
 

 

 

 
   

 در سرم انسان S-DHEA گیریاندازهکیت 

DHEA-S ELISA Kit 96t  
 Cat. No: 2624-96 / Rev: E4 (1405/07/11) 

 

 مقدمه : 

کربنه   19 دیاستروئیک ( DHEA-Sندروسترون سولفات )آ یاپ درویده

استسشیپو   استروژن  و  تستوسترون  سنتز  قشر  از  بخش  از    ی که 

م ترشح  بررسیسرم    DHEA-S  یریگاندازه   .شود  یآدرنال    سنتز   در 

آدرنال کارس  ،سمیپوآدرنالیه  و  آندروژن  و  آدر  ینومایآدنوما   ،نالغده 

آنز  ،مردنمایی  یدروکسهی-بتا-3و    لازی دروکسهی-21  یهام یکمبود 

دارد.    دروژنازیده  دیاستروئ وجواهمیت  متقاطع دبا    ن یب  واکنش 

DHEA-S،  مواد   نیا  ینسب  یهاغلظت  آندروسترون،و    آندروستن دیون

  ی بر رو  یزیناچ  اریاثر بس  و نرمال  کیپاتوژلوژ   یهااز نمونه  یاریدر بس

این  حیطه کاربرد  .  خواهد داشت  DHEA-Sگیری  نتایج حاصل از انداز

سطح  اندازه کیت   کمی  پلاسمای   DHEA-Sگیری  یا  سرم  نمونه  در 

   انسان به روش الایزا است.
 

  :اصول آزمایش

پا  نیا بر  است  یرقابتالایزای    هیتست  شده  بطراحی   یسازحرکتی. 

شده در    تیتثب  نیدیاسترپتاو  نیتوسط واکنش ب  یمنیا   هایکمپلکس

آنت سرم و   یها. نمونهردیپذیصورت م  لهینیوتیب  بادییکف چاهک و 

غ  ژنی آنت  ی)حاو  براتوریکال و  همراه  رکونژوگهیآزاد  به   )DHEA-S  

آنز با  آنتی   HRP  میکونژوگه  بیوتینیله  و  چاهکبادی  اضافه   هابه 

  له ی نیوتیب  DHEA-Sضد    یبادیاتصال به آنت  یبراها  ژنی. آنتشوندیم

استرپتاو به  با    نیدیکه  است  شده  متصل  چاهک  رقابت   گریکدیکف 

تخلکنندیم از  پس  شستشو  هی.  رنگزا    یو  محلول  افزودن  با  چاهک، 

  یی کننده، محصول نهاسپس محلول متوقف  و( HRP  میآنز ی)سوبسترا

ب  شودیم  دیتول نور   زانیم  نیشتریکه  طول   یجذب  در    450موج  را 

موجود    DHEA-S  با غلظتنوری هر چاهک  جذب    . شدتنانومتر دارد

آن   دارددر  معکوس  غلظت  .  نسبت  نهایت  نمونه  DHEA-Sدر  ها در 

 گردد.کمک منحنی استاندارد محاسبه میبه

 :محتویات کیت

 تستی حاوی استرپتاویدین تثبیت شده. 96میکرو پلیت  (1

، 0/ 2  ،0  های: شش ویال با غلظت(DHEA-S Cal A-F)  کالیبراتور  (2

  .سرم انسان ازتهیه شده  ،µg/mL 8  و 4 ، 2 ،1

:    (DHEA-S Enzyme Conjugate)آنزیمی  وگه ژکونمحلول    (3

 .    در بافر HRP آنزیم متصل به ژنآنتی حاوی لیتریمیلی 6ویال  یک

بژ کونمحلول    (4  یک:  (DHEA-S Biotin Conjugate)  ینیوتیوگه 

 .   در بافر نیوتیبمتصل به  یبادیآنت یحاوی تریلیلیم 6 الیو

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

 .لیتریمیلی

رنگ  (6  6/ 5ویال    یک:  A   (Substrate Solution A)زامحلول 

 لیتری.میلی

رنگزا  (  7   6/ 5ویال    یک:  B (Substrate Solution B)محلول 

 لیتری.میلی

 لیتری.میلی 12ویال  یک:   (Stop Solution)کننده محلول متوقف (8

 .  لیتریمیلی 0/ 5 )های(: ویال(DHEA-S Control) محلول کنترل (9

 .: یک ورقچسب مخصوص پلیتبر (10

دمای   :1  توجه در  ها  محلول  سانتی  8تا    2کلیه  نگهداریدرجه   گراد 

 .کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری استشوند. محلول متوقف
 درج گردیده است. COAمقادیر کنترل)ها( در  :2 توجه

 مواد و وسایل مورد نیاز تأمین نشده در کیت: 

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

 مرجع(.  

 ( سمپلر کالیبره.2

 ( آب مقطر دیونیزه.3

 احتیاط در استفاده از کیت: 

( محتویات این کیت برای استفاده در همین کیت تعبیه گردیده است؛  1

های ساخت دیگر جداً  ها و یا شماره لذا از استفاده مشترک با سایر کیت

 خودداری نمایید.

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

 ها گذشته است استفاده نکنید.تاریخ انقضاء آن 

 ها در معرض نور مستقیم قرار نگیرند.( توجه فرمایید محلول3

بودن  4 منفی  نظر  از  انسانی  منشاء  با  کیت  محتویات   )HBsAg  ،

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

بیماری  عفونی  عوامل  تمام  روشبودن  از  استفاده  با  متداول زا  های 

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

بیماری  با   زاییو  مطابق  باید  آزمایش  مراحل  تمام  کیت،  محتویات 

 های ایمنی انجام شوند.دستورالعمل

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

کیت دقت فرمایید که محتویات آن بر روی صورت یا سایر نقاط بدن ریخته  

 نشود. از تماس مواد با دهان و سایر مخاط جداً جلوگیری نمایید. 

ب(  6 سمپلرهای  هاچاهک،  هاکنترل  ماران،ینمونه  سر  با  و  شده    دیاستفاده 

پسماندها به شوند  یعفون  یعنوان  گرفته  نظر  با  و    در  دفع    الزاماتمطابق 

 گردند.امحاء  یعفون یپسماندها
 

 آوری، آماده سازی و نگهداری نمونه: جمع

آزمایشنمونه  (  1 این  برای  یا   سرم  مناسب  هپارین  )حاوی  پلاسما  یا 

EDTA)  به .  است فرد  بودن  نمونه  ناشتا  نتایج  هنگام  درستی  در  گیری 

بود.  به خواهد  تأثیرگذار  آمده  تکنیک دست  از  استفاده  با  خون  نمونه 

کامل  استاندارد خون  لخته شدن  از  بعد  سرم  و  تهیه شود  گیری سیاهرگی 

( سلول  60تا    30خون  از  الامکان  دقیقه(  حتی  شود.  جدا  خونی  از  های 

   .دیاستفاده نکن زیهمولو  کیمیپل ک،یکتریا یهانمونه

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

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

 شود.

تا   2روز در دمای    5ها تا  باید کاملاً بسته باشد. نمونه  ها( درب ظرف نمونه3

گراد قابل  درجه سانتی  -20ماه در دمای    1گراد و حداکثر تا  درجه سانتی  8

 ها خودداری نمایید.نگهداری هستند. از منجمد و ذوب کردن مکرر نمونه
 

 :هامعرف ی و نگهداری سازآماده

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

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

دمای  آماده  در  سانتی  8تا    2سازی  صورت  درجه  در  کنید.  نگهداری  گراد 

گراد  درجه سانتی  37در بن ماری    را  آنمشاهده رسوب در محلول شستشو،  

محلول  در  کدورت  مشاهده  صورت  در  شود.  حل  رسوب  تا  دهید  قرار 

 شستشو، از مصرف آن خودداری کنید.

آماده 2 رنگزا:  (  محلول  حجم  سازی  کل  کیت،  از  استفاده  شروع  از  قبل 

رنگزا   رنگزا    Bمحلول  محلول  داخل  را  روشن(  خالی    A)ویال  تیره(  )ویال 

نمایید و برای انجام تست تا پایان مصرف کیت استفاده نمایید. در صورت  

خودداری  آن  مصرف  از  رنگزا،  محلول  در  کدورت  یا  و  آبی  رنگ  مشاهده 

 فرمایید.

 :روش انجام آزمایش

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

( سانتی  28تا    22اتاق  رسیده درجه  و نمونه  ،هاکالیبراتوراند.  گراد(  ها 

 آرامی یکنواخت کنید.بار سر و ته کردن به 5با را  هاکنترل

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

رطوبتچاهک  همراه  را  درب ها  دهید،  قرار  آلومینیومی  در کیسه  گیر 

 گراد نگهداری نمایید.  درجه سانتی 8تا  2آن را بسته و در دمای 

از  20  حجم  (2 و    ،کالیبراتورها  میکرولیتر  در را  ها  نمونهیا  کنترل 

یا  چاهک  نمونه  هر  از  که  است  بهتر  بریزید.  نظر  مورد   کالیبراتورهای 

 ها ریخته شود.در چاهک  )دوپلیکیت( دوتایی صورتبه

آنزیمیکرولیتر محلول  می  50  حجم   (3 اضافه   هر به    کونژوگه  چاهک 

 .آرامی تکان دهیدروی سطح میز بهثانیه  30مدت کنید و پلیت را به

محلول  م  50  حجم  (4 از  چاهک  یبیوتینکونژوگه  یکرولیتر  هر  به 

تکان    یآرامبه  زیسطح م  ی رو  هیثان  30مدت  اضافه کنید و پلیت را به

 . دیده

  دقیقه  30مدتبه بپوشانید و پلیت  ها را با برچسب مخصوصچاهک (5

 در دمای اتاق انکوبه نمایید.

تخلیه  محتویات چاهک   (6 آسپیراسیون  یا  پلیت  وارونه کردن  با  را  ها 

چاهک  سپس  را  کنید.  با    3ها  مرتبه  هر  و  میکرولیتر    300مرتبه 

شستشو آمادهآماده    یمحلول  )بخش  معرفشده  مطالعه سازی  را  ها 

شستشو    بفرمایید( اگر  می  صورتبهبشویید.  انجام  در  دستی  شود 

شستشو   رطوبتآرامبهانتهای  دستمال  روی  بر  را  پلیت  بزنید.ی    گیر 

ها، مطابق با فیلم  منظور انجام شستشوی مناسب و استاندارد چاهکبه

 اقدام نمایید. 1سایت شرکت قرار داده شده در وب

سازی شده )بخش آماده آماده رنگزای میکرولیتر محلول  100  حجم (7

بفرمایید(  معرف مطالعه  را  چاهک ها  تمام  را درون  پلیت  و  بریزید  ها 

از تکان دادن  .  دیینمادقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه    15  مدتبه

 پلیت در این مرحله خودداری کنید.

دست آمد،  به  2ها کمتر از  توجه: اگر بالاترین میزان جذب کالیبراتور 

انکوباسیون  می بهتوانید زمان  را  رنگزا  افزایش   15مدت  محلول  دقیقه 

 دهید.

ها  چاهک   تمامکننده واکنش به  میکرولیتر محلول متوقف  50  ( حجم8

را   پلیت  و  کنید  به  20مدت  بهاضافه  تمام ثانیه  تا  دهید  تکان  آرامی 

 رنگ آبی آن به زرد تبدیل شود.

نانومتر حداکثر     450موج  هر چاهک را در طول  ی( مقدار جذب نور9

)از طول    دیی نما  یریگبعد از متوقف کردن واکنش اندازه   قهیدق  15تا  

 (.دی نانومتر استفاده کن 630تا  620موج رفرانس 
 

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

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


 

 

 

 
   

 ای)  4PLو    Point to Pointمحاسبه غلظت به روش    شی آزما  نیدر ا

Logit-log  )  4در صورت استفاده از روش  قابل اجرا است؛PL   غلظت

( در نظر µg/mL 0.01عنوان مثال  را عددی کوچک )به  Aکالیبراتور  

عنوان نمونه در  به  تیک  نی ا  میزان جذب و نمودار کالیبراتورهای  بگیرد.

 آورده شده است. ریز

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 DHEA-Sمقادیر مورد انتظاربرای تست الایزای 
 

قرار    مقادیر مورد انتظار برای این تست را به   ،شرکت تولیدکننده کیت 

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

 توسط آزمایشگاه تعیین گردد.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 های کنترل کیفی پارامتر

 

 )Run-Within(دور  دقت درونآزمون  –بررسی دقت ( 1

با با ارزیابی تکرارپذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم    دوردروندقت  

متفاوت  غلظت نوبتهای  یک  )در  نمونه(    20کاری  هر  برای  تکرار  بار 

 است. CV˂10%معیار پذیرش در این آزمایش  بررسی شد.
 

 

 
 

 

 (Between-Run)دور دقت بینآزمون  –بررسی دقت ( 2

با  با ارزیابی تجدید پذیری نتایج حاصل از سه نمونه سرم    دوردقت بین

بار تکرار برای هر نمونه در هر    5کاری )نوبت  4در  های متفاوت  غلظت

آزمایش  نوبت این  در  پذیرش  معیار  شد.  انجام   CV˂10%کاری( 

 است.

 
 

 

 

 (Recovery) بازیابیآزمون  - یدرست ی( بررس3

این   آزمون  تستدر  هر  ازاء  سرم،  به  نمونه  با هب  دو  مساوی  نسبت 

شد ترکیب  به  یکدیگر  نمونهو  یک  آن  د   DHEA-Sغلظت  ،عنوان  ر 

ا  رشیپذ  اریمع.  دش  گیریاندازه  نسبت    Bias˂10%  ،شیآزما  ن یدر 

 است. به نتیجه مورد انتظار

 
 

 

 

 (Linearity) آزمون خطی بودن - یدرست( بررسی 4

این تست   نمونه سرم رقتدر     DHEA-Sمقداردر  برای    های مختلف 

معیار پذیرش در این آزمایش  .دری شگیعیین خطی بودن کیت اندازه ت

Bias˂10% .است 
 

 

 
 

  (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی 5

غلظت  با  تستاین    ویژگی کردن  مواد  اضافه  از  مختلفی  در های  مندرج 

گیری نسبت  واکنش متقاطع با اندازه بررسی شد.    سرمنمونه  به    جدول زیر

برای ایجاد همان    مورد نیاز   DHEA-Sمقداربه    اضافه شده ماده    غلظت  بین

سنجش جذب  نوع    .شد  مقدار  به  )بسته  متقاطع  واکنش  پذیرش  معیار 

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

 درصد است. 25ماده اضافه شده حداکثر تا 
 

Analyte Cross Reactivity 

DHEA-S 
DHEA 

Androstenedione 
Dihydrotestosterone 

Cortisone 
Corticosterone 

Cortisol 
Spirolactone 

Estriol 
Estradiol 
Estrone 

Testosterone 

1.0000 
0.0004 
0.0003 
0.0008 

<0.0001 
<0.0001 
0.0004 

<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 
<0.0001 

 

 (Sensitivity)  ( بررسی حساسیت6

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

Blank   (LOB)    با     از   استفاده  با برابر  و  شد  محاسبه  زیر  کیت  فرمول 

µg/mL 05 /0 تعیین گردید. 
  

LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 (Stability)( بررسی پایداری7

Accelerated Stability Test  :در  هفته   4  مدت  به  بررسی پایداری کیت  

  گراد.سانتی درجه 37 دمای

In Use Stability Test  :کیت پایداری   درب   کردن  باز  از  پس  بررسی 

 گراد.سانتی  درجه 4 دمای در هفته 8 مدت  به ها،محلول

Shelf Stability Test  :  سال در   2  مدت  به  کیت  عدد  8بررسی پایداری 

به  و  گرادسانتی  درجه  4  دمای نتایج  هرارزیابی   بار   یک  ماه  سه  صورت 

  .باشدمی
 

بررس مختلف  م  یداریپا  ی مطالعات  مورد    کیت   که  دهدینشان 

در   رشیپذ  اریمعاست.    پایدار  شده مشخص  هایزمان  در  نظر

تع   یهاش ی آزما به  از    ،یداریپا  نییمربوط  نتایج کمتر    20تغییر 

  .درصد است

 علائم استفاده شده در برچسب کالاها
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هر بروز  صورت  شماره   در  با  است  خواهشمند  مشکل  های  گونه 

 تماس بگیرید. (بخش پشتیبانی)مندرج بر روی جعبه 

از دستگاه   توجه: استفاده میچنانچه  پروسسور  الایزا  کنید،  های 

 .نمایید توانید تنظیمات دستگاه خود را از شرکت دریافتمی

Calibrators 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(µg/mL) 

Cal. A 
A1 2.478 

2.494 0 
B1 2.510 

Cal. B 
C1 1.756 

1.763 0.2 
D1 1.771 

Cal. C 
E1 1.143 

1.147 1 
F1 1.152 

Cal. D 
G1 0.768 

0.771 2 
H1 0.774 

Cal. E 
A2 0.532 

0.536 4 
B2 0.541 

Cal.  F 
C2 0.312 

0.308 8 
D2 0.304 

 

Females µg/ml Males µg/ml 

10-14 years 0.339 - 2.80 10-14 years 0.244 - 2.47 

15-19 years 0.651 - 3.68 15-19 years 0.702 - 4.92 

20-24 years 1.48 - 4.07 20-24 years 2.11- 4.92 

25-34 years 0.988 - 3.40 25-34 years 1.60 - 4.49 

35-44 years 0.609 - 3.37 35-44 years 0.889 - 4.27 

45-54 years 0.354 - 2.56 45-54 years 0.443 - 3.31 

55-64 years 0.189 - 2.05 55-64 years 0.517 - 2.95 

65-74 years 0.094 - 2.46 65-74 years 0.336 - 2.49 

> 75 years 0.120 - 1.54 > 75 years 0.162 - 1.23 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean DHEA-S (µg/mL) 0.73 2.33 6.26 

SD (µg/mL) 0.04 0.11 0.31 

CV (%) 5.4 4.7 4.9 

 

Serum Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean DHEA-S (µg/mL) 0.68 3.49 5.39 

SD (µg/mL) 0.05 0.22 0.27 

CV (%) 7.3 6.3 5 

 

No. 
Sample 
(µg/mL) 

Added 
(µg/mL) 

Exp. 
(µg/mL) 

Obs. 
(µg/mL) 

% Rec. 

1 0.7 2.5 1.6 1.5 94 

2 3.6 4.1 3.8 3.7 97.3 

3 1.7 4.9 3.3 3.5 106 

 

No. 
Sample 

(µg/mL) 
1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias 

1 0.9 1.6 -2.5 -2.9 3.8 

2 2.7 0.8 -2.1 2.4 3.4 

3 4.9 1.6 2.4 2.7 -3 

    


