
 

 

 در سرم انسان T4 گیري هورموناندازه  تیک
T4 ELISA Kit  

96 Tests: Cat. No: 0424-96 
192 Tests: Cat. No:  1924-192 

Rev: A2 (1402/04/17) 
 

 :  مقدمه

 هایکولیفول زا ترشح شده هورمون  نیتری( اصلT4) نیروکسیت

ا  بموجود درخون  T4از درصد  70 . حدوداست دیروئیغده ت

درصد با   20، (TBG) نیروکسیشونده به تصل تم نیگلوبول

پیوند  نیآلبوم درصد با 10 و نیروکسیشونده به تمتصل نیآلبومپره 

به صورت آزاد در نیز  T4از درصد  03/0 کند و حدودبرقرار می

هورمون فعال  ره یو ذخساز شیپعنوان به T4. جریان داردخون 

که  شودی م لیتبد T3 هبها در بافتشدن  نهیدیُبا د ،( T3) دیروئیت

به  توتال T4 زانیم یریگاندازه . دارد T4فعالیتی بسیار بیشتر از 

 تشخیص جهت و مطمئن آسان یتست ،یاسمونویا روش

  سم، یدیروئیپرتیدر ه T4مقدار  شیاست. افزا دیروئیت یها یی نارسا

مقدار  دهد.یم رخ حاد یها تیدیروئیو ت Graves یها ی ماریب

، Myxedema ،یزادمادر  یهاسمیدیروئیتپویه ردنیز  T4 نییپا

  ی هایی نارسا گرید ای( و موتویهاش یماریمزمن )ب یهاتیدیروئیت

گیری کمی اندازه  ،کیت این حیطه کاربرد شود.یم ده ید یکیژنت

 انسان به روش الایزا است.در سرم یروکسین غلظت ت
 

 : اصول آزمایش

در این ست. ه اشد یطراح یرقابت الایزایتست بر اساس  نیا

 ایسرم  نمونه همراه به (HRP می)متصل به آنز هکونژوگ T4آزمایش 

 به ،استکونژوگه( ری)غ یعیطب T4 یکه حاو لو یا کنتر کالیبراتور

در زمان د. نشویمه اضاف تثبیت شده  یبادی آنت حاوی یها چاهک 

  ی اهی دبایاتصال به آنت یبرا ژندو آنتی انیمرقابت با  ون،یانکوباس

 شوند.های ایمنی تشکیل میکمپلکس ،سطح چاهکدر  T4ضد 

 ازاضافه کردن محلول رنگبا ، هاچاهک پس از شستشوی 

محصول  ،کننده فمحلول متوق و سپس (HRP )سوبسترای آنزیم

نانومتر بیشترین میزان  450 موجطول در  شود کهمی  نهایی تولید

 ب،ن جذمیزا جهینت ردو  شده  دجایشدت رنگ ا. را داردنوری جذب 

 نسبت عکس دارد.  ها و کالیبراتورهاموجود در نمونه  T4 غلظتبا 

ها توسط منحنی استاندارد  موجود در نمونه  T4 غلظت در نهایت

 گردد.)نمودار کالیبراتورها( محاسبه می

 تویات کیت:مح

 192کیت  

 تستی

 96کیت 

 تستی
 محتویات کیت

 عدد یک عدد دو
وی اح تستی 96 تیکروپلیم

 ت شده. بیتثی بادیتنآ

 سری یک سری یک

شش  : (T4 Cal A-F)براتورهایکال

، 10، 5، 2، 0 هایغلظت باویال 

 µg/dL 25، و 15

 انسان سرم ازشده  هیته

 3ویال  یک

 لیتریمیلی
 5/1ویال  یک

 لیتریمیلی
  یمیکونژوگه آنزمحلول 

Enzyme Conjugate) T4( 

 12 الیو دو

 لیتریمیلی

 12 لایو یک

 لیتریلیمی
 ننده کونژوگهک قیرقبافر 

 (Conjugate Diluent) 

 20ویال  یک

 لیتریمیلی
 20ویال  یک

 لیتریمیلی
 محلول شستشو

 50X)-utionlWash So) 

 5/6ویال  دو

 لیتریمیلی
 5/6ویال  یک

 لیتریمیلی
 A رنگزامحلول 

ution A)l(Substrate So 

 5/6ویال  دو

 لیتریمیلی
 5/6ویال  یک

 ریلیتلییم
 B رنگزال لومح

ution B)lubstrate So(S 

 12ویال  یک

 لیتریمیلی

 12ویال  یک

 لیتریمیلی
 ننده واکنشکمحلول متوقف

(Stop Solution) 

 5/0 )های(ویال

 لیتریمیلی
 5/0 )های(ویال

 لیتریمیلی
 محلول کنترل

)lContro T4( 

 برچسب مخصوص پلیت ورق 1 ورق دو

 گراد نگهداریسانتی درجه 8تا  2ر دمای د هالولح: کلیه م1 توجه

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

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

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

ر ت)فیل رومتنان 630و  450یت دارای فیلتر گر پل( دستگاه خوانش1

 . ع(جمر

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 :اده از کیتر استفط دتیاحا

در همین کیت تعبیه گردیده ( محتویات این کیت برای استفاده 1

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

 . نماییددیگر جداً خودداری 

هایی د. از محلولهستن رایداپقضاء کیت ها تا زمان ان( کلیه محلول2

 ه نکنید.استفاد ستا هتشذگها نقضاء آن که تاریخ ا

 ر مستقیم قرار نگیرند.ها در معرض نوتوجه فرمایید محلول( 3

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

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

های متداول زا با استفاده از روشیماری ونی بفمل عان تمام عوبود

نابراین، با در نظر گرفتن احتمال بپذیر نیست. امکان  هیگاشیامزآ

زایی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش باید  آلودگی و بیماری 

 های ایمنی انجام شود.مطابق با دستورالعمل

م هنگا رت. دسالزامی ا ( استفاده از دستکش و عینک در هنگام کار5

ایر نقاط رت یا سصوی ور ربکار با کیت دقت فرمایید که محتویات آن 

ن و سایر مخاط جداً جلوگیری ریخته نشود. از تماس مواد با دها نبد

 کنید. 

استفاده  و سر سمپلرهای هاچاهک ،کنترلمحلول  ماران،ینمونه ب( 6

با بق امطو  رفته شونددر نظر گ یعفون یعنوان پسماندها به  دیشده با

 .دگردنامحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات

 
 : نمونهو نگهداري   سازيه ادآم ،آوريعجم

حاوی هپارین یا  ) یت، سرم یا پلاسمااین کنمونه مناسب برای  (1

EDTA ).گیری در درستی نتایج  هنگام نمونه ناشتا بودن فرد به  است

ز تکنیک افاده تا اسبونه خون مندست آمده تأثیرگذار خواهد بود. به

سرم بعد از لخته شدن  گیری سیاهرگی تهیه شود واستاندارد خون 

  . حتی گردد های خونی جدادقیقه( از سلول 60تا  30کامل خون )

  .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا یهااز نمونه نمکالاا

در   زرو 5ا تا هها باید کاملاً بسته باشد. نمونهنمونهظرف درب  (2

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

گراد قابل نگهداری و استفاده هستند. از منجمد و ذوب درجه سانتی

 . نماییدداری دوا خههنکردن مکرر نمو

 

 :هامعرف و نگهداري سازي دهآما

 یمیآنز کونژوگهمحلول : T4 آنزیمی محلول کونژوگه آماده سازی( 1

 قیرق 1:10کننده کونژوگه به نسبت قیرق محلول را با تیدر ک موجود

 2 بهاز کونژوگه را میکرولیتر  200ار مقد ،مثال عنوانهب .دیکن

 کچاه 20 یبرا ن محلولیا .یده کناضافکننده قیرق محلول تریلیلیم

 دیساعت با 24 یشده در ط قیکونژوگه رقمحلول  قابل استفاده است.

 .ردیگ فاده قرارمورد است

از  لیترمیلی 20حجم  سازی و نگهداری محلول شستشو:آماده ( 2

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

  ری داهگند گرادرجه سانتی 8ا ت 2مای سازی در دپس از آماده 

را در بن حلول شستشو، آننید. در صورت مشاهده رسوب در مک

دهید تا رسوب حل شود. در صورت   قرار دگرای درجه سانت 37ماری 

 شستشو، از مصرف آن خودداری کنید. لول مشاهده کدورت در مح

با  را  Bو  Aهای رنگزا محلول( آماده سازی محلول رنگزا: 3

 2عنوان مثال، برای تهیه هبید )کن لوط( مخ1:1مساوی )ی ها جمح

را به  Aا زرنگ لر از محلولیتمیلی 1یتر محلول آماده مصرف، لمیلی

دقیقه در  10دت مبهاضافه کنید( و  Bلیتر از محلول رنگزا میلی 1

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

 یید.فرما یراودد، از مصرف آن خزانگمحلول رکدورت در 
 

 روش انجام آزمایش:  

 وکیت  ام اجزاءمتی دما وع آزمایش مطمئن شوید که رشقبل از 

اند. گراد( رسیده درجه سانتی 28تا  22ها به دمای اتاق )هنمون

آرامی کردن بهبار سر و ته  5را با ها ها و نمونه، کنترلهاکالیبراتور

 ت کنید.یکنواخ

 هیو بق دریرا بردا شیانجام آزما یبرا ازیمورد ن یهاچاهک تعداد (1

درب  هید،ر دراق یومینیآلوم سهیدر ک ریگرا همراه رطوبتها چاهک 

 . نمایید یگراد نگهداریدرجه سانت 8تا  2 یو در دما بستهآن را 

در  ها و کنترلنمونه ،هاکالیبراتوراز  تریلکرویم 25 حجم (2

 اتورکالیبر ایهر نمونه . بهتر است که از دیزیر برمورد نظ یها چاهک 

 ود. ش ختهیها ردر چاهک  یت(تایی )دوپلیکدوصورت به یا کنترل  و

شده آماده  یمیآنزل کونژوگه از محلو تریلکرویم 100 حجم (3

  ها چاهک همهبه  بفرمایید( را مطالعهها آماده سازی معرف بخش)

 زیح مسط یرو یآرامبه هیثان 30را به مدت  تیپلو  دیاضافه کن

 . دیتکان ده

 60 مدت و به دیپوشانب تیپل سب مخصوصبرچ ها را باچاهک  (4

 .دییانکوبه نمااتاق  یدر دما هقدقی

 یا آسپیراسیون تخلیهها را با وارونه کردن چاهک  اتیمحتو (5

حلول م تریلکرویم 300مرتبه و هر مرتبه با  3ها را . چاهک دیکن

 لعهرا مطاها سازی معرفآماده  بخش) شدهآماده  یشستشو

شود در میانجام دستی  صورتهبشستشو اگر  .یدبشوی بفرمایید(

 .بزنیدگیر ا بر روی دستمال رطوبتپلیت ر یرامآبه شستشو تهایان

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

 

 



 

 

 اقدام نمایید.  1سایت شرکتده در وبفیلم قرار داده ش

بخش آماده ) شده آماده ای زرنگ محلول میکرولیتر 100 حجم (6

از  ها بریزیدچاهک تمام ون در (ییدرا مطالعه بفرماها ازی معرفس

 15 مدتبهپلیت را  تکان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.

در  تکان دادن پلیت  از .دیی مانانکوبه  و تاریکی اتاق ر دماید دقیقه

 .داری کنیاین مرحله خودد

د، به دست آم 2 کمتر از ،براتوریجذب کال زانیم نیاگر بالاتر توجه:

 قهیدق 10زا را به مدت حلول رنگم ونیباسان انکوزم دینتوایم

 .  دیده شیافزا
 هیکننده واکنش به کلاز محلول متوقف تریلکرویم 50 حجم (7

ن تکا یآرامبه هیانث 20به مدت  یت راپل و دینها اضافه کچاهک 

 شود.  لیآن به زرد تبد یا تمام رنگ آبت دیده

 نومترنا 450موج ول هر چاهک در ط یرا برا یورجذب ن مقدار (8

 بعد از قهیدق 15حداکثر تا  Point to Point روشبا استفاده از 

 630تا  620موج رفرانس از طول) دیمتوقف کردن واکنش بخوان

  ن یا تورهایارکالیب یزان جذب و نمودارم .(دیاستفاده کن ترنانوم

 شده است. ارائهعنوان نمونه به تیک
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 

 به روش الایزا  T4 مقادیر مورد انتظار براي تست

ار مقادیر مورد انتظار برای این تست را به قر ،کننده کیتشرکت تولید

ید بامورد نظر آنالیت  ر برایزیر مشخص کرده است. اگرچه، این مقادی

 گردد. نده تعیین نکمصرف  توسط آزمایشگاه 

 

 

 

 

 ل کیفیپارامترهاي کنتر
 (Within Run)دور آزمون دقت درون-دقت بررسی( 1

پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم با با ارزیابی تکرار دوردرون دقت

نه( هر نموبار تکرار برای  20کاری )نوبتدر یک اوت های متفغلظت

 است. CV˂10%مایش این آز درپذیرش  بررسی شد. معیار

 
 

 
 
 

 (Between Run) دوربینآزمون دقت -دقت ( بررسی2
پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم با با ارزیابی تجدید دور دقت بین

بار تکرار برای هر نمونه در هر  5کاری )نوبت 4در های متفاوت غلظت

  CV˂10%ایش ر این آزمار پذیرش دد. معیکاری( بررسی شنوبت

 است.

 

 
 
 
 

 (Recovery)ابی بازی آزمون -یدرست ی( بررس3

دو نمونه سرم به نسبت مساوی با  ،ه ازاء هر آزمونب ایشآزماین در 

گیری شد. ت آمده اندازه دسدر ترکیب به T4یکدیگر ترکیب و سطح 

مورد به نتیجه  نسبت Bias˂10% ،معیار پذیرش در این آزمایش

 ار است.انتظ

 
 

 

 

 

 (Linearity)آزمون خطی بودن -رستیبررسی د (4

برای تعیین خطی  ف نمونه سرممختل هایدر رقت  T4 غلظت ،تست ندر ای

  Bias˂10% شیآزما نیدر ا رشیپذ اریمع .گیری شداندازه بودن کیت 

 است.

 

 

 

 

 
 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

 بهکیبات مندرج در جدول زیر ترکردن  یش با کمک اضافهن آزما ای ویژگی

ماده  غلظتگیری نسبت ه اندازبا متقاطع اکنش و .سنجش شد ،نمونه سرم

ارزیابی مقدار جذب برای ایجاد همان  ازی ن مورد T4 غلظتبه  اضافه شده 

فه شده( ده اضا. معیار پذیرش واکنش متقاطع )بسته به نوع آنالیت و ماشد

ثر تا  و برای ماده اضافه شده حداکدرصد  100±10در محدوده  ای آنالیتبر

 د است.رصد 25

 

Concentration 
Cross 

Reactivity 
Analyte 

- 
10 µg/dL 
100 µg/dL 
100 µg/dL 
100 µg/ml 
100 µg/ml 
100 µg/ml 

1 
0.9800 
0.0150 
0.0300 
0.0001 
0.0001 
0.0001 

L-Thyroxin 
D-Thyroxin 

D-Triiodothyronine 
L-Triiodothyronine 

Iodothyrosine 
Diiothyrosine 

Diiodothyronine 

 
  (Sensitivity)سیت ( بررسی حسا6

 Limit ofو Limit of Detection (LOD) حساسیت کیت بر اساس

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

μg/dL 15 /0 ردیدتعیین گ. 

 
sDS LOD = LOB + 1.645 

bSD+ 1.645 b LOB = Mean 

 

(s: DiLuted sampLe & b: BLank) 
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های مندرج بر ونه مشکل خواهشمند است با شماره در صورت بروز هرگ

 ید.ماس بگیریبانی( تبخش پشتعبه )روی ج

 
 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(µg/dL) 

Cal. A 
A1 2.376 

2.394 0 
B1 2.412 

Cal. B 
C1 1.891 

1.925 2 
D1 1.959 

Cal. C 
E1 1.481 

1.498 5 
F1 1.516 

Cal. D 
G1 1.045 

1.053 10 
H1 1.062 

Cal. E 
A2 0.792 

0.812 15 
B2 0.832 

Cal. F 
C2 0.548 

0.567 25 
D2 0.586 

 

Normal Range For Adults 

4.5 – 12.5 µg/dL 

 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

Added 
(µg/dL) 

Exp. 
(µg/dL) 

Obs. 
(µg/dL) 

% Rec. 

1 12.7 3.3 8 7.99 99.8 

2 6.1 12.3 9.2 9.1 98.9 

3 3.3 6.3 4.8 4.9 102.0 

 

No. 
Sample 
(µg/dL) 

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

% Bias  

1 4.1 2.5 -2.6 -2.2 -2 

2 8.3 -1.8 3.7 -0.7 -2.1 

3 15.6 -1 -1.8 -3.1 -1.4 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean T4 (µg/dL) 4.8 9.3 15.4 

SD (µg/dL) 0.21 0.40 0.66 

CV (%) 4.4 4.3 4.3 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean T4 (µg/dL) 3.9 7.5 18.3 

SD (µg/dL) 0.21 0.34 0.79 

CV (%) 5.4 4.5 4.3 
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