
 

 
   

 

 

 

 

 
 

 در سرم انسان IL-6 یریگاندازه  تیک
Interleukin-6 ELISA Kit 96t 

Cat No: 8134-96 / Rev A1: (1402/09/25) 
 

 مقدمه: 

با عملکردهای    (IL-6)  6-اینترلوکین التهابی  یک سایتوکاین پیش 

تنظیم   در  اساسی  نقشی  که  است  اندوکرین  و  پاراکرین  اتوکرین، 

م ایفا  سلولی  بقای  و  این  ینمایالتهاب  طبیعی  غیر  سطوح  د. 

انسان سرم  در  بیماری   سایتوکاین  بیماری  با  شامل  مختلفی  های 

روده   مفصلی(IBD)التهابی  روماتیسم   ،(RA)  آسم  ،(Asthma)   ،

و لوپوس اریتروماتوز    (Castleman's Disease)لمن  سبیماری ک

اندازه   (SLE)سیستمیک   همچنین،  است.  ارتباط  سطح  در  گیری 

IL-6    های پیش التهابی در مراحل اولیۀ  پاسخ  و کنترل  یصتشخدر

عفونت به  ویژه ابتلا  اهمیت  ویروسی  راستا،  های  این  در  دارد.  ای 

،  IL-6مطالعات بالینی انجام شده ارتباط مستقیم بین سطح سرمی  

به   مبتلا  بیماران  علائم  شدت  و  ریوی  را   COVID-19التهاب 

عنوان به  IL-6غلظت    ریگیازه داند و در حال حاضر انمشخص نموده 

به  بیماران  درمان  و  پایش  در  ریوی  التهاب  شاخص  برده یک  کار 

در   IL-6گیری کمی غلظت  اندازه   این کیتشود. حیطه کاربرد  می

 نمونه سرم انسان به روش الایزا است.  
 

 :اصول آزمایش

اساس بر  آزمایش  است  چ یساندو  یزایالا  این  شده    .طراحی 

کنترل  ورهابراتیکال  سرم،  هاینمونه   حاوی   هایچاهک   درون  هاو 

شده   بادی یآنت اض  شوند.می  ختهیر  IL-6ضد    تثبیت     شدن   افه با 

کونژوگه شده    IL-6ضد    بادییآنتکونژوگه آنزیمی )حاوی  محلول  

ها بادی ژن و آنتیها، برهمکنش بین آنتیبه چاهک  HRP)  آنزیم  با

م رقابتی صورت  هیچ  از  پذیرد.یبدون  و اهک وی چششست  پس  ها 

نشده، متصل  اجزاء  )  حذف  رنگزا  محلول    م یزآن  یسوبستراافزودن 

HRP)  سپس محصول  و  کننده،  متوقف  تولید   محلول  را  نهایی 

را  نوری    جذب  زانیم  نی شترینانومتر ب  450موج  در طول  کند کهمی

 ظتلغ  بانوری    جذب  شدت  نتیجه  در  و  شده   ایجاد  رنگ  میزان  دارد.

IL-6  غلظت    تیدرنها  .دارد  قیممستارتباط  سرمIL-6  در هر    موجود

 .گرددیمحاسبه مدارد استان ینمونه توسط منحن
 

 :محتویات کیت

 بادی تثبیت شده.آنتی حاوی تستی 96میکروپلیت (1

،  10،  2  هایبا غلظت  ال یو  شش :  (IL-6 Cal. A-F)( کالیبراتور  2

 .  pg/mL 600و  250، 125، 50

: یک (IL-6 Enzyme Conjugate)  یمیآنزکونژوگه  ( محلول  3

آنز  IL-6ضد    یدابیآنت  یحاو  ی لیترمیلی  6  الیو به    م یمتصل 

HRP .در بافر 

   لیتری.میلی 0/ 5)های( الی: و (IL-6 Control)کنترل ( محلول4

شستشو(  5  25ویال    یک:  (Wash Solution-20X)  محلول 

 .لیتریمیلی

 12  الیو  یک:  (Substrate Solution)رنگزا  محلول  (  6

 ی.لیترلییم

متوقف  (7  12  الیو  کی:  (Stop Solution)  کننده محلول 

 .یلیترمیلی

: یک ویال (Sample Diluent 10X)  نمونه کننده  ( محلول رقیق8

 لیتری.میلی 10

 .تیبرچسب مخصوص پل (9

 ینگهدار  گرادیدرجه سانت  8تا    2  یها در دمامحلول  ه ی: کل1  توجه

 است. یدارهقابل نگ  زیاتاق ن یماه در دندنکول متوقفشوند. محل

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

 : ن نشده در کیتیمواد و وسایل مورد نیاز تأم

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

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 : تر استفاده از کیاط داحتی

ه گردیده  کیت تعبیر همین  ه دتفادسا( محتویات این کیت برای  1

های ساخت ره اها و یا شماست؛ لذا از استفاده مشترک با سایر کیت

 .نماییداری یگر جداً خوددد

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

 .نشوده است استفاده ها گذشتکه تاریخ انقضاء آن 

 د.قرار نگیرنمستقیم   رنو معرض ها درتوجه فرمایید محلول (3

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 

آزمایش امکانمتداول  نیسگاهی  گرت.  پذیر  نظر  در  با    فتن بنابراین، 

زایی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش  بیماری لودگی و  آال  احتم

 انجام شود.های ایمنی ملعباید مطابق با دستورال

در هنگام کار الزامی است.    و ماسک  عینک  ،( استفاده از دستکش  5

ن بر روی صورت  در هنگام کار با کیت دقت فرمایید که محتویات آ

و سایر مخاط    با دهان  وادس مامز تنقاط بدن ریخته نشود. ایر  یا سا

 . نماییدجلوگیری 

شده  فاده است سمپلرهای رو س هاچاهک ،هاکنترل ماران،ینمونه ب( 6

پسماندهابه   دیبا شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با و    در  مطابق 

 گردند.امحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 : نمونهنگهداری   و یسازآماده  ،آوریجمع

ی این تست سرم است. نمونه خون با استفاده ابر  سبمنا  هن( نمو1

از    هیه شود و سرم تگیری سیاهرگی  از تکنیک استاندارد خون  بعد 

های خونی جدا  دقیقه( از سلول  60تا    30شدن کامل خون ) لخته  

به .  گردد فرد  بودن  نمونگنه  ناشتا  دگیری  ه ام  نتایج ردر  ستی 

آبه بود.  مده دست  خواهد  الامکتأثیرگذار  نمونهان  حتی   یهااز 

   .نشوداستفاده  زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا

نمونه تازه    د. ترجیحاً از ملاً بسته باشاکباید    هاف نمونه( درب ظر2

  8تا    2در دمای    روز  3ها را تا  توان نمونهاستفاده شود. حداکثر می

سانتی تدرجه  و  دمای    1ا  گراد  در  سانتیدر  -20ماه    گراد جه 

نمونهم منجاز    .کرد  نگهداری مکرر  کردن  ذوب  و  خودداری د  ها 

 نمایید.

نمونه3 آن(  غلظت  که  بیشترهایی  را   ستا  pg/mL 600ز  ا  ها 

سازی و  )بخش آماده مصرف  آماده  نمونه  توسط محلول رقیق کننده  

ایی را  د و نتیجه نه( رقیق نمایی را مطالعه بفرمایید هانگهداری معرف

 .یدرش کنازتن ضریب رقت گدر نظر گرفبا 
 

 :هامعرف و نگهداری سازی آماده

آماده 1 محلول شستشو:(  نگهداری  و  از  یلیمیل  25حجم    سازی  تر 

به    (20X)شستشو  ل  محلو دیونیزه  میلی  475را  مقطر  آب  لیتر 

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

 .هداری کنیدنگ

رسوم  در صورت در محلول شستشاهده  آنوش ب  ماری   رد  را ،  بن 

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

 خودداری کنید. نمصرف آل شستشو، از ولحم مشاهده کدورت در

مقدار مورد نیاز از محلول   :نمونهکننده  سازی محلول رقیق( آماده 2

نسبت    (10X)  نمونهکننده  رقیق به  دیونیزه آ  با  1:9را  مقطر  ب 

برقیق   منعهکنید.  بثالوان  میلیر،  یک  تهیه  آمادای  محلول  ه لیتر 

را   (10X)  نمونه  میکرولیتر محلول رقیق کننده   100مصرف، حجم  

 رولیتر آب مقطر دیونیزه اضافه کنید.کمی  900به 

 

 
 

 : آزمایشروش انجام 

ها و نمونه  اجزاء کیتقبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام  

، هااند. کالیبراتوریده رس  گراد(یتندرجه سا  28تا    22)ه دمای اتاق  ب

 .نواخت کنیدیک یمارآ بار سر و ته کردن به 5را با  ها و کنترلنمونه

نیاز برای انجام آزمایش را بردارید و بقیه    های مورد( تعداد چاهک1

بهچاهک  را  رطوبتها  آلهمراه  کیسه  در  دهیدگیر  قرار  ، ومینیومی 

آندر دمای    ب  در  و  بسته  سان  8تا    2را   نگهداری د  گراتیدرجه 

 نمایید.

حجم  2 نمو  50(  یا  کنترل  کالیبراتورها،  از  در  را    اهنهمیکرولیتر 

که از هر نمونه یا کالیبراتور    ت های مورد نظر بریزید. بهتر اسچاهک 

    ها ریخته شود.صورت دوتایی )دوپلیکیت( در چاهک به

حجم  3 به    لیترمیکرو  50(  آنزیمی  چاهک کونژوگه  اضافه   اهتمام 

وکنی به  د  را  به  30مدت  پلیت  میز  سطح  روی  تکان   ثانیه  آرامی 

 دهید.

ب  ار  ها( چاهک4 ب رچسب مخصوبا  و  بپوشانید  پلیت    60مدت  هص 

 قیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.د

ید  کن  تخلیهراسیون  یا آسپیها را با وارونه کردن  چاهک   اتیمحتو(  5

بر   ت یپل  یرامآ  به و   گطردستمال    یرو  را  سپس  نبز  ر یوبت  ید. 

را  چاهک  با    3ها  مرتبه  هر  و  محلول    300مرتبه  میکرولیتر 

آماده )  مصرف  ه دامآ  یشستشو معرفبخش  مطالعه  سازی  را  ها 

ببفرمایید ازید.  شوی(  پس  شستشو،  مرتبۀ  اولین  کردن    در  اضافه 

ب را  پلیت  شستشو،  به    20مدت  همحلول  می آرامثانیه  روی  بر  ز  ی 

کنید. تخلیه  را  شستشو  محلول  سپس  و  دهید  شستشو    تکان  اگر 

انجام میبه انتهای شستشو بهصورت دستی  را  پلامی  آرشود در  یت 

منظور انجام شستشوی مناسب  بهگیر بزنید.  بر روی دستمال رطوبت

چاهک  استاندارد  شدهاهو  داده  قرار  فیلم  با  مطابق  سایت  وبدر    ، 

 .نمایید داماق 1تشرک

حجم  8 تمامیکرولی  100(  درون  رنگزا  محلول  از  چاهکتر  ها م 

به  پلیت بریزید و   اتاق و تاریکی انکوبه    20مدت  را  دقیقه در دمای 

 ه خودداری کنید.یت در این مرحل تکان دادن پلکنید. از 

دست  هب  2کمتر از    رتوبرایکال  یجذب نور  زان یم  ن یبالاترتوجه: اگر  

انکوباس  دیتوانیآمد، م را به  ون یزمان  رنگزا    قه یدق  10مدت  محلول 

 .دیده شیافزا

حجم  9 متوقف  50(  محلول  کلیه  میکرولیتر  به  واکنش  کننده 

بهچاهک  را  پلیت  و  کنید  اضافه  تکان   20مدت  ها  آرامی  به  ثانیه 

 بی آن به زرد تبدیل شود.دهید تا تمام رنگ آ
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شدت10 طولج  (  در  را  چاهک  هر  نوری  نانومتر،    450موج  ذب 

نید )از طول  دقیقه بعد از متوقف کردن واکنش بخوا  15کثر تا  حدا

از    شیآزما  نیدر ا  نانومتر استفاده کنید(.  630تا    620موج رفرانس  

غلظت  برای    (Logic-log  ای )  4PLروش   نمایید.محاسبه   استفاده 

  ر یعنوان نمونه در زبه  ت یک  نیا  ان جذب و نمودار کالیبراتورهایمیز

 آورده شده است.

 Pointمودار  ، ن4PL: در صورت عدم امکان استفاده از نمودار  توجه

to Point  باشد. یجهت محاسبه غلظت قابل استفاده م زین 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 IL-6 یزایتست ال  یر برا ظامورد انت ریمقاد
 

 

ککنندیتول  شرکت ا  ریمقاد  ت،یده  به  نیا  یبرا  ظار تنمورد  را  تست 

ز اگ  ریقرار  است.  کرده  امشخص   تیآنال  یبرا  دی با  ریمقاد  نیرچه، 

 گردد. نییتع شگاه یمامورد نظر توسط آز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ی فیکنترل ک یپارامترها
 

 ( Within-Runدقت درون دور ) آزمون -دقت  ی( بررس1

 نه سرمنمو  هحاصل از س  جینتا   یریپذ تکرار  یابی دور با ارزدرون  دقت

غلظت در    یهابا  برا  20)  یکارنوبت  کیمتفاوت  تکرار  هر    یبار 

 .  است CV˂10% شی آزما نیا در رشیپذ اریشد. مع ینمونه( بررس

 

 
 

 
 

 ( Between-Runدور ) نیآزمون دقت ب -دقت  ی( بررس2

سرم   حاصل از سه نمونه جینتا یریپذ  دیتجد یابیبا ارز دورنیب قتد

برا  5)  یکارتنوب  4در    وتامتف  یهابا غلظت تکرار  هر نمونه    یبار 

ه نوبتدر  معیکارر  شد.  انجام  ا  رشیپذ  اری(    ش یآزما  نیدر 

CV˂10% .است 

 

 

 
 
 

 ( Recovery) یابیآزمون باز - یدرست ی( بررس3

آز  نیا  در ازاء هر  به  با    یمساوه نسبت  مون، دو نمونه سرم بتست 

ب  بیترک  گریکدی و  غل  کیعنوان  هشده  آ  IL-6ت  ظنمونه،  ن  در 

نسبت    Bias<10%  شی زما آ  نیدر ا  رشیپذ  اریشد. مع  یرگیاندازه 

 مورد انتظار است.  جهیبه نت

 

 

 

 
 

 (Linearity) آزمون خطی بودن  - یدرست( بررسی 4

غلظت    تست  این  رقت  IL-6در  م در  برای های  سرم  نمونه    ختلف 

یش زماآمعیار پذیرش در این گیری شد. خطی بودن کیت اندازه  تعیین

Bias˂10% .است 

 
 

 
 
 

 

 

 

  (Sensitivity) ( بررسی حساسیت 5

اساس   بر  کیت   (LOB)و    Limit of Detection  (LOD)حساسیت 

Limit of Blank   با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد و برابر باpg/mL  

 .عیین گردیدت 2/ 5
s645 SD= LOB + 1.LOD  
bSD + 1.645 bLOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 اهش ور هسیاقآزمون م - ( بررسی درستی6
 (Comparison of Methods)  

نمونه سرم با    100در    IL-6یت، میزان  ین کاجهت بررسی صحت نتایج  

  تایج آن باگیری شد و نندازه مقادیر پایین، نرمال و بالا توسط این کیت ا 

همبس ضریب  و  مقایسه  مرجع  نتایج  کیت  بین  دوا  ه دآمدستبهتگی    ز 

روش  بر  کیت، گردید.    Pearson  ،997 /0اساس  پذیرش محاسبه  معیار 

 ه است:  ف شدبرای این آزمایش به صورت زیر تعری

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

 (Cross Reactivity) متقاطع کنشوا آزمون–ویژگی بررسی( 7

کردن     ت یک  یژگیو اضافه  مندربا  در جدولمواد  سرب  ریز  ج  نمونه  م  ه 

ار ماده اضافه شده به  نسبت مقد  یریگحاصل از اندازه   جیشد. نتا  یبررس

ن  IL-6دار  مق نشان   جادیا  یبرا  ازیمورد  مقدارجذب،  عدم همان  دهنده 

به  )بسته  واکنش متقاطع    رشیپذ  اریبود. مع  (0.001>)  متقاطع  واکنش

 درصد  100±10  در محدوده   تیآنال  یاضافه شده( برا اده و م  تیلنوع آنا

 درصد است. 25ماده اضافه شده حداکثر تا  برای و

 

 

 

 

 

 

 

 (Stability)پایداری ررسیب( 8

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  داریپای  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  ی بررس  لفمطالعات    ورد م  ت یک  که  دهدینشان 
در   رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یها زمان  در  نظر
ب  یهاش ی آزما تمربوط    20  ازکمتر    نتایج  تغییر   ،یداریپا  نییع ه 

  .استدرصد 
 

 ده در برچسب کالهاش دهعلائم استفا

 
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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صورت ه  در  شماره منخواهش  لمشک  ونه رگبروز  با  است   هاید 

 . دیری( تماس بگیبانیت جعبه )بخش پش یرو مندرج بر

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

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

% Bias  

1 146.1 -0.9 2.1 1.9 3.2 

2 67.11 1.5 -2.8 2.1 -3.4 

3 47.3 1.8 -1.7 2.2 -3.1 

  

Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean IL-6 (pg/mL) 4.28 11.1 125.1 

SD (pg/mL) 0.24 0.61 6.1 

CV (%) 5.6 5.4 4.8 

 

Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean IL-6 (pg/mL) 5.1 13.1 120.1 

SD (pg/mL) 0.32 0.72 5.99 

CV (%) 6.2 5.5 4.9 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

Added 
(pg/mL) 

Exp. 
(pg/mL) 

Obs. 
(pg/mL) 

% Rec. 

1 3.6 24.6 14.1 14.66 103.9 

2 29.11 114.4 71.7 71.12 99.1 

3 129.7 4.4 67.0 66.01 98.5 

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 0.026 

0.028 2 
B1 0.031 

Cal. B 
C1 0.059 

0.061 10 
D1 0.063 

Cal. C 
E1 0.203 

0.208 50 
F1 0.214 

Cal. D 
G1 0.569 

0.556 125 
H1 0.544 

Cal. E 
A2 1.142 

1.168 250 
B2 1.195 

Cal. F 
C2 2.291 

2.309 600 
D2 2.328 

 

Normal Range (pg/mL) 

< 7 Normal 

7 - 20 Borderline 

>20 Unnormal 

 

Analyte Concentration % Reactivity 

IL-1α 50 ng/mL <0.001 

IL-1β 50 ng/mL <0.001 

Luteinizing Hormone 250 mIU/mL <0.001 

Follicle Simulating 
Hormone 

100 mIU/mL <0.001 

Human Chorionic 
Gonadotropin 

1000 mIU/mL <0.001 

Prolactin 100 pg/mL <0.001 

 


