
 

 

 

 
   

 Hydroxy Vit D-25 گیریکیت اندازه

 سرم انسان در
Sensitive 25-Hydroxy Vit D ELISA Kit 96t  

Cat. NO: 6724-96 
Brochure Rev: 13 (1399/03/12) 

 

 :مقدمه

محلول در  یدیهورمون استروئ کی، D هیدروکسی ویتامین-52

هومئوستاز  میاز روده و تنظ میاست که در جذب فعال کلس چربی

دو نوع  یدارا نیتامیو نی. انقش داردسفر کلسیم و ف

)2(D rgocalciferolE  و)3(D calciferolholeC باشدیم .

سنتز  rgosterolEاز یک نوع استروئید گیاهی به نام  2D نیتامیو

از آن را شود و انسان یسنتز نمانسان در بدن شود. این ویتامین می

 نیتامیکه و یحال کند. دریم افتیدر یاهیو منابع گ اتیلبن هیتغذ

3D در معرض  کلسترولدهیدرو -7 ست و پس از قرار گرفتندر پو

 شود. در کبد، کربنیم دیتول )نظیر نور آفتاب( اشعه ماورا بنفش

 نیتامیو یدروکسیه-52شده و  لهیدروکسی، هD نیتامیو 52 شماره

D که در ادامه به کلیه منتقل شده و پس از  شودیم دیتول

سی هیدروکدی-52و  1، به 1له شدن کربن شماره هیدروکسی

شود که فرم فعال فیزیولوژیک این ویتامین تبدیل می 3D ویتامین

با  D نیتامیو یدروکسیه-52، اتصال قوی وجود نیااست. با 

منجر به نیمه عمر  D، (VDBP) پروتئین اتصالی به ویتامین

شود. می  Dهای ویتامین تیمتابولتر آن در مقایسه با سایر طولانی

در  D نیتامیفرم غالب و D نیتامیو یدروکسیه-52به همین دلیل 

 کی D نیتامیو زانیم قیو به عنوان نشانگر دق باشدمیگردش خون 

 لیبه عنوان عامل دخ D نیتامیشود. کمبود ویم هدر نظر گرفت فرد

و  سمیتیاستخوان، راش یها از جمله پوکیماریاز ب یاریدر بس

 شود.یشناخته م یاستئومالاس

  :اصول آزمایش

ش ده   یطراح   ترتیبی یرقابت یمیآنز ایمونواسی ست بر اساست نیا

ب ه   ه ا و کنت رل  ،ها براتوریکال های سرم،روش، نمونه نیاست. در ا

 م دت  د. درنش و یم   خت ه یه ا ر کننده در چاه ک همراه معرف رها

رها شده و ب ه   ،یاتصال یهانیاز پروتئ D نیتامیو ون،یزمان انکوباس

ه ا  س ح  چاه ک   یب اد یکونژوگه به آنتریو غ ژن آزادیعنوان آنت

 D نیت ام یه ا،  و چاه ک  یو شستش و  هیشود. پس از تخلیمتصل م

ش ده ک ه در م دت زم ان      خت ه یدر آنه ا ر  HRP میکونژوگه با آنز

 تی  س ح  پل  یب اد یآنت   یخ ال  یه ا گ اه یبه جا د،یجد ونیانکوباس

ه ش ود ک ه ه ر چ     یژن باع   م   یدو آنت نید. رقابت بشویمتصل م

از  یکمت  ر زانی  باش  د، م ش  تریب س  رم نمون  هدر  D نیت  امیو دارمق  

ها مجدد چاهک یکونژوگه متصل شود. پس از شستشو D نیتامیو

ش ود ک ه ب ا    یم   داری  پد یو اضافه کردن محلول رنگزا، رن   آب   

دهد ک ه  یرن  م رییافزودن محلول متوقف کننده، به رن  زرد تغ

ج ذب را دارد. ش دت    زانی  م نیش تر ین انومتر، ب  024در طول موج 

ه ای  در نمون ه  D نیت ام یجذب با غلظ ت و  زانیم جهیرن   و در نت

 نیتامیودر نهایت، غلظت  ها نسبت معکوس دارد.براتوریو کال سرم

D ه  ا )منحن  ی اس  تاندارد( ه  ا توس  و نم  ودار ک  الیبراتوردر نمون  ه

 گردد.محاسبه می

 :محتویات کیت  

 Hydroxy Vit D-25ضد  یبادیشده با آنت Coat تیپلکروی. م1

 .ریگهمراه با رطوبت یومینیآلوم سهیشده در ک یبند. بستهیتست 69

ه ر   یب ه ازا  الی  و کی  : Hydroxy Vit D -25 یبراتورهای. کال5

  ng/ml 154و  09، 52، 14، 2، 4 ریغلظت با مقاد
ها در هر سری تولید، ممکن است متف اوت  توجه: غلظت کالیبراتور

و گ واهی   ه ا با مقادیر درج شده ب ر روی لیب ل وی ال    بقباشد و محا
 باشد.می (COA) آنالیز محصول

 . یتریلیلیم 11 الیو Vit D  :1 یمی. کونژوگه آنز3

 .یتریلیلیم 11 الیو Vit D  :1 رها کننده. معرف 0

 .یتریلیلیم 54 الیو 1: (50x). محلول شستشو 2

 .یتریلیلیم 11 الیو1. محلول رنگزا: 9

 .یتریلیلیم 15الیو 1. محلول متوقف کننده واکنش: 7

 .یتریلیلیم 2/4 الیو کی: 5و  1کنترل  های. محلول8

 .تی. بر چسب مخصوص پل6

گ راد نگه داری   درجه سانتی 8ا ت 5ها در دمای کلیه محلول : توجه
 ر دمای اتاق نیز قابل نگهداری است.. محلول متوقف کننده دشوند

 :یدگارو مان یسازرهیذخ 

ها الیو بلیل یها تا زمان انقضاء چاپ شده بر رومعرف ی. تمام1

 هستند. داریپا گرادیدرجه سانت 5-8 نیب یدر دما

درجه  8تا  5 یدر دما یباز شده در صورت نگهدار یها.معرف5

 باشند.یم داریروز پا 94گراد به مدت یسانت

 

 :احتیاط در استفاده از کیت

برای استفاده در همین کی ت تعبی ه گردی ده    محتویات این کیت . 1

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 محلول5

 که تاریخ انقضاء آنها گذشته است، استفاده ننمایید.

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

 یاز نظ ر منف     تی  ک نی  ا تفاده درم ورد اس   مواد با وجود اینکه . 0

 لازم اس ت  ولی، نداتست شده HCVو   HIV1/2 ،HBsAgندبو

طب ق   ر نظ ر گرفت ه ش ود و ک ار ب ا آنه ا      ب القوه آل وده د   رتبه صو

 انجام شود. یمنیا یهادستورالعمل

 استفاده از دستکش و عینک در هنگام کار الزامی است.. 2

در هنگام کار با کیت دقت فرمائید که محتویات ب ه ص ورت ی ا    . 9

 س  ایر نق  ان ب  دن ن اش  د و از تم  اس ب  ا ده  ان و س  ایر مخ  ان ج  دا 

   خودداری گردد.

  :نمونه سازیو آمادهآوری جمع

گون ه آم اده    چیش ود. ه    یتست از نمونه سرم اس تفاده م    نیا یبرا

سرم  یجداساز یباشد. براینم ازیمورد ن یریگاز نمونه شیپ یساز

 ،فوژیکه نمونه خون لخته شود. س س با استفاده از سانتر دیاجازه ده

 یهاونهاز نم جیصحت نتا یجدا شوند. برا یخون یهاسرم از سلول

گ راد ب ه   یدرج ه س انت   8ت ا   5 یها در دماد. نمونهیناشتا استفاده کن

ماه قاب ل   1گراد به مدت یدرجه سانت -54 یهفته و در دما 1مدت 

 شود.  یریها جلوگو ذوب مجدد نمونه خیباشند. از یم ینگهدار

 :شینکات آزما

 .شود یرن  داده خوددار رییتغ ی. از بکار بردن سوبسترا1

 .شود یآلوده خوددار یها. از بکار بردن معرف5

با دقت بالا  یمورد نظر از سم لرها یهااضافه کردن حجم ی. برا3

 استفاده شود.

 ها: معرف یسازآماده

 ای  بافر شستشو را با آب مقح ر   الیو اتیشستشو: کل محتو محلول

 . دیبرسان تریلیلیم 1444به حجم  زهیونیآب د

 

  :زمایشروش انجام آ

 براتورها،یکال هیکه کل دیحاصل کن نانیاطم شیقبل از شروع آزما

( گرادیدرجه سانت 52تا  54اتاق ) یها به دماها و نمونهمعرف

مخلون  یرا با سر و ته کردن به آرام براتورهایکال هیاند. کلدهیرس

 .دینمائ

را برداشته و  شیانجام آزما یبرا ازیمورد ن یها. تعداد چاهک1

قرار داده  یومینیآلوم سهیدر ک ریگها را همراه رطوبتچاهک هیبق

 . دیگراد نگهداریدرجه سانت 8تا  5 یدرب آن را بسته و در دما

 یهادر چاهک هاها و نمونهکنترل براتورها،یاز کال تریکرولیم 52. 5

صورت  به براتوریکال ای. بهتر است که از هر نمونه دیزیمورد نظر بر

(Duplicateدر چاهک )شود. ختهیها ر 

چاهک اول به عنوان بلانک در نظر گرفته شود. : بهتر است توجه
مراحل با  هینشود. بق ختهیر براتوریکال ایچاهک نمونه و  نیدر ا
 باشد. یم کسانیها چاهک ریسا
به هر چاهک اضافه  Vit Dاز معرف رها کننده  تریکرولیم 144. 3

 .دیتکان ده یبه آرام هیثان 34تا  54 را به مدت تیپلو  دیکن

 34و به مدت  دیب وشان تیها را با چسب مخصوص پلچاهک. 0

 .دییاتاق انکوبه نما یدر دما قهیدق

. س س دیخارج کن پلیت ها را با وارونه کردنچاهک اتیمحتو. 2

محلول شستشو  تریکرولیم 344مرتبه و هر مرتبه با  3ها را چاهک

 یدر انتها ،شودیانجام م یاگر شستشو به صورت دست. دییبشو

 .دیبزن ریگدستمال رطوبت یرا بررو تیپل یشستشو به آرام



 

 

 

 
   

به هر چاهک اضافه  Vit D یمیاز کونژوگه آنز تریکرولیم 144. 9 

 .دیکن یخودداردر این مرحله  تی. از تکان دادن پلدیکن

 34به مدت و  دیب وشان تیها را با برچسب مخصوص پل. چاهک7 

 .دییاتاق انکوبه نما یدر دما قهیدق

. س س دیخارج کن پلیت نها را با وارونه کردچاهک اتی. محتو8

محلول شستشو  تریکرولیم 344مرتبه و هر مرتبه با  3ها را چاهک

 یدر انتها ،شود یانجام م ی. اگر شستشو به صورت دستدییبشو

 .دیبزن ریگدستمال رطوبت یرا بررو تیپل یشستشو به آرام

 . دیزیها براز محلول رنگزا درون تمام چاهک تریکرولیم 144.  6

 .دیکن یخودداردر این مرحله  تیاز تکان دادن پل

انکوبه  یکیاتاق و تار یدر دما قهیدق 54را به مدت  تی. پل14

  .دیینما

بدست  5کمتر از  براتوریکال یجذب نور زانیم نیاگر بالاترتوجه: 
 قهیدق 14محلول رنگزا را به مدت  ونیزمان انکوباس دیتوانیآمد، م
 .دیده شیافزا
ها چاهک هیمحلول متوقف کننده واکنش به کل تریکرولیم 24. 11

 . دیتکان ده یبه آرام هیثان 54به مدت را  تیپل و دیاضافه کن

نانومتر در  024هر چاهک در طول موج  ی. مقدار جذب را برا15

 934تا  954. )از طول موج رفرنس دیقرائت کن قهیدق 14مدت 

  نانومتر استفاده کنید(.

به عنوان نمونه در  تیک نیا میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای

 آورده شده است. ریز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

توجه: غلظت کالیبراتورها در هر سری تولید، ممکن است متف اوت  
هی ه ا و گ وا  باشد و محابق با مقادیر درج شده ب ر روی لیب ل وی ال   

 باشد.می (COA)آنالیز محصول 

 

 
 

 Vit D رای تست الایزایب مقادیر مورد انتظار

 

 

 

 

 

 

 

 

 های کنترل کیفیپارامتر

Intra - Assay 

نوب ت   نمونه سرمی در یک سه تکرارپذیریبا ارزیابی  دقت داخلی

 د.یانجام گرد تست

 

 

 

 

 

Inter - Assay 

نوب ت ه ر    3ت س رمی در  نمونه متفاو سهبین تستی با  ارزیابی دقت

 انجام پذیرفت. بار  2نوبت 

 

 

 

Recovery 

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

 . شد گیریدر آن اندازه  Vit Dمقدار ،و به عنوان یک نمونه

 

 

 

 

 

Linearity 
برای  های مختلف نمونه سرمرقتدر  Vit Dمقدار  در این تست

 .گیری شدعیین خحی بودن کیت اندازهت

 

 

 
 

Specificity 
های مختلفی ن آزمایش با کمک اضافه کردن غلظتاختصاصیت ای

ار گرف ت. واک نش   م ورد س نجش ق ر   ، گر ب ه س رم  مداخلهاز مواد 

گ ر ب ه مق دار    گیری نسبت بین مق دار م اده مداخل ه   متقاطع با اندازه

 سنجش شد.  یاز  برای ایجاد همان مقدار جذب مورد ن Dویتامین 

 

Cross Reactivity (%) Analyte 

1.000 25-OH vitamin D2 

1.000 25-OH vitamin D3 

0.007 vitamin D2 

0.004 vitamin D3 

1.900 1,3,25-(OH)3 vitamin D2 

1.150 1,3,25-(OH)3 vitamin D3 

 
Interferences  

 و س تند ین اث ر گ ذار   Vit D یری  انداره گدر واکنش  ریز باتیترک

 کنند.ینم جادیامداخله 

Up to 5 g/dl Hemoglobin 

Up to 10 g/dl Triglyceride 

Up to 0.2 g/dl Bilirubin 

Up to 10 g/dl Cholesterol 

Sensitivity 
ص فر و س ه براب ر     ک الیبراتور  یج ذب ن ور   نیانگیبر اساس جمع م

 5/1 تی  ک نی  ادر  صیتش  خح  داقل غلظ  ت قاب  ل  اری  معانح  راف 

ng/mL  باشد.یم 
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های شمند است با شمارهگونه مشکل خواه بروز هردر صورت 

 تماس بگیرید. (بانیبخش پشتی)مندرج بر روی جعبه 

Calibrators 
Well 

Abs. 
Mean Value 

Number Abs. (ng/ml) 

Cal A1 2.730 
2.81 0 

A B1 2.890 

Cal C1 2.158 
2.21 5 

B D1 2.262 

Cal E1 1.842 
1.880 10 

C F1 1.918 

Cal G1 1.365 
1.390 25 

D H1 1.415 

Cal A2 0.988 
1.010 46 

E B2 1.032 

Cal C2 0.596 
0.605 120 

F D2 0.614 

 

Level ng/ml 

Deficient < 20 

Insufficient 20 - 29 

Sufficient 30 - 100 

Potential Toxixity >100 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 20 20 20 

Mean Vit D (ng/ml) 12.3 51.6 94.1 

S.D (ng/ml) 0.58 2.8 4.6 

C.V (%) 4.7 5.4 4.9 

 

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

1 8.4 28.9 18.65 19.1 102.4 

2 41 85.1 63 60.5 96 

3 34.8 112 73.4 69.8 95.1 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 15 15 15 

Mean Vit D (ng/ml) 10.8 47.5 86.4 

S.D (ng/ml) 0.62 3.1 5.1 

C.V (%) 5.8 6.5 5.9 

 

NO. Sample 
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 

 Recovery %  

1 109 102.6 97.8 101.4 98 97.2 

    


