
 

 
   

 

 

 

 
 

 

 انسان  سرم  درFree T4 گیری هورمون کیت اندازه
Free T4 ELISA Kit 96t  

Cat. No: 3134-96/ Rev: A3 (1402/09/25) 

 

 

 مقدمه:  

که   است  تیروئید  غده  اصلی  هورمون  آن  تیروکسین،  اعظم  بخش 

خون  پروتئینتوسط   در  حامل  داردهای  آزاد  جریان  تیروکسین   .

(fT4)  حامل  به    که مسئول  نیست   لمتصپروتئین  اعمال    اصلی، 

هورمون   این  اندازه بیولوژیکی  سرمی  است.  سطح  به    fT4گیری 

بیما و  تیروئید  عملکرد  بررسی  اهمیت ی رمنظور  آن  با  مرتبط  های 

های ضد بارداری و  استفاده از قرص  ،. در شرایطی نظیر بارداریدارد

پروتئین غلظت  درمانی  حامل  استروژن  تغییر  تیروکسین  های 

کاذب  باکه    دکنمی تام    تغییرات  خواهد   (tT4)تیروکسین  همراه 

نرمال  ثابت    صورتبه  fT4غلظت    کهیدرحال؛  بود میو   ماند.باقی 

گیری کمی غلظت تیروکسین آزاد در اندازه   ،این کیت  حیطه کاربرد

 سرم انسان به روش الایزا است.

 

 :اصول آزمایش

  ضد بادی  آنتی  و  یده گردحی  رقابتی طرا  الایزایاین تست بر اساس  

fT4    است.چاهک   کفدر شده  تثبیت  حاوی  نمونه  ها   fT4های 
آنزیم  شده  کونژوگه    fT4همراه  به چاهک   HRPبا  ریخته  در  ها 

و  شونمی آنتید  آنتیدو  با  واکنش  برای  یکدیگر  با  رقابت ژن  بادی 

از شستشوی    .کنندمی رنگبا  ،  هاچاهکپس    زا اضافه کردن محلول 

آن)سوب سپس  (HRPزیم  سترای  متوقف  و  محصول    ،کننده محلول 

تولید در  می   نهایی  میزان    450  موجطول شود که  بیشترین  نانومتر 

داردنوری  جذب   شدترا  چاهک  جذب  .  هر  غلظت    نوری    fT4با 

ها در نمونه  fT4غلظت    تیدرنهامعکوس دارد.    رابطه  آنموجود در  

 گردد.یمحاسبه متوسط منحنی استاندارد 

 

 یت:محتویات ک

  تثبیت شده.بادی حاوی آنتی تستی 96میکروپلیت   (1

  های نوشته شدهبا غلظتویال    شش:  (fT4 Cal A-F)کالیبراتور  (2

 ها.بر روی لیبل ویال آن

  11ویال    یک:  (fT4 Enzyme Conjugate)کونژوگه آنزیمی    (3

 لیتری.  میلی

شستشو  (4  20ویال  یک:  (Wash Solution-50X)  محلول 

 .لیتریمیلی

رنگ  (5  6/ 5ویال  یک  :  A (Substrate Solution A)زا  محلول 

 لیتری.میلی

رنگ  (6  6/ 5ویال  یک  :  B  (Substrate Solution B)زا  محلول 

 لیتری.میلی

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

 لیتری.میلی

 لیتری.یلی م 0/ 5یال)های( : و(fT4 Control)( محلول کنترل 8

 : یک ورق.تخصوص پلیب مبرچس  (9

گراد نگهداری درجه سانتی  8تا    2ها در دمای  کلیه محلول  : 1  توجه

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

غلظت کالیبراتورها در هر سری تولید، ممکن است متفاوت باشد و 

مقادیر   با  لیبل  شده    نوشته مطابق  روی  گواهی  لاویبر  و  ز یالآنها 

 باشد.می (COA)ول محص

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

 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

)فیلتر    نانومتر   630و    450گر پلیت دارای فیلتر  ( دستگاه خوانش1

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3

 

 کیت:  استفاده ازاحتیاط در 

گردیده  ن کیت تعبیه  ی می استفاده در هاین کیت برا  تویاتمح  (1

های ساخت ها و یا شماره است؛ لذا از استفاده مشترک با سایر کیت

 .نماییددیگر جداً خودداری 

هایی ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلول( کلیه محلول2

 .نشوداستفاده ها گذشته است که تاریخ انقضاء آن 

 ند.یم قرار نگیرقت در معرض نور مسها د محلولفرمایی وجه( ت3

بودن  4 منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  محتویات   )HBs Ag ،

HIV1/2    وHCV   شده مورد بررسی  در  قطعی  تشخیص  ولی  اند؛ 

بیماری عفونی  عوامل  تمام  بودن  روشمنفی  از  استفاده  با  های زا 

ا آزمایشگاهی  بنمکانمتداول  نیست.  گرفابرپذیر  نظر  در  با  تن  این، 

یی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش  زاو بیماری   یگاحتمال آلود

 های ایمنی انجام شود.باید مطابق با دستورالعمل

در  5 است.  الزامی  کار  هنگام  در  عینک  و  دستکش  از  استفاده   )

یا    هنگام کار با کیت دقت فرمایید که محتویات آن بر روی صورت

نقاط بدن   از تماس مریخسایر  با دهان و  ته نشود.  یر مخاط  اسواد 

 . نماییدجلوگیری  جداً

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

پسماندهابه   دیبا شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با و    در  مطابق 

 گردند.امحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات

 

 : ی نمونهدارسازی و نگه، آماده آوریجمع

این  (1 نموآزمایش    برای  استفاده    یهاهناز  بودن د.  کنیسرم  ناشتا 

به نتایج بههنگام نمونه  فرد  تأثیرگذار گیری در درستی  آمده  دست 

بود. خون   خواهد  استاندارد  تکنیک  از  استفاده  با  خون  گیری نمونه 

کامل لخته شدن  از  بعد  و سرم  تهیه شود  )  سیاهرگی  تا    30خون 

سلول  قه(دقی  60 جداز  خونی  الاگرددا  های  حتی  از  ان  کم. 

   .نشوداستفاده  زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا یهانمونه

باشد. نمونهنمونهظرف  درب    (2 بسته  باید کاملاً  تا  ها  روز در    5ها 

  -20یک ماه در دمای  اکثر تا  گراد و حددرجه سانتی  8تا    2مای  د

د و ذوب  ستند. از منجمه هی و استفادل نگهدارگراد قابدرجه سانتی

 .نماییداری ها خوددهنن مکرر نموکرد

 

 ها:سازی و نگهداری معرف آماده

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

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

آماده  از  پس  و  دمای  اضافه  در  سانتی  8  تا   2سازی    گراد درجه 

را   ، آنول شستشولحرسوب در م  شاهده هداری کنید. در صورت منگ

گراد قرار دهید تا رسوب حل شود. در  درجه سانتی   37ماری  در بن

صورت مشاهده کدورت در محلول شستشو، از مصرف آن خودداری 

 .نمایید

ای هرا با حجم Bو  Aهای رنگزا محلولسازی محلول رنگزا:  ( آماده 2

برای تهیکنید )بهوط  ( مخل1:1مساوی ) تر  یلمیلی  2ه  عنوان مثال، 

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

 در  دقیقه  10مدت اضافه کنید( و به  Bرنگزا  محلول  از   لیتر میلی

تاریکی انکوبه کنید. در صورت مشاهده رنگ آبی و یا   دمای اتاق و

 خودداری فرمایید. آنلول رنگزا، از مصرف کدورت در مح
  

 : یشآزماروش انجام 

ها ع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونهز شرول ابق

، هااند. کالیبراتورگراد( رسیده درجه سانتی  28تا    22به دمای اتاق )

کنترلنمونه و  با    هاها  به  5را  کردن  ته  و  سر  یکنواخت بار  آرامی 

 .نمایید

برای انجام آزمایش را بردارید و بقیه    ازین  دمورهای  تعداد چاهک  (1

به  هاچاهک  رطوبتهمرا  دهید، راه  قرار  آلومینیومی  کیسه  در  گیر 

دمای   در  و  بسته  را  آن  سانتی  8تا    2درب  نگهداری درجه  گراد 

 نمایید.

در و کنترل  کالیبراتورها    ، های سرممیکرولیتر از نمونه  50  ( حجم 2

هر نمونه یا کالیبراتور  ر است که از  هتبریزید. ب  نظر  مورد  هایچاهک 

 ها ریخته شود.در چاهک  )دوپلیکیت( دوتایی تصوربه

حجم3 چاهک  محلول  میکرولیتر    100  (  هر  به  آنزیمی  کونژوگه 

را به پلیت  تکان   30  مدتبهآرامی  اضافه کنید و  ثانیه بر روی میز 

 دهید.

و  چاهک  (4 بپوشانید  پلیت  برچسب مخصوص  با  را    60  تمدبهها 

 .دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید

ا وارونه کردن پلیت یا آسپیراسیون تخلیه  ها را ب اهک تویات چمح  (5

چاهک  سپس  را  کنید.  با    3ها  مرتبه  هر  و  میکرولیتر    300مرتبه 

مطالعه  ها را  سازی معرف)بخش آماده   شدهآماده    ی محلول شستشو

شستشو    بفرمایید( اگر  انجام    صورتبهبشویید.  در شمیدستی  ود 

  گیر بزنید.وبت ی دستمال رطا بر روت رپلی  یآرامبهانتهای شستشو  

چاهک به استاندارد  و  مناسب  شستشوی  انجام  با منظور  مطابق  ها، 

 اقدام نمایید. 1سایت شرکتفیلم قرار داده شده در وب

از  100  حجم  (6 رن  میکرولیتر  )بخش   شده آماده  زای  گمحلول 

د زی بری  هادرون تمام چاهک ها را مطالعه بفرمایید(  رفسازی معآماده 

دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمایید.   15  مدتت را بهو پلی

 .نماییداز تکان دادن پلیت در این مرحله خودداری 

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

زمامی رتوانید  محلول  انکوباسیون  بهنگن  را  دقیقه    10مدت  زا 

 افزایش دهید.

حجم7 متوقف  50  (  محلول  چاهکمیکرولیتر  کلیه  به  ها  کننده 

م تا تما  آرامی تکان دهیدثانیه به  20اضافه کنید و پلیت را به مدت  

 زرد تبدیل شود. رنگ آبی آن به

طول  (8 در  چاهک  هر  برای  را  جذب  نانومتر    450  موجمقدار 

)از طول  بخوانید    کردن واکنش  ز متوقفاعد  بدقیقه    15حداکثر تا  

رفرانس   کنید(.  630تا    620موج  استفاده  آزمایش   نانومتر  این  در 

 (Logic-log)یا    4PL  و  Point to Pointش  رو  محاسبه غلظت به
  براتور یغلظت کال  4PLوش  اده از ردر صورت استفقابل اجرا است؛  

A به عنوان مثاکوچک  یرا عدد( 0.01ل ng/dL در )ردینظر بگ.  

 
 

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

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


 

 
   

نمودار  میزان و  در    جذب  نمونه  عنوان  به  کیت  این  کالیبراتورهای 

 است.شده  آورده  زیر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 زا الای   به روش fT4مقادیر مورد انتظار برای تست 
 

تولید را به کنندشرکت  این تست  برای  انتظار    ه کیت، مقادیر مورد 

رچه، این مقادیر برای هر آنالیت باید قرار زیر مشخص کرده است. اگ

 تعیین گردد.  توسط آزمایشگاه 
 

 

Normal Range (ng/dL) 

Adult 0.8 – 2.0 

Pregnancy 0.76 – 2.24 

 

 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

 (Within Run)دور ت درونن دقآزمو-( بررسی دقت1

تکرار  دوردرون  دقت ارزیابی  حاصل  با  نتایج  نمونه    پذیری  سه  از 

بار تکرار برای هر   20کاری )در یک نوبتمتفاوت    هایبا غلظت  سرم

 است. CV˂10%این آزمایش رش در ر پذینمونه( بررسی شد. معیا

 

 

 

 
 

 

 
 

 (Between Run)دور آزمون دقت بین-( بررسی دقت2
با ارزیابی تجدید پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم   دورینقت بد

بار تکرار برای هررر نمونرره   5کاری )نوبت  4در  فاوت  های متبا غلظت

مررایش کرراری( انجررام شررد. معیررار پررذیرش در ایررن آزدر هررر نوبت

CV˂10% .است 

 

 

 

 
 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست ی( بررس3

مساوی با   به نسبت  دو نمونه سرم  ون،آزم  ازاء هر  آزمایش بهدر این  

گیری در آن انرردازه  fT4  غلظتعنوان یک نمونه  یکدیگر ترکیب و به

 نسبت برره نتیجرره  Bias˂10%معیار پذیرش در این آزمایش    .شد

 است. مورد انتظار

                    
 
 
 

 
 (Linearity)آزمون خطی بودن -( بررسی درستی4

هررای مختلررف نمونرره سرررم برررای تر رقد fT4ظت در این تست، غل

 نیرر در ا  رشیپررذ  اریرر مع  گیررری شررد.تعیین خطی بودن کیت اندازه 

 است. Bias˂10% شیآزما

 

 
 

 
 

   (Sensitivity)( بررسی حساسیت 5

 Limitو  Limit of Detection (LOD)اساس  حساسیت کیت بر

of Blank (LOB)  با بر رابا استفاده از فرمول زیر محاسبه شد و ب 

ng/dL 32 /0  تعیین گردید. 
 

 

sLOD = LOB + 1.645 SD 

b+ 1.645 SDb LOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی6

غلظت ن  یا  ژگیوی کردن  اضافه  با  مواد آزمایش  از  مختلفی  های 

زیر   جدول  در  گرفت.  مورد   ، سرم  نمونه به  مندرج  قرار    سنجش 

اندازه  با  متقاطع  نواکنش  ماده  گیری  دوز  بین  به    اضافه شده سبت 

معیار    ارزیابی شد.مورد نیاز برای ایجاد همان مقدار جذب    fT4دوز  

ب )بسته  متقاطع  واکنش  نپذیرش  آنه  شده(  الیوع  اضافه  ماده  و  ت 

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

 درصد است. 25تا  رداکثح

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 (Stability)پایداری ررسیب( 7

Accelerated Stability Test  :4  مدت  به  تیک  پایداری  بررسی  

  .گرادیسانت درجه 37 یدما در فتهه

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

 .گرادینتسا درجه 4 یدما در هفته  8 مدت به ،هامحلول بدر

Shelf Stability Test  :2  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس  

  سه  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادینتسا  درجه  4  یدما  در  سال

  .اشدبمی بار کی ماه 

  نظر   وردم  تیک  که  دهدینشان م  یدار یاپ  یبررس  لفمطالعات مخت

در    رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص   یهازمان   در

تعب  مربوط  یهاش ی آزما  20  ازکمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  نییه 

  .استدرصد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاعلائم استفاده شده در برچسب کالا
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OBL Own brand Labeling 
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Date of manufacture 
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بر صورت  هرگوندر  خواهشمنوز  مشکل،  با  ه  است  های  شماره د 

 تماس بگیرید. (بخش پشتیبانی) مندرج بر روی جعبه

 
 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/dL) 

Cal. A 
A1 2.450 

2.510 0 
B1 2.570 

Cal. B 
C1 1.580 

1.690 0.49 
D1 1.800 

Cal. C 
E1 1.040 

1.114 1.05 
F1 1.188 

Cal. D 
G1 0.723 

0.750 2.05 
H1 0.777 

Cal. E 
A2 0.490 

0.510 3.6 
B2 0.530 

Cal. F 
C2 0.272 

0.284 7.5 
D2 0.296 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT4 (ng/dL) 0.92 3.87 6.05 

SD (ng/dL) 0.05 0.20 0.31 

CV (%) 5.4 5.2 5.1 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT4 (ng/dL) 0.72 5.30 7.81 

SD (ng/dL) 0.04 0.22 0.35 

CV (%) 5.5 4.1 4.5 

 

No. 
Sample 
(ng/dL) 

Added 
(ng/dL) 

Exp. 
(ng/dL) 

Obs. 
(ng/dL) 

% Rec. 

1 0.72 5.34 3.03 2.92 96.4 

2 4.81 1.43 3.12 3.33 106.7 

3 2.62 6.70 4.66 4.71 101.1 

 

No. 
Sample 
(ng/dL) 

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

% Bias 

1 5.67 -1.4 -1.9 -2.2 -3.5 

2 5.99 1.1 -2.1 -2.3 -3.0 

3 6.41 -0.7 1.6 -1.6 -2.3 

 

Analyte 
Cross 

Reactivity 
Concentration 

L-Thyroxin 1  

D-Thyroxin 0.9800 10 µg/dl 

D-Triiodothyronine 0.0150 100 µg/dl 

L-Triiodothyronine 0.0300 100 µg/dl 

Iodotyrosine 0.0001 100 µg/ml 

Diiodotyrosine 0.0001 100 µg/ml 

Diiodothyronine 0.0001 100 µg/ml 

 


