
 

 

 

 
   

  انسان سرم  در کورتیزولهورمون  گیریاندازهکیت 

Cortisol ELISA Kit 96t  
Rev: A3 (1402/09/22)  / Cat. No: 2924-96 

 

 : مقدمه

هیدروکورتیزون،  کورتیزول   کربنه   21  استروئیدی  هورمون  یک  یا 

که  می همانند    ورتیزول ک  .شودمی  تولید  آدرنال  قشر   توسطباشد 

استروئید آدرناسایر  می  لهای  سنتز  کلسترول  آناز  ترشح  و    شود 

  در   .شودمی  کنترل  آدرنال -هیپوفیز-هیپوتالاموس  محور  توسط

  به   هورمونی  ،هیپوگلیسمی  یا  و  بدنی  هایفعالیت  ،استرس  شرایط

  آزادسازی   باعث  که  گرددمی  ترشح  هیپوتالاموس  از  CRH  نام

روی   با  ACTH  .شودمی  قدامی  یزهیپوف  از  ACTH  هورمون تاثیر 

کلسترونکوا تبدیل  پرگننولون،  ش  به  و    موجبل  سنتز  افزایش 

  شامل   در بدن  کورتیزول  اثرات  مهمترین   .شودمی  کورتیزول   ترشح

 افزایشاست.    ایمنی  هایپاسخ  تنظیم  و  متابولیک  هایتغییر فرایند

و   بارداری  ،چاقی  ، کوشینگ  سندرم  در  کورتیزول  مقدار

 در نوخ  کورتیزولکاهش    .شودمی  دیده   هیپرتیروئیدی

آدیسون،بیماری  نظیر   ،آدرنالقشر    زادیمادر  هیپوپلازی  هایی 

مشاهده    کبدی   هایبیماریو    یپوتیروئیدیاه  ،یپوپیتوئیتاریسماه

گیری میزان کورتیزول در د این کیت اندازه حیطه کاربر  .شده است

 باشد.انسان می یا پلاسمای سرم

 

  :اصول آزمایش

برا آزمایش  الایزای  ین  شده    یرقابتاساس  اضافه    ست.اطراحی  با 

آزاد   ژنیآنت  ی، سرم حاوHRP  میکونژوگه شده با آنز  ژنیشدن آنت

آنت سپس  چاهک  لهینیوتیب  یبادیو    ن یدیاسترپتاو  یحاو  ی هابه 

کمپلکس  تیتثب طر  یمنیا  یهاشده،  ب   قیاز  با    نیوتیواکنش 

  ی . پس از شستشوشوندیبه کف چاهک متصل م  ،نید یاسترپتاو

بچاهک  )سوبسترا  لمحلو  اضافه کردن  اها،  و  HRP  میآنز  یرنگزا   )

متوقف محلول  نهاسپس  محصول  در   شودیم  دیتول  ییکننده،  که 

ب  450موج  طول نور  زانیم  نیشتری نانومتر  دارد.  یجذب   شدت  را 

  نسبت   ها،کالیبراتور  و  نمونه   کورتیزول  غلظت   با  جذب  زانیم  و  رنگ

ی  ط منحنسها تونمونه ر نهایت، غلظت کورتیزول درد.  دارد  معکوس

 گردد.محاسبه می استاندارد

 

 :محتویات کیت

 حاوی استرپتاویدین تثبیت شده. یتست 96  تیکروپلیم (1

، 1  ،0های  شش ویال با غلظت  :(Cortisol Cal A-F)  هاکالیبراتور  (2

 .سرم انسان ازتهیه شده  µg/dL 50 و  20، 10، 4

  ک ی:  (Cortisol Enzyme Conjugate)نزیمیآ( محلول کونژوگه  3

  .HRP مآنزی متصل به ژنآنتی حاویلیتری میلی 6ویال 

ب  (4 کونژوگه    یک :  (Cortisol Biotin Conjugate)ی  نیوتیمحلول 

 .نی وتیمتصل به بضد کورتیزول  یبادیآنت یحاولیتری یلیم 6 الیو

شستشو  (5   20  الیو  یک:  (Wash Solution-50X)  محلول 

 .یتریلیلیم

  6/ 5  الیو  یک:  A  (Substrate Solution A)  زارنگمحلول    (6

 .یتریلیلیم

 6/ 5  الیو  یک:  B  (Substrate Solution B)  رنگزامحلول    (7

 .یتریلیلیم

 .یتریلیلیم 12 الیو یک: (Stop Solution) کننده محلول متوقف (8

   .ترییلمیلی 0/ 5 (های)ویال : (Cortisol Control)( محلول کنترل9

 .یک ورق وص پلیت بر چسب مخص( 10

درلومحل  کلیه  :1توجه س  8تا    2  یادم  ها   ینگهدار  گرادیانتدرجه 

 است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن یکننده در دماشوند. محلول متوقف

 درج شده است. COAر کنترل)ها( در مقادی :2توجه 
 

 ه در کیت: د نیاز تأمین نشدمواد و وسایل مور

دست1 پلیگانشوخه  اگ(  فر  دارای  )فیلتر    ر تنانوم  630و    450تر  لیت 

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 کیت:  ستفاده ازر اتیاط دحا

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

از  است؛ سا  لذا  با  مشترک  ساخت   یهاشماره   ای  و  هاتیک  ریاستفاده 

 .دیینما  یر اددوخ جداً گرید

م  (2 انقضوللحکلیه  تا زمان  پایدار ه  ء اها  از محلولکیت  هایی  ستند. 

 د.نیستفاده نک ت اشته اسذگ هاکه تاریخ انقضاء آن 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضها در متوجه فرمایید محلول (3

م  (4 نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  بودن  محتویات  ، HBsAgنفی 

HIV1/2    وHCV  ت  اند؛ه شد  یبررس مورد د  قطعیشخیص  ولی  ر 

بودن   بیماریمتمنفی  عفونی  عوامل  روشام  از  استفاده  با  های زا 

آ بنابرایننیستپذیر  کانام  یشگاهیامزمتداول  گرفتن    ،.  نظر  در  با 

کیت، تمام مراحل آزمایش    محتویاتزایی  و بیماری آلودگی   احتمال

 د.نهای ایمنی انجام شودستورالعمل با باید مطابق

و  زااده  استف  (5 کار    نکیع  دستکش  هنگام  در   .است  یلزامادر 

  ا ی  تورص  ر رویب  آن  اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیهنگام کار با ک

ریخته    نقاط  ریسا مخاط    ریبا دهان و سامواد  از تماس    نشود.بدن 

 . جلوگیری نمایید جداً

ه  دشاستفاده  و سر سمپلرهای هاچاهک، اهکنترل ماران،ینمونه ب( 6

پسعنوابه   دیاب گرف  یعفون  یامانده ن  نظر  شوندتدر  با و    ه  مطابق 

 .دگردنامحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات

 

 نمونه: سازی ماده ری و آآوجمع

ای  هاینمونه(  1 برای  آزمایش  مناسب  هپارینه پلاسما  یا  سرمن    ی 

به  باشد.می فرد  بودن  نمونه  ناشتا  دهنگام  نتایج  گیری  درستی  ر 

نیک کنمونه خون با استفاده از ت.  دوواهد بخ  رایرگذأثده تمت آدسبه

هرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن  گیری سیااستاندارد خون 

های خونی جدا شود. حتی از سلولقیقه(  د  60ا  ت  30)  ونخ  لمکا

    .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل ،کیکتریا یهااز نمونهالامکان 

را دریافت   (mg/day 5˃)  نیوتیب  ی ازیالادر افرادی که دوز ب  (2

نمونهمی باید حداقل  گکنند،  از  8یری  آخرین    ساعت پس  دریافت 

 دوز بیوتین انجام شود.

باشد  کاملاً  دی با  هانمونه  رفظ  بدر  (3  روز در   5تا    هانمونه  .بسته 

سا  8تا    2  دمای و حدینتدرجه  تا  گراد  دما  1اکثر  در    -20  یماه 

از منجمد و ذوب   .دنتتفاده هسسای و دارنگه بلاقگراد یجه سانترد

 ها خودداری کنید.نمونه رکردن مکر

 

 ها: معرفو نگهداری سازی آماده

ن  ازیسآماده (  1 محلوگهدو  از  میلی  20حجم    ل شستشو:اری  لیتر 

شستشو   به    (50X)محلول  دیونیزه  میلی  980را  مقطر  آب  لیتر 

آما از  پس  و  دمای  ده اضافه  در  اد  رگنتیسارجه  د  8  تا  2سازی 

   را آندر محلول شستشو،  بدر صورت مشاهده رسوکنید.  یرنگهدا

ود. در ش  حل  برسوهید تا  گراد قرار ددرجه سانتی   37ماری  در بن

اهده کدورت در محلول شستشو، از مصرف آن خودداری  صورت مش

 کنید.

ی هارا با حجم Bو   Aهای رنگزا محلولسازی محلول رنگزا: ( آماده 2

لیتر  لییم  2تهیه    ثال، برایعنوان م به)  لوط کنیدخ ( م1:1)اوی  مس

مصرف آماده  رنگزا  میلی  1  ،محلول  محلول  از  به    Aلیتر    1را 

در   دقیقه  10مدت  به  و    اضافه کنید(    Bا  رنگز  محلول  از  تریللیمی

ا کوبه کنید. در صورت مشاهده رنگ آبی و یتاریکی اندمای اتاق و  

 رمایید.ف خودداری نصرف آز م، انگزامحلول رکدورت در 
 

 روش انجام آزمایش: 

ها  قبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه

، هااند. کالیبراتورگراد( رسیده رجه سانتید  28تا    22)  قااتبه دمای  

کنترلنمونه و  با  ها  ها  ک  5را  ته  و  سر  بهبار  یکنواخردن  ت  آرامی 

 کنید.

بردا  امنجا  یبرا  زا ینرد  مو  یها هکاچ  تعداد  (1 را  بقرید  تست   هیو 

درب  دهید،قرار  یومین یآلوم سه یدر ک ر یگهمراه رطوبترا ها هک چا

  .  نمایید یدارگراد نگهیه سانتدرج 8ا ت 2 یدما در و هستآن را ب

کنترلهاراتورکالیب  از  میکرولیتر  25( حجم  2 در    را  هانمونه  یا  ها، 

  کالیبراتور   اینمونه    رکه از ه  تر استبهزید.  های مورد نظر بریچاهک 

 شود. ختهیها ر در چاهک )دوپلیکیت( تایی دوصورت به

آنزیمیمحلول  میکرولیتر    50  ( حجم3   ها چاهک   همهبه    کونژوگه 

و   کنید  را  اضافه  بهثانیه    30ت  مد  به پلیت  میز  آرامی روی سطح 

 .تکان دهید

حجم4 کونژوگهم  ازمیکرولیتر    50  (    همه  به  بیوتینی  حلول 

به    زیسطح م  یرو  هیثان  30مدت    هب  را  تیپلکنید و    اضافه  هااهک چ

 .دی تکان ده یآرام

مخصوص چاهک  (5 برچسب  با  را  وبپوشان  پلیت   ها   60مدتبه  ید 

 ه نمایید.انکوب در دمای اتاق دقیقه

کردن  چاهک  اتیمحتو  (6 وارونه  با  را  آسپیراسیونها  تخلیه    یا 

  تر یولرکیم   300با    مرتبه  هرو  ه  تبمر  3  ار  اه چاهک  سپس.  نمایید

شده   تشول شسومحل آماده )  ،آماده  معرفبخش  مطاسازی  را   لعهها 

اگردییبشو  (ماییدبفر به  .  در یمام  جان  یدست  صورتشستشو  شود 

   .دیبزن ریگرطوبتدستمال  یرا بر رو ت یپل یرامآشستشو به یانتها



 

 

 

 
   

مناسببه شستشوی  انجام  استاند  منظور  فیلم ب  ابقطمها،  چاهک   اردو    ا 

 اقدام نمایید. 1شرکت ایت سدر وب ده ش قرار داده 

رنگ   100  حجم  (7 محلول  از  بخش  )  مصرف  آماده   یزامیکرولیتر 

معآماده  رارفسازی  بفرمطا  ها  چاهماییدلعه  تمام  درون  و  ک (  ریخته  ها 

اتاق و تاریکی انکوبه کنید.در دمادقیقه    15مدت  پلیت را به از تکان    ی 

  داری کنیدله خودرحن میان پلیت در داد

دست آمد،  به  2کمتر از    براتوریکال  یجذب نور  زانیم  نیتوجه: اگر بالاتر

انکوباس  دیتوانیم ر  ونیزمان  را  نگمحلول    شیافزا  قهیدق  10مدت  بهزا 

 .دیده

متوقف  50  حجم  (8 محلول  تممیکرولیتر  به  چاهککننده  اضافه  ام  ها 

 د. ان دهیتکمی ارآثانیه به 20مدت به  اکنید و پلیت ر

حداکثر تا (نانومتر    450موج  ( مقدار جذب را برای هر چاهک در طول 9

محاسبه   شیماآز  نیر اد  بخوانید.  )دقیقه بعد از متوقف کردن واکنش  15

روش  غلظ به  اجرا  (  Logic-log  ای)  4PLو    Point to Pointت  قابل 

روش  است؛   از  استفاده  صورت  کالیبراغ  4PLدر  ع  Aتور  لظت  ی ددرا 

)به   مثاکوچک  بگیرد.  (µg/dL  0.01ل  عنوان  نظر  و    میزان در  جذب 

    عنوان نمونه در زیر ارائه شده است.کیت به نکالیبراتورهای ای نمودار

 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 

 کورتیزول تست الایزای برای ظارنتر مورد ا مقادی

 
انتظمق  ،کیت   ه دنکنتولیدشرکت   مورد  برایادیر  به   آزمایشاین    ار  را 

 مورد نظرآنالیت    برای  ردیاین مقا  اگرچه،قرار زیر مشخص کرده است.  

 تعیین گردد.   اه توسط آزمایشگباید 
 

Afternoon Morning Population 

µg/dL  3-13 µg/dL  5-23 Adult 

µg/dL  3-10 µg/dL  3-21 Child 

- µg/dL  1-24 Newborn 
 

 یفی های کنترل کپارامتر

 (Within Run)دور درونقت آزمون د -بررسی دقت( 1

تکرارخلداتدق ارزیابی  با  نتذپ ی  سرم  یری  نمونه  سه  از  حاصل  با  ایج 

متفاوت  غلظت نوبتهای  یک  )در  تکرار    20کاری  نمونهبار  هر  (  برای 

 است. CV˂10%آزمایش رش در این یر پذمعیا شد.بررسی 

 
 

 

 
 

 (Between Run)دور بین زمون دقتآ -دقت سیبرر( 2

م مونه سرنسه  حاصل از  ج  تاین  یتستی با ارزیابی تجدیدپذیر قت بیند

بار تکرار برای هر نمونه در   5کاری )نوبت  4در    های متفاوتبا غلظت

اهر نوبت آزمایشپذیرش د  معیار  نجام شد.کاری(  این   CV˂10%  ر 

 .تسا

 
 

 

 

 (Recovery) یابی ازبزمون آ - یدرست یبررس( 3

این   آزموندر  ازاء هر  به    با وی  مسا  نسبت ه  ب  دو نمونه سرم  ،آزمایش 

تر شدکیکدیگر  به  یب  نمونهو  یک  آن    Cortisolغلظت  ،عنوان  در 

سبت به  ن  Bias˂10%  ،معیار پذیرش در این آزمایش   د.یگردسنجش  

 .تاس رد انتظارنتیجه مو
 

 

 

  (Linearity) ودنب یآزمون خط -یتسدر( بررسی 4

یین  عبرای ت  ه سرمنوهای مختلف نمرقتدر     Cortisolغلظتتست    در این

کیتب  خطی شاندازه   ودن  ا  رشیپذ  اریمع  د.گیری   شی آزما  نیدر 

Bias˂10% .است 

 

 

 

 
 (Cross Reactivity)اطعآزمون واکنش متق -( بررسی ویژگی5

آزما  یژگیو کردضا  کمک  به  شیاین  غلظتافه  مخن  از  لتهای  اد  موفی 

اطع متق  واکنش  .تارزیابی شده اس   ،سرمای  هنمونهبه    مندرج در جدول زیر

اندا مقدار  گیریزه با  بین  مورد    Cortisolمقداربه    اضافه شده ماده    نسبت 

  ش رش واکنمعیار پذی.  است  ه شدبررسی    ،برای ایجاد همان مقدار جذب  نیاز

)بسته   آنه  بمتقاطع  ووع  شده(ما  نالیت  اضافه  آن  ده  محدوده  البرای  در  یت 

 درصد است. 25ی ماده اضافه شده حداکثر تا درصد و برا 100±10

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  (Sensitivity) بررسی حساسیت( 6

اساس بر  کیت   Limit ofو  Limit of Detection   (LOD)حساسیت 

Blank (LOB)  ا استفاده  محاسبهز   فرمول  زبا           با  برابر  وشد    یر 

µg/dL 4/0 ین گردیدتعی. 
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 
LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 

 

 (Stability)پایداری ررسیب( 7

Accelerated Stability Test  :فته ه  4  مدت  به   تیک  پایداری  بررسی  
   .گرادی سانت درجه 37 یدما در

In Use Stability Test  :بدر  کردن  باز  از  پس  تیک  پایداری  بررسی  
 .گرادیسانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت  به ،هامحلول

Shelf Stability Test  :سال  2  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  ی بررس  
 بار  کی  ماه   سه  هر  صورتهب   نتایج  ارزیابی  و  گرادی سانت  درجه  4  یدما  در
م  یدار یا پ  ی بررس  لفمطالعات مخت  .اشدبمی   ورد م  تیک  که  دهدینشان 
  ی هاش ی در آزما  رشیپذ   اریمع  .است  داری پا  شده مشخص  یها زمان   در  نظر

   .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا نییه تعمربوط ب
 

 شده در برچسب کالاها استفاده ئمعلا
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 .یریدگب تماس (بخش پشتیبانی)به روی جع

Calibrators 
Well 

Number 
Abs 

Mean 
Abs 

Value 
(µg/dL) 

Cal. A 
A1 2.273 

2.364 0 
B1 2.455 

Cal. B 
C1 1.922 

1.946 1 
D1 1.970 

Cal. C 
E1 1.594 

1.598 4 
F1 1.603 

Cal. D 
G1 1.091 

1.088 10 
H1 1.085 

Cal. E 
A2 0.736 

0.738 20 
B2 0.741 

Cal. F 
C2 0.361 

0.355 50 
D2 0.349 

  

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 20 20 20 

Mean Cortisol (µg/dL) 3.21 14.77 22.1 

S.D (µg/dL) 0.18 0.79 1.12 

C.V (%) 5.6 5.3 5 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 20 20 20 

Mean Cortisol (µg/dL) 2.4 12.65 18.64 

S.D (µg/dL) 0.14 0.72 0.98 

C.V (%) 5.8 5.7 5.2 

 

NO. 
Sample 
(µg/dL) 

Added 
(µg/dL) 

Exp. 
(µg/dL) 

Obs. 
(µg/dL) 

% Rec 

1 3.5 12.3 7.9 8 101.2 

2 21.4 6.7 14.05 13.8 98.22 

3 13.5 21.8 17.6 17.4 98.8 

 

Cross 
Reactivity 

Analyte 

1.0000 
0.0004 
0.2300 
0.1800 
0.0550 
0.0001 
0.0002 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

Cortisol 
Androstenedione 

Cortisone 
Corticosterone 

11-Deoxycortisol 
Dexamethasone 

Progesterone 
17α-OH Progesterone 

DHEA 
Estradiol 
Estrone 
Danazol 

Testosterone 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

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

% Bias 

1 9.6 1.2 -1.5 -2.2 -2.6 

2 14.4 2.4 1.9 -1.8 -2.3 

3 22.3 5.4 -0.7 0.8 -4.4 

 

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

