
 

 
   

 

 

 

 
 

 سرم  در LH گیری هورمون اندازهکیت 

LH ELISA Kit 96t   
Cat. No: 0234-96 / Rev: B1 (1403/03/05) 

 

 مقدمه: 

گل  کیLH   هورمون توسط    ین یپروتئکویهورمون  که  است 

قدامگنادوتروپ  لوب  در  ه  ی ها  م  ز یپوف یغده  ترشح  و    شود.یسنتز 

آلفا و بتا    دحاو  ریزاز دو    hCGو    FSH  ،TSHهمانند    این هورمون

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

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

  فا یا  هورموناین    کیولوژیرا در عملکرد ب  یو نقش اصل  استمتفاوت  

بررس  LHهورمون    یریگاندازه   اهمیت.  نمایدیم   میتنظو    یدر 

ه  قیطر ز  اافراد    یبارور جنس  -زیپوفیه  -پوتالاموسیمحور   یغدد 

است  یخوببه شده  کودک  LHهورمون    زانیم.  مشخص  زمان   یدر 

ول  اریبس است  از  یکم  ترتیب .  ابدییم   شیزااف  بلوغ  پس  این  به 

و بلوغ زودرس دختران،    تشخیصن هورمون  ایسرمی  سطح  بررسی  

  ، یته کاربرد این کحیط  .اهمیت دارد  کیستیکیسندرم تخمدان پل

   در سرم انسان می باشد.   LHن وکمی هورمگیری ندازه ا

 

  :اصول آزمایش

می ساندویچ  الایزای  آزمایش  این  اباشد.  اساس   ،آزمایش  نیدر 

سازیب چاهک  یحرکت  سطح  ب  هادر  واکنش    ن یتوسط 

  له ینیوتیب  یبادیو آنت  چاهک در سطح    تثبیت شده   نید یاسترپتاو

ضد   م  LHمونوکلونال  بردیگیصورت  آنتمخل  ا.  شدن   ی بادیوط 

 یو سرم حاو  میمتصل به آنز  یبادیآنته،  شد  هلی نیوتیمونوکلونال ب

  ی رقابت  چیبدون هم  رژن سیآنت  و  هایباد یآنت  نیژن، واکنش بیآنت

م کمپلکس   ردیگیصورت   ار یبس  لیتما   لیدلبه    چیساندو   هایو 

ب  نیدیاسترپتاو  نیب  یبالا پل  ن،یوتیو    .دنشویمتصل م  تیبه سطح 

)سوبسترای    ا زگنر  محلولن  درفه کاضا  اب  ها،شستشوی چاهکس  پ

سپس  هاچاهک به  (  HRPآنزیم   متوقف  و  محصول    ،کننده محلول 

ت در  می   ولیدنهایی  میزان    450  موجطول شود که  بیشترین  نانومتر 

  جذب   شدت  جهیشده و در نت  جادیرنگ ا  میزان   .را داردنوری  جذب  

  LHغلظت    تیدارد. در نها  میقتسرم ارتباط مس  LH، با غلظت  نوری

 گردد.یمحاسبه ماستاندارد  یمنحن سطوت ها،هدر نمون

 

 :محتویات کیت

 .  تثبیت شده  استرپتاویدین حاوی یتست 96 ت یپل کرو یم (1

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

   سرم انسان. ازتهیه شده ، mIU/mL 200و  100، 50، 25

  یک   :(LH Enzyme Conjugate)  آنزیمی  کونژوگهل  ومحل  (3

بادی آنتیو    نی وتیمتصل به ب  یبادیآنت  یحاو  یتریلیلیم  11  الیو

  .HRP میمتصل به آنز

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

 .یتریل

رنگ  (5  6/ 5الیو  ک ی:  A (Substrate Solution A)  یزامحلول 

 .یتریلیلیم

 6/ 5الیو  یک:  B  (Substrate Solution B)  یزاگرن  ل محلو  (6

 .یتریلیلیم

  12  الیو  یک  :  (Stop Solution)واکنش  کنندهمحلول متوقف  (7

 .یتریلیلیم

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

 ورق. یک ت یبر چسب مخصوص پل (9

 ینگهدار ادرگیدرجه سانت 8تا   2 یاها در دممحلول ه ی: کل1 توجه

  است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن یکننده در دماوقفحلول متشوند. م

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

 

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

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

 .  مرجع(

 ره.ب( سمپلر کالی2

 یزه.( آب مقطر دیون3

 

 احتیاط در استفاده از کیت: 

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

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

 .نماییدداً خودداری دیگر ج

یی اهدار هستند. از محلولها تا زمان انقضاء کیت پای( کلیه محلول2

 .نشودها گذشته است استفاده آن ء که تاریخ انقضا

 در معرض نور مستقیم قرار نگیرند. هایید محلوله فرماج( تو3

بودن  4 منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  محتویات   )HBs Ag ،

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

عواممنفی   تمام  بیماری بودن  عفونی  ال  با  اتسزا  روشفاده  های ز 

امکانم آزمایشگاهی  بناتداول  نیست.  گرفراین،  بپذیر  نظر  در  تن  با 

زایی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش  آلودگی و بیماری احتمال  

 شود. های ایمنی انجامباید مطابق با دستورالعمل

اس5 الزامی  کار  هنگام  در  عینک  و  دستکش  از  استفاده  در  (  ت. 

ویات آن بر روی صورت یا  فرمایید که محت  قتد  هنگام کار با کیت

نقاط بدن ر از تماس مخته نشیسایر  با دهان و سایر مخاط  ود.  واد 

 جلوگیری کنید.  

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

پسماندهابه   دیبا شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با مطابق  و    در 

 د.گردنامحاء  یعفون یادفع پسمانده  الزامات

 

 : نمونه  یسازی و نگهدارآوری، آماده جمع

نمونه خون با  د.  کنیسرم استفاده    یهااز نمونهآزمایش    برای این  (1

گیری سیاهرگی تهیه شود و سرم  استفاده از تکنیک استاندارد خون

خونی ای  هلدقیقه( از سلو   60تا    30شدن کامل خون )بعد از لخته  

  زیهمولو    کیمیپل  ک،ی کتریا  یهااز نمونهن  کامالا. حتی  گرددا  جد

   .نشود استفاده 

  ت فایرا در  (mg/day 5˃)  نیوتیاز ب  ییکه دوز بالا  ی( در افراد2

در  8حداقل    دیبا  یریگنمونه  کنند،یم از    نیآخر  افتیساعت پس 

 انجام شود. نیوتیدوز ب

بستنمونهظرف   بدر  (3 باید کاملاً  باشد. نمونهها  تا  ه  ز در  رو  5ها 

  -20دمای    ریک ماه داکثر تا  دگراد و حسانتی  درجه  8تا    2مای  د

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

 .ها خودداری کنیدن مکرر نمونهکرد

 

 ها:سازی و نگهداری معرف آماده

یتر از  لمیلی  20حجم    آماده سازی و نگهداری محلول شستشو:(  1

شس به    (50X)و  تشمحلول  مقطریمیل  980را  آب  دیونیزه    لیتر 

پ و  آماده   ساضافه  دمای  از  در  سانتی  8تا    2سازی  گراد  درجه 

را   رسوب در محلول شستشو، آن  ر صورت مشاهده گهداری کنید. دن

گراد قرار دهید تا رسوب حل شود. در  درجه سانتی   37ماری  بندر  

آن خودداری ف  صرت در محلول شستشو، از مصورت مشاهده کدور

 کنید.

 
رنگزا:  2 محلول  سازی  آماده  رنگزهمحلول(  با    Bو    A  یاای  را 

  2ه  ثال، برای تهیعنوان م( مخلوط کنید )به1:1های مساوی )حجم

را    A  یلیتر از محلول رنگزامیلی  1  محلول آماده مصرف،لیتر  میلی

 قهقید  10مدت  نید( و بهفه کاضا  B  یلیتر از محلول رنگزامیلی  1به  

آبی و    ریکی انکوبه کنید. در صورت مشاهده رنگات   دمای اتاق ودر  

 آن خودداری فرمایید.یا کدورت در محلول رنگزا، از مصرف 

 
 

 

   جام آزمایش:ان روش

ها قبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه

 ، هاورتااند. کالیبرراد( رسیده گدرجه سانتی  28تا    22به دمای اتاق )

نمو  هارلکنت با    هانهو  به  5را  کردن  ته  و  سر  یکمآرابار  نواخت ی 

 کنید.

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

درب   دهید،قرار  یومین ی آلوم سهی در ک ریگهمراه رطوبترا ها چاهک 

 .کنید یگراد نگه دارینتدرجه سا 8تا  2 یآن را بسته و در دما

کنترلنمونه  ها،کالیبراتورز  ا  تریلکروی م  50  حجم  (2 و  در   ها 

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

 .شود ریخته اهچاهک  در )دوپلیکیت( دوتایی صورت هب

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

نمااض به  و  دییافه  را  م  یرو   هیثان  30  تمدپلیت   یآرامبه  زیسطح 

 .  دیتکان ده

پلچاهک  (4 برچسب مخصوص  با  را    30  تمدبهو    دیبپوشان  تیها 

 .دییاتاق انکوبه نما یدر دما قهیدق

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

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

. دییبشو  ها را مطالعه بفرمایید(شده )بخش آماده سازی معرفآماده  

شستش  بهاگر  دستو  م  ی صورت  انت  شودیانجام  به    یهادر  شستشو 

رو  تیپل  یآرام بر  رطوبت  یرا  انجامبه  .دیبزن  ر یگدستمال    منظور 

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

 .کنیداقدام  1سایت شرکتشده در وب

رنگ  تریلکرویم  100  حجم  (6 محلول  مصرف  یزااز  بخش  )  آماده 

 د ی زیها برمام چاهک درون ت(  اییدها را مطالعه بفرمسازی معرفآماده 

از    .دینانکوبه ک  یکیاتاق و تار  یدر دما  قهیدق  15مدت  بها  ر  تیپل  و

   تکان دادن پلیت در این مرحله خودداری کنید.

دست آمد، به  2کمتر از    براتوریجذب کال  زان یم  نیاگر بالاترتوجه:  

انکوب  دیتوانیم رنگ  ونیاسزمان  بهمحلول  را    قه یدق  10  مدتزا 

 .  دیده شیافزا

متوقف  تریلکرویم  50  حجم  (7 محلول  به  کنناز  واکنش   تمامده 

اضافه  چاهک  را  و    دیکنها   تکان ی  آرامبه  هیثان  20مدت  بهپلیت 

 شود. لیزرد تبد آن به یتا تمام  رنگ آب دیده

نانومتر با  450موج طول رهر چاهک د یرا برا ینورمقدار جذب  (8

متد  از  تا    Point to Point  استفاده  ز  ا  بعد  قهیدق  15حداکثر 

بخو واکنش  کردن  طول)  دیانمتوقف  رفرانس  از   630تا    620موج 

 .(دینانومتر استفاده کن
 

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

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


 

 
   

عنوان نمونه در  به  تی ک  نیا  میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای

 است. آورده شده  ریز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 الایزا به روش  LH تست مورد انتظار برایمقادیر 
 

رد انتظار برای این تست را  وشرکت تولید کننده کیت، مقادیر م

زق  به آنالیت اگده است.  کر  ر مشخصیرار  برای  مقادیر  این  رچه، 

 تعیین گردد.  باید توسط آزمایشگاه مورد نظر 

 

 

 

 

 

 

 

 کنترل کیفي ی هاپارامتر
 

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

از سه نمونه    حاصل  یجدور با ارزیابی تکرار پذیری نتادقت درون 

  بار تکرار برای   20کاری )توبن در یک  ت  فاوهای متسرم با غلظت

ای در  پذیرش  معیار  شد.  بررسی  نمونه(  آزمایش  هر  ن 

CV˂11.5% ت.اس 

 

 

 

 
 (Between-Run)دور ن دقت بینموآز-( بررسي دقت2

دور با ارزیابی تجدید پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم بیندقت 

ه ونرر می هررر نابررار  بار تک  5کاری )نوبت  4متفاوت در  های  ظتبا غل

شررد. معیررار پررذیرش در ایررن آزمررایش  مکرراری( انجررانوبتدر هررر 

CV˂11.5% .است 

 

 

 

 
 (Recovery)بازیابي آزمون -يدرست ي( بررس3

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

گیری در آن انرردازه  LHغلظررت مونه ن عنوان یکیکدیگر ترکیب و به

درصررد نسرربت  10تغییر کمتر از  ن آزمایشای یرش درذپ عیارم  شد.

 به نتیجه مورد انتظار است.

 

 

 

 
 

 (Linearity)آزمون خطي بودن -( بررسي درستي4
ی مختلررف نمونرره سرررم برررای هررادر رقت  LHدر این تست، غلظت  

 نیرر ر اد  رشیپررذ  اریرر مع  گیررری شررد.تعیین خطی بودن کیت اندازه 

 است. Bias˂10% شیآزما

 

 

 

 

 
  (Sensitivity)بررسي حساسیت ( 5

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

of Blank (LOB)  شد و برابر    هفرمول زیر محاسب   از   استفاده    با

 .ردیدتعیین گ mIU/mL 1 /0 با
 

s5 SDLOD = LOB + 1.64 

b.645 SD1+ b LOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 (Cross Reactivity)واکنش متقاطع  آزمون-گيژیوبررسي ( 6

اض   ویژگی با  آزمایش  غلظتاین  کردن  مختافه  در  های  مندرج  مواد  از  لفی 

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

مورد نیاز برای ایجاد    LH  ه دوزب  گیری نسبت بین دوز ماده اضافه شده اندازه 

قاطع )بسته به نوع  ت معیار پذیرش واکنش م  ابی شد.زیرجذب ا  اردهمان مق

برای    درصد و  100±10محدوده    ه شده( برای آنالیت درآنالیت و ماده اضاف

 درصد است. 25ماده اضافه شده حداکثر تا 

 

 

 

 

 

 

 (Hook Effect) بررسي اثر هوک( 7

 و اثر هوک مشاهده نشد.   دیدگر یسررب  mIU/mL 2300تا  LH غلظت

 

 (Stability)پایداری ررسيب( 8

Accelerated Stability Test  :در  فته ه  4  مدت  به  تیک  پایداری  بررسی  

  .گرادیسانت درجه 37 یدما

In Use Stability Test  :ب در   نکرد  باز  از  پس  تیک  پایداری   بررسی 

 .گرادیسانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت  به ،هامحلول

Shelf Stability Test  :در   سال  2  مدت  به  تیک  عدد  8  پایداری  یبررس 

 بار   کی  ماه  سه  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادیسانت  درجه  4  یدما

  .اشدبمی

مخت م  یداریاپ   یبررس  لفمطالعات    در   نظر  وردم  تیک  که  دهدی نشان 

ه مربوط ب  یهاش یدر آزما  رشی پذ   اریمع  .است  داریپا  شده مشخص   یهازمان 

   .استدرصد  20 زاکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا نییتع
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خواهشمن مشکل،  هرگونه  بروز  صورت  شماب  است  ددر    ی هاره ا 

 یرید.به )بخش پشتیبانی( تماس بگمندرج بر روی جع

 
 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(mIU/mL) 

Cal. A 
A1 0.045 

0.048 0 
B1 0.051 

Cal. B 
C1 0.181 

0.188 5 
D1 0.195 

Cal. C 
E1 0.628 

0.640 25 
F1 0.652 

Cal. D 
G1 1.086 

1.104 50 
H1 1.122 

Cal. E 
A2 1.762 

1.790 100 
B2 1.818 

Cal. F 
C2 2.565 

2.605 200 
D2 2.645 

 

No. 
Sample 

(mIU/mL) 
1/2 1/4 1/8 1/16 

Bias% 

1 6.42 -1.2 -2.3 -0.2 -2.6 

2 17.30 -3.1 -1.0 -2.4 -0.1 

3 24.73 3.4 -1.8 2.2 -2.0 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean LH (mIU/mL) 7.55 28.62 48.34 

S.D. (mIU/mL) 0.36 1.27 2.10 

CV (%) 4.8 4.4 4.3 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean LH (mIU/mL) 8.92 31.74 55.31 

S.D. (mIU/mL) 0.54 1.79 2.66 

CV (%) 6.0 5.6 4.8 

 

No. 
Sample 

(mIU/mL) 
Added 

(mIU/mL) 
Exp. 

(mIU/mL) 
Obs. 

(mIU/mL) 
%Rec. 

1 14.31 9.22 11.76 12.13 103.1 

2 11.83 25.90 18.86 18.42 97.7 

3 64.30 49.71 57.00 55.33 97.1 

 

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 

 

)mL(mIU/ Reference Interval 

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 

 


