
 

 

 

 
   

 سرم انسان  در AMH گیریاندازه کیت 
AMH ELISA Kit 96t  

Cat. No: 6824-96 / Rev: D3 (1403/03/22) 
 

 مقدمه: 

آنت با    نیکوپروتئیگل  کی(  AMH)  ن یمولر  یهورمون    جرم هومودایمر 

شود.  که توسط گنادها ترشح می   کیلودالتون است  140  تقریبی  مولکولی

بهخانم   سرمدر    AMH  طحس شها  باروراعنوان  عمر  طول  فرد   یخص 

اندازه  ناباروری، اختلالات شناخته شده است و  گیری آن در بررسی علل 

دارد اهمیت  زودرس  یائسگی  و    AMH  یبالا  ریمقاد  همچنین،  .قاعدگی 

(>4.7 ng/mL)  خانم شاخص  یکی  هادر  تخمدان   هایاز  سندرم 

کاربرد    کیستکییپل حیطه  کیتاست.  کمی  اندازه   این  سطح گیری 

 است.  به روش الایزا در نمونه سرم یا پلاسمای انسان AMHرمون وه
 

 :اصول آزمایش

اساساین   بر  ساندویچ    تست  اس   طراحیالایزای  ا.  تشده  روش    ن یدر 

ایمنی  یسازکتحریب وا وست  کمپلکس   ن ی دیاسترپتاو  نیب  کنشط 

 AMHضد    لهینیوتیمونوکلونال ب  یبادی و آنت  چاهکدر سطح    شده   تیتثب

متصل به   یبادیآنت  له،ینیوتیب  ی بادیبا مخلوط شدن آنت  .ردیگی صورت م

حاو  HRP  میآنز سرم  ب  ژن، یآنت  یو   ژنینتآ  و  هایبادیآنت  نیواکنش 

ه م  یرقابت  چیبدون  کمپلکس    ردیگی صورت  احلم  چیندوساو   جاد یول 

ا  .گرددیم دل  یمنیبه موازات واکنش فوق، کمپلکس    ار یبس  لیتما   لیبه 

پس .  شودی متصل م  چاهکبه سطح    ن،یوتیو ب  نیدیتاواسترپ  نیب  یبالا

شستشوی   رنبا  ،  هاچاهک از  محلول  کردن  آنزیم  زاگاضافه    )سوبسترای 

HRP) ر  د که دوشمی محصول نهایی تولید ،کننده فمحلول متوق و سپس

میزان جذب    450  موجطول بیشترین  داردنوری  نانومتر  رنگ    میزان   .را 

ن  دجایا با غلظت  ینور  ذبج  شدت  جهیتشده و در   ،AMH   ارتباط سرم 

 استاندارد  ی سرم به کمک منحن  AMHغلظت    تینهادارد. در    میتقمس

 .گرددیمحاسبه م
 

 محتویات کیت:

 .تثبیت شده  نیداسترپتاوی حاوی تستی 96میکروپلیت (1

کالیبراتور2 غلظت:  (AMH Cal A-F)  ها(  با  ویال  ،  0/ 2  ،0  هایشش 

 .سرم انسان ازشده تهیه  ،ng/mL 15 و 5 ،1  ،0/ 5

درجه  اند.  شده تهیه  خالص    AMHاز  اده  استفبا    ت، یک  ینا  یا هرواتبریکال

تکن  AMH  خلوص قرمز    یجرم  سنجیف یط  هایکیتوسط  مادون  و 

 .است یید شده أو ت یبررس

  الیو  کی:  (AMH Enzyme Conjugate)  یمیآنزکونژوگه  محلول    (3

 در بافر. HRP میه آنزمتصل ب AMHضد  یبادیآنت یحاو یلیترمیلی 11

کنترل(  4 یک  محلول    0/ 5  ویالیک    :(Control Level 1)  سطح 

 .یتریلیلیم

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

 .یتریلیلیم

شستشو (  6   50ویال    یک:  (Wash Solution-20X)  محلول 

 .لیتریمیلی

  6/ 5  الیو  یک:  A  (Substrate Solution A)رنگزا  محلول  (  7

 ی.لیترمیلی

رنگ8 محلول   6/ 5ویال    یک:  B  (Substrate Solution B)زا  ( 

 ی.تریلیلیم

 .یلیترمیلی 12 الیو یک  :(Stop Solution) نده نکفقمحلول متو (9

 : یک ورق.تیبرچسب مخصوص پل (10

شوند.   ینگهدار  گرادیدرجه سانت  8تا    2  یدما  ها درلومحل  تمام:  توجه

  است. یقابل نگهدار زیاتاق ن یه در دماندکنمحلول متوقف
 

 در کیت: مورد نیاز تأمین نشده  لیوسا  مواد و

خوانش1 دستگاه  فیلتر  لپ  گر (  دارای  )فیلتر    نانومتر   630و    450یت 

 .  مرجع(

 بره.( سمپلر کالی2

 یزه.( آب مقطر دیون3

 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

است؛    ده یگرد  هیتعب  تیک  نی استفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو(  1

  جدا    گریساخت د   یهاشماره   ای  و  هاتیک  ریسا  ک باه مشتراستفاد  لذا از

 .یدنمای یخوددار

ایی که  هها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول( تمام محلول2

 .نشودگذشته است استفاده  هاآن تاریخ انقضاء 

 ستقیم قرار نگیرند.مها در معرض نور  مایید که محلولجه فر ( تو3

منف  ین اانس  شاءمنبا    تیکاین    اتیمحتو(  4 نظر  دن بو  یاز 

HIV1/2،HBsAg     وHCV  در    ولی  ؛دن اشده   بررسی قطعی  تشخیص 

بیماریبودن    یمنف  مورد عفونی  عوامل  روش  زاتمام  از  استفاده  ای هبا 

پذمت امکان  آزمایشگاهی  بنابراتسینیر  داول  احتمال    نی.  به  توجه  با 

 با   قابطم  بایدآزمایش  حل  مرا  محتویات کیت، تمامزایی  و بیماری   یآلودگ

 د.نانجام شو یمنیا یها دستورالعمل

الزام  نکیاز دستکش و ع  ه دااستف(  5 در هنگام و    است  یدر هنگام کار 

با ک نقاط   ریسا  ایصورت    ر رویب   نآ  اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیکار 

 .نمایید جلوگیریمخاط  ری سا با دهان ومواد از تماس  ریخته نشود. بدن

 د یاستفاده شده با  یو سر سمپلرها  هاچاهک  ،اهترلکن  ماران،ینمونه ب(  6

دفع    الزاماتمطابق با  و    در نظر گرفته شوند  یعفون  یپسماندها  ناونعبه

 د.گردنامحاء  یعفون یهاپسماند
 

 نمونه: سازی و نگهداری  آوری، آماده عمج

  ناشتا بودن فرد به  .دکنی  استفاده سرم    ایهاز نمونه ( برای این آزمایش  1

نمونه هن درسگام  در  به یاتن  تیگیری  بود. ج  خواهد  تأثیرگذار  آمده  دست 

تکنی از  استفاده  با  خون  خوننمونه  استاندارد  تهیه  سیاه  گیریک  رگی 

های وللدقیقه( از س  60تا  30شدن کامل خون ) شود و سرم بعد از لخته 

 ز یهمولو    کیمیپل  ک،یرتکیا   یهامونه ن  ازان  . حتی الامکگردددا  خونی ج

   .نشودده تفااس

 دمای   روز در  7تا  ها  نمونه  .دبسته باش  کاملا   دیبا  هاهنومن  فدرب ظر  (2

سانتدر  8تا    2 حداکی جه  و  تاگراد  دما  1  ثر  در  درجه   -20  ی ماه 

ها رر نمونهذوب کردن مک  از منجمد و.  هستند  ینگهدارقابل  گراد  یسانت

 .نماییدخودداری 
 

 :هامعرف ی گهدارن و یسازآماده

لیتر از محلول  میلی  05حجم    :وش تسازی و نگهداری محلول شسماده ( آ1

به    (20X)شستشو   اضافلیتر  میلی  950را  پ  هآب مقطر دیونیزه  از  و  س 

رت ونگهداری کنید. در ص  گراددرجه سانتی  8تا    2سازی در دمای  آماده 

مح در  رسوب  شستشو،  مشاهده   هجرد  37ماری  بن  در  را آنلول 

ه کدورت در  دهشادر صورت مید تا رسوب حل شود.  گراد قرار دهسانتی

 .ییدنمامحلول شستشو، از مصرف آن خودداری 

آماده 2 محلول  (  حجم  Bو    A  رنگزاهای  لولح م:  رنگزاسازی  با  های را 

( مخل1:1مساوی  )به(  کنید  مثوط  تهیه  ا عنوان  برای  یتر  لمیلی  2ل، 

لیتر از  میلی  1  به  را  A  رنگزاز محلول  ا  ر تیلمیلی  1  ،رفآماده مصمحلول  

تاریکی   اتاق و   دقیقه در دمای  10مدت  اضافه کنید( و به  B  رنگزامحلول  

، از  رنگزاآبی و یا کدورت در محلول    ه رنگت مشاهدکنید. در صور  انکوبه

 مصرف آن خودداری فرمایید.

 م آزمایش: انجاروش 

  ه ب  هانمونه  و   کیت  زاءجا  امتم  که  شویدمطمئن    آزمایش  شروع  از  بلق

ها و ، کنترلهاکالیبراتور.  اندرسیده (  داگرسانتی   درجه  22-28)  اتاق  دمای

 ت کنید.یکنواخامی رآکردن به ار سر و تهب 5را با  هاهنمون

تعداد1   بقیه   و  داریبرد  را  آزمایش  انجام  برای  نیاز  مورد  یها چاهک  ( 

 نآ  درب  دهید،  قرار  ومییین ومآل  کیسه   در  گیرتهمراه رطوب  را  هاچاهک 

 .  یدکننگهداری  گرادنتیاس هدرج 8 تا 2 دمای در و بسته را

کالیبراتور  50  حجم  (2 از  کنترلمیکرولیتر  نمونهها،  و  دها  ر ها 

 ت صوربه ر نمونه یا کالیبراتور  تر است از هبریزید. به  نظر  موردهای  چاهک 

 شود. ریخته هادر چاهک  )دوپلیکیت(دوتایی 

محلول    100  جمح  (3 از  آنزیمیمیکرولیتر  چاهک   کونژوگه  تمام    ها به 

کنید  فاضا پله  م  یرو   ه یثان  30  مدتهبرا    ت یو  آرام  ز یسطح  ان  تک  یبه 

 .  دیده

دقیقه    60  مدتبهلیت بپوشانید و  ا برچسب مخصوص پرا ب  ها( چاهک4

 .کنیددر دمای اتاق انکوبه 

را تخلیه ک5 پلیت  را  اهکرده و چ( محتویات  با   به وتمر  3ها  هر مرتبه 

ها  سازی معرفبخش آماده )  ،دهآماده ش  شستشو   میکرولیتر محلول   300

بفرمایید اگر ش  (را مطالعه  ان  صورتبهستشو  بشویید.  شود  یجام مدستی 

انته دستمال  آرامبهای شستشو  در  روی  بر  را  پلیت    .نیدبز  ریگرطوبتی 

مناسببه شستشوی  انجام  استا  منظور  چاهک و  فیلم    مطابق  ا،هندارد  با 

 د.ماییاقدام ن 1سایت شرکت اده شده در وبقرار د

  ی سازماده بخش آ)  آماده شده   یرنگزامیکرولیتر از محلول    100  حجم  (6

چاهک   (دییبفرما  مطالعه  را  هامعرف تمام  را    هادرون  پلیت  و  بریزید 

د  20  مدتبه و  ردقیقه  اتاق  انکوبه    دمای  دادن کنیدتاریکی  تکان  از   .

 داری کنید.مرحله خود یندر الیت پ

متوقف  تریکرولیم  50( حجم  7 ها  چاهک  هیکل  به  واکنش  کننده محلول 

پلدیاضافه کن تمام رنگ    دیدهتکان    یآرام به  هیثان  20مدت  را به  تی.  تا 

 شود. لیآن به زرد تبد یآب

از متد    نانومتر با استفاده   450  جمول طودر  را  هر چاهک  جذب نوری    (8

Point to Point    تا مت  15حداکثر  از  بعد  کدقیقه  واکنش ردن  وقف 

استف  630تا    620رفرانس    موجطول)از    کنید  گیریدازه ان ده  انانومتر 

ارائه  عنوان نمونه  به  میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای این کیت   کنید(.

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

 

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


 

 

 

 
   

 

 

 

 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 AMH  یالایزابرای تست ادیر مورد انتظار قم
 

 ای این تست را به قرارار برکننده کیت مقادیر مورد انتظیدولتشرکت  

  نالیت مورد نظر آرای  بد  بایاین مقادیر    اگرچه،زیر مشخص کرده است.  

 د.  تعیین گردتوسط آزمایشگاه 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 ی های کنترل کیفارامترپ
 

 (Within-Run)دور قت درون د مونآز-برسی دقت( 1

با    سرم    سه نمونه  نتایج حاصل ازرارپذیری  تک  ابییبا ارز   دوردروندقت  

کنترل    هایغلظت سطح  سه  و  نوبتمتفاوت  یک  )در  بار   20کاری 

نمونه(  یبراکرار  ت شد  هر  د  .بررسی  پذیرش  آزما معیار  این  یش  ر 

CV˂10% .است 

 
 

 

 

 (Between-Run)دور دقت بین ونآزم-برسی دقت( 2

بین تجدید با    دوردقت  نارزیابی  از  اح  ایج تپذیری  سرمصل  نمونه  با    سه 

بار تکرار برای هر   5) کارینوبت  4در  ل تفاوت و سه سطح کنترهای متغلظ

ه در  ننمونه  شد.  اری(  کبتور  اینانجام  در  پذیرش  آزمایش    معیار 

CV˂10% .است 

 
 
 
 

 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست یبررس ( 3

مساوی با یکدیگر    ت سبنبه  دو نمونه سرم  ،  به ازاء هر آزمون  تستر این  د

و  شد  عنو  ترکیب  غلظت  به  نمونه،  یک  گردید.  AMHان  سنجش  آن    در 

آزمایش این  در  پذیرش  انتظار   Bias˂10%  ،معیار  مورد  نتایج  به    نسبت 

 است.

 

 
 

 

 (Linearity)  ی بودنآزمون خط-درستیی ( بررس4

غلظت  تست  این  رقت  AMH  در  تعیین  در  نمونه سرم جهت  مختلف  های 

بوخط اندازه کن  دی  شد.یت  پذی  گیری  امعیار  در  آزمایش  رش  ین 

Bias˂10% .است 

 

 
 

 

  (Comparison of Methods) هاسه روشمقای -( بررسی درستی5

با نم  100در    AMHان  ن کیت، میزنتایج ای  درستیجهت بررسی   ونه سرم 

 یسهشد و نتایج آن با کیت مرجع مقا  گیریدازه نالا  ایین، نرمال و بامقادیر پ

 روش   اسدو کیت، بر اساز   ه آمددستبه  نتایج بین   یهمبستگ یب  رض و

  محاسبه گردید.  0/ 998، پیرسون
 

   ست: ین آزمایش به صورت زیر تعریف شده اا رایبمعیار پذیرش 
 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 
 

    (Interference) ( بررسی تداخلات 6

زیر  بر فرمول  تداخلاتدرص  ،اساس  دایر  د  مورد   AMH سنجش  رج 

 گرفت: قرار ارزیابی
 

 

 

اسا نتایج  بر  تا  آمده دستبهس    و  30 تا  روبینیلیب،  500  هموگلوبین 

تاتری برمیلی 500 گلیسرید  نتیجه  لیتر  دسی  گرم  بر  سنجش  تأثیری 

 .ندارد
 

   (Cross Reactivity) قاطعمت شآزمون واکن-ویژگی( بررسی 7

 های غلظت  توسط اضافه کردن  AMHبا  مشابه    باتیترک  واکنش متقاطع

تر  از   یمختلف و  کیبات  این  سرم  ب  گیریاندازه به  ماده  مقدا  ن ینسبت  ر 

م  ادجیا  ی برا  ازین  مورد  AMH  مقدار  به   رگخلهدام جذب، همان  قدار 

ش بررسیدسنجش  این  نتایج  ا  دهدمی  ننشا  .  با   اتبیکرت  نیکه 

ندار  AMH  ی بادینتآ متقاطع  متقاطع  کوا  پذیرش  رمعیا  ند.واکنش  نش 

به شنوع    )بسته  اضافه  ماده  و  محدوده  آنالیت  در  آنالیت  برای  ده( 

 .درصد است 25شده حداکثر تا  فهاضاه برای ماددرصد و  10±100

Cross 
Reactivity 

Concentration Substances 

< 0.001 100 mIU/mL FSH 

< 0.001 1000 mIU/mL hCG 

< 0.001 200 mIU/mL LH 

< 0.001 100 ng/mL PRL 
 

 (Sensitivity)  یتحساس ( بررسی8

بر اساس  حساس  Limit ofو  Limit of Detection  (LOD)یت کیت 

Blank (LOB)     با     برابر   و   شد   محاسبه زیر فرمول از ه ستفادا با

ng/mL  037/0 دتعیین گردی. 

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability) بررسی پایداری ( 9

Accelerated Stability Test  :  هفته   4دت  به م  تیکبررسی پایداری  

   .گرادی درجه سانت 37 یماد رد

 

In Use Stability Test  :  پایداری کردن    تیکبررسی  باز  از  پس 

  .گرادیتدرجه سان 4 یهفته در دما 8ها، به مدت محلول بدر

Shelf Stability Test  :سال    2به مدت    تیکعدد    8ررسی پایداری  ب

هر صورت هج بی نتایارزیابو  شد گراد قرار دادهیتدرجه سان 4 یدر دما

ماه   مختمط  .باشدمی  بار  کیسه  نشان   یداریاپ  یبررس  لف العات 

ک  دهدیم زمان   مورد  تیکه  در  پامشخص  یهانظر   .است  داریشده 

ای در  پذیرش  پایداری،      یهاآزمایش   نمعیار  تعیین  به    تغییرمربوط 

 .استدرصد  20متر از ک نتایج
 

 هام استفاده شده در برچسب کالاعلائ
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ر درج بمن ه مشکل خواهشمند است با تلفن هایهرگون وزر صورت برد

 بگیرید. عبه بخش پشتیبانی تماسروی ج

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 5.51 2.11 3.81 3.91 102.6 

2 2.31 13.55 7.93 7.77 97.9 

3 10.35 2.11 6.23 6.35 101.9 

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 0.027 

0.028 0 
B1 0.029 

Cal. B 
C1 0.136 

0.140 0.2 
D1 0.144 

Cal. C 
E1 0.253 

0.258 0.5 
F1 0.263 

Cal. D 
G1 0. 145  

0.454 1 
H1 0. 745  

Cal. E 
A2 1.301 

3081.  5 
B2 1.315 

Cal. F 
C2 2.638 

2.655 15 
D2 2.672 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

% Bias  

1 1.31 2.3 -1.4 0.9 1.7 

2 4.32 2.7 2.2 -1.6 -2.8 

3 8.13 1.5 2.1 1.3 2.2 

 

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

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 1.97 4.13 11.48 5.11 3.21 4.1 

SD (ng/mL) 0.09 0.17 0.47 0.23 0.14 0.17 

CV (%) 4.6 4.1 4.1 4.5 4.4 4.1 

 

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

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 1.64 8.58 11.24 5.15 3.28 4.06 

SD (ng/mL) 0.09 0.43 0.49 0.27 0.15 0.18 

CV (%) 5.5 5 4.4 5.2 4.6 4.4 

 

 × 100 خل تدادرصد   =

 میانگین غلظت بعد از افزودن آنالیت مداخله گر  -الیت مداخله گر ن آنودن غلظت قبل از افزمیانگی 

 رگله غلظت آنالیت مداخ 

Normal Range (ng/mL) 

Males 

<24 months 14 - 466 

2 - 12 years 7.4 - 243 
>12 years 0.7 - 19 

Females 
<24 months <4.7 

2 - 12 years <8.8 
13 - 19 years 0.9 - 9.5 
20 - 29 years 1.77 - 12.41 
30 - 39 years 0.11 - 12.67 
40 - 49 years 0.05 - 9.77 

 


