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به روش الایزا(T4)کیت سنجش هورمون تیروکسین 

:مقدمه

جود دارد و بقیه این هورمون درصد از این هورمون در خون بصورت آزاد و03/0تا 02/0فقط .) در غده تیروئید از ید و تیروزین ساخته می شودT4هورمون تیروکسین (
به عنوان یک (Total T4)در خونمقدار کل تیروکسین،) می باشدTBGبایندینگ گلوبولین (کسین، تیروبصورت متصل با پروتئینها ست که اصلی ترین این پروتئینها

افزایش یافته و در افراد دچار هیپوتیروئیدیسم مقدار T4یپرتیروئیدیسم مقدار فاکتور مهم در بررسی وضعیت تیروئید مطرح می باشد. بطور معمول در سرم افراد مبتلا به ه
، ژنتیک و یا فارماکولوژیک به صورت نرمالآن کاهش می یابد ولی در هر حال در مواردي که مقدار پروتئینهاي متصل شونده به تیروکسین به دلایل فیزیولوژیک

ت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون کی. ی نتواند فاکتور صحیحی در سنجش عملکرد تیروئید باشدیبه تنهاT4ل نمی باشد ممکن است که اندازه گیري مقدار ک
.هورمون تیروکسین را با اختصاصیت و حساسیت بسیار بالا دارا می باشد

:اساس آزمایش

می باشد T4. در این روش چاهکها توسط آنتی بادي منوکلونال که بر علیه مولکول ستگردیده اطراحیحاضر به روش رقابتی وبه کمک آنتی بادي مونوکلونالT4کیت 
اسی بافر محلولو سپس شده) . استانداردها و نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور Coatingپوشش داده می شوند (

(Assay buffer) و در پی آنT4آنزیم کنژوگه باHRPد که این نمی شوبه چاهکها اضافهT4) کنژوگهT4-HRP با (T4 در اتصال به آنتی بادیهاي موجود در نمونه
. کنژوگه کمتري به آنتی بادي هاي کوت شده متصل می گردد و بالعکسT4در نمونه بیشتر باشد مقدار T4کوت شده در چاهکها رقابت می کند، بنابراین هر چه مقدار 

که بعد از انکوباسیون رنگ آبی و انکوبه می گردد ) وکروموژن است به داخل چاهکها ریخته شده H2O2از شستشو محلول رنگزا که محتوي هیدروژن پراکسید (پس 
حلول متوقف کننده افزوده می براي جلوگیري از فعالیت بیش از اندازه و نامناسب آنزیم م.متناسب استموجود در نمونه هاT4پدید آمده به صورت معکوس با غلظت 

.نانومتر دارد450کرده و رنگ آبی را به زرد تبدیل می نماید که بهترین جذب نوري را در طول موج متوقفگردد که فعالیت آنزیم را 

:کیتمحتویات

.T4(Anti-T4 Coated Plate)چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي ضد حاوي خانه 96پلیت ) 1
.میلی لیتر (آماده مصرف)6: یک ویال حاوي)T4 Enzyme Conjugateمحلول آنزیم کنژوگه ()2
.میلی لیتر (آماده مصرف)6یک ویال حاوي: (Assay buffer)اسی بافر ) 3
Standards)سري استانداردها )4 Set) :6 20, 12، 8، 4، 2، 0ویال استاندارد شامل غلظتهايg/dl ازT4)استانداردها سایرمیلی لیتر و1حاويدارد صفر استان

.میلی لیتر می باشند)5/0حاوي 
. میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویال5/0: یک ویال حاوي سرم کنترل)5
. جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف مقدار لازم از )X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Solution)محلول شستشو)6

.با آب مقطر رقیق کنید20/1محلول شستشوي غلیظ را به نسبت 
.میلی لیتر (آماده مصرف)12حاويویال یک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي)7
نرمال .1اسید کلریدریک میلی لیتر12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کنندة ()8
. برچسب مخصوص پلیت)9

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

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)630نانومتر (و در صورت امکان 450داراي فیلتر ریدر الایزادستگاه )1
.میکرولیتر دقیق100و 50, 25سمپلر هاي ) 2
.آب مقطر)3

نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان: 

شده است .تعبیهمحتویات این کیت براي مصرف در همین کیت ) 1
.ید یداري نمادمختلف جداً خوساختهاياز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره )2
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، جهت کنترل گردیده اند و فاقد این عوامل می باشندHIVو HCVدي هاي ضد و آنتی باHBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود )3
.   د از تماس مستقیم با مواد بپرهیزدنکه با کیت کار می کهر پرسنلی احتیاط  بهتر است 

شرایط نگهداري : 

.  یدیدرجه سانتی گراد نگهداري نما8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در)1
ید .یپلیت همراه با نمگیر نگهداري نمار کیسه مخصوص چاهکها را د)2
.بر روي هر یک از آنها می باشدي یاد شدهپایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضا) 3
.ي و مصرف می باشددرجه سانتی گراد قابل نگهدار2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

جمع آوري و آماده سازي نمونه :

درجه سانتی گراد و یا براي مدت زمان طولانی تر8تا 2، نمونه را می توان به مدت دو روز در دماي سرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود
.)نمودن نمونه پرهیز شودFreez-thawدر ضمن باید از (داري نموددرجه سانتی گراد نگه-20روز) در دماي 30ماکزیمم(

توضیحات عمومی : 

. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق برسانید)1
.بهتر است بمحض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند)2
.براي هر نمونه استفاده کنیداز نوك سمپلر یک بار مصرف )3
.پس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهکها حد اکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد)4
.   دنبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شو)5
مام مواد و محلولهاي مورد نیاز را تصول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشد، بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش حرها در از مهمترین فاکتو)6

. سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شودآماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل 
.دقیقه  بطول نیانجامد5از بهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش6به دلیل مشابه در بند ) 7

:مراحل انجام آزمایش 

و درب آن را ببندید.باقی چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار دادهاي مورد نظر را انتخاب نموده و تعداد چاهکه)1
پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیکیت استفاده شود بدین .، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزیدمیکرولیتر از هر استاندارد25)2

اسی بافر کرولیترمی50سپس ،وري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنیدمعنی که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب ن
(Assay buffer) ثانیه پلیت را تکان دهید تا محتویات چاهکها خوب مخلوط 15در داخل چاهک ها ریخته و براي مدت راآنزیم کنژوگهمیکرولیتر 50و در پی آن

ی گراد) و در تاریکی انکوبه درجه سانت22-28در درجه حرارت اتاق (ساعت 1پوشانده و چاهکها را به مدت صوص پلیت شوند و آنگاه درب چاهکها را با برچسب مخ
ید .ینما
اید مواظب کاناله استفاده نمود ولی ب8ید (براي شستشو می توان از سمپلر یبا محلول شستشوي آماده مصرف بشوبار5چاهکها را محتویات چاهکها را خالی کرده و )3

میکرولیتر 300در هر دفعه شستشو حدود ، دبود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گرد
ها را در حالت وارونه و با ضربات د و در انتهاي عملیات شستشو چاهکییمحلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالی نما

.تا قطرات اضافی خارج شوندزنید وي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بملایم بر ر
Chromogenمحلول رنگزا (رمیکرولیت100)4 - Substrateو در تاریکی انکوبه ارت اتاقدقیقه در درجه حر15د و چاهکها را به مدت یی) به هر چاهک اضافه نما

.یدینما
. براي سنجش جذب نوري هر یدیبه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی را متوقف نما(Stop Solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن )5

.)عنوان فیلتر رفرانس استفاده گرددبه nm630ید ( توصیه میشود از فیلتر یاستفاده نماnm450چاهک از دستگاه الایزاریدر با فیلتر 

:محاسبه نتایج

میتوان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدر الایزااز هر دستگاه 
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. ) بخوانیدnm630لتر رفرانس (و در صورت امکان در مقابل فیnm450در طول موج ریدرجذب نوري استانداردها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزا)1
) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور Point to pointبا استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري ()2

، سپس نقاط بدست آمده را به یکدیگر وصل براي هر استاندارد بدست آورید) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را X) و غلظت آنها را روي محور افقی (Yعمودي (
.د تا منحنی بدست آیدیینما
ید بطوریکه این ی، 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 نشان عمود، خطی کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی خط بر محور عمودي
. خواهد داد

باید منحنی جدیدي رسم نماید.ی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایشجذبهاي نوري و منحن:توجه

:مقادیر مورد انتظار

هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود قرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد کهه در سرم افراد طبیعی که  توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست آمده بT4مقادیر نرمال 
: را بدست آورد

g/dl × 12.87 = nmol/L
nmol/L × 0.078  = g/dl

:ییشاخصهاي اجرا

حداقل مقدار قابل اندازه گیري :)1

می باشد.4/0g/dlقابل تشخیص در این کیت T4) حد اقل غلظت SDبر انحراف معیار (سه برامنهايبر اساس جذب نوري استاندارد صفر و

: دقت آزمایش)2

سري آزمایش هاينمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-آزمایشهاي اینترا
آمده است :  2و 1انجام گردید که در جداول T4ا غلظتهاي مختلفسرم ب3) با استفاده از مختلف

استانداردها 
(g/dl)

جذب نوري
0 72/2
2 35/1
4 82/0
8 41/0
12 21/0
20 12/0

g/dlمحدوده طبیعی  g/dlمیانگین محدوده طبیعی 

5/12-7/4 6/8
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:اسی)-(اینترا1جدول شماره
%µg/dlSDCV)(میانگین تعداد دفعات تکرار تستمونهن

1246/318/05
2245/955/08/5
3241658/06/3

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 
%µg/dl(SDCV(میانگین تعداد دفعات تکرار تستنمونه

1108/321/05/5
2109/976/06/7
3103/1568/04/4

انجام شده است .Duplicateهر سري آزمایش بصورت 

:ریکاوري آزمایش)3

:زیر آمده استافزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدولT4سرم با غلظتهاي مشخص 4به T4مقادیر معلومی از 

موجود در سرم T4مقدار نمونه
)(µg/dl

T4مقدار افزوده شده 

)(µg/dl

مقدار مورد انتظار
)(µg/dl

مقدار بدست آمده
)(µg/dl

ریکاوري 
(%)

15/2225/24/2107
15/282/51/598
15/2202/1112107
24238/293
24863/6105
24201212100
3725/42/493
3785/71/795
37205/139/13103
41125/61/7109
41185/9995
411205/155/16106

:خطی بودن آزمایش)۴

سبه شد که در جدول زیر نتایج آن آورده تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاT4نمونه سرم با غلظت مشخص از 4تهاي متوالی از ، رقاستاندارد صفرکمکبا 
. شده است

در سرم رقیق نشدهموجودT4مقدارنمونه
)(µg/dl

ریکاوري ( % )
16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 

15/89510691---
2129491109---
32196909291
4289094109107
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:اختصاصیت آزمایش)٥

T3(3, 3’, 5(ی با غلظتهاي مختلفیاصیت این آزمایش به کمک سرمهااختص – Triiodothyronine-(rT3)3, 3’, 5’ Triiodothyronine

3, 3’, 5 - Triiodothyro acetic acid3, 3’, 5 Triiodothyropropionic acid5 ,3و – Diiodothyronineبررسی واکنشهاي متقاطع با جهتT4بررسی شد
:که نتایج آن در جدول زیر آمده است

:جدول اختصاصیت (واکنش متقاطع)

غلظتآنالیت
(nmol/L)

T4غلظت ظاهري 
(g/dl)

3, 5 - Diiodothyronine10004/0<
3, 3’, 5 – Triiodothyronine (T3)1004/0<

3, 3’, 5’ - Triiodothyronine
(rT3)1004/0<

3, 3’, 5 - Triiodothyro acetic
acid1004/0<

3, 3’, 5 – Triiodothyropropionic
acid1004/0<
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بصورت شماتیکT4روش انجام آزمایش 
T4جهت تست چاهکهاي کوت شده با آنتی بادي

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر25 استانداردها
- یکرولیترم25 - سرم کنترل

میکرولیتر25 - - نمونه
میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 اسی بافر
میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 آنزیم کنژوگه

چسب مخصوص پلیت سپس دهانه چاهکها را با برمخلوط شوند وثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی15پلیت را به ملایمت براي مدت 
بار 5طبق دستور شستشو برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید.دقیقه60بپوشانید.

.یدیچاهکها را بشو
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.انکوبه کنیددقیقه در دماي اتاق و در تاریکی 15
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)قرائت کنید630نانومتر(و در صورت امکان 450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
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