
 

 

 در سرم انسان IL-6 یریگاندازه  تیک
Interleukin-6 ELISA Kit 96t 

Cat No: 8124-96 / Rev A2: (1402/09/22) 
 

 مقدمه: 

با    (IL-6)  6-اینترلوکین التهابی  پیش  سایتوکاین  یک 

نقشی   که  است  اندوکرین  و  پاراکرین  اتوکرین،  عملکردهای 

ایفا می بقای سلولی  التهاب و  د. سطوح  ینمااساسی در تنظیم 

انسان سرم  در  سایتوکاین  این  طبیعی  بیماری  غیر  های  با 

روده   التهابی  بیماری  شامل  روماتیسم (IBD)مختلفی   ،

آسم  (RA)مفصلی  ،(Asthma) ک بیماری  لمن  س، 

(Castleman's Disease)    و لوپوس اریتروماتوز سیستمیک

(SLE)   اندازه همچنین،  است.  ارتباط  سطح در  گیری 

پاسخ  IL-6سیستمیک   کنترل  و  تشخیص  پیش  در  های 

عفونت به  ابتلا  اولیۀ  مراحل  در  اهمیت التهابی  ویروسی  های 

ای دارد. در این راستا، مطالعات بالینی انجام شده ارتباط  ویژه 

، التهاب ریوی و شدت علائم  IL-6مستقیم بین سطح سرمی  

اند و در حال  را مشخص نموده   COVID-19بیماران مبتلا به  

ان غلظت  ازه دحاضر  التهاب به  IL-6گیری  شاخص  یک  عنوان 

به  بیماران  درمان  و  پایش  در  میریوی  برده  حیطه  کار  شود. 

در نمونه سرم    IL-6گیری کمی غلظت  اندازه   این کیت کاربرد  

 انسان به روش الایزا است.  
 

 :اصول آزمایش

اساس بر  آزمایش  است  چیساندو  یزایالا  این  شده    .طراحی 

کنترل  براتورهایکال  سرم،  هاینمونه   های چاهک   درون  هاو 

شده  بادی ی آنت  حاوی با    شوند.می  ختهیر  IL-6ضد    تثبیت 

)حاوی  محلول      شدن  افهاض آنزیمی  ضد    بادیی آنتکونژوگه 

IL-6  با شده  چاهک  HRP)  آنزیم  کونژوگه  برهمکنش  به  ها، 

  پذیرد.یها بدون هیچ رقابتی صورت مبادی ژن و آنتیبین آنتی

افزودن    ها و حذف اجزاء متصل نشده،وی چاهک شستش  پس از

محلول متوقف    و سپس  (HRP  میزآن  ی سوبسترامحلول رنگزا ) 

تولید می  کننده، محصول را    450موج  در طول  کند که نهایی 

ب درنهانوری    جذب  زانیم  نیشتری نانومتر  دارد.  غلظت    تیرا 

IL-6  منحن  موجود توسط  نمونه  هر  محاسبه دارد  استان  یدر 

 .ددگریم

 :محتویات کیت

 بادی تثبیت شده.آنتی حاوی تستی 96میکروپلیت (1

،  50،  10،  2  هایبا غلظت  الی و  شش:  (IL-6 Cal. A-F)( کالیبراتور  2

 .  pg/mL 600و  250، 125

کونژوگه  3 محلول  یک  (IL-6 Enzyme Conjugate)  یمیآنز(   :

آنز  IL-6ضد    یدابی آنت  یحاو  یلیترمیلی   6  الیو به    HRP  میمتصل 

 در بافر.

   لیتری.میلی 0/ 5)های( الی: و (IL-6 Control)کنترل ( محلول4

شستشو(  5  25ویال    یک:  (Wash Solution-20X)  محلول 

 .لیتریمیلی

 ی.لیترمیلی 12 الیو یک: (Substrate Solution)رنگزا محلول ( 6

متوقف  (7   12  الیو  کی:  (Stop Solution)  کننده محلول 

 .یلیترمیلی

رقیق(  8 ویال (Sample Diluent 10X)  نمونه کننده  محلول  یک   :

 لیتری.میلی 10

 .تیبرچسب مخصوص پل (9

محلول1  توجه تمام  سانت  8تا    2  دمای  در  ها:    ی نگهدار  گرادیدرجه 

 است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن یکننده در دماشوند. محلول متوقف

 است. شده  درج COAر ( دکنترل)ها مقادیر: 2 توجه
 

 : ن نشده در کیتیاد و وسایل مورد نیاز تأموم

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

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 : احتیاط در استفاده از کیت

کیت  1 همین  در  استفاده  برای  کیت  این  محتویات  گردی(    ده تعبیه 

لذسا مشتت؛  استفاده  از  با سایر کیتا  یا شمهرک  و  های ساخت ره اا 

 اری کنید.یگر جداً خوددد

از محلول( کلیه محلول2 پایدار هستند.  انقضاء کیت  تا زمان  هایی ها 

 ها گذشته است استفاده نکنید.که تاریخ انقضاء آن 

 ر نگیرند.ها در معرض نور مستقیم قرا( توجه فرمایید محلول3

ان  تویاتمح  (4 منشاء  با  منفیکیت  نظر  از  ، HBs Agبودن    سانی 

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

بیماری عفونی  عوامل  تمام  روشبودن  از  استفاده  با  متداول  زا  های 

امکان  احتمال آزمایشگاهی  گرفتن  نظر  در  با  بنابراین،  نیست.  پذیر 

بیم و  ماری آلودگی  کیتاویحتزایی  آزمت  مراحل  تمام  باید  ،  ایش 

 انجام شود.های ایمنی ملعا دستورالمطابق ب

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

کار با کیت دقت فرمایید که محتویات آن بر روی صورت یا سایر نقاط  

  ریگیط جداً جلوبدن ریخته نشود. از تماس مواد با دهان و سایر مخا

  کنید.

ب(  6 شده   فاده است  سمپلرهای  رو س  هاچاهک  ،هاکنترل  ان،مارینمونه 

پسماندهابه  دیبا شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  مطابق 

 گردند.امحاء  یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 : نمونهو نگهداری   سازیآماده  ،آوریجمع

فاده از ا استبن  خوست. نمونه  ( نمونه مناسب برای این تست سرم ا 1

بعد از لخته   هیه شود و سرمتسیاهرگی    گیریتاندارد خون تکنیک اس

( خون  کامل  سلول  60تا    30شدن  از  شود.  دقیقه(  جدا  خونی  های 

  .دیاستفاده نکن  زیهمولو    کیمیپل  ک،یکتریا  یهااز نمونهحتی الامکان  

به  فرد  بودن  نمونه   ناشتا  نتهنگام  درستی  در  بهگیری   ه مدآ  دستایج 

 رگذار خواهد بود.تأثی

ظر2 درب  نمونه(  باش اکباید    هاف  بسته  ازملاً  ترجیحاً  تازه   د.  نمونه 

تا  توان نمونهاستفاده شود. حداکثر می را    8تا    2روز  در دمای    3ها 

گراد نگهداری  درجه سانتی  -20ماه در دمای    1گراد و تا  درجه سانتی

 نمایید. دداریوخ  هاکرر نمونهاز منجمد و ذوب کردن م .کرد

را توسط    ست ا  pg/mL 600ز  ا  ها بیشترکه غلظت آنهایی  ه( نمون3

سازی و نگهداری )بخش آماده مصرف  آماده    نمونهمحلول رقیق کننده  

( رقیق نمایید و نتیجه نهایی را با در نظر  را مطالعه بفرمایید  هامعرف

 گرفتن ضریب رقت گزارش کنید.
 

 :هامعرف ی هدارو نگسازی آماده

آماده 1 نگه(  و  محلول سازی  از  یلیمیل  25حجم    شستشو:   داری  تر 

لیتر آب مقطر دیونیزه اضافه و  میلی  475را به  (20X)شستشو ل  محلو

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

 37ماری  را در بن در صورت مشاهده رسوب در محلول شستشو، آن

قراگراسانتی  درجه دهید  حل ر  رسوب  تا  مشاهده  ودش  د  صورت  در   .

 خودداری کنید. نمصرف آل شستشو، از ولمحکدورت در 

آماده 2 رقیق(  محلول  محلول    :نمونهکننده  سازی  از  نیاز  مورد  مقدار 

با آب مقطر دیونیزه رقیق    1:9را به نسبت    (10X)  نمونهکننده  رقیق

به مکنید.  یک  تهیه  برای  مثال،  ملی یلیعنوان  مصرف،    آماده حلول  تر 

کننده  میکرو  100  حجم رقیق  محلول  به    (10X)  نمونهلیتر   900را 

 رولیتر آب مقطر دیونیزه اضافه کنید.کمی
 

 : آزمایشروش انجام 

و   کنترل  کیت،  اجزاء  تمام  که  شوید  مطمئن  آزمایش  شروع  از  قبل 

)نمونه اتاق  دمای  به  سانتی  28تا    22ها  رسیده درجه  اند. گراد( 

کنونهنم،  هاوربراتکالی و  با    ترلها  به  5را  کردن  ته  و  سر    ی امآربار 

 .نواخت کنیدیک

تعداد چاهک1 بقیه    های مورد(  را بردارید و  آزمایش  انجام  برای  نیاز 

گیر در کیسه آلومینیومی قرار دهید، درب  همراه رطوبتها را به چاهک 

 .یدنمایاری گراد نگهددرجه سانتی 8تا  2را بسته و در دمای  آن

کالیبرمیکرول  50حجم  (  2 از  نمونیتر  یا  کنترل  در را    اههاتورها، 

بریزید. بهتر اس چاهک  یا کالیبراتور    تهای مورد نظر  از هر نمونه  که 

 ها ریخته شود.   صورت دوتایی )دوپلیکیت( در چاهک به

ها اضافه کنید میکرولیتر کونژوگه آنزیمی به تمام چاهک   50( حجم  3

 آرامی تکان دهید.  یز به وی سطح منیه رثا 30ت مدهرا بو پلیت 

چاهک4 ب  راها  (  مخصوبا  برچسب  و  بپوشانید  پلیت    60مدت  هص 

 قیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.د

ید و  کن  یا آسپیراسیون تخلیه ها را با وارونه کردن  چاهک  اتیمحتو(  5

  ها را ک چاهید. سپس  بزن ریدستمال رطوبت گ  یرو  را بر  تیپل  یآرامبه

 مصرف  ه دامآولیتر محلول شستشو  میکر  300ه با  تبه و هر مرتبمر  3

آماده ) معرفبخش  بفرماییدسازی  مطالعه  را  بها  اولین  ید.  شوی(  در 

مدت اضافه کردن محلول شستشو، پلیت را به  مرتبۀ شستشو، پس از

ثانیه به آرامی بر روی میز تکان دهید و سپس محلول شستشو را    20

کنید. ب  تخلیه  شستشو  دستی  هاگر  میصورت  انتهای  انجام  در  شود 

ر  نظومبهگیر بزنید.  یت را بر روی دستمال رطوبتی پلآرامشستشو به

  ها، مطابق با فیلم قرار داده انجام شستشوی مناسب و استاندارد چاهک 

 ام نمایید.اقد 1ت شرکتسایشده در وب

 
 

1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 

http://www.idealdiag.com/Training.aspx


 

 

ها  م چاهک تر از محلول رنگزا درون تمامیکرولی   100( حجم  6

و   به  پلیتبریزید  دمای    20مدت  را  در  تاریکی  دقیقه  و  اتاق 

 ودداری کنید.ه خیت در این مرحل تکان دادن پلانکوبه کنید. از 

بالاتر اگر  نور  زان یم  ن یتوجه:  از    رتوبرایکال  یجذب    2کمتر 

مدهب آمد،  انکوباس  دیتوانیست  را    ون یزمان  رنگزا  محلول 

 .دیده شیافزا قهیدق 10مدت به

متوقف  50( حجم  7 کلیه  کننده واکنش به  میکرولیتر محلول 

تکان  می  آراثانیه به  20مدت  ها اضافه کنید و پلیت را بهچاهک 

 دهید تا تمام رنگ آبی آن به زرد تبدیل شود.

نانومتر،    450موج  ا در طولذب نوری هر چاهک رج  ( شدت8

بعد از متوقف کردن واکنش بخوا  15کثر تا  حدا نید )از  دقیقه 

  ن ی در ا  نید(.نانومتر استفاده ک  630تا    620طول موج رفرانس  

غمحاسببرای  (  Logic-log  ای)  4PLروش  از    شی آزما لظت  ه 

  ت یک  نیا  میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای  استفاده نمایید.

 آورده شده است. رینه در زعنوان نموبه

نمودار  توجه از  استفاده  امکان  عدم  صورت  در   :4PLن مودار ، 

Point to Point  استفا  زین قابل  غلظت  محاسبه  ده  جهت 

 باشد.یم

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 IL-6 یزایل اتست  یمورد انتظار برا  ریمقاد
 

رار  قتست را به نیا یبرا تظارنمورد ا ریمقاد ت،ی کننده کدیتول شرکت

مورد نظر   تیآنال یبرا دیبا ریمقاد ن یرچه، امشخص کرده است. اگ ریز

 گردد. نییتع شگاه یزماتوسط آ

 

 

 

 
 

 ی فیرل ککنت یپارامترها
 

 ( Within-Runدقت درون دور ) آزمون -دقت  ی( بررس1

رم با  نه سنمو  هحاصل از س  جینتا  یریتکرارپذ  یابیدور با ارز درون  تدق

در    یهاغلظت برا  20)  یکاروبتن  کیمتفاوت  تکرار  نمونه(    یبار  هر 

 .  است CV˂10% شیآزما نیر اد رشیپذ اریشد. مع یبررس

 
 

 
 

 ( Between-Runدور ) نیدقت ب آزمون -دقت  ی( بررس2

حاصل از سه نمونه سرم با    جینتا   یریذپ  دی تجد  یابیبا ارز  دورنیب  قتد

ر  ر نمونه در هه  یبار تکرار برا  5)  یکاروبتن   4در  وت  امتف  یهاغلظت

معیکارنوبت شد.  انجام  ا  رشیپذ  اری(    CV˂10%  شیآزما  نی در 

 است.

 

 

 
 

 ( Recovery) یابیآزمون باز - یدرست ی( بررس3

آز  نیا  در هر  ازاء  به  متست  نسبت  به  سرم  نمونه  دو  با    یوسامون، 

به  بیترک  گریکدی و  غل  کیعنوان  شده  آن    رد  IL-6ت  ظنمونه، 

نسبت به    Bias<10%  شی زماآ  ن یدر ا  رشیپذ  اریشد. مع  یرگیاندازه 

 مورد انتظار است. جهینت

 

 

 (Linearity) آزمون خطی بودن  - یدرست( بررسی 4

ختلف نمونه سرم برای تعیین  های مدر رقت  IL-6این تست غلظت    در 

اندازه خط کیت  بودن  این  ی  در  پذیرش  معیار  شد.  یش  زما آگیری 

Bias˂10% .است 

 
 

 
 

 

  (Sensitivity) ت ( بررسی حساسی5

 Limit ofو    Limit of Detection  (LOD)حساسیت کیت بر اساس  

Blank  (LOB)    فرمول    با از  و    محاسبهزیر    استفاده  با    شد  برابر 

pg/mL 5 /2 عیین گردیدت. 
s645 SD1.LOD = LOB +  
b+ 1.645 SD bLOB = Mean 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

         اهن مقایسه روش آزمو - ( بررسی درستی6
(Comparison of Methods)  

نمونه سرم با مقادیر   100در    IL-6ن کیت، میزان  جهت بررسی ویژگی ای

ا  پایین، این کیت  بالا توسط  با کندازه نرمال و  آن  نتایج   یت گیری شد و 

نتایج   بین  همبستگی  ضریب  و  مقایسه  دوا  ه دآمدستبهمرجع  کیت،    ز 

روش  بر گردید.    Pearson،  997 /0اساس  برای محاسبه  پذیرش  معیار 

 شده است:   این آزمایش به صورت زیر تعریف
 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 
 

 (Cross Reactivity)کنش متقاطع آزمون وا-( بررسی ویژگی7

کردن     ت یک  یژگیو اضافه  زبا  در جدول  مندرج  نموب  ریمواد  سره  م  نه 

ار ماده اضافه شده به  نسبت مقد  یریگاندازه   حاصل از   جیشد. نتا  یبررس

ن  IL-6مقدار   نشان   جادیا  یبرا  ازیمورد  مقدارجذب،  عدمهمان   دهنده 

)بسته به  واکنش متقاطع    رشیپذ  اریبود. مع  (0.001>)  متقاطع  واکنش

 ددرص  100±10در محدوده    تیآنال  یاضافه شده( برا و ماده   تینالنوع آ

 درصد است. 25تا  ماده اضافه شده حداکثر  برای و

 

 

 

 

 
 

 (Stability)پایداری ررسیب( 8

Accelerated Stability Test  :4  مدت  به  تیک  پایداری   بررسی 
  .گرادیسانت درجه 37 یدما در فتهه

In Use Stability Test  :کردن   باز  از  پس  ت یک  پایداری   بررسی  
 .گرادیسانت درجه 4 یدما در هفته  8 مدت به ،هامحلول بدر

Shelf Stability Test  :سال  2 مدت به  تیک عدد 8 پایداری یبررس  
 کی  ماه   سه  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادی سانت  درجه  4  یدما   در
  تیک  که  دهدینشان م  یدار یاپ  یبررس  لفمطالعات مخت  .اشدبمی  بار
در    رشیپذ  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص   یهازمان   در  نظر  وردم

درصد   20  ازکمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  نییه تعمربوط ب  یهاش ی آزما
   .است

 علائم استفاده شده در برچسب کالها
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بروز هرگونه  در با شماره هشخوا  لمشک  صورت  مندرج   هایمند است 

 .  دیری( تماس بگیبانیتجعبه )بخش پش یر روب

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 
Batch code 

 
In vitro diagnostic medical device 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias  

1 130.6 -0.8 1.1 1.7 1.9 

2 85.4 1.1 -2.2 2.6 -3.4 

3 40.3 -1.3 1.5 -1.3 -2.5 

  

Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean IL-6 (pg/mL) 3.4 13.2 134.0 

SD (pg/mL) 0.17 0.61 5.59 

CV (%) 5.0 4.6 4.2 

 

Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean IL-6 (pg/mL) 5.9 14.1 116.3 

SD (pg/mL) 0.34 0.75 5.12 

CV (%) 5.8 5.3 4.4 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

Added 
(pg/mL) 

Exp. 
(pg/mL) 

Obs. 
(pg/mL) 

% Rec. 

1 3.3 31.5 17.4 16.5 94.8 

2 3.3 142.2 72.75 79.2 108.9 

3 31.5 142.2 86.85 80.0 92.11 

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 0.022 

0.024 2 
B1 0.026 

Cal. B 
C1 0.066 

0.068 10 
D1 0.070 

Cal. C 
E1 0.216 

0.220 50 
F1 0.224 

Cal. D 
G1 0.547 

0.537 125 
H1 0.527 

Cal. E 
A2 1.116 

1.164 250 
B2 1.212 

Cal. F 
C2 2.280 

2.307 600 
D2 2.333 

 

Normal Range (pg/mL) 

< 7 Normal 

7 - 20 Borderline 

>20 Unnormal 

 

Analyte Concentration % Reactivity 

IL-1α 50 ng/mL <0.001 

IL-1β 50 ng/mL <0.001 

Luteinizing Hormone 250 mIU/mL <0.001 

Follicle Simulating Hormone 100 mIU/mL <0.001 

Human Chorionic 
Gonadotropin 

1000 mIU/mL <0.001 

Prolactin 100 pg/mL <0.001 

 


