
 

 

 

 
   

 در سرم انسان CA 19-9گیری اندازهکیت 

CA 19-9 ELISA test kit 96t 
 Cat. No: 4024-96 / E2 (1404/09/08) 

 

 ه: مقدم

CA19-9  که بر    ی بوده گلیکوپروتئینبا ساختار    تومور مارکر  یک

غشای از  روی  سرطانی  سلول  برخی  میهای  در  شوددیده   و 

بیمار به درمان  تشخی پاسخ  ارزیابی  اران مبتلا  یمب  بتقامر   وص، 

و  سرطانبه   داردکبد   پانکراس   سرمیسطح  افزایش    .کاربرد 

CA19-9    و پانکراس  در  توده  وجود  پانکراس،  کارسینومای  در 

تواند در تشخیص شود که میانسداد مجاری صفراوی مشاهده می 

گیری  اندازه .  خیم کمک کندهای خوش ها از پانکراتیتافتراقی آن

سرطان    از   سپ  تبمراق  رد  CA19-9  سطح که  افرادی  درمان 

داشتهپاتوبیا  پانکراس   استثؤمنیز    اندهیلیاری  کاربرد   .ر  حیطه 

های سرمی انسان در نمونه  CA19-9گیری سطح  این کیت اندازه 

 اشد.بمیبه روش الایزا 
 

  :اصول آزمایش

با  ی شده است.  رتیبی طراحساندویچ ت  یاین آزمایش براساس الایزا

شدن س  لهینیوتیب  یبادی آنت  اضافه   چاهک،ه  ب  نژی تنآ  یو اح  مرو 

ب  یمن یا  یهاکمپلکس سازی  حرکتبی واکنش    ن یتوسط 

در    تیتثب  نیدیاسترپتاو آ  ها چاهک  کفشده    ه لینیوتیبی  دابینتو 

با اضافه ها،  چاهک   شویشستپس از  .  ردیگی صورت م  CA19-9  ضد

آنزیمآنتین  کرد به  متصل  ساندویچ کمپلکس  ،HRP  بادی    های 

می پسشوندتشکیل  رداتع  هباز    .    شوی شست  و  واکنش  ن دیسل 

و   (HRP  میآنز  یسوبسترا)  رنگزامحلول    افزودنبا    ها،چاهک مجدد  

متوقفسپس   که    شودمیتولید  ی  ینهاحصول  م  ، ده کننمحلول 

رنگ    مقدار  نانومتر دارد.  450موج  بیشترین جذب نوری را در طول

 م،سر  CA19-9ت  غلظ  با  نوری  جذب  شدت  جهیشده و در نت  جادیا

نها  میقستم  اطبترا در  کمک    CA19-9غلظت    ت یدارد.  به  سرم 

 .گرددیم سبهمحااستاندارد  یمنحن
 

 :محتویات کیت 

 .تثبیت شده  استرپتاویدین حاوی یتست 96 ت یلپ کرو یم (1

  ، 0های  با غلظتیال  وشش    :(CA 19-9 Cal A-F)  اهکالیبراتور  (2

 .U/ml 500 و 250 ،100 ،50، 10

 6ویال    یک  :(CA 19-9 Enzyme Conjugate)  آنزیمی وگهژکون  (3

 .در بافر HRP آنزیم متصل به بادیآنتی حاوی لیتریمیلی

بژکون  (4   6  الیو  یک  :(CA 19-9 Biotin Conjugate)  ی نیوتیوگه 

  .در بافر  متصل به بیوتین یبادیآنت یحاو یتریلیلیم

 .یتریلیلیم 20الی و کی: (Wash Solution-50X) وشل شست لو مح (5

 .یتریلیلیم 6/ 5ل ایو یک :A  (Substrate Solution A)زاگمحلول رن (6

 .یتریلیلیم 6/ 5ل ای و یک: B  (Substrate Solution B)زاگمحلول رن (7

متوقف  (8   12  الیو  یک  : (Stop Solution)واکنش  ه ندنکمحلول 

 .یتریلیلیم

کنتحلم  (9 یک  لر ول   0/ 5 ویال  یک  :(Control Level 1)  سطح 

 لیتری.میلی

 0/ 5 ویال  یک  :(Control Level 2)  دوسطح    لر نتک  ول حلم(  10

 لیتری.میلی

 ق.: یک وربر چسب مخصوص پلیت  (11

. گراد نگهداری شونددرجه سانتی  8ا  ت  2ها در دمای  کلیه محلول  :1  توجه

 اق نیز قابل نگهداری است.کننده در دمای اتمحلول متوقف

 است. شده  درج COAدر  هاکنترل ریمقاد: 2 توجه
 

 اشند:بد نميویت موجدر ک که زارد نیمو لیو وسامواد 

 .  )فیلتر مرجع( نومتر ان 630 و  450ی فیلتر لیت داراپر گشوانخ اه ( دستگ1

 ( سمپلر کالیبره.2

 .ر دیونیزه( آب مقط3
 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

ه گردیده است؛ لذا  عبیکیت ت  همیناده در  ستفی ابرا  ت این کیت یاتومح(  1

استفاده   کس  ابمشترک  از  شماره   هاتیایر  یا  دیگو  ساخت  جهای  داً  ر 

 .نماییدی رداودخ

محلول2 کلیه  ز(  تا  انمها  هقضاء  ان  پایدار  محلولکیت  از  که ستند.  هایی 

 .نشودت استفاده گذشته اس هاضاء آن تاریخ انق

 یرند.گار نم قریستقض نور ممعردر  هایید محلولمافر ه ( توج3

 HBs Ag  ،HIV1/2بودن    فیمن  نظر  زا ینانسا ءبا منشا  کیت  ( محتویات4

ونداه شدررسی  ب   HCVو   مورد  قطعیتشخیص    لی؛  تمام   دنبو  فی نم  در 

بیماری عفونی  ازعوامل  استفاده  با  متداول  روش  زا  آزمایشگاهی  های 

زایی ماری و بی  دگیمال آلواحتتن  با در نظر گرف،  ینرانابب  پذیر نیست.امکان

های ایمنی ملبا دستورالع  قباد مط یبا  شیآزما  محتویات کیت، تمام مراحل

 شود. انجام

اس5 هن  ده تفا(  در  عینک  و  دستکش  کاگ از  الزام  در ر  است.  امی 

بر روی صورت یا    ید که محتویات آننگام کار با کیت دقت فرمایه

ری نقاط بدن  از تماس منشه  ختسایر  اط  ر مخیسا  دهان و  با  وادود. 

 . نماییدوگیری لج

شده  استفاده  رهایپلو سر سم هاکهاچ ،اهرلتنک ن،راماینمونه ب( 6

ن   یعفون  یپسماندها  نواعنبه   دیاب گرفظدر  شوندتر  با و    ه  مطابق 

 گردند.امحاء  یونعف یدفع پسماندها الزامات
 

 : نهمون  سازی و نگهداریآوری، آماده جمع

این  (1 نمش  مایآز  برای  است  یاهونهاز  بودن د.  کنیفاده  سرم  ناشتا 

به نتا  یرگینهمون  مهنگا  فرد  تأثیرهب   یجدر درستی  آمده   ارگذدست 

بواهخ استفود.  د  با  خون  ازانمونه  استاندتکنی  ده  گیری ارد خون ک 

تهیه شود   لختسیاهرگی  از  بعد  )ه  و سرم  کامل خون  تا    30شدن 

 یهااز نمونه مکانحتی الا .گرددا های خونی جدلدقیقه( از سلو  60

   .دینکنه دااستف زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا

نمونههوننم  ظرف  درب  (2 باشد.  بسته  کاملاً  باید    8مدت  به  هاها 

حداکثر  و  اتاق  دمای  در  در  7تا    ساعت  در  درجه   8تا    2مای  وز 

حدنتیسا و  سانتی  -20ی  امد  در  ماه   سهتا  اکثر  گراد   گراددرجه 

نگهداری   من  د.نتهس  اده تفاسو  قابل  کاز  ذوب  و  مکدرجمد  رر ن 

 .کنید یر ها خوددامونهن
 

 ها:معرف  ریاد هسازی و نگآماده

محلول  آماده (  1 نگهداری  و  از  میلی  20حجم    شستشو:سازی  لیتر 

شستشو  مح به    (50X)لول  دیونیزه    لیترمیلی  980را  مقطر  آب 

پسا و  دمای  ه داآمز  ا  ضافه  در  سانتی  8تا    2سازی    د راگدرجه 

را    رسوب در محلول شستشو، آن  ه دمشاه   ورتر صد  .یدنکداری  هگن

د تا رسوب حل شود. در گراد قرار دهیتی انس  درجه  37ماری  بندر  

آن خودداری  مصرف  ، از  شستشو ت مشاهده کدورت در محلول  صور

 .کنید

آماد2 رنگزا: ه (  محلول  ازقب  سازی  استفاده  شروع  از  کل    ل  کیت، 

ویال  )  A  رنگزاول  محلداخل    ویال روشن( را)  B  رنگزاحجم محلول  

  استفاده  ن مصرف کیتم تست تا پایاو برای انجا  خالی نمایید  ره(تی

ر محلول رنگزا، از د  تر یا کدوآبی و  در صورت مشاهده رنگ  .دنمایی

 فرمایید. ریدداآن خومصرف 

 

 
 

  :روش انجام آزمایش

  ها به و نمونه  کیت  ءزاقبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اج

)ات  دمای س  28تا    22اق  رسیده انتیدرجه    ،هاکالیبراتور  د.انگراد( 

 کنید.خت نوایک یمآرابه سر و ته کردن بار 5 را با هاو نمونه اهرلکنت

بقد  ریرداب را    تست  انجام   یراب  ازین  مورد  یهاچاهک   تعداد  (1   ه یو 

رطوبترا  ها  چاهک  ک  ریگهمراه  درب   دهید،قرار    یومینیآلوم   سهیدر 

 .کنید یرادگراد نگهیسانتدرجه  8تا  2 یو در دما هرا بست آن

حجم2 کنترهاکالیبراتور  ازلیتر  میکرو  50  (  در  ها  هنمونیا    و  هال، 

بریزید.  مورد ی  ها ک هاچ کنترونهنم  هر  از  که   است  بهترنظر   یا   ل، 

 .شود ریخته اهچاهک  در )دوپلیکیت( دوتایی صورت هاتور بکالیبر

هر  را  بیوتینیکونژوگه  ول  از محل  رت میکرولی  50  ( حجم3 چاهک   به 

 .اضافه کنید

 تکان دهید. یآرامبهثانیه  30 ت را به مدتپلی (4

با  ها  چاهک (  5 به  یدبپوشان  پلیت   مخصوصبرچسب  را    30  مدتو 

 .نمایید انکوبه اتاق دمای در دقیقه

کردن  پلیت  اتیمحتو  (6 وارونه  با  و    دیکن  یه تخل  اسیونیرآسپ  یا  را 

مره  و   ه برتم  3  را  اهچاهک  با ب تر  ش   تر یلروکی م  300  ه    ستشو محلول 

. اگر  دییبشو لعه بفرمایید(ها را مطاسازی معرفشده )بخش آماده ده آما

بهتششس دستو  انتی مجام  ان  یصورت  در  به  یهاشود   ی آرام  شستشو 

رو  تیپل بر  رطوبت  یرا  انجامبه  .دیبزن  ریگدستمال   ستشویش  منظور 

چاهک  استاندارد  و  مطاهمناسب  فیلق  با،  شدادد  قرار  مبا  در ه  ه 

 .کنیدام اقد 1رکتسایت شوب

 .یدنمایک اضافه  به هر چاه  ییمآنز  میکرولیتر از کونژوگه  50  ( حجم7

 .در این مرحله خودداری کنید تن پلیاز تکان داد

بر  هااهک چ  (8  با  مخصوص را  بهید  بپوشان  پلیت   چسب    30  مدتو 

 .نمایید انکوبه اتاق دمای رد یقهدق

 تشو دهید.شس 6مطابق بند  ها راهک اچ( 9

حجم10 )بخش    یزا رنگ  محلول  از  میکرولیتر  100  (  مصرف  آماده 

د و  ها بریزیچاهک ون تمام  در  (عه بفرماییدطالها را مفازی معرسآماده 

به  پ را  دما  قه دقی  15  مدتلیت  تاریدر  و  اتاق  کنید  کیی  از    .انکوبه 

 .نماییدی این مرحله خودداردر  تلیپ دندا نتکا

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

 

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


 

 

 

 
   

آمد،    دست به  2کالیبراتور کمتر از    جذب  اگر بالاترین میزان   :توجه

رنگمی محلول  انکوباسیون  زمان  بهتوانید  را  دقیقه    15  مدتزا 

 فزایش دهید.ا

حجم11 کلیه  واکنش    ده کننقفمتو  محلول  از  کرولیترمی  50  (  به 

اضافه  چاهک  پلیت  نماییدها  تکان   یآرامبهنیه  اث  20  دتمبهرا    و 

 .دهید

  با   نانومتر   450  موجطول  در  چاهک  هر  برای  را  ذبج  مقدار  (12

  از   بعد  دقیقه  15  تا  حداکثر   Point  to  Point  متد  از  تفاده اس

  630  تا  620  رفرانس  وج مطول  از)  بخوانید  واکنش  نکرد  متوقف

اسنو  جذب   .(کنید  ه استفاد  ترنانوم منحنی  و  کیت  ین  اندارد  اتری 

 است.ده نمونه در زیر آورده ش عنوانهب

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 

 CA 19-9  برای تست الایزای مقادیر مورد انتظار
 

تولید این  ،کننده کیتشرکت  برای  انتظار  مورد  را  مقادیر   هب  تست 

اگرچ  یر مشخصز  قرار برای  کرده است.  مقادیر  این  رد مو  آنالیته، 

 .  دیین گردتعاه گ یشامباید توسط آز نظر 
 

 37 U/mL ≥ باردار غیر  نانز سالم و افراد 

 کنترل کیفي  یهارامترپا
 

 (Within-Run)دور ت درون آزمون دق-( بررسي دقت1

مونه سرم  نه  ل از سیج حاصپذیری نتااری تکریابدور با ارزدقت درون 

غلظتب متفاوا  یک  ت  های  تکرار    20)   یکارتوبندر  هر    برایبار 

 ت.اس CV˂16%مایش این آز ش درپذیر ری شد. معیامونه( بررسن

 

 
 
 

 

 (Between-Run)دور ن دقت بین موآز-قتد ( بررسي2

نه سرم  نموسه  پذیری نتایج حاصل از  دور با ارزیابی تجدیدبیندقت  

تکرار    5ی )کارنوبت  4  درتفاوت  های مبا غلظت نبرابار  ه  ونمی هر 

ه اننوبتر  در  م  مجاکاری(  پذیرششد.  آز  عیار  این  ش  یامدر 

CV˂16% .است 

 

 
 

 
 

 (Recovery) بيبازیاآزمون -يدرست ي( بررس3

نسبت مساوی با دو نمونه سرم به  آزمون،آزمایش به ازاء هر  در این  

ت ر  د  CA 19-9ظت  لغ  نمونه  ن یکواعنبه  و  گردیده   برکییکدیگر 

اندازه  شد.آن  آزمایش ای  درش  یرپذ  معیار  گیری    ن 

Bias˂32.87% است. ظارتد اننسبت به نتیجه مور 

 
 

 

 

 (Linearity)زمون خطي بودن آ-رستيد بررسي( 4

غلظت    در تست،  رقت   CA 19-9این  سرم  ها در  نمونه  مختلف  ی 

  ن یدر ا  رشیپذ  اریمع  یری شد.گبرای تعیین خطی بودن کیت اندازه 

 است. Bias˂32.78% شی زماآ
 

 

 

 

 (Cross Reactivity) متقاطعآزمون واکنش -يیژگ( بررسي و5

اضاآاین    ویژگی کمک  به  کردزمایش  مواد  غلظتن  فه  از  مختلفی  های 

 اطعمتق شواکن .ارزیابی شده است ،سرمهای نمونهبه  ج در جدول زیررمند

مورد    CA 19-9  مقدار  هب  فه شده اضاده  ام  گیری نسبت بین مقداراندازه   با 

رش واکنش  معیار پذی.  ه استشدی  بررس  ،ار جذبدقبرای ایجاد همان م  نیاز

آنالیبمتقاطع ) نوع  به  مادسته  و  ات  دره  آنالیت  برای  شده(  محدوده    ضافه 

 است. درصد 25درصد و برای ماده اضافه شده حداکثر تا  100±10

 

 

 

 

 

 
 

       *ND: Not Detectable 

  (Sensitivity)بررسي حساسیت  ( 6

اساسیساحس بر  کیت   Limit ofو   Limit of Detection  (LOD)  ت 

Blank (LOB)  او برابر ب  شد  هاز فرمول زیر محاسب  استفاده   با  U/mL  0 /2  

 .دیدرگ تعیین
 

s5 SDLOD = LOB + 1.64 

bSD645 .1+ b eanOB = ML 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 

 (Stability)پایداری ررسيب( 7

Accelerated Stability Test  :در  فته ه  4  مدت  به  تیک  داریپای  بررسی  

  .گرادیتسان درجه 37 یدما

In Use Stability Test  :ب در   کردن  باز  از  پس  تیک  پایداری   ررسیب 

 .گرادینتسا  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت  به ،هامحلول

Shelf Stability Test  :در   سال  2  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس 

 بار   کی  ماه  سه  هر  رتصوهب  نتایج  ابیارزی  و  گرادیسانت  درجه  4  یدما

  نظر  وردم  تیک  که  دهدینشان م  یداریاپ  یبررس  لفمطالعات مخت  .داشبمی

آزما  رشیپذ  اریمع   .است  داریپا  ماه   18مدت  به  در ب  یهاش یدر  ه  مربوط 

 .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا نییتع
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  هایخواهشمند است با شماره مشکل ه رگونروز هر صورت بد

 تماس بگیرید. (یخش پشتیبانب)ندرج بر روی جعبه م

کنید،  ر استفاده میهای الایزا پروسسوه از دستگاه چنانچ توجه:

 .ماییدن تمات دستگاه خود را از شرکت دریافتوانید تنظیمی

No. 
Sample 
(U/mL) 

Added 
(U/mL) 

Exp. 
(U/mL) 

Obs. 
(U/mL) 

% Rec. 

1 14 72 43 44.6 103.7 

2 69.18 31 50.1 50.1 100 

3 31 18 24.5 24.2 98.7 

 

Analyte Cross Reactivity (%) 

CA 19-9 
CA 125 
CA 15-3 

PSA 
AFP 
CEA 
HCG 
RF 

100 
0.001 
ND* 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean CA19-9 (U/mL) 17.1 33.2 88.2 

SD (U/mL) 0.91 1.32 4.01 

CV (%) 5.3 4.0 4.5 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean CA19-9 (U/mL) 10.12 44.2 74 

SD (U/mL) 0.66 2.21 3.6 

CV (%) 6.5 5.0 4.8 

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(U/mL) 

Cal. A 
A1 0.024 

0.025 0 
B1 0.026 

Cal. B 
C1 0.103 

0.106 10 
D1 0.109 

Cal. C 
E1 0.518 

0.523 50 
F1 0.528 

Cal. D 
G1 1.036 

1.044 100 
H1 1.052 

Cal. E 
A2 2.052 

2.066 250 
B2 2.080 

Cal. F 
C2 2.709 

2.723 500 
D2 2.7 73  

 

No. 
Sample 
(U/mL) 

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

% Bias 

1 33.1 1.2 -1.6 2.1 1.6 

2 51.3 1.9 -2.7 -3.1 1.7 

3 99.2 -2.1 3.2 3.8 -1.1 

 


