
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  OH Progesterone– α17 گیریاندازه کیت 
17α-OH Progesterone ELISA Kit 96t  
Cat. No: 2724-96 / Rev: C4 (1404/09/08) 

 
 

 مقدمه: 

پروژسترونآلفا-17 هورمون   (17α-OHP)  هیدروکسی  یک 

می تولید  آدرنال  غده  توسط  که  است  اندازه   شوداستروئیدی  گیری  و 

در آن  سرمی  آدرنال  تشخ  سطح  ارثی  هیپرپلازی  اولیه   (CAH)یص 

دارد نوزادان مبتلا  CAHتشخیص سریع  .  اهمیت  ارزشمند   ، در  بسیار 

دیرهنگام    زیرااست   اختلال  تشخیص  بروز  میاین  باعث  تواند 

های تغییر جنسیت در نوزادان دختر و گسترش رفتارهای ثانویه حالت

  ادان نارس زنو  مدر سر  17α-OHPسطح    ها شود.جنسی در پسر بچه

تعریف یک  ؛ بنابراین و یابدافزایش میبرابر مقدار طبیعی  2-3حدود تا 

در نوزادان نارس    17α-OHPسطح نرمال متفاوت جهت گزارش سطح  

می کاربرد    شود.پیشنهاد  کمی  اندازه   کیتاین  حیطه  سطح گیری 

انسان به روش  یا پلاسمای هپارینه سرم  نمونه در 17α-OHP هورمون

 ست.ا ازالای
 

 اصول آزمایش: 

اساس   بر  آزمایش  است.  الایزای  این  شده  طراحی  رقابتی 

کمپلکسحرکتبی بین  سازی  واکنش  توسط  ایمنی  های 

آنتی  استرپتاویدین و  چاهک  کف  در  شده  بیوتینیله  تثبیت  بادی 

ن آزاد و ژهای سرم و کالیبراتورها )حاوی آنتی نمونه   پذیرد.صورت می

آنزیم  ونک  17α-OHP  ، غیرکونژوگه( با  آنتی  HRPژوگه  بادی و 

چاهک   بیوتینیله می در  ریخته  به    ها ژنآنتیشوند.  ها  اتصال  برای 

  چاهک که به استرپتاویدین کف    17α-OHPضد  بیوتینیله  بادی  آنتی

کنند. پس از تخلیه و شستشوی  متصل شده است با یکدیگر رقابت می

سپ(  HRP  زیمنآ  )سوبسترایزا  گرنمحلول    افزودنبا  ها،  چاهک    سو 

شود که بیشترین میزان  می  محصول نهایی تولید  ،کننده محلول متوقف

نانومتر دارد. میزان رنگ تولید شده و   450موج  جذب نوری را در طول

نوری   جذب  چاهک  شدت  غلظت  هر  معکوس    17α-OHPبا  نسبت 

حنی استاندارد ها توسط مننمونهدارد. درنهایت، غلظت این هورمون در 

  گردد.یم هبسامح

 محتویات کیت:

 .  حاوی استرپتاویدین تثبیت شده تستی  96پلیت میکرو (1

،  1/0،  0  های: هفت ویال با غلظت(17α-OHP Cal A-G)( کالیبراتور  2

   ، تهیه شده از سرم انسان.ng/mL  20و  10،  2/ 5، 1،  0/ 5

  یک:  (17α-OHP Enzyme Conjugate)کونژوگه آنزیمی  محلول  (  3

 در بافر. HRPژن متصل به آنزیم حاوی آنتیری تیلیلمی 6ویال 

بیوتینی  محلول  (  4   یک:  (17α-OHP Biotin Conjugate)کونژوگه 

 بادی متصل به بیوتین در بافر.   لیتری حاوی آنتیمیلی 6ویال 

 لیتری.یلیم 20ویال  یک:(Wash Solution-50X)( محلول شستشو 5

 6/ 5  الیو  یک  :A  (Substrate Solution A)  رنگزامحلول    (6

 .یتریلیلیم

 6/ 5  الی و  یک  :B  (Substrate Solution B)  رنگزامحلول    (7

 .یتریلیلیم

 لیتری.میلی 12ویال  یک:  (Stop Solution) کننده ( محلول متوقف8

   .لیتریمیلی 0/ 5 )های(: ویال(17α-OHP Control) محلول کنترل (9

 .ورق یکچسب مخصوص پلیت: ( بر10

شوند.  داریهگگراد ننتیسادرجه  8 ات 2ای دم ردها لمحلو : کلیه1 توجه

 تاق نیز قابل نگهداری است.کننده در دمای افقمحلول متو

 است. شده  درج COAکنترل)ها( در  مقادیر: 2 توجه

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

خوانش(  1 فیلتر  دستگاه  دارای  پلیت    ر )فیلت  نانومتر  630و    450گر 

 .ع(مرج

 سمپلر کالیبره.( 2

 .هزیدیون آب مقطر( 3

 کیت:  از هادتفاس رداحتیاط 

  ؛ دیده است( محتویات این کیت برای استفاده در همین کیت تعبیه گر1

های ساخت دیگر جداً  ها و یا شماره لذا از استفاده مشترک با سایر کیت

 .کنیدخودداری 

هایی که  لولاز محتند.  هس  ر پایدا  ها تا زمان انقضاء کیت ( کلیه محلول2

 ید.نکن اده تفسا ه استا گذشتهتاریخ انقضاء آن 

 .ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند( توجه فرمایید محلول3

منش4 با  کیت  این  محتویات  بودن    أ(  منفی  نظر  از  انسانی 

HIV1/2،HBsAg   وHCV  اند؛ ولی تشخیص قطعی در بررسی شده 

تم بودن  منفی  عواممورد  ایمار یبفونی  ع  لام  استفاده  با  روش زا  های  ز 

آزمایدتم نیستذپ  انامکهی  اگشاول  احتمال  یر  به  توجه  با  بنابراین   .

تویات کیت، تمام مراحل آزمایش باید مطابق با محزایی  و بیماری آلودگی  

 های ایمنی انجام شوند.دستورالعمل

ا5 الزامی  و عینک در هنگام کار  از دستکش  گام هن  ست و در( استفاده 

ط اقن  سایر  یا  تربر روی صو  نآکیت دقت فرمایید که محتویات    با  راک

لوگیری بدن ریخته نشود و از تماس مواد با دهان و سایر مخاط جداً ج

 .کنید

 دیاستفاده شده با  و سر سمپلرهای  هاچاهک،  هاکنترل  ماران،ینمونه ب(  6

دفع   ت االزام  ابمطابق    و   در نظر گرفته شوند  یعفون  یعنوان پسماندهابه

 .دگردنامحاء  یعفون یپسماندها

 

 ی نمونه: زاسادهآم و آوریجمع

ناشتا ینه است.  ( نمونه مناسب برای این آزمایش سرم یا پلاسمای هپار 1

ار  دست آمده تأثیرگذر درستی نتایج به گیری دهنگام نمونه  بودن فرد به

بخ ا.  ودواهد  تکنیک  از  استفاده  با  خون    یرگیون خ  دستاندارنمونه 

از  سی بعد  سرم  و  شود  تهیه  کاملتخلاهرگی  شدن    60  ات  30)  خون  ه 

 ک، یکتریا یهااز نمونههای خونی جدا شود. حتی الامکان دقیقه( از سلول

 .دیاستفاده نکن زیولهمو  کیمیپل

بیوتین  2 از  بالایی  دوز  که  افرادی  در   )(˃5 mg/day)   دریافت را 

نمونهمی بایکنند،  حداقلگیری  دوز   از  سپساعت    8  د  آخرین  دریافت 

 .  شود مابیوتین انج

ها را  توان نمونهروز می  5ید کاملاً بسته باشد. تا  با  هاه نوف نمرظ  بر( د3

درجه   -20ماه در دمای    1ر تا  اد و حداکثگره سانتی درج 8تا    2در دمای  

کرد.سانتی نگهداری  نمونه  گراد  مکرر  کردن  ذوب  و  منجمد  ها  از 

 .دیکنی خوددار

 

 ها:  معرفو نگهداری  زیاسهادمآ

لیتر از محلول  میلی  20حجم  شستشو:  ل  ولمحی  راسازی و نگهده داآم(  1

به  (50X)شستشو   اضلیتر آب مقطر  میلی  980  را  ادیونیزه  ز  افه و پس 

کنید. در صورت  گراد نگهداری  درجه سانتی   8تا    2سازی در دمای  آماده 

شستشو محلول  در  رسوب  درجه    37ری  امبن  در  را  آن،  مشاهده 

مشاهده کدورت در    رتوصر  د  .دتا رسوب حل شو  دیگراد قرار دهسانتی

 محلول شستشو، از مصرف آن خودداری کنید.

آماده 2 رنگزا:  (  محلول  ازقبسازی  استفاده  شروع  از  حجم    ل  کل  کیت، 

خالی    ره(ویال تی)  A  رنگزامحلول  ویال روشن( را داخل  )  B  رنگزامحلول  

در صورت    .دنماییاستفاده    صرف کیتتست تا پایان مبرای انجام    ونمایید  

 ریدداآن خور محلول رنگزا، از مصرف  د  تریا کدوآبی و  مشاهده رنگ  

 فرمایید.

 :  روش انجام آزمایش

ها به دمای مایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونهشروع آزقبل از  

سانتی  28تا    22)  اتاق رسیده درجه  ولرکنت ها،  نمونه  .اندگراد(    ها 

 کنید.کنواخت ی یمارآهبکردن   ار سر و تهب 5را با   هاکالیبراتور

چاهک 1 تعداد  و  (  بردارید  را  آزمایش  انجام  برای  نیاز  مورد  بقیه های 

 را   آنگیر در کیسه آلومینیومی قرار دهید، درب  مراه رطوبتهها را به چاهک 

  .کنیدداری گهگراد نه سانتیدرج 2-8بسته و در دمای 

های در چاهکرا  رلتنک یاو ها نمونه  ،هامیکرولیتر از کالیبراتور 25 مجح (2

یا کالیبراتور   تایی  به صورت دومورد نظر بریزید. بهتر است که از هر نمونه 

 ها ریخته شود.در چاهک)دوپلیکیت( 

ها اضافه میکرولیتر از محلول کونژوگه آنزیمی به همه چاهک  50  حجم   (3

 ی تکان دهید.امآرثانیه روی سطح میز به 30 تدمهبا  و پلیت رد نیک

ها اضافه میکرولیتر از محلول کونژوگه بیوتینی به همه چاهک  50  حجم  (4

 آرامی تکان دهید .ثانیه روی سطح میز به 30 مدتبهکنید و پلیت را  

دقیقه در   60مدتبهها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید و  ( چاهک5

 .یدکنکوبه دمای اتاق ان

آس 6 یا  کردن  وارونه  با  را  پلیت  محتویات  سپس  ت  ونراسیپی(  کنید.  خلیه 

ده آمای  حلول شستشومیکرولیتر م  300مرتبه و هر مرتبه با    3ها را  چاهک 

صورت دستی انجام می شود در انتهای شستشو  شده بشویید. اگر شستشو به

دستبه روی  بر  را  پلیت  رطوبتآرامی  بزنید.مال    انجام  منظوربه  گیر 

استاندارد چاهک  و  مناسب  فق  ها، مطابشستشوی  در  یلم  با  شده  داده  قرار 

 اقدام نمایید. 1سایت شرکتوب

سازی بخش آماده )  آماده مصرف  یرنگزامیکرولیتر ازمحلول    100  حجم  (7

بفرماییدمعرف مطالعه  را  چاهک  (ها  تمام  بریزید.  درون  داها  تکان  دن  از 

 پلیت در این مرحله خودداری کنید. 

 کنید.   انکوبهریکی دقیقه در دمای اتاق و تا 20 تمدبه( پلیت را  8

نو جذب  میزان  بالاترین  اگر  از  لکا  ریتوجه:  کمتر  آمد،    2یبراتور  بدست 

 قه افزایش دهید.دقی 15 مدتبهزا را  توانید زمان انکوباسیون محلول رنگمی

مح  50  حجم  (9 متوقفمیکرولیتر  چاهکلول  کلیه  به  واکنش  ها  کننده 

ید تا تمام رنگ آبی  کان دهامی تآرثانیه به 20 مدت بهرا پلیت اضافه کنید و 

 آن به زرد تبدیل شود.

نوری هر چاهک    دتش(  10 تا  نانومتر    450موج  در طولرا  جذب  حداکثر 

  620  از طول موج رفرانس)  دقیقه بعد از متوقف کردن واکنش بخوانید.  15

 (.تر استفاده کنیدنانوم 630تا 
1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 

http://www.idealdiag.com/Training.aspx


 

 

 

 
   

  4PL   و  Point to Point   لظت به روشبه غش محاسآزمای  ینا در

اجرا   (Logic-log)یا   روش  ست؛  ا  قابل  از  استفاده  صورت    4PLدر 

 (ng/mL  0.01ل  را عددی کوچک )به عنوان مثا  Aور  غلظت کالیبرات

ه عنوان  یزان جذب و نمودار کالیبراتورهای این کیت بم  رد.در نظر بگی

   ت.در زیر آورده شده اسنمونه 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 OHP-17α یالایزا  تست رایبتظارانورد مقادیر م
 

اینکیت  کننده  تولیدشرکت   برای  انتظار  مورد  به   مقادیر  را    تست 

است.   کرده  زیر مشخص  برایبامقادیر  این    اگرچه،قرار  آنالیت   ید 

 . تعیین گرددتوسط آزمایشگاه  مورد نظر

 
 

 

 

 

 فی کی نترلکهای پارامتر

 

 (Within-Run)  ردو نت درودقآزمون  –بررسی دقت ( 1

با ارزیابی تکرارپذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم    دوردروندقت  

غل متفاوت  اهظتبا  نوبتی  یک  ) در  هر    20کاری  برای  تکرار  بار 

 است. CV˂10%آزمایش  معیار پذیرش در این .بررسی شدنمونه( 

      

 

 

 

 (Between-Run)دور بین دقتون آزم –بررسی دقت ( 2

  پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم یابی تجدیدبا ارز  ردونقت بید

برای هر نمونه    5)ری  کانوبت  4در    های متفاوتبا غلظت تکرار  بار 

نوبت هر  شد.  در  انجام  آزمایش مکاری(  این  در  پذیرش    عیار 

CV˂10% .است 

 
 

 

 

 (Recovery) بازیابیآزمون - یدرست یرس( بر3

این  د آ  تستر  ازاء هر  با  مونه سر ن  دو  ،زمونبه  م به نسبت مساوی 

سطح   و  ترکیب  به  17α-OHPیکدیگر  ترکیب  آمده  در  دست 

معیار  شگیری  اندازه  آزمایشد.  این  در    Bias˂13.5%  ،پذیرش 

 است. ظارمورد انت نسبت به نتیجه 
 

 

 

 
 

 (Linearity)  ن خطی بودنآزمو - درستی ( بررسی4

  ونه سرم نم  مختلف  هایرقتدر    17α-OHPظت  غل  ،تستن  ایدر  

معیار پذیرش در این    .شد   گیریاندازه برای تعیین خطی بودن کیت  

 .تاس % Bias˂13.5آزمایش 

 
 

 
 

 (cross Reactivity) آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی 5

غلظت ای  ویژگی کردن  اضافه  با  آزمایش  مواد  ن  از  مختلفی  در   مندرجهای 

زیج شدبررسرم  نمونه    به  ردول  ازحا  نتایج  .سی  نسبت  دازه ان  صل  گیری 

ماده   شده مقدار  همان    ادجیا  یبرا  ازین  مورد  17α-OHP  مقدار  به  اضافه 

بود.نشان  جذب،اردمق متقاطع  واکنش  عدم  وا  دهنده  پذیرش  کنش معیار 

اضافه  م ماده  و  آنالیت  نوع  به  )بسته  محدوتقاطع  در  آنالیت  برای  ده  شده( 

 صد است.در 25تا ر ثه حداک افه شدو برای ماده اضرصد د 100±10

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 (Sensitivity)  ( بررسی حساسیت6

بر   کیت   Limit ofو  Limit of Detection (LOD)اساس  حساسیت 

Blank (LOB)    با برابر   و   حاسبه شد  م زیر     لفرمو از   استفاده   با   

ng/mL  08 /0 تعیین گردید. 
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (Stability) ایداریبررسی پ ( 7

Accelerated Stability Test  :هفته در    4به مدت    تیکپایداری    رسیبر

  .گرادیانتسدرجه  37 یدما

In Use Stability Test  :کرد  تیکپایداری    بررسی باز  از  در پس   ب ن 

  .گرادیدرجه سانت 4 یر دماهفته د 8دت مبه  هامحلول

Shelf Stability Test  :  در   سال  2به مدت    تیکد  عد  8بررسی پایداری

سه ماه    هرصورت   ارزیابی نتایج بهو    شد  داده   قرارگراد  ی انتسدرجه   4  یدما

  .اشدبمی  بار کی

بررستمخمطالعات   م  یداریپا  ی لف  ک  دهدینشان    مورد   ت یکه 

در   در   رشیپذ  اریمع  .است  داریاپشده    صمشخ  یهازمان نظر 

ب  یهاش ی آزما تع مربوط  درصد    20  ازکمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا   نییه 

 .است

 برچسب کالاهاعلائم استفاده شده در 
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بروزدر   مشکرگوه  صورت  خونه  شمارد  اهشمنل  با  های ه است 

 تماس بگیرید. (بانیبخش پشتی)وی جعبه ر درج برمن

از دستگاه چنان  :توجه پروسسوچه  الایزا  استفاده میهای  د،  ینکر 

 .نمایید تمات دستگاه خود را از شرکت دریافنید تنظیتوامی

 

Calibrator 
Well 

OD 
Mean Conc. 

Number OD (ng/mL) 

Cal. A 
A1 2.564 

2.521 0 
B1 2.478 

Cal. B 
C1 2.268 

2.251 0.1 
D1 2.235 

Cal. C 
E1 1.667 

1.650 0.5 
F1 1.634 

Cal. D 
G1 1.259 

1.253 1 
H1 1.247 

Cal. E 
A2 0.798 

0.792 2.5 
B2 0.786 

Cal. F 
C2 0.298 

0.281 10 
D2 0.264 

Cal. G 
E 2 0.174 

0.163 20 
F 2 0.153 

 

 

 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean 17α-OHP (ng/mL) 0.66 1.68 4.51 

SD (ng/mL) 0.04 0.09 0.22 

CV (%) 6.1 5.4 4.8 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean 17α-OHP (ng/mL) 0.44 2.31 4.08 

SD (ng/mL) 0.03 0.15 0.2 

CV (%) 6.8 6.4 4.9 

 

No. 
Sample Added Exp. Obs. 

% Rec. 
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) 

1 0.53 3.61 2.07 2.11 101.9 

2 2.70 4.14 3.42 3.53 103.2 

3 3.85 1.95 2.90 2.80 96.5 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias 

1 1.9 1.0 2.3 -1.1 -3.2 

2 2.8 3.1 4.4 -3.6 -2.2 

3 4.7 -2.3 -1.0 -2.4 2.2 

    

Analyte Cross Reactivity (%) 

17α-OH Progesterone 100.000 
progesterone 0.375 

Androstenedione 0.158 
Cortisone 0.014 

Corticosterone 0.347 
Cortisol 0.005 
Danazol 0.003 

Dihydrotestosterone 0.006 
DHEA sulfate 0.002 

Estradiol 
Estrone 
Estriol 

Prednisone 
Testosterone 

RF 

0.004 
0.003 
0.002 
0.023 
0.015 

<0.001 

 

Normal Range (ng/mL) 

Prepubertal Child (1-10 years) 0.2 – 0.8 

Adult Man 0.2 – 3.1 

Follicular Phase (Adult Woman) 0.4 – 1.51 

Luteal Phase (Adult Woman) 1 – 4.51 

Postmenopausal woman 0.2 – 0.9 
 


