
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  D aminVit OH-25 گیریاندازه کیت 
25-OH Vitamin D ELISA Kit  

96 Tests: Cat. No: 6724-96 
192 Tests: Cat. No: 6924-192 

Rev: C5 (1404/09/08) 
 

 مقدمه: 

 یااست که در جذب فعال روده  یدیهورمون استروئ کی D نیتامیو

 زومریدو ا   یدارا  نیماتی و  نینقش دارد. ا  میهومئوستاز کلس  میو تنظ

به    لیدروکسیگروه ه  کی. در کبد  باشدیم  D3و    D2  نیتحت عناو

و  D  نیتامیو  25کربن   اضافه    د یتول  D  نیتامیو  یدروکسیه-25، 

اشودیم را   D  نیتامیو  غالبفرم    ت، یمتابول  نی.  خون  گردش  در 

فرد   کی  D  نیتامیو  زانیم  قیعنوان نشانگر دقو به  دهدیم  لیتشک

گ نظر  مردر  انتقال  شودیفته  با  به    D  نیتامیو  یدروکسیه-25. 

  -25،1فرم فعال )  ون،یلاسیدروکسیه  ۀمرحل  نیو انجام آخر  هاهیکل

 یاتیح  ینقش  فاگریکه ا  شودی ( حاصل مD  نیتامیو  یدروکسی ه  ید

متابول کنترل  و  سم یدر  کمبود  است.  عنوان  به  D  ن یتامیاستخوان 

دخ بس  لیعامل  ب  یاریدر  استخوان،    یپوک  جمله  از  های مار یاز 

  ، تیک  ن یکاربرد ا  طهی. ح دشویشناخته م  ی و استئومالاس  سمیتیراش

و  یکم  یریگاندازه  الا  D  نیتامیغلظت  روش  به  انسان  سرم    زا یدر 

 .باشدیم

 

 اصول آزمایش: 

الا  شیآزما  نیا اساس  نمونه  یطراح   یرقابت  یزایبر  است.    ها، شده 

کنترل  هابراتوریکال بهو  مح ها  چاهک ولهمراه  در  رهاکننده  ها ل 

طشوندیم  ختهیر در  انکوباس  ی.  و  ونیزمان  از    D  نیتامیاول، 

آنت  یاتصال   یهانیپروتئ به  و  شده  در    تیتثب  یبادی رها    کف شده 

مچاهک  متصل  تخلشودیها  از  پس  شستشو  ه ی.  ها، چاهک   ی و 

آنز  D  نیتامیو با  شده  م  HRP  میکونژوگه  به   شودیاضافه  و 

. پس از  گرددیچاهک متصل م  کفدر    یبادی نتآ  یخال  یهاگاه یجا

چاهک   یشستشو )سوبسترامجدد  رنگزا  محلول  افزودن  با    ی ها، 

متوقفHRP  میآنز محلول  و   شودیم  دیتول  یینها  محصول  کننده( 

ب نور  ن یشتریکه  در طول  یجذب  دارد. شدت   450موج  را  نانومتر 

نور و  یجذب  غلظت  با  ن  D  نیتامیهر چاهک  آن  در  ت  بسموجود 

غل دارد.  ومعکوس  نمونه  D  نیتامیظت  توسط  در  منحنی ها 

 .گرددیمحاسبه م استاندارد

 یات کیت: محتو
 محتویات کیت تستی  96کیت  تستی   192کیت  

 
 عدد  یک عدد  دو

تثبیت بادی آنتی تستی حاوی 96 تیپل 

   Vit Dضد شده 

با   ویال شش 

،  10، 2 هایغلظت

30 ،50  ،70  ،120  

ng/mL . 

  اب ویال شش

،  10، 2 هایغلظت

30 ،50  ،70  ،120  

ng/mL . 

   )F-Cal A Vit D (کالیبراتورهای

  11ویال دو  

 لیتریمیلی

  11ویال  کی

 لیتریمیلی
   یمیکونژوگه آنزمحلول  

)D Enzyme Conjugate Vit( 

  11ویال دو  

 لیتریمیلی

  11ویال  کی

 لیترییمیل 
 کننده رها ولل مح

 (Vit D Releasing Agent) 
  20ویال  کی 

 لیتریمیلی

  20ویال  کی

 لیتریمیلی
 (50X)محلول شستشو 

)50X-Wash Solution( 

  6/ 5ویال دو  

 لیتریمیلی

  6/ 5ویال  کی

 لیتریمیلی
 A رنگزامحلول 

(Substrate Solution A) 

  6/ 5ویال دو  

 لیتریمیلی

   6/ 5ویال  کی

 تریلیییل م
 B رنگزامحلول 

(Substrate Solution B) 

  12ویال  کی 

 لیتریمیلی

  12ویال  کی

 لیتریمیلی
 کنندهمحلول متوقف

(Stop Solution) 
  5/0  )های(ویال 

 لیتری میلی

  5/0  )های(ویال

 لیتری میلی
 کنترل  محلول

)Control D Vit( 

 برچسب مخصوص پلیت ورق کی ورقدو  
 

ند.  وش ینگهدار گرادیدرجه سانت 8تا  2 یها در دماتمام محلول: 1 توجه

ز  با  یهامعرف  است.  یقابل نگهدار  زیاتاق ن  یکننده در دمامحلول متوقف

 60  مدتبهگراد  یدرجه سانت  8تا    2  یادم  در  یرت نگهدار وص  ردده  ش

 باشند.یم داری روز پا

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

 تأمین نشده در کیت:  مواد و وسایل مورد نیاز

دستگاه 1 فیلتر    گرشنخوا  (  دارای  )فیلتر   نانومتر  630و    450پلیت 

 .  مرجع(

 .یبره لر کال( سمپ2

 آب مقطر دیونیزه.( 3
 

 : تکی ر استفاده ازاط داحتی

در همین کیت تعبیه گردیده است؛  تویات این کیت برای استفاده  حم(  1

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

 .اییدم ن ریادخود

که    هاییمحلول. از  هستندها تا زمان انقضاء کیت پایدار  ( کلیه محلول2

 .دنشوستفاده ا ه استگذشت هاانقضاء آن اریخ ت

 ر مستقیم قرار نگیرند.ها در معرض نوایید محلولفرم توجه( 3

بودن4 منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  محتویات   )  HBs Ag ،

HIV1/2    وHCV    منفی  دانه دشبررسی مورد  در  قطعی  تشخیص  ولی  ؛ 

بیماری عفونی  عوامل  تمام  استفازبودن  با  ازا  متداول روش  ده  های 

آلودگی ن، با در نظر گرفتن احتمال  اینابرب  ت.یسپذیر نکان امگاهی  زمایشآ

بیماری  با  و  مطابق  باید  آزمایش  مراحل  تمام  کیت،  محتویات  زایی 

 های ایمنی انجام شود.ورالعملدست

اده از دستکش و عینک در هنگام کار الزامی است. در هنگام کار  فتاس(  5

  دنب  اطیا سایر نقت  ی صوربر رو محتویات آن    ید کهفرمایا کیت دقت  ب

 .  نماییدجلوگیری ن و سایر مخاط نشود. از تماس مواد با دها تهریخ

 د یااستفاده شده ب  و سر سمپلرهای  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه ب(  6

دفع    الزاماتمطابق با  و    در نظر گرفته شوند  یعفون  ین پسماندهااوعنبه

 گردند.امحاء  یعفون یدهاپسمان
 

 :  نمونهاری  دو نگهسازی آماده  ،یآورعجم

هنگام    سرم است. ناشتا بودن فرد به  شیآزما  نیا  ی( نمونه مناسب برا1

درست  یریگنمونه تأثبه  جینتا  یدر  آمده  بود.    رگذاریدست  ه  نونمخواهد 

با تکن  خون  از  و    ودش  هیته  یاهرگیس  یریگاستاندارد خون  کیاستفاده 

  ی خون  یهاول( از سلقهیدق  60تا    30ن ) دن کامل خوش  لخته  عد ازسرم ب 

حتگردد  داج نمونه  ی.  از  همول  کیپمیل  ک،یکتریا  یهاالامکان   ز یو 

 .  نشوداستفاده 

 ی روز در دما  5  اتا  هکاملاً بسته باشد. نمونه  دیبا  ها( درب ظرف نمونه2

سانت  8تا    2 تا    گرادیدرجه  حداکثر  در  کیو  درجه    -20  یدما  ماه 

ن  گرادیسانت هستند.    یگهدارقابل  استفاده  منو  کردن  از  ذوب  و  جمد 

 .دیکن یها خوددارنهمکرر نمو

 

 :هامعرف ی و نگهداری سازهمادآ

  ل وحللیتر از ممیلی  20حجم    سازی و نگهداری محلول شستشو:ه دما( آ1

به    (50X)شستشو   اضافه و پسمیلی  980را  از    لیتر آب مقطر دیونیزه 

ورت ص  ردید.  گراد نگهداری کننتیجه سادر  8تا    2ای  مدر  دی  سازآماده 

ممشاهد در  رسوب  آنه  شستشو،  ماری    حلول  بن  در  درجه   37را 

ت در  تا رسوب حل شود. در صورت مشاهده کدورد  هیر داگراد قرسانتی

 .نماییدودداری ز مصرف آن خا و، محلول شستش

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

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

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

ان رر محلول  د  تریا کدوآبی و  مشاهده رنگ    ری دداآن خوز مصرف  گزا، 

 فرمایید.
 

 :  انجام آزمایش شور

نمونه و  کیت  اجزاء  تمام  که  شوید  مطمئن  آزمایش  شروع  از  به  قبل  ها 

ها نمونه  ،هاتوررایباند. کالگراد( رسیده سانتیدرجه    28تا    22دمای اتاق )

 د.ت کنیی یکنواخامآربار سر و ته کردن به 5با را  هاکنترلو 

انجام    ازین  ردموای  هچاهک  تعداد  (1 بقیه    آزمایشبرای  و  بردارید  را 

گیر در کیسه آلومینیومی قرار دهید، درب آن  همراه رطوبتها را بهاهک چ

 نمایید.ی ارگراد نگهددرجه سانتی 8تا  2را بسته و در دمای 

-هکچا   در  را  کنترل  یاها و  نمونه  ،کالیبراتورها  از  میکرولیتر  25  ( حجم2

 صورتبهور  براتکالی  یا  نمونه  هر  از   که   است   بهتر   .یدیزبر  نظر  مورد  های

 . شود ریخته هاچاهک در )دوپلیکیت( دوتایی

به هر چاهک اضافه   Vit Dرهاکننده    محلول از    تریکرول یم  100( حجم  3

 .دیتکان ده یآرامبه  هیثان 30 مدتبهرا   تیلپ و دیکن

  قهی دق  30  دتم به  و  دیبپوشان  تی پلوص  مخصب  چسبربا  را  ها  چاهک   (4

 .دیینما  بهانکو اتاق یدر دما

چاهک   (5 تخلیه محتویات  آسپیراسیون  یا  پلیت  کردن  وارونه  با  را  ها 

ل  لومیکرولیتر مح  300مرتبه و هر مرتبه با    3ها را  کنید. سپس چاهک 

آماده آماده   یشستشو )بخش  معرفشده  بفرمایید( سازی  مطالعه  را   ها 

ابشو میانجا  دستی  ترصوبهشو  گر شستیید.  انم  در    شستشوتهای  شود 

رطوبت آرامبه دستمال  روی  بر  را  پلیت  بزنید.ی  انجام  به  گیر  منظور 

ها، مطابق با فیلم قرار داده شده در شستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 .اقدام نمایید 1یت شرکتساوب

به هر چاهک   Vit D  یمینزکونژوگه آ محلول  از    تر یکرولیم  100( حجم  6

 از .  دییاتاق انکوبه نما  یدر دما  قهیدق  30  مدتبهرا    تو پلی  دیاضافه کن

 .نمایید یخودداراین مرحله در  تیتکان دادن پل

کرد  پلیت   (7 وارونه  با  تخلیهرا  آسپیراسیون  یا  چاهک   دیکن  ن  را و  ها 

 ید.شستشو ده 5ق با مرحله مطاب

رن  100  حجم  (8 آماده )  شده   اده مآگزای  میکرولیتر محلول  سازی بخش 

 مدت بهپلیت را    .ها بریزیددرون تمام چاهک  (ها را مطالعه بفرماییدمعرف

اتاق و تاریکی انکوبه    20 در از تکان دادن پلیت  .  دیینمادقیقه در دمای 

 .اییدنم ودداریاین مرحله خ
 

 

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

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


 

 

 

 
   

ب اگر  میالاتریتوجه:  جذن  از  زان  کمتر  کالیبراتور  آمد،   2ب  دست    به 
به  دتوانیمی را  رنگزا  انکوباسیون محلول  افزایش    15مدت  زمان  دقیقه 

 دهید.
ها  کننده واکنش به کلیه چاهکرولیتر محلول متوقفمیک  50  حجم  (9

را   پلیت  و  کنید  تکاآرامبهه  یثان  20  مدتبهاضافه  دهید  ی  تمام    تان 
 .یل شودتبد  به زردرنگ آبی آن 

نورشدت    (10 چاهک    یجذب  تا  را  هر  از    قه یدق  15)حداکثر  پس 
ز ا)  نمایید  گیریاندازه نانومتر    450موج  در طولمتوقف کردن واکنش(  

  ش یآزما  نیدر ا  .(نانومتر استفاده کنید  630تا    620نس  اموج رفرطول
غمبرای  (  Logic-log  ای)  4PLروش  از   نماییدظت  لحاسبه   .استفاده 

نمو  جذب  میزان کالیبراتورهایو  دبه  تی ک  نیا  دار  نمونه    ریزر  عنوان 
 آورده شده است.

 Point to ، نمودار4PLتوجه: در صورت عدم امکان استفاده از نمودار 

Point باشد. یجهت محاسبه غلظت قابل استفاده م ز ین 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

 Vit Dیزای تست الا  رایب ورد انتظارم مقادیر

 قرارتست را به  نیا  یمورد انتظار برا  ریادمق  ،تی ک  ده کنندیلوشرکت ت

 دیبامورد نظر  تیآنال یبرا ریمقاد نیمشخص کرده است. هرچند؛ ا ریز

 .گردد نییتع اه شگ یتوسط آزما

 
 

 
 
 

 فی های کنترل کیپارامتر
 

 (Within Run)دور آزمون دقت درون-( بررسی دقت1

تکراربا    دوردرون  دقت نتایپذ   ارزیابی  با    یجری  از سه نمونه سرم  حاصل 

بار تکرار    20کاری )نوبتدر یک  نترل  سه سطح ک  وهای متفاوت  غلظت

مع بررسی شد.  نمونه(  هر  دریبرای  پذیرش    CV˂10%زمایش  آاین    ار 

 است.
 

 
 
 

 (Between Run)ور دآزمون دقت بین-( بررسی دقت2

سههرم بهها ونههه ه نمس ل ازی نتایج حاصپذیر با ارزیابی تجدید  دوردقت بین

بار تکرار برای   5ی )کارنوبت  4  در  و سه سطح کنترل  ای متفاوتهغلظت

مههایش پههذیرش در ایههن آز  کاری( بررسی شد. معیارهر نمونه در هر نوبت

CV˂10% .است 

 

 
 
 

 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3

ازاب  آزمایشن  یادر   آزمونه  هر  نمون  ،ء  نسبتدو  به  سرم  با امس  ه  وی 

گیری شد.  ه اندازه دست آمدکیب بهدر تر  Vit Dیگر ترکیب و سطح  یکد

نتظار ابه نتیجه مورد    نسبت  Bias˂10% ،معیار پذیرش در این آزمایش

 است.

 

 

 

 (Linearity)آزمون خطی بودن -بررسی درستی ( 4

ن  برای تعیی  نمونه سرم  مختلفهای  ر رقتد  Vit D  غلظت  ،ستت  در این

ک  خطی شددازه نایت  بودن  ا  رشیپذ  اریمع  .گیری    ش یآزما  نیدر 

Bias˂10% است. 

 
 
 

 

 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

به ترکیبات مندرج در جدول زیر  ه کردن  ش با کمک اضافماین آزای  ویژگی

  ماده  غلظت یری نسبت  گندازه قاطع با ا اکنش متو  .شدجش  سن  ، نمونه سرم

 ارزیابی د همان مقدار جذب  برای ایجا  ازین  مورد  Vit D  تغلظبه    شده اضافه  

ه شده(  ار پذیرش واکنش متقاطع )بسته به نوع آنالیت و ماده اضاف. معیشد

درصد و برای ماده اضافه شده حداکثر تا    100±10یت در محدوده  نالبرای آ

 ست.د ارصد 25

 

 

 

 
 

    (Interference) اخلات ( بررسی تد6

مورد ارزیابی  Vit D د تداخلات رایج در سنجشدرص  ،رزی  س فرمولاسا  بر

 : ر گرفتقرا

 

 

تند گذار نیسثرا  Vit Dی  گیردر واکنش انداره ذکر شده در جدول زیر  موارد  

 .کنندداخله ایجاد نمیم و
 

 
 
 

 

 
 

   (Sensitivity)بررسی حساسیت  ( 7

به روش  حساس   Limit of  Detection  (LOD)س  اسابرو    4PLیت کیت 

  اسبه شد و برابر بابا استفاده از فرمول زیر مح   Limit of Blank (LOB)و

ng/mL 1 /2 تعیین گردید. 
s5 SDLOD=LOB + 1.64 

LOB= Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)پایداری ررسیب( 8

Accelerated Stability Test  :فته ه  4  دتم  به   تیک  پایداری  بررسی  
   .گرادی سانت درجه 37 یدما در

 

In Use Stability Test  :بدر  کردن  باز  از  پس  تیک  پایداری  بررسی  
 .گرادیتسان  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت  به ،هامحلول

Shelf Stability Test  :سال  2  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  ی بررس  
 ارب  کی  ماه   سه  هر  رتصوهب   نتایج  ارزیابی  و  گرادی سانت  درجه  4  یدما  در
م  یدار یا پ  ی بررس  لفمطالعات مخت  .اشدبمی   ورد م  تیک  که  دهدینشان 
  ی اهش ی در آزما  رشیپذ   اریمع  .است  داری پا  شده مشخص  یها زمان   در  نظر

 .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا نییه تعمربوط ب

 لاهاعلائم استفاده شده در برچسب کا
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ج بر درهای منره ل خواهشمند است با شماگونه مشک  در صورت بروز هر
 .بگیرید ماست (انیپشتیب بخش)عبه وی جر

توانید د، میینکر استفاده میهای الایزا پروسسوچه از دستگاه چنان  :توجه

 .نمایید تمات دستگاه خود را از شرکت دریافتنظی
 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 1.823 

1.837 2 
B1 1.851 

Cal. B 
C1 1.511 

1.492 10 
D1 1.473 

Cal. C 
E1 1.138 

1.139 30 
F1 1.139 

Cal. D 
G1 0.962 

0.972 50 
H1 0.982 

Cal. E 
A2 0.809 

0.846 70 
B2 0.883 

Cal. F 
C2 0.613 

0.613 120 
D2 0.613 

 

Level Concentration (ng/mL)  

Deficient < 20 

Insufficient 20 - 29 

Sufficient 30 - 100 

Potential Toxicity >100 

 

Sample / 
Control 

1 2 3 Ctrl. 1 Ctrl. 2 Ctrl. 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 12.3 51.6 94.1 8.1 28.7 88.9 

SD (ng/mL) 0.6 2.4 4.1 0.4 1.3 3.7 

CV (%) 4.9 4.6 4.3 4.9 4.5 4.2 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 8.4 28.9 18.6 19.1 102.7 

2 41 85.1 63 60.5 96 

3 34.8 112 73.4 69.8 95.1 

 

Sample / 
Control 

1 2 3 Ctrl. 1 Ctrl. 2 Ctrl. 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 11.8 46.3 87.2 7.9 28.1 88.4 

SD (ng/mL) 0.6 2.3 4.1 0.38 1.32 3.94 

CV (%) 5.1 5 4.7 4.8 4.7 4.5 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

% Bias  

1 37.5 0.9 -1.7 -2.4 2.6 

2 52.3 0.8 1.6 2.2 2.5 

3 109.3 0.6 1.1 -1.9 -2.3 

    

Cross Reactivity Analyte 

1.000 25-OH vitamin D2 

1.000 25-OH vitamin D3 

0.0076 vitamin D2 

0.004 vitamin D3 

1.150 Active D3 1,3,25-(OH)3 vitamin D3 

1.9000 Active D2 1,3,25 Hydroxy Vitamin D2 

 

Up to 5 g/dL Hemoglobin 

Up to 10 g/dL Triglyceride 

Up to 0.2 g/dL Bilirubin 

Up to 10 g/dL Cholesterol 

 

 ر ت مداخله گاز افزودن آنالی میانگین غلظت بعد -ه گر ین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخلنگمیا

 
100 × 

 گرغلظت آنالیت مداخله 
 درصد تداخل  =


