
توسـط آنزیم می شـود. شـدت رنگ ایجاد شـده با میزان T3 موجود در نمونه ها 

نســـبت عکس دارد. رنگ زائی واکنش آنزیماتیک توسط محلول متوقف کننده 

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

وسیله یک اسپکتروفتومتر مخصــــوص میکروپلیت در طول موج 450 نانومتر 

اندازه گیري می شــــود. براي تعیین غلظت T3 نمونه ها ابتدا منحنی جذب نور 

استانداردها برحسـب غلظت T3 آنها رسم شده و سپس میزان غلظت T3 نمونه 

ها از روي منحنی استاندارد تعیین می گردد.

کیت اندازه گیري کمّی T3 بر مبناي سـنجش واکنش رقابتی ایمونوآنزیماتیک بر 

 T3 روي فاز جامد طراحی شده است. در این سیستم، نمونه بیمار و مقدار ثابتی از

متصـل به آنزیم پراکســیداز (HRP) به حفره هاي پلی استایرن پوشیده شده با 

آنتی بادي هاي ضد T3 افزوده می شـود. در حین انکوباسـیون اول، T3 موجود در 

سرم بیمار با T3-HRP براي تشکیل پیوند با آنتی بادي هاي ضد T3 وارد رقابت 

می شود. در نتیجه مقدار T3-HRP متصـل به Ab-T3 با میزان T3 موجود در 

 T3 و T3-HRP سرم نســــبت معکوس دارد. پس از انکوباسیون مقادیر اضافی

موجود در سرم از طریق  شســتشــو از سیســـتم خارج می شوند. سپس افزودن 

سوبســترايTMB                                        سبب ایجــــاد رنگ آبـی  

کیت ایمونو آنزیماتیک (EIA) پادتن علم 
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   براي ترسیم منحنی از  غلظت هاي مندرج بر روي ویال استانداردها استفاده نمائید.

ور
ب ن

جذ

(ng/ml غلظت)

T3

موارد استفاده :

تعیین کمّی T3 در سرم یا پلاسما

ʻ ʻ

غلظت  T3 (ng/ml)          جذب نور                       نمونه

III.   محتویات کیت :   

(Cat.No.P-T3). تاریخ انقضا بر روي اجزاء کیت  درج شده است

 دماي مناسب براي نگهداري کیت 8-2 درجه سانتی گراد می باشد .

محتویات کیت 96 تستی:

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

T3 خرگوش.

2.  استانداردها : 6 ویال 1 میلی لیتري استاندارد T3 حاوي سرم انسـان. غلظت 

استانداردها   بر روي برچسب آنها درج شده است.  T3دقیق
 

3. کنترل هاي سـرمی : 2 ویال 1 میلی لیتري سـرم کنترل حاوي T3 و سـرم 

انسانی. غلظت دقیق T3 کنترل ها بر روي برچسب آن ها درج شده است . 

 (HRP)متصل به پراکسیداز T34.  ردیاب آنزیمی : یک ویال 12  میلی لیتري

محلول در بافر، حاوي پروتئین و تیمروزال.
 

5. محلـــول شســتشـــــو غلیظ )x20( : یک ویـال 12 میلـی لیتري    

     
PBS-Tween20 و تیمروزال.

.TMB و  H O 62.   محلول رنگ زا : یک ویال 12 میلی لیتري بافر   2

        7 H SO 2.  محلول متوقف کننده واکنش : یک ویال 12 میلــــی لیتـــــري  4

دو نرمال.

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

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

2.  میکروپیپت قابل تنظیم بـر 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:

T، ســـرم یا پلاسـماي هپارینه بیمار  نمــونه مناسب جهت انــدازه گیري 3

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

نگهداري است . براي نگهداري نمونه ها به مدت طولانی تر ، سرم یا پلاسـماي 

2- درجه سانتی گراد نگهداري  بیمار را در حجم هاي کم تقسـیم نموده ، در 0

نمائید . بهتر اسـت از ذوب شـدن و یخ زدن مکرر نمونه ها اجتناب نمود . براي 

اندازه گیري T3 نمونه هاي منجمد شــده ، ابتدا نمونه را در حرارت اتاق ذوب 

نموده ، سـپس با حرکت دسـت یکنواخت نمائید . براي یکنواخت کردن نمونه 

ها از Vortex نباید اســــتفاده نمود.  براي اندازه گیري دقیق نمونه هائی که 

میزان T3 آنها بیش از آخرین اســتاندارد اســـت ، ابتدا نمونه ها را با ســـرم 

انسانی(با غلظت کمتر از ng/ml0/5 ) رقیق کرده ، سپس اندازه گیري مجدد 

بعمل آورید . بدیهی است در محاسبه نتایج این نمونه ها ، ضـریب رقت منظور 

می شود .

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

5.  به هر حفره 100 میکرولیتر از سوبستراي TMB اضافه نمائید.

6.  پلیت را به مدت 20 دقیقه در دماي اتاق و در محلی تاریک قرار دهید .

7.  100 میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش را در هر حفره بریـزید و 
به مدت 10 ثانیه مخلوط کنید . 

8.  میزان جذب نوري حفره ها را در طول موج 450 نانومتر (با دیفرانســیل 
630 نانومتـر) حداکثـر تا 15 دقیقه بعد از افــزودن محلول متوقف کننده ، 

بخوانید.

VII.   محاسبه نتایج :

پس از تعیین میزان جذب نوري اسـتانداردها و نمونه ها و ترســیم منحنی، 
استفاده از دسـتگاه غلظت T3 بیماران قابل محاسبه است . در منحنی که با 

الایزا ریدر (قابل برنامه ریزي) و یا به صورت دستی ترسـیم می شـود، محور 
طول موج 450 نانومتر و Y شاخص میزان جذب نور اسـتانداردهاي T3 در 

برحســــب ng/ml می باشد .   T 3محور X شاخص غلظت استانداردهاي 
مثال بوده و نبایسـتی بعنوان ن  نتایجی که در جدول زیر آمده ، فقط به عنوا

نتایج حاصل از آزمایش تلقی شود.

II.   اصول اندازه گیري :   

I.   مقدمه :   
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سرم  VI.   روش کار :

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

محلول شستشـوي غلیظ به نسـبت یک به بیسـت با آب مقطر یا دیونیزه رقیق 
شود. (یک حجم محلول شســــتشــــوي غلیظ به ازاء 19 حجم آب) محلول 
شســـتشــــوي رقیق را تا یک هفته در دماي 8-2 درجه سانتی گراد می توان 
نگهداري کرد.در صورت مشاهده کریستال در محلول غلیظ شسـتشـو ، ویال را 
37 درجه ســـــانتیگراد قرار دهید تا محلول یکنواخت  به مدت چند دقیقه در

گردد.

در حفره1.  ابتدا 50 میکرولیتر از استانداردها، سرم کنترل ها و سرم بیماران را  
هاي مربوطه ریخته ، ســـپس 100 میکرولیتر از کونژوگه T3 را به حفره هاي 

مربوطه اضافه نمائید.

2.  محتویات پلیت را به مدت 1 دقیقه بر روي میز تکان داده و به خوبی مخلوط 
نمائید (پلیت را از دو طرف با حفظ زمان برابر تکان دهید).

3.  پلیت را با برچسب مخصوص پوشانده و به مدت 1 ساعت در دماي اتاق 

C°3±24  قرار دهید.

هورمون تري یدوتیرونین یا T3 که تقریباً 5% از هورمونهاي تیروئیدي ســـرم را 

تشکیل می دهد، نقش حیاتی در حفظ Euthyroidism ایفا می کند. 80% این 

هورمون در اثر Deiodination تیروکسین در کبد ایجاد شده و مابقی مستقیماً 
(1-4)

از غده تیروئید ترشح می گردد .

 T3 سرم به پروتئینهاي حامل پلاسما متصـل است. 80% از T3 %99/95 بیش از

Thyroxine  ســــــــــرمــی به                                      ، 10%  به

binding Prealbumin و10% باقیمانده به Albumin وصل است. در نتیجه 
(5-6)

 . فقط کمتر از 0/5% از کل T3 آزاد بوده و فعالیت متابولیکی دارد 

در افراد سالم ظرفیت اتصــــــــالی T3 غالباً ثابت باقی می ماند، ولی در دوران 

حاملگی، هیپر پروتئینمی، بیماریهاي وراثتی با میزان TBG بالا، مصـــــــرف 

استروژن یا مصـــرف داروهاي ضد باردراي این ظرفیت پائین تر بوده و در نتیجه 

میزان T3 به طور کاذب بالاتر می باشد. در موارد TBG پائین (هیپو پروتئینمی، 

آکرومگالی، بیماریهاي کلیوي، کبدي و گوارشـی و نیز بدخیمی ها)میزان T3 به 
(7-8)
. طور کاذب پائین تر است

در صورت نرمال بودن TBG، اندازه گیري مقدار T3 در ارزیابی عملکرد تیروئید 

مفید می باشد. در هیپوتیروئیدیســم پیشــرفته غلظت T3 غالباً پائین بوده و در 

هیپرتیروئیدیسـم غلظت آن بالا است. اندازه گیري T3 خصــوصاً در تشــخیص 

Thyrotoxicosis که غلظت T3 سـرمی بالا بوده و غلظت T4 سـرمی نرمال 
(9)
. است، تعیین کننده می باشد

globulin Thyroxine binding

(3و 3-5 و5 تترامتیل بنزیدین)

 محتویات کیت 192 تستی:

1 .  پلیت: دو پلیت 96 حفــره اي پوشش داده شده با آنتی بادي هاي پلـی کلنال

ضد T3 خرگوش .

  غلظت2.  استانداردها : 6 ویال 1 میلی لیتري استاندارد T3 حاوي سرم انسان.
استانداردها   بر روي برچسب آنها درج شده است.  T3دقیق

 

و ســرم   3T3. کنترل هاي سـرمی : 2 ویال 1 میلی لیتري سـرم کنترل حاوي
 غلظت دقیق T3 کنترل ها بر روي برچسب آن ها درج شده است . انسانی.

 (HRP)متصل به پراکسیداز T34.  ردیاب آنزیمی : یک ویال 25  میلی لیتري 
محلول در بافر، حاوي پروتئین و تیمروزال.

 

5. محلـــول شسـتشـــو غلیظ )x20( : یک ویـال 25 میلـی لیتـري    

    
 

  
PBS-Tween20 و تیمروزال.

.TMB و  H O 62.   محلول رنگ زا : یک ویال 25 میلی لیتري بافر   2

     
     H SO 72. محلول متوقف کننده واکنش : یک ویال 25 میلـــی لیتـــري  4

دو نرمال.

96 تستی                 192 تستی  □□
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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 حاصــــــــــل کرد، 

خواهشــــــمند است هنگام کار احتیاط هاي لازم از جمله  استفاده از 

دستکش، امتناع از خوردن و آشامیدن و سیگار کشــیدن،  خودداري از 

پیپت کردن با دهان و پرهیز از هرگونه تماس محلول با چشم و دست ها، 

رعایت شود.  

IX.   ویژگی هاي اختصاصی تست :

  ng/ml0 /2 قابل اندازه گیري با این کیت T3 1.  حساسیت : حداقل غلظت

است. 

2.  اختصاصی بودن : اختصـاصی بودن کیت T3 پادتن علم با تعیین درصد 

تداخل پس از افزودن مواد مندرج در جدول زیر تعیین گردیده اسـت. درصـد 

تداخل نســــبت غلظت T3 به غلظت ماده افزوده شده که جایگزین 50% از  
 

T3-HRP در واکنش بیــن پیـــوند T3-HRP و Abanti T3 گـــردد،       

می باشد.

T چندین نمونه سـرمی  5.  بررسی رقت : براي بررسـی خطی بودن رقتهاي 3

غلیظ پس از رقیق شدن متوالی با سرم انســـانی که غلظت T3 آن کمتر از 0/4 

ng/ml بوده، اندازه گیري شده است. نتایج بدسـت آمده از رقت 2 نمونه سـرمی 

در جدول زیر آمده است.

جدول رقت

          رقت                رقیق نشده     1:2           1:4     1:8     

S1
S2

غلظت
پیش بینی شده

VIII.   مقادیر طبیعی :

با استفاده از سرم 195 فرد سالم بالغ، مقادیر طبیعی T3 توسـط کیت پادتن 

علم تعیین گردیده است. نتایج بدست آمده از این آزمایشـات نشـان می دهد 

که غلظت T3       از این افــراد بین ng/ml0/7  تا ng/ml2/0  با میانگین 
(10)
. ng/ml1/3  می باشد

توصیه می گردد هر آزمایشگاه با در نظر گرفتن غلظت سرمی T3 افراد سالم، 

دامنه طبیعی آن را تعیین نموده و ازآن به عنوان مبناي مقایسه خود استفاده 

نماید.

تهران 14168، خیابان طالقانی غربی، خیابان سرپرست(کیوان جنوبی)، پلاك 26

تلفن و فکس : 63481(021)

L-Triiodothyronine

D-Triiodothyronine

L-Thyroxine

D-Thyroxine

3,5-Diiodo-L-Thyronine

Mono iiodothyrosine

3,3,5-Triiodothyronine acid

  درصد تداخل (Cross-reactivity)                       ماده افزوده شده

100
100
0/3
0/4

0/01<
0/01<

0/3

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

میان سـنجی (Inter-assay) و درون سـنجی (Intra-assay) تعیین گردیده 

اسـت. براي این منظور 3 نمونه ســرم (Low,Normal,High) ده بار در یک 

دوره آزمایش (درون سنجی) و یکبار در ده دوره آزمایش متفاوت (میان سـنجی) 

تعیین غلظت شده اسـت. نتایج انحراف معیار (SD) و ضـریب تغییرات (CV) در 

جدول زیر آمده است :

7/3

13/2

6/5

0/04

0/16

0/34

0/6

1/2

5/2

7/5

12/6

6/0

0/06

0/19

0/23

0/8

1/5

3/9

  درون سنجی                              میان سنجی

(ng/ml)

جدول شاخص دقت

SD    %CV (ng/ml)    میانگین SD    %CV    میانگین

3.  مقایســـه با روش الکتروکمی لومینســـانسT3: براي بررسـی 

 ، Roche Elecsys  پادتن علم و کیت EIA همبســتگی آماري بین کیت

غلظت  T3، 1000نمونه تصــادفی با هر دو کیت اندازه گیري شد. مقایســه 

نتایج به دست آمده ، ضریب همبستگی 0/95 را نشان می دهد.
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نتایج درصد تداخل به شرح زیر می باشد.

سرم

Low

Normal

High

غلظت
اندازه گیري

% ریکاوري

S1
S2

S1
S2

8/8
6/5

8/8
6/5

-
-

4/4
3/2

4/3
3/1

97
97

2/2
1/6

2/5
1/4

113
88

1/1
0/8

1/3
0/7

118
88

توجه:

رعایت مدت زمان تکان دادن چاهکها ( بعد از اضـــــافه نمودن محلول 

کونژوگه ) در کسـب نتیجه مطلوب نقش مهمی دارد، لذا خواهشــمند 

اســت ضـــمن رعایت آن ، از یکنواخت بودن محلول چاهکها اطمینان 

حاصل فرمائید.


