
 ابتدا به حفر ههاي پلی اســتایرن پوشــیده شـــده با آنتی باد يهاي پلی کلنال 

آلفافتوپروتئین ، استانداردها، سرم کنتر لها و نمون ههاي بیماران افزوده م یشود. 

در حین انکوباســـیون اول، آلفافتوپروتئین موجود در نمون هها به آنت یباد يهاي 

ضد آلفافتوپروتئین متصل شده و سپس بقیه مواد از طریق تخلیه و شسـتشـو از 

سیسـتم خارج م یشوند. پس از شســتشــو، آنت یبادي دوم ضد آلفافتوپروتئی   ن 

که به آنزیم پراکسید از (HRP) متصل شده است به حفر هها افزوده م یشود. 

TMB بعـــد از دومین انکــوباسیون و شستشـــو، افـــــزودن سوبســـتراي

(3و 3-5 و5 تترامتیل بنزیدین) سـبب ایجاد  رنگ آبی توسـط آنزیم می شـود. 

شدت رنگ ایجاد شده با میزان آلفافتوپروتئین موجود در نمون هها نســـــــبت 

مسـتقیم دارد. رن گزائی واکنش آنزیماتیک توسط محلول متوقف کننده خاتمه 

یافته و رنگ آبی ایجاد شده به رنگ زرد مبدل م یشود. شدت رنگ به وسیله یک 

اسپکتروفتومتر مخصــــوص میکروپلیت در طول موج 450 نانومتر انداز هگیري 

م یشـــــود. براي تعیین غلظت آلفافتوپروتئین نمون هها ابتدا منحنی جذب نور 

استانداردها برحسب غلظت آلفافتوپروتئین آنها رسم شده و سپس میزان غلظت 

آلفافتوپروتئین نمونه ها از روي منحنی استاندارد تعیین م یگردد.

کیت انداز هگیري کمّی آلفافتوپروتئین بر مبناي سنجش واکنش ایمونوآنزیماتیک 

بر روي فاز جامد طراحی شده است. در این سیســتم از دو آنتی بادي ( آنتی بادي 

پلی کلنال خرگوش و آنتی بادي مونوکلنال موش) که شـــاخ صهاي آنتی ژنیک 

متمایزي را بر روي مولکول آلفافتوپروتئین شناسائی م یکنند، استفاده شده است.  

کیت ایمونو آنزیماتیک (EIA) پادتن علم (96تستی)�
.TMB و  H O 82.  محلول رنگ زا : یک ویال 12 میلی لیتري بافر   2

         H SO 92.  محلول متوقف کننده واکنش : یک ویال 12 میلـی لیتـري  4

دو نرمال.
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آلفافتوپروتئین(AFP) آلفاگلبولین اختصــاصی سرم جنین، گلیکوپروتئینی با 
کربوهیدرات ملکولی kDa70  می باشد که از یک زنجیر پلی پپتیدي با 4% وزن  

(1)
. در ابتداي حاملگی AFP به مقدار فراوانی در کیسه زرده و  تشکیل شده است
کبد سـاخته می شـود . با بالارفتن سـن جنین غلظت آن در سـرم جنین افزایش 

.در هفته  (2) یافته و در مایع آمنیوتیک و سرم مادر نیز قابل اندازه گیري می گردد

 سیزدهم حاملگی ، غلظت این گلیکوپروتئین در پلاسماي جنین به حدود 3000

µg/ml می رسد . AFP ساخته شده در طی هفته هاي 22 تا 32 حاملگی ثابت 

مانده و در اواخر ماه نهم غلظت آن تا ســـــــــــــــــــــــــــــــــــطح 
بعد از تولد این روند  (3)  . -                   کاهش  مـــی یابد                        

10 به کمتر از     AFP نزولی ادامه داشته ، بطوري که در اواخر دو سالگی غلظت
. AFP از سرم ( 4) IU/ml رسیده و در طول زندگی در همین سطح باقی می ماند 

جنین به داخل مایع آمنیوتیک و متعاقباً به ســـرم مادر می رســــد، در نتیجه 
مسـتقیم   تغییرات آن در مایع آمینوتیک با میزان ان در سرم جنین و مادر ارتباط

دارد . غلظت این پروتئین در مایع آمنیوتیک صد مرتبه کمتر از مقدار آن در سرم 
(5)
. جنین است 

معمولاً میـزان AFP خارج از محدوده تغییـرات طبیعــی در مایع آمنیوتیک و 
سرم مادر شـانگر وجود اختلال در تکامل و رشد است . به عنوان مثال در 85 تا ن

بازمانده لوله عصــــبی جنین ، میزان AFP سرم مادر بیش از حد   %95 موارد
(7) (6)

. علاوه  و در 30% موارد سنـــدروم داون پائیــنتر از نــرمال اسـت  نـرمال

بر بارداري، مقدار AFP ســرمی در بیماري هاي خوش خیم کبدي (هپاتیت و 

سیروز) و برخی سرطان ها (کارسینوم هاي سلول هاي کبدي ، تومور کیســـه 

زرده ، کوریوکارسینوم ها و کارسینوم هاي جنینی) نیز افزایش می یابد. با اینکه 

IU/ml1000  می رســد ولی در برخی از بدخیمی ها میزان AFP به بیش از 

بهتر است جهت تشـخیص زودرس تومورهاي کوچک میزان IU/ml15  تا20 

را به عنوان سطح هشدار دهنده در نظر گرفت . البته در این موارد بایستی بیمار 

 AFP را از نظر هپاتیت و ســیروز کبدي نیز مورد معاینه قرار داد . اندازه گیري

به طوري که پس از   در بررسی نحوه درمان این بیماري ها نیز حائز اهمیت است
عمل جراحی بالا رفتن میزان آن در سرم خون بیمار ، نشـــــانگر عدم برداشت 

صحیح غده یا متاستاتیک شدن آن می باشد .

 VI.   روش کار :

           قبل از شروع کار دماي تمامی محلولها باید به دماي اتاق برسد. 

محلول شسـتشـوي غلیظ به نسـبت یک به بیســت با آب مقطر یا دیونیزه 
رقیق شود. (یک حجم محلول شســـتشـــوي غلیظ به ازاء 19 حجم آب) 
محلول شســتشــوي رقیق را تا یک هفته در دماي 8-2 درجه سانت یگراد 
م یتوان نگهداري کرد.در صورت مشـــاهده کریســـتال در محلول غلیظ 
شسـتشـو ، ویال را به مدت چند دقیقه در37 درجه سانتیگراد قرار دهید تا 

محلول یکنواخت گردد.

1.  ابتدا 100 میکرولیتر از اسـتانداردها، سـرم کنترل ها و سـرم بیماران را 
حفره ها ریخته و به آن 100 میکرولیتر از بافر رقیق کننده اضــــافه   داخل
کنید ، ســـپس با تکان دادن پلیت ، محتویات حفره ها را به مدت 15 ثانیه 

مخلوط نمائید . 

2.  پلیت را به مدت 30 دقیقه در دماي اتاق قرار دهید . 

3.  حفره ها را 4 بار با 300 میکرو لیتر محلول شستشو بشوئید . 

 (HRP) 4.  به هر حفره 50 میکرولیتر از کونژوگه ضــــد آلفافتوپروتئین
به مدت 30 دقیقه در حرارت اتاق قرار دهید . افزوده و 

   براي ترسیم منحنی از  غلظت هاي مندرج بر روي ویال استانداردها استفاده نمائید.

ور
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(IU/ml غلظت)

(AFP) آلفافتوپروتئین

موارد استفاده :

تعیین کمّی AFP در سرم یا پلاسما
ʻ ʻ

غلظت  AFP (IU/ml)          جذب نور                       نمونه

  IU/ml5000  IU/ml120،000

III.   محتویات کیت :   

 (Cat.No.P-AFI) جهت انجام 96 تست بوده و تاریخ انقضاي محلولهاي این کیت

هر یک بر روي شیشـه آن درج شده است . دماي مناسب براي نگهداري کیت 2-8 

درجه سانتی گراد می باشد .

1. پلیت: پلیت 96 حفره اي پوشـش داده شـده با آنتی بادي هاي پلی کلنال ضـد 

آلفافتوپروتئین خرگوش .

2.  استاندارد صفر : 1 ویال 4 میلی لیتري از اسـتاندارد صـفر براي رقیق کـردن 

نمونه ها نیز استفاده شود . 

3.  استانداردها : 5 ویال 1/5 میلی لیتري محلول سرم دار حاوي آلفافتوپروتئین 

PBS ،پروتئین و تیمروزال.غلظت هاي دقیق آلفافتوپروتئیناستانداردها انسانی،
     

کهتوسط اسـتاندارد بینالمللی ) IRP 1st 72/225(سـازمان بهداشـت جهانی 
   

)IU 1/2ng= (. کالیبر شده اند بر روي برچسب آنها درج شده است

4.  کنترل هاي سـرمی : 2 ویال 1/5 میلی لیتري ســرم حاوي آلفافتوپروتئین 

انسانی، PBS و تیمروزال .غلظت هاي دقیق آلفافتوپروتئین کنترل هاي سرمی بر 

روي برچسب کنترل ها درج شده است . 

5.  ردیاب آنزیمی : یک ویال6 میلی لیتري آنتی بادي منوکلنال ضـــــــــــد 

آلفافتوپروتئین متصـــل به پراکســـیداز (HRP) محلول در بافر PBS ، حاوي 

پروتئین و تیمروزال.

6.  بافر رقیق کننده : یک ویال 12 میلی لیتري محلول PBS حاوي پـروتئین و 

تیمروزال .   

7. محلول شسـتشــو غلیظ )x20( : یک ویــال 25 میلـی لیتـري حـــاوي  

PBS-Tween 20 و تیمروزال.

IV.   وسایل مورد نیاز (این وسایل همراه کیت عرضه نمی شوند):

1.  دسـتگاه اسـپکتروفتومتر میکروپلیت با دامنه جذب نوري 3-0 در طول 
موج 450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر .

2.  میکروپیپت قابل تنظیم بر روي 50 و 100 میکـرولیتـر و تیپ هاي یک 
بار مصرف. 

3.  آب مقطر یا آب دیونیزه براي رقیق کردن محلول شستشو .

V.   نحوه جمع آوري و آماده سازي نمونه ها:

نمونه مناسب جهت اندازه گیري آلفافتوپروتئین ، سـرم یا مایع آمنیوتیک 

می باشد . این نمونه ها به مدت یک تا دو هفته در دماي 8-2 درجه سانتی 

گراد قابل نگهداري است . براي نگهداري نمونه ها به مدت طولانی تر ، سرم 

یا پلاسماي بیمار را در حجم هاي کم تقسـیم نموده ، در 20- درجه سانتی 

گراد نگهداري نمائید . بهتر اســت از ذوب شــدن و یخ زدن مکرر نمونه ها 

اجتناب نمود . براي اندازه گیري آلفافتوپروتئین نمونه هاي منجمد شـده ، 

ابتدا نمونه را در حرارت اتاق ذوب نموده ، سپس با حرکت دست یکنواخت 

نمائید . براي یکنواخت کردن نمونه ها از Vortex نباید اســــتفاده نمود.  

براي اندازه گیري دقیق نمونه هائی که میـزان آلفافتوپـروتئین آنها بیش از 

آخرین اسـتاندارد اسـت ، ابتدا نمونه ها را با اسـتاندارد صــفر رقیق کرده ، 

سپس اندازه گیري مجدد بعمل آورید . بدیهی است در محاسـبه نتایج این 

نمونه ها ، ضریب رقت منظور می شود .

5.  حفره ها را 4 بار با 300 میکرولیتر محلول شستشو بشوئید. 

6.  به هر حفره 100 میکرو لیتر از سوبستراي TMB اضافه نمائید . 

7.  پلیت را به مدت 15 دقیقه در دماي اتاق و در محلی تاریک قرار دهید . 

8.  100 میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش را در هر حفـره ریخته و 
به مدت 10 ثانیه مخلوط کنید . میـزان جذب نور حفــره ها را در طول موج 
450 نانومتر (با دیفرانسیل 630 نانومتر) حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن 

محلول متوقف کننده ، بخوانید.

VII.   محاسبه نتایج :

پس از تعیین میزان جذب نوري اسـتانداردها و نمونه ها و ترســیم منحنی 
استاندارد ، غلظت آلفافتوپروتئین بیماران قابل محاسـبه اسـت . در منحنی 
مذکور که با استفاده از دستگاه الایزا ریدر (قابل برنامه ریزي) و یا به صـورت 
Y شـاخص میزان جذب نور اسـتانداردهاي  دستی ترسیم می شـود، محور 
X شـــــــاخص غلظت  آلفافتوپروتئین در طول موج 450 نانومتر و محور 
استانداردهاي آلفافتوپروتئین برحســـب IU/ml می باشد . نتایجی که در 
جدول زیر آمده ، فقط به عنوان مثال بوده و نبایستی بعنوان نتایج حاصل از 

آزمایش تلقی شود.

II.   اصول اندازه گیري :   

I.   مقدمه :   
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(IU/ml)

دامنه درصد ریکاوري بدست آمده مابین 87/5  تا 100/0 م یباشد.

احتیاط!

با توجه به اینکه محلو لهاي ب هکار رفته در این کی تها حاوي مواد سمی 

مانند تیمروزال و مواد پروتئینی با منشـا انسـانی و حیوانی هســتند، و 

  ، HCV اینکه با هیچ تستی نمی توان از عدم وجود ویرو سهایی چون

HIV،HBVدر این محلو لها اطمینان کامل حاصل کرد، خواهشمند 

است هنگام کار احتیا طهاي لازم از جمله  استفاده از دستکش، امتناع از 

خوردن و آشامیدن و سیگار کشیدن،  خودداري از پیپت کردن با دهان 

و پرهیز از هرگونه تماس محلول با چشم و دس تها، رعایت شود.  
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IX.   ویژگی هاي اختصاصی تست :

1.  حســاسیت : به حداقل غلظت آلفافتوپروتئین که اختلاف جذب نور آن 

نسبت به جذب نور استاندارد صفر ، معنی دار باشد حسـاسیت کیت گفته می 

شود. این مقدار براي کیت آلفافتوپروتئین IU/ml0/5  است. 

2.  اثر Hook : در کیت EIA پادتن علم براي نمون ههاي رقیق نشـــــده تا 

غلظت تقریبی ml/IU 000,200   اثرHook  مشاهده نشده است.

3.  مقایسـه با روش الکتروکمی لومینسـانس آلفافتوپروتئین : براي 

Roche پادتن علم و کیت EIA بررسی همبســـــــتگی آماري بین کیت

Elecsys ، غلظت آلفافتوپروتئین 500  نمونه تصادفی با هر دو کیت اندازه 

گیري شد. . مقایسه نتایج به دست آمده ، ضریب همبسـتگی 0/97 را نشـان 

می دهد.

5.  ریکاوري و رقت : ریکاوري به حالتی اطلاق م یشــــود که با افزودن حجم 

معینی از یک محلول با غلظت بالا، به نمونه رقی قتر، افزایش غلظت حاصل شـود. 

براي تعیین ریکاوري، محلولی با غلظت بالاي آلفافتوپروتئین به نمونه سـرمی که 

غلظت پائینی از آلفافتوپروتئین دارد، افزوده شـده اسـت. درصـد ریکاوري طبق 

فرمول زیر محاسبه م یشود :

(IU/ml) غلظت پیش بینی شده

(IU/ml) غلظت اندازه گیري شده
x100 

شاخص دقت کیت با مقایســـــــه تکرارپذیري جوا بها به روش 4.  دقت : 

میا نســـنجی (Inter-assay) و درو نســـنجی (Intra-assay) تعیین 

گردیده اســـت. براي این منظور 4 نمونه ســـرم ده بار در یک دوره آزمایش 

(درو نســنجی) و یکبار در ده دوره آزمایش متفاوت (میا نســـنجی) تعیین 

غلظت شــده اســت. نتایج انحراف معیار (SD) و ضــریب تغییرات (CV) در 

جدول زیر آمده است :

-

14/4

7/2

3/6

-

1:2

1:4

1:8

 ریکاوري %    غلظت اندازه گیري شده    غلظت پیش بینی شده   رقت 

                                (IU/ml)                     (IU/ml)      

28/8

13/9

7/7

3/7

-

96/5

107/3

103/1

جدول ریکاوري

-

24/3

31/4

52/8

-

7/3

14/7

36/1

ریکاوري %    غلظت اندازه گیري شده   غلظت پیش بینی شده       غلظت افزوده شده 

                         (IU/ml)                (IU/ml)                       (IU/ml)         

16/7

22/2

31/4

46/2

-

91/4

100/0

87/5

جدول  رقت
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VIII.   مقادیر طبیعی :

با استفاده از سـرم 270 فرد سـالم ، مقادیر طبیعی AFP توسـط کیت پادتن 

  IU/ml1/6 در این نمونه ها AFP علم تعیین گردیده است . غلظت متوسط

با انحـــراف معیــار IU/ml1/4  می باشد . مقــادیر طبیعی AFP در کتب 

رفرانس زیر IU/ml10  گزارش شده است . 

براي غلظت هاي طبیعی AFP در مایع آمنیوتیک و سـرم مادر جدول زیر به 
(  )8

 . عنوان یک راهنمائی کلی ارائه می گردد

براي بررســـــی خطی بودن رقتهاي آلفافتوپروتئین بر روي منحنی چندین 

نمونه سرمـی غلیظ، پس از رقیق شدن متوالی با استاندارد صـفر، انداز هگیري 

شـده و نتایج یک نمونه بعنوان مثال در جدول زیر آورده شـده اســت. دامنه 

درصد ریکاوري بدست آمده مابین 96/5  تا 107/3 م یباشد.

(IU/ml)

جدول شاخص دقت

توصیه می گردد هر آزمایشگاه با در نظر گرفتن غلظت سرمی آلفافتوپروتئین 
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