکرولیتر محلول شستشو بشویید. 344مرتبه با  و هر مرتبه 5را 

به آرام ی   انتهای شستشو شود درشستشو به صورت دستی انجام می

 بزنید. گیررطوبتروی دستمال  پلیت را بر

د و ه ا بریزی   چاه ک  درون تم ام  رنگ زا  محل ول  رولیترمیک 244. 7

از  .انکوبه کنی د در دمای اتاق و تاریکی  دقیقه 25 به مدت را پلیت

تکتن دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.

ب ه دس ت    1براتور کمت ر از  اگر بالاترین می زان ج ذب ک الی   توجه: 
دقیق ه   24مدت توانید زمان انکوباسیون محلول رنگزا را به آمد، می

افزایش دهید.

ه ا اض افه   به کلیه چاه ک محلول متوقف کننده از  میکرولیتر 54. 8

ن گ  ثانیه به آرامی تکان دهید تا تمام ر 14به مدت پلیت را و  کنید

 .آبی آن به زرد تبدیل شود

  نانومتر 254در طول موج  را برای هر چاهک نوری مقدار جذب. 6

دقیق ه بع د از    25ت ا   ح داکثر  Point to Pointب ا اس تفاده از مت د    

 934ت ا   914رف رانس  از طول موج  .بخوانیدمتوقف کردن واکنش 

  .نانومتر استفاده کنید

این کیت ب ه عن وان نمون ه در     میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای

  شده است. ارائهزیر 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 کورتیزول ی تست الایزایبرا مقادیر مورد انتظار

  صبح عصر

µg/dl   31-1 µg/dl   31-5 بالغ 

µg/dl  31-1 µg/dl   33-1 کودک 

- µg/dl   32-3 نوزاد 

 

 های کنترل کیفیپارامتر

Intra - Assay 

نوب ت   در ی ک  نمونه س رم  سه تکرارپذیریبا ارزیابی  دقت داخلی

 د.یتست  انجام گرد

 

 

 

Inter - Assay 

نوب ت ه ر    3در  نمون ه متف اوت س رم    س ه تستی با قت بینارزیابی د

 انجام پذیرفتبار  5نوبت 

 
 

 

 

 

Recovery 

 ه نسبت مساوی با یکدیگر ترکیب شدب در این تست دو نمونه سرم

 . دگیری شغلظت کورتیزول در آن اندازه ،نمونه و به عنوان یک

 

 

 

 

 

 

Linearity 
 ه ای مختل ف نمون ه س رم    رق ت غلظت کورتیزول در در این تست 

 .دگیری شجهت تعیین خطی بودن کیت، اندازه

 

 

 

 

 

 
itySpecific 

ه ای مختلف ی از   اختصاصیت این تست توسط اضافه کردن غلظ ت 

واک نش متق اطع    .گر به سرم مورد سنجش قرار گرفتهد مداخلموا

 گر به مق دار ک ورتیزول  ماده مداخله گیری نسبت بین دوزبا اندازه

  .شد سنجش ،مورد نیاز  برای ایجاد همان مقدار جذب

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
itySensitiv 

ص فر و س ه براب ر     ک الیبراتور جذب ن وری   میانگینبر اساس جمع  

       ر ح  داقل غلظ  ت قاب  ل تش  خیص در ای  ن کی  ت    انح  راف معی  ا 

µg/dl  2/4 باشد.می 
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های رگونه مشکل خواهشمند است با شمارهبروز هدر صورت 

 تماس بگیرید. (بخش پشتیبانی)مندرج بر روی جعبه 

Calibrators 
 

Well  Abs 
 

Mean  Value 
Number Abs (µg/dl) 

Cal A1 2.273 
2.364 0 

A B1 2.455 

Cal C1 1.922 
1.996 1 

B D1 1.070 

Cal E1 1.594 
1.598 4 

C F1 1.603 

Cal G1 1.091 
1.088 10 

D H1 1.085 

Cal A2 0.736 
0.738 20 

E B2 0.741 

Cal C2 0.361 
0.355 50 

 F D2 0.349 

  

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 20 20 20 

Mean Cortisol (µg/dl) 3.21 14.77 22.1 

S.D ( µg/dl) 0.15 0.52 1.12 

C.V (%) 4.6 3.5 5 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 15 15 15 

Mean Cortisol (µg/dl) 2.4 12.65 18.64 

S.D ( µg/dl) 0.14 0.74 0.98 

C.V (%) 5.8 5.8 5.2 

 

NO. Sample Added Exp. Obs. Rec. 
  (µg/dl) (µg/dl) (µg/dl) (µg/dl) (%) 

1 3.5 12.3 7.9 8 101 

2 5.4 16.7 11.05 10.8 97.5 

3 13.5 19.8 16.7 17 102 

4 2.8 14.9 8.85 8.6 97.2 

 

NO. Sample 1/2 1/4 1/8 1/16 

   Recovery %  

1 7.9 100.3 102 98.1 97 

2 14.6 99.1 99 98 98.2 

3 21.7 102 98.4 97.8 99.4 

4 9.7 98 96.4 98.6 97.4 

    

Cross Reactivity Analyte 

1.0000 
0.0004 
0.2300 
0.1800 
0.0550 
0.0001 
0.0002 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

Cortisol 
Androstenedione 

Cortisone 
Corticosterone 

11-Deoxycortisol 
Dexamethasone 

Progesterone 
17α-OH Progesterone 

DHEA 
Estradiol 
Estrone 
Danazol 

Testosterone 


