
﹉﹫︑︀﹝︤﹡آ﹢﹡﹢﹝روش ا ﹤ ﹑︨﹞︀ی ا﹡︧︀﹡﹩︋   ︎︀ ︣م ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︾﹙︷️ Ferritin در︨ 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

﹋ـ︀ر︋ـ︣د

︠﹑︮﹥ روش ﹋︀ر

︨︀︠︐︀ر و ﹡﹆︩ ﹁﹫︤﹢﹜﹢ژ﹉: فریتین با وزن مولکولى450  کیلو دالتون پروتئین اصلى 
ذخیره کننده آهن در درون سلول مى باشد که براى اولین بار توسط Laufberger در 
سال 1937 جدا و کریستاله شد. این پروتئین از 24 زیر واحد سنگین و سبک تشکیل 
مولکول مى تواند  این  ایجاد مى کنند(١,٢).  را  توخالى  پوشش  یکدیگر  با  که  است  شده 
حداکثر تا 4500 اتم آهن سه ظرفیتى (Fe+3) را به صورت ترکیب غیرآلى در بخش 
 (Fe+2) مرکزى ساختمان خود جا دهد و از همین طریق از اثرات سمى آهن غیرمتصل
محافظت  کند. لذا توانایى فریتین در ذخیره آهن نقش دوگانه شامل مسمومیت زدایى و 
ذخیره آن دارد(١). این مولکول که حمل حدود ٪١ آهن پلاسما را به عهده دارد (٤,٣) 
عمدتاً در سلول بافت هاى کبد، طحال و مغـز استخـوان یافت مى شود. علاوه بر ذخیـره 
آهـن، فریتیـن در عملکـرد سیستـم  ایـمنـى، واکنش هاى التهـابـى و انتقال سیگنـال 

سلـولـى(Cell signaling) نقش ایفا مى کند.(٥,١)
︀﹜﹫﹠﹩: میزان فریتین خون با غلظت آهن بدن ارتباط مستقیم داشته و هر گونه  ﹋︀ر︋︣د︋ 
تغییر در میزان ذخیره آهن بدن درغلظت فریتین پلاسما تاثیرگذار است. هر چند روش 
اولیه تشخیص فقر آهن اندازه گیرى غلظت آهن و ظرفیت اتصال آن است ولى تعیین 
غلظت فریتین شاخص بالینى حساس ترى در ارزیابى میزان آهن مى باشد.(١,٢) علاوه بر 
تشخیـص فقـر آهـن، جهت پیـگیـرى درمـان انباشتگى آهـن در بیمـارى هـایى نظیـر 
هموکروماتوز و تالاسمى و دریافت کنندگان مکرر خون از اندازه گیرى غلظت فریتین 
استفاده مى شود(٧,٦). لازم به ذکر است افزایش میزان فریتین (Hyperferritinemia) در 
مواردى غیر از انباشتگى آهن نیز رخ مى دهد که در٪٩٠ موارد علت آن مصرف الکل، 
التهاب حاد و مزمن، تخریب سلولى و سندرم متابولیسم مى باشد. بیمارى هاى دیابت، 
 HHC سنــدرم ، Still   پـرکـارى تیروئیـد،   مشکـلات  کـلیـوى،  عفـونت      حــاد،  بیـمـارى
(Hereditary hyperferritinemia-cataract syndrome)، بـرخـى از بــدخیمـى هـا، 
بخصوص لوسمى حاد، بیمارى هوچکین و سرطان سینه، از دیگر علل کمتر رایج افزایش 
غلظت فریتین مى باشند(٧,٨). همچنین در برخى از موارد کم خونى هاى مرتبط با نارسایى- 

هاى کبدى و نیز آهن درمانى میزان فریتین مى تواند در حد نرمال باقى بماند.(١٠,٩) لذا 
مى بایست در تفسیر میزان فریتین به کلیه سوابق بالینى افراد توجه شود.

طراحى کیت فریتین بر اساس روش ایمونوآنزیماتیک ساندویچى با استفاده از آنتى بادى هاى 
مونوکلنـال مى باشد. در این روش آنتى ژن مورد سنجـش طى دو مرحله بیـن آنتى بادى 
تثبیـت شده در تـه چـاهک هـاى پـلى استـایرنـى و آنتـى بـادى دوم متـصـل به آنـزیـم 
پراکسیداز(HRP) که شاخص هاى آنتى ژنیک متمایزى را روى مولکـول فریتین شنـاسـایـى 
مى کنند، قرار مى گیرد. پس از شستشو و خارج کردن آنالیت هاى غیر متصل با افزودن سوبسترا، 
تترا متیل بنزیدین (TMB)، آنزیم رنگ آبى ایجاد مى کند. با اضافه نمودن محلول متوقف کننده، 
رنگ آبى به زرد تبدیل مى شود. شدت رنگ ایجاد شده که با غلظت فریتین ارتباط مستقیم 
مى گردد. اندازه گیرى  نانومتر)   630 دیفرانسیل  (با  نانومتر   450 موج  طول  در  دارد، 

این کیت تشخیصى به صورت in vitro قابل استفاده مى باشد.
کلیه محلول هاى کیت آماده مصرف هستند، فقط محلول شستشوى غلیظ (20x) قبل از 

استفاده نیاز به رقیق سازى دارد.
اجزاى اختصاصى این کیت براى مصرف با اجزاى هم سرى ساخت کیت ارائه شده اند.
اجزاى عمومى کیت شامل محلول هاى شستشو، رنگ زا و متوقف کننده مى باشند که 

براى سایر محصولات دیازیست  نیز قابل استفاده هستند. 
استاندارد صفر" کیت مربوطه،  "محلول  از  نمونه مى بایست  به منظور رقیق سازى 

استفاده  گردد.
جهت کاهش پدیده تأخیرى، ضرورت دارد زمان انجام مرحله اول تست در کمتر از 

10 دقیقه انجام شود.
توصیه مى شود در هر تست استانداردها جهت رسم منحنى استفاده شوند، همچنین 
درصورتى که همزمان بیش از یک پلیت تست گذاشته شود، رسم منحنى براى هر 

پلیت ضرورى است. 

︑﹢︗﹥ و ا︐﹫︀ط

﹝︡ت ز﹝︀ن ا﹡︖︀م ︑︧️: ٣٠ د﹇﹫﹆﹥ + ٣٠ د﹇﹫﹆﹥ + ١٥ د﹇﹫﹆﹥

ا︨︀س روش ︨﹠︖︩

Ferrit in Ferrit﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩  in ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 

کیت را در دماى 8-2 درجه سانتیگراد نگهدارى کنید.
پایدارى کیت در دماى 8-2 درجه سانتیگراد، قبـل از شـروع استـفاده (In Shelf) و حین 
استفـاده(In use) بر مبنـاى استانـدارد                         (١١) بررسى گردیـد که  نتایـج به 

شـرح زیـر مى باشد: 

نمونه مورد نیاز جهت اندازه گیرى فریتین، سرم یا پلاسماى به دست آمده با مواد ضد انعقاد هپارین، 
سیترات سدیم و EDTA مى باشد. جهت پایدارى نمونه ها از سدیم ازاید(Sodium Azide) استفاده 
نشود. نمونه ها در دماى 8-2 درجه سانتیگراد تا 7 روز و در دماى 20- درجه سانتیگراد تا یک 
سال قابل نگهدارى هستند.(١٢) از ذوب شدن و یخ زدن مکرر نمونه ها پرهیز نمایید. جهت اندازه

 گیرى فریتین نمونه هاى منجمد شده، ابتدا نمونه را در دماى اتاق ذوب و بعد با حرکت دست 
یکنواخت نمایید. در صورتى که غلظت نمونه اى بیش از آخرین استاندارد باشد، جهت اندازه گیرى 
دقیق آنالیت، ابتدا نمونه را با "محلول استاندارد صفر" رقیق و نمونه رقیق شده را مجدد تست 

کنید. در محاسبه غلظت نهایى این نمونه ها، ضریب رقت را منظور نمایید. 

مواد و وسایل لازم که همراه کیت عرضه نمى شوند
    دستگاه الایزا ریدر داراى فیلتر 450 و630 نانومتر کالیبر شده

    سمپلرهاى 200، 100 و 25 میکرولیتر کالیبر شده
    سرسمپلر هاى یک بار مصرف

    آب مقطر براى رقیق سازى محلول شستشوى غلیظ

﹇︊﹏ از ا﹡︖︀م ︑︧️:
    تمام مواد و نمونه ها را به دماى اتاق (25-20 درجه سانتیگراد) برسانید.
    براى تهیه محلول شستشوى قابل مصرف، یک حجم محلول شستشوى     

    غلیظ(20x) را با 19 حجم آب مقطر رقیق نمایید.  

︗﹞︹ آوری و آ﹝︀ده ︨︀زی ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹨︀

روش ا﹡︖︀م ︑︧️روش ا﹡︖︀م ︑︧️

:︫︡︀  ︋﹩﹞ ︣︣ح ز  ︫﹤  ︋﹟﹫︐︣﹁ ﹩︐︧︑ ا︗︤ای ︑︪﹊﹫﹏ د﹨﹠︡ه ﹋﹫️ ٩٦
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︿رد

(Standard A) استاندارد صفر

  (Assay Buffer) بافر رقیق کننده    
 (Concentrated Wash Buffer) محلول شستشوى غلیظ

 (TMB Substrate) محلول رنگ  زا
 (Stop Solution) محلول متوقف کننده

(Standards B-G)   B-G    استاندارد هاى
   (3rd IS 94/572) WHO کالیبراسیون بر مبناى استاندارد     

 Ferritinکونژوگه شده به آنتى بادى ضد (HRP) محلول آنزیم
(Anti-Ferritin Antibody- HRP Conjugate) 

(Controls Low & High)    کنترل پایین و بالا 
   (3rd IS 94/572) WHO کالیبراسیون بر مبناى استاندارد     

Ferritin پلیت پوشانده شده با آنتى بادى مونوکلنال ضد
(Anti-Ferritin Antibody Coated Microtiter Plate)

ا︡د﹡︀م ا︗︤اء ا︡ر/︑︺ ﹆﹞

1/4 ml

1/96 wells

﹝﹢︐︀ت ﹋﹫️

︀︡اری ︫︣ا﹍﹡ ︳︡اری و︎ 

(In Shelf) قبل از شروع استفاده

(In use) حین استفاده

تا پایان تاریخ انقضا

تا 6 ماه
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٣٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

ا﹁︤ودن µl  ٢٥ از ا︨︐︀﹡︡ارد، ﹋﹠︐︣ل، ︨︣م 
ا﹁︤ودن µl ٢٠٠ ︋︀﹁︣ ر﹇﹫﹅ ﹋﹠﹠︡ه

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝﹙﹢ل آ﹡︤﹛ ﹋﹢﹡︥و﹎﹥

︡ه ︧︐︪﹢ ر﹇﹫﹅︫  ︀  µl ٣٠٠ ﹝﹙﹢ل︫   ︋ ︀﹨ ﹉﹨︀  ﹢︪︐︧ ︀ر︫   ︋٤

٣٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

︡ه ︧︐︪﹢ ر﹇﹫﹅︫  ︀  µl ٣٠٠ ﹝﹙﹢ل︫   ︋ ︀﹨ ﹉﹨︀  ﹢︪︐︧ ︀ر︫   ︋٤

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝﹙﹢ل ر﹡﹌ زا

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝﹙﹢ل  ﹝︐﹢﹇︿ ﹋﹠﹠︡ه

︠﹢ا﹡︩ ﹝﹫︤ان ︗︢ب ﹡﹢ری در ︵﹢ل ﹝﹢ج
 ٤٥٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣ ︋︀ د﹀︣ا﹡︧﹫﹏ ٦٣٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣

١٥ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

Key: AntibodyTMB HRP  Ferritin

کالیبره بودن ابزارها و دستگاه ها در صحت نتایج اثرگذار است.
جهت ساخت اجزاى این کیت از مواد شیمیایى و زیستى استفاده شده است. لذا توصیه 

مى شود هنگام کار از تماس مستقیم با مواد پرهیز شود.

﹤﹞︡﹆﹞

6/1 ml

2/1 ml

(Cat.No. DG.FER.01)



﹝﹠︀︋︹﹋﹠︐︣ل ﹋﹫﹀﹩

︕︀︐﹡ ﹤︊︨︀﹞

﹝︣ا﹏ ا﹡︖︀م ︑︧️ :
1.  25 میکرولیتر از هر استاندارد، کنترل و نمونه سرم به چاهک مربوطه بریزید.

2.  200 میکرولیتر بافر رقیق کننده به هر چاهک اضافه نمایید و پلیت را 15 ثانیه تکان دهید.
3.  روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و مدت 30 دقیقه در دماى اتاق قرار دهید.

4.  چاهک ها را 4 بار با 300 میکرولیتر محلول شستشو بشویید.
5.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول آنزیم کونژوگه اضافه نمایید.

6.  روى چاهک ها را با برچسب مخصوص پوشانده و مدت 30 دقیقه در دماى اتاق قرار دهید.
7.  چاهک ها را 4 بار با 300 میکرولیتر محلول شستشو بشویید.

8.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول رنگ زا اضافه نمایید و پلیت را به مدت 15 دقیقه در 
دماى اتاق قرار دهید.

9.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول متوقف کننده اضافه نمایید و بعد از مخلـوط کـردن 
به مدت 15 ثانیه، میزان جذب نورى را در طول موج 450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر، 

حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن محلول متوقف کننده، بخوانید.

 .1︧︀︨﹫️:  حداقل غلظت قابل اندازه گیرى فریتین که از نمونه فاقد آنالیت قابل تمایز باشد 
را حساسیت گویند. این مقدار که  بر اساس میانگین غلظت استاندارد صفر بعلاوه دو برابر 

انحراف معیار محاسبه گردیده است(بدست آمده از 10 تست)، ng/ml 0/5 مى باشد.
 (ELFA)با کیت دیازیست و روش مرجع نمونه تصادفى  فریتین380  ︮ .2️:  غلظت 
 0/98 (r) اندازه گیرى شد. نتایج بدست آمده از مقایسه دو روش ضریب همبستگى خطى
را نشان مى دهد. غلظت نمونه ها با کیت دیازیست بین ng/ml 1/3 تا 910/3 و با روش 

مرجع ng/ml 1/8 تا 931/2 بود. نتایج مقایسه دو روش به شرح زیر است:

3. د﹇️: شاخص دقت این کیت بر مبناى استانـدارد                         (١٧) ارزیابـى گردیده 
است. بدین منظور میزان فریتین 4 نمونه سرمى با غلظت هاى مختلف اندازه گیرى و انحراف 

معیار و ضریب تغییرات محاسبه گردید که در جدول زیر آمده است:

ULoQ دن:  به منظور بـررسى صحـت انـدازه گیـرى نمونـه هـاى با غلظت بـالاى﹢  ︋﹩︴  ︠.4
(upper limit of quantitation) تـست خطـى بـودن ایـن کیـت بـر مبـنـاى استـانــدارد 
                                    (١٨) انجام گردید. بدین منظور نمونه سرم با غلظت ng/ml 710/40 با "نمونه 

فاقد آنالیت" به صورت متوالى رقیق شد سپس غلظت ها با کیت فریتین اندازه گیرى گردید. 
درصد ریکاورى رقت که شاخص میزان دقت رقت گیرى مى باشد، طبق فرمول زیر محاسبه 

گردید:

︀ز︀︋﹩:   به منظـور بـررسى اثـر مـاتریکس، تست بـازیـابى ایـن کیت بر مبنـاى استانـدارد          ︋.٥
                   (١٨) انجام گردید. بدین منظور مقادیر متفاوتى از نمونه حاوى فریتین با غلظت بالا 
(ng/ml 850/16) به نمونه مورد بررسى حاوى فریتین با غلظت پایین (ng/ml 10/20) افزوده 
شد. سپس غلظت نمونه هـا با کیت فریتین اندازه گیـرى گردید و درصد ریکاورى که شـاخص 
میزان دقت بازیابـى مى باشد، طبق فرمول زیر محاسبه گردید:                                      

غلظت فریتین نمونه ها با استفاده از منحنى استاندارد (رسم به صورت دستى یا دستگاه الایزا ریدر) 
تعیین مى گردد. در این منحنى جذب نورى استانداردها را در طول موج 450 نانومتر بر روى 
محور عمودى (Y) و غلظت آن ها را بر حسب ng/ml بر روى محور افقى (X) مشخص کنید و بر 
اساس آن منحنى را رسم نمایید. با استفاده از منحنى ترسیم شده و جذب نورى بدست آمده از 
نمونه، غلظت فریتین آن قابل محاسبه مى باشد. جدول و نمودار زیر به عنوان مثال ارائه شده است.

﹡﹞﹢﹡﹥﹝﹫︀﹡﹍﹫﹟ ︗︢ب ﹡﹢ری ︗︢ب ﹡﹢ری Ferritin ️︷﹚︾ 
(ng/ml) 
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﹢ر︑﹩ ︑︃﹫︡ ﹝﹩ ﹎︣دد ﹋﹥: ︑︧️ در︮ 
جذب نورى استاندارد صفر کمتر از 0/09 باشد.

جذب نورى استاندارد آخر بیش از 1/4 باشد.
خوانش کنترل هاى پایین و بالاى کیت در محدوده مورد قبول باشد.

توصیه مى گردد جهت حصول اطمینان از نتایج کیت، علاوه بر کنترل هاى ارائه شده در کیت، 
به صورت دوره اى از کنترل هاى دقت و صحت تجارى نیز استفاده گردد. بدیهى است نتایج 

بدست آمده بایستى در محدوده مورد قبول قرائت گردد.

 ︀﹨ ️ ︡ود﹞ ︡ا︠﹏ ﹨︀ و︑

و︥﹎﹩ ﹨︀ی ا︠︐︭︀︮﹩ ﹋﹫️

اثـر تداخـلى بیـلى روبیـن (تا mg/dl 20) ، هموگلـوبیـن  (تا mg/dl 500)، تـرى گلیسیـریـد  
(تا mg/dl 3000) و فاکتورهاى روماتوئید(تا IU/ml 2500) در سرم کمتر از ٪۵ مى باشد.

در این کیت براى نمونه هاى رقیق نشده تا غلظت (تا μg/ml 100) اثر هوك دیده نشد.
نمونه سرم یا پلاسماى افرادى که سابقه درمان یا تشخیص بیمارى با مواد حاوى آنتى بادى 
مونوکلنال موش داشته اند، مى تواند حاوى آنتى بادى هاى انسانى ضد موش (HAMA) باشد. با 
توجه به غلظت آنتى بادى و مواد بازدارنده مورد استفاده در این کیت، واکنش هاى تداخلى غیر 

اختصاصى به حداقل رسیده و تا کنون واکنش مثبت کاذب مشاهده نشده است.
محدوده قابل اندازه گیرى غلظت فریتین با این کیت، ng/ml 1000- 0/5 مى باشد.
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قـابـل ذکـر است که جدول فوق یک راهنمـاى کلى است و توصیـه مى گـردد هر آزمایشگـاه با 
اندازه گیرى غلظت فریتین افراد سالم، مقادیر طبیعى مرجع خود را تعیین و از آن براى تفسیر نتایج 

استفاده نماید.
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﹫﹟ ٩٧/٨ ︑︀ ١٠٢/٦ ا︨️) ︨︡️ آ﹝︡ه︋  (﹝︡وده در︮︡ ر﹊︀وری︋ 
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a:   ️﹫﹛︀﹡از ا﹁︤ودن آ ︡︺ ︣ر︨﹩︋   ︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹝﹢رد︋ 

b:   ل ر﹇﹫﹅ ﹋﹠﹠︡ه﹢﹚﹞ از ا﹁︤ودن ︡︺ ︣ر︨﹩︋  ︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹝﹢رد︋ 

C:   ︡ه ︾﹙︷️ آ﹡︀﹜﹫️ ا﹁︤وده︫ 

Ferrit in Ferrit﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩  in ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 
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﹩︺﹫︊︵ ︣︀د﹆﹞
در بدو تولد میزان غلظت فریتین خون بالا بوده و در طى دو ماه اول بعد از تولد روند افزایشى دارد. 
سپس در طى چند ماه این میزان کاهش یافته و در طى دوران طفولیت در همان سطح باقى مى
 ماند. در افراد بالغ غلظت این پروتئین در آقایان بیش از خانم ها مى باشد. غلظت فریتین خانم ها 

طبیعتاً بعد از یائسگى روند صعودى پیدا مى کند.(١٣)  
غالباً غلظت فریتین کمتر از (ng/ml 10) به عنوان سطح هشدار کم خونى مرتبط با فقر آهن در 
نظر گرفته مى شود.(١٥،١٤)  جهت بررسى انباشتگى آهن سطح هشدار براى مردان و زنان به ترتیب 

بیش از (ng/ml 400) و (ng/ml 200) مى باشد.(١٦) 
︨︡️ آ﹝︡ه ا︨️.  ︋︣ز ︕︀︐﹡ ﹜﹛︀ ︣ر︨﹩ ︾﹙︷️ ﹁︣︐﹫﹟ ٥٠١ ﹡﹞﹢﹡﹥ ا﹁︣اد︨  از︋ 
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to 95٪ ٪5︑︺︡اد︗﹠︧﹫️
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