
 

 

 

 
   

 در سرم انسان Free-PSA  گیریاندازهكیت 
Free-PSA ELISA Kit 96t  

Cat. No: 3924-96 / Rev: C4 (1404/09/08)   
 

 مقدمه: 

PSAی، گلیکوپروتئینی است که به زیاد در لومن پروستات  افت  میزان 

یافته  شود.  می افزایش  ارتباط   PSAسطوح  با سرطان پروستات  سرم، 

تومور  دارد.   حجم  چه  سطح  یبهر  باشد،  بیشتر    PSAشتر  هم  سرم 

سنجش   بود.  پایش    PSAخواهد  برای  حساس  تست  یک  همچنین 

می درمان  به  آزاد   PSA .باشدپاسخ  شکل  دو  به  خون  جریان  در 

(fPSA)  فر شامل    پروتئاز    کننده مهار    هایپروتئین    به     متصل   م و 

1α- 2کیموتریپسین و  آنتیα-    ع ودر مجمماکروگلوبولین وجود دارد که 

PSA    توتال(tPSA)  می خوش نامیده  هایپرپلازی  در  خیم شوند. 

که یابد، در حالیدر خون افزایش می  fPSA  سطح  ،(BPH)پروستات  

پروستات افزایش  سرطان  متصل    با  است.همرافرم  درصد این،  بنابر  ه 

PSA    آزاد(% fPSA)  .دارد معکوس  ارتباط  پروستات  سرطان   با 

 در سرم انسان  Free-PSA  حطس  ی گیراندازه   ، طه کاربرد این کیتحی

 باشد.می

  :اصول آزمایش

اا براساس  آزمایش  بالاین  است.  شده  طراحی  ترتیبی  ساندویچ    یزای 

آنتی شدن  آنتیاضافه  حاوی  سرم  و  بیوتینیله  چاهک، بادی  به   ژن 

ین استرپتاوید  ی ایمنی توسط واکنش بینها سازی کمپلکسحرکتبی

صورت   fPSAضد    لهبادی بیوتینیتی نآها و  تثبیت شده در کف چاهک 

 HRP متصل به آنزیم  بادیها، آنتی گیرد. پس از شستشوی چاهک می

تعادل می  تشکیل  ایمنیهای  اضافه شده و کمپلکس از به  شوند. پس 

رنگزا  چاهک   رسیدن واکنش و شستشوی مجدد افزودن محلول  با  ها، 

آنزیمراسوبست) سپس   ( HRPی  متوقف  و  ممحلول   ، ول  صحکننده 

تو مینهایی  جذبلید  بیشترین  که  طول  شود  در  را    450موج  نوری 

ایجاد شده و در دارد. مقدار رنگ  با    نانومتر  نتیجه شدت جذب نوری 

سرم   fPSAدر نهایت غلظت   .سرم، ارتباط مستقیم دارد  fPSAغلظت  

 .گرددمحاسبه میبه کمک منحنی استاندارد 

 :یات كیتمحتو

 .تثبیت شده  ن یدیاسترپتاو یوحاتستی  96پلیت  میکرو (1

، 0  هایتظغل  رد  ویال  شش:  Cal A – F)   (Free-PSAکالیبراتور  (2

 .سرم انساناز تهیه شده  ng/mL 10و 5 ، 2/ 5، 1،  0/ 5

یک   :(Free-PSA Enzyme Conjugate)  کونژوگه آنزیمیمحلول    (3

 .HRPمتصل به آنزیم  بادیحاوی آنتیلیتری میلی 11ویال 

 یک  : (Free-PSA Biotin Conjugate)  ینیوتیب  هگوژ کون  محلول   (4

 .بافر رد نیوتیب به متصل ادیبیآنت یحاو یتریلیلیم 11 لایو

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

 ی.رتیلمیلی

رن  (6  6/ 5ویال  یک  :  A   (Substrate Solution A)زاگمحلول 

 لیتری.میلی

رنگ  (7   6/ 5ویال  یک    :B   (Substrate Solution B)زامحلول 

 لیتری.میلی

متوقفمحل   (8 واکنشول    12ویال    یک:   (Stop Solution)کننده 

 لیتری.میلی

کنترل  (9 یک  محلول    0/ 5 ویالیک    :(Control Level 1)  سطح 

 .یتریلیلیم

کنترل   (10   0/ 5 ویالیک    :(Control Level 2)  دو سطح    محلول 

 .یتریلیلیم

 ورق. کی: بر چسب مخصوص پلیت  (11

لید مطابق با مقادیر درج شده ر هر سری تود  غلظت کالیبراتورها:  1  وجهت

آ لیبل  روی  و  نبر    ه یکلباشد.  می  (COA)محصول    آنالیز  گواهیها 

دما محلول در  سانت  8تا    2  یها    محلول  شوند.  ینگهدار   گرادی درجه 

 است. ینگهداربل قا زیاتاق ن یمتوقف کننده در دما

 است. شده  درج COAدر  هاترلنک مقادیر: 2 توجه
 

 :دباشنواد و وسایل مورد نیاز كه در كیت موجود نميم

خوانش  (1 پلدستگاه  داگر  فیلتر  یت  )فیلتر    نانومتر   630و    450رای 

   .مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 كیت: احتیاط در استفاده از 

است؛    ده یگرد  هیتعب  تیک  نی استفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  اتیتومح(  1

  دا  ج  رگیساخت د   یهاشماره   ای  و  هاتیک  ریاستفاده مشترک با سا  لذا از

 .اییدم ن یخوددار

هایی که  زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول  ات  هامحلولمام  ( ت2

 ید.ها گذشته است استفاده نکنتاریخ انقضاء آن 

 م قرار نگیرند.یها در معرض نور مستقیید که محلولاه فرم( توج3

منف  یانسان   شاءمنبا    تیکاین    اتیمحتو(  4 نظر  دن بو  یاز 

HIV1/2،HBsAg     وHCV  قطعی  یول  ؛دان شده   بررسی   ر د   تشخیص 

روش  زابیماریعفونی    عوامل  تمامبودن    یمنف  مورد از  استفاده   های با 

امک آزمایشگاهی  بستینپذیر  ان متداول  احتمال   نیراناب.  به  توجه  با 

 محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش باید مطابق با زایی  ری یمابو  آلودگی  

 د.نم شوجانا یمنیا یها دستورالعمل

عاز د  تفاده سا(  5 الزام  رد  نکیستکش و  در هنگام و    است  یهنگام کار 

با ک نقاط   ریسا  ایصورت    ر رویب آن    اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیکار 

تماس    نشود.ته  ریخن  بد سامواد  از  و  دهان  جدا   ریبا    جلوگیری   مخاط 

 .کنید

 د یاه شده بادفاست  یو سر سمپلرها  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه ب(  6

دفع   الزاماتمطابق با  و    نظر گرفته شوند  رد  یعفون  ی ماندهاپسان  عنو  هب

 گردند.امحاء  یعفون یپسماندها
 

  :نمونه سازیو آماده  آوریمعج

ترجیحا  )  ناشتا بودن فرد  ت.سنمونه مناسب برای این آزمایش سرم ا  (1

در درستی    گیریهنگام نمونه  به  (گیریقبل از نمونه  ساعت    4ه مدت  ب

به بودهاخور  تأثیرگذاه  آمد  دست  نتایج  استفن  .د  با  خون  از  مونه  اده 

استا خون تکنیک  لخته  ندارد  از  بعد  سرم  و  شود  تهیه  سیاهرگی  گیری 

. حتی  گردد  ی جداخون  هایولیقه( از سلقد  60تا    30شدن کامل خون )

   .نشوداستفاده  زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا یهااز نمونهالامکان 

بالا2 دوز  که  افرادی  در  از(  دریافت   (mg/day 5˃)بیوتین    یی  را 

حدنمونه  کنند،می باید  دوز   8اقل  گیری  آخرین  دریافت  از  پس  ساعت 

 بیوتین انجام شود.

بانمونه  ظرف  درب  (3 ر  د  ساعت  8تا    هانمونه  .اشدببسته    کاملا   دیها 

 1اکثر تا  گراد و حدیدرجه سانت  8تا    2  دمای  درروز    2تا    و  ای اتاقدم

 از   .قابل نگهداری و استفاده هستندگراد  یجه سانترد  -20  یماه در دما

 ها خودداری کنید.کردن مکرر نمونهمنجمد و ذوب 
 

  :هامعرف و نگهداری  سازیآماده

  ز محلول ر الیتیمیل  20حجم    تشو:سش  ری محلولاسازی و نگهدآماده (  1

   لیتر آب مقطر دیونیزه اضافه و پس ازمیلی 980را به  (50X)شستشو 

ری کنید. در صورت هداگن  دارگجه سانتیدر  8تا    2در دمای    سازیآماده 

محلول  مش در  رسوب  راشستشو،  اهده  بن  آن   رجه د 37ماری  در 

  در   کدورت  مشاهده   تورصدر  .  دوتا رسوب حل ش  گراد قرار دهیدسانتی

 شستشو، از مصرف آن خودداری کنید. لولمح

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

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

تا پایان م انجام تست  برای  رت  در صو  .دنماییاستفاده    صرف کیتنمایید و 

رنگ  مش و  اهده  کدوآبی  مصرف  د  تریا  از  رنگزا،  محلول  خور   ری دداآن 

 فرمایید.
 

 :جام آزمایشان روش

  هاکنترل و نمونه  ت،یکه تمام اجزاء ک  دیمطمئن شو  شیقبل از شروع آزما

 ها نمونه  ها،براتوری. کالاندده یرس(  دارگیسانتجه  در  28  تا  22)  اتاق  یامد  به

 .دیکن کنواختی  یآرام به دنکر ته و سر  بار 5 با را هاکنترل و

انجابرا  زنیا رد  وم  هایچاهک   تعداد  (1 آزی  بقیه   بردارید  را  مایشم  و 

را   ن درب آ  هید،مینیومی قرار دوگیر در کیسه آلهمراه رطوبترا  ها  چاهک 

 . نمایید ریگهدان گرادیتاندرجه س 2-8ی ادم در ته وبس

  ی هادر چاهک را  ل  ترکنیا    هانمونه  ،هاکالیبراتور  از  تر یکرولیم   50  حجم  (2

  یی به صورت دوتا  کالیبراتور  ایه  ه از هر نمونک  ر است هت. بدیزیبرنظر    مورد

 شود. ختهیها ر ( در چاهکدوپلیکیت)

ها اضافه هک چا  به همه  بیوتینی  گه ژومحلول کون  ولیترمیکر  100  حجم  (3

 .دکان دهیآرامی ت ثانیه روی سطح میز به 30 مدت پلیت را به کنید و

در    دقیقه  30مدت    به   نید واچسب مخصوص پلیت بپوشبر  ها را باچاهک  (4

 ق انکوبه نمایید.دمای اتا

کنید. سپس    تخلیه ن  یا آسپیراسیورونه کردن  با واها را  محتویات چاهک  (5

هرمرت  3را  ها  ک چاه و  با    به  آماده    میکرولیتر محلول شستشو  300مرتبه 

شستشو    اگر  شویید.بعه بفرمایید(  ها را مطالسازی معرف)بخش آماده   ،شده 

روی  آرامی بر  پلیت را به  انتهای شستشو  در  ، شودی انجام میت دسترصوبه

   بزنید.گیر وبتدستمال رط

ا فیلم قرار  مطابق بها،  اهک رد چادی مناسب و استانشستشو  منظور انجامبه

 اقدام نمایید. 1سایت شرکتداده شده در وب

. کنیداضافه    هاچاهک   به همه  آنزیمی  ونژوگهکاز    کرولیتر می  100م  حج  (6

 .نماییدن مرحله خودداری از تکان دادن پلیت در ای

در    دقیقه  30دته مب  بپوشانید و  پلیت  صمخصو  را با برچسب  اهک چاه  (7

 نمایید. نکوبهاق اتدمای ا

 .نمایید تکرار 5 بند با مطابق را هاچاهک شستشوی (8
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 
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ازیمیکرول  100  حجم(  9 )بخش    شده اده  آم  یزارنگ   محلول   تر 

ها بریزید و  درون تمام چاهک ید(  یها را مطالعه بفرماسازی معرفآماده 

ر به پلیت  اتادر    هدقیق   15ت  مد  ا  تاریکیدمای  و  کنید.  وبنکا  ق  از  ه 

 .نماییداین مرحله خودداری تکان دادن پلیت در 

بالا  توجه: میزان  اگر  کمتر  جترین  کالیبراتور  نوری    دسته ب  2ز  اذب 

میآمد رنگتوان،  محلول  انکوباسیون  زمان  بهید  را  دقیقه    15مدت    زا 

 افزایش دهید.

از    50  حجم  (10 متممیکرولیتر  به  دنکنفوقحلول   ها چاهک   تمامه 

نیه به آرامی تکان دهید تا تمام ثا  20مدت    پلیت را بهفه کنید و  ضاا

 به زرد تبدیل شود.رنگ آبی آن 

بر  (11 را  جذب  هر  امقدار  موج  ه چای  طول  در  با نانوم  450ک  تر 

دقیقه بعد از متوقف   15حداکثر تا    Point to Point  روشاستفاده از  

ب واکنش  نانومتر    630ا  ت  620  رفرانس  وج م  ل طواز  )  خوانیدکردن 

کن به  میزان    .(دیاستفاده  کیت  این  کالیبراتورهای  نمودار  و  جذب 

   نمونه در زیر ارائه شده است. عنوان

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

 
 

 

 
 

  fPSA زای الای برای تست انتظارد ر مورمقادی
 

 همقادیر مورد انتظار برای این آزمایش را ب  ،ه کیتنندکیدلشرکت تو

کزر  قرا اگرچه،ریر مشخص  است.  بای   ده  مقادیر  آنالیت   داین  برای 

 گردد.  تعیینرد نظر توسط آزمایشگاه مو

  

 
 

 

 های كنترل كیفي پارامتر
 

 (Within-Run)دور ندروت آزمون دق-سي دقتربر( 1

تکارزی   با  دوردرونت  دق  نمونه   ییرپذ رراابی  سه  از  حاصل  نتایج 

تکرار برای هر بار    20کاری )تدر یک نوب  وتتفام  یهاسرم با غلظت

 است. CV˂10%معیار پذیرش در این آزمایش  ونه( بررسی شد.من

 
 

 
 
 

 (Between-Run)ر دودقت بینآزمون -بررسي دقت( 2

م  رسنمونه  از سه    ی نتایج حاصلبا ارزیابی تجدیدپذیر  ردویندقت ب

)نوبت  4های متفاوت در  غلظت  با ت  5کاری  نمونابرار  رکبار  ه  ی هر 

ن هر  شد.کوبتدر  انجام  ایعم  اری(  در  پذیرش  آزمایش  یار  ن 

CV˂10% .است 

 
 
 
 

 

 (Recovery) بازیابي آزمون -يرستد ي( بررس3

مساوی دو نمونه سرم به نسبت    ،زمونهر آی  یش به ازااآزمن  در ای

یکدیگ ترکیبا  شدر  غلظت  نعبه   و  ب  نمونه،  یک  آن    fPSAوان  در 

نسبت    Bias˂10%  ،این آزمایش   پذیرش درر  یامع  .سنجش گردید

 ر است.تیجه مورد انتظانبه 

 

 

 

 

 (Linearity) ي بودنآزمون خط-يتسدر( بررسي 4

رم برای تعیین  ونه سهای مختلف نمرقت  رد  fPSAدر این تست غلظت  

بودن اند  خطی  شگیازه کیت  ا  رشیذپ  ار یمع  .دری    ش یآزما   نیدر 

Bias˂10 % .است 

 

 

 
 

 (Cross Reactivity) واكنش متقاطع آزمون-یژگيو سيربر( 5

آزمایش    ویژگی غلظتاین  کردن  اضافه  کمک  مختلفی  به  مواد  های  از 

زیرمندر جدول  در  است،  مسرای  هنمونهبه    ج  شده  واکارزیابی  نش  . 

 fPSA  به مقدار  ده ش  اضافهماده  ار  مقد  نسبت بیری نگیمتقاطع با اندازه 

یار پذیرش مع.  ه استشدرسی  برار جذب،  قدمن  هما  برای ایجاد  مورد نیاز

لیت در  آنالیت و ماده اضافه شده( برای آنا  قاطع )بسته به نوعتواکنش م

د درص  25ه شده حداکثر تا  فه اضادرصد و برای ماد  100±10محدوده  

 است.

 

 

 

 

 

 
 

 (Sensitivity) اسیتررسي حس( ب6

 Limit ofو  Limit of Detection   (LOD)اساس  بر  تیک  تیحساس

Blank (LOB)      با  برابر  و    شد  سبهمحا  ر یز  فرمول  از  ه استفاد  با 

ng/mL  08 /0 دیگرد نیی تع. 
sLOB + 1.645 SD = ODL 

b45 SD.6+ 1 b= Mean LOB 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)پایداری ررسيب( 7

Accelerated Stability Test  :فته ه  4  مدت  به   تیک  پایداری  بررسی  

   .گرادی سانت درجه 37 یدما در

In Use Stability Test  :بدر  کردن  باز  از  پس  تیک  پایداری  بررسی  

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

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

  ک ی  ماه   سه  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادی سانت  هجرد  4  یدما  در

  ت ی ک  که  دهدینشان م  یدار یاپ  یبررس  لفمختمطالعات    .اشدبمی  بار

در    رشیپذ  اریمع  .است  دار یپا  شده مشخص   یهازمان   در  نظر  وردم

درصد   20  ازکمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  ن ییه تعمربوط ب  یهاش ی آزما

   .است

 ر برچسب كالاهادستفاده شده  ا علائم
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Date of manufacture 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 
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 های مندرج برماره ا شب ند استخواهشم هرگونه مشکل بروز در صورت 

 د.ریتماس بگی (پشتیبانی بخش)ی جعبه رو

دستگاه   توجه: از  پروسسوچنانچه  الایزا  استفاده  های  کنید،  میر 

 .نمایید تمات دستگاه خود را از شرکت دریافتوانید تنظیمی

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 

OD 

Conc. 

(ng/mL) 

Cal. A 
A1 0.021 

0.023 0 
B1 0.025 

Cal. B 
C1 0.181 

0.188 0.5 
D1 0.195 

Cal. C 
E1 0.362 

0.371 1 
F1 0.380 

Cal. D 
G1 0.982 

0.999 2.5 
H1 1.016 

Cal. E 
A2 1.618 

1.631 5 
B2 1.644 

Cal. F 
C2 2.686 

2.695 10 
D2 2.704 

 

 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 1.3 10.2 5.75 5.63 97.9 

2 12.11 1.2 6.65 6.52 98 

3 0.5 9.51 5 5.15 103 

 

No. 
  

Sample 
(ng/mL) 

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

% Bias  

1 2.3 -1.1 -2.6 -2.3 -3.3 

2 5.8 0 0.8 -2.4 1.7 

3 9.3 -1.8 -1.5 1.2 -2.1 

 

Expected value (ng/mL) 

سالم  انمرد  ≤ 1.0 

 

Analyte Concentration 

AFP 
Atropine 

Acetylsalicylic acid 
Ascorbic acid 

Caffeine 
Dexamethasone 

Flutamide 
hCG 
hLH 

Methotrexate 
Prolactin 

TSH 

10 µg/mL 

100 µg/mL 

100 µg/mL 

100 µg/mL 

100 µg/mL 

10 µg/mL 

100 µg/mL 

100 IU/mL 

100 IU/mL 

100 µg /mL 

100 µg /mL 

100 mIU /mL 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fPSA (ng/mL) 0.68 3.7 9.85 

SD (ng/mL) 0.04 0.19 0.46 

CV (%) 5.9 5.1 4.7 

 

Serum Sample  1 2 3 

No. of Repeats  20 20 20 

Mean fPSA (ng/mL)  0.76 4.5 8.4 

SD (ng/mL)  0.05 0.26 0.47 

CV (%)  6.6 5.8 5.6 

 


