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به روش الایزاLHکیت سنجش

:مقدمه

LHترشح .هورمونی گلیکوپروتئینی است که از سلولهاي بازوفیلیک بخش قدامی غده هیپوفیز ترشح می شودLH) توسط هورمون آزاد کنندهGnRH که از (
LHترشح .دارندLHاثرات فیدبک منفی و مثبت بر عملکرد )Inhibinاز طرف دیگر هورمونهاي استروئیدي و مهاري (.هیپوتالاموس ترشح می شود تحریک می گردد

داراي تغییراتی است LHدر خانمها در دوره عادت ماهانه غلظت .داراي یک الگوي نوسانی میباشد که در خانمها نسبت به آقایان با وضوح بیشتري قابل مشاهده است
عمل تخمک در اواسط دوره عادت ماهانهLHبا افزایش .ال) غلظت این هورمون پایین استئوتانتهاي آن (فاز لو در بدین ترتیب که در آغاز عادت ماهانه (فاز فولیکولار)

در .افزایش می یابدLHدر خانمهاي یائسه به علت فقدان وجود اثر مهاري هورمونهاي استروئیدي مترشحه از تخمدان مقدار .گذاري (اوولاسیون) صورت می پذیرد
در .با اثر بر سلولهاي لایدیگ بیضه باعث تحریک ساخته شدن تستوسترون می شود که وجود تستوسترون براي عمل اسپرماتوژنز ضروري استLHآقایان هورمون 

، ولیه و ثانویه، آمنوره ادر خانمها جهت بررسی اختلالات عادت ماهانهLHسنجش .پایین بوده و تا قبل از سن بلوغ داراي تغییراتی نمی باشدLHاطفال میزان 
، ژنیکوماستیا جهت بررسی عملکرد غدد هیپوتالاموس و هیپوفیز ، هیپوگنادیسمدر آقایان در موارد ناباروريLHفزایش ناگهانی . اهیرسوتیزم و ویریلیزم بکار می رود

.حساسیت بسیار بالا دارا می باشدرا با اختصاصیت و LHکیت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون هورمون .حائز اهمیت می باشد

: اساس آزمایش

LHعلیه یک شاخص آنتی ژنیک مولکول ی یروش چاهکها توسط آنتی بادیهادر ایناساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشد.

به HRPمتصل به آنزیم LHآنتی بادي ثانویه ضد سپس.داده شده در ته چاهکها مجاور می شودنمونه بیماران با آنتی بادي پوشش .)Coatingپوشش داده میشوند (
محلول رنگزا که محتوي هیدروژن ،پس از شستشودر نمونه ها متناسب است.LHمقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت چاهکها اضافه می شود.

با افزودن محلول .چاهکها ریخته می شود که رنگ آبی پدیده آمده با کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها متناسب استداخل، کروموژن است) وH2O2پراکسید (
. نانومتر دارد450آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج رنگ، متوقف کننده

:محتویات کیت

LH(Antiشده با آنتی بادي ضد حاوي چاهکهاي پوشش دادهخانه 96پلیت )1 - LH Coated Plate).
.میلی لیتر (آماده مصرف)12: یک ویال حاوي )LH Enzyme Conjugateمحلول آنزیم کنژوگه ()2
Standardsسري استانداردها ()3 Set( 100و50، 25، 5/2،5، ویال استاندارد با غلظتهاي صفر6: شاملIU/L ازLHيشده بر مبناکالیبرهWHO 2nd IS

.میلی لیتر می باشند)1استانداردها حاويسایرمیلی لیتر و 2حاوي(استاندارد صفر 80/552
. میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویال1: یک ویال حاوي (Control Serum)سرم کنترل)4
Chromogen)محلول رنگزاي یک مرحله اي )5 - Substrate) :میلی لیتر (آماده مصرف)12حاويویال یک.
مقدار مورد نیاز را ،جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف.)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Solution)محلول شستشو)6
.یدیرقیق نما20/1ا آب مقطر به نسبت ب

.نرمال 1اسید کلریدریک میلی لیتر12ويحا: یک ویال )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)7
. برچسب مخصوص پلیت)8

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

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)630نانومتر (و در صورت امکان 450با طول موج ریدر الایزادستگاه )1
.میکرولیتر دقیق100و 50سمپلر هاي )2
.آب مقطر)3

: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

.شده استطراحیمحتویات این کیت براي مصرف در همین کیت )1
ید .یداري نمادمختلف جداً خوساختهاياز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره)2
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کنترل گردیده اند و فاقد این عوامل می باشندHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAgز نظر وجود کلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند ا)3
. دند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکه با کیت کار می کنیانکاربرجهت احتیاط بهتر است 

شرایط نگهداري : 

.یدیاري نمادرجه سانتی گراد نگهد8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در)1
.دییپلیت همراه با نمگیر نگهداري نماچاهکها را در کیسه مخصوص )2
.شده بر روي هر یک از آنها می باشدنوشتهپایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاي )3
مصرف می درجه سانتی گراد قابل نگهداري و 2– 8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

.باشد

:جمع آوري و آماده سازي نمونه

درجه سانتی گراد نگهداري شود ولی براي نگهداري بیش از 8تا 2سرم را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه می تواند براي مدت دو روز در دماي 
.درجه سانتی گراد استفاده گردد- 20مدت دو روز باید از دماي 

:توضیحات عمومی

. برسانیدقبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق)1
.محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرنده بهتر است ب) 2
.از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده کنید)3
.ها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشدپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهک)4
.   دنبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شو)5
.وسط چاهکها بریزیددر هنگام سمپلینگ تمام محلولها و نمونه ها را )6
ي مورد نیاز محلولهابنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و.زمان انکوباسیون مناسب می باشد، صول نتیجه مطلوبحاز مهمترین فاکتورها در ) 7

. ین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شود، این عمل با کاهش فاصله زمانی بمحلولهاي مورد نیاز را باز کنیدب را آماده نموده و در
.دقیقه بطول نیانجامد5از بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش 7به دلیل مشابه در بند )8

: مراحل انجام آزمایش

.پلیت قرار داده و درب آن را ببندیديیر درون کیسه مخصوص نگهدارچاهکها را به همراه نمگسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها)1
ن بصورت داپلیکیت استفاده شود بدیگردد که از استانداردها و نمونه ها یپیشنهاد م.، سرم کنترل و نمونه را داخل هر چاهک بریزیداز هر استانداردمیکرولیتر50) 2

.محاسبه نتایج استفاده کنیديآنها براياهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نورکه هر استاندارد و نمونه را در دو چیمعن
ثانیه تکان دهید تا محتویات آن به 15) را به هر چاهک اضافه نموده و پلیت را به آرامی به مدت Enzyme Conjugateمیکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه (100) 3

خوبی مخلوط شوند .
.یدیگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30ها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت درب چاهک)4
باید مواظب یکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو ميید (برایآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یمحتویات چاهکها را خال) 5

لیترمیکرو300در هر دفعه شستشو حدود .تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرددیبود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا م
شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات عملیاتيید و در انتهاینمایکاندن خالمحلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و ت

.خارج شوند)ییک پارچه یا کاغذ نمگیر بکوبید تا قطرات اضافي ملایم بر رو
Chromogenمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 6 - Substrateیدی) به هر چاهک اضافه نما.
.یدیانکوبه نمایه در درجه حرارت اتاق و در تاریکدقیق15چاهکها را به مدت ) 7
از دستگاه يسنجش جذب نوريبرا.دییرا متوقف نمایآنزیميبه هر چاهک ادامه واکنشها(Stop Solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100اضافه کردن با) 8

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630تر شود از فیلیید (توصیه میاستفاده نماnm450الایزاریدر با فیلتر 
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:محاسبه نتایج

میتوان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدر الایزااز هر دستگاه
.) بخوانیدnm630مقابل فیلتر رفرانس (و در صورت امکان در nm450در طول موج ریدر الایزاو نمونه ها را به کمک دستگاهجذب نوري استانداردها ) 1
) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور Point to Point(با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري) 2

، سپس نقاط بدست آمده را به یکدیگر وري را براي هر استاندارد بدست آورید) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نX) و غلظت آنها را روي محور افقی (Yعمودي (
.ید تا منحنی بدست آیدیوصل نما

د بطوریکه یی، سپس نقطه مذکور را توسط خطی به منحنی وصل نماپیدا کنیدمیانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن را) 3
بر محور افقی وارد کنید نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را عمود، خطی د و بعد از محل تلاقی خط و منحنیور عمودي کاملاً عمود باشاین خط بر مح

. نشان خواهد داد

.هاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نمایدجذب:توجه

: مقادیر مورد انتظار

ردد که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود قرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گه سرم افراد طبیعی که توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست آمده بدرLHمقادیر نرمال 
: را بدست آورد

:ییشاخصهاي اجرا

: حداقل مقدار قابل اندازه گیري)1

.  می باشدIU/L1قابل تشخیص در این کیت LH) حداقل غلظت SDبر اساس جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیار (

استانداردها 
IU/L

جذب نوري
0 026/0
5/2 315/0

5 521/0
25 604/1
50 189/2
100 609/2

میانگین رنج طبیعی 
(IU/L)

رنج طبیعی 
(IU/L)

6
34
7

11-1
80-10
14-1

:خانمهاي نرمال قبل از یائسگی
در فاز فولیکولار

عادت ماهانهدوره اواسطدر
فاز لوتئال در

24 44-1/8 خانمهاي یائسه
8/4 6/8-2/1 سال60مردان زیر 
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: دقت آزمایش)2

سري آزمایشات نمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از- ) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یکشخص ازاسی (همخوانی غلظت م-آزمایشهاي اینترا
:  آمده است2و 1انجام گردید که در جداول hLHسرم با غلظتهاي مختلف 3) با استفاده از مختلف

:اسی)-(اینترا1جدول شماره

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 

میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه
(IU/L)

SDCV
(%)

1107/54/07
2108/209/03/4
3107/548/39/6

.انجام شده استDuplicateتهر سري آزمایش بصور

:اوري آزمایشریک)3

:افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول زیر آمده استhLHسرم با غلظتهاي مشخص 4به hLHمقادیر معلومی از 

موجود در سرم hLHمقدار نمونه
(IU/L)

hLHمقدار افزوده شده 
(IU/L)

مقدار مورد انتظار
(IU/L)

مقدار بدست آمده
(IU/L)

ي رریکاو
(%)

11255/8894
112255/185/19105
11250313097
2295175/18109
22925272696
229505/3941104
34455/245/25104
344255/343396
344504749104
46255/3334101
462255/435/4195
462505658104

میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه
(IU/L)

SDCV
(%)

1241/63/09/4
2242215/4
324554/24/4
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:ودن آزمایشخطی ب)۴

ه در جدول زیر نتایج آن آورده تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد کhLHنمونه سرم با غظت مشخص از 6به کمک استاندارد صفر رقتهاي متوالی 
.ه استشد

:اختصاصیت آزمایش)5

hFSHی با غلظتهاي مختلف یاختصاصیت این آزمایش به کمک سرمها , hTSH وhCG جهت بررسی واکنشهاي متقاطع باhLHسی شد که نتایج آن در جدول برر
:زیر آمده است

hLHغلظت ظاهري غلظتنالیتآ
(IU/L)

hFSH
(IU/L)

500
250
100
50

1<

hTSH
(mIU/L)

500
250
100
50

1<

hCG
(IU/L)

100000
10000
1000
100

1<

:)Hook Effect(اثر هوك)٦

.) صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشدIU/L2500ین آنالیت (تا با غلظت بسیار بالا از ایجهت سرمهایhLHآزمایش 

Reference :

Wide L. Human pituitary gonadotropins. In : Loraine JA , Bell ET I eds, Hormone assays and their clinical application .
4th,Edinburgh , London and New York : Churchill Livingstone , 1976 : 78-140 .

موجود در سرم رقیق نشدهhLHمقدار نمونه
)IU/L(

(%)ریکاوري 

رقت 
2/1

رقت 
4/1

رقت
8/1

رقت
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92اردیبهشت –ش پنجم ویرای

شماتیکبصورتLHآزمایشانجامروش

LHچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي ضد
نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها

- - میکرولیتر50 استانداردها
- میکرولیتر50 - سرم کنترل

میکرولیتر50 - - نمونه
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 آنزیم کنژوگه

ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهک ها به خوبی مخلوط شوند و سپس 15پلیت را به ملایمت به مدت 
برچسب پلیت .نیدکدقیقه در دماي اتاق انکوبه 30. دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو.را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
نانومتر450طول موج درجذب نوري چاهکها را 

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت کنید630(و در صورت امکان 


