
﹉﹫︑︀﹝﹬︤﹡آ﹢﹡﹢﹝﹬روش ا ﹤ ﹑︨﹞︀ی ا﹡︧︀﹡﹩︋   ︎︀﹬ ︣م ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︾﹙︷️ TSH در︨ 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

﹋ـ︀ر︋ـ︣د

︠﹑︮﹥ روش ﹋︀ر
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︡ه ︧︐︪﹢ ر﹇﹫﹅︫  ︀  µl ٣٥٠ ﹝︜﹙﹢ل︫   ︋ ︀﹨ ﹉﹨︀︚  ﹢︪︐︧ ︀ر︫   ︋٤

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝︜﹙﹢ل  ﹝︐﹢﹇︿ ﹋﹠﹠︡ه

︠﹢ا﹡︩ ﹝﹫︤ان ︗︢ب ﹡﹢ری در ︵﹢ل ﹝﹢ج
 ٤٥٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣ ︋︀ د﹬﹀︣ا﹡︧﹫﹏ ٦٣٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣

٦٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

ا﹁︤ودن µl  ٥٠ از ا︨︐︀﹡︡ارد، ﹋﹠︐︣ل، ︨︣م 
ا﹁︤ودن µl ٥٠ آ﹡﹬︤﹛ ﹋﹢﹡︥و﹎﹥

٢٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝︜﹙﹢ل ر﹡﹌ زا

Key: TMB

کیت را در دماى 8-2 درجه سانتیگراد نگهدارى کنید.
پایدارى کیت در دماى 8-2 درجه سانتیگراد، قبـل از شـروع استـفاده (In Shelf) و حین 
استفـاده(In use) بر مبنـاى استانـدارد                          (٦) بررسى گردیـد که  نتایـج به 

شـرح زیـر مى باشد: 

نمونه مورد نیاز جهت اندازه گیرى TSH، سرم یا پلاسماى به دست آمده با مواد ضد انعقاد هپارین، 
سیترات سدیم و EDTA مى باشد. جهت پایدارى نمونه ها از سدیم ازاید(Sodium Azide) استفاده 
نشود. نمونه ها در دماى 8-2 درجه سانتیگراد تا 7 روز و در دماى 20- درجه سانتیگراد تا یک 
ماه قابل نگهدارى هستند.(٧) از ذوب شدن و یخ زدن مکرر نمونه ها پرهیز نمایید. جهت اندازه گیرى 
TSH نمونه هاى منجمد شده، ابتدا نمونه را در دماى اتاق ذوب و بعد با حرکت دست یکنواخت 
نمایید. در صورتى که غلظت نمونه اى بیش از آخرین استاندارد باشد، جهت اندازه گیرى دقیق 
آنالیت، ابتدا نمونه را با "محلول استاندارد صفر" رقیق و نمونه رقیق شده را مجدد تست کنید. در 

محاسبه غلظت نهایى این نمونه ها، ضریب رقت را منظور نمایید. 

مواد و وسایل لازم که همراه کیت عرضه نمى شوند
    دستگاه الایزا ریدر داراى فیلتر 450 و630 نانومتر کالیبر شده

    سمپلرهاى 100 و 50 میکرولیتر کالیبر شده
    سرسمپلرهاى یک بار مصرف

    آب مقطر براى رقیق سازى محلول شستشوى غلیظ

﹇︊﹏ از ا﹡︖︀م ︑︧️:
    تمام مواد و نمونه ها را به دماى اتاق (25-20 درجه سانتیگراد) برسانید.
    براى تهیه محلول شستشوى قابل مصرف، یک حجم محلول شستشوى     

    غلیظ(20x) را با 19 حجم آب مقطر رقیق نمایید.  

︗﹞︹ آوری و آ﹝︀ده ︨︀زی ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹨︀

روش ا﹡︖︀م ︑︧️روش ا﹡︖︀م ︑︧️

:︫︡︀  ︋﹩﹞ ︣﹬︣ح ز  ︫﹤  ︋TSH ﹩︐︧︑ ا︗︤ای ︑︪﹊﹫﹏ د﹨﹠︡ه ﹋﹫️ ٩٦و١٩٢

﹝﹬﹢︐︜︀ت ﹋﹫️

﹬︀︡اری ︫︣ا﹧﹍﹡ ︳﹬︡اری و︎ 

(In Shelf) قبل از شروع استفاده

(In use) حین استفاده

تا پایان تاریخ انقضا

تا 6 ماه
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1/6 ml

ا︡د ا︡ر/︑︺ ﹆﹞

1/96 wells

 (Concentrated Wash Buffer) محلول شستشوى غلیظ

 (TMB Substrate) محلول رنگ  زا

 (Stop Solution) محلول متوقف کننده

  (Standards B-G)   B-G    استاندارد هاى
(3th IS 81/565) WHO کالیبراسیون برمبناى استاندارد  

(Controls Low & High)    کنترل پایین و بالا 

TSH پلیت پوشانده شده با آنتى بادى مونوکلنال ضد

﹡︀م ا︗︤اء

(Anti- TSH Antibody Coated Microtiter Plate)

 TSHکونژوگه شده به آنتى بادى ضد (HRP) محلول آنزیم
     (Anti-TSH Antibody- HRP Conjugate)

︋︧︐﹥︋ ﹠︡ی

96تستى
192تستى

192تستى

192تستى

192تستى

192تستى

192تستى

192تستى

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

96تستى

2/96 wells

1/12 ml
1/25 ml

1/12 ml
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 (Standard A)  استاندارد صفر 

(3th IS 81/565) WHO کالیبراسیون برمبناى استاندارد  

96تستى 1/12 ml

192تستى 1/25 ml

HRP

(Cat.No. DG.TSH.01)

کالیبره بودن ابزارها و دستگاه ها در صحت نتایج اثرگذار است.
جهت ساخت اجزاى این کیت از مواد شیمیایى و زیستى استفاده شده است. لذا توصیه 

مى شود هنگام کار از تماس مستقیم با مواد پرهیز شود.

1/4 ml

1/4 ml

6/1 ml

6/1 ml

2/1 ml

2/1 ml

1/25 ml

1/25 ml

AntibodyTSH

محرك  هورمون  یا  تیروتروپین   :﹉﹬ژ﹢﹛﹢﹬︤﹫﹁  ︩﹆﹡ و  ︨︀︠︐︀ر 
تیروئید(Thyroid simulating hormone)، گلیگو پروتئینى با وزن مولکولى 28 کیلو 
دالتون از دو زنجیره α و β ساخته شده است که با پیوندهاى غیرکوالانسى  به هم متصل 
شده اند. خصوصیات هورمونى و ایمونولوژیکى ویژه TSH توسط زیرواحد اختصاصى β ایجاد 
مى شود. از لحاظ ساختار مولکولى زیر واحد آلفاى  TSH یا زنجیره α هورمون هاى گیلیکوپروتئینى 
و   LH (Luteinizing hormone) ،hCG (Human chorionic gonadotropin)

FSH (Follicle stimulating hormone) شباهت دارد.(١)
تولید و ترشح TSH از سلولهاى بازوفیل بخش پیشین غده هیپوفیز با مکانیسم فیدبک 
منفى تحت کنترل هورمونهاى تیروئیدى T4 و T3 آزاد در خون است. بطوریکه افزایش 
تیروتروپین  کننده  آزاد  هورمون  ترشح  کاهش  باعث  آنها  سرمى  سطح 
به  و  شده  هیپوتالاموس  از  مترشحه   (Thyrotropin releasing hormone )
دو   ،TRH بر  علاوه  بالعکس.  و  یابد  مى  کاهش  سرمى   TSH میزان  آن  تبع 
شوند  مى  ترشح  هیپوتالاموس  از  که  نیز  دوپامین  و  سوماتواستاتین  هورمون 

دارند.(1،2،3) بازدارنده  تاثیر  دو  این  لیکن  هستند  اثرگذار   TSH ترشح  بر 
وظیفه اصلى TSH تحریک رشد سلول هاى فولیکولى تیروئیدى و کنترل ترشح هورمون 
اساسى در  نقش  غیر مستقیم  به صورت  این طریق  از  که  باشد  و T3 مى   T4 هاى 

متابولیسم، تمایز و رشد سلولى بدن و فعالیت سیستم عصبى دارد.(1،3) 
︀﹜﹫﹠﹩: تعیین غلظت TSH در کنار هورمونهاى مترشحه از غده تیروئید و یا اثر  ﹋︀ر︋︣د︋ 
گذار بر آن، در تشخیص افتراقى بیماریهاى تیروئیدى و تعیین انواع نارسایى هاى غدد 

تیروئید، هیپوفیز و هیپوتالاموس حائز اهمیت مى باشد.(4) 
عمده بیماریهایى که باعث افزایش TSH سرمى مى شوند عبارتند از کم کارى تیروئید 
نوع اول، هیپوتیروئیدى مادرزادى نوزادان، کم کارى تیروئیدى تحت بالینى، هاشیموتو، 
تومورهاى  تیروئید و  به هورمون  تیروئید، رادیوتراپى، سندرم مقاومت  برداشتن غده 

ترشح کننده TSH  (ماکرو آدنوما). 
میزان هورمون TSH درموارد بیماریهاى گریوز، آدنوم تیروئید سمى، گواتر مولتى ندولار 
سمى، تیروئیدیت گرانولوما یا نیمه حاد، پر کارى تیروئیدى تحت بالینى، غالب موارد کم 

کارى تیروئیدى ثانویه یا مرکزى کاهش مى یابد(5، 1). 

طراحى کیت TSH بر اساس روش ایمونوآنزیماتیک ساندویچى با استفاده از آنتى بادى هاى 
مونوکلنـال مى باشد. در این روش آنتى ژن مورد سنجـش طى یک مرحله بیـن آنتى بادى تثبیـت 
آنـزیـم  به  متـصـل  دوم  آنتـى بـادى  و  پـلى استـایرنـى  چـاهک هـاى  تـه  در  شده 
پراکسیداز(HRP) که شاخص هاى آنتى ژنیک متمایزى را روى مولکـول TSH شنـاسـایـى 
مى کنند، قرار مى گیرد. پس از شستشو و خارج کردن آنالیت هاى غیر متصل با افزودن سوبسترا، 
تترا متیل بنزیدین (TMB)، آنزیم رنگ آبى ایجاد مى کند. با اضافه نمودن محلول متوقف کننده، 
رنگ آبى به زرد تبدیل مى شود. شدت رنگ ایجاد شده که با غلظت TSH ارتباط مستقیم دارد، 

در طول موج 450 نانومتر (با دیفرانسیل 630 نانومتر) اندازه گیرى مى گردد.

این کیت تشخیصى به صورت in vitro قابل استفاده مى باشد.
کلیه محلول هاى کیت آماده مصرف هستند، فقط محلول شستشوى غلیظ (20x) قبل از 

استفاده نیاز به رقیق سازى دارد.
اجزاى اختصاصى این کیت براى مصرف با اجزاى هم سرى ساخت کیت ارائه شده اند.
اجزاى عمومى کیت شامل محلول هاى شستشو، رنگ زا و متوقف کننده مى باشند که 

براى سایر محصولات  دیازیست نیز قابل استفاده هستند. 
استاندارد صفر" کیت مربوطه،  "محلول  از  نمونه مى بایست  به منظور رقیق سازى 

استفاده گردد.
جهت کاهش پدیده تأخیرى، ضرورت دارد  مرحله اول تست در کمتر از 10 دقیقه 

انجام شود.
توصیه مى شود در هر تست استانداردها جهت رسم منحنى استفاده شوند، همچنین 
درصورتى که همزمان بیش از یک پلیت تست گذاشته شود، رسم منحنى براى هر 

پلیت ضرورى است. 

︑﹢︗﹥ و ا︝︐﹫︀ط

﹝︡ت ز﹝︀ن ا﹡︖︀م ︑︧️: ٦٠ د﹇﹫﹆﹥ + ٢٠ د﹇﹫﹆﹥

﹤﹞︡﹆﹞

ا︨︀س روش ︨﹠︖︩



﹝﹠︀︋︹﹋﹠︐︣ل ﹋﹫﹀﹩ ﹝︣ا︝﹏ ا﹡︖︀م ︑︧️ :
1.  50 میکرولیتر از هر استاندارد، کنترل و نمونه سرم به چاهک مربوطه بریزید. سپس به هر 

چاهک 50 میکرولیتر محلول آنزیم کونژوگه اضافه نموده و پلیت را روى میز تکان دهید تا به 

خوبى مخلوط شوند.
2.  روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و مدت 60 دقیقه در دماى اتاق قرار دهید. 

3. چاهک ها را 4 بار با 350 میکرولیتر محلول شستشو بشویید.
4. به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول رنگ زا اضافه نمایید و پلیت را به مدت 20 دقیقه در 

دماى اتاق قرار دهید. 
5. به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه نمایید و بعد از مخلـوط کـردن به 
مدت 15 ثانیه، میزان جذب نورى را در طول موج 450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر، 

حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن محلول متوقف کننده، بخوانید.
 

︝ .1︧︀︨﹫️:  حداقل غلظت قابل اندازه گیرى TSH که از نمونه فاقد آنالیت قابل تمایز باشد را 
حساسیت گویند. این مقدار که بر اساس میانگین غلظت استاندارد صفر بعلاوه دو برابر انحراف 

معیار محاسبه گردیده است (بدست آمده از 10 تست)،  μIU/ml  0/1 مى باشد.
 (ELFA) 375  نمونه تصادفى با کیت دیا زیست و روش مرجع TSH غلظت سرمى  :️︜  ︮.2
اندازه گیرى شد. نتایج بدست آمده از مقایسه دو روش ضریب همبستگى خطى (r) 0/97 را 
نشان مى دهد. غلظت نمونه  ها با کیت دیازیست بین μIU/ml 0/11 تا 39/5 و با روش 

مرجع بین μIU/ml 0/11 تا 39/2 بود. نتایج مقایسه دو روش به شرح زیر است:

3. د﹇️: شاخص دقت این کیت بر مبناى استانـدارد                         (٨) ارزیابـى گردیده 
است. بدین منظور میزان TSH 3 نمونه سرمى با غلظت هاى مختلف اندازه گیرى و انحراف 

معیار و ضریب تغییرات محاسبه گردید که در جدول زیر آمده است:

ULoQ دن:  به منظور بـررسى صحـت انـدازه گیـرى نمونـه هـاى با غلظت بـالاى﹢  ︋﹩︴  ︠.4
(upper limit of quantitation) تـست خطـى بـودن ایـن کیـت بـر مبـنـاى استـانــدارد 
                                        (٩) انجام گردید. بدین منظور نمونه سرم با غلظت μIU/ml 22/70 با "نمونه فاقد 
آنالیت" به صورت متوالى رقیق شد سپس غلظت ها با کیت TSH اندازه گیرى گردید. درصد 

ریکاورى رقت که شاخص میزان دقت رقت گیرى مى باشد، طبق فرمول زیر محاسبه گردید:

︀ز﹬︀︋﹩:   به منظـور بـررسى اثـر مـاتریکس، تست بـازیـابى ایـن کیت بر مبنـاى استانـدارد          ︋.٥
                       (٩) انجام گردید. بدین منظور مقادیر متفاوتى از نمونه حاوى TSH با غلظت بالا 
(25/60μIU/ml) به نمونه مورد بررسى حاوى TSH با غلظت پایین (2/70μIU/ml) افزوده شد. 
سپس غلظت نمونه هـا با کیت TSH اندازه گیـرى گردید و درصد ریکاورى که شـاخص میزان 

دقت بازیابـى مى باشد، طبق فرمول زیر محاسبه گردید:                                      

﹢ر︑﹩ ︑﹬︃﹫︡ ﹝﹩ ﹎︣دد ﹋﹥: ︑︧️ در︮ 
جذب نورى استاندارد صفر کمتر از 0/09 باشد.

جذب نورى استاندارد آخر بیش از 1/4 باشد.
خوانش کنترل هاى پایین و بالاى کیت در محدوده مورد قبول باشد.

توصیه مى گردد جهت حصول اطمینان از نتایج کیت، علاوه بر کنترل هاى ارائه شده در کیت، 
به صورت دوره اى از کنترل هاى دقت و صحت تجارى نیز استفاده گردد. بدیهى است نتایج 

بدست آمده بایستى در محدوده مورد قبول قرائت گردد.

و﹬︥﹎﹩ ﹨︀ی ا︠︐︭︀︮﹩ ﹋﹫️
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ر﹇️٪ ر﹬﹊︀وری ︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه
 (μIU/ml)

︾﹙︷️ ﹝﹢رد ا﹡︐︷︀ر
 (μIU/ml)
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b٪ ر﹬﹊︀وری
 (μIU/ml)

c
 (μIU/ml)

a
 (μIU/ml)

دامنه مقادیر طبیعى با اندازه گیرى غلظت سرمى TSH،280 فرد بالغ سالم (euthyroid) تعیین 
 0/32 – 5/45 μIU/ml این افراد در محدوده TSH گردید. بنا به نتایج بدست آمده غلظت سرمى

با میانگین μIU/ml  2/45 مى باشد.

﹩︺﹫︊︵ ︣﹬︀د﹆﹞

قـابـل ذکـر است که اعداد فوق یک راهنمـاى کلى است و توصیـه مى گـردد هر آزمایشگـاه با 
اندازه گیرى غلظت TSH افراد سالم، مقادیر طبیعى مرجع خود را تعیین و از آن براى تفسیر نتایج 
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 (μIU⁄ml) غلظت اندازه گیرى شده 
 (μIU⁄ml) غلظت مورد انتظار 

×١٠٠

﹫﹟ ٩٦/٧ ︑︀ ١٠٤/٢ ا︨️) ︨︡️ آ﹝︡ه︋  (﹝︜︡وده در︮︡ ر﹬﹊︀وری︋ 

a-b
×100

c

﹫﹟ ٩٥/١ ︑︀ ١٠٢/٦ ا︨️) ︨︡️ آ﹝︡ه︋  (در︮︡ ر﹬﹊︀وری︋ 

a:   ️﹫﹛︀﹡از ا﹁︤ودن آ ︡︺ ︣ر︨﹩︋   ︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹝﹢رد︋ 

b:   ل ر﹇﹫﹅ ﹋﹠﹠︡ه﹢﹚︜﹞ از ا﹁︤ودن ︡︺ ︣ر︨﹩︋  ︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹝﹢رد︋ 

C:   ︡ه ︾﹙︷️ آ﹡︀﹜﹫️ ا﹁︤وده︫ 

TSH TSH﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩  ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 

<0/1
<0/1
<0/1

٤٠-٠/١

︀﹨ ﹤﹡﹢﹝﹡ ️︷﹚︾
(μIU/ml) ١٠ ︡︝︣وردی ︫﹞︀﹜﹩،︠﹫︀︋︀ن ا﹁︪︀ر ︗﹢ان،︎﹑ک ٢، وا﹧︨ ︣ان،︠﹫︀︋︀ن﹧︑

︑﹙﹀﹟ و﹬︥ه: ٧٢٤٥٧-٠٢١
office@garnimed.com

www.garnimed.com

١ ٦٠

٦٠

٦٠

٢

٣

٠/٧٨

٥/٠١

١٤/٢٣

٠/٠٣

٠/١٦

٠/٣٩

٣/٣٥

٣/٢٠

٢/٧٢

٠/٠٣

٠/٢٠

٠/٣٩

٣/٥٧

٣/٩٤

٢/٧٧

Within Run

SD SD٪CV ٪CV

Total︀ره﹝︫
 ﹤﹡﹢﹝﹡ 

︑︺︡اد
︩︖﹠︨

﹟﹫﹍﹡︀﹫﹞
 ️︷﹚︾

 (μIU/ml)

︕﹬︀︐﹡ ﹤︊︨︀︜﹞

غلظت TSH نمونه ها با استفاده از منحنى استاندارد (رسم به صورت دستى یا دستگاه الایزا ریدر) 
تعیین مى گردد. در این منحنى جذب نورى استانداردها را در طول موج 450 نانومتر بر روى 
محور عمودى (Y) و غلظت آن ها را بر حسب μIU/ml بر روى محور افقى (X) مشخص کنید و 
بر اساس آن منحنى را رسم نمایید. با استفاده از منحنى ترسیم شده و جذب نورى بدست آمده 
از نمونه، غلظت TSH آن قابل محاسبه مى باشد. جدول و نمودار زیر به عنوان مثال ارائه شده 

است.

﹡﹞﹢﹡﹥﹝﹫︀﹡﹍﹫﹟ ︗︢ب ﹡﹢ری ︗︢ب ﹡﹢ری TSH (μIU/ml) ️︷﹚︾ 

 G ا︨︐︀﹡︡ارد

F ا︨︐︀﹡︡ارد

E ا︨︐︀﹡︡ارد

 D ا︨︐︀﹡︡ارد

 C ا︨︐︀﹡︡ارد

   B ا︨︐︀﹡︡ارد

A ا︨︐︀﹡︡ارد

︨︣م
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-
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٩/٨١

٠/٣٧

٤٠

٢٠

١٠

٤

٢

٠/٤

٠

TSH (μIU/ml) ️︷﹚︾

ی
ب ﹡﹢ر

︢︗

اثـر تداخـلى بیـلى روبیـن (تا mg/dl 20) ، هموگلـوبیـن  (تا mg/dl 500)، تـرى گلیسیـریـد  
(تا mg/dl 3000) و فاکتورهاى روماتوئید(تا IU/ml 3250) در سرم کمتر از ٪۵ مى باشد.
در این کیت براى نمونه هاى رقیق نشده تا غلظت (تا μIU/ml 1000) اثر هوك دیده نشد.

نمونه سرم یا پلاسماى افرادى که سابقه درمان یا تشخیص بیمارى با مواد حاوى آنتى بادى 
مونوکلنال موش داشته اند، مى تواند حاوى آنتى بادى هاى انسانى ضد موش (HAMA) باشد. با 
توجه به غلظت آنتى بادى و مواد بازدارنده مورد استفاده در این کیت، واکنش هاى تداخلى غیر 

اختصاصى به حداقل رسیده و تا کنون واکنش مثبت کاذب مشاهده نشده است.
محدوده قابل اندازه گیرى غلظت TSH با این کیت تا μIU/ml 40- 0/1 مى باشد.

 ︀﹨ ️ ﹬︡ود︜﹞ ︡ا︠﹏ ﹨︀ و︑

جهت بررسى اختصاصیت آنتى بادى به کار رفته در این کیت، اثر تداخلى آنالیتهاى هورمونى  
FSH (تا 500 mIU/ml)،  LH (تا mIU/ml 500) و hCG (تا mIU/ml 200,000) بررسى گردید. 

نتایج در جدول زیر آمده است.

(Cross-reactivity) ﹏︠︀ده ا﹁︤وده ︫︡ه در︮︡ ︑︡ا﹞
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