
 

 

 

 
   

 

  انسان سرم  در AFPگیری اندازهکیت 

AFP ELISA Kit 96t  
 Cat. No: 1124-96 / Rev: A3 (1402/09/22) 

 
 مقدمه: 

فیتوپروتئین     70  تقريبي  مولكولي   جرم  با  گلیكوپروتئیني  (AFP)آلفا 

 کبد   زرده،  کیسه  توسط  جنیني  دوران  در  معمولاًکه    است  دالتونکیلو

يک    AFP  .شودمي  ساخته  گوارش  هاگدست  توسط  کمتر  هايغلظتبا    و

کارسینوماي  درمان  پیگیري  و  تشخیص  جهت  مهم  تومورمارکر 

وهپاتوسلولار   يافته    است  افزايش  بیماري   آنمقادير  نظیر در  هايي 

سطح  شود.  هاي کیسه زرده مشاهده ميسلول  هپاتوماي اولیه و تومور

در سه ماهه  و  دبياهاي باردار نیز افزايش مياين پروتئین در سرم خانم

بیشتر به  بارداري  مييسوم  حد  کاربرد    رسد.ن  کیحیطه  ،  تاين 

 در نمونه سرم انسان به روش الايزا است. AFPگیري کمي سطح اندازه 

 

 اصول آزمایش:

است.  آزمايش  اين شده  طراحي  ساندويچ  الايزاي  اساس    بر 

ايمنيحرکتبي کمپلكس    استرپتاویدین   بین  واکنش  توسط  سازي 

  AFP  ضد  مونوکلونالبیوتینیله    باديآنتي  و  چاهک  کف  در  ه دش  تبیتث

گرفتن  .  گیردمي  صورت قرار  معرض    ژنآنتي  حاوي  سرم با  در 

 بین  واکنش  ،(HRP)  آنزيم  به  متصل  باديآنتيو    بیوتینیله  باديآنتي

 و  گیردمي  صورت  رقابتي  هیچ  بدون  هاباديآنتي  و  ژنآنتي

 تعادل  به  از  پس.  دنشومي  لمتص  هکچا   کف  به  ايمني  هايکمپلكس

  رنگزا محلول    افزودن  با  ها،چاهک  شستشوي  و  واکنش  رسیدن

محصول نهايي   ،کننده محلول متوقفسپس و   (HRP  ميآنز يسوبسترا)

مي طولتولید  در  را  نوري  بیشترين جذب  که  نانومتر    450موج  شود 

  ظت غل  بانوري    جذب  شدت  نتیجه  در  و  شده   ايجاد  رنگ  میزان دارد.

AFP  غلظت  نهايت  در.  دارد  مستقیم  ارتباط  مرس  AFP  کمک   به  سرم  

 .گرددمي محاسبه استاندارد منحني

 

 محتویات کیت:

   .تثبیت شده  استرپتاويدين  حاوي يتست 96  تیپلكرویم (1

با غلظت(AFP Cal A-F)  کالیبراتور  (2 ويال  ،  25،  5،  0  هاي : شش 

 .سرم انسان ازشده  ه یته ،ng/mL 500و  250، 50

 يک:  (AFP Enzyme Conjugate)  آنزيمي  کونژوگه محلول    (3

ب  يباديآنت  يحاو  يتریليلیم  11  اليو به  بادي آنتيو    نی وتیمتصل 

  .HRP ميمتصل به آنز

شستشو  (4   20  اليو  يک:  (Wash Solution-50X)  محلول 

 .يتریليلیم

 6/ 5  اليو  يک:  A  (Substrate Solution A)  رنگزامحلول    (5

 .يتریليلیم

  6/ 5  اليو  يک:  B  (Substrate Solution B)  رنگزامحلول    (6

 .يتریليلیم

متوقف  (7  12  اليويک  :  (Stop Solution)  کننده محلول 

 .يتریليلیم

   .لیتريمیلي 0/ 5 )هاي(: ويال(AFP Control) محلول کنترل (8

 ورق. يک :تیص پلچسب مخصوبر (9

درلومحل  تمام:  1  توجه سان  8تا    2  يدما  ها    ي نگهدار  گراديتدرجه 

 است. يقابل نگهدار  زیاتاق ن يکننده در دماشوند. محلول متوقف

 درج گرديده است. COAمقادير کنترل)ها( در  :2 توجه
 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

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

 .  جع(مر

 .کالیبره ( سمپلر 2

 آب مقطر ديونیزه. (3
 

 تیاط در استفاده از کیت: حا

هم  يبرا  تیک  نيا  اتيمحتو  (1 در    دهيگرد  هیتعب  تیک  نیاستفاده 

از  است؛ سا  لذا  با  مشترک  ساخت   يهاشماره   اي  و  هاتیک  رياستفاده 

 .ديینما  يخوددار  جداً گريد

انقضاء محلولکلیه    (2 تا زمان  پايدا  ها  ار هستکیت    هايي ولز محلند. 

 د.شته است استفاده نكنیذگها ريخ انقضاء آن اتکه 

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضها در متوجه فرمايید محلول (3

بودن    (4 منفي  نظر  از  انساني  منشاء  با  کیت  ، HBsAgمحتويات 

HIV1/2    وHCV   منفي  ي در مورد  ولي تشخیص قطع  اند؛بررسي شده

عتمابودن   عفم  بوامل  استفا ب  زایماري وني  ادا  متداول  وشر  زه  هاي 

امكان امآز نیستيشگاهي  بنابراين پذير  احتمال    ،.  گرفتن  نظر  در  با 

بیماري آلودگي   بايد  زايي  و  آزمايش  مراحل  تمام  کیت،  محتويات 

 د.نهاي ايمني انجام شودستورالعمل مطابق با

ام هنگ  رد  .است  يامدر هنگام کار الز  نکیو عاستفاده از دستكش    (5

نقاط   ريسا  ايصورت    ر رويب  آن  اتيکه محتو  دیيافرم  دقت   تیکار با  ک

جلوگیري    مخاط جداً  ريبا دهان و سامواد  از تماس    ريخته نشود.بدن  

 .  نمايید

ب(  6 استفاده شده   و سر سمپلرهاي  هاچاهک ،  اهکنترل  ماران،ینمونه 

پسماندبه   ديبا گرفته    يعفون  يهاعنوان  نظر    بابق  مطاو    شونددر 

 .گردندامحاء  يعفون يدهانپسما فعد الزامات

 

 :  نمونهو نگهداری  سازی آماده ،آوریجمع

است.  (1 سرم  آزمايش  اين  براي  مناسب  به   نمونه  فرد  بودن    ناشتا 

دست آمده تأثیرگذار خواهد بود. گیري در درستي نتايج بههنگام نمونه 

ه ي تهییاهرگیري سگدارد خونتكنیک استاناستفاده از    نمونه خون با

و کاد  بع  سرم   شود  شدن  لخته  )  لماز  از    60تا    30خون  دقیقه( 

الامكان  سلول حتي  شود.  جدا  خوني  نمونههاي    ک، يكتريا  يهااز 

     .دیاستفاده نكن زیهمولو  کیمیپل

بیوتین  2 از  بالايي  دوز  که  افرادي  در   )(˃5 mg/day)   دريافت را 

وز دآخرين    ريافتاز د  عت پسسا  8حداقل  گیري بايد  کنند، نمونهمي

 ن انجام شود.تیویب

بانمونه  ظرف  درب  (3 باشد  کاملاً  دي ها  در   5تا    هانمونه  .بسته    روز 

جه  رد -20 يماه در دما 1گراد و حد اکثر تا يدرجه سانت 8تا  2 دماي

ذوب کردن   از منجمد و  .قابل نگهداري و استفاده هستندگراد  يسانت

 نید.خودداري ک هامكرر نمونه

 

 ها: معرف ارید و نگهی سازآماده

آماده 1 شستشو:   ازي س(  محلول  نگهداري  از میلي  20حجم    و  لیتر 

لیتر آب مقطر ديونیزه اضافه و  میلي 980را به  (50X)محلول شستشو 

گراد نگهداري کنید. درجه سانتي  8تا    2سازي در دماي  پس از آماده 

  37ماري    بن   در  را   آنشستشو،  ت مشاهده رسوب در محلول  در صور

تا  يانتسدرجه   دهید  قرار  مشاهده   برسوگراد  صورت  در  شود.  حل 

 کدورت در محلول شستشو، از مصرف آن خودداري کنید.

هاي را با حجم  Bو    A  ينگزاهاي رمحلولسازي محلول رنگزا:  ( آماده 2

( )به1:1مساوي  کنید  مخلوط  مثال، (  تهیه    عنوان  لیتر  میلي  2براي 

 تر یلليمی 1را به  A ل رنگزاولح م یتر ازلمیلي 1 ، فه مصرمحلول آماد

رنگزا   به  Bاز محلول  و  کنید(  و   10مدت  اضافه  اتاق  دماي  در  دقیقه 

در   کدورت  يا  و  آبي  رنگ  مشاهده  صورت  در  کنید.  انكوبه  تاريكي 

 محلول رنگزا، از مصرف آن خودداري فرمايید.

 
 مایش:  جام آزروش ان

ها به  ونهنمو    کیتء  م اجزاکه تماشويد  طمئن  ع آزمايش مقبل از شرو

سانتي  28تا    22)  قااتدماي   رسیده درجه  کالیبراتورگراد(  ،  هااند. 

 آرامي يكنواخت کنید.بار سر و ته کردن به 5را با ها ها و کنترلنمونه

ن  يهاچاهک  تعداد  (1 بردا  انجام  يبرا  ازیمورد  را  بقريد  تست    ه یو 

رطوبتمهرا  ها  چاهک  ک  ریگراه  درب   دهید،  رقرا  يومینیم آلو  سهیدر 

  .  نمايید يدارگراد نگهيه سانتدرج 8تا  2 يو در دما هستآن را ب

کنترل    هانمونه،  هاکالیبراتور  از  تریكرولیم  25  حجم  (2 در  را  و 

بر  يها چاهک  نظر  نمونهديزيمورد  هر  از  که  است  بهتر  و.  کنترل    ا ي  ، 

 .شود ختهيها ردر چاهک یكیت()دوپليي تادوصورت به کالیبراتور

ه به هر چاهک اضاف  يميآنز   محلول کونژوگه  تریكرولیم  100  حجم  (3

 .دیتكان ده يآرامبه زیسطح م  يرو هیثان 30مدت هبرا   تیپلو  دیکن

با  چاهک  (4 را  پلبرها  مخصوص  به  دیبپوشان  ت یچسب    60مدت  و 

 .ديیاتاق انكوبه نما يدر دما قهیدق

وارونه کردن  چاهک  اتيمحتو  (5 با  .  دیکنتخلیه    سیوناريا آسپیها را 

چاهک رسپس  با  مرتبه    3ا  ها  مرتبه  هر  حلول  م  تر یكرولیم  300و 

آماده )ده  شآماده    تشوشس معرفسابخش  مطازي  را  بفرمايیدها    (لعه 

شستشو   يشود در انتهايانجام م  يصورت دستشستشو به  . اگرديیبشو

رو  تیپل  يآرامبه بر  رطوبت  يرا  انجام  مبه  .دیبزن  ریگدستمال  نظور 

ق با فیلم قرار داده شده ها، مطابشوي مناسب و استاندارد چاهک شست

 نمايید. اقدام 1رکتسايت شدر وب

م  تریكرولیم  100  حجم  (6 مصرف  يرنگزا حلول  از  بخش )  آماده 

و    دي زيها بردرون تمام چاهک   (ها را مطالعه بفرمايیدسازي معرفآماده 

از تكان   .دیانكوبه کن يكيتاق و تارا يدر دما قه یدق 15مدت را به پلیت

 ن مرحله خودداري کنید.دادن پلیت در اي

باتوجه:   نور  زانی م  ن يلاتراگر  از    براتوریکال  يجذب  ست  دبه  2کمتر 

انكوباستوانید  مي،  آمد به  رنگزامحلول    ونیزمان    قه یدق  10مدت  را 

 .دیده شيافزا

 
 

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

 

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


 

 

 

 
   

 ها اضافهچاهک   تمامبه    کننده محلول متوقف  تر یكرولی م  50  حجم  (7

 يمام رنگ آبت تا    دیتكان ده  يامآربه  هیانث  20دت  مبهو پلیت را    دیکن

 شود. ليزرد تبده آن ب

نومتر با  نا  450موج  هر چاهک در طول  يرا برا  نوري  مقدار جذب  (8 

متوقف    بعد از  قه یدق  15حداکثر تا    Point to Pointاستفاده از متد  

واکنش نانومتر    630ا  ت  620  رفرانس  موجطولاز  )  دیبخوان  کردن 

عنوان  به  تیک  نيا  الیبراتورهايک  و نمودار  بیزان جذم   .(دیاستفاده کن

 آورده شده است. ريه در زوننم

 

 

 

 

 

 
 

 

 

  

 

 
 
 
 

 

 

 

 AFPالایزای   ای تستبر نتظارا مقادیر مورد 
 

را به  آزمايشمقادير مورد انتظار براي اين    ،کیت   ه ندکنتولیدشرکت  

زير مشخ مقادير  رچه،اگ ص کرده است.  قرار  ورد مآنالیت    براي  اين 

 تعیین گردد.   ايشگاه آزم طتوسبايد  نظر

 

 

 

 

 

 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

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

تكرار  دوردرون  تدق ارزيابي  نمونه  پذبا  سه  از  نتايج حاصل  يري 

بار تكرار براي    20کاري )بتدر يک نوهاي متفاوت  با غلظتسرم  

بررسي نمونه(  پذيرشم  شد.  هر  آزمايش    در  عیار  اين 

CV˂21.78% .است 

 

 
 

 
                          

 (Between Run)دور بین آزمون دقت-دقتبررسی ( 2

ب تجديدپذير  دوریندقت  ارزيابي  از    يبا  حاصل  نمونه  نتايج  سه 

كرار براي هر  بار ت  5ري ) کانوبت  4در    هاي متفاوتسرم با غلظت

زمايش  ن آار پذيرش در ايعیم  انجام شد.کاري(  نمونه در هر نوبت

CV˂21.78% ت.سا 
 
 
 
 

 
 

 (Recovery) بازیابی آزمون  - یدرست ی( بررس3

اين   ازاءياآزمدر  به  آزمون  ش  سرم  ،هر  نمونه    نسبت ه  ب  دو 

  AFPغلظت    ،عنوان يک نمونهو به  مساوي با يكديگر ترکیب شد

سنجش   آن  آزما  د.يگرددر  اين  در  پذيرش   ،يشمعیار 

Bias˂11.22% است نتظارد ات به نتیجه مورسبن. 
 

 

 

 
 

  (Linearity) آزمون خطی بودن -یتسدر( بررسی 4

براي    نه سرم ومختلف نمهاي  رقت  رد  AFPغلظت  در اين تست  

اندازه عت کیت  بودن  شیین خطي  ا  رشيپذ  اریمع   د.گیري    ن يدر 

 است. Bias˂11.22% شي آزما

 

 

 

 (Cross Reactivity)متقاطعواکنش آزمون  -( بررسی ویژگی5

آزما  ژگيوي ااين  کمک  به  غلظتضيش  کردن  مواد  افه  از  مختلفي  هاي 

اطع متق  واکنش  .تابي شده اس يارز  ،سرم  يهانمونهبه    مندرج در جدول زير

اندازه  مقداربا  بین  نسبت  شده ماده    گیري  نیازم  AFP  مقداربه    اضافه   ورد 

جذببر مقدار  همان  ايجاد  اشد  بررسي  ،اي  پ.  سته  واکنش  ذيمعیار  رش 

)متقاط نع  به  وبسته  آنالیت  محدوده    وع  در  آنالیت  براي  شده(  اضافه  ماده 

 درصد است. 25داکثر تا حافه شده ضاه درصد و براي ماد 100±10

 

 

 

 

 

 

 

 
     *ND: Not Detectable 

  (Sensitivity) ( بررسی حساسیت6

بر کیت   Limit ofو  Limit of Detection  (LOD)س  اساحساسیت 

Blank (LOB) با و برابر  شد مول زير محاسبه رستفاده از فبا اng/mL 5 /0  

 .تعیین گرديد
LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (Hook Effect) هوک بررسی اثر  ( 7

  مشاهده نشد. د و اثر هوکبررسي گردي ng/mL 10000تا  AFP غلظت
 

 (Stability) ایداریبررسی پ ( 8

Accelerated Stability Test  :هفته در    4به مدت    تیکرسي پايداري  بر

  .گراديانتسدرجه  37 يدما

In Use Stability Test  :کرد  تیکپايداري    يبررس باز  از  در پس   ب ن 

  .گراديدرجه سانت 4 يهفته در دما 8مدت به  هامحلول

Shelf Stability Test  :  در   سال  2به مدت    تیکد  عد  8بررسي پايداري

سه ماه    هرصورت   ارزيابي نتايج بهو    شد  قرار داده گراد  ي انتسدرجه   4  يدما

  .باشدمي  بار کي

 

بررسلتمخمطالعات   م  يدارياپ  ي ف  ک  دهدينشان    مورد   ت یکه 

در   در   رشيپذ  اریمع  .است   داريپاشده    صمشخ  يهازماننظر 

ب  يهاش ي آزما تع مربوط    20  ازکمتر    نتايج  تغییر   ،يداريپا  نییه 

 .استدرصد 
 

 هاالاکه در برچسب اده شدعلائم استف
 

 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 

 

:secneeferR 
1. McPherson R, Pincus M. Henry’s Clinical 
Diagnosis and Management by Laboratory 
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2. Pagana KD. Mosby's manual of diagnostic and 
laboratory tests. Elsevier Health Sciences; 2013. 
3. Tietz. Reference information for the clinical 
laboratory. Hn Textbook of clinical chemistry. 
Burtis, CA, Ashwood, RA, WB, Saunders. 
Philadelphia; 1999. 

ه بروز  صورت  شماره در  با  است  خواهشمند  مشكل  هاي رگونه 

 تماس بگیريد. (بخش پشتیباني)رج بر روي جعبه مند

Calibrator 
Well 

OD 
Mean Conc. 

Number OD (ng/mL) 

Cal. A 
A1 0.051 

0.049 0 
B1 0.048 

Cal. B 
C1 0.101 

0.101 5 
D1 0.102 

Cal. C 
E1 0.246 

0.255 25 
F1 0.265 

Cal. D 
G1 0.444 

0.446 50 
H1 0.448 

Cal. E 
A2 1.509 

1.541 250 
B2 1.573 

Cal. F 
C2 2.755 

2.691 500 
D2 2.627 

 

    Normal Range (ng/mL)  

Male and Female < 8.5     

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean AFP (ng/mL) 2.92 10.31 25.91 

SD (ng/mL) 0.18 0.47 1.0 

CV (%) 6.2 4.6 3.9 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean AFP (ng/mL) 3.56 8.27 22.81 

SD (ng/mL) 0.21 0.45 0.80 

CV (%) 5.9 5.4 3.5 

 

No. 
Sample Added Exp. Obs. 

% Rec. 
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) 

1 2.4 18.2 10.3 10.7 103.9 

2 5.7 13.9 9.8 9.6 98.0 

3 11.6 31.4 21.5 20.5 95.3 

 

No 
Sample 
(ng/mL)  

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

% Bias    

1 8.31 0.8 -1.7 2.8 3.8 

2 19.2 -1.2 -2.0 -3.1 -3.4 

3 26.1 -1.7 -1.5 -2.2 -2.6 

 

Analyte 
Cross  

Concentration 
Reactivity 

Acetylsalicylic  Acid ND* 100µg/mL 
Amethopterin ND 100µg/mL 
Ascorbic Acid ND 100µg/mL 

Atropine ND 100µg/mL 
Caffeine ND 100µg/mL 

CEA ND 10µg/mL 
PSA ND 1.0µg/mL 

CA-125 ND 10.000 U/mL 
hCG ND 1000 IU/mL 
hLH ND 10 IU/mL 

hTSH ND 100 mIU/mL 
hPRL ND 100 µg/mL 

 


