
 

 

 

 
   

 در سرم انسان  Free Testosterone گیریکیت اندازه
Free Testosterone ELISA Kit  

Cat. No: 5524-96 / Rev: C5 (1403/02/17) 
 

 مقدمه:

و    19  دیاستروئ   کیتستوسترون    در مرداناست که  آندروژن فعال    کیکربنه 

و بعمدتاً  نرمال    بالغ  ترشحضه یتوسط  مسئو  شود. می  ها  اتستوسترون    د اج یل 

ثانو ارز   آن  یریگه انداز  است و  یجنس  هیصفات   یسمپوگناد یه  تیوضع   یابیدر 

ویژه  دارداهمیت  افزاای  مقا  شی.  در  آندروژن    تمو سطح تستوسترون  به  کامل 

می م  مشاهده تستوسترون  کاهش سطح  علل  از  به هی شود.    سم، ی پوگنادیتوان 

بخش  ره کرد.  شاا  رهیغو    یکبد   روزیفلتر، س  نیم کلادرمان با استروژن، سندر

ا باشدمیحامل متصل    یهان یبه پروتئخون  جریان  در  عمده تستوسترون    نی. 

 و به   (CBP)زولیبه کورت  یاتصال   نیپروتئ   ،نیبه آلبوم   فی هورمون به طور ضع

گلوبول به  محکم  هورمون   یاتصال  نیطور  متصل  SHBG)  یجنس  یهابه   )

م شودی م آن  آزاد  شکل  تستوسترون  فعال  بخش    دلیل امر    نیهم  هک  باشدی. 

عنوانآزاد    هورمونغلظت    نییتع تشخ  به  بهتر جهت  پ  صیشاخص   یریگ یو 

 Free غلظت گیری اندازه کیت  این  کاربرد حیطه  باشد. مذکور   یهای ماریب

Testosterone  باشد در سرم انسان می . 

 

 :  اصول آزمایش

الا  نیا اساس  بر  است  یرقابت   یزایتست  شده  ش.  طراحی  اضافه    ن د با 

سپس  و    آزادوسترون  تست  یسرم حاو   ،HRPشده با آنزیم    ونژوگهکوسترون  تست

بیوتینیله  بادی آنت  چاهک ی  حاوی  به  شده  استرپتاویدینهای    ، تثبیت 

استرپکمپلکس  با  بیوتین  از طریق واکنش  ایمنی  به  های  چاهک    کفتاویدین، 

شستشوی    شوند.می متصل   از  رنگبا  ،  هاچاهک پس  محلول  کردن    ا زاضافه 

آوبس )س تولید   ،کنندهف متوق   لولحم  و سپس  (HRP  نزیمترای  نهایی    محصول 

کهمی  بیشتری  450  موجطولدر    شود  جذب  نانومتر  میزان  داردنوری  ن  . را 

 غلظت  با    چاهک    هر    در    میزان جذب      جهی درنت  و      شده   جادی ا    رنگ  شدت  

Free Testosterone  .تینها رد  در سرم و کالیبراتورها ارتباط معکوس دارد 

 گردد. ها محاسبه می غلظت این هورمون در نمونه ندارد تامنحنی اس مک به ک

 

 محتویات کیت: 

 حاوی استرپتاویدین تثبیت شده. یتست 96 تیکروپل یم (1

، 1،  2/0،  0هایبا غلظت  : (Free Testosterone Cal A-G)( کالیبراتورها2

 انسان.  سرمشده از  هیته ng/dL  60و  20، 5/7، 5/2

:  (Free Testosterone Enzyme Conjugate)( محلول کونژوگه آنزیمی3

 در بافر.  HRPتستوسترون متصل به آنزیم لیتری حاوی میلی  6ویال  یک

 

ب  (4 (:  (Free Testosterone Biotin Conjugateی  ن یوتیمحلول کونژوگه 

  بیوتین به  متصل Testosterone ضدبادی آنتی یحاو یتری لی ل یم 6 الیو کی

 فر. با در

 . یتریلی ل یم 20 الیو یک: (Wash Solution-50X) محلول شستشو (5

 . یتریلی ل یم  5/6 الیو یک: A (Substrate Solution A) رنگزامحلول  (6

 . یتریلی ل یم  5/6 الیو یک: B (Substrate Solution B) رنگزامحلول  (7

 . یتری لیل یم 12 الیو کی :(Stop Solution) کنندهمحلول متوقف (8

کنتر  (9  5/0  )های(ویال:  (Free Testosterone Control)ل  محلول 

 . لیتریلی یم

 .یک ورق ( بر چسب مخصوص پلیت10

د:  1  توجه کالیبراتورها  مطابغلظت  تولید  بر ر هر سری  مقادیر درج شده  با  ق 

آ  لیبل  محصول  ن روی  آنالیز  گواهی  و    در   هالومحل   تمام.  باشدمی   (COA)ها 

 یکننده در دماشوند. محلول متوقف  ینگهدار  گرادیانت درجه س   8تا    2  یادم

 است.  یقابل نگهدار زیاتاق ن

 درج گردیده است. COAمقادیر کنترل)ها( در  :2 توجه
 

 ه در کیت:  د نیاز تأمین نشدمواد و وسایل مور

 . (مرجع)فیلتر  رتنانوم 630و  450گر پلیت دارای فیلتر انشگاه خو( دست1

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3
 

 کیت:  ه ازستفادر اد تیاطحا

 لذذا از است؛ دهیگرد هیتعب تیک نیاستفاده در هم یبرا  تیک  نیا  اتیمحتو  (1

 یخذوددار  جذداً  گذریساخت د  یهاشماره  ای  و  هاتیک  ریاستفاده مشترک با سا

 .دیینما

خ ه تذاریهایی کستند. از محلولهدار  کیت پای  ءاها تا زمان انقضکلیه محلول  (2

 د.نیه نکستفادت ااسشته ذگ هاانقضاء آن

 قرار نگیرند.  مستقیمنور  عرضها در متوجه فرمایید محلول (3

م  (4 نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  بودن  محتویات  و    HBsAg  ،HIV1/2نفی 

HCV  شدبررس مورد    اند؛هی  در  قطعی  تشخیص  بودن  ولی  عوامل متمنفی  ام 

.  نیستذیر  پکان ام  هییشگاام زل آهای متداواز روش   زا با استفادهاری بیم  یعفون

کیت، تمام    محتویاتزایی  و بیماریآلودگی   با در نظر گرفتن احتمال  ،بنابراین

 د. نهای ایمنی انجام شودستورالعمل با مراحل آزمایش باید مطابق

کذار بذا  نگذامهدر  .اسذت یلزامادر هنگام کار    نکیاستفاده از دستکش و ع  (5

بذدن ریختذه  نقذاط  ریاس  ای  تورص  ر رویب  آن  اتیکه محتو  دییرمادقت ف  تیک

 . جلوگیری نمایید مخاط جداً ریبا دهان و سامواد از تماس  نشود.

 دیذشذده بااسذتفاده    و سذر سذمپلرهای  هذاچاهک،  اهکنترل  ماران،ینمونه ب(  6

دفذع   الزامذاتبذا    ابقطذمو    ه شذوندتذدر نظذر گرف  یعفون  یعنوان پسماندهابه

 .دگردنامحاء  یعفون یهاپسماند

 
 

 سازی نمونه:مادهآری و آوع مج

نمونه خون با استفاده از    استفاده شود.  ی هپارینهو پلاسما  یسرم  هایاز نمونه(  1

  ل مهرگی تهیه شود و سرم بعد از لخته شدن کاگیری سیانیک استاندارد خون کت

 یهااز نمونه ن  مکا شود. حتی الا  ی جدانی خوهااز سلولدقیقه(    60ا  ت  30)  ونخ

   .دی استفاده نکن زیهمولو   کیم پیل  ،کی کتریا

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

 دریافت آخرین دوز بیوتین انجام شود.  ساعت پس از 8یری باید حداقل گنمونه 

باونهنم  رفظ  بدر  (3 بابست  کاملاً  دیها    8تا    2  دمای  درروز    5تا    هانمونه  .دشه 

قابل نگهداری گراد یجه سانترد  -20 یماه در دما 1اکثر تا گراد و حدینتدرجه سا

 ها خودداری کنید. نمونه راز منجمد و ذوب کردن مکر .استفاده هستندو 
 
 

 ها: معرفو نگهداری سازی آماده

محلول شستشو یتر از  لیمیل   20حجم    شو:محلول شستی  ارگهدو ن  یزاس آماده(  1

(50X)  سازی در دمای  ده و پس از آما آب مقطر دیونیزه اضافهلیتر میلی 980را به

سانتی   8تا    2 کنید.  درجه  نگهداری  رسوگراد  مشاهده  صورت  محلول    بدر  در 

  در   ود.ش  حل   بوسرهید تا  گراد قرار ددرجه سانتی   37ماری  در بن  را  آنشستشو،  

 ی کنید. ن خوددارز مصرف آشستشو، احلول مدر  رتاهده کدوصورت مش

( 1:1های مساوی )را با حجم Bو  Aهای رنگزا محلولزی محلول رنگزا:  اس( آماده2

 1 ،لیتذر محلذول آمذاده مصذرفلییم 2تهیذه    عنوان مثال، بذرایلوط کنید )بهمخ

 و  یذد(  اضذافه کن  Bلول رنگذزا  حم  از  تریلیل می  1را به    Aلیتر از محلول رنگزا  میلی

د. در صذورت مشذاهده رنذگ کنی  کوبهتاریکی انمای اتاق و  د  در  دقیقه  10مدت  به

 خودداری فرمایید. محلول رنگزا، از مصرف آنا کدورت در آبی و ی
 

 روش انجام آزمایش: 

  ق اتاها به دمای  قبل از شروع آزمایش مطمئن شوید که تمام اجزاء کیت و نمونه

بار   5را با ها ها و کنترلهمون، نهااتورکالیبراند. سیده د( رگراتیجه ساندر 28تا  22)

 ت کنید. آرامی یکنواخردن به و ته ک سر

ن  یهاچاهک  تعداد  (1 بردا  انجام  یبرا  زای مورد  را  بق رید  تست  را ها  هکچا  هیو 

 2  یدما  در  و  هستدرب آن را ب  دهید،قرار    یومین یآلوم   سهی در ک  ریگهمراه رطوبت

   .  نمایید یدارهگناد گریه سانت درج 8تا 

د های مورچاهککنترل را در  یا  ها و  تورها، نمونه میکرولیتر از کالیبرا  20  جمح  (2

از ه  بهتر استنظر بریزید.   )دوپلیکیت(  تایی  دوصورت  به  کالیبراتور  ایر نمونه  که 

 شود.  ختهیها ردر چاهک

از کونژ  50حجم  (  3 را    یتل پو    ردهکاضافه  چاهک    به هر زیمی  آن  وگهمیکرولیتر 

 دهید.  می تکانروی سطح میز به آرا ثانیه 30مدت به

ه و پلیت را  هر چاهک اضافه کرد  نژوگه بیوتینی بهمیکرولیتر از کو    50  حجم  (4

 آرامی تکان دهید. ثانیه روی سطح میز به 30 مدتبه

ب( چاهک 5 پلیت  با چسب مخصوص  را  به ها  و  دمای   قه دردقی   60ت  مدپوشانید 

 . ییداه نماق انکوب ات

 سپس.  دیکن تخلیه    اسیونسپیریا آ با وارونه کردن  ها را  چاهک  اتیمحتو(  6

با  مرتبه    3  ار  هاچاهک مرتبه  هر  آماده   تشول شسومحل   تری ولرکی م  300و 

آماده)  ،شده بفرها را مطاسازی معرفبخش  اگردیی بشو   (ماییدلعه  شستشو   . 

انتهاد  شوی مام  نجا  یصورت دست به به  یدر  رو  تیپل   یامرآشستشو  بر   یرا 

ش   منظوربه   .د یبزن  ریگ رطوبتدستمال   استاندانجام  و  مناسب  ارد ستشوی 

 اقدام نمایید.  1شرکتایت سدر وب   دهش ها، مطابق با فیلم قرار دادهچاهک 

سازی  بخش آماده)  مصرف  آماده  یزامیکرولیتر از محلول رنگ  100  حجم   (7

بفر ا ها را مطمعرف پل ها  م چاهک ن تما( درو ماییدلعه  و  به ریخته    مدت یت را 

از تکان دادن پلیت در این    کوبه کنید.ی اتاق و تاریکی اندر دمادقیقه    15

 مرحله خودداری کنید. 

بالاتر اگر  نور  زانیم  نیتوجه:  از    براتوریکال   یجذب  آمد،  به  2کمتر  دست 

 . دیده شی افزا قهیدق 10مدت  زا را بهمحلول رنگ  ونیزمان انکوباس  دیتوان یم

ها اضافه کنید و  م چاهک ا کننده به تموقف یتر محلول متمیکرول  50  حجم  (8

 آرامی تکان دهید. ثانیه به  20مدت پلیت را به

 15حداکثر تا  (نانومتر    450موج  ( مقدار جذب را برای هر چاهک در طول 9

ت  محاسبه غلظ  شیآزما  نی ادر    بخوانید.  )دقیقه بعد از متوقف کردن واکنش

است؛  (  Logic-log  ای)  4PL  و  Point to Pointروش  به   اجرا  در  قابل 

ان  عنو کوچک )بهرا عددی    A  غلظت کالیبراتور  4PLصورت استفاده از روش  

  کالیبراتورهای این   جذب و نمودار  میزان   .گیرد ب  در نظر  (ng/dL 0.01ل  مثا

   عنوان نمونه در زیر ارائه شده است.کیت به 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

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

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Value 
(ng/dL) 

Cal. A 
A1 2.816 

2.887 0 
B1 2.958 

Cal. B 
C1 2.464 

2.479 0.2 
D1 2.495 

Cal. C 
E1 1.648 

1.643 1 
F1 1.639 

Cal. D 
G1 1.01 

1.11 2.5 
H1 1.19 

Cal. E 
A2 0.562 

0.579 7.5 
B2 0.596 

Cal. F 
C2 0.312 

0.316 20 
D2 0.321 

Cal. G 
E2 0.151 

0.149 60 
F2 0.148 

 

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


 

 

 

 
   

 Testosterone Free الایزای  تستبرای   مورد انتظارمقادیر 
 

انتظمق   ، کیت  هندکنلیدتوشرکت   مورد  این  ادیر  زیر   آزمایشار برای  قرار  به  را 

است.   کرده  مقا   ه،اگرچمشخص  نظرلیت  آنا   برای  دیراین  وسط  تاید  ب  مورد 

 تعیین گردد.   اه زمایشگآ

 

 

 
 

 
 

 

 کیفی ی کنترلهارپارامت
 

 (Within Run)دور درونآزمون دقت  -دقتبررسی ( 1

هذای با غلظتایج حاصل از سه نمونه سرم  یری نتذپیابی تکرارداخلی با ارزتدق

ه( نمونذرار بذرای هذر  بار تک  20کاری )نوبتدر یک  و سه سطح کنترل  متفاوت  

 است. CV˂10%ر پذیرش در این آزمایش معیا د.رسی شبر

 
 
 
 
 

 (Between Run)دور بین آزمون دقت-دقترسی بر (2

بیند تجدیدپذیرقت  ارزیابی  با  از  ن   یتستی  حاصل  سرنسه  تایج  با مونه  م 

ر  کرار برای هبار ت  5کاری )نوبت  4در    و سه سطح کنترل  های متفاوتغلظت

  CV˂10%پذیرش در این آزمایش  معیار    شد.  انجامری(  کار هر نوبتنمونه د

 ت.سا

 
 
 

 
 

 (Recovery) یابی بازآزمون  - یدرست یرس( بر3

وی بذا یکذدیگر مسذا  نسبته  ب  سرمدو نمونه    ،آزمایش به ازاء هر آزموندر این  

آن سنجش  در Free Testosteroneغلظت  ،عنوان یک نمونهو به یب شدکتر

سذبت بذه نتیجذه مذورد ن Bias˂10%  ،زمذایشین آر پذیرش در امعیا  د.یدگر

 .است انتظار

 
 
 

 

 

  (Linearity) زمون خطی بودنآ -یتسدر سی( برر4

این نمرقتدر    Free Testosteroneغلظت  تست    در  مختلف   ه سرمنوهای 

ت بودن کیتعبرای  ا  رشیپذ  اریمع   د.گیری شاندازه  یین خطی    ش یآزما  نیدر 

Bias˂10%  .است 

 

 

 
 
 

  (Comparison of Methods) هاوش سه ری مقا -درستی ( بررسی5

  100در    Free Testosteroneیت، میزان  ایج این کنت  درستیجهت بررسی  

نرمال   پایین،  مقادیر  با  سرم  بالا  نمونه  کیت    گیریاندازه و  با  آن  نتایج  و  شد 

ت، بر دو کیاز      آمدهدست به    نتایج  بین      یهمبستگ  یب  رضو    یسهمرجع مقا

این    گردید.سبه  محا  998/0،  سونپیر  وشر  اساس برای  پذیرش  معیار 

 یف شده است:  رت زیر تعروآزمایش به ص
 

 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 
 

   (Interference) اخلات( بررسی تد6

 Free Testosteroneسنجش  رج دد تداخلات رایدرص   ،اساس فرمول زیر  بر

 گرفت: یابی قرارمورد ارز
 

 

 

آمده  بدس  نتایجاساس  بر   تات  تابیلی،  500 هموگلوبین   و  15 روبین 

؛ د نأثیری بر نتیجه سنجش ندارتلیتر  گرم بر دسی ی میل   1000 د تا گلیسریتری

ب نمونهطور عمومی  ههر چند  از  که  است  این  بر  لتوصیه  استفاده  های  یپمیک 

 نشود. 
 

  (Sensitivity) بررسی حساسیت( 7

  Limit of Blankو  Limit of Detection  (LOD)اس  یت کیت بر اس حساس 

(LOB)  از استفاده  زیر    با  شد  فرمول  ب محاسبه  تعیین   ng/dL  06/0  بارابر  و 

 . گردید
 

LOD = LOB + 1.645 SDs 
LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 

 

 
 
 

 (Cross Reactivity)تقاطعزمون واکنش مآ -بررسی ویژگی (8

مندرج در  واد ختلفی از مم هایافه کردن غلظتضکمک ا یش بهاین آزما یژگیو

 گیریطع با اندازها متق  واکنش  .تارزیابی شده اس  ،سرمای  هنمونه به    دول زیرج

نیازتستوسترون    رمقدابه    اضافه شدهماده    نسبت بین مقدار ا  مورد  یجاد  برای 

ش متقاطع )بسته به واکن  پذیرشار  عیم.  ه استشدبررسی    ،جذب  همان مقدار

ی  درصد و برا  100±10  الیت در محدودهه( برای آنشدماده اضافه    وع آنالیت ون

 است. درصد  25ماده اضافه شده حداکثر تا 

 

Cross Reactivity Substances 

1.000 

0.0009 

0.0178 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

< 0.0001 

Testosterone 

Androstenedione 

Dihydrotestosterone 

Cortisone 

Corticosterone 

Cortisol 

Spironolactone 

Progesterone 

17 OH Progesterone 

DHEA sulfate 

Estradiol 

Estron 

Estriol 

Hemolysis 

Rubella 
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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 

 . گرادی سانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت به ،هامحلول 

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 دگرای سانت  جهدر 4

 یهازمان   در  نظر وردم  تیک که  دهدی نشان م   یداریا پ  یبررس لفمطالعات مخت

آزما   رشیپذ  اریمع   .است  داریپا  شدهمشخص  ب  یهاشیدر  تعمربوط    ن ییه 

  .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا

    
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 کالاها برچسبه در شد لائم استفادهع

 

Authorized representative in 

the European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 

Date of manufacture 
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صورت   هدر  ببروز  است  خواهشمند  مشکل  شماره رگونه  های ا 

 یرید.گب تماس (تیبانیشبخش پ)به عمندرج بر روی ج

 

No. 
Sample 
(ng/dL) 

Added 
(ng/dL) 

Exp. 
(ng/dL) 

Obs. 
(ng/dL) 

% Rec. 

1 7.1 18.2 12.65 12.47 98.5 

2 7.1 33.5 20.30 21.07 103.8 

3 18.2 33.5 25.85 24.59 95.1 

 

No. 
Sample 
(ng/dL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 

% Bias 

1 9.6 1.2 -1.5 -2.2 -2.6 -1.7 

2 27.4 2.4 1.9 -1.8 -2.3 -1.2 

3 41.8 5.4 -0.7 0.8 -4.4 -5.3 

 

Reference Interval 

Males 2.5 – 20 ng/dL 

Females 0.2 – 6.1 ng/dL 

1 ng/dL = 10 pg/mL 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.   

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/dL) 0.9 16.71 39.3 0.92 3.36 25.71 

SD (ng/dL) 0.05 0.81 1.69 0.05 0.17 1.15 

CV (%) 5.5 4.8 4.3 5.4 5.0 4.5 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.   

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (ng/dL) 1.29 15.4 36.34 0.91 3.38 25.41 

SD (ng/dL) 0.08 0.88 1.62 0.05 0.17 0.97 

CV (%) 6.2 5.7 4.4 5.5 5.0 3.8 

 

غلظت بعد از افزودن آنالیت مداخله    میانگین -اخله گر ودن آنالیت مدن غلظت قبل از افزمیانگی 

 گر
 گرآنالیت مداخله غلظت 

100× 

 درصد تداخل  =


