
 

 

 

 
   

 

 

 

 

 در سرم انسان تیزولرکوهورمون  گیریاندازهکیت 
Cortisol ELISA Kit 96t  

Rev: A1 (1402/09/25)  / Cat. No: 2934-96 

 

 : مقدمه

هیدروکورتیزون،  کورتیزول   کربنه   21  استروئیدی  هورمون  یک  یا 

که  می همانند    ورتیزول ک  .شودمی  تولید  آدرنال  قشر   توسطباشد 

استروئید آدرنسایر  می  لاهای  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  أت  با  ACTH  .شودمی  قدامی  یزهیپوف  از  ACTH  هورمون ثیر 

کلسترونکاو 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.میبه روش الایزا انسان  یا پلاسمای سرم

 

  :اصول آزمایش

برا آزمایش  شد  تیابقریزای  الا  اساسین  اضافه    ست.اه  طراحی  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 شو. پس از شستشوندیبه کف چاهک متصل م  ،نید یاسترپتاو

اضااهچاهک  با  کر،  )سوبسترا  لمحلو  دنفه  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 منحنستوها  در نمونه  لظت کورتیزور نهایت، غلد.  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)  ها. کالیبراتور2

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

  ک ی: (Cortisol Enzyme Conjugate) گه آنزیمیومحلول کونژ( 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  الی و  یک:  (Wash Solution-50X)  محلول 

 .یتریلیلیم

 6/ 5  الی و  یک:  A  (Substrate Solution A)  رنگزامحلول    (6

 .یتریلیلیم

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

 .یتریلیلیم

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

 .یتریلیلیم

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

 .یک ورق ( بر چسب مخصوص پلیت 10

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

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

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

 ه در کیت: د نیاز تأمین نشدیل مورو وسامواد 

دست1 خ(  دارا  گر شانوگاه  )فیلتر    ر تنانوم  630و    450تر  یلف  یپلیت 

 .  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؛ ب  لذا  مشترک  سااستفاده  ساخت   یهاشماره   ای  و  هاتیک  ریا 

 .دییما ن یر خوددا جداً رگید

انقضولحلم  هکلی   (2 تا زمان  پایدار ه  ء اها  از محلولکیت  هایی  ستند. 

 .نشودستفاده ت اشته اسذگ هاکه تاریخ انقضاء آن 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضها در متوجه فرمایید محلول (3

انسا  (4 منشاء  با  کیت  ممحتویات  نظر  از  بودن  نی  ، HBsAgنفی 

HIV1/2    وHCV  منفی  ر مورد  د  عیطولی تشخیص ق  ؛دانه ی شدبررس

 های متداول  از روش استفاده   با زا بیماری  عوامل عفونی  ام مت  بودن

بنابرایننیستپذیر  کان ام  یشگاهی امزآ احتمال  ،.  گرفتن  نظر  در   با 

بیماری آلودگی   مراحل    محتویاتزایی  و  تمام  باید کیت،  آزمایش 

 .دنوانجام شنی می های العملدستورا با قمطاب

ا  (5 وز  استفاده  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

  هشدتفاده سا رهایسمپل و سر هاچاهک، اهکنترل ماران،یب نمونه( 6

گرف  یعفون  یاه پسماندن  عنوابه   دیبا 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  بودن  ناشتا  باشد.می نمونه  فرد  دهنگام  نتگیری  درستی  ج  یار 

نیک کنمونه خون با استفاده از ت.  ودواهد بخ  راده تأثیرگذمآ  دستبه

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

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

    .نشوداستفاده  زیهمولو  کیمیپل ،کیکتریا یهااز نمونهالامکان 

را دریافت   (mg/day 5˃)  نی از بیوتییلاکه دوز با  در افرادی  (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 حدراگینتدرجه  و  تا  د  دما  1اکثر  در    -20  یماه 

از منجمد و ذوب   .دتنه هسفادتساگهداری و ن لبقاگراد یتجه سانرد

 .نماییدها خودداری نمونه رکردن مکر

 

 ها: معرفو نگهداری سازی آماده

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

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

پ و  آماضافه  از  دده اس  سانتی  8تا    2دمای    رسازی  د  ارگدرجه 

   را آندر محلول شستشو،  بدر صورت مشاهده رسوکنید.  ریگهدان

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

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

 .نمایید

ی هابا حجم ا ر Bو   Aگزا های رنمحلولمحلول رنگزا:  زیسا( آماده 2

لیتر  لییم  2تهیه    ثال، برایعنوان م به)  کنیدط  لو( مخ 1:1ساوی )م

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

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

بی و  نید. در صورت مشاهده رنگ آه ککوبتاریکی اندمای اتاق و  

 رمایید.ف داریودخ آنمصرف گزا، از نر محلولدر ت روا کدی

 

 روش انجام آزمایش: 

آزمای شروع  از  و  قبل  کیت  اجزاء  تمام  که  شوید  مطمئن  ش 

دمای  نمونه به  سانتید  28تا    22)  قااتها  رسیده رجه  اند.  گراد( 

نمونههاکالیبراتور کنترل،  و  با  ها  ها  کبار    5را  ته  و  به سر    ردن 

 .دیت کنیکنواخآرامی 

  ه یو بقرید  تست را بردا  امنجا  یبرا  زایمورد ن  یها هکاچ  تعداد  (1

رطوبترا  ها  هک چا ک  ریگهمراه    دهید، قرار    یومینیآلوم   سهیدر 

ب را  آن    ی دارگراد نگهیه سانتدرج  8ا  ت  2  یدما  در  و  هستدرب 

  .  نمایید

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

نچاهک  مورد  بریزید.های  است   ظر  ه  بهتر  از   اینمونه  ر  که 

 شود. ختهیها ردر چاهک)دوپلیکیت( تایی دوصورت به کالیبراتور

 ها چاهک همهبه  ه آنزیمیکونژوگمحلول یکرولیتر م  50 ( حجم3

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

 .تکان دهید

حجم4 ازکرومی  50  (  کونژ  لیتر    همهبه    بیوتینی  وگهمحلول 

و    هاچاهک  کنید  سطح    ی رو  هیثان  30مدت    ه برا     ت یپلاضافه 

 .دیتکان ده یبه آرام زیم

 60مدتبه  ید وبپوشان  تپلی  را با برچسب مخصوصها  چاهک  (5

 .ه نماییدانکوب در دمای اتاق دقیقه

راچاهک  اتیمحتو  (6 کردن    ها  وارونه  آسپیراسیوبا  لیه  تخ  نیا 

  تر یولرک یم  300و هر مرتبه با  مرتبه    3  ار  هاچاهک  سپس.  دیینما

لعه ها را مطاسازی معرفبخش آماده )  ،آماده شده  تشو ل شسومحل

شود در یمام  جان  یدست   صورتبهشستشو    . اگر دییبشو  (دماییبفر

به  یانتها رو  تیپل  یرامآ  شستشو  بر   ریگبترطودستمال    یرا 

انجابه  .دیبزن شسمنظور  منم  است  سباتشوی  چاهک اندو  ها،  ارد 

 اقدام نمایید. 1شرکتایت سدر وب دهش مطابق با فیلم قرار داده 

رنگمیکرولیت  100  حجم  (7 محلول  از  بخش )  مصرف  آماده زا  ر 

معآماده  رارفسازی  بفرمطا  ها  چاه ماییدلعه  تمام  درون  ها ک ( 

کوبه  ی انی اتاق و تاریکدر دمادقیقه    15مدت  ریخته و پلیت را به

  .ان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنیداز تک .دیکن
 

1. http://www.samantajhiz.com/Support.aspx 

 

http://www.samantajhiz.com/Support.aspx


 

 

 

 
   

دست  به  2متر از  ک  براتوریکال  یجذب نور  زانی م  ن یوجه: اگر بالاترت

انکوباس  دیتوانیآمد، م ر  ونیزمان  را  نگمحلول    ه قیدق  10دت  مبهزا 

 .دیده شیافزا

محلکرولمی  50  حجم  (8 تمتوقفمل  ویتر  به  چاهک کننده  ها ام 

 آرامی تکان دهید.  ثانیه به 20مدت اضافه کنید و پلیت را به

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

  ن یر اد  بخوانید.(  دقیقه بعد از متوقف کردن واکنش  15ا  حداکثر ت)

غل  شی ماآز روش  ظمحاسبه  به   ای)  4PL  و  Point to Pointت 

Logic-log)  . ا  4PLدر صورت استفاده از روش  ا  مقابل اجرا است؛ 

 (µg/dL 0.01 لعنوان مثارا عددی کوچک )به  Aغلظت کالیبراتور  

 د.یدر نظر بگیر

عنوان نمونه در زیر کیت به  کالیبراتورهای این  جذب و نمودار  میزان

    ارائه شده است.

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 
 

 کورتیزول برای تست الایزای ورد انتظارم رمقادی

را به آزمایشاین    ار برایادیر مورد انتظمق  ،کیت   ه ندکنتولیدشرکت  

مقادیر  اگرچه،زیر مشخص کرده است.    قرار مورد آنالیت    برای  این 

 تعیین گردد.   اه توسط آزمایشگباید  نظر

 

 

 

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 درونمون دقت آز -بررسی دقت( 1

ایج حاصل از سه نمونه سرم  یری نتذپبا ارزیابی تکراردور  درون  تدق

غلظت متفاوتبا  نوبت  های  یک  ) در  تکبا  20کاری  هر ر  ارر    برای 

 است. CV˂10%ر پذیرش در این آزمایش معیا شد.( بررسی ونهنم
 

 

 

 

 

 (Between Run)دور بین زمون دقتآ -دقتبررسی ( 2

م  مونه سرنسه  تایج حاصل از  ن  یبی تجدیدپذیربا ارزیا  دورقت بیند

)نوبت  4در    های متفاوتبا غلظت برا  5کاری  تکرار  هر نمونه    یبار 

نوبت هر  شد.نج ا  کاری(در  د  ارعیم  ام  آزمایش  پذیرش  این  ر 

CV˂10% ت.سا 

 

 
 
 
 

 (Recovery) یابی باززمون آ - یدرست ی( بررس3

وی با  مسا  نسبت ه  ب  سرم  دو نمونه   ،ء هر آزمونآزمایش به ازادر این  

آن     Cortisolغلظت  ،عنوان یک نمونهو به  یب شدکیکدیگر تر در 

ت  بسن  Bias˂10%  ،ایش عیار پذیرش در این آزمم  د.یگردسنجش  

 .است رد انتظارنتیجه موبه 

 

 
 

 
 

  (Linearity) ودنآزمون خطی ب -یتسدر( بررسی 4

برای   رمه سنوهای مختلف نمقتردر    Cortisolغلظتتست    در این

کیتعت بودن  خطی  شاندازه   یین  ا   رشیپذ  اریمع  د.گیری   نیدر 

 است. Bias˂10% شی آزما

 
 

 

 
 

  (Sensitivity) بررسی حساسیت  ( 5

کح اساس  ت  یساسیت   Limit ofو  Limit of Detection  (LOD)بر 

Blank (LOB)    برابر  شد    محاسبه    یر  ز    فرمول     از    استفاده   با   ا بو 

µg/dL 4/0 دیدتعیین گر. 
 

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

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (Cross Reactivity)  عمتقاط آزمون واکنش -ی ویژگیس( برر6

آزما  یژگیو بهاین  ا  یش  غلظتضکمک  کردن  مختلافه  مواد  های  از  فی 

اطع متق  شواکن  .ترزیابی شده اس ا  ،سرمای  هنمونهبه    مندرج در جدول زیر

اندازه  مقدار  گیریبا  بین  مورد    Cortisolمقداربه    اضافه شده ماده    نسبت 

  ش رش واکنذیپ  معیار.  است  ه شدسی  برر  ،همان مقدار جذب  دبرای ایجا  نیاز

به   )بسته  ونمتقاطع  آنالیت  شده(    وع  اضافه  محدوده  ماده  در  آنالیت  برای 

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

 

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 

 
 

 (Stability)پایداری ررسیب( 7

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  :2 مدت به  تیک عدد 8 پایداری یبررس  
  هر   صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادیسانت  درجه  4  یدما  در  سال
 .اشدبمی بار کی ماه  سه

مخت  م  یداریاپ  یبررس  لفمطالعات    ورد م  تیک  که  دهدینشان 
در   رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یها زمان  در  نظر
ب  یهاش ی آزما تع مربوط    20  ازکمتر    نتایج  تغییر   ،یداریپا  نییه 

  .استدرصد 

 

 علائم استفاده شده در برچسب کالاها
 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

OBL Own brand Labeling 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 
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4.Burtis CA, Ashwed ER. Tietz Textbook of 

Clinical Chemistry, 2nd ed, WB Saunders, 

Philadelphia. 1825-27 (1994).   

 
ه بروز  صورت  خواهشمند  در  مشکل  شماره رگونه  با  های است 

 مندرج بر روی جعبه )بخش پشتیبانی( تماس بگیرید.

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(µg/dL) 

Cal. A 
A1 2.293 

2.380 0 
B1 2.467 

Cal. B 
C1 2.033 

2.104 1 
D1 2.175 

Cal. C 
E1 1.536 

1.579 4 
F1 1.622 

Cal. D 
G1 1.074 

1.102 10 
H1 1.130 

Cal. E 
A2 0.719 

0.732 20 
B2 0.745 

Cal. F 
C2 0.341 

0.350 50 
D2 0.359 

  

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (µg/dL) 3.98 8.77 19.1 

SD (µg/dL) 0.24 0.47 0.95 

CV (%) 6 5.3 5 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Cortisol (µg/dL) 4.53 9.51 21.1 

S.D (µg/dL) 0.28 0.54 1.12 

C.V (%) 6.2 5.6 5.3 

 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

Added 
(µg/dL) 

Exp. 
(µg/dL) 

Obs. 
(µg/dL) 

% Rec. 

1 3.8 11.4 7.6 7.88 103.7 

2 6.2 14.9 10.55 10.25 97.1 

3 12.6 23.2 17.9 18.2 101.7 

 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

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

% Bias  

1 8.2 3.8 -2.5 2.3 -1.1 

2 12.6 3.2 2.8 1.9 -0.8 

3 24.1 2.6 -2.6 -2.2 1.3 

    


