
 

 

 

 
   

 انسان سرم  در   Estradiolهورمون گیریاندازهکیت 

Estradiol ELISA kit 96t  
 Cat No: 2824-96 / Rev: A2 (1402/04/17) 

       

 

 مقدمه: 

 18 استروئیدی ترکیب ( یکβ-estradiol 17استرادیول )هورمون 

های ها توسط فولیکولخانمو در که در آقایان توسط بیضه  است کربنه

گیری اندازه شود. زرد، قشر آدرنال و جفت ترشح می متخمدان، جس

 و قاعدگی مشکلات بررسی عملکرد تخمدان، دراسترادیول سرمی  سطح

 بلوغ ،نماییزن سندرم در این هورمون . افزایشاهمیت داردنازایی 

 سرطان بیضه وسرطان  ،تخمدان سرطانو  سمهیپرتیروئیدی، زودرس

 سندرم کاری هیپوفیز،کم در یزن آن کاهش شود ومشاهده میآدرنال 

این کیت  حیطه کاربرد .دهدمی رخ یائسگیو  هیپوگنادیسم ،ترنر

 هپارینه  گیری کمی سطح استرادیول در نمونه سرم یا پلاسمایاندازه 

 انسان به روش الایزا است.

 

  اصول آزمایش:

 حرکتبی است و طراحی شده رقابتی الایزای بر اساس  آزمایشاین 

 شده تثبیت استرپتاویدین بین واکنش توسط یمنیپلکس اسازی کم

 صورتاسترادیول  ضد بیوتینیله مونوکلونال بادیآنتی و چاهک سطح در

های سرم و کالیبراتورها که حاوی استرادیول غیرکونژوگه نمونه. گیردمی

، و سپس شوندمی  اضافهها چاهک بهبادی بیوتینیله همراه آنتیهستند به

 ریختهها چاهک درون  HRP)متصل به آنزیم (ه کونژوگاسترادیول 

های  استرادیول کونژوگه برای اتصال به جایگاه به این ترتیب، شود. می

اند( با استرادیول اول مصرف نشده  مرحلهبادی )که در محدود آنتی

 افزودن با ها،چاهک شستشوی از پس .کندموجود در نمونه رقابت می

 ،کننده محلول متوقفسپس و  (HRP میآنز یسوبسترا) رنگزامحلول 

موج شود که بیشترین جذب نوری را در طول محصول نهایی تولید می

ها رابطه با غلظت استرادیول نمونهنوری شدت جذب  نانومتر دارد. 450

منحنی ها توسط نهایت سطح استرادیول نمونه معکوس دارد. در

 گردد.محاسبه می (الیبراتورهانمودار ک استاندارد )
 

 

 

 :محتویات کیت

 تثبیت شده. استرپتاویدین  حاوی تستی 96 پلیتکرومی (1

 ،0های با غلظت : هفت ویال (Estradiol Cal A-G)کالیبراتور (2

سرم  ازتهیه شده  ،pg/mL 3000 و 1500 ،500 ،250 ،100، 20

  .انسان

 :(Estradiol Enzyme Conjugate)آنزیمی وگهژکونمحلول  (3

 .  در بافر HRP آنزیم متصل به ژنآنتی حاوی ترییلمیلی 6ویال  یک

 یک: (Estradiol Biotin Conjugate) ینیوتیوگه بژکونمحلول  (4

   .در بافر نیوتیبمتصل به  یباد یآنت یحاوی تریلیلیم 6الیو

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

  .لیتریمیلی

 لیتری.میلی 12 ویالیک :  (Substrate Solution)رنگزالول مح (6

 12ویال یک :  (Stop Solution)کننده محلول متوقف( 7

 لیتری.میلی

-میلی 0/ 5 ویال)های(:  (Estradiol control)کنترلمحلول ( 8

 .لیتری

 .ورق یک: چسب مخصوص پلیتبر (8

گهداری د نگراسانتی درجه 8تا  2کلیه محلول ها در دمای  :1 توجه

 .کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری استمتوقفلول . محشوند
 درج گردیده است. COAمقادیر کنترل)ها( در  :2 توجه

 

 : از تأمین نشده در کیتمورد نی مواد و وسایل

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

 . مرجع(

 .لیبره ( سمپلر کا2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 استفاده از کیت:ط در احتیا

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

های ساخت یا شماره  ها وکیتتفاده مشترک با سایر لذا از اس ؛است

 خودداری نمایید.  دیگر جداً

  هایی . از محلولها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستندکلیه محلول (2

 .کنیداستفاده ن است ها گذشتهاریخ انقضاء آن که ت

  قرار نگیرند. مستقیمنور  معرضها در محلول که توجه فرمایید (3

 HIV1/2، HBsظر منفی بودن انی از ناین کیت با منشاء انسمحتویات  (4

Ag   وHCV  منفی بودن  در مورد  قطعی  اند؛ ولی تشخیص شده  بررسی

  آزمایشگاهی  تداولهای مبا استفاده از روشزا ی بیمارامل عفونی تمام عو

زایی  و بیماریآلودگی  به احتمال با توجهنیست. بنابراین  پذیر امکان

ایمنی  های مطابق با دستورالعملد بای شیتمام مراحل آزما محتویات کیت،

 انجام شوند.

 ار بادر هنگام ک( استفاده از دستکش و عینک در هنگام کار الزامی است و 5

نقاط بدن ریخته   آن بر روی صورت یا سایردقت فرمایید که محتویات کیت 

 ید. از تماس مواد با دهان و سایر مخاط جداً جلوگیری نمای .نشود

 دیاستفاده شده با و سر سمپلرهای هاچاهک ،هاترلکن ن،راامینمونه ب( 6

 فعد ماتالزابا بق مطاو  در نظر گرفته شوند یعفون یعنوان پسماندها به

 ند.گردامحاء  یعفون یپسماندها
 

 نمونه: و نگهداری  ازی سآماده  ،آوریجمع

تا بودن  ناشاست. نمونه مناسب برای این تست سرم یا پلاسمای هپارینه ( 1

دست آمده تاثیرگذار خواهد گیری در درستی نتایج بههنگام نمونهبه درف

سیاهرگی تهیه  ریگیوند خستانداره از تکنیک انمونه خون با استفادبود. 

های دقیقه( از سلول 60تا  30) د از لخته شدن کامل خونشود و سرم بع

  ز یولمهو  کیمیپل ک،یکتریا ی هااز نمونهخونی جدا شود. حتی الامکان 

  .دیاستفاده نکن

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

ین انجام ز دریافت آخرین دوز بیوتپس ا ساعت 8ید حداقل گیری بامونهن

 شود. 

ها را در  توان نمونهروز می  5مونه باید کاملاً بسته باشد. تا ظروف ن ( درب 3

درجه  -20ماه در دمای  1و حداکثر تا اد رگدرجه سانتی  8تا  2دمای 

اری  ها خوددمونهمنجمد و ذوب کردن مکرر ن از .گراد نگهداری کردسانتی

 . نمایید

 

 ها:معرف  و نگهداری سازیهادآم

لیتر از محلول میلی 20حجم  ی محلول شستشو:آماده سازی و نگهدار( 1

و پس از  افهاض لیتر آب مقطر دیونیزه میلی 980را به  (50X)شستشو 

ید. در صورت گراد نگهداری کندرجه سانتی 8تا  2سازی در دمای آماده 

 گراددرجه سانتی 37ماری در بن را آنشو، در محلول شستمشاهده رسوب 

ر محلول . در صورت مشاهده کدورت د دهید تا رسوب حل شود ارقر

 شستشو، از مصرف آن خودداری کنید. 
 

 روش انجام آزمایش:  

ها به  و نمونه  ها ، کنترل روع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت ش  ز ا قبل 

ها و  کنترل ، ها تور لیبرا د. کا ان ( رسیده گراد درجه سانتی  28تا  22دمای اتاق ) 

 آرامی یکنواخت کنید. ته کردن به بار سر و    5را با  ها  ه نمون 

بقیه  های مورد نیاز برای انجام آزمایش را بردارید و( تعداد چاهک 1

گیر در کیسه آلومینیومی قرار دهید، درب همراه رطوبترا به اهک چاه

 مایید. نداری د نگهگرانتیسا رجهد 8تا  2بسته و در دمای  را آن

های  ها در چاهک نمونه و ،کنترلالیبراتورهالیتر از کمیکرو 25 حجم (2

مورد نظر بریزید. بهتر است که از هر نمونه یا کالیبراتور به صورت 

  ها ریخته شود. در چاهک( یت)دوپلیک ییدوتا

د ها اضافه کنیمیکرولیتر کونژوگه بیوتینی به تمام چاهک  50 حجم (3

 کان دهید.به آرامی تی سطح میز نیه روثا 30 مدتهبیت را پل و

 30 مدتبهها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید و چاهک (4

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.

زیمی به هر چاهک اضافه کنید و میکرولیتر کونژوگه آن 50 حجم (5

 . دیتکان ده یآرامبه  زیسطح م یرو هیثان 30 مدتبهپلیت را 

 90 مدتبهید و خصوص پلیت بپوشانا با برچسب مها رکاهچ (6

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

 .یدنک تخلیه یا آسپیراسیونها را با وارونه کردن چاهک اتیمحتو (7

کرولیتر محلول می 300مرتبه و هر مرتبه با  3ها را سپس چاهک

(  اییدبفرمها را مطالعه رفبخش آماده سازی مع) ،شده آماده شستشو 

انتهای شستشو شود در صورت دستی انجام میرشستشو بهبشویید. اگ

منظور انجام به .گیر بزنیدآرامی پلیت را برروی دستمال رطوبتبه

ها، مطابق با فیلم قرار داده شده و استاندارد چاهک  شستشوی مناسب

 قدام نمایید.ا 1سایت شرکتدر وب

ا بریزید و ه درون تمام چاهک گزارنلیتر از محلول میکرو 100 حجم (8

از تکان ر دمای اتاق و تاریکی انکوبه کنید. دقیقه د 20 مدتبهپلیت را 

 دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.
 

 

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

 

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


 

 

 

 
   

آمد،  بدست 2کمتر از  براتوریکال یجذب نور زانیم نیر بالاترتوجه: اگ

 شیافههزا قهههیدق 10 مدتبهرا  گزارنل محلو ونیانکوباس مانز دیتوانیم

 .دیده

ها کننده واکنش به کلیه چاهکمیکرولیتر محلول متوقف 50 حجم (9

آرامی تکههان دهیههد تهها تمههام ثانیه به 20 مدتبهاضافه کنید و پلیت را 

 رنگ آبی آن به زرد تبدیل شود.

 ،مترنههانو 450مههوج در طول راجههذب نههوری هههر چاهههک شههدت  (10

 نید. از طول موجبخوایقه بعد از متوقف کردن واکنش دق 15حداکثر تا 

محاسبه   شیآزما نیدر ا نانومتر استفاده شود. 630تا  620رفرانس 

را اجقابل ( Logic-log ای) 4PLو  Point to Pointغلظت به روش 

را عددی  Aغلظت کالیبراتور  4PLدر صورت استفاده از روش است؛ 

میزان جذب و  .گیردب در نظر (pg/mL 0.01ل ان مثاعنوکوچک )به

 آورده شده است. ریان نمونه در زعنوبه تیک نیا ایودار کالیبراتوره نم

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 استرادیول برای تست الایزای   مقادیر مورد انتظار

 

ست را به ر برای این تمقادیر مورد انتظا ،شرکت تولید کننده کیت

رای آنالیت بباید این مقادیر  چه،اگرخص کرده است. ر مشقرار زی

 سط آزمایشگاه مصرف کننده تعیین گردد. تو مورد نظر
 

Normal Range (pg/mL) 

9 - 175  Females (Follicular Phase) 

44 - 196  Females (Luteal Phase) 

107 - 281  Females (Periovulatory) 

42 - 289  Females (Treated Menopausal) 

ND - 20  Females (Untreated Menopausal) 

ND - 103  Females (Oral Contraceptives) 

4 - 94  Males 

• ND: Not Detectable 

 

 ی کنترل کیفیهاارامترپ

 

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

سرم  مونهایج حاصل از سه نتکرارپذیری نتبا ارزیابی  دوردروندقت 

بههرای هههر بههار تکههرار  20کههاری )تدر یک نوبمتفاوت  هایبا غلظت

 CV˂11.2%معیار پههذیرش در ایههن آزمههایش  نمونه( بررسی شد.

   است.

 

 

 
 

 (Between-Run)دور دقت بینآزمون  - بررسی دقت( 2

نمونه سرم  سهپذیری نتایج حاصل از با ارزیابی تجدید دوردقت بین

نمونههه  ار تکرار برای هههرب 5کاری )نوبت 4در  های متفاوتغلظت با

معیههار پههذیرش در ایههن آزمههایش ی( انجههام شههد. کههاردر هههر نوبت

CV˂11.2% .است 

 

 

 

 (Recovery)ابی بازیآزمون  - یدرست ی( بررس3

دو نمونه سرم به نسبت مساوی با یکدیگر ، به ازاء هر آزمون تستدر این 

گیری شد. دازه ترادیول در آن انت اسان یک نمونه، غلظعنوب شده و بهترکی

 نسبت به نتیجه مورد انتظار Bias˂10% ،ایشعیار پذیرش در این آزمم

 است.

 

 

 

 

 (Linearity)  آزمون خطی بودن - یدرست( بررسی 4

 های مختلف نمونه سرم برای تعییندر این تست غلظت استرادیول در رقت

ین آزمایش در ا. معیار پذیرش شدگیری ت اندازه خطی بودن کی

Bias˂10% .است 

 

 

 
 

 (Cross Reactivity) آزمون واکنش متقاطع -یژگی ( بررسی و5

ندرج در د مهای مختلفی از موااضافه کردن غلظت بااین آزمایش  ویژگی

ادیول ها با استرگیری واکنش متقاطع آنسرم و اندازه نمونه به  جدول زیر

اده اضافه م به نوع آنالیت و بستهش واکنش متقاطع )معیار پذیر شد. بررسی

درصد و برای ماده اضافه شده  100±10نالیت در محدوده شده( برای آ

 درصد است. 25حداکثر تا 
  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

   (Sensitivity)  ت( بررسی حساسی6

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

Blank (LOB) به شد و برابر بامحاسده از فرمول زیر ا استفاب 

pg/mL 3 /8 تعیین گردید. 
LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 سب کالاهالائم استفاده شده در برچع

 

Authorized representative in 
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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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  هایشماره  با است خواهشمند مشکل هرگونه وزبر صورت در

 .بگیرید تماس (پشتیبانی بخش) جعبه روی بر مندرج

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 2.264 

2.255 0 
B1 2.247 

Cal. B 
C1 1.857 

1.839 20 
D1 1.821 

Cal. C 
E1 1.436 

1.424 100 
F1 1.412 

Cal. D 
G1 1.010 

1.004 250 
H1 0.998 

Cal. E 
A2 0.735 

0.725 500 
B2 0.715 

Cal. F 
C2 0.491 

0.463 1500 
D2 0.435 

Cal. G 
E2 0.394 

0.385 3000 
F2 0.376 

 Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Estradiol (pg/mL) 37.4 138.2 234.0 

SD (pg/mL) 2.0 6.4 10.3 

CV (%) 5.3 4.6 4.4 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Estradiol (pg/mL) 25.9 114.1 216.3 

SD (pg/mL) 1.4 5.6 9.9 

CV (%) 5.4 4.9 4.5 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

Added 
(pg/mL) 

Exp. 
(pg/mL) 

Obs. 
(pg/mL) 

% Rec. 

1 23.3 31.5 27.4 26.5 96.7 

2 15.4 42.2 28.8 29.2 101.4 

3 58.0 114.6 86.3 89.0 103.1 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

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

% Bias  

1 135.6 2.8 1.1 2.7 1.9 

2 155.4 3.1 -2.2 1.1 -3.4 

3 187.3 -1.6 1.5 -1.3 -2.5 

    

Cross 
Reactivity 

Analyte 

0.0003 
0.0008 

<0.0001 
<0.0001 
0.0004 

<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

Androstenedione 
Dihydrotestosterone 

Cortisone 
Corticosterone 

Cortisol 
Estriol 

DHEA-S 
Estrone 

Testosterone 


