
 

 

 

 
   

 سرم در استرادیولهورمون  گیریاندازه
  

Estradiol ELISA kit 96t cat NO: 2824-96 

      Brochure Rev: 11 (1399/04/12)  
 

 :مقدمه

 کربنه 81 استروئیدی هورمون یک( -estradiol 17استرادیول )

 .ها در گردش خون وجود داردباشد که در اتصال با پروتئینمی

 و  (E1) استروننظیر  ها، سایر استروژن(E2)علاوه بر استرادیول 

های تخمدان، جسم زرد، ها توسط فولیکولدر خانم( E3) استریول

شوند.  ت و در آقایان توسط بیضه ترشح میقشر آدرنال و جف

 این. شودمی تولید تستوسترون شدن آروماتیزه از استرادیول

 گلوبولین به بالا تمایل با و اختصاصی طور به خون در هورمون

 آلبومین به اختصاصی غیر طور به و جنسی هایهورمون به اتصالی

 به نیز هورمون این مقدار کل از درصد 3 تا 2. شودمی متصل

 دیگر همراه به استرادیول .دارد وجود خون جریان در آزاد صورت

 و زنانه جنسی هایاندام رشد و حفظ مسئول هااستروژن

 همراه به همچنین. باشندمی نزنا در جنسی ثانویه خصوصیات

 و رحم و پستان رشد، قاعدگی سیکل تنظیم در پروژسترون

 را کلسیم هومئوستاز هورمون این. نقش دارند بارداری نگهداری

 کاهش .دارد استخوانی توده بر مفیدی اثرات و کرده تنظیمنیز 

 استخوان معدنی محتوای رفتن دست از با هااستروژن مدت طولانی

غلظت  هااستروژنهمچنین  .است مرتبط استخوان پوکی و

و   TBG، SHBG،CBG  نظیر های اتصالی در خونپروتئین

دهند را تغییر می HDL و مس و آهن به شونده متصل هایپروتئین

 د.شوهای هورمونی میموضوع منجر به تغییر برخی از تستکه این 

 مشکلات بررسی عملکرد تخمدان، سنجش استرادیول جهت

 تومورهای از برخی برای مارکر تومور عنوان به و نازایی، قاعدگی

 ،نمایی زن سندرم در استرادیول افزایش شود.انجام می تخمدانی

 هیپرتیروئیدی و آدرنالو  یضهب ،های تخمدانتومور، زودرس بلوغ

 سندرم ،هیپوپیتوئیتاریسم در نیز این هورمون کاهش .ددهرخ می

 .دهدمی  رخ تخمدان هایکیست و ئسگییا ،هیپوگنادیسم ،ترنر

 

  اصول آزمایش:

 :(Type 9) سنجش ایمنی آنزیمی رقابتی تاخیریتست 

و  (Streptavidin) ویدیندر ایننن تسننت از واکنننش بننین اسننترپتا  

بادی ضد استرادیول به سطح پلیت استفاده بیوتین جهت اتصال آنتی

غینر  استرادیول که حاوی  هاکالیبراتور های سرم ونمونه شده است.

استرادیول بیوتینیله شده در بادی ضد کونژوگه هستند به همراه آنتی

 بنادی ، آنتنی اول شنوند. در زمنان انکوباسنیون   ها ریخته منی چاهک

 متصنل بنه  ، اسنترادیول  سنپس  شود.می استرادیول متصل بیوتینیله به

ژن افزودن با تاخیر آنتنی ) شود.ها اضافه میبه چاهک HRPآنزیم 

های با غلظت افزایش حساسیت تست برای نمونه ژوگه، منجر بهکون

اسنترادیول کونژوگنه   شنود(. در زمنان انکوباسنیون مجندد،     کم می

)کنه در انکوباسنیون    بنادی های محدود آنتیبرای اتصال به جایگاه

کنند  رقابت میبا استرادیول موجود در نمونه  اند(اول مصرف نشده

از طرین  واکننش بنین بینوتین و     هنای ایمننی   و همزمان، کمنپلکس 

هننر چننه مقنندار   شننوند.اسننترپتاویدین بننه کنن  پلیننت متصننل مننی  

استرادیول کونژوگه کمتنری بنه   بیشتر باشد،  هانمونهدر استرادیول 

هنا، بنا   کپس از تخلیه و شستشنوی چاهن  شود. می بادی متصلآنتی

شود که ی تشکیل میرنگ آبی محصولاضافه کردن محلول رنگزا، 

بیشنترین مینزان   شود رنگ میزرد محلول متوق  کننده،  دنبا افزو

. شندت  باشند منی ننانومتر،   054در طنول منو     جذب این محصول

معکنوس   رابطنه  هنا رنگ و میزان جذب با غلظت استرادیول نموننه 

ها ها توسط نمودار کالیبراتوردر نهایت سطح استرادیول نمونه دارد.

 گردد.محاسبه می

 

 :محتویات کیت

بندی شنده  تستی بسته 69ا استرپتاویدینشده ب Coatکرو پلیت می. 8

 گیر.رطوبت ادر کیسه آلومینیومی همراه ب

 ،254 ،844، 24 ، 4بننا غلظننت هننای  اسننترادیول هننایکالیبراتور. 2

  .سرم انسان تهیه شده در  pg/ml   3444 و 8544 ،544

 یکنه حناو   لیتنری میلنی  9وینال   8 :استرادیول آنزیمی وگهژکون. 3

 .  در بافر است HRP آنزیم متصل به ژنآنتی

 یکنه حناو  ی تنر یلیلن یم 9الین و 8: اسنترادیول  ینیوتیوگه بژکون. 0

   .در بافر است نیوتیبمتصل به  یبادیآنت

  .لیتریمیلی 24 ویال X)54 ( :8 محلول شستشو. 5

 لیتری.میلی 82 ویال8: محلول رنگزا . 9

 لیتری.میلی 82ل ویا8: واکنش محلول متوق  کننده. 7

 ورق 8: چسب مخصوص پلیت. بر1

گنراد نگهنداری   درجه سانتی 1ا ت 2ها در دمای کلیه محلول توجه :
 . محلول متوق  کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری است.شوند

 

 :احتیاط در استفاده از کیت

در همین کینت تعبینه گردینده     محتویات این کیت برای استفاده. 8

و ینا شنماره هنای سناخت      هنا  تفاده مشترک با سایر کینت اسلذا از 

 دیگر جدا خودداری نمایید.

      هننا تننا زمننان انقضننای کیننت پاینندار هسننتند. از     . کلیننه محلننول 22

 هایی که تاریخ انقضای آنها گذشته است، استفاده ننمایید.محلول

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

، HBsAgاز نظر منفنی بنودن   منبع انسانی با کیت این محتویات . 0

HIV 1/2  وHCV هیچ روشنی بنه طنور کامنل     اند ولی تست شده

قادر به مشخص کردن منفی بودن موارد فوق نیسنت. بننابراین لازم   

طبن    نظر گرفته شود و کار با آنهااست  به صورت بالقوه آلوده در 

 های ایمنی انجام شود.  دستورالعمل

 ر هنگام کار الزامی است.استفاده از دستکش و عینک د. 5

در هنگام کار با کیت دقت فرمائید که محتویات بنه صنورت ینا    . 9

جنندا  سننایر نقننان بنندن نپاشنند و از تمنناس بننا دهننان و سننایر مخننان 

  خودداری گردد.

 

  :نمونه سازیآمادهآوری و جمع

گینری  اسنتفاده از تکنینک اسنتاندارد خنون     گرفتن خون باید بنا . 8

جندا   هنای خنونی  سنلول و به سنرعت سنرم از    شدهسیاهرگی انجام 

 کندورت  های  لیپمیک همراه باانجام تست بر روی نمونه از گردد.

هنای  پلاسنما جهنت انجنام اینن      و همولیز خودداری نمائیند. نموننه  

 باشند.     تست مناسب نمی

توان آنهنا  میروز 5بسته باشد و تا  ظروف نمونه باید کاملا درب. 2

تننر گننراد و بننرای منندت طننولانیسننانتی درجننه 1تننا  2 دمننای را در

 نگهداری کرد. گراددرجه سانتی -24ماه در دمای  2حداکثر تا 

 

  :هاسازی معرفآماده

را بنا   (x54) محلنول شستشنو  کل محتوینات وینال   محلول شستشو: 

 .لیتر آب مقطر مخلون کنیدمیلی 614

 

  :روش انجام آزمایش

هنا و  معنرف  قبل از شروع آزمایش اطمیننان حاصنل کنیدکنه کلینه    

کلینه   .انند رسیدهگراد( درجه سانتی 25تا  24ها به دمای اتاق )نمونه

 با سر و ته کردن به آرامی مخلون نمائید. را هاکالیبراتور

و برداشنته   های مورد نیاز برای انجام آزمنایش را -چاهک تعداد. 8

مینیومی قنرار داده  وگیر در کیسه آلطوبتهمراه ر ها رابقیه چاهک

. دارید نگه گراددرجه سانتی 1تا  2 دمای و دررا بسته درب آن 

های مورد نظر در چاهک هانمونهها و کالیبراتور ازمیکرولیتر  25. 2

 به صورت کالیبراتوربریزید. بهتر است که از هر نمونه یا 

(Duplicate) ها ریخته شوددر چاهک.  

در این  حتماً چاهک اول به عنوان بلانک در نظر گرفته شود. :وجهت
بقیه مراحل با سایر  .ریخته نشودکالیبراتور و یا  چاهک نمونه

   باشد.ها یکسان میچاهک

 تمنام به  (Biotin Conjugate) بیوتینیکونژوگه  میکرولیتر 54. 3 

به  روی سطح میزثانیه   34مدت  اضافه کنید و پلیت را به هاچاهک

 .آرامی تکان دهید



 

 

 

 
   

 34 مدت به ها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید وچاهک. 0

در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

به هر  (Enzyme Conjugate) آنزیمی کونژوگهمیکرولیتر  54. 5

بنه   زین سنطح م  یرو هیثان 34 چاهک اضافه کنید و پلیت را به مدت

.دیتکان ده یآرام

 64 مندت ه بن  بپوشانید و پلیت برچسب مخصوص ها را باچاهک. 9

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

بنه  یند و  کن پلینت تخلینه  وارونه کنردن  ها را با چاهک اتیمحتو. 7

ها کسپس چاهید. بزن ریدستمال رطوبت گ یرو را بر تیپل یآرام

 میکرولیتنر محلنول شستشنو بشنویید.     344مرتبنه بنا    و هر مرتبه 5را 

بنه   انتهنای شستشنو   شنود در به صورت دستی انجام منی اگرشستشو 

 .یدبزن گیررطوبتآرامی پلیت را برروی دستمال 

و  هنا بریزیند  چاهکدرون تمام  رنگزا محلول از میکرولیتر 844. 1

از  .انکوبه کنیند در دمای اتاق و تاریکی  دقیقه 24مدت پلیت را به 

 تکان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.

بدست  2کمتر از  براتوریکال یجذب نور زانیم نیاگر بالاتر :توجه
 قهیدق 84محلول رنگزا را به مدت  ونیزمان انکوباس دیتوان یآمد، م
 .دیده شیافزا
هنا  اکنش به کلینه چاهنک  محلول متوق  کننده و میکرولیتر 54. 6

مام تکان دهید تا تثانیه به آرامی  24ه مدت بپلیت را  و اضافه کنید

 .بی آن به زرد تبدیل شودرنگ آ

 054در طنول منو     را بنرای هنر چاهنک    ننوری  مقدار جنذب . 84

دقیقنه بعند    85تا  حداکثر Point to Pointبا استفاده از متد  نانومتر

تنا   924از طنول منو  رفنرانس     .بخوانیند از متوق  کردن واکنش 

 نانومتر استفاده شود. 934

ت بنه عننوان نموننه در    این کی میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای

  زیر آورده شده است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 استرادیول مقادیر مورد انتظاربرای تست الایزای

 

- Females 

9 - 175 pg/ml Follicular Phase 

44 - 196 pg/ml Luteal Phase 

107 - 281 pg/ml Periovulatory 

42 - 289 pg/ml Treated Menopausal 

ND - 20 pg/ml 
Untreated menopausal 

 

ND - 103 pg/ml 
Oral Contraceptives 

 

4 - 49 pg/ml Males 

 های کنترل کیفیارامترپ

Intra - Assay 

نوبنت   در ینک  رمنمونه س سه پذیری تکراربا ارزیابی دقت داخلی 

 د.یتست  انجام گرد

 

 

 

 

 

Inter - Assay 

نوبنت هنر     3در  وت سنرم نموننه متفنا   سهتستی با بینارزیابی دقت 

 انجام پذیرفت.  بار 5نوبت 

 

 

 

 

 

Recovery 

ب شده به نسبت مساوی با یکدیگر ترکی در این تست دو نمونه سرم

 . دگیری ش، غلظت استرادیول در آن اندازهو به عنوان یک نمونه

 

 

 

 

 

 

Linearity 
هنای مختلن  نموننه سنرم     رقنت  غلظت استرادیول در در این تست

 .دگیری شعیین خطی بودن کیت اندازهبرای ت

 

 
 

 

 

itySpecific 
 هنای مختلفنی  ن آزمایش توسط اضافه کردن غلظنت اختصاصیت ای

بنا   آنهنا  واکننش متقناطع  گینری  و انندازه  گر به سرمهاز مواد مداخل

 .شد سنجش ،استرادیول

  

 

 

 

 

 

 

 

itySensitiv 
صنفر و سنه برابنر     کنالیبراتور جذب ننوری   میانگینبر اساس جمع  

      انحننراف معیننار حننداقل غلظننت قابننل تشننخیص در ایننن کیننت      

pg/ml  3/1  باشد.می 
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 هایشماره با است خواهشمند مشکل هرگونه بروز صورت در

 .بگیرید تماس (پشتیبانی بخش) جعبه روی بر مندر 

Calibrator Well Abs Mean Value 
 Number  Abs (pg/ml) 

Cal A1 2.264 
2.255 0 

A B1 2.247 

Cal C1 1.857 
1.839 20 

B D1 1.821 

Cal E1 1.436 
1.424 100 

C F1 1.412 

Cal G1 1.010 
1.004 250 

D H1 0.998 

Cal A2 0.735 
0.725 500 

E B2 0.715 

Cal C2 0.491 
0.463 1500 

F D2 0.435 

Cal 
G 

E2 0.394 
0.385 3000 

F2 0.376 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 20 20 20 

Mean Estradiol (pg/ml) 37.4 138.2 234 

S.D (pg/ml) 1.29 5.65 7.48 

C.V (%) 3.4 4 3.2 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 15 15 15 

Mean Estradiol (pg/ml) 25.9 114.1 216.3 

S.D (pg/ml) 1.12 5.64 9.21 

C.V (%) 4.3 4.9 4.2 

 

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

1 23 31.5 27.2 26.5 97.4 

2 15 42.7 28.8 29.2 101.4 

3 58 114.6 86.3 89 103.1 

4 35 227.3 131.1 127 96.8 

 

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

   Recovery %  

1 133 97.2 102.1 97.2 99 

2 165.4 103.5 98.8 97 96.4 

3 197 98.5 103 98.3 97.4 

4 257.2 98 99.1 102 98.8 

    

Cross Reactivity Analyte 

0.0003 
0.0008 
<0.0001 
<0.0001 
0.0004 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

Androstenedione 
Dihydrotestosterone 

Cortisone 
Corticosterone 

Cortisol 
Estriol 

DHEA-S 
Estradiol 
Estrone 

Testosterone 


