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 کیت الایزا برای تعیین غلظت تام هورمون تستوسترون انسانی 

 تستی( 69)

Human Total Testosterone ELISA Kit 
 

 مقدمه

کربنی است که دارای یک پیوند دوگانه در بین  91تستوسترون یک استروئید 

و یک گروه هیدروکسیل در موقعیت  2، یک گروه کتونی در کربن 5و  8کربن 

 8/344باشد. این هورمون استروئیدی دارای وزن ملکولی  می 91بتای کربن 

 است.

تستوسترون مهمترین هورمون آندروژن است که بداخل خون ترشح می شود. در 

بیضه ها ترشح  (leydig)مردان، تستوسترون عمدتا توسط سلول های لیدیگ 

درصد از تستوسترون جریان خون از تبدیل  58می شود، اما در زنان، حدود 

 35درصد از تخمدان و  35طی آندروستن دیون مشتق می شود، حدود محی

 درصد از غدد آدرنال ترشح می گردد. 

این هورمون مسئول بروز صفات ثانویه در مردان است که اندازه گیری غلظت آن 

می تواند در ارزیابی سلامت غدد جنسی موثر باشد. همچنین اندازه گیری آن، در 

 برخی ناهنجاری ها کمک نماید. زنان می تواند به تشخیص

 

 اساس روش اندازه گیری 

کیت الایزای تستوسترون موجود  بر اساس سنجش ایمونولوژیکی آنزیمی رقابتی 

تهیه شده است. تستوسترون موجود در نمونه ها برای اتصال به آنتی بادی پوشش 

بر روی چاهک ها با تستوسترون متصل به آنزیم  (coated)داده شده 

Horseradish Peroxidase  (HRP-Testosterone)  رقابت می کند. پس

از زمان انکوباسیون، چاهک ها تخلیه شده و شستشو داده می شوند. سپس به هر 

چاهک سوبسترای آنزیم اضافه می شود که فعالیت آنزیم بطور معکوس با غلظت 

ظت تستوسترون در نمونه ها متناسب است. استانداردهای تستوسترون با غل

مشخص، همراه با نمونه های مجهول آزمایش می شوند که بر اساس منحنی 

استاندارد جذب نور در مقابل غلظت تستوسترون، غلظت نمونه های مجهول 

 بدست می آید. 

 

 معرف ها 

ی چاهک جداشدنی کهه بها آنتهی بهاد     15میکروپلیت پوشش داده شده: شامل  -9

 داده شده اند.  پوشش  ضد تستوسترون تهیه شده در گوسفند

میلی لیتهری آمهاده    93ویال  : دو (HRP-Testosterone)کونژوگه آنزیمی  -3

 مصرف. 

از استاندارد با غلظت ههای تستوسهترون    میلی لیتری ویال یک 1استانداردها :  -2

کهه در سهرم نرمهال     (ng/ml)نانوگرم در میلی لیتر  38و 98 ،5 ، 5/3، 9، 5/8، 8

 یومرسال بعنوان نگهدارنده استفاده شده است.  انسانی تهیه شده و از ت

  میلی لیتری آماده مصرف. یکویال  یکسرم کنترل:  -8

میلهی لیتهری محلهول     35: یهک ویهال    (20X)محلول شستشو دهنده غلیظ  -5

ایهن محلهول بهه    شستشو که برای تهیه محلول شستشوی آماده مصرف لازم است 

 رقیق شود.  با آب دیونیزه 38/9نسبت 

 میلی لیتری محلول آماده مصرف 93محلول رنگ زا: یک ویال  -5

میلی لیتری اسیدسهولفوریک یهک    93محلول متوقف کننده واکنش: یک ویال  -1

 نرمال.  

 

 مورد نیاز که در کیت موجود نیست مواد و وسایل 

 میکرولیتری دقیق 388و  35سمپلرهای  -9

 آب دیونیزه -3

 528نههانومتری و در صههورت امکههان   858تههر دسههتگاه الایههزا ریههدر دارای فیل  -2

 نانومتری بعنوان فیلتر رفرانس.

 کاغذ جاذب رطوبت   -8

 نتیگراددرجه سا 21±  9 انکوباتور -5

 

 ات قابل توجه برای مصرف کنندگان نک

خهودداری کنیهد. در    )4SO2N H1(از تماس محلول متوقف کننهده واکهنش    -9

 صورت تماس، با آب فراوان آنرا بشوئید.

از استفاده از مواد پس از تاریخ انقضاء خودداری کنیهد و از مخلهوک کهردن یها      -3

 استفاده از کیت ها با شماره بچ مختلف پرهیز نمائید.

اسهتفاده ببندیهد و از تعهویر درب هها جهدا خهودداری        درب ظروف را پس از -2

 کنید.

بایهد در  محلول های محتوی مواد افزودنی یها نگهدارنهده م هل سهدیم آزایهد ن      -8

 واکنش آنزیمی وارد شوند.  

 

 تهیه و جمع آوری نمونه 

آزمایش را باید بر روی نمونه های سرمی انجام داد. نمونه های شدیدا همهولیزه   -9

 و دارای چربی باید حذف شوند.

درجهه سهانتیگراد و بهرای     4تها   3روز در دمهای   نمونه ها را می توان برای پنج -3

 درجه سانتیگراد نگهداری نمود.   -38سی روز( در دمای زمان های طولانی تر )تا 

 از انجماد و ذوب مکرر نمونه ها باید خوداری کرد.  -2

 

 آماده سازی معرف ها 

آرامی سهروته   کلیه معرف ها را به دمای اتاق برسانید. قبل از استفاده آنها را به -9

 د.نمائی

بهافر شستشهو غلهیظ     برای تهیه محلول شستشوی آماده مصرف، یک حجهم از  -3

(20X)  رقیق نمائید. حجم آب دیونیزه 91را با 

 

 روش انجام آزمایش 

انتخاب تانداردها و نمونه های بیمار را تعداد چاهک های کوت شده برای اس -9

کنید و مابقی چاهک ها را همراه ماده آبگیر درون کیسه مخصوص قرار داده و 

 درب آنرا ببندید.

ستانداردها، سرم کنترل و نمونه های بیمهار را بهه داخهل ههر     میکرولیتر از ا 35 -3

 چاهک بریزید.  

را بهه تمهام    (HRP- Testosterone)میکرولیتهر از کونژوگهه آنزیمهی     388 -2

 چاهک ها اضافه کنید. 

ثانیه به آرامی تکان دهید تها محتویهات چاههک هها خهوب       28پلیت را بمدت  -8

مخلوک شوند. سپس درب چاهک هها را بها برچسهب مخصهوص پلیهت پوشهانده و       

و تهاریکی   درجهه سهانتیگراد   21چاهک ها را بمدت یک ساعت در درجهه حهرارت   

 انکوبه کنید. 

بهافر   میکرولیتهر  288بار با  5محتویات چاهک ها را خالی کرده و چاهک ها را  -5

میکرولیتهر   288شستشوی آماده مصرف بشوئید. برای شستشوی چاهک ها، ابتهدا  

بافر شستشو را داخل چاهک بریزید، سپس چاهک ها را وارونهه کهرده و همهراه بها     

تکان د ادن خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر روی کاغذ جهاذب  

 ید.  تمامی مایع موجود در چاهک ها را تخلیه نمائ

میکرولیتر از سوبسترای آماده مصرف به تمامی چاهک ها اضهافه کنیهد و    988 -5

 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه نمائید.   38آنها را بمدت 
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میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش به همه چاهک ها اضافه کنید.  988 -1

سهتگاه الایهزا ریهدر    نهانومتر بها د   858سپس جذب نور هر چاهک را در طول موج 

نانومتر بعنوان فیلتر رفهرانس اسهتفاده    528 قرائت نمائید )در صورت امکان از طول

دقیقه پس از اتمام آزمهایش انجهام    28کنید(. سنجش جذب نوری باید حداک ر تا 

 شود. 
 

 محاسبه نتایج 

( و غلظهت مشهخص   Yبا استفاده از میانگین جذب نوری اسهتانداردها )محهور    -9

 ( برروی کاغذ میلی متری، منحنی استانداردی رسم کنید.X)محور آنها 

جهای آنهرا    Yمیانگین جذب نوری برای هر نمونه را بدست آورده و روی محور  -3

پیدا کنید. سپس نقطه مذکور را توسط خطهی بهه منحنهی وصهل کنیهد. از نقطهه       

نهده  وارد کنید تا نقطهه تلاقهی کهه نشهان ده     Xبدست آمده خطی عمود بر محور 

 غلظت نمونه است، بدست آید.  

 

 راهنمای محاسبه 

مقادیر جذب نوری ارائه شده در جدول ذیهل تنهها بعنهوان راهنمهایی آورده شهده      

است و هر آزمایشگاهی باید برای هر بهار آزمهایش یهک منحنهی اسهتاندارد جدیهد       

 بدست آورد.
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 مقادیر طبیعی 

بدلیل اختلافات سنی، نژادی و رژیم تغذیه، نمی توان برای تمام جمعیت ها 

محدوده مرجع تعیین کرد. بنابراین هر آزمایشگاه باید محدوده مرجع خود را 

د نرمال که توسط آزمایشات مکرر به گزارش نماید. مقادیر طبیعی در سرم افرا

 روش الایزا بدست آمده است به قرار زیر می باشد:

 مردان -9

 ng/ml 0.2 – 0.1کودکان             

 ng/ml 10.0 – 3.0بزرگسالان         

 زنان -3

  ng/ml 0.2 – 0.1کودکان            

 ng/ml 0.9 – 0.2بزرگسالان         

 ng/ml 0.35 – 0.08یائسگی            

 برای تبدیل واحدها به شرح ذیل می توان عمل کرد:
ng/ml × 3.468 = nmol/L 

 خصوصیات کیت 

 حساسیت  -9

با سرم صفر، حساسیت این کیت برای تعیین  5/8با رقیق سازی متوالی استاندارد 

 بدست آمد.  ng/ml 9/8مقدار هورمون تستوسترون برابر 

 دقت  -3

نمونه  2دقت در یک روز و روزهای مختلف، آزمایش بر روی برای محاسبه میزان 

 بار تکرار شد که ضریب تغییرات به شرح ذیل است.  38سرم 

 ضریب تغییرات در روز
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 20 1.4 0.10 7.2 

2 20 6.2 0.31 5.0 
3 20 12.3 0.59 4.8 

 

 یب تغییرات در روزهای مختلفضر
دفعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

انحراف 

 معیار

ضریب تغییرات 
(CV) 

1 10 1.8 0.15 8.5 
2 10 6.7 0.42 6.2 
3 10 13.2 0.59 4.5 

 

 ویژگی  -2

 از مواد زیر برای بررسی میزان تداخل این کیت استفاده شد.

 
 درصد تداخل (ng/ml)غلظت  نوح ماده

 988  تستوسترون

 41/8 988 دی هیدروتستوسترون

 81/8 588 پروژسترون

 84/8 9888 استرادیول

 

 خطی بودن  -8

رقیق  9:4و  9:8، 9:3سه نمونه مختلف سرمی با استاندارد صفر به نسبت های 

شدند. سپس غلظت تستوسترون در آنها با استفاده از کیت محاسبه شد که نتایج 

 ذیل بدست آمد. 

 
 غلظت اولیه ونه سرمینم

(ng/ml) 

 درصد بازیابی

9:3 9:8 9:4 

9 8/9 5/984 1/983 2/989 

3 1/3 5/11 5/14 1/989 

2 5/5 2/11 1/11 2/15 
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مقدار استاندارد  ردیف
(ng/ml) 

 جذب

1 0 2.45 

2 0.5 1.61 
3 1.0 1.32 
4 2.5 1.15 
5 5.0 0.88 

6 10.0 0.62 
7 20.0 0.42 


