
 

 

 سرم انسان در Free T4 گیری کیت اندازه 
Free T4 ELISA Kit 96t 

 Cat. No: 3124-96 / Rev: B4 (1404/09/08) 
 

 مقدمه: 

بخششا ام شش  تیروکسین، هورمون اصلی غده تیروئید است که  

. تیروکسین جریان داردهای حامل در خون  پروتئینتوسط  آن  

 اصششلیل  وئس، منیست  لپروتئین حامل متصبه    که  (fT4)آزاد  

گیری سطح سششرمی است. اندازه اممال بیولوژیکی این هورمون  

fT4  های مرتبط با یربه من ور بررسی مملکرد تیروئید و بیما

اسششتداده از  ،. در شششرایطی ن یششر بششارداریآن اهمیششت دارد

هششای های ضد بارداری و استروژن درمانی غل ت پروتئینقرص

 ییششراک کششا  غت بششاکششه  دکنشش تغییششر میتیروکسششین حامششل 

غل ششت   کششهیدرحال؛  همراه خواهششد بششود  (tT4)تیروکسین تام  

fT4  ایششن   یطششه کششاربردح  ماند.باقی میو نرمال  ثابت    صورکبه

گیری کمی غل ت تیروکسین آزاد در سششرم انسششان اندازه کیت  

 به روش الایزا است.

 

 :اصول آزمایش

 یدباآنتی  و  گردیده حی  رقابتی طرا  الایزایاین تست بر اساس  

های حاوی نمونه  ها تثبیت شده است.چاهک  کفدر    fT4  ضد

fT4  همراه  بهfT4    بششا آنششزی  شده  کونژوگهHRP هششا در چاهک

ژن بششا یکششدیرر بششرای واکششنا بششا دو آنتششید و شششونریختششه می

اضافه با ، هاچاهکپس از شستشوی   .کنندبادی رقابت میآنتی

محلششول   سو سپ  (HRPسترای آنزی   )سوب  زاکردن محلول رنر

 مششو طولشششود کششه در  می  محصول نهایی تولید  ،کننده متوقف

 جششذ  شدک  .را داردنوری  نانومتر بیشترین میزان جذ     450

یا و  کالیبراتور ،در نمونه موجود fT4با غل ت   نوری هر چاهک

ها در نمونششه  fT4غل ششت    تیدرنهامعکوس دارد.    رابطه  کنترل

 د.گردیمحاسبه متوسط منحنی استاندارد 
 

 محتویات کیت:

  تثبیت شده.بادی حاوی آنتی  تستی 96میکروپلیت    (1

های نوشته  تبا غل ویال    شا :  (fT4 Cal A-F)کالیبراتور  (2

 ها.بر روی لیبل ویال آن شده 

 11ویششال  یششک: (fT4 Enzyme Conjugate)کونژوگه آنزیمششی  (3

 لیتری.  میلی

 20ویشششال یشششک: (Wash Solution-50X) محلشششول شستششششو (4

 ی.لیتریلیم

 6/ 5ویششال یششک : A (Substrate Solution A)زا محلششول رنرشش  (5

 لیتری.میلی

 6/ 5ویششال یششک : B (Substrate Solution B)زا محلششول رنرشش  (6

 لیتری.میلی

 لیتری.میلی 12ویال یک :   (Stop Solution)کننده محلول متوقف  (7

 .ییترلیلیم 0/ 5یال)های( و :(fT4 Control)( محلول کنترل  8

 : یک ورق.برچسب مخصوص پلیت  (9

گراد نرهششداری درجششه سششانتی 8تا  2ها در دمای کلیه محلول :1 توجه

کننده در دمای اتششاق نیششز قابششل نرهششداری اسششت. توقفشوند. محلول م

غل ت کالیبراتورها در هر سری تولید، ممکششن اسششت متدششاوک باشششد و 

آنششالیز واهی ا و گشش هشش لابششر روی لیبششل وی ده ششش  نوشششتهمطابق با مقادیر 

 باشد.می (COA)محصول  

 است. شده  در  COAکنترل)ها( در  مقادیر: 2 توجه
 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

)فیلتششر  نششانومتر 630و  450رای فیلتششر  گر پلیششت دا( دستراه خوانا1

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 نیزه.طر دیو  مق( آ3
 

 کیت: احتیاط در استفاده از

گردیششده عبیششه  ن کیششت تیمشش ی استداده در هبرا( محتویاک این کیت  1

های سششاخت ها و یششا شششماره است؛ لذا از استداده مشترک با سایر کیت

 .نماییددیرر جداً خودداری 

هششایی ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هسششتند. از محلوله محلول( کلی2

 .ودنشته است استداده  گذش اهآن ریخ انقضاءکه تا

 ند.نریر  ی  قرارقتدر معرض نور مسها ( توجه فرمایید محلول3

، HBs Ag( محتویاک کیت بششا منشششاء انسششانی از ن ششر مندششی بششودن 4

HIV1/2    وHCV   قطعی در مورد مندی اند؛ ولی تشخیص  بررسی شده

داول هششای متشش روشزا بششا اسششتداده از  بودن تمام موامل مدونی بیمششاری

تن احتمششال گششرفا در ن ششر  نیست. بنششابراین، بشش پذیر  شراهی امکانمایزآ

یی محتویششاک کیششت، تمششام مراحششل آزمششایا بایششد زاریو بیما  یگآلود

 های ایمنی انجام شود.مطابق با دستورالعمل

ا و مینک در هنرام کار الزامی اسششت. در هنرششام ( استداده از دستک5

قاط وی صورک یا سایر نبر ر  اک آند که محتویکار با کیت دقت فرمایی

جلششوگیری  یر مخششاطاسشش واد بششا دهششان و س مشش د. از تمابدن ریخته نشو

 . نمایید

اسششتداده شششده   و سر سمپلرهای  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه ب(  6

مطششابق بششا و  در ن ششر گرفتششه شششوند  یمدششون  یهامنوان پسششماندبه  دیبا

 د.گردنامحاء  یمدون یدفع پسماندها الزاماک
 

 :نگهداری نمونهسازی و آوری، آمادهعمج

ناشتا بودن فششرد د.  کنیستداده  م اسر  یهاهناز نموآزمایا    اینبرای    (1

دست آمده تأثیرگذار خواهششد گیری در درستی نتایج بههنرام نمونه  به

گیری سششیاهرگی نه خون با استداده از تکنیک استاندارد خششوننمو  بود.

دقیقششه( از  60تششا  30مل خششون )کا ندخته شم بعد از لتهیه شود و سر

 ک،یشش کتریا یهامونششهاز نان کشش م. حتششی الاگششرددا  جششد  ی خونیهاسلول

  .نشوداستداده   زیهمولو  کیمیپل

روز در   5ا  ها تشش ها باید کششام ً بسششته باشششد. نمونششهنمونهظرف  در     (2

 -20یششک مششاه در دمششای  اکثر تششا  گراد و حددرجه سانتی  8تا    2مای  د

 و  و  داده هسششتند. از منجمششد  اد قابل نرهداری و استرگنتیدرجه سا

 .نماییداری دها خودهنن مکرر نموکرد
 

 ها:سازی و نگهداری معرفآماده

لیتششر از میلی  20حجشش     سازی و نرهششداری محلششول شستشششو:( آماده 1

لیتر آ  مقطر دیونیزه اضافه و میلی  980را به    (50X)ل شستشو  محلو

 راد نرهششداری کنیششد.گدرجه سانتی  8تا    2  یادر دمسازی  ماده پس از آ

 37مششاری را در بششن ، آنوول شستششش لحرسو  در م  مشاهده   در صورک

گراد قرار دهید تا رسو  حششل شششود. در صششورک مشششاهده درجه سانتی

 .نماییداز مصرف آن خودداری کدورک در محلول شستشو،  

کیت، کل حج     ل از شروع استداده ازقبسازی محلول رنرزا:  ( آماده 2

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

 .دنماییاستداده    صرف کیتخالی نمایید و برای انجام تست تا پایان م

از مصرف د  کریا کدوآبی و  در صورک مشاهده رنگ   رنرزا،  ر محلول 

  فرمایید. ریدداآن خو
 

 :یشآزماجام ان وشر

ها بششه و نمونهآزمایا مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت    عز شرول ابق

، هششاانششد. کششالیبراتورگششراد( رسششیده جه سششانتیدر  28تا    22دمای اتاق )

 ید.کن  نواختآرامی یکهبار سر و ته کردن ب  5را با  هاکنترلها و نمونه

برداریششد و بقیششه   برای انجام آزمایا را  ازین  موردای  هتعداد چاهک  (1

ی قرار دهید، در  گیر در کیسه آلومینیومراه رطوبتهمبه  را  هاچاهک

 گراد نرهداری نمایید.درجه سانتی 8تا  2ر دمای آن را بسته و د

 دررل  و کنتشش ورهششا  کالیبرات  ،های سششرمیکرولیتر از نمونهم  50  ( حج 2

الیبراتور بهتر است که از هر نمونششه یششا کشش  زید.بری ن ر موردهای  اهکچ

 ها ریخته شود.در چاهک دوپلیکیت() دوتایی کصوربه

کونژوگه آنزیمی به هر چاهک اضششافه محلول  میکرولیتر    100   ( حج3

 ثانیه بر روی میز تکان دهید. 30  مدکبهآرامی کنید و پلیت را به

 60  مششدکبه  ت بپوشششانید ومخصششوص پلیشش   ا با برچسششبها رچاهک  (4

 .دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید

سششیون تخلیششه ا وارونه کردن پلیت یا آسپیراها را باهکتویاک چمح  (5

میکرولیتششر  300مرتبششه و هششر مرتبششه بششا  3را  هششاکنید. سششپس چاهک

مطالعششه هششا را  سششازی معرف)بخا آماده   شده آماده    یمحلول شستشو

شششود در نجششام میدسششتی ا  صششورکبهاگششر شستشششو    بشویید.  مایید(بدر

 گیر بزنیششد.وبششتی دسششتمال رطا بر روت رپلی  یآرامبهانتهای شستشو  

ا، مطابق با فیل  هب و استاندارد چاهکم شستشوی مناسمن ور انجابه

 اقدام نمایید.  1سایت شرکتقرار داده شده در و 

)بخششا  شششده اده آمشش زای رشش محلششول رن میکرولیتششر از 100 حجشش  (6

د و زیبری  هادرون تمام چاهکا مطالعه بدرمایید(  ها رسازی معرفآماده 

از دقیقه در دمای اتششاق و تششاریکی انکوبششه نماییششد.   15  مدکرا به  تپلی

 یت در این مرحله خودداری کنید.تکان دادن پل

از   کمتر  کالیبراتور  میزان جذ   بالاترین  اگر  دس  2توجه:  آمد،  به  ت 

دقیقه افزایا    15مدک  هزا را ب نرلول رن انکوباسیون محزما  توانیدمی

  دهید.

ها اضافه کننده به کلیه چاهکمیکرولیتر محلول متوقف  50  ( حج 7

مام رنگ آبی تا ت رامی تکان دهیدآثانیه به 20کنید و پلیت را به مدک 

 .تبدیل شود آن به زرد

 
 

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

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


 

 

نانومتر    450  و ممقدار جذ  را برای هر چاهک در طول   (8

تا   متوقفابعد  دقیقه    15حداکثر  واکناکرد  ز  بخوانید    ن 

رفرانس  )از طو استداده کنید(.  630تا    620ل مو     نانومتر 
  Point to Pointآزمایا محاسبه غل ت به روش    در این

ه ورک استداددر صاست؛    قابل اجرا(  Logic-log)یا    4PLو  

روش   کال  4PLاز  مدد  A  براتوریغل ت  )به  کو  یرا  چک 

مثا برng/dL 0.01ل  منوان  ن ر  در  و   انمیز  .ردی(  جذ  

 آورده   کالیبراتورهای این کیت به منوان نمونه در زیر  نمودار

 است.شده 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 fT4 یزای الا انتظار برای تست موردمقادیر 
 

ر برای این تست  مورد انت امقادیر  ، کننده کیت شرکت تولید

ت. اگرچه، این مقادیر برای اس  را به قرار زیر مشخص کرده 

 تعیین گردد. توسط آزمایشراه باید مورد ن ر آنالیت 

 

 

 
 
 
 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

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

بششا  مونه سرماز سه ن صلیج حاتاپذیری نزیابی تکراربا ار  دوردرون  دقت

بششار   20کششاری )وبتدر یششک نتششرل  و سه سششطح کنمتداوک    هایغل ت

ایششن آزمششایا رش در ر پششذیتکرار برای هر نمونششه( بررسششی شششد. معیششا

CV˂10% .است 

 

 

 

 
 

 (Between Run)دور آزمون دقت بین-( بررسی دقت2
رم با مونه سن  نتایج حاصل از سه  پذیرییابی تجدیدبا ارز  دور  دقت بین

تکششرار بششار   5ری )کششانوبت  4های متداوک و سه سطح کنترل در  غل ت

ر پششذیرش در ایششن کاری( بررسی شششد. معیششابرای هر نمونه در هر نوبت

 است. CV˂10%آزمایا 

 
 
 

 

 
 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3

ا بشش   مسششاوی  به نسششبت  سرمدو نمونه    زمون،آزمایا به ازاء هر آدر این  

ن در آ fT4 غل ششتمنوان یششک نمونششه و بششه ردیششده گ رر ترکیششبیکششدی

نسبت به   Bias˂10%معیار پذیرش در این آزمایا    .یری شدگاندازه 

 است. مورد انت ار  نتیجه

  
 
 
 
 

 

 (Linearity)آزمون خطی بودن -( بررسی درستی4

برای تعیین   مختلف نمونه سرم  هایدر رقت  fT4  غل ت  ،تست  در این

 ایآزمششا  نیشش در ا  رشیپششذ  اریشش مع  .ی شششدگیرانششدازه کیت    دنخطی بو

Bias˂10% .است 

 
 

 
 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

کردن  ای  ویژگی اضافه  کمک  با  آزمایا  در  ن  مندر   ترکیباک 

زیر   سرمبه  جدول  شد  ، نمونه  با  و  .سنجا  متقاطع  اکنا 

نسبت  اندازه  شماده    غل تگیری   ردمو  fT4  ل تغبه    ده اضافه 

جذ     ازین مقدار  همان  ایجاد  شداارزی برای  معیابی  پذیرش  .  ر 

ا ماده  و  آنالیت  نوع  به  )بسته  متقاطع  برای  واکنا  شده(  ضافه 

محدوده   در  شده   100±10آنالیت  اضافه  ماده  برای  و  درصد 

 رصد است.د 25حداکثر تا 

 

 
 
 
 

 
 

 

   (Sensitivity)ی حساسیت ( بررس6

 و Limit of Detection (LOD)س ر اسششابشش  حساسششیت کیششت

Limit of Blank (LOB)   از فرمول زیر محاسبه شد با استداده

 .یین گردیدتع  ng/dL 32 /0و برابر با 
 

sLOD = LOB + 1.645 SD 

b+ 1.645 SDb LOB = Mean 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)پایداری ررسیب( 7

Accelerated Stability Test  : مدک  به  تیک  پایداری  بررسی 

   .گرادیسانت درجه 37 یدما در دتهه 4

In Use Stability Test  :باز   از  پس  تیک  پایداری  بررسی  

  درجه   4  یدما  در  هدته  8  مدک  به   ،هامحلول   در  کردن

 .گرادیسانت

Shelf Stability Test  :2 مدک به  تیک مدد 8 پایداری یبررس  

  هر   صورکهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادینتسا  درجه  4  یدما  در  سال

   .اشدبمی بار کی ماه  سه

 در   ن ر  وردم  تیک  که  دهدی نشان م  یداری اپ  یبررس  لفختمطالعاک م

آزما   رشیپذ  اریمع  .است  داری پا  شده مشخص  یهازمان    ی ها ا یدر 

   .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا نییه تعمربوط ب
 

 رچسب کالاهاشده در ب استفاده علائم
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بروز ه با شماره در صورک  های مندر   رگونه مشکل خواهشمند است 

 .تماس بریرید (نیخا پشتیباب) بر روی جعبه 

دستراه چنان  :توجه از  پروسسوچه  الایزا  میهای  استداده  د،  ینکر 

 .نمایید تماک دستراه خود را از شرکت دریافیتوانید تن می

 
 

Sample / Control 1 2 3 Ctrl 1 Ctrl 2 Ctrl 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/dL) 1.11 4.22 6.44 0.68 2.93 4.13 

SD (ng/dL) 0.07 0.21 0.28 0.04 0.13 0.18 

CV (%) 6.3 5 4.3 5.8 4.4 4.3 

 

Sample / Control 1 2 3 Ctrl 1 Ctrl 2 Ctrl 3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/dL) 0.95 3.40 6.83 0.59 2.84 4.04 

SD (ng/dL) 0.05 0.16 0.29 0.03 0.12 0.17 

CV (%) 5.3 4.7 4.2 5.1 4.2 4.2 

 

No. 
Sample 
(ng/dL) 

Added 
(ng/dL) 

Exp. 
(ng/dL) 

Obs. 
(ng/dL) 

% Rec. 

1 7.10 2.22 4.66 4.48 96.1 

2 1.56 4.83 3.19 3.05 95.6 

3 3.94 0.69 2.31 2.36 102.2 

 

No. 
Sample 
(ng/dL) 

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

% Bias 

1 5.98 -0.4 -1.3 -2.5 3.0 

2 6.13 1.1 -2.1 -2.7 -3.2 

3 6.94 1.2 -1.4 2.0 -3.4 

 

Analyte 
Cross 

Reactivity 
Concentration 

L-Thyroxin 1 - 

D-Thyroxin 0.9800 10 µg/dl 

D-Thriiodothyronine 0.0150 100 µg/dl 

L-Thriiodothyronine 0.0300 100 µg/dl 

Iodothyrosine 0.0001 100 µg/ml 

Diiothyrosine 0.0001 100 µg/ml 

Diiodothyronine 0.0001 100 µg/ml 

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/dL) 

Cal. A 
A1 2.120 

2.205 0 
B1 2.290 

Cal. B 
C1 1.652 

1.712 0.49 
D1 1.772 

Cal. C 
E1 1.302 

1.354 1.05 
F1 1.406 

Cal. D 
G1 0.960 

0.981 2.05 
H1 1.002 

Cal. E 
A2 0.698 

0.651 3.6 
B2 0.604 

Cal. F 
C2 0.305 

0.299 7.5 
D2 0.293 

 

Normal Range (ng/dL) 

Adult 0.8 – 2 

Pregnancy 0.76 – 2.24 

 


