
 

 

 

 
   

 در سرم انسان Testosteroneگیری کیت اندازه
Testosterone ELISA Kit 96t  

Cat. No: 2424-96 / Rev: A3 (1402/09/22) 

 

 

 مقدمه: 

آن سنتز  که    استکربنه    19  یاستروئیدهورمون  یک  تستوسترون  

بلوغ از هفته هفتم جنینی آغاز شده و در دوران  اوج   در مردان  به 

در  زا  %95  حدود.  رسدمی  خود موجود  مردان   تستوسترون  خون 

لایدیگسلول  توسط  بالغ   مابقی  های  و  تبدیل   بیضه  طریق  از 

به  (  ونیدنآندروسترون و آندروستیاپ  درویه  ی )دسازهای آن  پیش

تستوسترون    شود.تولید می  در گردش خون محیطیهورمون اصلی  

زنان چربی   توسط،  در  تخمدان  ،بافت  و  آدرنال  ه تساخ  هاقشر 

و عقیمی    تشخیص بلوغ زودرس  این هورمون جهت  معمولاً  شود.می

مردان در  سیوویریلیزا  ،در  جهت  ن  مارکر  تومور  عنوان  به  و  زنان 

تخمدان    تشخیص اندازه   یاتومورهای  شود.  بیضه  می  حیطه  گیری 

اندازه  کیت  این  غلظت  کاربرد  یا    تستوسترونگیری  سرم  در 

 باشد.  پلاسمای انسان می
 

  :ایشماصول آز

آزمایش اساس    این  است  ی ابترق  الایزایبر  شده    .طراحی 

درکمپلکس  سازیحرکتبی ایمنی  توسط  چاهک   سطح  های  ها 

 بادی آنتی  چاهک و  سطح  در  شده   تثبیت  استرپتاویدین  بین  واکنش

میتستوسترون  ضدبیوتینیله   آزمایش  .  گیردصورت  این    نمونه در 

کنتر  کالیبراتور  ،سرم یا  حاو  لو    ی عیبط  ونرتستوست  ی که 

آنز  هکونژوگ  تستوسترون  همراه هب  استکونژوگه(  ری)غ به   می)متصل 

HRP)آنتی بیوتینیلهو  هرچه  د.  نشویمه  اضاف  هاچاهک  به   بادی 

ب  تستوسترون مقدار   به    یه کمترگکونژو  هورمونباشد،    شترینمونه 

از شستشوی  متصل شود.    یبادیآنت اضافه کردن  با  ،  هاچاهک پس 

رنگ س  (HRP  آنزیم  سترایب )سو  ازمحلول    لول حم  س پو 

تولید  ،کننده فمتوق نهایی  کهمی  محصول    450  موجطولدر    شود 

و   شده  دجایشدت رنگ ا. را داردنوری نانومتر بیشترین میزان جذب 

، براتورهاکالینمونه و    تستوسترونبا غلظت      ب،ن جذمیزا  نتیجه  رد

دارد. معکوس  تستوسترون    نسبت  غلظت  نهایت،  ددر    ر موجود 

 گردد.محاسبه میندارد ااست ها توسط منحنینمونه

 

 محتویات کیت:

    .تستی 96 تثبیت شده، یندیوااسترپت حاویمیکرو پلیت  (1

  ،0  هایویال با غلظت  هفت  :(Testosterone Cal A-G)  هاکالیبراتور  (2

 .ناسرم انس ازتهیه شده ،  ng/mL   12و  5 ، 2/ 5 ،   1، 0/ 5،  0/ 1

ویال    یک  : (Testosterone Enzyme Conjugate)  یآنزیم  وگه ژون ک  (3

    در بافر. HRP آنزیم متصل به ژنآنتی لیتری حاویمیلی 6

  6  الیو  یک:  (Testosterone Biotin Conjugate)  ینیوتیوگه ب ژکون  (4

    .در بافر یبادیمتصل به آنت  نیوتیب یحاو یتریلیلیم

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

 .یتریلیلیم 6/ 5 الیو یک: A (Substrate Solution A) رنگزامحلول  (6

 .یتریلیلیم 6/ 5 الی و یک: B (Substrate Solution B) رنگزامحلول  (7

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

کنتر  (9   0/ 5  )های(ویال:  (Testosterone Control)ل  محلول 

 .لیتریلییم

 یک ورق.  بر چسب مخصوص پلیت (10

شوند.    ینگهدار  گرادیدرجه سانت  8تا    2  یها در دمالومحل  تمام:  1  توجه

 است. یقابل نگهدار زیاتاق ن یکننده در دمامحلول متوقف

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

 ت: نشده در کیأمین تمواد و وسایل مورد نیاز 

 .  )فیلتر مرجع( ر تموننا 630و   450گر پلیت دارای فیلتر دستگاه خوانش (1

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 تیاط در استفاده از کیت: حا

لذا    است؛  ده یگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو  (1

سا  از با  مشترک    اً دج  گریدساخت    یهاشماره   ای  و  هاتی ک  ریاستفاده 

 .دیینما یخوددار

محلول  (2 اکلیه  زمان  تا  ه  ءاضقنها  پایدار  محلولکیت  از  که ستند.  هایی 

 د.شته است استفاده نکنیذگ هاتاریخ انقضاء آن 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضها در متوجه فرمایید محلول (3

و   HBsAg  ،HIV1/2  نمحتویات کیت با منشاء انسانی از نظر منفی بود  (4

HCV   ام عوامل  مت  نمنفی بودولی تشخیص قطعی در مورد    اند؛ بررسی شده

بیماری  روش عفونی  از  استفاده  با  آزا  متداول  امکان امزهای  پذیر  یشگاهی 

 محتویات زایی و بیماری آلودگی  با در نظر گرفتن احتمال ،. بنابرایننیست

م  جانی انهای ایمملعورالتدس کیت، تمام مراحل آزمایش باید مطابق با

 د.نشو

در هنگام   .است  یلزاما  را در هنگام ک  نکیاستفاده از دستکش و ع  (5

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

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

 .  نمایید

ب(  6 ده شده اتفاس  ایر سمپلرهس  و  هاک چاه،  اهکنترل  ماران،ینمونه 

پسماندهابه   دیبا نظر    یعفون  یعنوان  شوندتفرگدر  با  و    ه  مطابق 

 .دگردنامحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 : سازی نمونهآوری و آمادهجمع

ناشتا نمونه مناسب برای این تست سرم یا پلاسمای هپارینه است.    (1

به فرد  نمونه   بودن  درهنگام  به  درستی  گیری  آنتایج  ه مددست 

بود.  ت خواهد  اأثیرگذار  استفاده  با  خون  استاندارد کت  زنمونه  نیک 

خون   لمهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کاگیری سیاخون

سلول  60تا    30) از  الامکان  دقیقه(  حتی  شود.  جدا  خونی  از  های 

     .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل ،کیکتریا یهانمونه

افد(  2 دورر  که  دریافت   (mg/day 5˃)بیوتین    زا  ییبالا  ز ادی  را 

دریافت آخرین دوز   ساعت پس از  8یری باید حداقل  گهنکنند، نمومی

 بیوتین انجام شود.

بانمونه  ظرف  درب  (3 باشد  کاملاً  دی ها  در   5تا    هانمونه  .بسته    روز 

  جه رد -20 یماه در دما 1گراد و حد اکثر تا ینتدرجه سا 8تا  2 دمای

از منجمد و ذوب کردن   .گهداری و استفاده هستندنل  قابد  گرایانتس

 ها خودداری کنید.نمونه ررکم
 

 ها: معرفو نگهداری سازی آماده

شستشو:   ازی سآماده (  1 محلول  نگهداری  از میلی  20حجم    و  لیتر 

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

گراد نگهداری کنید. سانتی  هرجد  8تا    2در دمای    سازیه پس از آماد

  37ماری  در بن   را   آندر محلول شستشو،    بوسدر صورت مشاهده ر

سانتی ددرجه  قرار  تا  گراد  مشاهده   برسوهید  صورت  در  شود.  حل 

 کدورت در محلول شستشو، از مصرف آن خودداری کنید.

آماده 2 رنگزا:  (  رنگزا  محلولسازی محلول  ای  هبا حجما  ر  Bو    Aهای 

)به1:1)ی  اومس کنید  مخلوط  تهیه  (  برای  مثال،  لیتر  لییم  2عنوان 

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

 در دمای اتاق و   دقیقه  10مدت به  و  اضافه کنید(  Bمحلول رنگزا  از

ان وتاریکی  آبی  رنگ  مشاهده  صورت  در  کنید.  کد  کوبه  در  یا  ورت 

 ا، از مصرف آن خودداری فرمایید.گزرنول محل
 

  :شیاروش انجام آزم

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

، نمونه هااند. کالیبراتورگراد( رسیده درجه سانتی  28تا    22)  قااتدمای  

 نید.واخت کآرامی یکنردن بهبار سر و ته ک 5را با ها و کنترل ها 

ن  یهاکهاچ  دداتع  (1 بردا  انجام  یبرا  ازیمورد  را  برید  تست    ه یقو 

رطوبترا  ها  هک چا ک  ریگهمراه  درب   دهید،قرار    یومینیآلوم   سهیدر 

  .  نمایید یدارگراد نگهیه سانتدرج 8تا  2 یو در دما هستآن را ب

از  10  حجم  (2 کنترهاکالیبراتور  میکرولیتر   در  هانمونه  یا  هال، 

نهک چا مورد  برهای  نمونه    .یدیزظر  هر  از  که  است   کالیبراتور  ایبهتر 

 شود. ختهیها ر در چاهک )دوپلیکیت( تایی دورت صوبه

آنزیمیکمحلول    میکرولیتر  50  حجم  (3 همه    ونژوگه    ها چاهکبه 

آرامی تکان ثانیه روی سطح میز به  30مدت    به را     ت یپل  و  اضافه کنید

 .دهید

ها  چاهک  همهبه    ینیتوبی  حلول کونژوگهمیکرولیتر از م  50حجم    (4

آرامی تکان ثانیه روی سطح میز به  30دت  به م  را  تیپل  اضافه کنید و

 هید.د

مخصوصاهک چ  (5 برچسب  با  را  و  پلیت  ها  مدت    بپوشانید   60به 

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

وارونه کردن  چاهک  اتیمحتو  (6 با  را    . دیکنتخلیه    ونیا آسپیراسیها 

ل  و محل  تر یکرولی م  300و هر مرتبه با  مرتبه      3  ا  ر  ا  هچاهک    سپس

شده   تشوشس آماده )  ،آماده  معرفبخش  مطاسازی  را  بفرها     ( ماییدلعه 

شستشو   یشود در انتهایانجام م  یصورت دستشستشو به  . اگردییبشو

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

ها، مطابق با فیلم قرار داده شده چاهک   اردشستشوی مناسب و استاند

 اقدام نمایید. 1شرکتایت سدر وب

م  تریکرولیم  100  حجم  (7 مصرف  یرنگزا حلول  از  بخش  )  آماده 

و    دی زیها بردرون تمام چاهک   (ها را مطالعه بفرماییدسازی معرفآماده 

  از تکان  .دیانکوبه کن یکیتاراتاق و  یدر دما قه یدق 15مدت را به پلیت

 .دن پلیت در این مرحله خودداری کنیددا

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

 

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


 

 

 

 
   

بیشترتوجه:   از  اگر  کالیبراتور کمتر  میزان جذب  آمد،    2ین  به دست 

زایش دقیقه اف  10زا را به مدت  ول رنگانید زمان انکوباسیون محلتومی

 دهید.

ها ش به کلیه چاهککننده واکنمتوقف  لیتر محلولیکروم  50حجم    (8

را به مدت    اضافه پلیت  تمام    آرامیثانیه به  20کنید و  تا  تکان دهید 

 .رد تبدیل شودبه ز رنگ آبی آن

چاهک  نوری  جذب  شدت  (9 هر  برای  طول  را    نانومتر   450موج  در 

موج  واکنش بخوانید )از طولبعد از متوقف کردن  دقیقه    15تا    حداکثر

محاسبه آزمایش  در این    فاده  کنید(.نانومتر است   630تا  620رفرانس  

قابل اجرا  (  Logic-log)یا    4PLو    Point to Pointغلظت به روش  

از روش    ؛است  یرا عدد  A  براتوریغلظت کال  4PLدر صورت استفاده 

   .ردی( در نظر بگng/mL 0.01ثال عنوان مکوچک )به

کالیبراتورهایمیزان   نمودار  و  به  جذب  در  این کیت  نمونه  زیر  عنوان 

   شده است. ارائه
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 تستوسترون برای تست الایزای   مقادیر مورد انتظار
 

این  مق  ،یت ک  ه ندکنتولیدشرکت   برای  انتظار  مورد  به   آزمایشادیر  را 

 نظر  موردیت  الآن  برای  این مقادیر  اگرچه،ست.  قرار زیر مشخص کرده ا

 تعیین گردد.   یشگاه توسط آزماباید 

 

 

 

 
 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

 (Within Run)دور درونآزمون دقت  -بررسی دقت( 1

با ایج حاصل از سه نمونه سرم  یری نتذ پاربا ارزیابی تکر  دوردرون  دقت

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

 است. CV˂10%مایش ر این آزمعیار پذیرش د شد. یبررس

 

         
 

 
 

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

م با  مونه سرن  سهنتایج حاصل از    یبا ارزیابی تجدیدپذیر  دوردقت بین

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

شد.نوبت انجام  آزماپذی  رمعیا  کاری(  این  در   CV˂10%یش  رش 

 ت.سا

 

 

 

 
 

 (Recovery) یابی بازآزمون  - یدرست ی( بررس3

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

ت به  یب شدکریکدیگر  نمونهو  یک  آن  تستوسترون  غلظت    ، عنوان  در 

ه  بنسبت    Bias˂10%  ،ار پذیرش در این آزمایش معی  د.یگردسنجش  

 .است ریجه مورد انتظانت

 
 

 

  (Linearity) آزمون خطی بودن -یتسدر( بررسی 4

تست   این  نمرقتدر  تستوسترون  غلظت  در  مختلف  سرموهای  برای   نه 

کیعت بودن  خطی  شاندازه   ت یین  ا  رشیپذ  اریمع  د.گیری    ش یآزما  نیدر 

Bias˂10% .است 

 

 

 
 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

آز  یویژگ بهمااین  ا  یش  غلظتضکمک  کردن  مواد  افه  از  مختلفی  های 

اطع متق  واکنش  .تارزیابی شده اس   ،سرمهای  نمونهبه    مندرج در جدول زیر

مورد  تستوسترون    مقداربه    اضافه شده ماده    نسبت بین مقدار  یگیربا اندازه 

رش واکنش  پذیمعیار  .  ه استشدبررسی    ،ایجاد همان مقدار جذب  برای  نیاز

)بم به  تقاطع  ونسته  آنالیت  محدوده    وع  در  آنالیت  برای  شده(  اضافه  ماده 

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

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
  (Sensitivity) ( بررسی حساسیت6

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

Blank (LOB)     از  فاداست    با زیرفه  برابر شد      محاسبه  رمول     با    و 

ng/mL 06 /0 تعیین گردید. 
 

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 تسان 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
 استفاده شده در برچسب کالاها ئمعلا
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با شماره بروز هدر صورت   های مندرج بر  رگونه مشکل خواهشمند است 
 .یریدگب تماس (بخش پشتیبانی)به روی جع

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 2.417 

2.420 0 
B1 2.423 

Cal. B 
C1 2.352 

2.341 0.1 
D1 2.331 

Cal. C 
E1 1.795 

1.802 0.5 
F1 1.810 

Cal. D 
G1 1.313 

1.317 1 
H1 1.321 

Cal. E 
A2 0.830 

0.827 2.5 
B2 0.825 

Cal.  F 
C2 0.566 

0.561 5 
D2 0.557 

Cal. G 
E 2 0.333 

0.330 12 
F 2 0.328 

 

Reference Interval 

Boys Before Puberty 0.1 – 3.7 ng/mL 

Male 2.5 - 10 ng/mL 

Female 0.2 – 0.95 ng/mL 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (ng/mL) 0.92 3.41 10.06 

S.D. (ng/mL) 0.05 0.17 0.45 

C.V (%) 5.4 5.0 4.5 

 

Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (ng/mL) 1.21 4.82 7.45 

S.D. (ng/mL) 0.07 0.24 0.31 

C.V (%) 5.8 5.0 4.2 

 

No. 
  

Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 2.51 8.13 5.32 5.52 103.8 

2 3.34 0.76 2.05 2.11 102.9 

3 0.86 10.71 5.78 5.64 97.6 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

% Bias 

1 1.24 -1.8 2.0 -1.6 -2.1 

2 7.37 -0.4 -2.0 2.7 -1.3 

3 9.80 0.4 -0.7 -1.5 1.7 

    

Substances Cross Reactivity 

Testosterone 1 
Androstenedione 0.0009 

Dihydrotestosterone 0.0178 
Cortisone <0.0001 

Corticosterone <0.0001 
Cortisol <0.0001 

Spirolactone <0.0001 
Progesterone <0.0001 

17α-OH Progesterone <0.0001 

DHEA sulfate 
Estradiol 
Estrone 
Estriol 

Hemolysis 
Rubella 
Lipemia 

<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

 


