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 به روش الایزا  Free T4 تستی 96 کیت سنجش

Brochure Rev: A0 (1401/06/08) 

REF  3144-96 
 اهمیت بالینی 

که    د یروئیتغده    یاصل  هورمون(  T4)  تیروکسین  به  باًیتقراست 

 تنها  و  است  متصل  خون  در  حامل  ی هانیپروتئ  به  کامل  طور

 اعمال  هالوسل  یرو  را  خود  ریتأث  تا  باشدیم  آزاد  آن  درصد  0/ 03

این    فیزیولوژیکی  فعال  بخش  انگرینما(  fT4)  آزاد  نی روکسیت  .کند

 عنوانبه  fT4  غلظت  یریگاندازه   لیدل  نیهمبه  ؛استهورمون  

 ی کارکم.  شودیم  گرفته  نظر   در  ماریب  د یروئیت  ت یوضع  شاخص

  دیروئیت  غده   توسطتولید شده    T4  کمبود  به  منجر   هیاول  دیروئیت

.  شودیم  خون  در  گردش   رد  fT4  ت ظغلکاهش    جه ینت  در  و

  جهینت  در  و  T4  حد  از  شیب   دیتول  به  منجر   هیاول  دیروئیت  یپرکار

  ی ریگاندازه این کیت    کاربرد  طه یح.  شودیم  fT4  غلظت  شیافزا

 .است  زایالا روش به  انسان سرم در آزاد ن یروکسیت غلظت یکم

 

 اصول آزمایش

تست اساس  این   کف در    و  ده گردیطراحی  رقابتی    الایزای  بر 

ضد  آنتیها  چاهک  است  fT4بادی  شده   دار نشان  fT4.  تثبیت 

نمونه  HRPآنزیم    با  شده  همراه  سرم  به  به    fT4حاوی  های 

موجود در  fT4قابت بین  رایند رفشوند در این ها اضافه میچاهک 

آنتی  fT4نمونه و   به  اتصال  برای  شده    تثبیتهای  بادیکونژوگه 

می  کفدر   صورت  شستا  سپ  .گیردچاهک  چاهک ز  با شوی  ها، 

آنزیم   سوبسترای  محلول  کردن  تشکیل    HRPاضافه  آبی  رنگ 

-می کننده تبدیل به رنگ زردشده که با افزودن محلول متوقف

  نانومتر  450  موجطول  در  شده   دیتول  یینها  محصول  گردد.

 چاهک   هر  ینور  جذب  شدت.  دارد  را  ینور  جذب  زانیم  نیشتریب

 غلظت   تینها در .  دارد  کوسعم  رابطه  نآ در  موجود  fT4  غلظت  با

fT4  (  براتورهایکال  نمودار)  استاندارد  یمنحن  توسط  هاونه من  در

 .گرددیم محاسبه

 

 محتویات کیت

 : لیترمیلی 75/0  (Calibrators)هاکالیبراتور ( 1

 ،3/ 6 ،2/ 05 ،1/ 05 ،0/ 49 ،0 هایالیبراتور با غلظتک  ویال 6شامل  

5 /7  .ng/dL   

غلظتنکته است  ورراتبیلکا  :  ممکن  تولید  سری  هر  در  فاوت  ت مها 
آنالیز ها و گواهی  شده روی لیبل ویال  و مطابق با مقادیر درج شدبا

 باشد.( میCOAمحصول )
 ( fT4 Enzyme Conjugate)  یآنزیم  نژوگهکو  محلول(  2
 :لیترمیلی 11

 .HRPمه با آنزیدار شدنشان fT4یک ویال شامل محلول 
 : تستی 96پلیت  ( 3
هم  fT4  ضد بادیآنتی  حاویشده    ثبیتت  یتلپ  کی به  راه  که 

 آلومینیومی بسته بندی شده است. گیر در کیسهترطوب

غلیظ  ( 4 شستشو   20  (Wash Buffer-50X)محلول 

 یتر: لمیلی
 .فسفات بافر ول شده درلمح انتکتافیک ویال شامل سور

: تریلیلیم  A  5/6 (Substrate A)  رایسوبست  محلول(  5
 .(TMB)متیل بنزیدین را ل تتولمحیک ویال 

 :لیترمیلی  B  5/6 (Substrate B)  یراسوبست  لمحلو  ( 6
 .(H2O2)یک ویال محلول هیدروژن پراکساید 

 : لیترمیلی 12 (Stop Solution) کنندهمحلول متوقف  ( 7

 .کننده واکنشحاوی محلول متوقف ویال یک

 :(fT4 Control) سرم کنترل ( 8

 .نترلتر سرم ک یلیلمی 0/ 5حاوی  (ی)ها ویال

 : برچسب مخصوص پلیت ( 9

 .ورق یک

اجز:  1  توجه کیتکلیه  دمای  ای  سان  8تا    2  در  گراد تیدرجه 

شود. میوقفتم  محلول نگهداری  را  دکننده  دمایتوان   اتاق   ر 

 کرد. دارینگه

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

 

 یت: ک مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در

)فیلتر    نانومتر   630و    450پلیت دارای فیلتر    گرخوانش  ه تگا( دس1

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 موارد احتیاط در استفاده از کیت

تست • انجام  برای  کیت  محیط این  در  تشخیصی    های های 

 ه و  محتویات کیت منشا سرم انسانی داشت آزمایشگاهی کاربرد دارد.

 HCVو     HIV1/2های ضدبادییتنو آ   HBsAgم وجودعد  رنظ  از

تواند  صد نمیدرطور صدبه  اند، اما از آنجا که هیچ روشیشده کنترل  

این  منفی   هنگام بودن  است  لازم  بنابراین  نماید،  تایید  را  موارد 

 به عمل آورده شود.های لازم استفاده از کیت، مراقبت

  یرس  نیهمدر    استفاده ی  ت برااین کی  محتویات تعبیه شده در •

استفاد  بوده  ساخت از  با سایر سریو  ها خودداری  ساخته مشترک 

 .فرمایید

دقیق • و  بهتر  نتایج  دریافت  مراحل  برای  بین  زمانی  فاصله  تر 

این فاصله زمانی نباید به گونه ای    .شودها رعایت  سمپلینگ چاهک

که در   ستزم به ذکر الا ( گردد.driftباشد که منجر به اثر دریفت )

مرت اینمامی  داهمیت    زئاحه  نکت  احل  ماست.  نمایید  ها  حلولقت 

 نزدیک به ته چاهک ریخته شوند.

نامناسب می • در شستشوی  اشتباه  نتایج  آمدن  بوجود  باعث  تواند 

 .آزمایش شود

از  کلیه محلول • استفاده  از  پایدار هستند.  انقضاء کیت  زمان  تا  ها 

 مایید.ی نداردخو شته استذگ هاهایی که تاریخ انقضاء آن محلول

 

 یه نمونه ها و ته آوریع جم

استفاده   • مورد  آزمایش  نمونه  این    از که    شدابمی  یناانس  سرمدر 

  30)  ون خ  لمکاو سرم بعد از لخته شدن    شده هیه  سیاهرگی ت  خون

از سلولدقی  60  تا به  .گرددمیهای خونی جدا  قه(   ناشتا بودن فرد 

نمونه درستیهنگام  در  بهن  گیری  آمدتایج  تأثیرگذادست  د  هاور خه 

استفاده   زیهمولو  کیمیپ ل ک،یکتریا یهااز نمونهحتی الامکان   بود.

   .دینکن

  5ها تا  نمونه.  بسته انجام شود  های درلوله  گهداری سرم باید درن •

یک ماه در دمای  ا  ر تاکثگراد و حدنتیدرجه سا  8تا    2  یماروز در د

 و   دمجمن  هستند. از  اده هداری و استفنگگراد قابل  درجه سانتی  -20

 .ها خودداری کنیدنهکردن مکرر نموذوب 

 

 ها سازی محلولآماده

شستشو: از  میلی  20حجم    محلول  شستشو  لیتر  محلول  ویال 

(50X)    با مقطرمیلی  980را  آب    1000حجم    به   دیونیزه  لیتر 

شدهمیلی آماده  محلول  برسانید.  دمای    را  لیتر    درجه  8تا    2در 

نگهداانتیس دگراد  کنید.  صری    محلولدر   رسوب  ه دشاه م  ترو ر 

آنشتشس تا سانتیدرجه   37ماری  بن در   را  و،  دهید  قرار  گراد 

  از  شستشو،  محلول  در  کدورت  مشاهده   رسوب حل شود. در صورت

 ی کنید.خوددار آن مصرف

حجم   Bو    A  سوبستراهای  محلول  :سوبسترامحلول   با   های را 

)به  وط( مخل1:1مساوی ) برا  عنوانکنید  تمثال،  لیتر  ییلم  2  هیهی 

آما محلول  میلی  1مصرف،    ه دمحلول  از  به    A  سوبسترا لیتر    1را 

 دقیقه در  10مدت  اضافه کنید( و به  B  سوبسترالیتر از محلول  میلی

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

 ید.رماین خودداری فآ ، از مصرفسوبسترا کدورت در محلول 

 

 م تست اجان مراحل

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

های کلیه ویالاند. گراد( رسیده درجه سانتی 28تا  22به دمای اتاق )

کنترل  نمونه  کالیبراتور،  راهو  ته  5با    ا  و  سر  آرامی  کردن   بار   به 

 نمایید.یکنواخت 

برای  هاچاهک  تعداد  (1 نیاز  انجامورد  و  ده  مون  را جدا  شیماآز م  ی 

مانده چاهک  باقی  ه  های  رطبه  آلومینیومی  در  گیر  وبت مراه  کیسه 

داده، آن    قرار  دمای  و  ببندیدرا  درب  گراد درجه سانتی  8تا    2  در 

   .نگهداری نمایید

را   کنترل یا م وهای سرنمونه ، الیبراتورهار از کیتلومیکر  50 حجم (2

دا مورد  هکچا ل  خدر  هر د  شومی  داهشنیپیزید.  بر  نظرهای  از  که 

در    )دوپلیکیت(  دوتایی  صورتبه  اتورکالیبریا    کنترل   ،نمونه

 نمایید. استفاده  آنها نوری جذب میانگین از و ته شودها ریخچاهک 

 ها چاهکمامی  به تآنزیمی    نژوگهوکمحلول  میکرولیتر    100  حجم  (3

نمایید. را    اضافه  به انث  20  -30پلیت    انتکمیز    رویبر    میآرا  یه 

 .دیهد

بچاهک   (4 با  را  مرچس ها  پلیت  ب  و  خصوص    60  مدتبهبپوشانید 

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

ارونه کردن پلیت و در  در روش دستی با و را  ها  چاهک محتویات    (5

  .کاملا تخلیه نماییدن روش دستگاهی با آسپیره کرد

را  چاهک(  6 هر    مرتبه  3ها  محلول  میکرو  300با  ه  مرتبو  لیتر 

مطالعه  هامحلولسازی  آماده   بخش)   شده آماده    یشستشو   را 

شستشو    .بشویید  بفرمایید( می  صورتبهاگر  انجام  در دستی  شود 

   .گیر بزنیدا بر روی دستمال رطوبتپلیت ر یآرامبهانتهای شستشو 

شده   100  حجم  (7 آماده  سوبسترا  محلول  از   شخب)   میکرولیتر 

افه نمایید  ها اضبه چاهک   بفرمایید(  را مطالعه  اهلولمح  سازیآماده 

با   بپوشانیدچسبرو  پلیت  راچاهک  .ب  مدت    ها  در    15به  دقیقه 

در این مرحله  از تکان دادن پلیت  دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمایید.

 فرمایید.خودداری 

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

محلول  تومی انکوباسیون  زمان  به  سوبسترا انید  دقیقه    10دت  مرا 

 .افزایش دهید

متوقف  میکرولیتر  50  حجم  (8 اضافمحلول  ها  چاهک  به  ه  کننده 

 دهید.ثانیه به آرامی تکان  15-20مدت نموده و به

http://www.tinapajoohan.com/
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  نانومتر  450  موجطول  در  را  چاهک  هر  ینور  جذب  شدت  (9

 از .  دیبخوان  واکنش  کردن  متوقف  از  دبع  قهیدق  15  تا  حداکثر

  ش یآزما  نیا  در.  دیکن  استفاده   انومترن  620-630  رفرانس  موجطول

 روش  اما  است؛  اجرا  قابل  Point to Point  روش  به  غلظت  محاسبه

4PL  (ای  Logic-log  )نمودار  و   جذب  زانی م.  دارد  تی ارجح 

 .ستا شده  آورده  ریز در نمونه عنوان به تیک نیا یبراتورها یکال

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

  منحنی  همچنین  و  کالیبراتورها  از  ه آمد  دستبه  نوری  جذب  :توجه

 مرتبه  هر  در  آزمایشگاهی  هر  در  و  شده   ذکر  مثال   عنوانبه  فقط  فوق

 .گردد ترسیم جدیدی منحنی باید آزمایش

 

 مقادیر مورد انتظار

تولید مو  ،کننده کیت شرکت  رمقادیر  این تست  برای  انتظار  برد  ه  ا 

مشخص   زیر  مقادیر  کقرار  این  اگرچه،  است.  آنالیت    برایباید  رده 

 یین گردد.توسط آزمایشگاه مصرف کننده تعمورد نظر 

 

Normal Range  

Adult 0.8 – 2 ng/dL 

Pregnancy 0.76 – 2.24 ng/dL 

 

 

 ی پارامترهای کنترل کیف
 

 Intra – Assay 
داخد با  قت  نمونه   از  اصلح  جینتا  تکرارپذیریابی  ارزیلی   سه 

متفاوتغلظتبا    میسر نوبت  در  های    .گردید   بررسی   کاری  یک 

 .است CV˂10% شیآزما  نیا در رشیپذ اریمع

 
Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT4 (ng/dL) 0.79 3.1 6.9 

SD (ng/dL) 0.04 0.14 0.27 

C.V (%) 5.1 4.5 3.9 

 
Inter – Assay 

بین نمونه  از    حاصل  یجنتارزیابی  ابا    ستیتدقت    با  سرمی سه 

  (تکرار  ارب  پنج هر نوبت  )  کاری  نوبت  چهار  در  های متفاوتلظتغ

 .است CV˂10%  شیآزما نیا در رشیپذ اریمع .گردید بررسی

 
Serum sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT4 (ng/dL) 1.2 3.9 7.1 

SD (ng/dL) 0.07 0.21 0.31 

C.V (%) 5.8 5.3 4.3 

 
Recovery 

این نمونتست    در  بهدو  سرم  ترکیب ه  یکدیگر  با  مساوی  نسبت 

به و  مقدارشده  نمونه،  یک  انداز  fT4  عنوان  آن  شد. ه در  گیری 

 .است Bias˂10% شیآزما  نیا در رشیپذ اریمع

 

 

 

 
 

Linearity 
تسد این  غلتر  رقد  fT4ت  ظ،  مختر  برا  مونهنف  ل تها    یسرم 

ختعیی بوطن  کیدی  اندن   ن یا   در  رشیپذ   اریمع  .شد  گیریه ازت 

 .است Bias˂10% شی آزما
 

No. 
Sample 
ng/dL)) 

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

% Bias 

1 5.98 1.2 -2.3 -1.7 2.8 

2 6.1 2.5 1.4 -1.6 -3.1 

3 5.7 -3.4 -2.4 -2.9 1.6 

 

Cross Reactivity 
آزمایش  اختص این  کردن  بااصیت  اتمخ  هایغلظت  اضافه    ز لفی 

قاطع ت م شواکن  .تقرار گرف جشنس درو، مسرم  ه گر بهلداخم دموا

ا نگیردازه نبا  بهداخلم  ده ما  زودبین   تسب ی   دمور  fT4  دوز  ه گر 

 .دیابی شزار  ار جذبدهمان مق یبرا زیان

 

Analyte 
Cross 

Reactivity 
Concentration 

L-Thyroxin 1  

D-Thyroxin 0.9800 10 µg/dL 

D-Thriiodothyronine 0.0150 100 µg/dL 

L-Thriiodothyronine 0.0300 100 µg/dL 

Iodothyrosine 0.0001 100 µg/mL 

Diiothyrosine 0.0001 100 µg/mL 

Diiodothyronine 0.0001 100 µg/mL 

 
Sensitivity 

میا جمع  اساس  کا  نگینبر  ص لجذب  سیبراتور  و  ا   هفر    فحرانبرابر 

-می  ng/dL  32 /0  تاین کیر  د  صشخیتبل  قا  ظتقل غلامعیار حد

 .دباش
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در صورت بروز هرگونه مشکل با بخش پشتیبانی شرکت  

 مایید.تینا پژوهان آروین تماس حاصل فر

 

 

No. 
SampLe 
(ng/dL) 

Added 
(ng/dL) 

Exp. 
(ng/dL) 

Obs. 
(ng/dL) 

% Rec 

1 6.31 1.96 4.1 4.24 103.4 

2 3.32 7.18 5.25 5.09 96.9 

3 1.13 3.67 2.4 2.34 97.5 

 

Calibrators 
Number 

Well 
Number 

Abs  
Mean 
Abs 

Conc. 
(ng/dl) 

Cal. A  
A1 2.201 

2.215 0 
B1 2.230 

Cal. B  
C1 1.694 

1.702 0.49 
D1 1.711 

Cal. C  
E1 1.340 

1.350 1.05 
F1 1.361 

Cal. D  
G1 0.981 

0.986 2.05 
H1 0.992 

Cal. E  
A2 0.671 

0.664 3.6 
B2 0.657 

Cal. F  
C2 0.311 

0.317 7.5 
D2 0.323 
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