
١
١٤٩٤٧٣٤٤٦٣کد پستی ،١وم، نبش خیابان یاسمن، پلاک شھرک گلستان، بلوار گلھا، خیابان یاس ستھران،

٤٢١٩٧٠٠٧فکس ٤٢١٩٧٠٠٠تلفن 
comww.pishtazteb.winfo@pishtazteb.comsms 300071402
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زا یروش الاه بT3Freeت سنجش هورمون یک

:مقدمه

حمل دنباشین می) و آلبومTBPAن (ی، پره آلبومTBGحامل که شامل ينهایله پروتئیدر خون بوسدرصد آن7/99حدود د ترشح شده ویروئیغده تازT3هورمون 
هورمون است.کیولوژیت بیفعالين شکل آزاد هورمون است که دارایباشد و در واقع همینها میروتئر متصل به پیبه صورت آزاد و غT3درصد از 3/0در حدود گردد و یم

T3ن مقدار یبنابرا،ز بدن موثر استیو رشد و تمایدر سوخت و ساز سلولT3 ر ییاما به علت تغ،باشدیسم بدن مید و متابولیروئیت تین وضعییک فاکتور مهم در تعیدر خون
ن و اندروژنهایتوئیمصرف فن-یاستروژن درمان-يضد بارداريمصرف قرصها-و مصرف داروها یمانند حاملگیکینیرات کلییاز تغياریحامل در بسينهایغلظت پروتئ

 ،T3که مقدار یشود در حالیرات کاذب مییکل دچار تغFree T3يرین اندازه گی. بنابراثابت استFree T3سه با یمار در مقایبیکینیت کلیبا وضعيارتباط قابل اعتمادتر
T3م که مقدار یسدیروئیپرتیهمبتلا بهاز افرادی. به علاوه در بعضدهدیکل نشان مTSHن و ییپاFree T4مقدار نییتعباشدیدر حد نرمال مFree T3صیدر تشخ

.باشدیمکمک کننده 

:شیاساس آزما

باشد یمT3ه مولکول یمنوکلونال که عليبادین روش چاهکها توسط آنتیدر ا، ده استیگردطراحیمونوکلونال يبادیآنتو به کمک یروش رقابتابFree T3ت یک
میکه متصل به آنزT3ون یشود و پس ازانکوباسیپوشش داده شده در ته چاهکها مجاور ميبادیماران با آنتی. استانداردها و نمونه ب)Coatingشوند (یپوشش داده م

HRPن یشود که ایاست به چاهکها اضافه مT3) کنژوگهT3-HRP با (T3ن هر چه ی، بنابراکندیکوت شده در چاهکها رقابت ميهایبادینمونه ها در اتصال به آنت
د یدروژن پراکسیهحاويمحلول رنگزا که و. پس از شستشگردد و بالعکسیکوت شده متصل ميهايبادیبه آنتيکنژوگه کمترT3شتر باشد مقدار یدر نمونه بT3مقدار 

)H2O2د آمده به صورت معکوس با غلظت یپدیون رنگ آبیخته شده که بعد از انکوباسی) وکروموژن است به داخل چاهکها  رT3يبرا.متناسب استموجود در نمونه ها
ن ید که بهترینمایل میرا به زرد تبدیم را مختل کرده و رنگ آبیت آنزیگردد که فعالیممحلول متوقف کننده افزوده،میش از اندازه و نامناسب آنزیت بیاز فعاليریجلوگ

.نانومتر دارد450را در طول موج يجذب نور

:تیات کیمحتو

.T3(Anti-T3 Coated Plate)ضد يبادیپوشش داده شده با آنتيچاهکهايحاوخانه 96ت یپل)1
.   (آماده مصرف)HRPم یکنژوگه شده با آنزT3يتر محلول حاویلیلیم6يال حاویک وی: )T3 Enzyme Conjugateم کنژوگه (یمحلول آنز)2
Standards)استاندارد يسر)3 Set) :620و8،12, 4، 2،صفريال استاندارد شامل غلظتهایوpg/ml ازT3باشد)یمتریلیلیم1يال استاندارد محتوی(هر و.
.الیبرچسب ويسرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر رومیلی لیتر 1يال حاو یک ویسرم کنترل : ) 4
.تریلیلیم6يال حاویک وی: (Assay Buffer)بافر یمحلول اس)5
آماده مصرف مقدار لازم از محلول يشوه محلول شستیجهت ته)X20ظ (یغليتر محلول شستشویلیلیم50يال حاویویک:(Wash Solution)محلول شستشو) 6

. دیق کنیبا آب مقطر رق20/1ظ را به نسبت یغليشستشو
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12حاويال یک وی: (Chromogen-Substrate)يک مرحله ایيمحلول رنگزا)7
تر.  یلیلیم12حاويال یک وی: )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)8
.مخصوص پلیتبرچسب)9

:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیمواد و وسا

.لتر رفرانس)ینانومتر به عنوان ف630نانومتر (و در صورت امکان 450لتر یفيداراریدر زایالادستگاه ) 1
.قیتر دقیکرولیم100و 50يسمپلر ها) 2
.آب مقطر) 3

: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

شده است .طراحیت ین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو) 1
د .یینماياردخود˝مختلف جداًساختهايتها با شماره یات کیاز مخلوط کردن محتو) 2
اط  ی، جهت احتباشندیامل من عویده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل) 3

.   دنزیم با مواد بپرهید از تماس مستقنکنیت کار میکه با ککاربرانیبهتر است 
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: يط نگهداریشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک) 1
.دیینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک) 2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رونوشتهيان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا) 3
.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

نه :نمويو آماده سازيجمع آور

ينگهداريبرایشود وليگراد نگهداریسانتدرجه8تا 2يمدت دو روز در دمايتواند برایاستفاده نمود، نمونه مخونتوان پس از جدا نمودن از یا پلاسما را میسرم 
.گراد استفاده گرددیدرجه سانت-20يد از دمایش از مدت دو روز بایب

: توضیحات عمومی

. دیش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق برسانیشروع مراحل آزماقبل از ) 1
.رندیه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیمحض شروع آزماه بهتر است ب) 2
.دیهر نمونه استفاده کنيک بار مصرف برایاز نوك سمپلر ) 3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میا نچاهکها حداکثر تيجذب نور، وقف کنندهپس از افزودن محلول مت) 4
.   ه شودین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا) 5
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایشروع آزماگردد قبل ازیشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میزمان انکوباس،جه مطلوبیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر) 6

. شودیقتر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانی، ادیاز را باز کنیمورد نيآماده نموده و درب محلولها
.انجامدیقه بطول نیدق5از شیبختن نمونه هایبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ر6ل مشابه در بند یبه دل) 7

ش :یمراحل انجام آزما

.دیت قرار داده و درب آن را ببندیپليسه مخصوص نگهداریر درون کیچاهکها را به همراه نمگسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها)1
ن یت استفاده شود بدیکیگردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیشنهاد می، پدیزیچاهک بر، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر تر از هر استانداردیکرولیم50)2

بافریترازمحلول اسیکرولیم50سپس،دیج استفاده کنیمحاسبه نتايآنها براين جذب نوریانگید و در انتها از میزیکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریمعن
(Assay Bufefer)دیزیرا داخل هر چاهک بر.

ت پوشانده و چاهکها را به یات چاهکها خوب مخلوط شوند و سپس درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلید تا محتویتکان دهیه به آرامیثان15مدت يت را برایپل)3
.دییه در درجه حرارت اتاق انکوبه نماقیدق30مدت 

د .ییکنژوگه را به هر چاهک اضافه نمامیآنزتر از محلول یکرولیم50)4
ت پوشانده و چاهکها را به یات چاهکها خوب مخلوط شوند و سپس درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلید تا محتویتکان دهیه به آرامیثان15مدت يت را برایپل)5

د .ییه در درجه حرارت اتاق انکوبه نماقیدق30مدت 
د مواظب بود که یبایکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو ميبرا(د ییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5چاهکها را نموده و یات چاهکها را خالیمحتو)6

تر محلول شستشویکرولیم300شستشو حدود ، در هر دفعهش گرددیجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دیمحلول شستشو از 
ک یيم بر رویات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایعمليد و در انتهایینمایخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیدر هر چاهک ررا

.)ندخارج شوید تا قطرات اضافیر بکوبیا کاغذ نمگیپارچه 
د .ییبه هر چاهک اضافه نما(Chromogen substrte)تر محلول رنگزا یکرولیم100)7
د .ییانکوبه نمایکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15چاهکها را به مدت )8
هر چاهک از يسنجش جذب نوريبراد.ییرا متوقف نمایمیآنزيبه هر چاهک ادامه  واکنشها(Stop solution)متوقف کننده تر  محلولیکرولیم100با اضافه کردن )9

.)لتر رفرانس استفاده گرددیبه عنوان فnm630لتر یشود از فیه مید (توصیینمااستفاده nm450لتر یدر با فیزاریدستگاه الا

:جیمحاسبه نتا

توان استفاده نمود . یمnm450در طول موجيت سنجش جذب نوریبا قابلریدر زایالااز هر دستگاه 
. دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدر زایالاها و نمونه ها را به کمک دستگاهاستاندارديجذب نور)1
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يمحور عمودياستانداردها را روينورن صورت که جذبید به ای) رسم کنPoint to point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نمودارين جذب نوریانگیبا استفاده از م) 2
)Y(یمحور افقي) و غلظت آنها را روXد تا ییگر وصل نمایکدی، سپس نقاط بدست آمده را به دیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاق

.دیبدست آیمنحن
ن یکه اید بطورییوصل نمایبه منحنی، سپس نقطه مذکور را توسط خطدیدا کنیآن راپيجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبراين جذب نوریانگیم) 3

مقدار غلظت را نشان ین خط با محور افقیاید نقطه تلاقیوارد کنیبر محور افقعمودیخط،یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيخط بر محور عمود
. خواهد داد

.دیرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایباشد و هر آزمایمربوطه فقط به عنوان نمونه میو منحنينوريجذبها:وجهت

ر مورد انتظار: یمقاد

Freeر نرمال یمقاد T3 ر نرمال یشگاه مقادیگردد که هر آزمایشنهاد میپیباشد ولیر میقرار زه زا بدست آمده بیمکرر به روش الايتوسط تستهاکهیعیسرم افراد طبدر
:خود را بدست آورد

(pg/ml)یعیطبمحدوده (pg/ml)یعیطبمحدودهنیانگیم

3/4-9/1 1/3

:ییاجرايشاخصها

:  يریازه گحداقل مقدار قابل اند)1

.باشدیمpg/ml5/0تین کیص در ایقابل تشخFree T3) حداقل غلظت SDار (یسه برابر انحراف معمنهاي استاندارد صفر و يبر اساس جذب نور

: شیدقت آزما)2

مختلف) سري آزمایشهاي نمونه در یکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نتری) و ایک سري آزمایشنمونه دریکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نترایايشهایآزما
آمده است :  2و 1د که در جداول یانجام گردFT3مختلفيسرم با غلظتها3با استفاده از 

:)یاس-نترای(ا1شمارهجدول

ن  یانگیمتستتعداد دفعات تکرارنمونه
pg/ml)(SDCV

(%)

12425/105/04
22472/213/08/4
32475/731/04

تانداردها اس
pg/ml)( جذب نوري

0 3/2
2 8/1
4 4/1
8 85/0
12 5/0
20 32/0
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:)یاس-نتری(ا2جدول شماره 

ن  یانگیمتستتعداد دفعات تکرارنمونه
pg/ml)(SDCV

(%)

11043/108/06/5
21089/223/09/7
31077/848/05/5

.هر سري آزمایش بصورت دوپلیکیت انجام شده است
:شیآزمايکاوریر)3

Freeمشخص يسرم با غلظتها3به Free T3از یر معلومیمقاد T3ر آمده استیج آن در جدول زید که نتایآنها محاسبه گرديکاوریافزوده شد و ر:

:يکاوریجدول ر

موجود در سرم FreeT3مقدار نمونه
)(pg/ml

Freeمقدار افزوده شده  T3

)(pg/ml

مقدار مورد انتظار
)(pg/ml

مقدار بدست آمده
)(pg/ml

يکاوریر
(%)

18/15/165/184/1111
18/134/26/2108
18/169/306/4104
24/35/145/235/296
24/332/335/3104
24/367/495/4105
35/75/15/42/493
35/7325/5595
35/7675/69/6102

:شیت آزمایاختصاص) ٤

L-thyroxine,Diiodothyrosineمختلف يبا غلظتهاییه کمک سرمهاش بین آزمایت ایاختصاص , Diiodothyronine,Iodothyrosine , Phenylbutazone و
Sodium Salicylateمتقاطع يواکنشهایجهت بررسFT3ر آمده استیج آن در جدول زیشد که نتایبررسبا:

:ت (واکنش متقاطع)یجدول اختصاص

FT3غلظت ظاهري )ng/ml(ظتغلتیآنال (pg/ml)

Iodothyrosine105/0<
Phenylbutazone105/0<

Sodium Salicylate105/0<
Diiodothyronine105/0<
Diiodothyrosine105/0<

L-thyroxine105/0<
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کیبصورت شماتFree T3ش یانجام آزماروش 

T3ضد يبادیکوت شده با آنتيچاهکها

نمونه رم کنترلس استانداردها محلولها
- - تریکرولیم50 استانداردها
- تریکرولیم50 - سرم کنترل

تریکرولیم50 - - نمونه
تریکرولیم50 تریکرولیم50 تریکرولیم50 بافریاس

ها را با برچسب سپس دهانه چاهکدمحتویات چاهکها بخوبی مخلوط شونثانیه تکان دهید تا15پلیت را به ملایمت براي مدت 
.نکوبه کنیدادقیقه در دماي اتاق 30.مخصوص پلیت بپوشانید

تریکرولیم50 تریکرولیم50 تریکرولیم50 م کنژوگهیآنز
سپس دهانه چاهکها را با برچسب ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند15پلیت را به ملایمت براي مدت 

طبق .برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30.مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5دستور شستشو 

تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول رنگزا
.دیانکوبه کنیکیاتاق و در تاريقه در دمایدق15

تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول متوقف کننده
.دیلتر رفرانس) قرائت کنینانومتر به عنوان ف630(و در صورت امکان نانومتر450چاهکها را با طول موج يجذب نور


