
 

 
   

 

 

 

 

 

 

 انسان سرم   در Free T3گیری هورمون اندازهکیت 
Free T3 ELISA Kit 96t  

Cat. No: 3034-96 / Rev: A1 (1402/09/25)    

 

 مقدمه: 

هورمون   (T3)یدوتیرونین  تری از  که  یکی  است  تیروئید  غده  های 

ترین پروتئین  اصلی .جریان داردهای حامل در خون  پروتئینتوسط  

هورمون، این  متصللوبوگ  حامل  تیشلین  به   (TBG)روکسین  ونده 

آزاد   بخش  پروتئین  T3است.  به  متصل  مسئول )غیر  حامل(  های 

می هورمون  این  بیولوژیکی  اعمال  پروتئینکلیه  غلظت  های باشد. 

تغییر  دچار  بارداری  دوران  جمله  از  متفاوتی  شرایط  در  حامل 

غلمی تغییر  با  تیروئید،  نرمال  عملکرد  هنگام  در    ظت شود. 

کند؛ در  نیز تغییر می (tT3)تام سرم  T3 امل، مقدارحهای تئینپرو

غلظت  حالی  می(fT3)آزاد    T3که  باقی  ثابت  مصرف  ،  ماند. 

رفتن قرص بالا  باعث  نیز  استروژن،  با  درمان  و  ضدبارداری  های 

 fT3که در این شرایط سطح  شوند؛ در حالیدر خون می    tT3سطح

گیری کمی  اندازه ت  کی  این اربردک  طهحیماند.  بدون تغییر باقی می

 آزاد در سرم انسان به روش الایزا است. یدوتیرونینتریغلظت 

 

 :آزمایش اصول

های سرم نمونه.  طراحی شده استرقابتی    زا یالااساس    این کیت بر

کالیبراتورها که حاوی   و    fT3و  همراه    کونژوگهریغآزاد  به  هستند 

fT3    کونژوگه با آنزیمHRP  وند. در این شیه ما ریختههک چاون  در

  تثبیت شده  fT3بادی ضد  ژن برای اتصال به آنتیصورت، دو آنتی

نمونه   fT3کنند و هر چه مقدار  چاهک با یکدیگر رقابت می   کفدر  

میزان   باشد،  آنتی  fT3بیشتر  به  کمتری  متصل  کونژوگه  بادی 

از شستشوی    شود.می محلول  با  ،  هاچاهک پس  کردن    ازرنگاضافه 

آنزبستر)سو سپس  (HRPیم  ای  متوقف  و  محصول    ،کننده محلول 

تولید در  می   نهایی  میزان    450  موجطولشود که  بیشترین  نانومتر 

  جذب   شدتنتیجه    درشده  تولید    رنگ  میزان  .را داردنوری  جذب  

 نسبت معکوس دارد. درنهایت موجود در نمونه fT3، با غلظت نوری

 گردد.محاسبه میارد انداستی منحن ها توسطنمونهدر  fT3غلظت 

 

 

 محتویات کیت:

 تثبیت شده.    T3بادی ضدتیحاوی آنتستی  96پلیت   (1

غلظتبویال  شش  :  (fT3 Cal A-F)کالیبراتورها    (2   مختلف   هایا 

 ها.درج شده بر روی لیبل ویال آن

ویال    یک:  (fT3 Enzyme Conjugate)کونژوگه آنزیمی  محلول    (3

 .  تریلیمیلی 11

شمحل  (4  20ویال  یک:  (Wash Solution-50X)و  ستشول 

 لیتری.میلی

رنگ  (5   6/ 5ویال    یک:  A   (Substrate Solution A)زامحلول 

 لیتری.میلی

رنگ  (6  6/ 5ویال    یک:  B (Substrate Solution B)زا  محلول 

 لیتری.میلی

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

 یتری.لمیلی

 .لیترییلی م 0/ 5یال)های( : و(fT3 Control)کنترل  لول( مح8

 : یک ورق.پلیت.چسب مخصوص رب (9

محلول  :1توجه دمای  کلیه  در  سانتی  8تا    2ها  نگهدرجه  داری  گراد 

متوقف محلول  است.  کشوند.  نگهداری  قابل  نیز  اتاق  دمای  در  ننده 

مم تولید،  سری  هر  در  کالیبراتورها  باشد  غلظت  متفاوت  است  و کن 

مقادیر  م با  لیب  نوشته طابق  روی  بر  ویالشده  گهل  و  آنالیز    واهیا 

 باشد.می (COA)ل حصوم

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

 

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

دستگا1 خوانش(  فیلتر  ه  دارای  پلیت  )فیلتر    نانومتر  630و    450گر 

 .  (مرجع

 ره.الیب( سمپلر ک2

 ( آب مقطر دیونیزه.3

 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

استفاده  1 برای  کیت  این  محتویات  همین  (  تدر  گردیده    عبیهکیت 

مشلذ  ست؛ ا استفاده  از  با سایر کیتا  یا شماره ترک  و  های ساخت ها 

 دداری کنید.دیگر جداً خو

پایدا ( کلیه محلول2 انقضاء کیت  تا زمان  از محلولر هسها   هاییتند. 

 ه است استفاده نکنید.ها گذشتن که تاریخ انقضاء آ

 د.نرنگی قرار ر مستقیمها در معرض نو( توجه فرمایید محلول3

محتو4 کیت(  بودن    یات  منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  ، HBs Agبا 

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

عوامل   تمام  بیماریعفونبودن  با  ی  روشاستزا  از  متفاده  داول  های 

امکان  احتمالآزمایشگاهی  گرفتن  نظر  در  با  بنابراین،  نیست.   پذیر 

و محتوییازری بیما  آلودگی  باید  کیتات  ی  آزمایش  مراحل  تمام   ،

 های ایمنی انجام شود.مطابق با دستورالعمل

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

سایر نقاط    ات آن بر روی صورت یات فرمایید که محتویدق  کار با کیت

  جلوگیری  جداً  مخاط  ان و سایربدن ریخته نشود. از تماس مواد با ده

  ید.کن

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

پسماندهابه  دیاب شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  بامطابو    در    ق 

 گردند.امحاء  یعفون یدهاماندفع پس الزامات

 

 سازی و نگهداری نمونه: آوری، آماده جمع

ناشتا بودن فرد  د.  کنیاده  فتسم اسر  یاهنمونه  زابرای این آزمایش    (1

گذار خواهد دست آمده تأثیرگیری در درستی نتایج بههنگام نمونه  به

استاندا  بود. از تکنیک  با استفاده   گیری سیاهرگیونرد خنمونه خون 

دقیقه( از   60تا    30ه شدن کامل خون )ز لختیه شود و سرم بعد اته

حتسلول شود.  جدا  خونی  الامکانهای  ن  ی   ، کیکتریا   یاهمونهاز 

   .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل

بنمونهظرف  درب    (2 بسته  کاملاً  باید  نمونهها  تا  اشد.  در    5ها  روز 

سانتی  8تا    2مای  د حد  گراددرجه  تا  و  در  ام  یکاکثر    -20دمای  ه 

از منجمد و ذوب  درجه سانتی قابل نگهداری و استفاده هستند.  گراد 

 .داری کنیددها خور نمونهکردن مکر
 

 ها:زی و نگهداری معرف ساهآماد

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

و  فه قطر دیونیزه اضاآب ملیتر میلی  980را به  (50X)محلول شستشو 

گراد نگهداری کنید. درجه سانتی  8تا    2سازی در دمای  آماده   پس از

 37  ماریدر بن    ار ، آنوش در محلول شست  در صورت مشاهده رسوب

سانتی مشاهده  درجه  صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  قرار  گراد 

 .ر محلول شستشو، از مصرف آن خودداری کنیدکدورت د
 هایرا با حجم   Bو    Aی رنگزا  هاللوحمول رنگزا:  محل  سازی ( آماده 2

( )به1:1مساوی  کنید  مخلوط  تهیه  (  برای  مثال،  لیتر  میلی  2عنوان 

 لیتر میلی 1را به  Aیتر از محلول رنگزا لمیلی 1مصرف،  آماده  ولحلم

رنگزا   کن  Bاز محلول  به اضافه  و  و   در  دقیقه  10مدت  ید(  اتاق   دمای 

انکوبه   مشاهدکنیدتاریکی  صورت  در  ر.  در  ه  کدورت  یا  و  آبی  نگ 

 محلول رنگزا، از مصرف آن خودداری فرمایید.

 
 
 
 

 روش انجام آزمایش:  

ها به  و نمونه  تی که تمام اجزاء ک  دیوش  نئمطم  شیماآزل از شروع  بق

)  یدما سانت  28تا    22اتاق  کالاندده یرس  ( گرادیدرجه  ، هابراتوری. 

 .دیکن کنواختی یرامدن به آسر و ته کر بار 5را با  هانمونهو  هاکنترل

تعداد چاهک 1 ن  یها (  آزما  یبرا  ازیمورد  بردار   شیانجام  بق  دیرا   هیو 

درب   د،یقرار ده  یومینیآلوم   سهیک  رد  ریگبتوطهمراه رها را بهچاهک 

 .دیینما ینگهدار گرادیدرجه سانت 8تا  2 یآن را بسته و در دما

کالی  50  حجم  (2 از  کنترلورهابراتمیکرولیتر  در را  ها  ونهمنیا  و    ، 

است  چاهک  بهتر  بریزید.  نظر  مورد  یا    ازهای  نمونه  به    کالیبراتورهر 

 ریخته شود. هادر چاهک  کیت()دوپلیصورت دوتایی 

کونژوگه آنزیمی به هر چاهک اضافه    محلول  میکرولیتر  100  حجم  (3

 د.ان دهیثانیه بر روی میز تک 30آرامی به مدت کنید و پلیت را به

رهکچا  (4 برچسب ها  با  به  ا  و  بپوشانید  پلیت    60  مدتمخصوص 

 .دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید

را باهکمحتویات چا  (5 یا    ها  پلیت  یراسیون تخلیه  آسپوارونه کردن 

چاهک  سپس  را  کنید.  با    3ها  مرتبه  هر  و  میکرولیتر    300مرتبه 

شستشومحلو آماده آماده    یل  )بخش  مطالعه معرف سازی  شده  را  ها 

شستشو    بفرمایید( اگر  می  صورتبهبشویید.  انجام  در  دستی  شود 

شستشو   روی  یآرامبهانتهای  بر  را  رطو  پلیت  بزنید.بتدستمال    گیر 

فیلم  ها، مطابق با  نجام شستشوی مناسب و استاندارد چاهک ر امنظوبه

 اقدام نمایید. 1یت شرکت ساقرار داده شده در وب

آماده آماده  رنگزای  از    تر یکرولی م  100  حجم  (6 )بخش    سازی شده 

را    ت یلپ  وبریزید   هاتمام چاهک درون    بفرمایید(    مطالعه    را    ها  معرف

ادن از تکان د.  دییکوبه نماان  ی کیاتاق و تار  یدر دما   قهیقد  15مدت  به

 .دیکن یمرحله خوددار نیدر ا تیپل

بالاترجهتو اگر  کال  زانیم   نی:  آمد،  به  2از  کمتر    براتوریجذب  دست 

انکوباس  دیتوانیم ر  ونیزمان  را بهمحلول    شیافزا  قهیدق  10مدت  نگزا 

 .دیده

متوقف  تر یکرولیم   50  حجم  (7 محلول  کلاز  به  واکنش    ه یکننده 

  د یتکان ده  یآرامبه  هیثان  20دت  مرا به  تیو پل  دیفه کنها اضاچاهک 

 شود. لی آن به زرد تبد یرنگ آب مامتا ت

حداکثر تا نانومتر    450  موجرا برای هر چاهک در طول مقدار جذب    (8

س  انر)از طول موج رفخوانید  ب  متوقف کردن واکنشدقیقه بعد از    15

کنید(.  630تا    620 استفاده  این  نانومتر  غلظت آزم  در  محاسبه  ایش 

در صورت استفاده   ؛تاس  قابل اجرا  Point to Point و    4PL  روشبه

روش   کالیبراتور    4PLاز  )به  Aغلظت  کوچک  عددی  مثارا  ل  عنوان 

pg/mL 0.01) گیرد.ب در نظر  
 

1. http://www.samantajhiz.com/Support.aspx 
 

http://www.samantajhiz.com/Support.aspx


 

 
   

  عنوان نمونه در زیر ورهای این کیت بهکالیبرات  مودارو ن  ذبج  میزان
 .آورده شده است

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 الایزا به روش  fT3مورد انتظار برای تست  مقادیر

 

تولید را به کننده کیت شرکت  این تست  برای  انتظار  ، مقادیر مورد 

باید  لیتادیر برای هر آنقاقرار زیر مشخص کرده است. اگرچه، این م 

 گردد. تعیینیشگاه ماآزط توس

 

 های کنترل کیفی پارامتر
 

 (Within-Run)دور درون آزمون دقت-( بررسی دقت1

درون  حاصلدودقت  نتایج  پذیری  تکرار  ارزیابی  با  نمونه    ر  سه  از 

ر بار تکرار برای ه  20کاری )وبتهای متفاوت در یک نسرم با غلظت

 است. CV˂10%مایش آزین ذیرش در اپ یارع( بررسی شد. م نهنمو

 

 

 

 
 
 

 
 

 

 (Between-Run)دور آزمون دقت بین-( بررسی دقت2
حاصل از سه نمونه سرم   ذیری نتایجی تجدید پدور با ارزیابدقت بین

)نوبت  4تفاوت در  های مبا غلظت ن  5کاری  برای هر  تکرار  مونه  بار 

نوبت هر  شدر  انجام  معیکاری(  این   ارد.  در  ش مایآز  پذیرش 

CV˂10% است. 

 

 

 

 
 (Recovery)بازیابی ون آزم-یدرست یبررس( 3

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

ترکیب سطح    گردید  یکدیگر  ترک  fT3و  بهدر  آمده  یب  دست 

آزمایشاندازه  این  در  پذیرش  معیار  شد.   Bias˂10%  ،گیری 

 .ستامورد انتظار ه نسبت به نتیج

 

 

 
 

 
 (Linearity) آزمون خطی بودن-یرسی درستبر( 4

غلظت   تست،  این  رقت  fT3در  برای  در  سرم  نمونه  مختلف  های 

بودنتعی خطی  ان  ین  شد.دازه کیت  ا  رشیپذ  اریمع  گیری   ن یدر 

 است. Bias˂10% شی ماآز

 

 

 
 
 
 

   (Sensitivity)( بررسی حساسیت 5

 Limitو  Limit of Detection  (LOD)س  حساسیت کیت بر اسا

of Blank (LOB)  با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد و برابر با 

pg/mL 835 /0 ن گردیدی عیت. 
 

s+ 1.645 SD D = LOBLO 

b+ 1.645 SDb anLOB = Me 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 
 

 
 
 

 

 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی6

آزمایا  ویژگی کردبش  ین  اضافه  مواد  های  لظت غ  نا  از  مختلفی 

گرفت.  ندرم قرار  سنجش  مورد  سرم،  نمونه  به  زیر  جدول  در  ج 

اند با  متقاطع  بی گیری  ازه واکنش  به  نسبت  شده  اضافه  ماده  دوز  ن 

معیار   د نیاز برای ایجاد همان مقدار جذب ارزیابی شد.مور   fT3دوز  

نوع   به  )بسته  متقاطع  واکنش  مآنپذیرش  و  شده(   هادالیت    اضافه 

آنالیرب اضافه شده    100±10ت در محدوده  ای  برای ماده  درصد و 

 درصد است. 25حداکثر تا 

 

 

 

 

 

 

 
 (Stability)ایداری( بررسی پ7

Accelerated Stability Test  4: بررسی پایداری کیت به مدت  

 گراد. درجه سانتی 37هفته در دمای 

In Use Stability Test  بررسی پایداری کیت پس از باز کردن :

 گراد.درجه سانتی 4هفته در دمای  8ها، به مدت درب محلول

Shelf Stability Test  پایداری   2عدد کیت به مدت    8: بررسی 

صورت هر سه  گراد و ارزیابی نتایج بهدرجه سانتی  4ل در دمای  سا

 باشد. ماه یک بار می

دهد که کیت مورد نظر  مطالعات مختلف بررسی پایداری نشان می

زمان  مشخص هادر  است.ی  پایدار  در    شده  پذیرش  معیار 

تعیینآزمایش  به  مربوط  از  های  کمتر  نتایج  تغییر   20  پایداری، 

 درصد است. 
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خواهشمنوصر  د مشکل،  هرگونه  بروز  شماره رت  با  است  های  د 

 تماس بگیرید. درج بر روی جعبه )بخش پشتیبانی(من

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 2.451 

2.475 0 
B1 2.499 

Cal. B 
C1 1.821 

1.845 1.8 
D1 1.869 

Cal. C 
E1 1.398 

1.415 3.3 
F1 1.432 

Cal. D 
G1 0.914 

0.944 5.7 
H1 0.974 

Cal. E 
A2 0.597 

0.610 8.6 
B2 0.623 

Cal. F 
C2 0.329 

0.340 18 
D2 0.351 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT3 )pg/mL) 1.96 7.34 12.52 

SD (pg/mL) 0.11 0.37 0.55 

CV (%) 5.6 5 4.4 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean fT3 )pg/mL) 2.44 6.8 13.76 

SD (pg/mL) 0.13 0.31 0.61 

CV (%) 5.3 4.6 4.4 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

Added 
(pg/mL) 

Exp. 
(pg/mL) 

Obs. 
(pg/mL) 

% Rec. 

1 1.81 7.35 4.58 4.30 93.8 

2 2.92 5.70 4.31 4.51 104.6 

3 5.45 9.52 7.48 7.74 103.5 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

1/2 1/4 1/8 

% Bias  

1 7.01 -1.7 3.2 -2 

2 8.11 0.1 -1.2 -0.7 

3 10.21 0.4 -3.7 -3.4 

 

Analyte 
Cross 

Reactivity 
Concentration 

Levo-Triiodothyronine 
Levo-Thyroxine 
Iodothyrosine 

Diiodothyrosine 
Diiodothyronine 
Phenylbutazone 

Sodium salicylate 

1 
<0.0002 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

 
10 µg/mL 
10 µg/mL 
10µg/mL 
10µg/mL 
10µg/mL 
10µg/mL 

 

Normal Range (pg/mL) 

1.4 – 4.2 Adult 

1.8 – 4.2 Pregnancy 

 


