
کیت اندازه گیـري کمّی GH بر مبناي سنجش واکنش ایمونوآنزیماتیک بر روي 

فاز جامد طراحی شده است. در این سیسـتم از دو آنتی بادي مونوکلنال موش که 

شـاخص هاي آنتی ژنیک متمایزي را بر روي مولکول  GH شـناسـائی می کنند، 

استفاده شده است. ابتدا به حفره هاي پلی استایرن پوشیده شده با آنتی بادي هاي 

مونوکلنال  GH، استانداردها، سرم کنترل ها و نمونه هاي بیماران افزوده می شود. 

 GH موجود در نمونه ها به آنتی بادي هاي ضــد GH ،در حین انکوباســیون اول

متصــل شده و سپس بقیه مواد از طریق تخلیه و شســتشــو از سیســتم خارج 

می شوند. پس از شســتشــو، آنتی بادي دوم ضد GH که به آنزیم پراکســـیداز 

HRP) متصل شده است به حفره ها افزوده می شود. بعـد از دومین انکوباسیون و  )

شسـتشـو، افزودن سوبســتراي       (3و3-5 و5 تترامیل بنزیدین) سبب ایجاد  

رنگ آبی توسط آنزیم می شود. شـدت رنگ ایجاد شـده با میزان  GH موجود در 

نمونه ها نسبت مسـتقیم دارد. رنگ زائی واکنش آنزیماتیک توسط محلول متوقف 

کننده خاتمه می یابد و رنگ آبی ایجاد شـده به رنگ زرد مبدل می شـود. شـدت 

رنگ به وسیله یک اسپکتروفتومتر مخصـــــوص میکروپلیت در طول موج 450 

نانومتر اندازه گیري می شـود. براي تعیین غلظت GH نمونه ها ابتدا منحنی جذب 

نور استانداردها برحســـــــب غلظت GH آنها رسم شده و سپس میزان غلظت    

 GH نمونه ها از روي منحنی استاندارد تعیین می گردد.

کیت ایمونو آنزیماتیک (EIA) پادتن علم (96تستی)�
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هورمون رشد (GH) داراي یک زنجیره پلی پپتیدي متشکل از 191 اسید امینه 
می باشد . از بین این اسید آمینه ها 4 سیســـتین، دو پیوند دي سولفیدي ایجاد 
می کنند. این هورمون با وزن مولکولی kDa22  از لحاظ ســاختمانی و عملکرد 
(1)
. زیستی شبیه پرولاکتین و هورمون عامل لاکتوژن جفت انسان (hPL) است 

هورمون رشد بطور متناوب (پالس) از لوب قدامی غده هیپوفیز ترشـح می شـود. 
در فواصل دو پالس مقدار این هورمون ناچیز بوده و بیشترین غلظت سرمی آن در 
فاز عمیق خواب مشــاهده می شود. ترشح هورمون رشد توسط یک مکانیســـم 
تنظیم کننده دو گانه هیپوتالاموس کنترل می شـود. بدین صــورت که هورمون 
آزاد کننده GH سبب تحریک آن و هورمون مهار کننده سوماتواسـتاتین موجب 

(2)
. این دو هورمون تنظیم کننده به نوبه خود توســط  توقف ترشـح آن می گردد 
مراکز فوقانی مغز کنترل می شــــوند . علاوه بر تحریکات فیزیولوژیک ، محرك 
هایی نظیر ورزش ، فشــار روحی و جســمی ، روزه داري ، پائین بودن سطح قند 
خون (هیپوگلیســـــــمی) و نیز افزایش برخی از ترکیبات مانند امینو اسیدها ، 
گلوکاگن و ال-دوپا (L-Dopa) باعث افزایش ترشـــح این هورمون می گردند. 
همچنین هورمون هائی نظیر تســتوسترون، استروژن و تیروکســـین نیز سبب 

(3-4)
. از طرف دیگر ترکیباتی مانند قند،  تحریک ترشـح این هورمون می شــوند 
کورتیزول، اســیدهاي چرب و بروموکریپتین ترشــح این هورمون را کاهش می 

(5)
. در دوران رشـد ، GH سـبب افزایش انتقال اســیدهاي امینه از طریق  دهند 
غشــــاء سلول ها و متعاقباً بالا رفتن سنتز پروتئین می گردد. بدین ترتیب رشد 
استخوان ها ، بافت هاي نرم و غضـروف ها تحریک و تســریع می گردند. افزایش 
رشد این بافت ها با تغییراتی در متابولیسم الکترولیت ها همراه می باشد. از جمله 
این تغییرات می توان بالانس مثبت نیتروژن و فســفر ، افزایش سطح فســفر در 
پلاسـما، کاهش نیتروژن ، اوره و اسـیدهاي آمینه در خون را نام برد. علاوه بر آن 
در نیتجه برداشت یون هاي سدیم ، پتاسیم و کلسیم توسط بافت هاي رشد یافته 
، میزان دفع سدیم و پتاسـیم توسـط کلیه ها کاهش یافته و جذب آن ها توسـط 
روده ها افزایش می یابد . افزایش ترشـح این هورمون در دوران بلوغ ســبب بروز 
ژیگانتیسم و در بزرگسالی باعث آکرومگالی می شود. از طرف دیگر کم کاري غده 
هیپوفیــز و کاهش فعالیت هیپوتالاموس از عوامل فیــزیولوژیک کاهش دهنده 
ترسح هورمون رشد محســوب می شوند . بنابر این با توجه به تناوبی بودن ترشح 
G، براي تشـخیص آکرومگالی ، ژیگانتیسـم و نقصــان فعالیت غده هیپوفیز ،  H
تعیین قابلیت تحریک ترشـح این هورمون حائز اهمیت می باشـد . براي بررسـی 
کمبــود ترشح هــورمــون رشد می توان از محــرك هائی مانند انســـــولی  ن ، 
ال- دوپا (L-Dopa) ، ال- آرژنـین (L-Argenin) ، گلوکاگن و فعالـیت هاي 

(6-9)
. همچنین براي بررسـی  شدید بدنی (20 دقیقه ورزش شدید) استفاده کرد 
امکان ترشح بیش از حد این هورمون می توان از تحریک گلوکزي و یا تســـــت 

(10-11)
 . بازدارنده دوپامین استفاده نمود 

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

ور
ب ن

جذ

(ng/ml غلظت)

GH

موارد استفاده :

تعیین کمّی  GH در سرم یا پلاسما

ʻʻ

غلظت   GH (ng/ml)         جذب نور                       نمونه

III.   محتویات کیت :   

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

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 منو کلنال ضـد

 GH موش.

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

نمونه ها نیز استفاده شود . 

3.   استانداردها :5 ویال 1 میلی لیتري محلول سرم دار حاوي GH انســـان. 

غلظت هاي دقیق GH اسـتانـــداردهاکه  توسـط اســتانـــدارد بینالمــللی
 

 
آنها  98/574(کالیبر شده اند بر روي برچسـب IRP (    سازمان بهداشت جهانی

 

درج شده است.

4.  کنترل هاي سرمی : 2 ویال 1 میلی لیتري سرم انســــانی حاوي تیمروزال. 

دقیق  GH کنترل ها بر روي برچسب کنترل ها درج شده است .   غلظت

GH  5.   ردیاب آنزیمی : یک ویال 6  میلی لیتري آنتی بادي منوکلنال ضد

متصل به پراکسیداز (HRP) محلول در بافر PBS ، حاوي پروتئین و تیمروزال.

6.  بافـر رقیق کننده : یک ویال 25 میلـی لیتــري محلول PBS، پــروتئین و 

تیمروزال.    

V.   نحوه جمع آوري و آماده سازي نمونه ها:

نمونه مناسب جهت اندازه گیري  GH، سرم یا پلاسماي هپارینه بیمار می 
باشد . این نمونه ها به مدت یک تا دو روز در دماي 8-2 درجه سـانتی گراد 
قابل نگهداري اسـت . براي نگهداري نمونه ها به مدت طولانی تر ، سـرم یا 
پلاسماي بیمار را در حجم هاي کم تقســـیم نموده ، در 20- درجه سانتی 
گراد نگهداري نمائید . بهتر اســت از ذوب شــدن و یخ زدن مکرر نمونه ها 
اجتناب نمود . براي اندازه گیري GH نمونه هاي منجمد شده ، ابتدا نمونه 
را در حرارت اتاق ذوب نموده ، سـپس با حرکت دســت یکنواخت نمائید . 
براي یکنواخت کردن نمونه ها از Vortex نباید استفاده نمود.  براي اندازه 
گیري دقیق نمونه هائی که میزان GH آنها بیش از آخرین استاندارد است 
، ابتدا نمونه ها را با استاندارد صـفر رقیق کرده ، سـپس اندازه گیري مجدد 
بعمل آورید . بدیهی اسـت در محاســبه نتایج این نمونه ها ، ضــریب رقت 

منظور می شود .

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

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  GH بیماران قابل محاسبه اسـت . در منحنی مذکور که 
با اسـتفاده از دسـتگاه الایزا ریدر (قابل برنامه ریزي) و یا به صـورت دسـتی 
ترسیم می شود، محور Y شاخص میزان جذب نور اسـتانداردهاي GH در 

G  Hطول موج 450 نانومتر و محور X شـــاخص غلظت اســـتانداردهاي
برحســب ml/ng می باشد . نتایجی که در جدول زیر آمده ، فقط به عنوان 

مثال بوده و نبایستی بعنوان نتایج حاصل از آزمایش تلقی شود.

I.   مقدمه :   
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 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 سانتی گراد 
می توان 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 25 میکرولیتر از اسـتانداردها، سـرم کنترل ها و ســرم بیماران را 
داخل حفره ها ریخته و به آن 200 میکرولیتر از بافر رقیق کننده اضــــافه 
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 . 

4.  به هر حفــره 50 میکرولیتر از کونژوگه ضـــد GH (HRP) افزوده و 
30 دقیقه در حرارت اتاق قرار دهید.  به مدت

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

II.   اصول اندازه گیري :   

TMB

7.  محلول شسـتشـوي غلیظ (x20): یک ویال 25 میلی لیتري حاوي 

PBS-Tween20 و تیمروزال.

.TMB و H O 82.  محلول رنگ زا : یک ویال 12 میلی لیتري بافر حاوي  2

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

دو نرمال.

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 25 الی 200 میکرولیتر و تیپ هاي یک 
بار مصرف. 

3.  آب مقطر یا آب دیونیزه براي رقیق کردن محلول شستشو .
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دامنه درصد ریکاوري بدست آمده مابین 90  تا 106/7 می باشد.

احتیاط!

با توجه به اینکه محلول هاي به کار رفته در این کیت ها 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 ویروس هایی چون 

HIV،HBVدر این محلول ها اطمینان کامل حاصل کرد، خواهشمند 

است هنگام کار احتیاط هاي لازم از جمله  استفاده از دسـتکش، امتناع 

از خوردن و آشامیدن و سیگار کشــــیدن،  خودداري از پیپت کردن با 

دهان و پرهیز از هرگونه تماس محلول با چشم و دست ها، رعایت شود.  

5.  ریکاوري و رقت : ریکاوري به حالتی اطلاق می شــــود که با افزودن حجم 

معینی از یک محلول با غلظت بالا، به نمونه رقیق تر، افزایش غلظت حاصل شـود. 

براي تعیین ریکاوري، محلولی با غلظت بالاي  GH به نمونه ســرمی که غلظت 

پائینی از  GH دارد، افزوده شده است. درصد ریکاوري طبق فرمول زیر محاسبه 

می شود :
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VIII.   مقادیر طبیعی :

تعیین غلظت پایه اي GH در سـرم افراد سـالم به علت تغیّر آن ، در شــرایط 

متفاوت و ساعت هاي مختل روز امکان پذیر نمی باشـد. با این وصـف در کتب 

رفرانس براي افراد سـالم ، غالباً غلظت ســرمی GH طبق جدول زیر گزارش 

شده است.

براي بررسـی خطی بودن رقتهاي GH بر روي منحنی چندین نمونه سـرمی   

غلیظ، پس از رقیق شدن متوالی با استاندارد صـفر، اندازه گیري شـده و نتایج 

یک نمونه بعنوان مثال در جدول زیر آورده شده است. دامنه درصـد ریکاوري 

بدست آمده مابین 96 تا 104 می باشد.
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کودکان 

مردان بالغ 

زنان بالغ

غلظت GH (ng/ml)                                سن

IX.   ویژگی هاي اختصاصی تست :

1.  حسـاسیت : به حداقل غلظت  GH که اختلاف جذب نور آن نســبت به 

جذب نور استاندارد صفر ، معنی دار باشد حسـاسیت کیت گفته می شود. این 

مقدار براي کیت GH  ، ng/ml 0/1 است. 

2.  اثر Hook : در کیت EIA پادتن علم براي نمونه هاي رقیق نشــــده تا 

غلظت ng/ml2000  اثر Hook مشاهده نشده است.

3. مقایســـه با کیت رادیو ایمــونوتک GH (EIA) : براي بررسـی 

همبستگی آماري بین کیت EIA پادتن علم و کیتRIA ایمونوتک فرانسه ، 

غلظت  GH، 500نمونه تصــادفی با هر دو کیت اندازه گیري شد. مقایســه 

نتایج به دست آمده ، ضریب همبستگی 0/98 را نشان می دهد.

شاخص دقت کیت با مقایســـــــه تکرارپذیري جواب ها به روش 4.  دقت : 

میان ســـنجی (Inter-assay) و درون ســـنجی (Intra-assay) تعیین 

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

(درون ســنجی) و یکبار در ده دوره آزمایش متفاوت (میان ســـنجی) تعیین 

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

جدول زیر آمده است :
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