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به روش الایزاAFPکیت سنجش

AFPدالتون است که از لحاظ ژنتیکی و ساختاري بسیار شبیه آلبومین انسانی است و هر دو پروتئین توسط ژنی در 70000با وزن مولکولیپروتئینی گلیکویک مولکول
در خون جنین درAFPاصلی ترین پروتئین در جریان خون جنین بوده که ابتدا توسط کیسه زرده و سپس کبد سنتز می شود. غلظت AFPکد می شوند . 4کروموزوم 

نانوگرم درمیلی لیتر خواهد 20000نانو گرم درمیلی لیتر) و سپس به تدریج کاهش می یابد و در پایان بارداري به 3000000هفته نهم بارداري به حداکثر مقدار می رسد (
در سرم مادر در AFPغلظت .ر سرم مادر افزایش می یابداز جنین به سرم مادر نیز وارد شده و بنابراین در دوران بارداري بویژه در سه ماهه سوم مقدار آن دAFP.رسید
بارداري به حدود 25درصد به ازاي هر هفته افزایش می یابد بطوري که در هفته 15نانوگرم در میلی لیتر می رسد و غلظت آن به میزان 5بارداري در حدود 10هفته 
به مایع آمنیوتیک نفوذ کرده و غلظت آن در حدود AFP. نانوگرم در میلی لیتر می رسد2مان به حدود نانوگرم در میلی لیتر خواهد رسید و مقدار آن پس از زای180

، برخی از بارداري می رسد . افزایش سطح سرمی در بیماریهاي مختلفی دیده می شود که میتوان به کارسینوم سلول کبدي16نانوگرم در میلی لیتر در هفته 15000
ه دنبال متاستاز بالغین اشاره کرد . علاوه براین در تومورهاي بدخیم کودکان نظیر هپاتو بلاستوم و نفروبلاستوم نیز افزایش می یابد . بطور غیر شایع بتومورهاي بیضه در 

رده به منظور تشخیص قبل از تولد بدخیمی هاي دستگاه گوارش به کبد ممکن است افزایش مشاهده شود . امروزه اندازه گیري در مایع آمنیوتیک و سرم مادر بطور گست
.را با اختصاصیت و حساسیت بالا دارا می باشدAFPکیت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون مورد استفاده قرار می گیرد . NTDنقص لوله هاي عصبی در جنین

:اساس آزمایش
AFPی علیه یک شاخص آنتی ژنیک ی. در این روش چاهکها توسط آنتی بادیهالونال می باشداساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوک

AFPآنتی بادي ثانویه ضد ،پس از انکوباسیون و شستشو، ) . نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور شدهCoatingپوشش داده می شوند (

پس از .در نمونه ها متناسب استAFPمقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت .به چاهکها اضافه شده و انکوبه می گرددHRPمتصل به آنزیم 
ی ) وکروموژن است به داخل چاهکها ریخته می شود که رنگ آبی پدید آمده متناسب با  کمپلکس ایمنH2O2محلول رنگزا که محتوي هیدروژن پراکسید (،شستشو

.نانومتر دارد450با افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج .تشکیل شده در چاهکهاست

:محتویات کیت
Anti-AFP).(AFPCoated Plateخانه حاوي چاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي ضد 96پلیت )1

.میلی لیتر (آماده مصرف)12: یک ویال حاوي )Enzyme Conjugateمحلول آنزیم کنژوگه ()2

Standardsسري استانداردها ()3 Set( 200 ,100 ,50 ,20 ,5 ,0ویال  استاندارد با غلظتهاي6: شامل ng/mlازAFPکالیبره شده در مقابلWHO 1st IS

.میلی لیتر می باشند)1استانداردها حاوي سایرمیلی  لیتر و 2حاوي(استاندارد صفر 
. مشخص درج شده بر روي برچسب ویالهاي میلی لیتر سرم کنترل با غلظت1حاوي هر کدامویالدو: سرم کنترل)4
.(آماده مصرف)میلی لیتر12یک ویال حاوي ( Assay Buffer )محلول اسی بافر) 5
.میلی لیتر (آماده مصرف)12حاويویال یک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي )6
مقدار مورد نیاز را با آب مقطر به نسبت ، . جهت تهیه محلول شستشوي آماده مصرف)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي محلول شستشو)7

.یدیرقیق نما20/1
.میلی لیتر12حاوي: یک ویال )Stop Solutionول متوقف کننده (محل)8
. برچسب مخصوص پلیت)9

:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشند
.نانومتر630نانومتر و در صورت امکان 450دستگاه الایزاریدر با طول موج )1
.میکرولیتر دقیق100و 50سمپلر هاي )2
.آب مقطر)3
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: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان
شده است .طراحیمحتویات این کیت براي مصرف در همین کیت ) 1
ید .ینماداريداز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خو)2
، جهت کنترل گردیده اند و فاقد این عوامل می باشندHIVو HCVبادي هاي ضدو آنتی HBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود )3

.   دنند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکه با کیت کار می ککاربرانیاحتیاط  بهتر است 

شرایط نگهداري : 
ید .یدرجه سانتی گراد نگهداري نما8تا 2یخچال بین دماي کیت را در)1
ید .یچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري نما)2
.پایداري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاء یاد شده بر روي هر یک از آنها می باشد)3
گراد قابل نگهداري و مصرف می درجه سانتی 2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

باشد.

:جمع آوري و آماده سازي نمونه 
درجه سانتی گراد و یا براي مدت زمان طولانی تر8تا 2سرم یا پلاسما را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه را می توان به مدت دو روز در دماي 

. نمودن نمونه پرهیز شودFreeze-thawباید از در ضمن. درجه  سانتی گراد نگهداري نمود- 20روز) در دماي 30حداکثر(

توضیحات عمومی : 
. قبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و بخوبی تکان دهید تا کاملاً یکنواخت شوند)1
.بهتر است به محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند)2
.از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده کنید)3
.پس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرائت می باشد)4
.   ها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شودبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهک)5
، بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمام مواد و محلولهاي مورد نیاز را صول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشدحاز مهمترین فاکتورها در )6

. مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شودآماده نموده و درب محلولهاي
.دقیقه  بطول نیانجامد5ازبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش6به دلیل مشابه در بند )7

مراحل انجام آزمایش : 
.چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن را ببندیدسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب نموده و ) 1
صورت داپلیکیت استفاده شود بدین ، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزید، پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه ها بز هر استانداردر امیکرولیت50) 2

.معنی که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنید
ثانیه تکان دهید تا محتویات آن بخوبی مخلوط 15) را به هر چاهک اضافه نموده و پلیت را به آرامی به مدت Assay Bufferمیکرولیتر از محلول اسی بافر  (100) 3

.دییگراد) انکوبه نمادرجه سانتی22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30شوند درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت 
کاناله استفاده نمود ولی باید مواظب 8ئید (براي شستشو می توان از سمپلر بار با محلول شستشوي آماده مصرف بشو5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 4

رمیکرولیت300بود که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد، در هر دفعه شستشو حدود
ید و در انتهاي عملیات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات یا وارونه کردن و تکاندن خالی نمابمحلول شستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را 

.ملایم بر روي یک پارچه یا کاغذ نمگیر بزنید تا قطرات اضافی خارج شوند)
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درجه 22- 28(دقیقه در درجه حرارت اتاق30چاهکها را به مدت ) را به هر چاهک اضافه نموده و Enzyme Conjugateز محلول آنزیم کنژوگه (امیکرو لیتر 100) 5
.یدیگراد) انکوبه نماسانتی

.)4ید (همانند بند یآماده مصرف بشوبار با محلول شستشوي5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 6
.یدیما) به هر چاهک اضافه نChromogen-Substrateمیکرولیتر محلول رنگزا (100) 7
.دییانکوبه نمادقیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریکی15چاهکها را به مدت ) 8
. براي سنجش جذب نوري از دستگاه دییرا متوقف نمابه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی(Stop Solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن ) 9

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630شود از فیلتر ید ( توصیه مییاستفاده نماnm450الایزاریدر با فیلتر 
محاسبه نتایج :

میتوان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدر از هر دستگاه  الایزا
) بخوانید. nm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ریدر جذب نوري استانداردها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزا) 1
) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها را روي محور Point to point(با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري) 2

گر وصل ) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آورید، سپس نقاط بدست آمده را به یکدیXمحور افقی () و غلظت آنها را روي Yعمودي (
ید تا منحنی بدست آید.ینما
ید بطوریکه این یوصل نمابه منحنی، سپس نقطه مذکور را توسط خطی میانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن راپیدا کنید) 3

نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را ،عمود بر محور افقی وارد کنیدخطی ، خط بر محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی
نشان خواهد داد

.جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نماید:توجه

: مقادیر مورد انتظار
آمده بقرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد که هر آزمایشگاه مقادیر نرمال خود را مقادیر نرمال درسرم افراد طبیعی که  توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست

: بدست آورد
برحسب واحدمرجعمحدوده 

نهمیا %حدود اطمینان)90محدوده مرجع (
2.2 0.2 – 8.5

هفته بارداري )Median(در سرم مادر AFPغلظت 

)ng/ml(
15 28.6
16 33.8
17 40.3
18 45.5
19 53.3
20 57.2
21 67.6

استانداردها 
ng/ml)( جذب نوري

0 0.03
5 0.20
20 0.71
50 1.44

100 2.12
200 2.66
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:ییشاخصهاي اجرا

:حداقل مقدار قابل اندازه گیري) 1

.می باشدng/ml2/0قابل تشخیص در این کیت AFP) حد اقل غلظت SDبر اساس جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیار (

: دقت آزمایش)2
سري آزمایشات نمونه در یک اسی (همخوانی غلظت مشخص از-) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یک (همخوانی غلظت مشخص ازاسی -آزمایشهاي اینترا

: آمده است2و 1انجام گردید که در جداول AFPسرم با غلظتهاي مختلف 3) با استفاده از مختلف 

:اسی)-(اینترا1جدول شماره
%ng/ml(SDCV(میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه

1241.90.115.8

224331.554.7

32413064.6

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 
%ng/ml(SDCV(میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه

1101.920.168.3

21032.32.47.4

3101317.75.9

انجام شده است .Duplicateهر سري آزمایش بصورت*

:ریکاوري آزمایش)٣

:افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول زیر آمده استAFPسرم با غلظتهاي مشخص 4به AFPمقادیر معلومی از سه نمونه سرم با 

موجود در سرم AFPمقدارنمونه
(ng/ml)

AFPمقدارافزوده شده
(ng/ml)

مقدار مورد انتظار
(ng/ml)

مقدار بدست آمده
(ng/ml)

ریکاوري 
(%)

13.254.13.893

13.22011.61195

13.210051.64995

218511.512.5109

21820191895

218100595695

362533.535104

36220413995

3621008185105

41675868194

41672093.5101108

4167100133.512594
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:خطی بودن آزمایش)٤
تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول زیر نتایج آن آورده AFPنمونه سرم با غظت مشخص از 3به کمک استاندارد صفر رقتهاي متوالی 

شده است.

:)Hook Effectاثر هوك () ٥

.) صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشدµg/ml50ی با غلظت بسیار بالا از این آنالیت (تا یجهت سرمهاAFPآزمایش 
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موجود در سرم رقیق نشدهAFPمقدار نمونه
ng/ml)(

(%)ریکاوري 
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1184104988910693
28799100929590
3361029598110108
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بصورت شماتیکAFPآزمایش روش انجام 
AFPضد چاهکهاي کوت شده با آنتی بادي 

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر50 استانداردها
- میکرولیتر50 - سرم کنترل

میکرولیتر50 - - نمونه
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 اسی بافر

ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند و سپس دهانه 15مدت پلیت را به ملایمت براي 
برچسب پلیت را دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30.چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول آنزیم کنژوگه

برچسب .دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو.پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا
.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)630(و در صورت امکان نانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 

.قرائت کنید


