
 

 

 

 

   

 م انسانرس رد AEC یریگهزادنا تیک

CEA ELISA Kit 96t  
Cat. No: 1024-96 / Rev: A3 (1402/09/22) 

 

 : مقدمه

  جرم مولكولی با    گلیكوپروتئینیک    (CEA)  ژن کارسینو امبریونیک آنتی 

درکیلو  200  تقریبی که  است  می  هاسلول  سطح   دالتون  .  شودبیان 

مخت   CEAسطح    افزایش انواع  با  سرم  بدخیمی ف لدر  از   شاملها  ی 

پستان    و سرطان  معدهسرطان    ریه،  سرطان  ،آدنوکارسینومای کولون

 افراد  سرمدر    CEA  سطح  گیریاندازه   بر این اساس،   است.  در ارتباط

 متاستاز  مكان  و  تومور  تمایز  درجه  ،سرطان  گسترش   شدت  در بررسی

 های ومورت  ،دستگاه گوارش و ریه  التهاب  علاوه بر این، در.  اهمیت دارد

افراد    یخیم کبدخوش  CEAنیز سطح    مصرف کننده دخانیاتو در 

 CEA  غلظتگیری کمی  اندازه   این کیت کاربردحیطه    ابد.یافزایش می

 در نمونه سرم انسان به روش الایزا است.
 

  :اصول آزمایش

است. شده  طراحی  ساندویچ  الایزای  اساس  بر  آزمایش    این 

 کنشها توسط واچاهک   کف  دری  نایم  یهاکمپلكس  سازیحرکتبی

بیوتینیله    بادیآنتی  و  چاهک  کف  دره  شد  تثبیت  ویدیناسترپتا  بین

 بادیآنتی  شدن  مخلوط  با.  گیردمی  صورت   CEA  ضد  مونوکلونال 

 ژن،آنتی  حاوی  سرم  و  HRP  آنزیم  به  متصل  بادیآنتی  بیوتینیله،

 گیردیم  صورت  یرقابت  هیچ   بدون  هابادیآنتی  و  ژنآنتی  بین  واکنش

تشكیل    میزان .  شودمی  متصل  چاهککف    به  ساندویچ  کمپلكس  و

 ارتباط سرم    CEA  غلظت  بایم،  آنز  فعالیت  و  ایمنی  هایکمپلكس

نشده،   حذف  ها وتخلیه چاهک  از  پس .  دارد  مستقیم   با   اجزاء متصل 

  محلول متوقف سپس  و    ( HRP  میآنز  یسوبسترا)  رنگزامحلول    افزودن

توهنمحصول    ،کننده  در شید میلایی  را  نوری  بیشترین جذب  که  ود 

دارد.  450موج  طول  کمک  به  سرم  CEA  غلظت  نهایت  در  نانومتر 

 .گرددمی محاسبه استاندارد منحنی
 

 :محتویات کیت

 . تثبیت شده   سترپتاویدین وی ا ا ح   تستی 96  كروپلیت می   ( 1

ویال  (CEA Cal A-F)  کالیبراتور  (2  ،10  ،5  ، 0ای  ه غلظت   ا ب : شش 

   .انسان   سرم از   شده   تهیه  ، ng/mL  250  و  50  ،25

  11  ویال  یک:  (CEA Enzyme Conjugate)  آنزیمی  کونژوگه  (3

 به  متصلبادی  آنتی  و  بیوتین  به  متصل  بادیآنتی  حاوی  لیتریمیلی

 .بافر در HRP آنزیم

   .ی لیتر میلی   20  ویال   یک (:  Wash solution-50X)   شستشو   محلول   ( 4

 6/ 5  ویالیک  :  A (Substrate Solution A)  رنگزا  للو حم   (5

 .لیتری میلی 

 6/ 5  ویالیک  :  B (Substrate Solution B)  رنگزا   محلول  (6

 .لیتریمیلی

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

 .لیتری میلی   0/ 5  )های( ویال :   (CEA Control)کنترل   محلول   ( 8

 .ورق یک   : پلیت   ص مخصو   بس برچ (9

  نگهداری   گرادسانتی  درجه  8  تا  2  دمای  در  هامحلول  کلیه  :1  توجه

 .است نگهداری قابل  نیز اتاق دمای در کننده متوقف محلول. شوند

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

 
 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

دا( دستگاه خوانش1 پلیت  )فیلتر    رنانومت    630و    450  تر لیرای فگر 

 .  مرجع(

 سمپلر کالیبره.( 2

 .دیونیزه ( آب مقطر3
 

 : احتیاط در استفاده از کیت

هم  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو  (1 در    دهیگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده 

سا  است با  مشترک  استفاده  از  ساخت   یها شماره   ایو    هاتیک  ریلذا 

 .دییا نم یخوددار  جداً گرید

ملی ک  (2 تا  وللحه  اها  پا  نقضاء زمان  هایی  ز محلولا  یدار هستند.کیت 

 .نشوداستفاده  ها گذشته استکه تاریخ انقضاء آن 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   معرضها در توجه فرمایید محلول (3

 ،HIV1/2دن  بو  یاز نظر منف  یانسان  شاءمن با    تیکاین    اتیمحتو(  4

HBsAg     وHCV  ی منف  ردمودر  ی  طعقخیص  شت  ولی  ؛اندشده   بررسی  

عفونی   بودن عوامل  روش  زایماری ب  تمام  از  استفاده  متداول  با  های 

و  با توجه به احتمال آلودگی    نی. بنابراستینآزمایشگاهی امكان پذیر  

با زایی  بیماری  مطابق  باید  آزمایش  مراحل  تمام  کیت،   محتویات 

 د.نانجام شو یمنیا یها دستورالعمل

 در هنگام و  است  یالزامام کار در هنگ نکیو ع شكدست ده ازاستفا( 5

نقاط   ریسا  ایصورت    ر رویبآن    اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیر با ککا

نشود بدن   تماس    ریخته  از  سامواد  و  و  دهان    جلوگیری مخاط    ریبا 

 .نمایید

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

شوندر  د  ینوعف  یاسمانده پان  عنوبه   دیبا گرفته  با    و  نظر  مطابق 

 .گردندامحاء  یعفون یدفع پسماندها ماتزاال
 

 :  سازی و نگهداری نمونهآوری، آماده جمع

نمونه خون با استفاده از  . ( نمونه مناسب برای این آزمایش سرم است1

گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته  تكنیک استاندارد خون 

خون  کام  شدن سلولدقیقه(    60  ات  30)ل  جدا    یهااز   .گرددخونی 

به فرد  بودن  نمونه   ناشتا  بههنگام  نتایج  درستی  در  آمده گیری  دست 

و    کیمیپل  ک،ی كتریا  یهااز نمونه حتی الامكان  تأثیرگذار خواهد بود.  

   .نشوداستفاده  زیهمول

بیوتین  2 از  بالایی  دوز  که  افرادی  در   )(˃5 mg/day)  د ت ریافرا 

دریافت آخرین دوز   ساعت پس از  8اید حداقل  ب  گیریونهمن،  ندنکمی

 بیوتین انجام شود.
 هانمونهتوان  یم  روز  5تا    .بسته باشد  کاملاً  دیبا  هاف نمونهدرب ظر  (3

  -20  یماه در دما  1گراد و حداکثر تا  یدرجه سانت  8تا    2  دمای  را در

ها هوننم  رمكر  ب کردنو ذواز منجمد    .کرد  یگراد نگهداری درجه سانت

 د.یخودداری نمای

 
 :هامعرف ی و نگهداری سازآماده

آماده 1 شستشو: (  محلول  نگهداری  و  از میلی  20حجم    سازی  لیتر 

لیتر آب مقطر دیونیزه اضافه و  میلی 980را به  (50X)شو ستمحلول ش

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

  37در بن ماری    ا ر  آنلول شستشو،  محر  د  بوه رسمشاهد  صورتدر  

سانتی مشاهده درجه  صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  قرار  گراد 

 ف آن خودداری کنید.صرکدورت در محلول شستشو، از م

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

( )به1:1مساوی  کنید  مخلوط  مثا(  بعنوان  تهل،  تر  لیییلم  2یه  رای 

لیتر  میلی  1را به    A  رنگزالیتر از محلول  میلی  1  ،صرفممحلول آماده  

به  B  رنگزااز محلول   و  کنید(  و د  دقیقه  10مدت  اضافه  اتاق  دمای  ر 

مشاهده  صورت  در  کنید.  انكوبه  در   تاریكی  کدورت  یا  و  آبی  رنگ 

 ، از مصرف آن خودداری فرمایید.رنگزامحلول 

   : شآزمای نجام روش ا

ها به دمای اتاق  زاء کیت و نمونه شوید که تمام اج   روع آزمایش مطمئن ش   از ل  ب ق 

  5را با    ، کنترل ها و نمونه ها ها ر اند. کالیبراتو گراد( رسیده درجه سانتی   28تا    22) 

 آرامی یكنواخت کنید.بار سر و ته کردن به 

  بقیه   و  ریدبردا  را  آزمایش  انجام  برای  نیاز  مورد  هایچاهک  تعداد  (1

  درب   دهید،  قرار  آلومینیومی  کیسه  در  گیربترطوهمراه  به   راها  هک اچ

 .  اییدنگهداری نم  گرادسانتی درجه 8 تا 2 دمای در و بسته را آن

 های چاهک  در  کنترلیا    ها نمونه  ،کالیبراتورها   از  یترمیكرول  25  حجم  (2

کنترنمونه  هر   از  که  است  بهتر.  بریزید  نظر  مورد ور  برات لی کا   ای  ل ، 

 .شود ریخته هاچاهک  در )دوپلیكیت( دوتایی صورتبه

 ه هم  به  CEAآنزیمی  کونژوگه    محلول  از  لیترمیكرو  100  حجم  (3

را    دیکن  فهاضا  هاهک چا پلیت    به  میز  سطح  ویر  ثانیه  30  مدتبهو 

 .دهید تكان آرامی

  60  مدتبه  و  بپوشانید  پلیت   مخصوص  چسببر  با  را  هاچاهک   (4

 .یدنمای انكوبه اتاق دمای در یقهدق

.  کنید  تخلیه  یا آسپیراسیون  کردن  وارونه  با  را  هاچاهک  محتویات  (5

  محلول   رولیترك می  300  با   مرتبه  هر  و  مرتبه  3  را  هاچاهک   سپس

  ( ها را مطالعه بفرماییدسازی معرفبخش آماده )  شده آماده  ی  شستشو

  شستشو  انتهای  در  دشومی  انجام  دستی  صورتبه  شستشو   اگر.  بشویید

انجام  به  .بزنید  گیررطوبت  دستمال  روی  بر   را   لیتپ  آرامیبه منظور 

شده    ده اد  قرارا فیلم  بق بها، مطاشستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 اقدام نمایید. 1سایت شرکتدر وب

محلول   100  حجم  (6 از  بخش )  شده آماده  ی  رنگزا  میكرولیتر 

ریزید و ب  هاچاهک  تمام  درون  (فرماییدها را مطالعه بسازی معرفآماده 

از    .کنید  انكوبه   تاریكی  و   اتاق  دمای  در  دقیقه   15  مدتبه  ا ر  پلیت

  .یدنک داریحله خودن مرتكان دادن پلیت در ای

اگر    آمد،  دست   به   2  از  کمتر  کالیبراتور  جذب  میزان  بالاترین  توجه: 

  افزایش  یقه دق  10  مدتبه  را   رنگزا  محلول   انكوباسیون  زمان  توانیدمی

 .دهید

حجم7   تمام  به  واکنش  کننده متوقف  محلول   رمیكرولیت   50  ( 

 تكان  آرامی  به  ثانیه  20  مدتبه  را  یت لپ   و  یدکن  ضافها  هاچاهک 

 .شود تبدیل زرد به آن آبی  رنگ تمام تا دهید

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

 

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


 

 

 

 

   

  450  وجمطول  در  چاهک  ر ه  برای  را نوری    جذب  مقدار(  8

  دقیقه   15  تا  حداکثر  Point  to  Point  متد  از  استفاده  با   نانومتر

  620  رفرانس   وجمطول  از .  بخوانید  واکنش  کردن  متوقف   از  بعد

و    .کنید  فادهتاس  ترانومن  630تا جذب  نمودار میزان 

 عنوان نمونه در زیر آورده شده است.کالیبراتورهای این کیت به

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CEAزای  برای تست الای یر مورد انتظارمقاد

 
تولید بر  ، کننده کیتشرکت  انتظار  را  مقادیر مورد  این تست  ای 

است کرده  مشخص  زیر  قرار  مقای  رچه،اگ.  به  برای بر  یادن  اید 

 تعیین گردد. توسط آزمایشگاه مورد نظر آنالیت 

 
 
 
 

 

 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

 (Within-Run)دور ندقت درو آزمون -بررسی دقت  (1

م  سه نمونه سرنتایج حاصل از  پذیری  با ارزیابی تكرار  دوردروندقت  

غلظت متفاوت  با  نوبتهای  یک  ) در    ر ه  برایتكرار    بار  20کاری 

 است. CV˂10%معیار پذیرش در این آزمایش  .بررسی شد ونه(من

 

 
                             

 

 

 (Between-Run)دور دقت بین آزمون -بررسی دقت ( 2

پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم  با ارزیابی تجدید  ورددقت بین

)نوبت  4در  های متفاوت  با غلظت برایتكر  بار  5کاری    نه ونمهر    ار 

نوبت هر  شد.  در  انجام  آزمایش  کاری(  این  در  پذیرش  معیار 

CV˂10% .است 

 

 

 
 

 (Recovery)بازیابی آزمون   - یدرست ی( بررس3

آزمون  تستاین    در ازاء هر   با  مساوی  نسبت  به  سرم  نمونه  ود،  به 

غلظتنمونه  یک  انعنوبه  و  شد  ترکیب  یكدیگر  ،  CEA  آن   در  

پ  .شد  گیریاندازه  آزمایش  یا  رد  ذیرشمعیار   % Bias˂14.3ن 

 است. نسبت به نتیجه مورد انتظار

 

  

 

 

 (Linearity) آزمون خطی بودن - یدرست( بررسی 4

  برای   سرم  نمونه  مختلف  ایه رقت  در  CEA  غلظت  تتس  این  در

خطی بودن پذیرش  معیار    .دش  گیریاندازه   کیت  بودن  خطی  تعیین

 .است % Bias˂14.3در این آزمایش 

 

 
 

 (Cross Reactivity) آزمون واکنش متقاطع -ژگیوی یرس( بر5

آزما   ویژگی غلظتاین  کردن  اضافه  با  مواد  یش  از  مختلفی  در منهای  درج 

گیری نسبت ندازه واکنش متقاطع با ا.  بررسی شد  ،سرم  نمونه  به  ول زیردج

شدماده    غلظتبین   همان    CEAغلظتبه    ه اضافه  ایجاد  برای  نیاز  مورد 

گردید.یابزارورد  مر جذب  امقد به    ی  )بسته  متقاطع  واکنش  پذیرش  معیار 

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

 درصد است. 25اکثر تا حدرای ماده اضافه شده ب

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Hook Effect) ( بررسی اثر هوک6

 CEAتا غلظت  ng/mL60000  د.شاهده نک مشاثر هو وبررسی گردید  
 

 (Sensitivity) رسی حساسیتبر ( 7

 Limit  (LOB)  و   Limit of Detection  (LOD)  حساسیت کیت بر اساس

of Blank  استفاد فر   ه با  بمواز  و  شد  محاسبه  زیر  با  رال    ng/mL  1 /1بر 

 .تعیین گردید
LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (Stability)پایداری ررسیب( 8

Accelerated Stability Test  :در  فته ه  4  مدت  به  تیک  پایداری  بررسی  

  .گرادیسانت درجه 37 یدما

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

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

 
 
 

Shelf Stability Test  :مدت   به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس  

  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و   گرادیسانت  درجه  4  یدما  در  سال  2

   .اشدبمی بار کی ماه  سه

مخت م  یداری اپ  یبررس  لفمطالعات   ورد م  تیک  که  دهدی نشان 

در    رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یهازمان  در  نظر

ب  یهاش ی آزما تعمربوط   20  از کمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  نییه 

  .استدرصد 
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های  است با شماره  رگونه مشكل خواهشمنددر صورت بروز ه

 د.یگیربس تما (بخش پشتیبانی)مندرج بر روی جعبه 

 

Calibrator 
Well 

OD 
Mean Conc. 

Number OD (ng/mL) 

Cal. A 
A1 0.056 

0.053 0 
B1 0.050 

Cal. B 
C1 0.138 

0.132 5 
D1 0.127 

Cal. C 
E1 0.214 

0.223 10 
F1 0.233 

Cal. D 
G1 0.450 

0.458 25 
H1 0.466 

Cal. E 
A2 0.748 

0.770 50 
B2 0.792 

Cal. F 
C2 2.276 

2.302 250 
D2 2.328 

 

Normal Range (ng/mL) 

Non-smokers < 5 

Smokers < 10 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean CEA (ng/mL) 4.36 8.90 14.21 

SD (ng/mL) 0.24 0.41 0.62 

CV (%) 5.5 4.6 4.4 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean CEA (ng/mL) 3.52 9.83 18.30 

SD (ng/mL) 0.24 0.53 0.92 

CV (%) 6.8 5.4 5.0 

 

No. 
Sample Added Exp. Obs. 

% Rec. 
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) 

1 4.92 8.10 6.51 6.46 99.2 

2 7.35 17.61 12.48 12.13 97.2 

3 11.92 26.70 19.31 20.15 104.3 

 

No. 
Sample 1/2 1/4 1/8 1/16 

(ng/mL)  % Bias   

1 18.90 -2.9 -0.5 -2.7 -2.0 

2 23.5 2 -1.2 -0.6 1.4 -2.3 

3 36.31 3.6 -3.5 -0.8 -0.5 

 

Analyte 
Cross  

Concentration 
Reactivity 

Acetylsalicylic  Acid 1 100 µg/mL 
Ascorbic Acid <0.0001 100 µg/mL 

Caffeine <0.0001 100 µg/mL 
AFP <0.0001 10 µg/mL 
PSA <0.0001 1.0 µg/mL 

CA-125 <0.0001 10.000 U/mL 
hCG <0.0001 1000 IU/mL 
hLH <0.0001 10 IU/mL 

hTSH <0.0001 100 mIU/mL 
hPRL <0.0001 100 µg/mL 

 


