
 

 

 

 
   

 در سرم انسان Folate گیریاندازهکیت 
Folate ELISA Kit 96t  

Cat. No: 6524-96 / Rev: B4 (1402/12/05) 
 

 مقدمه:

به  (Folate)فولات   وکه   در  شودمی شناخته    زین  B9  نیتامی عنوان 

رشد لوله   ،فرایندهای زیستی متعدد و مهمی مانند سنتز اسیدهای نوکلئیک

جنین   خونی  ولل س  یع یطب  عملکردو  عصبی  استهای  نرمال   . مؤثر  سطح 

 و رژیم غذایی مناسب است.آن در روده    یعی جذب طب   ازمندیفولات خون ن

شرایط فولات   افتیدر  درها  سلول  ییتوانا  ،B12  نیتام یو  هی اول  ودکمب  در 

م و  در چنین شرایطی  شود وی مختل  با  است  B12  نیتامی درمان  . ضروری 

حامل   میزان  بررسی در  همول  یاب یزرا  ،ی گفولات    ی آنم  و  کی تیاختلالات 

دارد.  کی مگالوبلاست در    کمبود  اهمیت  حامله،    درصد  33فولات  زنان  از 

الکل   یاری بس می و    اکیسل   هاییماریبو    های از  شود. سطوح  کرون مشاهده 

ب  دی اس  کی فول  یسرم  افتهی  شیافزا در  است  آنم   مارانیممکن   می وخ  یبا 

نسان گیری غلظت فولات در سرم اهزانداحیطه کاربرد این کیت   شود.  دهید

 شد. می با

 

 : اصول آزمایش

پا  نیا بر  است  یرقابتالایزای    هیتست  شده   یسازحرکتیب.  طراحی 

شده در کف   تیتثب  نی دی استرپتاو  نیتوسط واکنش ب   یمنیا  یهاکمپلکس

آنت و    براتور یسرم و کال  یها. نمونهردیپذیصورت م  لهین یوتیب  یبادی چاهک 

غ  نژی آنت  ی)حاو و  آنز  فولات  ،( رکونژوگهیآزاد  با  و   HRP  میکونژوگه 

بیوتینیله شده ضد فولاتآنتی   هاژنی آنت .  شوندی اضافه م  هابه چاهک  بادی 

آنت   یبرا به  استرپتاو   لهینی وتیب فولات  ضد    یبادی اتصال  به  کف    نیدیکه 

با   است  شده  متصل  م  گریکدی چاهک  تخل کنند ی رقابت  از  پس  و    هی . 

سپس    و(  HRP  میآنز  یراوبستسا افزودن محلول رنگزا )بک،  چاه  یشستشو

متوقف  نهامحلول  محصول  ب  شودی م  دیتول  ییکننده،    زان یم  نیشتریکه 

 شدت  جهی و در نت   رنگ   زانیم نانومتر دارد.    450موج  را در طول   یجذب نور

ها ارتباط معکوس دارد.  ربراتو یکالیا    و  با غلظت فولات در نمونه  نوری  جذب

نها نمونه  لظغ  تیدر  هر  در  فولات  کمبت  منحنه  محاسبه استاندارد    یک 

 گردد. ی م
 

 : یات کیتومحت
  .تثبیت شده نیدیاسترپتاوحاوی تستی  96پلیت میکرو  (1

  ، 5/2،  1  ،0  های تبا غلظشش ویال    : Cal A-F)   (Folateهایکالیبراتور  (2

   .ng/mL  25و  10، 5

  6ل  یاو  کی  : (Folate Enzyme Conjugate)  یآنزیم  وگهژنوک  (3

 در بافر. HRP آنزیم متصل به ژنی آنت لیتری حاویمیلی 

بژونک  (4  6  الیو  یک:  (Folate Biotin Conjugate)  ین یوتیوگه 

 . در بافربادی بیوتینیله آنتی  یحاو یتریلی ل یم

  13ویال    یک:  (Folate Releasing Agent)کننده  آزاد  محلول  (5

 لیتری. میلی 

 7/0ویال    یک:  (Folate Stabilizing Agent)کننده  پایدار  حلولم  (6

 لیتری. یلی م

خنثی   (7   6ویال    یک:  (Folate Neutralizing Buffer)  کننده بافر 

 لیتری. میلی 

 . یتریل یل یم 20 الیو کی(: Wash Solution-50X( محلول شستشو )8

 . یرتیلیل یم 12 الیو کی: (Substrate Solution)زا ( محلول رنگ9

متوقف10 محلول  :  Stop Solution)  کنشاو  دهنکن(    12  الیو  کی( 

 . یتریلی ل یم

  .لیتریمیلی 5/0( ی: ویال)ها(Folate Control) ( محلول کنترل11

 ورق.  یک: تی( برچسب مخصوص پل 12

شوند.    یرنگهدا  گرادیدرجه سانت  8تا    2  یدما  در  هامحلول  هی: کل 1  توجه

 .است یقابل نگهدار  زیاتاق ن  یدمادر  هکنند محلول متوقف

 درج گردیده است. COAمقادیر کنترل)ها( در  :2 توجه

 

 باشند:موجود نميمواد و وسایل مورد نیاز که در کیت 

 انومتر )فیلتر مرجع(.  ن  630و  450گر پلیت دارای فیلتر ( دستگاه خوانش 1

 ( سمپلر کالیبره. 2

 ( آب مقطر دیونیزه. 3

 

 کیت:  زده ااستفاط در احتیا

لذا  است؛    دهیگرد  هیتعب  تیک  نیهم  راستفاده د  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو(  1

سا  از با  مشترک  د  یهاشماره   ای  و  هاتیک   ریاستفاده   جداً  گریساخت 

 . کنید  یخوددار

محلول 2 تمام  محلول(  از  هستند.  پایدار  کیت  انقضاء  زمان  تا  که ها  هایی 

 د. ینکن  ست استفادهها گذشته اتاریخ انقضاء آن 

 ستقیم قرار نگیرند. ور م نها در معرض ولل حم ایید که ( توجه فرم3

منف  ی انسان   شاءمن با    تیکاین    اتیمحتو (  4 نظر  دن بو  یاز 

HIV1/2،HBsAg     وHCV  مورد   تشخیص قطعی  ولی  ؛اندشده  بررسی   در 

بیماریبودن    یمنف  عفونی  عوامل  روش   زاتمام  از  استفاده  متداول  با  های 

ا آز بناستی نپذیر    مکانمایشگاهی  آت  با  نیبرا.  احتمال  به  و    ودگیلوجه 

تمامزایی  بیماری  کیت،  آزمایش    محتویات  با مراحل  مطابق    باید 

 د. نانجام شو یمن یا یهادستورالعمل 

در هنگام کار با و   است  یدر هنگام کار الزام   نکیاستفاده از دستکش و ع (  5

 ریختهنقاط بدن    ریسا  ایصورت    یر روبآن    اتی که محتو  دییدقت فرما  تیک

 . کنید جلوگیری مخاط جداً  ریسان و ا با دهمواد تماس  زا .نشود

ب(  6 سمپلرهای  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه  سر  با  و  شده    د یاستفاده 

پسماندهابه شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند. امحاء  یعفون یپسماندها

 

 نه:نمو هداریو نگ  یسازآمادهوری، آجمع 

برای  من  (1 مناسب  است.آزن  یاونه  سرم  به   مایش  فرد  بودن  هنگام   ناشتا 

نمونه خون دست آمده تأثیرگذار خواهد بود.  گیری در درستی نتایج به نمونه 

گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از با استفاده از تکنیک استاندارد خون 

( خون  کامل  شدن  سل   یقه(دق   60تا    30لخته  خوولاز  شهای  جدا  .  دو نی 

  .د یستفاده نکنا زیهمولو  کیم یپل ک،ی کتریا یهانه مون زاالامکان حتی 

کنند، را دریافت می   (mg/day 5˃)( در افرادی که دوز بالایی از بیوتین  2

باید حداقل  نمونه  انجام    8گیری  بیوتین  دوز  آخرین  دریافت  از  ساعت پس 

 شود. 

تا   2  ایمد  روز در  2تا    اهنمونه   .دبسته باش  لاًامک  دی اها بنمونهظرف  درب    (3

قابل  گراد  یجه سانترد  -20  یدر دماروز    7اکثر تا  گراد و حدیدرجه سانت  8

ها خودداری از منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه   .نگهداری و استفاده هستند

 کنید. 

 
 ها:  سازی و نگهداری معرف آماده

نگه آماده(  1 و  محلولسازی  ازمیلی  20حجم    و:ششست   داری  ول محل   لیتر 

از  میلی   980  به  را  (50X)شستشو   پس  و  اضافه  دیونیزه  مقطر  آب  لیتر 

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

گراد سانتی  درجه  37ماری  در بن  آن رامشاهده رسوب در محلول شستشو،  

ش حل  رسوب  تا  دهید  صورقرار  در  مشود.  کا ت  درهده  لول حم   دورت 

 نید. ی ک داردو مصرف آن خ، از وششست 

پایدارمحلول استخراج:    محلول  سازیآماده (  2 آزادهای  و  با کننده  را  کننده 

نمایید    1:39نسبت   مثال،  به )مخلوط  محلول   میکرولیتر  100عنوان 

آزادکنندهمیلی   9/3  بهکننده  پایدار محلول  نمایید  لیتر  یه  توص  (اضافه 

   .تهیه شودمقدار نیاز  هبو مصرف  محلول قبل ازن یاکه شود ی م

نمونه   :نمونهاستخراج  (  3 تعداد  بیماربه  تهیه  ای  شیشه آزمایش  لوله    ،های 

لولهنمایید.   هر  نمونه  µl  100  به  استخراج  µl  50  و  از  محلول  آماده    از 

 3مدت  بههر بار    سکتورسه بار  )  کردنز مخلوط  رده و پس افه کااض  فمصر

در د15  به مدت  (ثانیه  5تا   نما  ایمدقیقه  انکوبه  از    µl50یید. سپس  اتاق 

)سه بار ورتکس  وط کردنمخل  پس از ها رالوله  کنید. کننده اضافهبافر خنثی 

 ایید.  ه نمب انکومای اتاق د یقه در قد 5 مدتبه  ثانیه( 5تا  3  مدتهر بار به

آماده مصرف می کالیبراتورها و کنترل   نکته: راج  خبه است   و احتیاج  باشندها 

 . ندارند

 

 
 

   :م آزمایشروش انجا

آز  از  قبل شویشروع  مطمئن  نمومایش  و  کیت  اجزاء  تمام  که  به هند  ها 

ها  ، کنترلهااند. کالیبراتورگراد( رسیدهسانتیدرجه    28تا    22دمای اتاق )

 آرامی یکنواخت کنید. بار سر و ته کردن به  5را با  هاو نمونه

ن  یهاهکاچ  ددا تع  (1 برتست    انجام  یراب  ازیمورد  بقد  ریدارا    ه یو 

درب آن   ،دهیدقرار    یوم ینی آلوم  سهیدر ک  ریگترطوب  همراهرا  ها  چاهک

 . کنید یدار گراد نگهیدرجه سانت  8تا  2 یرا بسته و در دما

  های استخراج شده نمونه  و ترل، کن ها کالیبراتور میکرولیتر از  50  حجم  (2

  براتور لیکا  ایونه  از هر نم  ست کههتر ابریزید. ب  نظر  دروم  هایدر چاهک   را

 شود.  ختهیها ردر چاهک  دوپلیکیت() دوتایی صورتبه

از محلول    50  حجم  (2 اضافه    به هر  آنزیمی  هکونژوگمیکرولیتر  چاهک 

 . دهید  تکان یآرام به سطح میز ثانیه روی  30مدت  و پلیت را به کنید

اضافه   کر چاهبه ه  بیوتینی  وگهنژوکاز محلول    رولیترمیک  50  حجم   (3

 . دی ده تکان یآرامبه زیسطح م یرو هیثان 30مدت بهرا  تیپل کنید و 

  دقیقه   45  مدت  به  بپوشانید و  پلیت  مخصوص  سبها را با برچچاهک  (4

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. 

کردنچاهک   اتیمحتو  (5 وارونه  با  را  آسپیراسیون  ها  .  دیکن  تخلیه  یا 

چاهک  راهسپس  و  3  ا  ب هر    مرتبه  حلول  م  تری لکرو یم  300ا  مرتبه 

آمادهشده،  اده  آم ی  شستشو معرف)بخش  بفر سازی  مطالعه  را  مایید(  ها 

به دیی بشو اگر شستشو  دست.  انتهای م   انجام  یصورت  در  شستشو    یشود 

رو  تیپل   یآرامبه بر  رطوبت  یرا  انجام  به   .دیبزن  ریگدستمال  منظور 

رار داده شده در فیلم ق  ق باها، مطابچاهک   در و استاندا  شستشوی مناسب

 ید. قدام نمایا 1سایت شرکتبو

و    ها بریزیدهک چا  درون تمامزا  رنگ  محلول  از  میکرولیتر  100  حجم  (6

از تکان    .دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه کنید  20مدت  پلیت را به

 این مرحله خودداری نمایید.  ردادن پلیت د

متوقف محل   میکرولیتر  50  محج  (7 کل به  کنند ول  چاه  اضافه  هک یه  ها 

آن به    رنگ آبی  دهید تاتکان    یآرامبه ثانیه    20به مدت    نید و پلیت راک

  .زرد تبدیل شود

در  مقدار    (8 چاهک  هر  برای  را  نوری  نانومتر   450  وجمطولجذب 

تا   متدقیق  15حداکثر  از  بعد  بخوانیدقف  وه   موجطول )از    کردن واکنش 

اسن  620-630س  رفران م ر  د  .نید(ک ه  تفادانومتر  آزمایش  حاسبه  این 

به   ا(  Logic-log)یا    4PLو    Point to Pointروش  غلظت  جرا  قابل 

روش    ؛است از  استفاده  صورت  کالیبراتور    4PLدر  عددی    Aغلظت  را 

)به مثاعنوکوچک  نظر  (ng/mL 0.01ل  ان  و      .گیردب  در  میزان جذب 

  .ده استش  ئهارانمونه  عنوانبه کیت  این نمودار کالیبراتورهای

 

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

 



 

 

 

 
   

 

 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 Folate تست الایزای   یانتظار براورد ر می مقاد

قرار زیر مشخص مقادیر مورد انتظار برای این تست را به  ،کننده کیتشرکت تولید

ین  تعی  هیشگاماط آزباید توس  مورد نظرآنالیت  . اگرچه، این مقادیر برای  استکرده  

 گردد.  
 

 

 

 

 های کنترل کیفيپارامتر
 

 (Within Run)دور روندآزمون دقت -( بررسي دقت1
های حاصل از سه نمونه سرم با غلظت  یری نتایجپذبا ارزیابی تکرار  دوردرون  دقت

کنترل  متفاوت   سطح  سه  یک  و  )نوبت در  نمون  20کاری  هر  برای  تکرار  ه(  بار 

 .ستا CV˂12%ایش زمآاین  پذیرش درار ی معشد. بررسی 

 
 
 
 
 

 

 (Between Run)ور دآزمون دقت بین-( بررسي دقت2

ای  هسرم با غلظتسه نمونه    پذیری نتایج حاصل ازبا ارزیابی تجدید  دوربیندقت  

کنترل  متفاوت سه سطح  )نوبت  4در    و  هر   5کاری  در  نمونه  هر  برای  تکرار  بار 

 .است CV˂12% مایشیرش در این آزپذ ریا. مع بررسی شد کاری(نوبت

 

 

 

 
 

 (Recovery)بازیابي آزمون -يدرست ي( بررس3

آزمون  آزمایش  ینا  در ازاء هر  نم  ،به  نسبت مسدو  به  یکدونه سرم  با  یگر  اوی 

گیری شد. معیار پذیرش  دست آمده اندازه کیب بهدر تر  Folateترکیب و سطح  

 . نتظار استرد امو جهنتی به نسبت Bias˂19.20% ،در این آزمایش

 
 

 

 

 

 (Linearity)آزمون خطي بودن -رستيد بررسي (4

این سرمرقت  در  Folate  تغلظ  ،ستت  در  نمونه  مختلف  تعیین    های  برای 

کیت    خطی شداندازه بودن  ا   رشیپذ  اریمع   .گیری    ش یآزما  نیدر 

Bias˂19.20% است. 

 

 

 

 
 

  (Comparison of Methods) هاسه روش مقای  -( بررسي درستي5

بررسی ک  تیدرس  جهت  این  میزان  یتنتایج   ،Folate    با    100در سرم  نمونه 

و    یسهیج آن با کیت مرجع مقاشد و نتا  گیریاندازه الا  مال و بنر  ، مقادیر پایین

اساس  از      آمدهدستبه     نتایج  بین      یهمبستگ  یب  رض بر  کیت،   روش  دو 

 زیر  زمایش به صورتآن  ی ایپذیرش برا معیار    گردید.سبه  محا  995/0،  پیرسون 

 : تعریف شده است

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

    (Interference) تتداخلا رسير( ب6
زیراس  بر فرمول  رایدرص  ،اس  تداخلات  دد  ارزیابی   Folate سنجش  رج  مورد 

 قرار گرفت:

 
 

 

اساس  ب250تا    نیهموگلوب  آمدهدستبه  جینتا  بر  و    15تا    نیروبیل ی، 

 . سنجش ندارد جهی بر نت  یریتأث تریلی سد گرم بری ل یم 250 تا دیسریگل یتر

 

  (Sensitivity) یتساسحبررسي ( 7
  Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)اساس    حساسیت کیت بر

(LOB)    از فرمول زیر محاسبه شد برابر  با استفاده  تعیین   ng/mL  52/0  باو 

 . گردید
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 
 

 (Stability)ی ررسي پایدارب( 8

Accelerated Stability Test  :در   فتهه  4  مدت  به  تیک  پایداری   بررسی  

   .گرادی سانت درجه 37 یدما

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

 . ادگری سانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت به ،هامحلول 

Shelf Stability Test :یدما در الس 2 مدت به تی ک عدد 8 پایداری یبررس 

   .اشدبمی  بار کی ماه سه هر  صورته ب نتایج ارزیابی و گرادی سانت  درجه 4

 یهازمان   در  نظر وردم  تیک که  دهدی نشان م   یداریا پ  یبررس لفمطالعات مخت

آزما   رشیپذ  اریمع   .است  داریپا  شدهمشخص  بم  یهاشیدر  تعربوط    ن ییه 

  .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 کالاهاعلائم استفاده شده در برچسب 

 

Authorized representative in 

the European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 

 
:snceRefere 

1. Pagana KD. Mosby's manual of diagnostic and 

laboratory tests. Elsevier Health Sciences; Nov 8, 
(2013). 
2. Shane B, Tamura T, Stokstad ER. Folate assay: a 

comparison of radioassay and microbiological methods. 
Clinica Chimica Acta. 100 (1): 9-13. Jan 1, (1980). 

3. Millbank L, Davis RE, Rawlins M, Waters AH. 
Automation of the assay of folate in serum and whole 
blood. Journal of clinical pathology. 23 (1):54-9. Feb 1, 

(1970). 

 

بروز   با  مشکل خواهشمن نه  ورگهدر صورت  است  بر  های  شماره د  مندرج 

 تماس بگیرید.  (بخش پشتیبانی )به روی جع

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 2.529 

2.576 0 
B1 2.623 

Cal. B 
C1 1.935 

1.973 1 
D1 2.011 

Cal. C 
E1 1.539 

1.569 2.5 
F1 1.599 

Cal. D 
G1 1.158 

1.186 5 
H1 1.214 

Cal. E 
A2 0.758 

0.783 10 
B2 0.808 

Cal. F 
C2 0.395 

0.412 25 
D2 0.429 

 No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 6.45 9.45 7.95 7.81 98.2 

2 14.26 6.45 10.36 10.48 101.2 

3 9.45 14.26 11.86 11.51 97.1 

 

(ng/mL) 3.0 <  نرمال جمعیت بالغین 

1 ng/mL = 2.266 nmol/L 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

% Bias  

1 8.36 -2.9 2.4 -1.0 -1.9 

2 12.42 0.8 -2.6 -1.9 -2.3 

3 16.18 1.2 -1.8 -3.1 -3.2 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.   

3  

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 3.36 6.81 14.53 3.10 7.04 18.16 

SD (ng/mL) 0.19 0.36 0.7 0.17 0.32 0.79 

CV (%) 5.6 5.3 4.8 5.5 4.5 4.3 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.   

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/mL) 5.24 8.28 12.80 3.21 7.12 18.05 

SD (ng/mL) 0.31 0.47 0.65 0.19 0.40 0.93 

CV (%) 5.9 5.7 5.1 5.9 5.5 5.1 

 

 رصد تداخل د =
آنالیت   ودنزفا غلظت بعد از  میانگین -ظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر ن غلگینمیا

 له گرمداخ
 گر نالیت مداخله غلظت آ

100× 


