
 

 

 
   

  انسان سرم  در Total PSA یریگاندازه تیک
PSA ELISA Kit 96t  

Cat. No: 0924-96 / Rev: C4 (1404/09/26) 
 

 

 مقدمه: 

است    سرین پروتئازآنزیم  یک    (PSA)ژن اختصاصی پروستات  آنتی

آنسرم  سطحکه   خوش  ی  تومورهای  انواع  و در  بدخیم  خیم، 

ین فرم  ات، دومستروپ  . سرطان یابدافزایش می متاستاتیک پروستات  

 PSAسنجش مقادیر افزایش یافته    و  شایع سرطان در آقایان است

دارد.   بیماری  این  سریع  تشخیص  در  مهمی  حجم  نقش  چه  هر 

سرم هم بیشتر خواهد بود و بر این    PSAتومور بیشتر باشد، سطح  

سطح   سنجش  به  PSAاساس،  پاسخ  پایش  برای  حساس  تستی   ،

سرم    PSAبالا رفتن غلظت    تات،وس پر  نسرطادرمان است. علاوه بر  

  و   خیم پروستات مبتلا هستنددر بیمارانی که به بزرگ شدن خوش

گزارش   هستند نیزهای تناسلی مجاور التهاب بافت دچار عفونت و  یا

در   PSA غلظتگیری کمی اندازه  این کیت دحیطه کاربر شده است.

 نمونه سرم انسان به روش الایزا است.

 

  :شاصول آزمای

اا براساس  آزمایش  ساندویچ  لاین  با یزای  است.  شده  اضافه    طراحی 

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

ین استرپتاوید  ی ایمنی توسط واکنش بینهاسازی کمپلكسحرکتبی

صورت    PSAضد    لهیبادی بیوتینها و آنتی تثبیت شده در کف چاهک

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

شوند. پس از به تعادل  می  های ساندویچ تشكیلاضافه شده و کمپلكس

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

آنزیمراسوبست) سپس  ( HRPی  متوقف  و  محصول  محلول   ، کننده 

ت میونهایی  جذبلید  بیشترین  که  طول  شود  در  را    450موج  نوری 

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

دارد  PSAغلظت   ارتباط مستقیم  سرم    PSAدر نهایت غلظت   .سرم، 

 .گرددمحاسبه میبه کمک منحنی استاندارد 

 

 

 

 :محتویات کیت

   .تثبیت شده  استرپتاویدین  حاویتستی  96پلیت  میكرو (1

هایدر  یال  و  شش:  (PSA Cal A-F)های  کالیبراتور  (2   ، 0  غلظت 

 .سرم انسان  ازتهیه شده  ng/mL 50و  25، 10، 5  ،2/ 5

آنزیمیمحلول    (3 یک :  (PSA Enzyme Conjugate)  کونژوگه 

 .HRPمتصل به آنزیم  بادیحاوی آنتیلیتری میلی 11ویال 

  ل ایو  یک  :(PSA Biotin Conjugate)  ینیوتی ب  ه گوژکون  محلول   (4

 .بافر رد نیوت یب به متصل ادیبیآنت یحاو یتریلیلیم 11

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)  دوسطح    محلول 

 .یتریلیلیم

 ورق. کی: بر چسب مخصوص پلیت  (11
 

دما محلول  هیکل  :1  توجه در  سانت  8تا    2  یها    ی دارگهن  گرادیدرجه 

 .است یقابل نگهدار  زیاتاق ن یننده در دماکمتوقف محلول شوند.

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

 :باشندنميدر کیت موجود  هل مورد نیاز کوسای  واد وم

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

   .مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ونیزه.قطر دیم( آب 3
 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

هم   یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو(  1 در    دهیگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده 

از ذلاست؛   با ساشماده  استف  ا  ساخت   یهاشماره   ای  و   اهتیک  ر یترک 

 .کنید یخوددار  داًج رگید

تمام محلول2 پایدار  ات  ها(  انقضاء کیت  از محلول زمان  هایی هستند. 

 ها گذشته است استفاده نكنید.نقضاء آن اکه تاریخ 

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

ن  یانسان  شاءمن  با  تیکاین    اتیومحت(  4 منفظاز  دن بو  یر 

HIV1/2،HBsAg     وHCV  ر د  تشخیص قطعی  ولی  ؛ اندشده   بررسی 

های ز روشابا استفاده    زاتمام عوامل عفونی بیماری بودن    ی منف  مورد

پذیر  مت امكان  آزمایشگاهی  بنابراستینداول  احتمال   نی.  به  توجه  با 

بیماری آلودگی   کیزایی  و  مرمحتویات  تمام  آت،  باید    زمایشاحل 

 د.نم شوانجا یمنی ا یهادستورالعمل اق بمطاب

در هنگام و    است   یهنگام کار الزام  رد  نکیاستفاده از دستكش و ع(  5

نقاط    ریسا  ایصورت    ر رویبآن    اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیکار با ک

  جلوگیری  مخاط جداً  ریبا دهان و سامواد  از تماس    ریخته نشود.بدن  

 .یدکن

ه شده فادتاس  و سر سمپلرهای  هاهک اچ  ،هاکنترل  ماران،یبنه  نمو(  6

پسماندهابه  دیاب شوند  رد  یعفون  یعنوان  گرفته  با  و    نظر  مطابق 

 گردند.امحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 نمونه: و نگهداری  ی سازآماده  ،یآورمعج

است.  (1 سرم  آزمایش  این  برای  مناسب  بودن    نمونه  به ناشتا    فرد 

ر خواهد بود. گذاردست آمده تأثییج به نتا  تیگیری در درسمونه گام نهن

گیری سیاهرگی تهیه  نمونه خون با استفاده از تكنیک استاندارد خون

از   بعد  سرم  و  )لشود  خون  کامل  شدن  از  قد  60تا    30خته  یقه( 

الامكان  سلول حتی  شود.  جدا  خونی  نمونههای   ک، یكتریا   یهااز 

   .دینكن فاده است زیهمولو  کیمیپل

افرا2 در  باد(  دوز  که  بیوی  از  دریافت   (mg/day 5˃)ین  تلایی  را 

ساعت پس از دریافت آخرین دوز   8گیری باید حداقل  کنند، نمونهمی

 ام شود.جبیوتین ان

بانمونه   ظرف  درب  (3 باشد  کاملاً  دیها  ر  دروز    1تا    هانمونه  .بسته 

  1اکثر تا  گراد و حدیدرجه سانت  8تا    2  دمای  درروز    5تا    و  ای اتاقدم

  . قابل نگهداری و استفاده هستندگراد  ی جه سانترد  -20  یماه در دما 

 ها خودداری کنید.کردن مكرر نمونهمنجمد و ذوب  از
 

  :هامعرف و نگهداری  سازیآماده

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

  افه و دیونیزه اضلیتر آب مقطر میلی  980را به  (50X)محلول شستشو 

نگهداری کنید.   گرادیتدرجه سان  8تا    2در دمای    سازیآماده ز  پس ا

شستشو،   محلول  در  رسوب  مشاهده  صورت  رادر  بن  آن  ری  امدر 

مشاهده   تورصدر  تا رسوب حل شود.    گراد قرار دهیددرجه سانتی37

 محلول شستشو، از مصرف آن خودداری کنید. کدورت در

کیت، کل حجم   ل از شروع استفاده ازقبول رنگزا:  آماده سازی محل(  2

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

 .دنماییاستفاده    صرف کیتت تا پایان متسم  خالی نمایید و برای انجا

از مصرف د  تریا کدوآبی و  در صورت مشاهده رنگ   رنگزا،  ر محلول 

 فرمایید. ریدداآن خو
 

  :روش انجام آزمایش

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

)  یدما  به  هانمونه سانت  28  تا  22اتاق  رسگرادیدرجه  .  اندده ی( 

  یآرام  به  نکرد  ه ت  و  سر  بار  5  با  را  هاکنترل  و  هانمونه  ها،براتوریالک

 .دیکن كنواختی

انجارد  موهای  چاهک   تعداد  (1 برای  رانیاز  آزمایش  بقیه   بردارید  م  و 

رطوبترا  ها  چاهک  آلهمراه  در کیسه  دنیمیوگیر  قرار  درب   هید،ومی 

 .  ییدما ن ریگهدان  گرادیدرجه سانت 2-8ی ادم در را بسته و آن 

کالیبراتو  25  حجم   (2 از  نمونرمیكرولیتر  در  یا  و  ها  هها،  کنترل 

بهتچاهک  بریزید.  نظر  مورد  یا  های  نمونه  هر  از  که  است    براتور کالیر 

 ها ریخته شود.در چاهک  )دوپلیكیت( دوتایی صورتبه

کون  ولیتر میكر  100  حجم   (3 همه  بیوتینی  گه ژومحلول  ها  هکچا  به 

كان  آرامی ت  ثانیه روی سطح میز به  30  مدت  را به  یتپل  اضافه کنید و

 .ددهی

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

 ق انكوبه نمایید.در دمای اتا دقیقه

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

چاه هرمرت  3را  ها  ک سپس  و  با    به  محلول    300مرتبه  میكرولیتر 

آماده   ، شده آماده    شستشو معرف)بخش  مطالسازی  را  بفرمایید( ها  عه 

به  اگر  شویید.ب دسترصوشستشو  میت  انجام  انتهای   در  ،شودی 

را به  شستشو بر  پلیت  منظور به  بزنید.گیر  وبتروی دستمال رطآرامی 

فیلم قرار داده    امطابق بها،  اهک رد چادی مناسب و استانشستشو  انجام

 .اقدام نمایید 1سایت شرکتشده در وب
 

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

 

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


 

 

 
   

آنزیمی به هر چاهک اضافه    یكرولیتر محلول کونژوگهم  100  حجم  (6

 .دیکن یمرحله خوددار نیادر  تیاز تكان دادن پل. کنید

را  چاهک   (7 و  ها  بپوشانید  پلیت  مخصوص  برچسب    30ت  مدبهبا 

 دمای اتاق انكوبه نمایید. دقیقه در

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

رنگ  100  حجم  (9 محلول  از  )بخش   ه شداده  آم  یزامیكرولیتر 
بریزید ها  تمام چاهک درون  ید(  ها را مطالعه بفرمایسازی معرفآماده 

از  ه کنید.  اتاق و تاریكی انكوبیقه در دمای  دق  15ت  مدا بهو پلیت ر
 تكان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.

 

دست آمد، به  2کالیبراتور کمتر از  اگر بالاترین میزان جذب    :هتوج
امی زمان  رنگتوانید  محلول  بهنكوباسیون  را  یقه  دق  15مدت  زا 

 د.فزایش دهیا

ها هک چا  تمامه به  کنندوقفحلول مت ممیكرولیتر از    50  حجم   (10
ثانیه به آرامی تكان دهید تا تمام   20مدت  پلیت را بهاضافه کنید و  

 آن به زرد تبدیل شود. یرنگ آب

طولم  (11 در  چاهک  هر  برای  را  جذب  با نانومتر    450موج  قدار 
متد   از  تاحداک  Point to Pointاستفاده  از  دقی  15  ثر  بعد  قه 

رفرانس  از طول  )  .وانیدبخ  قف کردن واکنشمتو  630تا    620موج 
ا کنیدنانومتر  این    .(ستفاده  کالیبراتورهای  نمودار  و  جذب  میزان 
   عنوان نمونه در زیر آورده شده است.کیت به

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  PSA  الایزای ای تستبر ظارمقادیر مورد انت
 

ای این آزمایش را بررد انتظار  مو  مقادیر  ،ه کیت تولید کنند  شرکت

یر مشخص کرده است. اگرچه، این مقادیر باید برای آنالیت قرار ز  هب

    تعیین گردد.مورد نظر توسط آزمایشگاه 

 

 
 

 های کنترل کیفي پارامتر
 

 (Within-Run)دور درون آزمون دقت -بررسي دقت( 1

ارزی   دوردروندقت    تكبا  نتایج  رارپذیرابی  از  ی  نحاصل  مونه سه 

بار تكرار برای هر   20کاری )در یک نوبتمتفاوت    یهابا غلظتسرم  

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

 

 

 

 

 (Between-Run)دور دقت بین آزمون -بررسي دقت( 2

سرم  نمونه  از سه    تجدیدپذیری نتایج حاصلی  با ارزیاب  دوردقت بین

ت  5ی )کارنوبت  4در  متفاوت    هایغلظت  با براكبار  ی هر نمونه  رار 

نوبت هر  شد.در  انجام  آزمایش    کاری(  این  در  پذیرش  معیار 

CV˂10% .است 

 
 
 
 
 

 (Recovery) بازیابي  زمونآ -يدرست يس( برر3

ه نسبببت مسبباوی رم بدو نمونه س، آزمایش به ازاء هر آزموندر این  

در آن  PSA مونببه، غلظببتنوان یببک نعبببه و  ب شببدیگر ترکیبا یكد

 Bias˂18.7%  ،پببذیرش در ایببن آزمببایشمعیببار    .جش گردیدسن

 نسبت به نتیجه مورد انتظار است.

 
 
 
 
 

 

 (Linearity) ي بودنآزمون خط-يتسدر( بررسي 4

غلظت   تست  این  رقت   PSAدر  تعدر  برای  سرم  نمونه  مختلف  یین  های 

اند کیت  بودن  شدگیازه خطی  ا  رشیپذ  اریمع  .ری   شی آزما  نیدر 

Bias˂18.7% است. 

 

 

 
 

 (Cross Reactivity) آزمون واکنش متقاطع-سي ویژگيبرر ( 5

غلظت  ویژگی کردن  اضافه  کمک  به  آزمایش  مختلفیاین  مواد   های    از 

ع . واکنش متقاطارزیابی شده استسرم،  های  نمونهبه    ج در جدول زیرمندر

ناندازه با   بگیری  ماده  مقد  نی سبت  شده ار  م  اضافه  نیاز ورم  PSA  قداربه    د 

جذب،  مان  ه  ایجاد  برای استشدبررسی  مقدار  واکنش  .  ه  پذیرش  معیار 

آنا برای  شده(  اضافه  ماده  و  آنالیت  نوع  به  )بسته  ممتقاطع  در    دودهحلیت 

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

 

 

 

 

 

 

 
 

 (Sensitivity) اسیت( بررسي حس6

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

Blank    (LOB)    فرمول      استفاده  با محااز  برابر     شد   سبه  زیر      با     و 

ng/mL 09 /0 تعیین گردید. 
LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)پایداری ررسيب( 7

Accelerated Stability Test  :در  فته ه  4  مدت  به  تیک  پایداری  سیبرر  

  .گرادیسانت درجه 37 یدما

 
 

In Use Stability Test  :کردن   باز  از  پس  تیک  پایداری   بررسی  
 .گرادیسانت درجه 4 یدما در هفته  8 دتم به ،هاحلولم بدر

Shelf Stability Test  :سال   2  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس  
  ک ی  ماه   سه  هر  صورتهب  ایجنت  ارزیابی  و  گرادی سانت  درجه  4  یدما  در
  ت ی ک  که  دهدینشان م  یدار یاپ  یبررس  لفمطالعات مخت  .اشدبمی  بار
در    رشیپذ  اریمع  .است  دار یپا  شده ص مشخ  یهازمان   در  نظر  وردم

درصد   20  ازکمتر    جنتای  تغییر  ،یداریپا  ن ییه تعمربوط ب  یهاش ی آزما
 .است

 کالاها ببرچس لائم استفاده شده درع
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2.Yuan, J.J.; Coplen, D.E.; Petros, J.A.; Figenshau, 
R.S.; Ratliff, T.L.; Smith, D.S. and Catalona, W.J. 
Effects of rectal examination, prostatic massage, 
ultrasonography and needle biopsy on serum 
prostate specific antigen levels. J. Urol. 147: 810-
814; (1992). 
3.McPherson & Pincus. Henry`s Clinical Diagnosis 
and Management by Laboratory Methods. 22nd 
Edition. (2011). 

های مندرج بر ماره است با شرگونه مشكل خواهشمند ورت بروز هدر ص
 ماس بگیرید.ت (یپشتیبان بخش)روی جعبه 

دستگاه چنان  :توجه از  پروسسوچه  الایزا  میهای  استفاده  د،  ینکر 
 .نمایید تمات دستگاه خود را از شرکت دریافتوانید تنظیمی
 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 0.013 

0.019 0 
B1 0.025 

Cal. B 
C1 0.303 

0.311 2.5 
D1 0.319 

Cal. C 
E1 0.525 

0.534 5 
F1 0.543 

Cal. D 
G1 0.942 

0.948 10 
H1 0.954 

Cal. E 
A2 1.829 

1.841 25 
B2 1.853 

Cal. F 
C2 2.547 

2.565 50 
D2 2.583 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

Rec. 
(%) 

1 15.6 11.2 13.4 13.7 102.2 

2 9.7 1.9 5.8 5.7 98.3 

3 18.5 2.5 10.5 10.1 96.2 

 

 

No. 
Sample 
 (ng/mL) 

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

% Bias 

1 2.3 -1 -2.6 -2 -3 

2 6.8 0 -0.8 -2.4 -1.7 

3 11.9 -2.8 3.4 -1.5 -1.4 

 

Expected value 

م لمردان سا  < 4 ng/mL 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean PSA (ng/mL) 1.34 6.8 16.91 

SD (ng/mL) 0.07 0.31 0.67 

CV (%) 5.2 4.6 4.0 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean PSA (ng/mL) 2.53 5.41 15.11 

SD (ng/mL) 0.14 0.26 0.68 

CV (%) 5.5 4.8 4.5 

 

Concentration Analyte 

100 µg/mL Acetylsalicylic Acid 

mL100 µg/ Ascorbic acid 

mLµg/ 001 Caffeine 

mL10 µg/ CEA 

mL10 µg/ AFP 

mL10,000 IU/ CA 125 

mL1000 IU/ hCG 

mL10 IU/ hLH 

mL/100 mIU hTSH 

mL100 µg/ hPRL 

 


