
 

 

 

 در سرم انسان  Free T3 گیریاندازه کیت 
Free T3 ELISA Kit 96t  

Cat. No: 3024-96 / Rev: C4 (1404/09/08) 
 

 مقدمه: 

هورمون   (T3)یدوتیرونین  تری از  که  یکی  است  تیروئید  غده  های 

ترین پروتئین  اصلی  .جریان داردهای حامل در خون  پروتئینتوسط  

گلوبو هورمون،  این  متصلحامل  تیشلین  به    (TBG)روکسین  ونده 

آزاد   بخش  پروتئین  T3است.  به  متصل  مسئول  )غیر  حامل(  های 

می  هورمون  این  بیولوژیکی  اعمال  پروتئینکلیه  غلظت  های باشد. 

تغییر  دچار  بارداری  دوران  جمله  از  متفاوتی  شرایط  در  حامل 

غلظت  می تغییر  با  تیروئید،  نرمال  عملکرد  هنگام  در  شود. 

کند؛ در نیز تغییر می (tT3)تام سرم  T3 امل، مقدارح هایتئینپرو

غلظت  حالی  می (fT3)آزاد    T3که  باقی  ثابت  مصرف ،  ماند. 

رفتن  قرص بالا  باعث  نیز  استروژن،  با  درمان  و  ضدبارداری  های 

  fT3که در این شرایط سطح  شوند؛ در حالیدر خون می   tT3سطح

گیری کمی  اندازه ت  کی  نای اربردحیطه کماند.  بدون تغییر باقی می

 آزاد در سرم انسان به روش الایزا است. یدوتیرونینتریغلظت 
 

 :آزمایش اصول

های سرم و  نمونه. طراحی شده استرقابتی  زایالااساس  این کیت بر

حاوی   که  و    fT3کالیبراتورها  همراه   کونژوگهریغآزاد  به  هستند 

fT3    کونژوگه با آنزیمHRP  وند. در این  شیمه  ا ریختهچاهک ون  در

  تثبیت شده  fT3بادی ضد  ژن برای اتصال به آنتیصورت، دو آنتی

نمونه   fT3کنند و هر چه مقدار  چاهک با یکدیگر رقابت می   کفدر  

میزان   باشد،  آنتی  fT3بیشتر  به  کمتری  متصل کونژوگه  بادی 

از شستشوی    شود.می محلول  با  ،  هاچاهکپس  کردن    ا زرنگاضافه 

آنبستر)سو سپس   (HRPیم  زای  متوقف  و  محصول    ،کننده محلول 

تولید در  می   نهایی  میزان    450  موجطولشود که  بیشترین  نانومتر 

 جذب  شدت نتیجه    درشده  تولید    رنگ  میزان   .را داردنوری  جذب  

 نسبت معکوس دارد. درنهایت موجود در نمونه fT3، با غلظت نوری

 گردد.به میسامح ارداندمنحنی است ها توسطنمونهدر  fT3غلظت 
 

 محتویات کیت:

 تثبیت شده.    T3بادی ضدتیحاوی آنتستی  96پلیت   (1

غلظتبویال  شش  :  (fT3 Cal A-F)کالیبراتورها    (2   مختلف  هایا 

 ها.درج شده بر روی لیبل ویال آن

ویال   یک:  (fT3 Enzyme Conjugate)کونژوگه آنزیمی  محلول    (3

 .  تریلیمیلی 11

شستش  (4  20ویال  یک:  (Wash Solution-50X)و  محلول 

 لیتری.میلی

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

 لیتری.میلی

رنگ  (6  6/ 5ویال    یک:  B (Substrate Solution B)زا  محلول 

 لیتری.میلی

متوقف  (7 واکنشمحلول    12ویال  یک:   (Stop Solution)کننده 

 یتری.لمیلی

کنترل   (8 ی  محلول    0/ 5  ویالیک    :(Control Level 1)  کسطح 

 .یتریلیلیم

کنترل  (9  0/ 5  ویال  یک  :(Control Level 2)  ودسطح    محلول 

 .یتریلیلیم

 : یک ورق.پلیتچسب مخصوص رب (10

محلول  :1  وجهت دمای  کلیه  در  سانتی  8تا    2ها  نگهدرجه  داری گراد 

متوقف محلول  اکشوند.  نگهداری  قابل  نیز  اتاق  دمای  در  .  تسننده 

متفاو است  ممکن  تولید،  سری  هر  در  کالیبراتورها  و  غلظت  باشد  ت 

مق با  ویال  نوشتهادیر  مطابق  لیبل  روی  بر  گهشده  و  آنالیز    واهیا 

 باشد.می (COA)ل حصوم

 است. شده  درج COAدر  هاکنترل مقادیر: 2 توجه
 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

دستگا1 خوانش(  پلیت  ه  فیلتر  ادگر  )فیلتر    نانومتر  630و    450رای 

 .  مرجع(

 ره.ر کالیب( سمپل2

 .ر دیونیزه( آب مقط3
 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

همین  1 در  استفاده  برای  کیت  این  محتویات  ت(  گردیده    عبیهکیت 

مشلذ  ست؛ا استفاده  از  کیتا  سایر  با  شماره ترک  یا  و  ساخت  ها  های 

 دداری کنید.دیگر جداً خو

از محمحلوله  یل( ک2 پایدار هستند.  انقضاء کیت  زمان  تا  هایی وللها 

 استفاده نکنید.ها گذشته است ضاء آن که تاریخ انق

 د.نرنگی قرار ها در معرض نور مستقیم( توجه فرمایید محلول3

محتو4 کیت (  بودن    یات  منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  ، HBs Agبا 

HIV1/2    وHCV    فی  قطعی در مورد من  صاند؛ ولی تشخی شده بررسی

بیماری  عفونی  عوامل  تمام  روش  زابودن  از  استفاده  متداول ها با  ی 

باامکان آزمایشگاهی   بنابراین،  نیست.  احتمال    پذیر  گرفتن  نظر  در 

و محتوییازری بیما   آلودگی  باید  کیتات  ی  آزمایش  مراحل  تمام   ،

 های ایمنی انجام شود.مطابق با دستورالعمل

گام کار الزامی است. در هنگام ش و عینک در هنکت( استفاده از دس5

ت یا سایر نقاط حتویات آن بر روی صورکیت دقت فرمایید که م  کار با

  جلوگیری  جداً  مخاط  د. از تماس مواد با دهان و سایربدن ریخته نشو

  ید.کن

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

پسمابه   دیاب شوند  یعفون  یها دنعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  مطابق 

 گردند.اء امح یعفون یاندهاپسم عدف الزامات
 

 سازی و نگهداری نمونه: آوری، آماده جمع

ناشتا بودن فرد  د.  کنیاده  فتسم ا سر  یاهاز نمونهبرای این آزمایش    (1

گذار خواهد  دست آمده تأثیرگیری در درستی نتایج بههنگام نمونه  به

استاندارد خون من  بود. تکنیک  از  استفاده  با  رگی هگیری سیاونه خون 

دقیقه( از    60تا    30خون )عد از لخته شدن کامل  تهیه شود و سرم ب

الامکانسلول حتی  شود.  جدا  خونی  ن  های   ، کیکتریا  یاهمونهاز 

   .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل

باید  نمونه ظرف  درب    (2 بکاملاً  ها  د ر 1تا    هانمونهاشد.  بسته  ر  وز 

 ا اکثر تگراد و حددرجه سانتی  8تا    2مای  دروز در    7تا    و  ای اتاقدم

دمای   در  ماه  سانتی   -20یک  استفاده  درجه  و  نگهداری  قابل  گراد 

 .داری کنیددها خوهستند. از منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه
 

 ها:زی و نگهداری معرف ساهآماد

شستشوآماده (  1 محلول  نگهداری  و  از  لیمی  20حجم    : سازی  لیتر 

اضافه و   لیتر آب مقطر دیونیزهمیلی 980را به  (50X)محلول شستشو 

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

درجه    37  ماریدر بن    ار ، آنوش در صورت مشاهده رسوب در محلول شست 

مسانتی صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  قرار  داشگراد  کدورت  ر هده 

 .ن خودداری کنیدآمحلول شستشو، از مصرف 
کیت، کل حجم محلول    ده ازل از شروع استفاقبزا:  سازی محلول رنگ( آماده 2

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

م پایان  تا  تست  انجام  کیتبرای  مشاهده   .دنمایی استفاده    صرف  صورت  در 

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

 روش انجام آزمایش:  

 ی ها به دماو نمونه  تی که تمام اجزاء ک  دیوش  نئمطم  شیماآزقبل از شروع  

 ها نمونهو    ها، کنترلهابراتوری. کالاندده یرس  (گرادیدرجه سانت  28تا    22اتاق )

 .دیکن  کنواخت ی یمآراردن بهبار سر و ته ک 5را با 

ها  چاهک  هیو بق  دیرا بردار  شیانجام آزما  یبرا  ازیمورد ن  یها( تعداد چاهک 1

درب آن را بسته و در    د،یقرار ده  یومینیآلوم  سهیک  رد  ر یگبتوطاه رمرهرا به

 .دیی نما ینگهدار گرادیدرجه سانت 8تا  2 یدما

از کالیبراتورها  50  حجم  (2 های  چاهک ها در  ونه منیا  و    ها،کنترلمیکرولیتر 

است  مور بهتر  بریزید.  نظر  یا    ازد  نمونه  دوتایی   کالیبراتورهر  صورت  به 

 ریخته شود. هادر چاهک ()دوپلیکیت

کونژوگه آنزیمی به هر چاهک اضافه کنید و   محلول  میکرولیتر   100  حجم  (3

 ان دهید.ثانیه بر روی میز تک 30آرامی به مدت پلیت را به

را  چاهک   (4 بپوشبرچسب مخص  ابها  پلیت  دقیقه در   60  مدتانید و بهوص 

 دمای اتاق انکوبه نمایید.

را  محتویات چاهک   (5 یا    باها  پلیت  کنید.  آسپوارونه کردن  تخلیه  یراسیون 

  ی میکرولیتر محلول شستشو  300مرتبه و هر مرتبه با    3ها را  سپس چاهک 

آماده آماده   )بخش  را  معرفسازی  شده  بفرماها  اگر    د(ییمطالعه  بشویید. 

ی پلیت را بر  آرامبهشود در انتهای شستشو  دستی انجام می  صورتبهشو  شست

نجام شستشوی مناسب و استاندارد ر امنظوبه  گیر بزنید.بتروی دستمال رطو

 اقدام نمایید. 1سایت شرکتفیلم قرار داده شده در وبها، مطابق با چاهک 

ها را سازی معرفه )بخش آماده شده  آمادرنگزای  از    تر یکرولی م  100  حجم  (6

در    قهیدق  15مدت  را به  تیلپ  وید  ها بریزتمام چاهک درون  مطالعه بفرمایید(  

تار  یدما و  نما  یکیاتاق  تکا.  دییانکوبه  پلاز  دادن  ا  ت ین  مرحله    ن یدر 

 .دیکن یخوددار
 

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

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


 

 

 

بالاترجهتو اگر  دست    به  2از  کمتر    براتور یکالجذب    زان یم  ن ی: 

م انکوباس  دیتوانیآمد،  به  ونیزمان  را  رنگزا    15مدت    محلول 

 .دیده شیافزا قهیدق

  ه ی کننده واکنش به کلاز محلول متوقف  تر یکرولی م  50  حجم  (7

تکان    یه آرامب  هینثا  20مدت    هرا ب  تیو پل  دیها اضافه کنچاهک 

 د.شو لیزرد تبدآن به  یرنگ آب تا تمام دیده

جذب    (8 طولمقدار  در  چاهک  هر  برای  نانومتر    450  موجرا 

تا   واکنش  15حداکثر  کردن  متوقف  از  بعد  )از  خوانید  ب  دقیقه 

رف موج  کنید(.  630تا    620س  انرطول  استفاده  این   نانومتر    در 

به غلظت  قابل   Point to Point  و  4PLروش  آزمایش محاسبه 

  Aغلظت کالیبراتور    4PLاز روش    در صورت استفاده   ؛ است  اجرا

 گیرد.ب  در نظر  (pg/mL  0.01ل  عنوان مثارا عددی کوچک )به

عنوان نمونه در ورهای این کیت بهکالیبرات  مودارذب و نج  میزان

 .آورده شده است زیر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 الایزا به روش   fT3  زایلایا تبرای تسمقادیر مورد انتظار 
 

ت را به تسد انتظار برای این  ، مقادیر مورکننده کیتشرکت تولید

دیر برای هر آنالیت قا قرار زیر مشخص کرده است. اگرچه، این م

 گردد.  تعیینیشگاه ماط آزباید توس
 

 

 

 های کنترل کیفی پارامتر
 (Within-Run)آزمون دقت درون دور -( بررسی دقت1

درون حاصل  ار  اب  ردودقت  نتایج  پذیری  تکرار  نمونه  زیابی  سه  از 

ر  بار تکرار برای ه  20کاری )وبتن  های متفاوت در یکسرم با غلظت

 است. CV˂10%مایش آزذیرش در این ( بررسی شد. معیار پنهنمو

 

 

 
 

 (Between-Run)دور آزمون دقت بین-( بررسی دقت2
سه نمونه سرم   از اصلج حی تجدید پذیری نتایدور با ارزیابدقت بین

برای هر   5کاری )تنوب  4اوت در  های متفبا غلظت تکرار  مونه  ن  بار 

نوبت هر  ش در  انجام  معیکاری(  آزمای   ارد.  این  در  ش  پذیرش 

CV˂10% است. 

 

 

 
 

 (Recovery)بازیابی ون مآز-یدرست ی( بررس3

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

در آن  fT3غلظددت نوان یددک نموندده، عبدده و شددد کیددبتر گرییکددد

نسبت    Bias˂10%  ،ر این آزمایشدمعیار پذیرش  .سنجش گردید

 مورد انتظار است.ه به نتیج

 
 
 

 

 (Linearity) آزمون خطی بودن-یرسی درستبر( 4
غلظت   تست،  این  رقت  fT3در  برای  در  سرم  نمونه  مختلف  های 

خ اندازتعیین  کیت  بودن  ا  رشیپذ  اریمع  .دشی  رگیه طی   ن یدر 

 است. Bias˂10% شی آزما

 

 

 

 

 (Cross Reactivity)متقاطع واکنش آزمون -( بررسی ویژگی5

کردا  ویژگی اضافه  با  آزمایش  مواد  های  لظتغن  ین  از  مختلفی 

گرفت.  ندرم قرار  سنجش  مورد  سرم،  نمونه  به  زیر  جدول  در  ج 

انداز با  متقاطع  د ه واکنش  بین  نسبت  ادام  وزگیری  به  ضه  شده  افه 

عیار  م  مان مقدار جذب ارزیابی شد.رای ایجاد هبمورد نیاز    fT3دوز  

نوع   به  )بسته  متقاطع  واکنش  شده(آنپذیرش  اضافه  ماده  و   الیت 

آنالیرب اضافه شده    100±10ت در محدوده  ای  برای ماده  درصد و 

 درصد است. 25حداکثر تا 

 

 

 

 

 
 

   (Sensitivity)سیت ( بررسی حسا6

 Limitو  Limit of Detection  (LOD)س  بر اسا  ت کی  تیاسحس

of Blank (LOB)    زیر محاسبه شد و برابر باول  ز فرمابا استفاده 

pg/mL 0 /1 تعیین گردید. 
 

s1.645 SD = LOB + DLO 

b+ 1.645 SDb an= MeLOB  
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)پایداری ررسیب( 7

Accelerated Stability Test  :4  مدت  به  تیک  پایداری  بررسی 

  .گرادیسانت درجه 37 یدما در فتهه

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

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

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

  سه   هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و   گرادیتناس  جهدر  4  یدما  در  سال

  .اشدبمی بار کی ماه 

  نظر   وردم  تیک  که  دهدینشان م  یداریاپ  یررسب  لفمخت  مطالعات

در   رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یهازمان   در

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

  .استدرصد 
 

 سب کالاهابرچ رده  داستفاده شعلائم 
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های مندرج هشمند است با شماره رگونه مشکل خواه رت بروزودر ص

 تماس بگیرید. (نیخش پشتیباب) بر روی جعبه 

دستگاه   هچانچن  :توجه پروسسواز  الایزا  میهای  استفاده  د،  ینکر 

 .نمایید ته خود را از شرکت دریافمات دستگاتوانید تنظیمی
 

 Authorized representative in the 

European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 
Batch code 

 
In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 2.735 

2.737 0 
B1 2.739 

Cal. B 
C1 2.279 

2.317 1.5 
D1 2.355 

Cal. C 
E1 1.777 

1.821 4 
F1 1.865 

Cal. D 
G1 1.202 

1.232 8 
H1 1.262 

Cal. E 
A2 0.862 

0.874 12 
B2 0.886 

Cal. F 
C2 0.468 

0.476 20 
D2 0.484 

 

 

Normal Range (pg/mL) 

< 1.7 Less than Normal 

≥ 1.7 – 4.2 ≥ Normal 

4.2 < More than Normal 

1.8 – 4.2 Pregnancy 

 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

1/2 1/4 1/8 

% Bias  

1 6.96 -1.7 3.2 -2 

2 8.50 0.1 -1.2 -0.7 

3 10.12 0.4 -3.7 -3.4 

 

Analyte 
Cross 

Reactivity 
Conc 

Levo-Triiodothyronine 
Levo-Thyroxine 
Iodothyrosine 

Diiodothyrosine 
Diiodothyronine 
Phenylbutazone 

Sodium salicylate 

1 
<0.0002 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

 
10 µg/mL 
10 µg/mL 
10µg/mL 
10µg/mL 
10µg/mL 
10µg/mL 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

Added 
(pg/mL) 

Exp. 
(pg/mL) 

Obs. 
(pg/mL) 

% Rec. 

1 2.3 4.2 3.25 3.4 104.6 

2 5.8 7.1 6.45 6.8 105.4 

3 6.5 8.5 7.5 7.3 97.3 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (pg/mL) 2.82 6.11 14.51 

SD (pg/mL) 0.16 0.33 0.59 

CV (%) 5.7 5.4 4.1 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (pg/mL) 1.51 4.36 8.65 

SD (pg/mL) 0.07 0.20 0.36 

CV (%) 4.6 4.6 4.2 

 


