
 
   

 
 

 
 
 

 

 در سرم انسان  Progesterone گیریاندازهکیت 

Progesterone ELISA Kit 96t  
Cat. No: 2534-96 / Rev: A1 (1402/09/25) 

 

 : مقدمه

ازکیپروژسترون   مهمی   است  یدیاستروئ  هایهورمون  ی  نقش  که 

برا  یسازآماده در   دارد.  ت  و  نیجن  ینیگزلانه  یرحم  بارداری  داوم 

مختلفی )در  هورم  این  زا  مقادیر  زرد  جسم  توسط  تخمدان  ون 

جفت،   خانم باردار(،  غیر  غده  های  ب  آدرنالقشر  ترشح    هاضهیو 

برای  پیشپرگننولون    بهرول  کلست  تبدیل  .شودمی لازم   سنتزساز 

می فراهم  را    ن یی تع  در  پروژسترون  گیریاندازه .  نمایدپروژسترون 

، پرخطر  یها یگجفت در حامل  تیوضع  یابیارز    ،یگذار زمان تخمک

تخمدان،    یهاستیک  بررسی کوشینگلوتئال    ، سندروم 

اهمیت   لکایآدرنوکورت  یپرپلازیها  و  تخمدان  اینومیوکارسیکور

پروژسترون خون  کاهش  .دارد اکلامپس  مقدار    ت ی مسموم  ،یدر پره 

نارسا  یحاملگ  ،یملگحا عملکرد ج  یینابجا،  کاهش  و  آمنوره  فت، 

است.  نتخمدا شده  ک  گزارش  اندازه کاین    ربرداحیطه  گیری یت 

 باشد.های سرم انسان میدر نمونه پروژسترونغلظت 

  

  :اصول آزمایش

براین   شده    رقابتی  الایزایاساس  آزمایش  .  استطراحی 

  توسط واکنش بین   کف چاهکی در  کمپلکس ایمن  سازیحرکتبی

چاهکبتث  ترپتاویدینسا کف  در  شده  های  بادی آنتیو    یت 

میوص  ونرتپروژسضد  بیوتینیله   و    سرم  یهانمونه  پذیرد.رت 

حاوبراتوریکال که  غ   یها  و  آزاد  به  ریپروژسترون  هستند  کونژوگه 

در    بادی بیوتینیلهو آنتی  HRP  میهمراه پروژسترون کونژوگه با آنز

میچاهک  ریخته  آنتی  هاژنآنتیشوند.  ها  به  اتصال  بادی برای 

استرپتاویدین  پروژسترون  ضدبیوتینیله   به  متصل   هکاچکف    که 

می رقابت  یکدیگر  با  است  از  .کنندشده  شستشو  هیتخل  پس    ی و 

کها،  چاهک  اضافه  رنگردن  با  و    (HRP  میآنز  سوبسترای)  ازمحلول 

متوقف محلول  میوصمح  ه کنندسپس  تولید  نهایی  در   شودل   که 

جذب را دارد. شدت رنگ و    زان یم  نیشتریب  ومتر نان  450موج  طول

غ  زانیم با  پرجذب  و  ووژسترلظت  نمونه  نسبت  کالیبراتورن  ها، 

دارد. نهایت  معکوس  پروژسترون  غ  در  توسط نمونهدر  لظت  ها 

  گردد. می محاسبه منحنی استاندارد

 :تویات کیتحم

    .یتست 96 ثبیت شده،ت نیدیاواسترپت حاوی ت یپل کرو یم (1

با  یاو  هفت:  (Progesterone Cal A-G)  هاکالیبراتور  (2 ل 

 ازشده    هیته  ،    ng/mL  60و  30،  15،  5،  2،  0/ 3،  0های  غلظت

 سرم انسان.    

آنز  (3 :  (Progesterone Enzyme Conjugate)یمیکونژوگه 

آنز  پروژسترون  ژنی آنت  یحاو   یتریلیلیم  6  الی و  یک به   میمتصل 

HRP   . 

:  (Progesterone Biotin Conjugate)  ینیوتی بوگه  ژکون  (4

متصل به    ضد پروژسترون  یباد یآنت  یحاو  یتریلیلیم  6  الیو  یک

 .   نیوتیب

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

 .یتریلیلیم

  12  الیو  یک:  (Substrate Solution)  رنگزامحلول    (6

 .یتریلیلیم

متوقف  (7  12  الیویک  :  (Stop Solution)  کننده محلول 

 .یتریلیلیم

کنتر  (8  0/ 5  )های(ویال:  (Progesterone Control)ل  محلول 

 .لیتریلییم

 .تیبرچسب مخصوص پل (9

 ی نگهدار   دگرایسانت  درجه  8تا    2  یها در دما لومحل  ماتم:  1  توجه

 است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن یکننده در دمافشوند. محلول متوق

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

 : از تأمین نشده در کیتمواد و وسایل مورد نی

)فیلتر    ر تموننا  630و    450گر پلیت دارای فیلتر  ( دستگاه خوانش1

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ه.زی( آب مقطر دیون3
 

 کیت:  ستفاده ازتیاط در احا

  دهیگرد  هیتعب  تیک  نی استفاده در هم  یبرا  تیک  نیا  تایمحتو  (1

ساخت   یها شماره   ای  و  هاتیک  ریاستفاده مشترک با سا  لذا از  است؛

 .دیینما  یخوددار  جداً رگید

هایی ستند. از محلولکیت پایدار ه ء اضقنها تا زمان اکلیه محلول (2

 د.ینستفاده نک شته است اذگ هان آکه تاریخ انقضاء 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضها در ملولمایید محتوجه فر  (3

منفی    (4 نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  ، HBsAgبودن  محتویات 

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

بود بیماریمت  نمنفی  عفونی  عوامل  روشام  از  استفاده  با  های زا 

آوامتد امامزل  گرفتن    ،بنابراین  .یستنپذیر  کانیشگاهی  نظر  در  با 

کیت، تمام مراحل آزمایش   محتویاتزایی  و بیماری آلودگی   احتمال

 د.ننجام شوهای ایمنی ادستورالعمل باید مطابق با

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

  ا ی  صورت  ر رویب  آن  تایکه محتو  دییدقت فرما  تیهنگام کار با ک

مخاط    ریبا دهان و سامواد  از تماس    نشود.ریخته  بدن  ط  قان  ریسا

 . جلوگیری نمایید جداً

فاده شده  ستا و سر سمپلرهای هاهکاچ، اهکنترل ماران،ینمونه ب( 6

پسماندهابه   دیبا نظر    یعفون  یعنوان  شوندتفرگدر  با و    ه  مطابق 

 .دگردن امحاء یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 : نمونهزی اسمادهو آ آوریجمع

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

آمده دست  در درستی نتایج بهگیری  هنگام نمونه   ناشتا بودن فرد به

بود.    تأثیرگذار اخواهد  استفاده  با  خون  استاندارد کت  ز نمونه  نیک 

سیاخون اگیری  بعد  سرم  و  شود  تهیه  کا  زهرگی  شدن   لملخته 

ی خونی جدا شود. حتی الامکان هالولقیقه( از س د  60تا    30)  ونخ

    .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل ،کیکتریا یهااز نمونه

را دریافت   (mg/day 5˃)یی از بیوتین  ( در افرادی که دوز بالا2

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

 انجام شود. دوز بیوتین

باشد  کاملاً  دی با  هاهنمون  ظرف  بدر  (3  روز در   5تا    هانمونه  .بسته 

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

از منجمد و ذوب   .نگهداری و استفاده هستند بلقاگراد یجه سانترد

 ها خودداری کنید.نمونه ررکمکردن 
 

 : اهمعرفو نگهداری سازی آماده

نگهداری  ازیسآماده (  1 از  میلی  20حجم    ول شستشو:محل  و  لیتر 

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

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

  را  آندر محلول شستشو،    بوسدر صورت مشاهده ر  اری کنید.نگهد

در حل شود.    برسوهید تا  قرار د  گراددرجه سانتی   37ماری  در بن

دورت در محلول شستشو، از مصرف آن خودداری  ک  ورت مشاهده ص

 کنید.
 

  :شیاروش انجام آزم

ها  کیت و نمونهئن شوید که تمام اجزاء  قبل از شروع آزمایش مطم

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

کنترلنمونه و  ته  5ا  ب  راها  ها  و  سر  بهک  بار  یکامرآردن  نواخت  ی 

 نید.ک

ن  یها چاهک  تعداد  (1 بردا  انجام  یبرا  ازیمورد  را  برید  تست   هیقو 

درب  دهید،قرار  یومین یآلوم سه یدر ک ر یگهمراه رطوبترا ها هک چا

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

حجم  2 از  25(  کنترهابراتوریلکا  میکرولیتر  در    هانهنمو  یا  هال، 

  کالیبراتور   ایبهتر است که از هر نمونه  های مورد نظر بریزید.  چاهک 

 شود. ختهیر  هاهک در چا)دوپلیکیت( تایی دورت صوبه

آنزیمیکمحلول    میکرولیتر  50  محج  (3 همه    ونژوگه    ها چاهک به 

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

 .تکان دهید

از  کر می  50حجم    (4 کونولیتر    همهبه    بیوتینیژوگه  محلول 

اضافه کنید وچاهک  ثانیه روی سطح میز    30دت  به م  را  تیپل  ها 

 هید.امی تکان دآربه

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

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

رچاهک  اتیمحتو  (6 کردن    اها  وارونه  آسپیراسبا  خلیه  ت  یونیا 

  تر یکرولی م  300و هر مرتبه با  مرتبه      3  ا  ر  ها  چاهک    سپس  .  دیکن

شده   تشول شسومحل آما)  ،آماده  معرفده بخش  مطاسازی  را  ه لعها 

اگردییبشو    (ماییدبفر به  .  دستشستشو  م  یصورت  در  یانجام  شود 

  .دیبزن  ریگرطوبت  لدستما  یرا بر رو  تیپل  یآرامشستشو به  یانتها

شستشوی  جاان  منظوربه چاهک م  استاندارد  و  با مناسب  مطابق  ها، 

 اقدام نمایید. 1شرکتایت سفیلم قرار داده شده در وب

م  تریکرولیم  100  حجم(  7 رنگاز  چاهک حلول  تمام  درون  ها  زا 

انکوبه    یکیاتاق و تار  یدر دما  قهیدق  20مدت  پلیت را به    و    دیزیبر

 .بفرمایید ریددان مرحله خون پلیت در ایداد ناز تکا .دیکن

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

انکوباسیون  تومی زمان  رنگانید  مدت  محلول  به  را  دقیقه    10زا 

 افزایش دهید.

محلولم  50حجم    (8 کلیه  متوقف  یکرولیتر  به  واکنش  کننده 

اضافهچاهک  مدت  ک  ها  به  را  پلیت  و  به  20نید  تکان   آرامیثانیه 

 .رد تبدیل شودبه ز رنگ آبی آن دهید تا تمام

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

از  دقیقه    15تا    رثحداک )از  کردن  متوقف  بعد  بخوانید  واکنش 

   کنید(. نانومتر استفاده  630 تا 620موج رفرانس طول
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این   روش  محاسبش  آزمایدر  به  غلظت  قابل    Point to Pointه 

رت  در صوارجحیت دارد.  (  Logic-log)یا    4PLاما روش    ؛ اجرا است

روش   از  کال  4PLاستفاده  عدد   A  براتوریغلظت  )بهکوچ  یرا  ک 

  .ردیظر بگن ( درng/mL 0.01عنوان مثال 

ان نمونه در زیر  عنواین کیت به  زان جذب و نمودار کالیبراتورهایمی

   ه است.شد ارائه

 
 
 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 سترون پروژ  ای تست الایزایبر مقادیر مورد انتظار
 

را به  آزمایشین  ادیر مورد انتظار برای امق  ،یت ک  ه ندکندتولیشرکت  

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

 تعیین گردد.   توسط آزمایشگاه باید  نظر

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

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

ا  دوردرون  دقت تکررزی با  نتذپارابی  سهیری  از  نمونه    ایج حاصل 

  بار تکرار   20کاری )نوبت در یک   متفاوت   های  غلظت با  سرم  

شد.  هر  برای بررسی  این    نمونه(  در  پذیرش  آزمایش معیار 

CV˂13.2% .است 

 

 

 

 

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

بین تجدیدپذیر  با   دوردقت  حا  یارزیابی  مونه  ن  سهاز    صلنتایج 

بار تکرار برای هر    5کاری ) نوبت  4در    اوتهای متفم با غلظتسر

معیار پذیرش در این آزمایش    شد.کاری( انجام  نمونه در هر نوبت

CV˂13.2% ت.سا 

 

 

 

 

 (Recovery) یابی باز آزمون - یدرست ی( بررس3

مساوی   نسبته  ب  و نمونه سرمد  ،آزمایش به ازاء هر آزموندر این  

در   پروژسترونغلظت  ، نهعنوان یک نموو به یب شدکردیگر تیک با

 Bias˂10%  ،معیار پذیرش در این آزمایش  د.یگردآن سنجش  

 .است نسبت به نتیجه مورد انتظار

 

 

 

 

 
  (Linearity) طی بودنآزمون خ -یتسدر( بررسی 4

  نه سرم ولف نمهای مخترقتدر    پروژسترونغلظت  در این تست  

در   رشیپذ  اریمع  د.گیری ش اندازه   ت ن کیودبیین خطی  عبرای ت

 است. Bias˂10%  شیآزما نیا

 
 
 

 

 

 
 

 (Cross Reactivity) طع آزمون واکنش متقا -( بررسی ویژگی5

آزما  ویژگی بهیاین  ا  ش  غلظضکمک  کردن  مختتافه  مواد  های  از  لفی 

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

مورد   پروژسترون  مقداربه    ه شده اضافماده    نسبت بین مقدار  یگیره اندازبا  

  معیار پذیرش واکنش .  ه استدش بررسی    ،برای ایجاد همان مقدار جذب  نیاز

)بسته  ونبه    متقاطع  آنالیت  محدوده    شده(  اضافهماده    وع  در  آنالیت  برای 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  (Sensitivity) بررسی حساسیت( 6

اسا بر  کیت   Limit ofو    Limit of Detection  (LOD)س  حساسیت 

Blank (LOB)  شد محاسبه  زیر  فرمول  از  استفاده  برابر    با    ng/mLبا  و 

 .یدتعیین گرد 0/ 12
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (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 

 .دگرایسانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت  به ،هامحلول

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

 بار   کی  ماه  سه  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادیسانت  درجه  4  یدما

  .باشدمی

 در  نظاار  وردماا   تیاا ک  کااه  دهاادینشااان م  یداریاپ  یبررس  لفمطالعات مخت

ه بوط بمر  یهاشیدر آزما  رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یهازمان

 استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا  نییتع

 

 ه شده در برچسب کالاهاعلائم استفاد
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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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ه بروز  صورت  مشکلدر  شما  رگونه  با  است  های ره خواهشمند 

 تماس بگیرید. (شتیبانیبخش پ)مندرج بر روی جعبه 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 2.292 

2.34 0 
B1 2.388 

Cal. B 
C1 2.01 

2.12 0.3 
D1 2.23 

Cal. C 
E1 1.399 

1.39 2 
F1 1.381 

Cal. D 
G1 0.816 

0.868 5 
H1 0.921 

Cal. E 
A2 0.421 

0.447 15 
B2 0.473 

Cal. F 
C2 0.266 

0.269 30 
D2 0.273 

Cal. G 
E 2 0.149 

0.152 60 
F 2 0.156 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (ng/mL) 1.19 18.39 51.46 

SD (ng/mL) 0.07 1.05 2.65 

CV (%) 5.9 5.7 5.1 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

% Rec. 

1 0.76 4.31 2.53 2.61 103.2 

2 5.59 19.67 12.63 12.39 98.1 

3 10.69 81.37 46.03 44.38 96.4 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

Bias% 

1 3.3 1.4 2.3 2.6 -3.5 

2 19.8 2.4 -2.9 3 3.1 

3 57.28 -0.9 2.2 -3.2 -3 

    

Analyte Cross Reactivity (%) 

progesterone 100.000 
Androstenedione 0.158 

17OH-Progesterone 0.375 
Cortisone 0.014 

Corticosterone 0.347 
Cortisol 0.005 
Danazol 0.003 

Dihydrotestosterone 0.006 
DHEA sulfate 0.002 

Estradiol 
Estrone 
Estriol 

Prednisone 
Testosterone 

 

0.004 
0.003 
0.002 
0.023 
0.015 

 

 

Reference Interval (ng/mL) 

Prepubertal Child 
(1-10 Years) 0.07 – 0.52 

Adult Man 0.13 – 1.22 

Adult Woman 

Follicular Phase 0.15 – 1.40 

Luteal Phase 2 – 25 

Postmenopausal 0 – 0.8 

Pregnant Woman 

First Trimester 7.25 – 90 

Second Trimester 19.5 – 91 

Third Trimester 49 – 422 
 

Serum Sample 1 3 4 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (ng/mL) 2.43 11.57 45.39 

SD (ng/mL) 0.13 0.51 2.02 

CV (%) 5.3 4.4 4.4 

 


