
 

 

 

 
   

 سرم انسان در HE4گیری  اندازهکیت 

Human Epididymis Protein 4 (HE4) ELISA Kit 
  Cat. No: 8524-96 / Rev: A0 (1403/01/15) 

 

 

 مقدمه:

اپی پ ترشحی  انسانی  روتئین  خانوا  (HE4)دیدیم  به  پروتئینی متعلق  ده 

WAP four-disulfide core  (WFDC)    است که بیان افزایش یافتۀ آن در

سرطان  ان مختلف  سرطان   نتخمدا تلیال  اپی واع  سروز،  سرطان  شامل 

اندازه  شفافسلول    نآندومتریوئید و سرطا سطح  گیری  مشاهده شده است. 

و  به   HE4  سرمی تخمدان  سرطان  بهبود  و  درمان  روند  بر  نظارت  منظور 

افرادی که سابقه افزایش این بیومارکر    در  تشخیص عود یا پیشرفت بیماری

داشته  دارد.  ند،  ارا  کاربرد  کاربرد  گیری کمی غلظت  اندازه  کیت، ن  ایحیطه 

HE4 روش الایزا است.   در سرم انسان به 

 

 اصول آزمایش: 
الایزا براساس  آزمایش  است.   ساندویچ  یاین  شده  شدن با  طراحی    اضافه 

حاو  لهین یوت یب  یبادی آنت  سرم  چاهک،  ژنی آنت  یو  سازی حرکتبی   به 

 کفر  ه دشد  تیبتث  نی دی استرپتاو  نیب واکنش  توسط   یمنیا  یهاکمپلکس 

  شوی شست پس از  .  رد یگیصورت م  HE4  ضد  لهینی وتیبی  بادی و آنت   هاچاهک 

آنتی چاهک  آنزیم  ها،  به  متصل  کمپلکس شده  اضافه    HRPبادی  های و 

می  تشکیل  به شوندساندویچ  از  پس  رس  .    شوی شست  و  واکنش  دنی تعادل 

س  پس  و  (HRP  میآنز  یسوبسترا )  زارنگمحلول    افزودنبا    ها،چاهک مجدد  

که بیشترین جذب نوری   شودتولید می محصول نهایی    ،کننده لول متوقف حم

  شدت   جهی شده و در نت  جادی رنگ ا  مقدار  نانومتر دارد.  450موج  را در طول 

غلظت  نوری  جذب   مستق  HE4با  ارتباط  نها   می سرم،  در  غلظت   تیدارد. 

HE4 ددگری م  سبهمحااستاندارد  یسرم به کمک منحن . 

 

 محتویات کیت: 
 .تثبیت شده نیدیاسترپتاوتستی حاوی  96میکروپلیت  (1

،  100، 25، 0 های غلظتدر  : شش ویال Cal A – F)  (HE4رهاکالیبراتو (2

 از سرم انسان.  تهیه شده pmol/L  800و  400، 200

  11  ویالیک    : (HE4 Enzyme Conjugate)کونژوگه آنزیمی  محلول    (3

 در بافر.   HRPبه آنزیم بادی متصل تی ن آوی حا  لیتریمیلی 

 11  ویالیک    : (HE4 Biotin Conjugate)  بیوتینیکونژوگه  محلول    (4

 بادی متصل به بیوتین در بافر. حاوی آنتی لیتری میلی 

 . لیتریمیلی  20 ویال یک: (Wash Solution-50X)محلول شستشو  (5

 لیتری. میلی  5/6 الیو کی : A  (Substrate Solution A)زاگمحلول رن (6

 لیتری. میلی  5/6 ویالیک  :B  (Substrate Solution B)محلول رنگزا (7

 12ویووال  یووک: (Stop Solution)ش کننووده واکوونمحلووول متوقف (8

 لیتری.میلی

کنترل  (9 یک  محلول  ویال  :   (Control Level 1)سطح    5/0یک 

 لیتری. میلی 

کنت10 محلول   5/0یال  و  یک (Control Level 2): ودسطح  رل  ( 

 لیتری. میلی 

 ورق. یکچسب مخصوص پلیت: بر  (11

شوند.    ینگهدار  گرادی درجه سانت  8تا    2  یدما  ها درولمحل   هی: کل 1  توجه

   است. یقابل نگهدار  زیاتاق ن  یکننده در دمامحلول متوقف 
 است. شده درج COAدر  هاکنترل  مقادیر: 2 توجه

 

 کیت:  شده در  مورد نیاز تأمین ن وسایل مواد و

 ع(. رجم لتر)فینومتر ان 630و  450گر پلیت دارای فیلتر ( دستگاه خوانش 1

 ( سمپلر کالیبره. 2

 ( آب مقطر دیونیزه. 3
 

 ر استفاده از کیت: داحتیاط 
لذا  است    دهیگرد   هی تعب  تی ک   نیاستفاده در هم  یبرا  تیک   نیا  اتیمحتو  (1

با    از مشترک   جداً  گرید  ساخت  یاهشماره   ای  و  هاتیک   ریسااستفاده 

 . نمایید یخوددار

محلول  (2 اکلیه  زمان  تا  کیت  ها  هست پایدانقضاء  محلول ر  از  که ند.  هایی 

 . نشودستفاده اها گذشته است یخ انقضاء آن تار

 ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند. توجه فرمایید محلول  (3

منف   یانانس   شاءمنبا    تیکاین    اتیمحتو  (4 نظر   ،HIV1/2  دنبو  یاز 

HBsAg    وHCV  بودن   یمنف  تشخیص قطعی در مورد  ولی  ؛اندشده  بررسی

عفعوام  تمام بیماریل  روش   زاونی  از  استفاده  آزمایشگ با  متداول  هی اهای 

بنابراستی نپذیر  امکان  به  نی.  توجه  آلودگی    با  بیماری احتمال  زایی  و 

  ی منیا  یهادستورالعمل   د مطابق بامحتویات کیت، تمام مراحل آزمایش بای 

 د. نانجام شو

ام کار با  هنگدر    .است  یالزام در هنگام کار    نکیاستفاده از دستکش و ع   (5

ریخته نقاط بدن    ریسا  ای  صورت  ر رویبآن    اتی که محتو  دییدقت فرما  تیک

 . نمایید جلوگیریمخاط  ریبا دهان و سا مواد و از تماس   نشود

 دیوده بااده شواسوتف  یو سر سمپلرها  هاچاهک  ،هاکنترل  ماران،ینمونه ب(  6

دفوع   زامواتلابوا    مطوابقو    نددر نظر گرفته شو  یعفون  یعنوان پسماندهابه

 گردند.امحاء  یعفون یپسماندها
 

 : سازی و نگهداری نمونهآماده ،آوریجمع 

اسازی جدساعت پس از    8تازه )حداکثر  سرم    نمونهبرای این آزمایش از  (  1

با استف .کنید  هاستفادسرم(   ازنمونه خون  ری گیتکنیک استاندارد خون   اده 

دقیقه(    60تا    30سیاهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کامل خون )

  ک ی میپل  ک،یکتر یا  یهااز نمونه. حتی الامکان  گردددا  ونی جهای خسلولاز  

   .نشوداستفاده  زیهمول و

 کنند،را دریافت می   (mg/day 5˃)( در افرادی که دوز بالایی از بیوتین  2

باید حداقل  نمونه  پ  8گیری  انجام  ساعت  بیوتین  دوز  آخرین  دریافت  از  س 

 شود.  

ساعت در    8  تا  حداکثر  هانه نمو  .بسته باشد  کاملاً  دیبا  هادرب ظرف نمونه   (3

در ماه    3  ات  کثرحداو  گراد  ی درجه سانت  8تا    2  ماید  روز در  2  ودمای اتاق  

و   از منجمد  هستند.  ادهتف و اس   قابل نگهداری  گرادی ت درجه سان  -20  یدما

   .کنیدها خودداری ذوب کردن مکرر نمونه 

 

 ها:ف عرم و نگهداری سازیآماده

آماده 1 شستشو:(  محلول  نگهداری  و  محلول یلیم  20حجم    سازی  از  لیتر 

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

درآماده  سانتی   8تا    2دمای    سازی  نگدرجه  صورت راد  در  کنید.  گهداری 

د اگری انتدرجه س  37ماری  در بن   را آنمشاهده رسوب در محلول شستشو،  

دهید  قرا کدورت  ر  مشاهده  صورت  در  شود.  حل  رسوب  محلول دتا  ر 

 . نماییدشستشو، از مصرف آن خودداری 

آماده 2 رنگزا:  (  محلول  رنگزامحلول سازی  حجم ا  ر  Bو    A  ی های  های  با 

( لیتر محلول  میلی   2  تهیه  برای  مثال،  عنوان)به   کنید  ط مخلو  (1:1مساوی 

به    A  یلول رنگزاز محار  یتلمیلی   1  ،آماده مصرف ازمیلی   1را  محلول   لیتر 

تاریکی انکوبه دقیقه در دمای اتاق و    10مدت    اضافه کنید( و به   B  یرنگزا

 صرفیا کدورت در محلول رنگزا، از م  کنید. در صورت مشاهده رنگ آبی و

 خودداری فرمایید.  آن

 

 :  روش انجام آزمایش

تا   22اتاق )  ها به دمای کیت و نمونه  اجزاء   ام تم ن شوید که قبل از شروع آزمایش مطمئ 

بار سر و ته    5با   را   هاها و کنترل نمونه   ،کالیبراتورها اند. گراد( رسیده ی ت ن درجه سا   28

 نواخت کنید. کردن به آرامی یک 

  بقیه   و   بردارید  را  آزمایش  انجام  برای  نیاز  مورد  هایچاهک   تعداد  (1

 را  آن  درب  دهید،  قرار  ینیومیومآل  سهکی  در  گیرهمراه رطوبت  را  هاچاهک 

 . نماییدنگهداری  گرادسانتی  درجه 8 تا 2 دمای در و بسته

کنترنمونه   ،کالیبراتورها   از  میکرولیتر  20  حجم  (2 و   هایچاهک   در  هال ها 

  دوتایی   صورتبه کالیبراتور    یا  نمونه  هر  از  که  تاس  تره ب.  بریزید  نظر  مورد

 . دو ش ریخته هاچاهک  در)دوپلیکیت(  

 اضافه  هابه همه چاهک  ی ن یوت یبمحلول کونژوگه    تریکرول یم  100  محج  (3

 . دیده  نکات یآرام به  زیسطح م یرو هیثان 30مدت  به را تیپل و   دکنی

در    قهیدق  30ت  دمبهو    دی شان پوب  تیچسب مخصوص پل برها را با  چاهک  (4

 . نماییداتاق انکوبه  یدما

کردن  ار   پلیت  اتیمحتو  (5 وارونه  آسپیراس   با  تخلیهیا  سپس  دی کن  یون   .

راچاهک  با    5  ها  مرتبه  هر  و  آماده محلول شستشو    تری کرولی م  300مرتبه 

معرف  سازی  آماده  )بخش  بفرمایید(  ر  هامصرف  مطالعه  اگر دییبشوا   .  

را   تیپل   یآرامشستشو به   یشود در انتهای ام مانج   یستت دصورشستشو به 

رو رطو  یبر  مناسب  به   .دی بزن  ریگتبدستمال  شستشوی  انجام  و  منظور 

اقدام    1سایت شرکتها، مطابق با فیلم قرار داده شده در وباستاندارد چاهک 

 نمایید. 

کونژوگه  تری کرولی م  100( حجم  6 اضافه    هاچاهک   همهبه  آنزیمی    محلول 

 خودداری کنید. له مرحلیت در این از تکان دادن پ .د یکن

در    قهیدق  30مدت  و به   دی بپوشان  تیپل   چسب مخصوصبررا با    هاهکچا  (7 

 . کنیدبه اتاق انکو یادم

 شستشو دهید.  5ها را مطابق با بند چاهک  (8

سازی اده مصرف )بخش آماده مآ   یرنگزااز محلول    تریکرول یم  100  حجم   (9

دت  مید و پلیت را بهزیها بردرون تمام چاهک بفرمایید(  طالعه  ها را ممعرف 

لیت در این  از تکان دادن پ  .دی انکوبه کن  یکیاتاق و تار  یدمادر    قهیدق  15

   له خودداری کنید.مرح

بالاترتوجه:   نور  زانیم  نیاگر  از    براتوری کال  یجذب  آمد،    2کمتر  دست  به 

 . دی ده شیافزا  قهیدق 10مدت را به  رنگزامحلول  ونیزمان انکوباس 

متوقف   تریکرول یم  100  حجم  (10 و کنمحلول  به  نده   هاک چاه  امتماکنش 

 یتا تمام رنگ آب   دی ان دهتک   یآرامبه   هیثان  20مدت  به و پلیت را    دیاضافه کن 

 شود.  لیآن به زرد تبد

نانومتر با اسوتفاده از متود   450موج  در طولرا  هر چاهک  جذب    شدت  (11

Point to Point نش بعود از متوقووف کوردن واکوو قووهیدق 15توا اکثر حوود

 .(دیونانومتر استفاده کن  630تا    620  فرانسر  موجز طولا)  یدگیری کناندازه

ه ارائو  ریوعنوان نمونوه در زبه  تیک  نیا  کالیبراتورهایجذب و نمودار  میزان  

 .شده است

 

 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

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

 
 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(Pmol/L) 

Cal. A 
A1 0.021 

0.029 0 
B1 0.037 

Cal. B 
C1 0.296 

0.301 25 
D1 0.306 

Cal. C 
E1 0.949 

0.940 100 
F1 0.931 

Cal. D 
G1 1.495 

1.525 200 
H1 1.555 

Cal. E 
A2 2.183 

2.203 400 
B2 2.223 

Cal. F 
C2 2.789 

2.800 800 
D2 2.811 

 

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


 

 

 

 
   

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 HE4الایزای  برای تست مقادیر مورد انتظار

 

تولیدکننده کیت انت  ،شرکت  مورد  تست  مقادیر  این  برای  بهظار  قرار   را 

است.    صزیر مشخ مقادیر  اگرچهکرده  این  نظر یت  لآنابرای  باید  ؛  مورد 

 تعیین گردد.  توسط آزمایشگاه 

 

Normal Range  

UP TO 120 (Pmol/L) 
 

 های کنترل کیفیپارامتر
 

 (Within-Run)دور دقت درونآزمون -سی دقت ررب( 1

بوا   نمونوه سورم  سهنتایج حاصل از  ی  یرپذیابی تکرارا ارزب  دوردروندقت  

 بوار تکورار بورای هور نمونوه(  20کاری )نوبت  در یکتفاوت  مهای  غلظت

 است. CV˂10%یش امعیار پذیرش در این آزم .بررسی شد

 
                          
 

 

 

 (Between-Run)دور دقت بین آزمون-قتسی دربر (2

بوا سه نمونوه سورم  حاصل از    ایجدیدپذیری نتبی تجارزیابا    دوربین  دقت

در هور   بار تکرار برای هور نمونوه  5)  کارینوبت  4  رد  های متفاوتغلظت

 است. CV˂10%ین آزمایش امعیار پذیرش در . انجام شدکاری( نوبت

 

 

 

 

 

 

 

 (Recovery)زیابی باآزمون  - یدرست ی( بررس3

این   ازاء هر  تستدر  ب  ه نسبتب  سرمدو نمونه  ،  آزمون  به  یکدیگر    امساوی 

به  و  نمونهترکیب شده  آن سنجش شد  HE4ت  ظغل   ،عنوان یک   اری مع  .در 

 ست. انسبت به نتیجه مورد انتظار  Bias˂10% ،ش یآزما نیدر ا رشیپذ

 

 
 
 

 
 

 (Linearity) آزمون خطی بودن - درستی( بررسی 4

تست   این  ن رقتدر    HE4غلظت  در  مختلف  سرمومهای  ن ییتع  جهت  نه 

کیت  خطی اندبودن  شزه ا،  آزمایش    د. گیری  این  در  پذیرش  معیار 

Bias˂10%  .است 

 

 

 

 

 

   (Cross Reactivity) آزمون واکنش متقاطع-( بررسی ویژگی5

متقاطع کردن  HE4با  مشابه    باتیرکت  واکنش  اضافه    های غلظت  توسط 

ترکیبات    از  یمختلف و  این  سرم  ماده  مقدا  نیب نسبت    گیریاندازه به  ر 

 شهمان مقدار جذب، سنج  جادیا  یبرا  ازی ن  مورد  HE4  مقدار  به  گراخله مد

بررسیشد این  نتایج  می نشا   .  ا  دهدن    HE4  یبادی نتآبا    باتیترک   نیکه 

نش متقاطع )بسته به نوع آنالیت و ک وا  ر پذیرشمعیا  .دنواکنش متقاطع ندار 

ا محدوده  ماده  در  آنالیت  برای  شده(  و    100±10ضافه  ماده درصد    برای 

 . درصد است 25 ه شده حداکثر تااضاف

Analyte Cross Reactivity 

CA-125 ND* 

CA19-9 ND 

CA15-3 ND 

           *ND: Not Detectable   

  (Interference) ( بررسی تداخلات6

ارزیابی قورار  مورد HE4 تداخلات رایج در سنجش اساس فرمول زیر، درصد بر

 گرفت:

 

 

 

 و 20 روبین توابیلووی، 1000 بین توواموگلوووه آمدهدسوتبهایج بور اسوواس نتوو

 .تأثیری بر نتیجه سنجش نداردلیتر گرم بر دسیمیلی 3000 گلیسرید تاتری

 

  (Comparison of Methods) هاسه روش مقای  -( بررسی درستی7

بررسی میزان    درستی  جهت  کیت،  این  با    100ر  د  HE4نتایج  سرم  نمونه 

  و   یسهکیت مرجع مقاتایج آن با  شد و ن   گیریاندازه مال و بالا  مقادیر پایین، نر

، یرسونپ  روش  دو کیت، بر اساساز    آمدهدست به  تایجنبین    یهمبستگیب  رض

این آزمایش به صورت زی  معیار پذیرش  محاسبه گردید.  999/0 تعریف    ربرای 

 شده است: 

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

 (Sensitivity) یتسی حساس( برر8

 Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)س  حساسیت کیت بر اسا

(LOB)    از فرمول زیر محاسبه شد و برابر بابا استفاده  Pmol/L  612/0   تعیین

 . گردید
LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 (Stability)پایداری ررسیب( 9

Accelerated Stability Test  :در   فتهه  4  مدت  به  تیک  پایداری   بررسی  

   .گرادی سانت درجه 37 یدما

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

 . دگرای سانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت به ،هاول ل مح

Shelf Stability Test :یدما در سال 2 مدت به تی ک عدد 8 پایداری یبررس 

   .اشدبمی  بار کی ماه سه هر  صورته ب نتایج ارزیابی و گرادی سانت  درجه 4

  15مدت    به  نظر  وردم  تیک  که  دهدی نشان م   یداری اپ  ی بررس  لفمطالعات مخت

  تغییر   ،یداریپا  نییه تعببوط  رم  یهاش یدر آزما   رشیپذ  اریمع   .است  داریاپ  ماه

   .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 سب کالاهاشده در برچ تفادهئم اسعلا

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 
Date of manufacture 
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های مندرج  ونه مشکل خواهشمند است با شماره رگدر صورت بروز ه

 تماس بگیرید.  (بخش پشتیبانی) روی جعبه  رب

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean HE4 (Pmol/L) 38.26 125.80 330.69 

SD (Pmol/L) 1.76 6.05 13.63 

CV (%) 4.6 84.  4.1 

 

No. 
Sample 
(Pmol/L) 

Added 
(Pmol/L) 

Exp. 
(Pmol/L) 

Obs. 
(Pmol/L   (  

% Rec. 

1 39.25  104.50 71.88 69.26 96.4  

2 300.56 39.25 169.91 166.66 98.1  

3 104.50 300.56 202.53 208.43 102.9  

 

No. 
Sample 
(Pmol/L) 

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

% Bias  

1 385.42 -2.7 1.4 3.7 2.8 

2 252.48 -3.5 -2.2 3.4 3.8 

3 119.19 -4.9 2.6 -3.8 -4.6 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean HE4 (Pmol/L) .7714  136.86 352.93 

SD (Pmol/L) 811.  40.6  14.09 

CV (%) 34.  44.  4.0 

 

100 × 

 ر گدن آنالیت مداخله ومیانگین غلظت بعد از افز  -یت مداخله گر البل از افزودن آنمیانگین غلظت ق

 گرغلظت آنالیت مداخله  
 ل تداخ درصد =


