
 

 

 

 
   

 در سرم انسان S-DHEA گیریاندازهکیت 

DHEA-S ELISA Kit 96t  
 Cat. No: 2624-96 / Rev: B1 (1402/04/17) 

 

 مقدمه : 

کربنه  19 دیاستروئیک ( DHEA-Sندروسترون سولفات )آ یاپ درویده

 یکه از بخش قشر از سنتز تستوسترون و استروژن استسشیپو 

 سنتز در بررسیسرم  DHEA-S یریگاندازه  .شود یآدرنال ترشح م

 ،نالغده آدر ینومایآدنوما و کارس ،سمیپوآدرنالیه و آندروژن آدرنال

 یدروکسهی-بتا-3و  لازی دروکسهی-21 یهام یکمبود آنز ،مردنمایی

 نیب واکنش متقاطع دبا وجواهمیت دارد.  دروژنازیده دیاستروئ

DHEA-S، مواد  نیا ینسب یهاغلظت آندروسترون،و  آندروستن دیون

 یبر رو یزیناچ اریاثر بس و نرمال کیپاتوژلوژ  یهااز نمونه یاریدر بس

این حیطه کاربرد . خواهد داشت DHEA-Sگیری نتایج حاصل از انداز

در نمونه سرم یا پلاسمای  DHEA-Sگیری کمی سطح اندازه کیت 

  انسان به روش الایزا است.
 

  :اصول آزمایش

 یسازحرکتیب. طراحی شده است یترقابالایزای  هیتست بر پا نیا

شده در   تیتثب نیدیاسترپتاو نیتوسط واکنش ب یمنیا  یهاکمپلکس

سرم و  یها. نمونهردیپذیصورت م لهینیوتیب یباد یکف چاهک و آنت

 DHEA-Sبه همراه ( رکونژوگهیآزاد و غ نژی آنت ی)حاو براتوریکال

اضافه  هااهکبه چبادی بیوتینیله و آنتی  HRP میکونژوگه با آنز

 لهینیوتیب DHEA-Sضد  یبادیاتصال به آنت یبراها ژنیآنت .شوندیم

رقابت  گریکدیکف چاهک متصل شده است با  نیدیکه به استرپتاو

ا افزودن محلول رنگزا چاهک، ب یو شستشو هی. پس از تخلکنندیم

 ییکننده، محصول نهاسپس محلول متوقف و( HRP میآنز یراوبستس)

 450موج را در طول  یجذب نور زانیم نیشتریکه ب شودیم دیتول

موجود  DHEA-S ظتلبا غنوری هر چاهک جذب  شدت. نانومتر دارد

ها در نمونه DHEA-S غلظتدر نهایت . نسبت معکوس داردآن در 

 گردد.کمک منحنی استاندارد )نمودار کالیبراتورها( محاسبه میبه
 

 :محتویات کیت

 ن تثبیت شده.ی دوی استرپتاویتی حاتس 96میکرو پلیت  (1

، 0/ 2 ،0 های: شش ویال با غلظت(DHEA-S Cal A-F) کالیبراتور (2

  .سرم انسان ازتهیه شده  ،µg/mL 8 و 4 ،2 ،1

 یک :   (DHEA-S Enzyme Conjugate)آنزیمی وگهژکونمحلول  (3

 .   در بافر HRP آنزیم متصل به ژنآنتی حاوی لیتریمیلی 6ویال 

 یک: (DHEA-S Biotin Conjugate) ینیوتیوگه بژکونل لومح (4

 .  در بافر نیوتیبمتصل به  یبادیآنت یحاوی تریلیلیم 6 الیو

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

 .لیتریمیلی

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

 لیتری.میلی

 6/ 5ویال  یک: B (Substrate Solution B)زا محلول رنگ( 7

 لیتری.میلی

 لیتری.میلی 12ویال  یک:  (Stop Solution)کننده محلول متوقف (8

  .لیتریمیلی 0/ 5 )های(: ویال(DHEA-S Control) محلول کنترل (9

 .: یک ورقص پلیتمخصوچسب بر (10

 گهدارید نگرادرجه سانتی 8تا  2کلیه محلول ها در دمای  :1 توجه

 .قابل نگهداری است کننده در دمای اتاق نیز. محلول متوقفندشو
 درج گردیده است. COA)ها( در کنترل مقادیر :2 توجه

 

 مین نشده در کیت: أاد و وسایل مورد نیاز توم

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

 . مرجع(

 الیبره.پلر ک( سم2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 احتیاط در استفاده از کیت:

ست؛ تعبیه گردیده اه در همین کیت داستفابرای  کیت نایت ( محتویا1

های ساخت دیگر جداً  ماره شها و یا ک با سایر کیترتشلذا از استفاده م

 ودداری نمایید. خ

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

 نکنید.گذشته است استفاده  هاتاریخ انقضاء آن 

 رار نگیرند.رض نور مستقیم قدر معها لمحلو دییما( توجه فر3

،  HBsAg انسانی از نظر منفی بودن ء( محتویات کیت با منشا4

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

های متداول زا با استفاده از روشبودن تمام عوامل عفونی بیماری 

 ودگیلمال آن احتنظر گرفت ردا ب ین،پذیر نیست. بنابرازمایشگاهی امکان آ

ایش باید مطابق با مزآمحتویات کیت، تمام مراحل  زاییماری و بی

 های ایمنی انجام شوند. العملردستو

با  ( استفاده از دستکش و عینک در هنگام کار الزامی است. در هنگام کار5

یخته  بر روی صورت یا سایر نقاط بدن ر کیت دقت فرمایید که محتویات آن

 لوگیری نمایید. خاط جداً جن و سایر ما دهاواد باز تماس م .ودنش

 دیاستفاده شده با و سر سمپلرهای اهچاهک، هاکنترل ماران،یب هنمون( 6

دفع  اتالزاممطابق با و  در نظر گرفته شوند یعفون یعنوان پسماندها به

 د.گردنامحاء  یعفون یپسماندها
 

  : نهموآوری، آماده سازی و نگهداری نجمع

یا پلاسما )حاوی هپارین یا  سرم یشای این آزماب برمناس نمونه( 1

EDTA) یری در درستی نتایج  گهنگام نمونه ه بناشتا بودن فرد . است

تکنیک نمونه خون با استفاده از دست آمده تأثیرگذار خواهد بود. به

و سرم بعد از لخته شدن کامل تهیه شود سیاهرگی  گیریاستاندارد خون 

از . حتی الامکان ا شودنی جدای خوهلولاز س قیقه(د 60 تا 30)ن خو

  .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا یهانمونه

کنند، را دریافت می (mg/day 5˃)( در افرادی که دوز بالایی از بیوتین 2

ن دوز بیوتین انجام فت آخریاز دریاساعت پس  8گیری باید حداقل نمونه

 شود.

تا  2روز در دمای  5ا تا هد. نمونه بسته باشکاملاًباید  هانمونه ف ظرب ( در3

گراد قابل درجه سانتی -20ماه در دمای  1تا  رگراد و حداکثدرجه سانتی 8

 خودداری نمایید.ها منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه زنگهداری هستند. ا
 

 :هامعرف داری ی و نگهسازآماده

ول لیتر از محللییم 20 حجم ستشو:شول ی محلو نگهدار سازیآماده ( 1

و پس از  ب مقطر دیونیزه اضافهآلیتر میلی 980را به  (50X)شستشو 

ید. در صورت نگراد نگهداری کیدرجه سانت 8تا  2سازی در دمای آماده 

گراد سانتیدرجه  37در بن ماری  را آنشستشو،  مشاهده رسوب در محلول

ول ر محلورت دکدمشاهده  ورت در ص تا رسوب حل شود. قرار دهید

 کنید.  مصرف آن خودداری از، شستشو

های مساوی را با حجم  Bو  Aهای رنگزا محلولزا: سازی محلول رنگ( آماده 2

 آماده  ولحللیتر ممیلی 2عنوان مثال، برای تهیه ( مخلوط کنید )به1:1)

 Bلیتر از محلول رنگزا میلی 1را به  Aنگزا محلول ریتر از لمیلی 1مصرف، 

تاریکی انکوبه کنید. در  دمای اتاق و در دقیقه 10مدت ید( و بهاضافه کن

محلول رنگزا، از مصرف آن  مشاهده رنگ آبی و یا کدورت درصورت 

 خودداری فرمایید.

 

 

 :آزمایش روش انجام 

ه ها بکیت و نمونه وید که تمام اجزاءزمایش مطمئن شقبل از شروع آ

 ،هاکالیبراتوراند. گراد( رسیده درجه سانتی 28تا  22دمای اتاق )

 اخت کنید.ونیکی امآربار سر و ته کردن به 5با را  هاکنترلها و ونهنم

و بقیه  را برداریدانجام تست مورد نیاز برای های تعداد چاهک( 1

قرار دهید، درب  در کیسه آلومینیومی گیره رطوبتها را همراچاهک 

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

در را ها مونهنیا کنترل و  ،کالیبراتورها میکرولیتر از 10 حجم (2

 رکالیبراتوز هر نمونه یا هتر است که اظر بریزید. بد نموری ها چاهک 

 ها ریخته شود.در چاهک  )دوپلیکیت( دوتایی صورتبه

چاهک اضافه  هربه  کونژوگه آنزیمیکرولیتر محلول می 50 حجم (3

 .آرامی تکان دهیدروی سطح میز بهثانیه  30مدت کنید و پلیت را به

 به هر چاهک یبیوتیننژوگه کوول از محلولیتر یکرم 50 حجم (4

تکان   یآرامبه زیسطح م ی رو هیثان 30مدت به اضافه کنید و پلیت را

 .  دیده

 دقیقه 30تدمبه بپوشانید و پلیت را با برچسب مخصوصها چاهک (5

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. 

تخلیه پلیت یا آسپیراسیون کردن  را با وارونه اهمحتویات چاهک  (6

 میکرولیتر 300تبه و هر مرتبه با مر 3ها را اهک چ کنید. سپس

 را مطالعهها سازی معرفآماده خشب) شده آماده  یول شستشومحل

شود در نجام میادستی  صورتبهاگر شستشو  .بشویید مایید(بفر

 .بزنیدگیر ا بر روی دستمال رطوبتپلیت ر یآرامبهانتهای شستشو 

مطابق با فیلم ها، دارد چاهکانشوی مناسب و استمنظور انجام شستبه

 .اقدام نمایید 1ایت شرکتسوبقرار داده شده در 

سازی شده )بخش آماده آماده  رنگزای محلول میکرولیتر 100 حجم (7

پلیت را  و ها بریزیددرون تمام چاهک ها را مطالعه بفرمایید( معرف

از تکان دادن   .دیینماه انکوب اتاق و تاریکی ر دماید دقیقه 15 مدتبه

 پلیت در این مرحله خودداری کنید.

مد، ت آدسبه 2ها کمتر از الیبراتورذب کین میزان جتراگر بالاتوجه:  

فزایش دقیقه ا 10مدت را به رنگزامحلول توانید زمان انکوباسیون می

 دهید. 

 

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

 

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


 

 

 

 
   

ها  چاهک  مامتکنش به کننده واحلول متوقفمیکرولیتر م 50 حجم (8

مام  تتکان دهید تا  آرامیبه ثانیه 20مدت بهاضافه کنید و پلیت را 

 .تبدیل شودزرد  بهرنگ آبی آن 

نانومتر حداکثر   450موج ولهر چاهک را در ط ی( مقدار جذب نور9

)از طول  دیینما یریگبعد از متوقف کردن واکنش اندازه  قهیدق 15تا 

 (.دینانومتر استفاده کن 630تا  620موج رفرانس 

 4PLو  Point to Pointه روش ب محاسبه غلظت شیاآزم نیدر ا

 4PLدر صورت استفاده از روش ا است؛ راجقابل ( Logic-log ای)

 µg/mLل ان مثاعنوکوچک )بهرا عددی  Aغلظت کالیبراتور 

 تیک نیا ایودار کالیبراتورهمیزان جذب و نم .گیردب در نظر (0.01

 آورده شده است. ریان نمونه در زعنوبه

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 DHEA-Sانتظاربرای تست الایزای ورد مقادیر م
 

 مقادیر مورد انتظار برای این تست را به ،کننده کیتیدتول شرکت

آنالیت برای  باید این مقادیر اگرچه،رار زیر مشخص کرده است. ق

 ردد. مصرف کننده تعیین گتوسط آزمایشگاه  ظرمورد ن

 

 

 
 

 

 

 های کنترل کیفیپارامتر

 

 )Run-Within(دور  درون دقتآزمون  –بررسی دقت ( 1

با ابی تکرارپذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم رزی با ا  دوررونددقت 

بار تکرار برای هر نمونه(  20کاری )در یک نوبتمتفاوت  هایغلظت

 است. CV˂10%آزمایش عیار پذیرش در این م بررسی شد.
 

 

 
 

 
 

 (Between-Run)دور یندقت بآزمون  –بررسی دقت ( 2

با سه نمونه سرم  از ی نتایج حاصلبا ارزیابی تجدید پذیر ردویندقت ب

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

 CV˂10%این آزمایش کاری( انجام شد. معیار پذیرش در نوبت

 است.

 
 

 

 
 

 (Recovery) بازیابیآزمون  - یدرست ی( بررس3

وی با نسبت مساهب و نمونه سرمد، وناء هر آزمازبه  تستدر این 

ر آن  د  DHEA-Sغلظت ،عنوان یک نمونهو به کیب شدتر یکدیگر

نسبت  Bias˂10% ،شیآزما نیدر ا رشیپذ اریمع. دش گیریاندازه 

 است. انتظاربه نتیجه مورد 

 

 

 

 
 

 

 (Linearity) زمون خطی بودنآ - یدرست( بررسی 4

برای  نمونه سرم های مختلفرقت در  DHEA-Sمقدارت در این تس

معیار پذیرش در این آزمایش   .دری شگیندازه اخطی بودن کیت عیین ت

Bias˂10% .است 
 

 

 

 

 

  (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی 5

مندرج در تلفی از مواد های مخاضافه کردن غلظت با تست این یویژگ

گیری نسبت طع با اندازه واکنش متقاشد. ی بررس سرمنمونه  به جدول زیر

برای ایجاد همان   مورد نیاز  DHEA-Sمقداربه  اضافه شده ه ماد غلظت ینب

معیار پذیرش واکنش متقاطع )بسته به نوع  .شد ر جذب سنجشمقدا

درصد و برای   100±10 افه شده( برای آنالیت در محدوده ده اضآنالیت و ما

 صد است.در 25ه حداکثر تا ماده اضافه شد
 

Analyte Cross Reactivity 

DHEA-S 
DHEA 

Androstenedione 
Dihydrotestosterone 

Cortisone 
Corticosterone 

Cortisol 
Spirolactone 

Estriol 
Estradiol 
Estrone 

Testosterone 

1.0000 
0.0004 
0.0003 
0.0008 

<0.0001 
<0.0001 
0.0004 

<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

 

 (Sensitivity) حساسیت ( بررسی6

 Limit ofو Limit of Detection (LOD)ساس ا اسیت کیت برحس

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

µg/mL 05 /0 گردید عیینت. 
  

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 

 لاهام استفاده شده در برچسب کاعلائ
 

 

Authorized representative in 

the European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 

Date of manufacture 
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های  با شماره ل خواهشمند است گونه مشک در صورت بروز هر

 گیرید.س بتما (پشتیبانی شبخ)بر روی جعبه  جمندر

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(µg/mL) 

Cal. A 
A1 2.478 

2.494 0 
B1 2.510 

Cal. B 
C1 1.756 

1.763 0.2 
D1 1.771 

Cal. C 
E1 1.143 

1.147 1 
F1 1.152 

Cal. D 
G1 0.768 

0.771 2 
H1 0.774 

Cal. E 
A2 0.532 

0.536 4 
B2 0.541 

Cal. F 
C2 0.312 

0.308 8 
D2 0.304 

 

Normal Range (µg/mL) 

Males 0.06 – 4.58 

Females 0.03 – 5.88 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean DHEA-S (µg/mL) 0.73 2.33 6.26 

SD (µg/mL) 0.04 0.11 0.31 

CV (%) 5.4 4.7 4.9 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean DHEA-S (µg/mL) 0.68 3.49 5.39 

SD (µg/mL) 0.05 0.22 0.27 

CV (%) 7.3 6.3 5 

 

No. 
Sample 
(µg/mL) 

Added 
(µg/mL) 

Exp. 
(µg/mL) 

Obs. 
(µg/mL) 

% Rec. 

1 0.7 2.5 1.6 1.5 94 

2 3.6 4.1 3.8 3.7 97.3 

3 1.7 4.9 3.3 3.5 106 

 

No. 
Sample 

(µg/mL) 
1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias 

1 0.9 1.6 -2.5 -2.9 3.8 

2 2.7 0.8 -2.1 2.4 3.4 

3 4.9 1.6 2.4 2.7 -3 

    


