
 

 
   

 

  در سرم انسان Progesterone گیریاندازهکیت 
Progesterone ELISA Kit 96t  

Cat. No: 2524-96 / Rev: A4 (1402/09/22) 
 

 : مقدمه

ازکیپروژسترون   مهمی   است  یدیاستروئ  هایهورمون  ی  نقش  که 

برا  یسازآماده در   دارد.  ت  و  نیجن  ینیگزلانه  یرحم  بارداری  داوم 

مختلفی )در  هورم  نایاز    مقادیر  زرد  جسم  توسط  تخمدان  ون 

جفت،   خانم باردار(،  غیر  غده  های  ب  آدرنالقشر  ترشح    هاضهیو 

برای  پیشپرگننولون    بهرول  کلست  تبدیل  .شودمی لازم   سنتزساز 

می فراهم  را    ن یی تع  در  پروژسترون  گیریاندازه .  نمایدپروژسترون 

، پرخطر  یا هیجفت در حاملگ  تیوضع  یابیارز    ،یگذار زمان تخمک

تخمدان،    یهاستیک  بررسی کوشینگلوتئال    ، سندروم 

اهمیت   لکایآدرنوکورت  یپرپلازیها  و  تخمدان  اینومیوکارسیکور

پروژسترون خون  کاهش  .دارد اکلامپس  مقدار    ت ی مسموم  ،یدر پره 

نارسا  یحاملگ  ،یملگحا عملکرد ج  یینابجا،  کاهش  و  آمنوره  فت، 

است.  نتخمدا شده  کاربرد  گزارش  اندازه کاین    حیطه  گیری یت 

 باشد.های سرم انسان میدر نمونه پروژسترونغلظت 

  

  :اصول آزمایش

براین   شده    رقابتی  الایزایاساس  آزمایش  .  استطراحی 

  توسط واکنش بین   کف چاهکی در  کمپلکس ایمن  سازیحرکتبی

چاهکبتث  ترپتاویدینسا کف  در  شده  های  بادی آنتیو    یت 

میوص  ونرپروژستضد  بیوتینیله   و    سرم  یهانمونه  پذیرد.رت 

حاوبراتوریکال که  غ   یها  و  آزاد  به  ریپروژسترون  هستند  کونژوگه 

در    بادی بیوتینیلهو آنتی  HRP  میهمراه پروژسترون کونژوگه با آنز

میچاهک  ریخته  آنتی  هاژنآنتیشوند.  ها  به  اتصال  بادی برای 

کف    پروژسترون  ضدبیوتینیله   استرپتاویدین  به  متصل   هکاچکه 

می رقابت  یکدیگر  با  است  از  .کنندشده  شستشو  هیتخل  پس    ی و 

کها،  چاهک  اضافه  رنگردن  با  و    (HRP  میآنز  سوبسترای)  ازمحلول 

متوقف محلول  میوصمح  ه کنندسپس  تولید  نهایی  در   شودل   که 

جذب را دارد. شدت رنگ و    زان یم  نیشتریب  ومتر نان  450موج  طول

غ  زانیم با  پروژستجذب  و  ورلظت  نمونه  نسبت  کالیبراتورن  ها، 

دارد. نهایت  معکوس  پروژسترون  غ  در  توسط نمونهدر  لظت  ها 

  گردد. می محاسبه منحنی استاندارد

 :ت کیتایوتحم

 .ثبیت شده ت نیدیاواسترپت حاوی ت یپل کرو یم (1

با   هفت:  (Progesterone Cal A-G)  هاکالیبراتور  (2 ویال 

سرم    ازشده    هیته  ،ng/mL    60و    30،  15،  5،  2،  0/ 3،  0  هایغلظت

 انسان.    

 یک:  (Progesterone Enzyme Conjugate)یمیکونژوگه آنز  (3

 .    HRP میمتصل به آنز پروژسترون نژیآنت یحاو یتریلیلیم 6 الیو

  یک:  (Progesterone Biotin Conjugate)  ینیوتیبوگه  ژکون  (4

 .   نی وتیبمتصل به  ضد پروژسترون یبادیتنآ یحاو یتریلیلیم 6 الیو

شستشو   (5   20  الیو  یک:  (Wash Solution-50X)  محلول 

 .یتریلیلیم

 .یتریلیلیم 12 لایو یک: (Substrate Solution) رنگزامحلول  (6

متوقف  (7   12  الیویک  :  (Stop Solution)  کننده محلول 

 .یتریلیلیم

کنتر  (8  0/ 5  )های(ویال  :(Progesterone Control)ل  محلول 

 .یرلیتلییم

 .تیبرچسب مخصوص پل (9

دمالولحم  تمام:  1  توجه در    ی نگهدار  گرادیسانت  درجه  8تا    2  یها 

 است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن یکننده در دمامتوقف محلول شوند.

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

  :نشده در کیت ورد نیاز تأمینم مواد و وسایل

خوانش1 دستگاه  فیلتر  گر  (  دارای  )فیلتر    ر تموننا  630و    450پلیت 

 .  مرجع(

 ( سمپلر کالیبره.2

 .دیونیزه( آب مقطر 3

 

 ر استفاده از کیت: ط دتیاحا

همسا  یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو  (1 در    دهیگرد  هیتعب  تیک  نیتفاده 

از  است؛ سا  لذا  با  مشترک  ساخت   یهاشماره   ای  و  هاتیک  ریاستفاده 

 .دیینما  یخوددار  جداً گرید

اکلیه محلول  (2 تا زمان  پایدار ه  ء اضقنها  از محلولکیت  هایی  ستند. 

 د.ت استفاده نکنیاس شتهذگ اهضاء آن که تاریخ انق

 قرار نگیرند. مستقیمنور   عرضم ردها توجه فرمایید محلول (3

ن  (4 از  انسانی  منشاء  با  کیت  بودن    رظ محتویات  ، HBsAgمنفی 

HIV1/2  و  HCV   منفی  تشخیص قطعی در مورد  ی  ول  اند؛بررسی شده

بیماری مت  نبود عفونی  عوامل  روشام  از  استفاده  با    متداول   هایزا 

نیستامکان   اهییشگ امزآ گرفت  ، بنابراین  .پذیر  نظر  در   احتمال  نبا 

بیماری آلودگی   باید  محتویاتزایی  و  آزمایش  مراحل  تمام  کیت، 

 د.نانجام شو های ایمنیدستورالعمل بق بااطم

در هنگام   .است  یلزاما  را در هنگام ک  نکیستکش و عه از داستفاد  (5

نقاط   ریسا  ایصورت    یر روب  نآ  اتیحتوکه م  دییدقت فرما  تیکار با ک

جلوگیری    مخاط جداً  ریبا دهان و سااد  وماز تماس    ریخته نشود.بدن  

 .  نمایید

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

پسماندهانعبه   دیبا نظر    یعفون  یوان  شوندتفرگدر  با  و    ه  مطابق 

 .دندگراء محا یعفون یدفع پسماندها الزامات
 

 : نمونهسازی آوری و آمادهعجم

ناشتا یا پلاسمای هپارینه است.    این تست سرم   یانمونه مناسب بر   (1

به فرد  نمو  بودن  بهه نهنگام  نتایج  درستی  در  ده آم  تدسگیری 

خواهد ابود.    تأثیرگذار  استفاده  با  خون  استاندارد کت  زنمونه  نیک 

خون   لمکاشدن    هتخعد از لهرگی تهیه شود و سرم بگیری سیاخون

سلولد  60تا    30) از  جد هاقیقه(  خونی  حت  ای  الامکان  شود.  از  ی 

     .دیناستفاده نک زیهمولو  کیمیپل ،کیکتریا یهانمونه

ب2 دوز  که  افرادی  در  بیوتین  لاا(  از  دریافت   (mg/day 5˃)یی  را 

دریافت آخرین دوز   ساعت پس از  8یری باید حداقل  گهنکنند، نمومی

 شود. ماجوتین انبی

باشد  کاملاً  دی با  هانمونه  ظرف  درب  (3 در   5تا    هاونهمن  .بسته    روز 

جه  رد -20 یدما ردماه  1گراد و حد اکثر تا ینتدرجه سا 8تا  2 دمای

از منجمد و ذوب کردن   .هستند  بل نگهداری و استفاده اقگراد  یسانت

 ها خودداری کنید.نمونه ررکم
 

 ها: رفعمو نگهداری سازی آماده

محل  ازی سه آماد  (1 نگهداری  شستشو: و  از   رلیتمیلی  20حجم    ول 

لیتر آب مقطر دیونیزه اضافه و  میلی 980را به  (50X)محلول شستشو 

داری کنید. هگگراد ندرجه سانتی  8  ات  2سازی در دمای  از آماده   سپ

  37ماری  در بن   را   آندر محلول شستشو،    بوسدر صورت مشاهده ر

سانتی قردرجه  ص  برسوتا  هید  د  ر اگراد  در  شود.  مشاهده حل  ورت 

 رف آن خودداری کنید.شستشو، از مص دورت در محلولک

  :شیاروش انجام آزم

ها به  هء کیت و نمونکه تمام اجزاایش مطمئن شوید  مقبل از شروع آز

، نمونههااند. کالیبراتورگراد( رسیده درجه سانتی  28تا    22)  قااتای  دم

 نواخت کنید.یک یآرام ردن بهسر و ته کبار  5 را باها ها و کنترل

ن  یهاهکاچ  تعداد  (1 بردا  انجام   یبرا  ازیمورد  را  برید  تست    ه یقو 

ک  ریگرطوبت  همراه را  ها  هک چا درب   دهید،قرار    یومینیآلوم   سهیدر 

  .  نمایید یدارگراد نگهیه سانتدرج 8تا  2 یو در دما هستب آن را

حجم  2 کنترهاورتارکالیب  ازمیکرولیتر    25(  در   اهنمونه  یا  هال، 

بچاهک  نظر  مورد  نمونه  زید.  یرهای  هر  از  که  است    کالیبراتور   ایبهتر 

 شود. ختهیها ر در چاهک ( ت)دوپلیکیتایی دورت صوبه

آنزیمیک   محلول  میکرولیتر   50  حجم  (3 همه    ونژوگه   ها چاهکبه 

ن  تکا  یماآریز بهثانیه روی سطح م  30مدت    بهرا     تیپل   و  اضافه کنید

 .هیدد

ها چاهک  همهبه    وتینییب ولیتر از محلول کونژوگه  رکمی  50حجم    (4

آرامی تکان ثانیه روی سطح میز به  30دت  به م  را  تیپل  اضافه کنید و

 هید.د

مخصاهکچ  (5 برچسب  با  را  و   پلیت   وص ها  مدت    بپوشانید    60به 

 در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه

وارونه کردنها رچاهک  اتیمحتو  (6 با    . دیکنتخلیه    یا آسپیراسیون  ا 

ل  و محل  تر یکرولی م  300و هر مرتبه با  مرتبه      3  ا  ر  ها  چاهک    سپس

شده   شوتشس آماده )  ، آماده  معرفبخش  مطسازی  را  بفراها     ( ماییدلعه 

شستشو   یشود در انتهایانجام م   یصورت دستشستشو به  . اگردییبشو

بر  تیپل  یآرامبه رطوبتدستما  یرو  را  انبه  .دیبزن  ریگل  ام جمنظور 

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

 اقدام نمایید. 1رکتشایت سدر وب

  و  دیزیها برچاهک زا درون تمام محلول رنگاز  تریکرولیم  100 ( حجم7

به   را  دما  قه یدق  20مدت  پلیت  تار  یدر  و  کن  یکیاتاق  از    .دیانکوبه 

 ی بفرمایید.رن پلیت در این مرحله خوددان دادتکا

بیشتر  توجه: از  اگر  کمتر  کالیبراتور  میزان جذب  آمد،    2ین  به دست 

دقیقه افزایش    10  زا را به مدتانید زمان انکوباسیون محلول رنگوتمی

 دهید.
 

 
1. http://www.idealdiag.com/Training.aspx 
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محلولم  50حجم    (8 کلیه    کننده توقفم  یکرولیتر  به  واکنش 

اضافهچاهک  منک  ها  به  را  پلیت  و  به  20دت  ید  تکان   آرامیثانیه 

 .دیل شورد تبدبه ز بی آندهید تا تمام رنگ آ

  نانومتر   450موج  طولدر    را برای هر چاهک  نوری  جذب  شدت  (9

تا   )از  دقیقه    15حداکثر  بخوانید  واکنش  کردن  متوقف  از  بعد 

رفرانس  طول کنید(.نانومت   630  تا  620موج  استفاده   این    ر  در 

 4PL   و   Point  to  Pointوش  به ر   غلظت   محاسبه   شآزمای 

از روش  ورص  در  ؛ اجرا استقابل  (  Logic-log)یا     4PLت استفاده 

کال ع  A  براتوریغلظت  مثال    یددرا  عنوان  )به   0.01کوچک 

ng/mLردی( در نظر بگ.  

ه در زیر  عنوان نموناین کیت به  اتورهایمیزان جذب و نمودار کالیبر

   شده است. ارائه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 
 
 

 سترون پروژ  برای تست الایزای تظاررد انمقادیر مو
 

ا به ر  آزمایشادیر مورد انتظار برای این  مق  ،یتک  ه ندکندتولیشرکت  

زیر مشخص کرده است.   مورد  آنالیت    برای  این مقادیر  اگرچه،قرار 

 گردد.  تعیین ط آزمایشگاه توسید با نظر

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 کنترل کیفی  هایپارامتر
 

 (Within Run)دور دروندقت آزمون  -بررسی دقت( 1

بااا ایج حاصل از سه نمونه سرم یری نتذپارکرابی تیا ارزب  دوردرون  دقت

بار تکرار باارای هاار نمونااه(   20کاری )در یک نوبتهای متفاوت  غلظت

 است. CV˂13.2%ایش ار پذیرش در این آزممعی  د.بررسی ش

. 

 

 

 

 (Between Run)دور بین مون دقتآز-دقتبررسی ( 2

م با  رس  نهمون  هساز    نتایج حاصل  یبا ارزیابی تجدیدپذیر  دورت بیندق

بار تکرار برای هر نمونه در هر    5اری )کنوبت  4در    های متفاوتغلظت

شد.نوبت انجام  د   کاری(  پذیرش  این  معیار   CV˂13.2%آزمایش  ر 

 .تسا

 

 

 
 
 

 (Recovery) یابی بازآزمون  - یدرست یبررس ( 3

این   ازادر  به  آزمونآزمایش  با   ت نسبه  ب  دو نمونه سرم  ،ء هر    مساوی 

تگیکدی به  د ش  یبکرر  آن  ترون پروژسغلظت    ، عنوان یک نمونهو   در 

نسبت به    Bias˂10%  ،معیار پذیرش در این آزمایش   د.یگردسنجش  

 .است انتظار ه موردنتیج

 

 

 

  (Linearity) آزمون خطی بودن -یتسدربررسی  ( 4

یین  عبرای ت نه سرم وهای مختلف نمرقت در پروژسترون غلظت در این تست 

ب کیوخطی  شگزه اندا  تدن  ا  رشیپذ  اریمع  د.یری   شی آزما  نیدر 

Bias˂10% .است 

 

 

 
 

  (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی5

هااای مختلفاای از مااواد ردن غلظااتافه کاا ضاا مک اک  یش بهاین آزما  ژگیوی

طع امتقاا  واکنش .تارزیابی شده اس ،مرسهای نمونهبه  ندرج در جدول زیرم

مااورد  وژسااترونپر مقداربه  اضافه شده ماده    مقدار  ینب  نسبت  یگیره با انداز

 ش واکنشمعیار پذیر.  ه استشدبررسی    ،برای ایجاد همان مقدار جذب  نیاز

در محاادوده ماده اضافه شااده( باارای آنالیاات  ع آنالیت وونمتقاطع )بسته به 

 است.درصد  25ه اضافه شده حداکثر تا ددرصد و برای ما  100±10

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

  (Sensitivity) اسیتحسی بررس( 6

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

Blank  (LOB)    استفاده براشد   محاسبه  یر  ز  فرمول    از   با     با   ر بو 

ng/mL 12 /0 تعیین گردید. 
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)ریداایپ ررسیب( 7

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

  .گرادیسانت درجه 37 یدما

 

In Use Stability Test  :کردن   باز  از  پس  تیک  پایداری  بررسی  

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

Shelf Stability Test  :2  مدت  به  تیک  دعد  8  پایداری  یبررس  

  سه  هر  صورتهب  نتایج  ارزیابی  و  گرادیسانت  درجه  4  یدما  در  سال

 دهد ینشان م  یداریاپ  یبررس  لفمطالعات مخت  .اشدبمی  بار  کی  ماه 

  اریمع  .است  داریپا  شده مشخص  یهازمان   در  نظر  وردم  تیک  که

کمتر    نتایج  تغییر  ،یداریپا  نییه تعمربوط ب  ی هاش یدر آزما  رشیپذ

 .استدرصد  20 زا
 

 تفاده شده در برچسب کالاهاسا ئمعلا
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های مندرج  اره مرگونه مشکل خواهشمند است با شهبروز در صورت 

 رید.یگب تماس (شتیبانیپ خشب) به بر روی جع

 

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(ng/mL) 

Cal. A 
A1 2.271 

2.364 0 
B1 2.457 

Cal. B 
C1 1.974 

2.052 0.3 
D1 2.130 

Cal. C 
E1 1.317 

1.384 2 
F1 1.451 

Cal. D 
G1 0.865 

0.916 5 
H1 0.967 

Cal. E 
A2 0.446 

0.468 15 
B2 0.490 

Cal. F 
C2 0.259 

0.273 30 
D2 0.287 

Cal. G 
E 2 0.141 

0.147 60 
F 2 0.153 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Progesterone (ng/mL) 1.34 27.23 85.1 

S.D. (ng/mL) 0.06 1.15 3.65 

C.V (%) 4.5 4.2 4.2 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

Added 
(ng/mL) 

Exp. 
(ng/mL) 

Obs. 
(ng/mL) 

%Rec. 

1 0.91 6.50 3.70 3.61 97.60 

2 3.40 18.32 10.86 10.46 96.3 

3 11.13 87.21 49.17 49.32 100.3 

 

No. 
Sample 
(ng/mL) 

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

% Bias 

1 4.3 -1.9 2 -2 0 

2 13.7 -2.8 -1.6 1.2 -1.9 

3 31.6 -0.7 -2.9 -3.2 -2.3 

    

Analyte Cross Reactivity (%) 

progesterone 
Androstenedione 

17OH-Progesterone 
Cortisone 

Corticosterone 
Cortisol 
Danazol 

Dihydrotestosterone 
DHEA sulfate 

Estradiol 
Estrone 
Estriol 

Prednisone 
Testosterone 

100.000 
0.158 
0.375 
0.014 
0.347 
0.005 
0.003 
0.006 
0.002 
0.004 
0.003 
0.002 
0.023 
0.015 

 
Serum Sample 1 3 4 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean Progesterone (ng/mL) 3.13 18.90 81.52 

S.D. (ng/mL) 0.18 0.86 3.67 

C.V (%) 5.7 4.5 4.5 

 

Reference Interval (ng/mL) 

Prepubertal Child 
 (1-10 Years) 

0.07 – 0.52 

Adult Man 0.13 – 1.22 

Adult Woman 

Follicular Phase 0.15 – 1.40 

Luteal Phase 2 – 25 

Postmenopausal 0 – 0.8 

Pregnant Woman 

First Trimester 7.25 – 90 

Second Trimester 19.5 – 91 

Third Trimester 49 – 422 
 


