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به روش الایزاProlactinکیت سنجش
:مقدمه

پوتالاموس یمهار کننده که از هآزاد کننده وين توسط فاکتورهایشود. ترشح پرولاکتیز ترشح میپوفیغده هیکه از بخش قداماستپلی پپتیدين هورمون یولاکتپر
نیز می توانند یو هیپوگلیسمیو فیزیکیروحياسترسهاابد، ییپرولاکتین افزایش مغلظتو پس از تولد نوزاديگردد. در دوران بارداریتنظیم مدنشویمح ترش

از ارزش ين در موارد ناباروریزان پرولاکتین سنجش میگنادها گردد بنابرايتواند موجب کم کاریاز طرفی هیپرپرولاکتینمیا م.باعث افزایش غلظت پرولاکتین گردند
ک یاز نظر پاتولوژشود.یف قدرت جنسیان باعث تضعیجاد اختلال در عادت ماهانه گردد و در آقایتواند باعث این میش پرولاکتیافزادر خانمها.برخوردار استیبالائ
.  يویسم و اختلالات کلیدیروئیپوتی، هکرو آدنوماهایاز ماکرو و میا عبارتند از انواعینمیپرپرولاکتیعوارض هیبرخ

:شیاساس آزما
ک مولکول یژنیک شاخص آنتیه یعلیهائیبادین روش چاهکها توسط آنتیباشد. در ایمونوکلونال ميهایبادیچ و با استفاده از آنتیت به روش ساندوین کیاساس ا
ن یه ضد پرولاکتینوثايبادیآنتسپسشود، یپوشش داده شده در ته چاهکها مجاور ميبادیماران با آنتی. نمونه ب)Coatingشوند (ین پوشش داده میپرولاکت

محلول ن در نمونه ها متناسب است. پس از شستشویل شده در چاهکها با غلظت پرولاکتیتشکیمنیشود. مقدار کمپلکس ایبه چاهکها اضافه مHRPم یمتصل به آنز
ل شده در یتشکیمنیتناسب است با کمپلکس اد آمده میپدیشود که رنگ آبیخته می) وکروموژن است داخل چاهکها رH2O2د (یدروژن پراکسیهيوحارنگزا که 

. نانومتر دارد450را در طول موج ين جذب نوریشود که بهتریل میبه زرد تبدیرنگ آب، ، با افزودن محلول متوقف کنندهچاهکها

:تیات کیمحتو

.(Anti-PRL Coated Plate)نیضد پرولاکتيبادیپوشش داده شده با آنتيچاهکهايحاوخانه 96ت یپل)1
.تر آماده مصرفیلیلیم12يال حاویک وی: )PRL Enzyme Conjugateم کنژوگه (یمحلول آنز) 2
WHOيمبناشده بربرهیکالPRLاز 3000mIU/Lو50،100،500،1500، صفريال  استاندارد با غلظتهایو6: شامل )Standard Setاستانداردها (يسر)3

3rd IS 84/500باشند)یتر میلیلیم1يحاواستانداردهاسایرتر و یلیلیم2حاويصفر (استاندارد.
. الیبرچسب ويتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر رویلیلیم1يال حاویک وی: سرم کنترل)4
Chromogen)يک مرحله ایيمحلول رنگزا)5 - Substrate) : آماده مصرف .تریلیلیم12حاويالیویک
از را با آب مقطر به یمقدار مورد ن،آماده مصرفيه محلول شستشوی. جهت ته)X20ظ (یغليتر محلول شستشویلیلیم50يال حاویک وی: محلول شستشو)6

.دیق نمائیرق20/1نسبت 
.رمال ن1اسید کلریدریک تریلیلیم12حاويال یک وی: )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)7
. تیبرچسب مخصوص پل)8

: باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیمواد و وسا

.لتر رفرانس)ینانومتر به عنوان ف630نانومتر (و در صورت امکان 450لتر یفيداراریدر زایالادستگاه)1
.قیتر دقیکرولیم100و 50يسمپلر ها)2
.آب مقطر)3

: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

شده است .طراحیت ین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو)1
د .ینمائياردمختلف جداً خودساختهايتها با شماره یات کیاز مخلوط کردن محتو)2
باشند، جهت ین عوامل میاند و فاقد اده یکنترل گردHIVو HCVآنتی بادي هاي ضدوHBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل)3

.   دنزیم با مواد بپرهیند از تماس مستقنکیت کار میکه با ککاربرانیاط بهتر است یاحت

: يط نگهداریشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک)1
د .یینمايگهدارر نیت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک)2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رونوشتهيان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا)3
درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می 2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

.باشد
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نمونه :يآماده سازو يجمع آور

ش از یبينگهداريبرایشود وليگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2يمدت دو روز در دمايتواند برایمودن از خون استفاده نمود، نمونه توان پس از جدا نمیسرم را م
نمونه پرهیز شود .از ذوب و فریز نمودن مکرر .گراد استفاده گرددیدرجه  سانت-20يد از دمایمدت دو روز با

:یحات عمومیتوض

. دیش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق برسانیقبل از شروع مراحل آزما)1
.رندیه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیمحض شروع آزماه بهتر است ب)2
.دیهر نمونه استفاده کنيک بار مصرف برایاز نوك سمپلر )3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نين محلول متوقف کننده جذب نورپس از افزود)4
. دنه شوین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا)5

.دیزینگ تمام محلولها و نمونه ها را وسط چاهکها بریدر هنگام سمپل)6
از یمورد نيش تمام مواد و محلولهایگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میزمان انکوباس،جه مطلوبیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر)7

. شودیقتر میج دقیث نتانگ باعین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانید، ایاز را باز کنیمورد نيرا آماده نموده و درب محلولها
.انجامدیقه بطول نیدق5ش از یختن نمونه ها بیبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ر7ل مشابه در بند یبه دل)8

ش : یمراحل انجام آزما

.دیت قرار داده و درب آن را ببندیپليگهدارسه مخصوص نیر درون کیچاهکها را به همراه نمگسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها)1
ن یت استفاده شود بدیکیگردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیشنهاد مید، پیزیداخل هر چاهک بر، سرم کنترل و نمونه را از هر استانداردر تیکرولیم50)2

.دیج استفاده کنیمحاسبه نتايآنها براين جذب نوریانگیاز مد و در انتهایزیکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریمعن
ثانیه تکان دهید تا محتویات آن 15و پلیت را به ملایمت به مدت نمائیدرا به هر چاهک اضافه Enzyme Conjugate)میکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه (100) 3

به خوبی مخلوط شوند .
. دییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت درب چاهکها را با برچسب مخصوص) 4
د مواظب یبایکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو مي(برادییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو)5

تر یکرولیم300، در هر دفعه شستشو حدود ش گرددیجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دیکه محلول شستشو از بود
ر حالت وارونه و با ضربات ات شستشو چاهکها را دیعمليد و در انتهاایینمیخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیمحلول شستشو در هر چاهک ر

.خارج شوند)ید تا قطرات اضافیر بکوبیا کاغذ نمگیک پارچه یي م بر رویملا
Chromogen)ا محلول رنگزرتیکرولیم100)6 - substrate)ییده هر چاهک اضافه نماب.
د .اییانکوبه نمیکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15چاهکها را به مدت )7
از دستگاه يسنجش جذب نوريد. براییرا متوقف نمایمیآنزيبه هر چاهک ادامه واکنشها(stop solution)تر محلول متوقف کننده یکرولیم100با اضافه کردن )8

.لتر رفرانس استفاده گردد)یبه عنوان فnm630لتریشود از فیه می(توصدییاستفاده نماnm450لتریدر با فیزا ریالا

:جیحاسبه نتام

توان استفاده نمود . یمnm450در طول موجيت سنجش جذب نوریبا قابلریدر زایالااز هر دستگاه
. دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدر زایالاها و نمونه ها را به کمک دستگاه استاندارديجذب نور) 1
محور ياستانداردها را روين صورت که جذب نورید به ای) رسم کنPoint to point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نمودارين جذب نوریانگیده از مبا استفا)2

گر یکدیست آمده را به د، سپس نقاط بدیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاقX(یمحور افقي) و غلظت آنها را روY(يعمود
.دیبدست آید تا منحنییوصل نما

که ید بطوریوصل نمائیبه منحنید، سپس نقطه مذکور را توسط خطیدا کنیپآن رايجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبراين جذب نوریانگیم)3
مقدار غلظت را ین خط با محور افقیاید نقطه تلاقیوارد کنیبر محور افق، خطی عمود ینحنخط و میکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقين خط بر محور عمودیا

. نشان خواهد داد

2021
ا



٣
١٤٩٤٧٣٤٤٦٣کد پستی ،١شھرک گلستان، بلوار گلھا، خیابان یاس سوم، نبش خیابان یاسمن، پلاک تھران،

٤٢١٩٧٠٠٧فکس ٤٢١٩٧٠٠٠تلفن 
sms 300071402info@pishtazteb.comcomtazteb.ww.pishw

٩٨مرداد –پنجمش ویرای

.دیرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایو هر آزماباشد یمربوطه فقط به عنوان نمونه میو منحنينوريجذبها:توجه

: ر مورد انتظاریمقاد

ریشگاه مقادیگردد که هر آزمایشنهاد میپیباشد ولیر میقرار زه زا بدست آمده بیمکرر به روش الايتوسط تستهاکه یعیرم افراد طبن درسیپرولاکتطبیعیر یمقاد
:خود را بدست آوردطبیعی

mIU/L x 0.0472 = ng/mlng/ml x 21.2 = mIU/L

:ییاجرايشاخصها

: يریحداقل مقدار قابل اندازه گ)1

.باشدیمmIU/L15ت ین کیص در این قابل تشخیاقل غلظت پرولاکتحد،)SDار (یاستاندارد صفر و سه برابر انحراف معيبر اساس جذب نور

: شیدقت آزما) 2

سري آزمایشات ونه در نمیکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نتری) و ایک سري آزمایشنمونه در یکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نترایايشهایآزما
آمده است :  2و 1د که در جداول یانجام گردhPRLمختلف يسرم با غلظتها3) با استفاده از مختلف

:)یاس-نترای(ا1جدول شماره
ن یانگیمتستتعداد دفعات تکرار نمونه

(mIU/L)
SD

CV
)%(

1243527/5
2242932/118/3
32412503/424/3

:)یاس-نتری(ا2ل شماره جدو

تستتعداد دفعات تکرار نمونه
میانگین 
(mIU/L

)
SD

CV
)%(

1106/364/25/6
2102856/141/5
31012971/531/4

استانداردها 
mIU/L)( جذب نوري

0 02/0
50 17/0
100 31/0
500 1/1
1500 02/2
3000 55/2

محدوده میانگین
(mIU/L)طبیعی 

طبیعیمحدوده
(mIU/L)

17031آقایان - 433
19533خانمهاي یائسه - 413

251118خانمها قبل از یائسگی - 555
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.انجام شده استDuplicateهر سري آزمایش بصورت 

:شیآزمايکاوریر)3

:ر آمده استیج آن در جدول زید که نتایآنها محاسبه گرديکاوریافزوده شد و رhPRLمشخصيسرم با غلظتها4به hPRLاز یر معلومیمقاد

موجود در سرمhPRLمقدار نمونه
(mIU/L)

hPRLمقدار افزوده شده 
(mIU/L)

مقدار مورد انتظار
(mIU/L)

مقدار بدست آمده 
(mIU/L)

ریکاوري 
(%)

114050959095
114010012011797
1140500320327102
237050043542598
2370100068566096
23701500935970104
3950100525560106
3950500725750103
3950100097595097
41830100965990102
4183050011651250107
4183010001415137097

:شیبودن آزمایخط)٤

ج آن یر نتایب رقت محاسبه شد که در جدول زیج بر اساس ضرید و نتایه گردیتهhPRLنمونه سرم با غظت مشخص از 4یمتواليبه کمک استاندارد صفر رقتها
.آورده شده است

سرم رقیق نشدهموجود درhPRLمقدارنمونه
(mIU/L)

(%)ریکاوري 

رقت
2/1

رقت 
4/1

رقت
8/1

رقت 
16/1

16709410210098
214009610396103
32300100989798
4280098989896

:شیت آزمایاختصاص)۵

ج آن یشد که نتایبررسhPRLمتقاطع با يواکنشهایجهت بررسhCGو hFSH،hLH،hTSHمختلف يبا غلظتهایش به کمک سرمهائین آزمایت ایاختصاص
.ر آمده استیزدر جدول 
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:ت (واکنش متقاطع)یجدول اختصاص

hPRLيغلظت ظاهرغلظتتیآنال
(mIU/L)

hFSH
(IU/L)

500
250
100
50

15<

hTSH
(mIU/L)

500
250
100
50

15<

hCG
(IU/L)

200000
100000
10000
1000

15<

hLH
(IU/L)

500
250
100
50

15<

:)Hook Effectاثر هوك ()6
.ده هوك مشاهده نشدی) صورت گرفت که پدmIU/L15000ت (تا ین آنالیار بالا از ایبا غلظت بسیین جهت سرمهایش پرولاکتیآزما
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بصورت شماتیکProlactinایش روش انجام آزم

چاهکهاي کوت شده با آنتی بادي ضد پرولاکتین
نمونهسرم کنترلاستانداردهامحلولها

--میکرولیتر50استانداردها
-میکرولیتر50-سرم کنترل

میکرولیتر50--نمونه
میکرولیتر100میکرولیتر100میکرولیتر100آنزیم کنژوگه

ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهک ها به خوبی مخلوط شوند و سپس دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت 15ملایمت به مدت پلیت را به
بار چاهکها را بشویید .5دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید . برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید . طبق دستور شستشو 30بپوشانید . 

میکرولیتر100میکرولیتر100میکرولیتر100محلول رنگزا
دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید .15

میکرولیتر100میکرولیتر100میکرولیتر100محلول متوقف کننده
نس) قرائت کنید .نانومتر به عنوان فیلتر رفرا630نانومتر (و در صورت امکان 450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
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