
 

 

 انسان سرم  درLH گیری هورمون اندازهکیت 

LH ELISA Kit 96t  
Cat. No: 0224-96 / Rev: A2 (1402/04/17)  

 

 مقدمه: 

است که توسط  ینیپروتئکویهورمون گل کی LH هورمون

این  شود.یسنتز و ترشح م زیپوفیغده ه یها در لوب قدامگنادوتروپ 

 لیآلفا و بتا تشک دحاو ریزاز دو  hCGو  FSH ،TSHهمانند  هورمون

 hCG و LH ،FSH ،TSH هایهورمون  واحد آلفا در ریشده است. ز

و  استمتفاوت  هورمونهر ساختار  در بتا واحد ریز ی، ولاست کسانی

 اهمیت . نمایدیم فایا هورموناین  کیولوژیرا در عملکرد ب ینقش اصل

 قیرطز اافراد  یبارور میتنظو  یدر بررس LHهورمون  یریگاندازه 

مشخص شده  یخوببه یغدد جنس -زیپوفیه -پوتالاموسیمحور ه

 پس از یکم است ول اریبس یدر زمان کودک LHهورمون  زانیم. است

ن هورمون ایسرمی سطح به این ترتیب بررسی . ابدییم شیزااف بلوغ

 کیستیکیسندرم تخمدان پلو بلوغ زودرس دختران،  تشخیص

در   LHن وکمی هورمگیری ندازه ا تیه کاربرد این کحیط .اهمیت دارد

  سرم انسان می باشد. 

 

  :اصول آزمایش

-یب ،آزمایش نیدر اباشد. اساس این آزمایش الایزای ساندویچ می

  ن ید یاسترپتاو نیتوسط واکنش ب هادر سطح چاهک یسازحرکت

 LHمونوکلونال ضد  لهینیوتیب یبادیو آنت چاهکدر سطح  تثبیت شده

ه، شد هلینیوتیمونوکلونال ب یبادیشدن آنت مخلوط ا. بردیگیصورت م

-یآنت نیژن، واکنش بیآنت  یو سرم حاو  میمتصل به آنز ی بادیآنت

و  ردیگیصورت م یرقابت چیبدون هم رژن سیآنت و هایباد

 نیدیاسترپتاو نیب یبالا ار یبس لیتما لیدلبه  چیساندو هایکمپلکس

 اب ها،شستشوی چاهکپس  .دنشویمتصل م تیبه سطح پل ن،یوتیو ب

و  هاچاهکبه ( HRP)سوبسترای آنزیم  ازگرنمحلول ن درفه کاضا

شود که در می ولیدمحصول نهایی ت ،کننده محلول متوقف سپس

رنگ  میزان .را داردنوری نانومتر بیشترین میزان جذب  450 موجطول

سرم ارتباط  LH، با غلظت نوری جذب شدت جهیشده و در نت جادیا

 یمنحن سطتوها، هدر نمون LHغلظت  تیدارد. در نها میقتمس

 گردد.ی( محاسبه مبراتورهایاستاندارد )نمودار کال

 

 

 :محتویات کیت

 . تثبیت شده  استرپتاویدین حاوی یتست 96 تیپل کرویم (1

، 25 ،5 ،0 ایهشش ویال با غلظت :(LH Cal A-F) هالیبراتورکا (2

  سرم انسان. از هتهیه شد، mIU/mL 200و  100، 50

 الیو یک :(LH Enzyme Conjugate) آنزیمی کونژوگهمحلول  (3

متصل بادی آنتیو  نیوتی متصل به ب یبادیآنت یحاو یتریلیلیم 11

  .HRP میبه آنز

-یلیم 20الی و یک: (Wash Solution-50X) محلول شستشو (4

 .یتریل

-یلیم 6/ 5الیو کی: A (Substrate Solution A)زا محلول رنگ (5

 .یتریل

-یلیم 6/ 5الیو یک: B (Substrate Solution B)زا گمحلول رن (6

 .یتریل

 12 الیو یک : (Stop Solution)واکنش کننده محلول متوقف (7

 .یتریلیلیم

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

 ورق. یک تیبر چسب مخصوص پل (9

 یارهدنگ گرادیدرجه سانت 8تا  2 یامها در دمحلول هی: کل1 توجه

  است. یقابل نگهدار زیاتاق ن یکننده در دماشوند. محلول متوقف

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

 باشند:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمي

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

 . (مرجع

 ( سمپلر کالیبره.2

 .ر دیونیزه( آب مقط3
 

 احتیاط در استفاده از کیت:

ی استفاده در همین کیت تعبیه گردیده برا ت این کیتیاتومح( 1

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

 داً خودداری کنید. دیگر ج

هایی  ز محلولند. اتر هسکیت پایدا ها تا زمان انقضاء( کلیه محلول2

 ها گذشته است استفاده نکنید.ضاء آن که تاریخ انق

 در معرض نور مستقیم قرار نگیرند. هایید محلولمافره ( توج3

 ، HBs Agبودن   نظر منفی از   انسانی با منشاء   کیت  ( محتویات4

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

های متداول روش زا با استفاده ازی بیماری عفون لعوامبودن تمام 

تن احتمال با در نظر گرف، ینرانابپذیر نیست. بآزمایشگاهی امکان 

زایی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش باید  آلودگی و بیماری 

 شود. های ایمنی انجاممطابق با دستورالعمل

نگام در ه .است کار الزامی( استفاده از دستکش و عینک در هنگام 5

ید که محتویات آن بر روی صورت یا سایر نقاط کار با کیت دقت فرمای

واد با دهان و سایر مخاط جداً جلوگیری ود. از تماس منشه ختبدن ری

 کنید. 

شده استفاده  و سر سمپلرهای هاچاهک  ،هاکنترل ماران،ینمونه ب( 6

با بق امطو  رفته شونددر نظر گ یعفون یعنوان پسماندهابه  دیبا

 گردند.امحاء  یونعف یدفع پسماندها الزامات
 

 : نهمون  سازی و نگهداریآوری، آماده جمع

ناشتا بودن فرد د. کنیسرم استفاده  یهااز نمونهآزمایش  برای این (1

دست آمده تأثیرگذار خواهد گیری در درستی نتایج بههنگام نمونه به

گیری سیاهرگی ون ارد خدستاناز تکنیک انمونه خون با استفاده بود. 

دقیقه( از  60تا  30شدن کامل خون )و سرم بعد از لخته شود تهیه 

  ک، یکتریا یهااز نمونها شود. حتی الامکان های خونی جدلسلو

  .دیننکاستفاده  زیهمولو  کیمیپل

 تفای را در (mg/day 5˃) نیوتیاز ب ییکه دوز بالا ی( در افراد2

دوز  نیآخر افتیساعت پس از در 8 اقلدح دیبا یریگنهنمو کنند،یم

 انجام شود. نیوتیب

روز در   5ها تا ها باید کاملاً بسته باشد. نمونهنمونه ظرف درب (3

 -20ی ما د یک ماه دراکثر تا گراد و حددرجه سانتی 8تا  2مای د

جمد و ذوب قابل نگهداری و استفاده هستند. از من گراددرجه سانتی

 . کنیدی وددارخها رر نمونهمکن کرد
 

 ها:معرف  داریسازی و نگهآماده

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

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

گهداری کنید. گراد ندرجه سانتی 8تا  2سازی در دمای آماده ز ا پس

 37ماری بنرا در  آنتشو، سول شب در محلسور ر صورت مشاهده د

د تا رسوب حل شود. در صورت مشاهده گراد قرار دهیتیسان درجه

 کدورت در محلول شستشو، از مصرف آن خودداری کنید. 

 

های را با حجم Bو  Aا نگزر ایهمحلولسازی محلول رنگزا: ( آماده 2

لیتر میلی 2ه یثال، برای تهعنوان م( مخلوط کنید )به1:1مساوی )

 1را به  Aحلول رنگزا از ملیتر میلی 1 محلول آماده مصرف،

  در  دقیقه 10مدت اضافه کنید( و به Bلیتر از محلول رنگزا میلی

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

 آن خودداری فرمایید.کدورت در محلول رنگزا، از مصرف 
 

   یش:جام آزماان روش

ها کیت و نمونهزاء ع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجز شروقبل ا

 ،هااند. کالیبراتورگراد( رسیده انتیدرجه س 28تا  22به دمای اتاق )

نواخت ی یکمآرابار سر و ته کردن به 5را با  هاو نمونه هارلکنت

 کنید.

 هیو بقرید رداتست را ب انجام یبرا ازیمورد ن یها چاهک تعداد (1

درب  دهید،قرار  یومینیآلوم سهیدر ک ریگراه رطوبتمهرا  هاچاهک 

 . کنید یدارگراد نگهیدرجه سانت 8تا  2 یآن را بسته و در دما

در  ها و کنترلنمونه ها،کالیبراتوراز  تریلکرویم 50 حجم (2

کالیبراتور  یا نمونه هر از که است بهتر. دیزیمورد نظر بر یها چاهک 

 .شود ریخته اهچاهک  در )دوپلیکیت( دوتایی صورت هب

 نیدر  انظر گرفته شود.  عنوان بلانک دربه : چاهک اولتوجه

 ریمراحل با سا هی. بقنشود ختهیر کالیبراتور اینمونه و  ک،چاه

 باشد.   یم کسانیها چاهک 

به هر چاهک  آنزیمی از محلول کونژوگه تریلکرویم 100 حجم (3

 یآرامبه زیسطح م یرو هیثان 30ت مدا بهپلیت ر و دییافه نمااض

 .  دیدهتکان 

 60 مدتبهو  دیبپوشان تیها را با برچسب مخصوص پلچاهک (4

 .دییاتاق انکوبه نما یدر دما قهیدق

و  دیکن تخلیه یراسیونیا آسپ را با وارونه کردن پلیت اتیمحتو (5

تشو محلول شس تریلکرویم 300ه با هر مرتب و همرتب 3 ها راچاهک 

. دییبشو لعه بفرمایید(ها را مطا سازی معرفآماده  شده )بخشده آما

-شستشو به یهاشود در انتیانجام م یصورت دستو بهاگر شستش

 منظور انجامبه .دیبزن ریگدستمال رطوبت یرا بر رو تیپل یآرام

ه قرار دادبا فیلم ق با، مطاهشستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 .کنیدام اقد 1کتسایت شرشده در وب
 

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

 

.%20http:/www.idealdiag.com/Training.aspx


 

 

بخش  ) مصرفآماده زا از محلول رنگ تریلکرویم 100 حجم (6

  ها مام چاهکدرون ت( ها را مطالعه بفرماییدسازی معرفآماده 

انکوبه  یکیق و تاراتا یدر دما قهیدق 15مدت بهرا  تیپل و دیزیرب

   ری کنید.مرحله خوددادر این از تکان دادن پلیت  .دینک

دست به 2کمتر از  براتوریجذب کال زانیم نیراگر بالاتتوجه: 

 10مدت زا را بهمحلول رنگ ونیاسزمان انکوب دیتوانیآمد، م

 . دیده شیافزا قهیدق

 امتمکننده واکنش به از محلول متوقف تریلوکریم 50 حجم (7

ان تکی آرامبه هیثان 20مدت بهپلیت را و  دیکنها  اضافه چاهک 

 شود. لین به زرد تبدآ یتا تمام  رنگ آب دیده

 450موج هر چاهک در طول  یرا برا ی نورمقدار جذب  (8

 قهیدق 15حداکثر تا  Point to Pointنانومتر با استفاده از متد 

تا   620وج رفرانس ماز طول .دیز متوقف کردن واکنش بخوانا بعد

  ر کالیبراتورهای جذب و نمودامیزان  .دینانومتر استفاده کن 630

 است. آورده شده  ریعنوان نمونه در زبه تیک نیا

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 به روش الایزا  LH تست مقادیر مورد انتظار برای

 

 تست را مقادیر مورد انتظار برای این ،کننده کیتشرکت تولید 

 

مورد  نالیتآادیر برای این مق ه،به قرار زیر مشخص کرده است. اگرچ

 ایشگاه مصرف کننده تعیین گردد. مباید توسط آز نظر 

 

 

 

 

 

 

 کنترل کیفيی هاپارامتر

 (Within-Run)دور ت درونآزمون دق-( بررسي دقت1

با پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم اری تکریابدور با ارزدقت درون

نه( هر نمو برایتکرار  بار 20کاری )توبندر یک ت های متفاوغلظت

 ت.اس CV˂11.5%این آزمایش  بررسی شد. معیار پذیرش در

 
 
 
 

 

 

 (Between-Run)دور ن دقت بینموآز-( بررسي دقت2
نه سرم با نموسه پذیری نتایج حاصل از دور با ارزیابی تجدیدبیندقت 

ه در هر ونمی هر نبرابار تکرار  5کاری )نوبت 4های متفاوت در غلظت

 CV˂11.5%عیار پذیرش در این آزمایش شد. م مانجاکاری( نوبت

 است.

 
 

 

 

 

 (Recovery)بازیابي آزمون -يدرست ي( بررس3

دو نمونه سرم به نسبت مساوی با  آزمون،آزمایش به ازاء هر در این 

 گیری شد.دازه در آن ان LHعنوان یک نمونه غلظت به ب ورکییکدیگر ت

جه مورد نسبت به نتی Bias˂10% ن آزمایشای یرش درپذ معیار

 انتظار است.

 

 

 

 

 

 

 (Linearity)آزمون خطي بودن -بررسي درستي ( 4
ی مختلف نمونه سرم برای تعیین خطی هادر رقت LHدر این تست، غلظت 

  Bias˂10% شیآزما نیدر ا رشیپذ اریمع یری شد.گبودن کیت اندازه 

 است.

 

 

 

 
 

 (Cross Reactivity)واکنش متقاطع  آزمون-گيیژوبررسي ( 5

لفی از مواد مندرج در های مختغلظت این آزمایش با اضافه کردن ژگیوی

رار گرفت. واکنش متقاطع با دول زیر به نمونه سرم، مورد سنجش قج

مورد نیاز برای ایجاد  LHشده به دوز ه اده اضافگیری نسبت بین دوز ماندازه 

ع )بسته به نوقاطع تممعیار پذیرش واکنش  ابی شد.زیر جذب ا ارن مقدهما

برای   درصد و 100±10محدوده  ای آنالیت دررآنالیت و ماده اضافه شده( ب

 درصد است. 25ماده اضافه شده حداکثر تا 
 

Concentration 
Cross 

Reactivity 
Analyte 

- 1 LH 

- 1.08 β - LH subunit 

1000 ng/mL 0.0001> FSH 

1000 ng/mL 0.0001> TSH 

1000 ng/mL 0.0001> hCG 

 

  (Sensitivity)رسي حساسیت بر( 6

 Limit ofو Limit of Detection (LOD) سیت کیت بر اساساحس

Blank (LOB) شد و برابر با هاز فرمول زیر محاسب استفاده  با     

mIU/mL 1 /0 دیدگرین تعی. 
 

s5 SDLOD = LOB + 1.64 

b.645 SD1+ b anLOB = Me 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 

 

 (Hook Effect) ي اثر هوکبررس( 7

و اثر هوک مشاهده  دیگرد یبررس mIU/mL 2300تا  LH تغلظ

 نشد. 
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های ند است با شماره هشمه مشکل خوارگونبروز ه صورت در

 تماس بگیرید. (بخش پشتیبانی)مندرج بر روی جعبه 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(mIU/mL) 

Cal. A 
A1 0.042 

0.043 0 
B1 0.044 

Cal. B 
C1 0.164 

0.165 5 
D1 0.166 

Cal. C 
E1 0.602 

0.604 25 
F1 0.606 

Cal. D 
G1 1.102 

1.098 50 
H1 1.095 

Cal. E 
A2 1.825 

1.811 100 
B2 1.798 

Cal. F 
C2 2.565 

2.574 200 
D2 2.584 

 
Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean LH (mIU/mL) 11.08 24.63 58.13 

SD (mIU/mL) 0.74 1.34 2.82 

CV (%) 6.7 5.4 4.8 

 

No. 
Sample 

(mIU/mL) 

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

% Bias 

1 1.81 -1.8 0.3 -1.2 -1.6 

2 12.90 -2.6 -0.4 -2.9 -2.1 

3 23.13 -0.6 -2.8 -1.8 -2.5 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean LH (mIU/mL) 8.16 26.81 65.34 

SD (mIU/mL) 0.41 1.31 3.1 

CV (%) 5 4.9 4.7 

 

No. 
Sample 

(mIU/mL) 
Added 

(mIU/mL) 
Exp. 

(mIU/mL) 
Obs. 

(mIU/mL) 
%Rec. 

1 12.41 4.23 8.32 8.50 102.2 

2 8.90 14.33 11.61 11.46 98.7 

3 27.54 19.91 23.72 22.81 96.2 

 
Normal Range (mIU/mL) 

0.5 – 10.5 Follicular Phase (Females) 
18.4 – 61.2 Midcycle Peak (Females) 
0.5 – 10.5 Luteal Phase (Females) 
8.2 – 40.8 Postmenopausal (Females)  

0.7 – 7.4 Males 

 


