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 مقدمه
از  ( می باشد که D3و  D2دو شکل شیمیایی مجزا )با نوعی سکواستروئید   Dویتامین 

ت اسهکربنهی  ۲۸ یک ملکول  D2ویتامین  . هستند بیولوژیکی دارای اثرات یکسان نظر

 ۲۷یهک ملکهول   D3که  ویتهامین  ک  از ارگوسترول گیاهی مشتق می شود. در حهالی

ش در گرد Dگردد. شکل فعال بیولوژیکی ویتامین کربنی است و از کلسترول مشتق می 

د، وارد بدن انسان می شهو Dهیدروکسیل  آن می باشد. وقتی ویتامین  ۲۵خون، مشتق 

 هیدروکسهیل  ۲۵می شود. مشتق  در کبد هیدروکسیل  شده و ب  شکل فعال آن تبدیل 

        در بهدن مهی باشهد. لهعا تعیهین  لظهت D، شهکل عمهده یخیهره ویتهامین Dویتامین 

25-OH-Vitamin D  .در سرم، نشانگر اولی  سطح این ویتامین در بدن می باشد 

 

 اساس روش اندازه گیری 
بر اساس سنجش ایمونولوژیکی رقابتی  موجودOH-Vitamin D-25 کیت الایزای

 .می شودتهی  شده است. در این کیت از روش پوشش آنتی بادی استفاده شده 

  25-OH-Vitamin D د در نمون  ها برای اتصال ب  آنتی بادی منوکلونال ضد موجو 

25-OH-Vitamin D ک  برروی پلیت پوشش داده شده است ، 

ها ند. پس از زمان انکوباسیون، پلیترقابت می ک OH-Vitamin D-Biotin-25    با 

می شود.  ب  چاهک ها اضاف   HRP-Streptavidinتخلی   می شوند. سپس کونژوگ  

ان انکوباسیون، چاهک ها تخلی  شده و شستشو داده می شوند. سپس ب  هر پس از زم

      چاهک سوبسترای آنزیم اضاف  می شود ک  فعالیت آنزیم بطور معکوس با  لظت

25-OH-Vitamin D .در نمون  ها متناسب است 

ل  لظت مشخص، همراه با نمون  های مجهو با   OH-Vitamin D-25های استاندارد

 ی شوند ک  بر اساس منحنی استاندارد جعب نور در مقابل  لظتم مایشآز

  25-OH-Vitamin D،   دست می آید. ب   لظت نمون  های مجهول 

 
 

 معرف ها 
-25چاهک جداشدنی ک  با آنتی بادی ضهد  ۹۶پلیت های پوشش داده شده: شامل  -۱

OH-Vitamin D گوسفند پوشش داده شده اند.  تهی  شده از 

 ,۴۰، ۲۰، ۱۰، صهفر ویال نیم میلی لیتری از استاندارد با  لظهت ههای  ۶ردها استاندا -۲

وان عنه  ک  در سرم نرمال انسانی تهی  شده و از تیومرسهال به ng/mlبراساس  ۱۲۰ ,۸۰

 نگهدارنده استفاده شده است. 

 میلی لیتری.   ۲۴یک ویال بافر استخراج :  -۳

 ۱.۵: یک ویال  OH-Vitamin D) (Biotin- (21X)-25کونژوگ  بیوتین   لیظ  -۴

 سهبتلیتری ک  برای تهی  بافر  استخراج آماده مصرف لازم است ایهن محلهول به  نمیلی

 اف  گردد(لاندا بیوتین اض ۵۰بافر استخراج  cc ۱ ب (با بافر استخراج رقیق شود.  ۲۱/۱

 .میلی لیتری آماده مصرف ۰.۵سرم کنترل: دو ویال  -۵

میلههی لیتههری آمههاده  ۱۲: یههک ویهال  (HRP-Streptavidine)کونژوگه  آنزیمههی  -۶

 مصرف. 

میلی لیتری محلول شستشو ک   ۴۰: یک ویال  (25X)محلول شستشو دهنده  لیظ  -۷

بها آب  ۲۵/۱صرف لازم است این محلول به  نسهبت برای تهی  محلول شستشوی آماده م

 دیونیزه رقیق شود. 

 محلول آماده مصرفمیلی لیتری  ۱۲محلول رنگ زا: یک ویال  -۸

 میلی لیتری  ۱۲محلول متوقف کننده واکنش: یک ویال  -۹
 
 

 مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نیست 
 میکرولیتری دقیق ۲۰۰و ۱۰۰،  ۲۰سمپلر -۱

 آب دیونیزه -۲

 کا ع جایب رطوبت  -۳
 

 
 
 

  نکات قابل توجه برای مصرف کنندگان 
با پوسهت خهودداری کنیهد. در  (HCL 1N)اکنش از تماس محلول متوقف کننده و -۱

 را بشوئید. صورت تماس، با آب فراوان آن

کیت پس از تاریخ انقضاء خودداری کنید و از مخلهو  کهردن یها  ها از استفاده معرف -۲

 استفاده از کیت ها با شماره بچ مختلف پرهیز نمائید.

 ا جدا خودداری کنید. درب ظروف را پس از استفاده ببندید و از تعویض درب ه -۳

محلول های محتوی مواد افزودنی یا نگهدارنده مثل سهدیم آزایهد نبایهد در واکهنش  -۴

 آنزیمی وارد شوند. 

ل( درج  سانتی گهراد )یخاها ۸ -۲کیت های باز نشده پس از تحویل باید در دمای  -۵

گه  وبهت ننگ  داری شوند. میکروپلیت باید در کیس  در بست  ب  همهراه مهاده جهایب رط

رچسب بضاء ب  داری شود. کیت باید تا تاریخ انقضاء استفاده شود. برای اطلاع از تاریخ انق

 کیت مراجع  شود.
 

 نمونهو پایداری جمع آوری 
همهولیز  ایه انجام داده و از ب  کار بردن نمون  سرمیآزمایش را بر روی نمون  های  -۱

 و لیپمیک خود داری فرمایید.

ر دو به  مهدت یهک مهاه  درج  سانتی گراد ۸ -۲مدت دو روز در دمای نمون  ها ب   -۲

 درج  سانتی گراد قابل نگهداری می باشند. -۲۰درمای 

 از انجماد و یوب مکرر نمون  ها جدا خودداری فرمایید. -۳

 
 

 آماده سازی معرف ها
دی از پروتئین های سرم بررای -با توجه به اینکه جداسازی ویتامین -۱

ر از اهمیت ویژه ای برخوردار است و ایرن مووروب بره دمرا تعیین مقدا

اترا   دماساعت قبل شروب آزمایش، کیت را در دو حداقل وابسته است 

 )یا برارر اسرتارار را قبرل از .تا کاملا به دمای محیط برسد قرار دهید.

 درجه قرار دهید.(   3۷دقیقه در  ۱۵انجام تست به مدت 
 ید(.های کیت را ب  آرامی تکان دهید )سر و ت  نمائ قبل از استفاده کلی  معرف -۲

حجهم از  ۱برای تهی  بافر استخراج آمهاده مصهرف، در یهک ظهرف شیشه  ای تمیهز،  -۳

 ۵۰ر بارر اسرتارا cc۱به  ) حجم بافر استخراج ۲۰را با  (21X)کونژوگ  بیوتین   لیظ 

ش این زمایبرای هر بار آرقیق نموده و کاملا مخلو  نمایید.  (لاندا بیوتین اواره گردد

 محلول باید تازه تهی  شود.
 

تعررداد اسررتری   ردیف

 مورد استفاده

 حجم بارر استارار 
(mL) 

حجم کونژوگه 

 (µL)بیوتینه 

 200 4 دو 1

 400 8 چهار 2

 600 12 شش 3

 700 14 هشت 4

 900 18 ده 5

 1100 22 دوازده 6

 

را  )X25(بارر شستشو غلری   م ازحج ۱آماده مصرف،  برای تهی  محلول شستشو -۴

 حجم آب دیونیزه رقیق نمائید. ۲۴با 
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 در دمای اتا  روش انجام تست
 ار راتعداد چاهک های کوت شده برای استانداردها، کنترل ها و نمون  های بیم -۱

 انتخاب کنید. 
 . یزیدبرک چاه رکنترل و نمون  های بیمار را ب  داخل ه، از استانداردها میکرولیتر ۲۰ -۲

( عرف هاممیکرولیتر از بافر استخراج آماده مصرف شده )طبق روش آماده سازی  ۲۰۰ -۳

 را ب  تمام چاهک ها اضاف  کنید. 

 پلیت را حداقل بمدت یک دقیقه به آرامی تکان دهید تا محتویات چاهک ها -۴

سپس درب چاهک ها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده،  مالوط شوند. به خوبی

  انکوب  کنید  (۲۳-۲۵دمای اتاق)در  دقیق    ۶۰  را بمدت آن

بافر  میکرولیتر 3۰۰با  مرتب  ۵محتویات چاهک ها را خالی کرده و چاهک ها را  -۵

فر میکرولیتر با 3۰۰شستشوی آماده مصرف بشوئید. برای شستشوی چاهک ها، ابتدا 

دن ن داو را داخل چاهک بریزید، سپس چاهک ها را وارون  کرده و همراه با تکاشستش

وجود مایع خالی کنید و در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر روی کا ع جایب تمامی م

 در چاهک ها را تخلی  نمائید. 

یهد. آنزیمی آماده مصرف ب  تمهامی چاههک هها اضهاف  کن کونژوگ از  میکرولیتر ۱۰۰ -۶

 دتم  درب چاهک ها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهک ها را ب سپس

 انکوب  کنید.    (۲۳-۲۵دمای اتاق)در  دقیق  ۲۰

ر بها  میکرولیتهر بهافمرتبه   ۵ محتویات چاهک هها را خهالی کهرده و چاههک هها را  -۷

 میکرولیتهر بهافر 3۰۰شستشوی آماده مصرف بشوئید. برای شستشوی چاهک هها، ابتهدا 

ادن  تشو را داخل چاهک بریزید، سپس چاهک ها را وارون  کرده و همراه بها تکهان دشس

موجود  در انتهای شستشو، با ضربات ملایم بر روی کا ع جایب تمامی مایعو  خالی کنید

 در چاهک ها را تخلی  نمائید. 

را ب  نها از سوبسترای آماده مصرف ب  تمامی چاهک ها اضاف  کنید و آ میکرولیتر ۱۰۰ -۸

 انکوب  نمائید.   (۲۳-۲۵دمای اتاق)در  دقیق  ۱۵مدت 

 واز محلول متوقف کننده واکنش ب  همه  چاههک هها اضهاف  کنیهد  میکرولیتر ۱۰۰  -۹

 به  ثانی  کاملا مخلو  شود . خیلی مهم است تا مطمئن شوید رنگ آبی کاملاً ۱۵بمدت 

تر با نانوم ۴۵۰ا در طول موج جعب نور هر چاهک ر -۱۰رنگ زرد تغییر پیدا کرده است. 

ن فیلتهر نهانومتر بعنهوا ۶3۰دستگاه الایزا ریدر قرائت نمائید )در صورت امکهان از طهول 

 پهس از اتمهام دقیقه  ۱۵رفرانس استفاده کنید(. سنجش جعب نوری بایهد حهداکثر تها 

 آزمایش انجام شود. 
  

!(درجه!سانتیگراد 3۷)روش!انجام!تست!در!دمای! !توجه

م روش انجها مشاب تمامی مراحل  درج  سانتیگراد  ۳۷درج  حرارتدر  تست جهت انجام

 به  جهایتمامی انکوباسیون های کیهت این تفاوت ک   باشد با میمحیط تست در دمای 

ز بعهد اهمانهین  . و مهی شهودانجهام  درج  سانتیگراد  ۳۷درج  حرارتدر   اتاقدمای 

  ۴۵قه، دقی  ۶۰ به جایانکوباسیون ول مرحل  ااضاف  نمودن سرم ها و بافر استخراج در 

 . نماییدانکوب  دقیقه 
 

 محاسبه نتایج 
 ( و  لظهت مشهخص آنههاYبا استفاده از میانگین جعب نهوری اسهتانداردها )محهور  -۱

 ( برروی کا ع میلی متری، منحنی استانداردی رسم کنید.X)محور 

دا جهای آنهرا پیه Yمحور  میانگین جعب نوری برای هر نمون  را بدست آورده و روی -۲

کنید. سپس نقط  معکور را توسط خطی ب  منحنی وصل کنیهد. از نقطه  بدسهت آمهده 

، وارد کنید تا نقط  تلاقی ک  نشان دهنهده  لظهت نمونه  اسهت Xخطی عمود بر محور 

 بدست آید. 

 خواهد شد. انجام با استفاده از کامپیوتر این محاسبات ساده -۳

 راهنمای محاسبه 
سهت و اعنوان راهنمایی آورده شهده   ر جعب نوری ارائ  شده در جدول ییل تنها بمقادی

 .هر آزمایشگاهی باید برای هر بار آزمایش یک منحنی استاندارد جدید بدست آورد

 

 

O.D. Standard Con. 

(ng/mL) 

No. 

2.62 0 1 

2.13 10 2 

1.66 20 3 

1.24 40 4 

0.734 80 5 

0.43 120 6 
 

 بیعی مقادیر ط
وده ا محددلیل اختلافات سنی، نژادی و رژیم تغعی ، نمی توان برای تمام جمعیت ه  ب

. مایدنمرجع تعیین کرد. بنابراین هر آزمایشگاه باید محدوده مرجع خود را گزارش 

مده ست آد  مقادیر طبیعی در سرم افراد نرمال ک  توسط آزمایشات مکرر با این روش ب

 شد:است ب  قرار زیر می با

 

 

 سطح دریافت  D (ng/ml)غلظت ویتامین 

 Defficient 20کمتر از 

30 – 21 Insufficient 

70 – 31 Prefered Level 

71-100 High level 

  Toxic 100بیشتر از 

 واحد ب  شرح ییل می توان عمل کرد:برای تبدیل 
 

ng/ml × 2.5 =  nmol/L 

 خصوصیات کیت 
یت کبا سرم صفر، حساسیت این  ۴متوالی استاندارد با رقیق سازی :  حساسیت -۱

 بدست آمد.  ng/ml  ۱برابر  OH-VitaminD-25برای تعیین مقدار هورمون 

 3وی ربرای محاسب  میزان دقت در یک روز و روزهای مختلف، آزمایش بر :  دقت -۲

 بار تکرار شد ک  ضریب تغییرات ب  شرح ییل است.  ۲۰نمون  سرم 

 در روزوریب تغییرات 

درعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

وریب تغییرات 
(%CV) 

1 20 11 14.3 
2 20 28 10.1 
3 20 46 7.6 

 

 وریب تغییرات در روزهای ماتلف

 

درعات  نمونه سرم

 تکرار

میانگین 
(ng/ml) 

وریب تغییرات 
(%CV) 

1 20 12 15.2 
2 20 30 11.1 
3 20 51 8.7 

 

 زیر برای بررسی میزان تداخل این کیت استفاده شد.از مواد :  ویژگی -۳
 

 درصد تداخل نوب ماده

25-OH-VitaminD3 100 

25-OH-Vitamin D2 100 

Vitamin D3  0.04 ˂ 

Vitamin D2  0.05˂  
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