
 

  

* ����� ���	 
���
 ��� 

�� � ���� � �������� ���� ����� 
� � 391308 �#�� ��$%�� �&�'� ()*+ ��,-��� �.  

1- ���� �	
���
� 
����������� ���� � ��	
�� ������� 
 ����� ����� � ���������  
!�!"# 
 ��� $�%& �
'�����(
)*+� �(���� �(
)*+� � 

2- �
������  ��������� �	
��������� � 
 -.�/ ���� � (
)*+� ����� $�%& �
'���� ��0��0�1 � �0�%	 
2�0������  
!�!"# ���1 � ����� ������� ��	
�� 
  �$�%&

(
)*+� �(
)*+� �
'����� (����  

3- 
���� 
������ ���� �
2�0��1���� �������� 
 ��45# � -���)6� �/���� ����� $�%& �
'���� /���� �(����  

4- �
��
�	��  � 8���# $�%& ����
2�0��6 ������� ��0��0�1 
 
�
��6  
!�!"# ���1 � �����  

9��:� (
)*+� ����� $�%& �
'���� �(
����(���� �(
)*+� �  

5- �
��
�	� � ��������� �	
��������� � 
 ��(
)*+� �(
)*+� ����� $�%& �
'���� ����� (���� 

������� 	
��� 
: ���� ��	
��
 ���� ���� ���  Email: s.h.zarkesh@sheffield.ac.uk   

  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���31  
���
 /247 � �! /"�� �#� 1392 1173 

www.mui.ac.ir  

������ �	
�� 
�	���� ����  ����� �����	 :20/2/1392  

	� � �� ���� 
���
/247 �!�"/��� #��  
��1392  ����� ���
� :15/5/1392 

  

���� ���	
 ���
 
 ������ ����
	� ��� �	��	� �	��	� ���� ���	�� ��� ���  �  !��

ELISA "#���� ���  ��$�%� 
 �� ���& � '(�� �(�   ���  

���)
 *	� �  !�� �+�,-
 .#��  

  
��������� 	
1 � 
�� ����	���
�� ���� 
���2����� 	���� �3 �  


��� ��  !�"� ����4�
�"� !"$� ���� �5  

  
  

�����  

:����� 	
� �
 ��� ��
��
 ���� 
 ���� ��� �� ��� �!�" ) �����
 �$�Human growth hormone  ��hGH(  	
�ELISA �   .�$�' �
!'

(�)�
 
 �� ��� *�
 ��+�, -' .�'!  /�0+�1  ��
��
  ���2�34 �!�" 5�6�7�6 -' ���� !' ���' 
 �6 -�38 ��
��
 9�4 �  �!�" *�
 -' -:�, �' .�$�'  -4

9�4  ���ELISA  -;�'!  �
!�
 �� !<�� �����=4 �
�  -�>, ��+�, �
!' -0+�1  *�
 5���$ �7�6 �3? ���' !' @���34 
 �$� �� ��� �A  9�4 B�

ELISA ��
��
 �
!' �3C
�  �$� �� ��� �!�"�$ (�)�
.  

��� :�� �7�6 �3? ���'  �A @���34hGH  /�  -' 	�"!C ���D
E���F�
 �'10 ���E, -7G�5 �$ ��+�,. �"H�
 IJD �6 ' --3�D
 �  K2�,L'�F�


�7�6 .���!" �D�!' M+�C ���'  9�4 ��
!; �
!' ��$ELISA  	
� .�$ ���G7D
ELISA��
!; �N�
���D � �7�6 !���O  P�Q+ �
 ��$  ���'

�7�6 
 ��2��$�? ���!" ��
���7D
 -"
H��4 ���'. �� ��
!; 9�4 �"H�
 
 9�D��� �
E�  ����? -��F� �' ��$ � �$ -���O  �:��C 

����� :�� �7�6 �3? ���' �$ M+�C 
 ��+�, 	�"!C �� �$� �� ��� -�38 !' 9�OR�  �' @���34 .�7�6 *�
 ���' 9�, �� ���G7D
 9�3'��  
 K2�,L' �!7D
 ���

ELISA 
� 
�.9$ ��
!; 9�4 IJD 	��
 !S� �
 �:��C T�� �' ��$ �$ -���O  �U�V=, ��� 
 �U�V=, 	��
 �6 98  �X��� 6 9D� -'. 

����� :����  Y)2D �� �U�V=, 	��
 �
�
� 9�4 *�
hGH �  -4 �,��X -' 9D
 -��F� �
!' �ZD�2  *�E<��: ��
�,  �$�' �:��C. ��+�, 

�7�6 �3? ���' ��
��
 9�4 
 @���34 -2�E� �' -;�'!  �!�" � ����'  �
�O  !7F49D
 �  [��Q  ��=4 ���G4��C 9>: �� � �" 
 ��$.  

:����� ������ �����
 �$� �� ���5 �7�6 ���' �3? 5@���34 ELISA  

  

: �!�� U  ����� 1 ���>GX
 Y4�� 5�G��F� ��D*�Q  ��)�  5*��� �F�
 ��C 5�Z7)  �!Z4
 5. "��# ��$%�  ���& '��%�� "�� �	�(

��)� � "��*�� +����%� �,� �%��%� '%-$%� �  ���ELISA ./���� ���( �*���� � �# ���� � 01�, "1�(  �/�� ���

�����  %� �( ��� "2�34� . ��>GX
 ��$E? ���=�
� -3) 1392 \31 )247 :(1184-1173  

  

�-�
/� ���%� 



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���31  
���
 /247 � �! /�#� ��" 1392  1174 

 ��� ����	ELISA 
���
� ���� ����� �
��
� ��� ������ ���� ��������� 	
 ����&�' ( 

�����  

���� �� �	
�� 
��� �� 

� ������   �
�� ���� � 

��� �� ���� ��!� �  

� �" ��!� #$% & '�� ����"

  ��� ��(��  
�)* )1(   ) �%��.%� 
�
� ������� .hGH   ���

Human growth hormone(  0��� 1��&�������� ��

2&��������   �
�� �����3 #45 '�&" 
��� ��� � 

  "&
��6 ���* �� ������50 
��9�"  �
��� �� :�;��<� ��

��    ��=��� >
�)�" ���  "��
     "��? ���= �����3 ��5 &

��  ""�@)2( 1�
)B .:;
     �
�5 �" ������� 1��� ��

    �"���C� ���%�& ���5 �? D��E�� F���% ����� "��" "���3&  

22 .'�� ���E�"���* hGH   ���= G"��@ �" "�3�� 

����* ��H ���%� )30-20  (�$�K"& "��"  ���� LM�

 ��NO� '	� �?
)%�� :���H �=�5     >���= 
�)K #���*

 �� �=�5 & G��& ���K �)��? ���
�����    1��� ."���@

:���H LM� #��� � PH�5 hGH ��  >"�
 ����9 �"

  ���!� P�H�5 �&�����* & �*��@ �* hGH  ���   .
%��


���
��%�  ����* �����@hGH ������& �  �����5 �Q����)�

  ;�R�E������ "������ S�4��<� 
��)%�� � >�E���T�&�*?

U.��%�T�R>   V�
)�� & V������������     ����* U�* ����

�� ���� '�� >)4-3(.  

    �%����.%� D����*���% 
���
� ��������� 
����E��

'��E&���      G����? & �����" & '�
�
!5 X���& ����

�� �;
�� .

�5    1��� 
��E�� �5 Y�5�� X�CE�M� ���5

& ������ ���
%�  �;�)��* ���@ >�? �5 ���%? ���%   �"��5

�5  ���H�? & '�* ���
%� ���  ��� ���@    ���);� .
�
�5

�
�� ���
%� ���5 �* �E?   ����@GH   ��� �"�(����  "��
> 

���
%� ���5 � �* '���.6 
��5   U�* ��"�$� ���@GH 

  
����
�5 ���" �� ���"� & ������= �")5(  �����6��Z >

 �"���� ���T��<����? ������5 �����5 �������" :��5�K &

�%��%  �� ���[����;� & 'K" �\�5 ����� & "
C�� ���

 ��);� ��&��� .

�5 ��
�"ELISA    1��
�" '�!3 �5

 �"\���5 'H���� & '��K" >'�����.6 ����<�5 ���*��� 

  "��" ��%�&��  "�5��* �]�4<�)7-6(   1��� �� 2
�� .

�6��Z `�$	�  ���    a��.6 & `��K" '��* ELISA 

���
%� '!3 ���@ hGH ��  �T�.5�& 1����* �* 

�5



�5 ��
�" ��<* �� b��= �5 ��.   1��� ���5 V
K 1�E&�

��%? 
�E�� ��� ��� �"�5 �� ��%��* .

�5  

��%? �"�5 ��� ���      ��� �"��* ���%����� ��5 ��%��*

 �* D��)� ����6���C� ��Z �5   ��� ��
%���.�   >
�
�5

�� 
�E�� ""�@ )8(��%? .  ���3"� ����� �5 �d% "��� �R

 `���� ����6 �5 D��)���  ."��
  ���%?  �"��5   �� �����

 ae��*IgG ����%? �����H  0����� ������6 �
��5 �" �R

'���()E   ����B    
��E�� ��9�]�=� ���  .
%��
   1���

��%? �"�5  �� ��   ��� S���4� �����6 V��  
�%"�@ )9( .

 >`����Z 1�
��5IgG   "&
��6 '��d�� ���5 ���9�]�=�  

10-1 ���� ���� �" V�@  ���E�� �� 5 ���� � ."�&? '�"

��%? �"�5 '���()E �� >G&� 1�� �5 �


�E�� ���  ���

B ����� �����H ���9�]�=� g����  `���<� X&���(�� �����

�� 
%�
  &1���5�)5 ���   ���%��*)Polyclonal(   �
����%

�� 
%�
 )11-10(��%? . ���* �� V��  ����� ���   ����

5 �(��4� �  "��3& ���  
��?     ���� >ae�* ��h��% �" &

��%? i���&��� �� ae* �"�5 �@j�& >�


�E�� ���  >��

 & ������Affinity �? ���� X&���(�� ���� 
��
�5.  ���� �"

��%?  ���%? '�� 1;�� V��  �"��5     ����H ��(��4� ����

��%? �R    ��@��%�@ '��9�]�=� ����" �* X&�(�� ���

)�.�    1��)k�� .
�
�5 ���
�" "��3& 
   '��� 1�;�� 

��%? �"�5     ���%? l
�%� "�
�C� ����H �(��4� ���   ��5 �R

��%? �� ���H �� & U* '�9�]�=� �5 �R   X���9�]=


)
�5 ��
�" "�3& "�()�>    ���%? ��@� ���6 �E&   �"��5

��%? �� ���H 5 �R � 
)�
�5 �
�? "�3&>  ��@j�&   ����



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���31  
���
 /247 � �! /�#� ��" 1392 1175 

 ��� ����	ELISA 
���
� ���� ����� �
��
� ��� ������ ���� ��������� 	
 ����&�' ( 

"��" �(��4��* '�� :�E" 1�� �5 1�� . �  �R��%���� �

��%? S=�
 �� :	� 1�
)B ����" '�� 1;��  ��%R

��%? 
�E�� #)*�& '�� �"�K �* 

�5 ��� �"�5   ���%��*

 ���	� �� 
)*    �5 m���4� i����&��� 1�
)B ��6 & �

 ����%? ."�&? "���3&  ����� V����   �� ���Q�*�� ����%��*

��%? �"�5 
)�.� n�= �@j�& �5 �� )14-12(.  

����%? ����� �"���5  ���5 
��
� �������� 
��o ����%��*

 
���E�� G���@�= ���������%����.
��
  V���h%� �� p���

SE���= :��6��� ���@j�& & '��d�� 1����C� & ������> 

��%?    '��* ��6��Z �" �


�E�� �"�5ELISA   "����

' �@ ���K �"�(���.   ��6��Z '��* �? �� p�   �� �
�


��%? 'K� �d%   ���%? & �
)%��
�� �"�5    ��@&j%�* �"��5

'.� p�� & 
�"�@ "��
%����    '����.6 1���C� ���

  ���]�4<� G��� 1����C� & '���* ���@j�& &  �? �"

F�% �5 �.��$� ' ��[� V�h%� ���h�.    

  

��� 	
  

����!� �����5 � ����%? ����� �"���5 
��o ����%��* hGH  ��

  X
�� �5 G�@�= .

 �"�(��� G�@�=10  ���(� � 

 ���5 �E������5/0 ���� ���� ����%? '��d�� ���5 �R 200 

���� �" V�@&�;��  ���EhGH    ��5 ��* (1��&�� V�N)5/0 

�� �� �

 Y��4� '%��3"� >"�5  
�
 ������ )15(. 

 
��%&�  :����* '��%��3"� ���5 �&� `������ )Sigma & (

`����   SK��% '%��3"� �� �"�(��� �5 �
C5 �&?"�� ���

) 
%&� Sigma( ' �@ X��9 )16(  ����5 .  #���� �

��%? ���� ��� �"�5 ��(� �" ��%��*    ��5 U��" & U!% ���



 `���� �
��& X��9    D����� 1��� ��5 &   �� 
�C5

��(� � ��%? ���� U�"  &" �"�5 ���    ��5��5 ��� 
��"�@  ��5 .

  ���%? 
��E�� �Q.% #h)� ��d)�   �"��5Dot blot   V��h%�



. �3 ��
$� ��  1�r�&��� �� �GH  '�K��5   ����10 & 1 

���� �" V�@&�;��  ���E &1 ���� �" V�@�%�%  ����E   �&� ��5

 ��4�� �E���&���% [��*   ���
 0���� �<� 1�� p�� .

 

 ���<=5  ���*��5 
��9�" 
��
. �? �� p��� �����%  �����

 �" ���<�.
 �� 
��C5 �E�����&���%  V���� s���C�  �����

`���K� �
��
 
��C5 .'�� �@ �����K  �" "
��h� ����<�.
 ��

 ���%? ���	�   �"��5Goat anti- rabbit HRP conjugate 

   '�K� ��5 (�R 1��� ���� '*�
)1   ��510000   ����K

& '�� �@ 
��C5  ���<�.
 �� �" 0����� '����!%TMB 

)Tetramethylbenzidine (   (�R 1���� ����� '*�
)


�"�@ ����� )18-17(.   ����5 
���
   �� ��()�TGFβ 

)Transforming growth factor beta) (Abcam( 



 �"�(���  . 

����@�= V������SE�����= �������5 G�  ��������

1�E�5��@�%����   ��]E�=�% 2[�6 & ��     ����	� ��5 ���

  X�(E��� V��%��? �5 �)�r�&��40    �"�" t���� 
�9�"

  "��� u��� �" V�� �&�6 �<5 �5 ��d)� 1�� ���5 .



U��� �&� ���5 &  .
���"�* � ���o� V����%��? X�(E���� ��

��(���%�� R �" :9�6 ���	�1000   ��$�K" �" �&"  ��5

 X
���30  ���$�K" �����" �"4 ���3�" ��%���� � "����@ 

'�� �@ X����9.   1�E���5��@�%���� �� ���)� t�����

:�;<�  � �5 �" 2�v �� �" �

PBS 1 X  & 
�
 :6 

   X�(E��� V���%��? ���% �"��% b��= '!3>   ��E���"

�"�@:6 �)�r�&�� ���	� .
 �.�* �" �

 �  ��E��"10 

��4�� �%��E�"���* 

 �? &     �����E ��� U�h6 �" ��

 p��� � �520 ����  X
� �5 �\��18  ���" �" 'H��

4 �3�" ��%�� � "��@      ��E���" � ��5 w���C� ���5 �� �5

@
�"� )20-19(���5 . ��%? ��
$� �"�* S4<�  �"�5

 ���5 ����� &��;����� ��    b���� ����Z �" ����% t[��3  

280   .
��"�@ �"�(��� ����%�%OD )Optical density (

5 �'�" ? '5�N "
H �5 �
�4/1  U�.$�

    '�d�� ���



 

  

  
www.mui.ac.ir  

 ������ �	
�� 
�	���� ����–  ���31  
���
 /247 � �! /�#� ��" 1392  1176 

 ��� ����	ELISA 
���
� ���� ����� �
��
� ��� ������ ���� ��������� 	
 ����&�' ( 

��%? �Q��$�  �"�5���� D.6 �5  ����� �" V�@  ����E  �5 �

 
��? '�" )21(    ��@j�& �����5 '�!3 .%? ���  �5 �"�

��� 
�E�� ��%��* �" �

   �
��5� x)��e5 ����& ��);�

SDS-PAGE    1�r�&��� (�R 1���� ���� '*�
 '�*)

GH 'd�� �" ��� 1 ���� ���� �" V�@  & ���E1 >1/0 &

01/0 ���� �" V�@&�;��   ����E   ���� &��;E� ��T���" �"

Bio Rad  �R �&�5/12 ��� 
9�" :��*� ?   V��h%� 
���

.

  1�r�&���   �� ���     :�$�)� �E����&���% [���* ��5 �R



.
%  x)��e5&��;E� ��T��" �� �"�(��� �5 ��$�%� :�H

 �" X
�5/1     R���E& ��5 'H���70  ����� ?   V��h%� ����

.'�� �@ x��)�@e5 �����	� �" [����*  ���<= ����
)  

5  �" (
9�"4 �3�" ��%�� � "��@ 5 �  D�
 �� X
�

.' �@���K 
C5  � �5 �5 �<�.
 ��TBST  ����	� �" >

?��% ��� �"�5   '�K� �5 ��%��*100000/1   
�
 ��5�;%�   

)2     �" [����* "
��h� ����<�.
 �� p��� .('H����

?����%  �"���5Goat anti- rabbit HRP conjugate 

 'K� �5 (�R 1��� ���� '*�
)10000/1 5 � X
�5/1 

 .
�
 �@&j%�* 'H��     ����	� 0���� ������ �"TMB 

 ���
%�5GH ?
�"�@ ��;
 )17(. * '!3  
���<  ��()�

 1�
�.�� 1�r�&�� ��)R & D (

 �"�(���.  

 �������@ ���
����%� '����!3GH  G&� �� V������  

Sandwich ELISA  .
��"�@ �"�(���    D���)� '�d��

 x)���* ���5? ���%     ���%? '�d�� :K�
�6 & �"��5  �R

  G&��� �"�(������ ����5 & ������������ G&� 0������   

Checker board      ����	� G&� 1��� �" .
�
 1���C�

��%? �� `�K� '��� s�H �" ����� ��Z �5 �R   "��
> 

�E�6 �" ��%? ���	� �*   '���� ��Z �" x)���* �"�5

���� `���K� ��� "���
����%? ���� p� �����%�N �"���5 � 

��<%        V���� ��5 '�5�N '�d�� ��� ��5 U��%? �5 �

��"

���B �� �"&� � �� "�
 )22(   :�6��� �
�
 :��* �5 .

'd�� >D��)� ���% t[3 a��� �5 & #h)�   ����

��%? D��)� ��%? & �R �� �Q��	� �"�5  ���5 ."�
  ��5 �

  D���)� ��"�$� '�� V�\ t��M� y���% �"�&? '�"

��%?  ���%? z�
)%�
�� �"�5     1��)k�� & ��@&j%�* �"��5

       D���)� '�K� 1���C� '�!3 .""��@ "��
%����� V��

��%?  '���� �� �@&j%�* �"�5      '�K� ��5 �
)%��
�� ����

��%? D��)� '�" �5 �
)%�
�� �"�5  ���6�� �" �
�? � 

�� �"�(��� :QK  V��� .""�@     �����" `�QZ ���* :�6���

  �������� V���� �* X&�(� 1�� �5 >

 V�h%� �

�*{   ���

 '��5�N
��%"�5 '��K� �� &  ����%? m����4� �����  �"���5

�@&j%�*   �"�(���� �

  
�
.     ������ 1���\��5 ������ �"

      ���)��� �����% t[��3 1������* & �����% t[��3

)Background(  t�4�%� D��)� 'K� ���)H �5  
�
 &

� �@ ��* �5 #����? �"

 � )23(.  

  t�����4�%� �� p����� ��������"��
%���� '����!3

'�����&�;��  �����96 ���%�=  ��Maxisorp  '*���
)

Nunc   
���3 ���  ���)H �5 (100    '�K� �� ����E&�;��

1000/1 ��%? �� 1���� �5 ��� �"�5  �" �


�E�� ��%��*

X�)5�* �5 � �5-  �5 X�)5�*6/9  =pH >  �� ��� �� �"

��(6  ��4�� ��

     X
�� ��5 '���� &18   �" 'H���  

4 �3�" � ��%��  .
�
 �"�" ���K "��@    '�
[@ �� p��

������ 1����>  '�����3 ���5 ���Q��� Wash buffer )PBS 

 �&�605/0  
9�"Tween 20��.
 (  
�
   p��� &

 ��
$� >�"�* �*��5 '!3100  ���E&�;��PBS  �&�6

5 
 
9�"��(6 �5 �<= ��  � �o� ��@"��  '���� & 


 X
� �52  �" 'H���37  ��3�" �  ��%���    ����K "���@

' �@  ����B p��� .   ���3   ��5 ��Q��� Wash buffer 


���
 �����.

%  ��
���$� &100 ������E&�;�� GH 10 

 ����� �" V�@&�;��   ����E  '�K� ��10/1    �" 1����� ��5

��(6  ��4�� �� 

 X
� �5 '��� &2  ���" �" 'H��
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 ����&�' ( 

22 3�"� � ��%�� ���B .

 �"�" ���K "��@   ���3   ��Q���

�5 Wash buffer 

 ��.

%  &100 ��%? ���E&�;��  �"�5

 
o �
��hGH     1�����5 ��5 ��@&j%�*)10A7   ��T�<%�"

(
��(
 )24 ( 'K� �510000/1  ����B �� �� �� �5   ���

 
��"�@ � �o�.     X
�� ��5 '����90    ����" �" ��$�K"22 

�3�" � ��%��  �" "��@ p� .

 �"�" ���K t�Z�� �K���

 ��3 �����B 1���.
 ���Q��� ���5 ���� Wash buffer> 100 

�� ���E&�;��Streptavidin – HRP  '*�
)Sanquin 

 'K� �5 (
)��10000/1 ���B �5    ��5 & 
�
 � �o� ��

 X
�15      ��5�;%� u���� ����" �" ��$�K" .
�
   p���

 �5 ���5&"Wash buffer  �<�.
 �Q��� ��  
�
 �"�" &

� p� �? �100 ���E&�;�� TMB    1���� ����� '*�
)

���)H �5 (�R ��(6 �" U��%? ����.5��   
�
 ��4�� ��

  X
�� �5 '��� &10     ����" �" �;����� �" ��$�K"22 

�3�" � ��%�� "�@ �5�;%� "��@�  1��� '
[@ �� p� .


   1��4�� ��5 X
�50     ����(E��� 
���� ����E&�;��1 

t[3 ����� p�� & 

 mK��� #)*�& �\��   ����%

  �� �"�(���� �5ELISA Reader )Hyperion-USA (  ��5

 b�� ��Z450    ���K� '���!% �" & 

 '}��K ����%�%

��%? ��    t��4�%� D���)� 'K� ���)H �5 �
)%�
�� �"�5

>
�"�@ D��)� �*   1�����* & ���% t[3 ����� 1���


���% "�h�� �� �)��� ���% t[3 ����� )25(.  

� �"�* ��
%���� �� p� >'�.    & '����.6 ������

�6��Z '�* �@j�& �%��% �5 �

 � �3��=   '*��
)

Monobind(�;���? > 

 �.��$� )26(.    

  

���
	 	
  

��%?  �"��5  ����  ���%��*  
�o hGH > ��5   ��������%����

 X
� �5 G�@�=10   
�
 
��E�� �E���� `���� ��(�. 

`���� ' �@ V�h%� �
��& X��9 �5 U�" & U!% ��� 

 &��%?       p��� .
�
 
��E�� \��5 ����)� � & ���� �5 �"�5

��%? 

 ����5 �@j�& ~�	E �� �


�E�� �"�5. 

  ��CE�M� ����5 �    ���%? '����.6 & ��@j�&   �"��5

���  '.� ��%��*Dot blotting     �" ��* '� �@ V��h%�

'K�  ���100000/1 ��%?   '�d�� & �"�510   V�@�%��%

���� �"  ���E

� ������>  ��h��% � Dot    >"��5 '�Q��

 ���5
��
 �� �()� TGFβ 

 �"�(���. �� ��   �5 ���� �

'�"  :;
 �" �
�?1 '�� �

 �"�" ��<%.  

 '�d�� ���%?�  �"��5 SE���=  �
�
 7 ������  �" V���@

������  �����E   '��K� �" ���* 
��
 �Q����	�100000/1 

��%?   ���� �"��5   ���%��*Coat   G&� �" �
�
ELISA 

 'd��1 ���� �" V�@�%�%  ���E�� 

� ������   ��5OD 

) V������ & D��)�01/1   ���%? ."��* ������)
 (  �"��5 

�


�E�� �� ~�	E ���%��� �"�5��* �" ����&  Xe�5 

"��� ����5  '� �@���K    '�.� 1��� �" ��*  1�����* 

Background .

 �
�"  

  

 
 ���1. ��	
� Dot blot �	�
 ���� ��
 ��	��� �� �� ������ ��� �� �� �� TGFβ �� ����  ����� !��
 " ������   

��� �� #$� ��� %��&� '��!�(� ��.  

TGFβ 

GH 100ngr/ml 

GH 10ngr/ml 
GH1µgr/ml 

GH 1mgr/ml 
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���
� ���� ����� �
��
� ��� ������ ���� ��������� 	
 ����&�' ( 

 
��� 2. ��	
� ���(" *+� �	�
 ���� ��
 ��	��� ��,�-
 �� ������ ��� 	�.	�
  

  

�� ��)��Z� '!3 ���6 ��%?  ���� �"�5   �" ���%��*

 >G����@�= V����� ������ &��;E� �����%? �R GH  �"

'd�� ���5 ��� 

 V�h%� �

.  ����& '.� �" p��

����%? x��)��e5 ����� �"���5  '��K� �" ����%��*10000/1 

  1r��&���� �� ���()� �����)* '��!3 & 
���"�@ �"�(�����



 �"�(��� 1�
�.�� .�5   ��& �"��5 S4<� �5 �3��

 1�r�&�� �E�;E��GH    &��� ��5 ��.��$� &  >�*���� 1�r�

��%? ���
%�5 �" �%R  �"&
	�22  ���E�"���*  �
���<�

�� �� .
%

 5 ��� �'�"   :;�
 �" �
�?2   �"�" ���<%

.'�� �

  

 ��);� �CE�M� 1���"Sandwich ELISA  �6��Z

 ����%? �? �" ���* 
��
 ����� �"���5  ���
�@�= ����%��*


�E��  ���)H �5 �

Capture ��%?   '���� m* �" �"�5

ELISA> Coat   G&� .
����
Sandwich ELISA 

�6��Z    ���%? ��"��$� ~��	E �� �

    & �
)%��
�� �"��5

����%?  
���"�@ "��
%������ ���@&j%�* �"���5  & '��K� �"

100000/1 ��%? ��� �"�5  ��%��*Coat   G&� �" �
�


ELISA  'd��1 ���� �" V�@�%�%  ���E  
�
� ������

��  �5OD ) V������ & D��)�01/1."�* �����)
 (  

 1���� �"   ) '	��9 ������� ���CE�M�Accuracy >(

  ��6��Z '��* �@j�& & '���.6   ��5 �
�
  ��%��%  �

�3��=  '*�
)Monobind(�;���? > 

 �.��$�  .  

  &" ���'���*  �&� ���529 ��%��% �  ��������5 V����

 S$% ����"hGH  ����" '	�����5  
�
.
%  �"13 

�"�" "���  a��� �5 & "�5 U� �5�<� ��Cut off point 

VeH� 0��� �

  '��* Monobind >  �" '��* &" ��� 

&" �h��% �%��% �    "��* G����@ (�����5) 'Q��. �"  &"

 �3��= '�* �%��%�h��%  ��  (����5) 'Q��  >"�" ���<%

�E�6 �" �6��Z '�* �* �

 >  (UE���) �()� ."��5  �"

�6��Z '�* ��% �%��% �� �

 �� �h��%  (����5) 'Q��

��$5 �" ."�* G���@ �()� �3��= '�* & � �%��%   ���

&" �� �h��% '�*  ��  UE���     1�T%���� .
�%"�* G����@

���% �  �&
3 �" '.�1 .'�� �

 �"�" ��<%  

 �T�.Q�� ����? a��� �5Spearman >   1��� 1��5

10 KDa 

15 KDa 

35 KDa 

40 KDa 

50 KDa 

70 KDa 

25 KDa  
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 ����&�' ( 

 '���.� &"5/92  �����)��Z� �����9�  ����595 
���9�"   

96/0-84/0 ) 

 �
�"001/0 < P.(  

�.��$�  ����% 1�T%���  ���  �&
�3 �" '�* &"2 

 ��<%.'�� �

 �"�"  

 �&
3 �" �* ��Z ����2    '��� �
�
 �"�" ��<%

�)C� '.� &" 1�� 1�5 X&�(� % ��" "��Q )784/0  =P (

 &��<% 1�� �
)�" "�;��H � " ��.;�.'�� '�* &  

 �&� �5 #����? V�h%� y���%29    ��� 0���� �%��%

 �&
3 �" '�*&"3    ��h��% .'��� �
�
 �"�" ��<%  �

� �5 #����? "��� '�* �()� �� ���* 'd�� ��)C55 

���� �" 
6�&&�;�� .'�� ���E  

 �&
��3 �"4  ��5 y�����% a����� ���5 �'���"  �
���?

G��� & �@j�& >'���.6  �()� & 'Q�� ���Q=� ���

'�� �

 �"�" ��<%.  

  
 �"�/1 '�0	 123	�2� .Monobind �
4 �� ���5� #.6 %��&� ��� 

Gs        GR ����� ����	�� �	��� ������ 

()*� (+,  4 00/83 71/53 

��.� (+,  25  27/13  32/17  

GS: Gold standard; Gr :Group test 

  

 �"�/2�.
�7� . '�0	 123	�2� � #2� "� ���  

 Test  Monobind  

��/�� 0�1 29 29 

234��3� 88/22 78/25 

 ��.3�5� �#�195 ���� 87/35-91/9 97/42–60/8 

��37� 8�"9�� 13/34 17/45 

:��� �.7� ;<�  784/0 P =  

  
 �"�/3#.6 "� �� ���� 9:�( " ���� ��02� �;	 <� �=:�>� ���� ���?� 
	�"��? .  

����� (����)  �����	��� ���    

  ()*�  ��.�  �1�"5 (3= 
�
  

)7/89( 26  2 24 ��.� 

)3/10( 3  2  1 ()*� 

)100( 29  )8/13 (4  )2/86 (25   (����)���7,  

  
 �"�/4. A-�� 
B��C #2� 
D2&E6 F<�� ��� '�� 

  ����	��  ���	
   	!�"#� $95 ����  

(3��+1 00/50 70/91-30/8 

�@AB# 00/96 33/99-58/79 

()*� :��)C� DE�� 67/66 53/94-55/11 

��.� :��)C� DE�� 31/92 83/98- 83/74 
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 �"�/5
B��C #.6 
D2&E6 F<�� �
��7� " 
�H�� �
< I>( .  �� �/�6 �� '��Cut off point #(� �� ���J�E2� '���  

 '!�!� ��( )*�(AUC)  �����	��� $	*+  ���	
   	!�"#� $95 ����   ,�	�-Z   �����P  

98/0  05/0  99/0–84/0  53/9  001/0 <  

  

�	���  ���	./  ���	
  $

  	!�"#�95 

����  

'01��  ���	
  $

  	!�"#�

95 ����  

 �(��

 $�	2+�

�23�  

���	
  $

  	!�"#�

95 ����  

 �(��

 $�	2+�

'4!�  

���	
  $

  	!�"#�95 

����  
25>*  100  100-2/40  96  3/99–6/79  80  7/96 – 8/28  100  100-6/85  

AUC: Area under the curve 

  

�"�" �5 �3�� �5 5 ��� � '��"  �
��?  ��%��% ��   ����

V�% 0��� "�
H� ����5 & �CE�M� "���   ~��	E �� ��� �

y���% ��* �(�* #h)�– ��* �6��Z '�*  " �
�
� 

 �&
35  �&
3 1�� .'�� �

 �"�" ��<%  ���� LM�

 & �)	)�Standard error    ���<% �� ���)��Z� "&
6 &

�� .
�"  

5 �� ��\�5 ��
$� >�

 V�h%� ��* ��E�%? a��� �25 

���� �" 
6�&&�;��  ���E   ����)H ��5Cut off   S4�<�

) .
�"�@001/0 < P >98/0  =AUC  ��CE�M� 1�� �" .(

�M$% 1�� �" �@j�& & '���.6 �   �5 G��5 �  D�����

 �"�C�100  &96 �� 
9�" ) 

�5 :;
3.(  

  

  
 ���3 
�H�� .ROC 
B��C #2�  " #2(�.B K
�0	 " '��

#.6 
,L
"  

5�6  

�%�y� �CE�M�  �* "�" ��<% �o�6 � '�* ��6��Z   �
�


�� G��� �]�4<� �Q��)�   
�
� ������ #h)� �"

 �%�.%�  >'��� ��"���=�5     ��� ��* �����9 ��5  
�%��� 

 ���5 �Q��)� 1��T��3Monobind  .

�5  

hGH    �" �	�
�� 1�r�&��� �� 1��&�������� ��

'�E�C  '�H �5 .'�� ��=     & U�!� �;�R��E��5 ����

 ������ F�)��    ����"�5��* ����" ������� 1��� 

�

�"��.@   ��� �R��E�);���5 & �;
�� �" ��  & 
�
�5  ��

 ���
�%� ~�	E 1��       '����� �}��6 ������� 1��� ����@

  & ������� 1��� 
�E�� �5 Y�5�� X�CE�M� ���5 .'�� 

���
%� ��%? �5 ���% �;�)��* ���@ �5 �"�5  ������ ���H

& 
��
� '���* ���
��%� ����� ���� �����@ �" .
��
�5  1���5

��);�   ���
�%� ����5 �"�(��� :5�K ���    ��;�)��* ����@

��5 �%���.%� 
��
� �������� � G&� ���@����*ELISA 

D��)�     ��� ��d% ��5 ���  
���>  G&� �����    :��� �����

  �����%������"�� & x)��e5�%����� ��@  ��B ��  G���

�� ��"��=�5 �Q��)� �]�4<�  �E& 
)
�5  �� �"�(����

�? ��  �5 :�E" ��3� G&� �@
�k��   
�)%�� �����M= & �

����<C<�  & ����E�5� 
����E��   �" ������*���"�� ������

��T<����?    ���% �&
�$� ��QZ S�4<� ���   �" .
�
�5

 ������ :5�$�ELISA #h)� �� ��<% ���  ����%? ��"
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  ��T���" ��� ����� '��K :�� 
)���QH   2��C� >���   ����

�����>  '���.6 #��� � ��;�� & \�5 #%��= 'H��

���
 ����� �5 �* G&�  �"�(���� �� U��%? �� '�E�C  0

U��%? �� �� \�5 '�E�C  �5 ����    G&� '����.6 �����

"�" #��� � ���.5 �� )27(.  '��* ��)*��  ���� ELISA 

  "��& ��T�" ������<* �� �Z�5��  ���  
%
�
   "���� &

  ��� ����K �"�(��� @ �)� � ��!)� .
 �"   "���� ���   '��*

ELISA �" �� R��%�� ��<* :=�"  U� �? �* ""�@  ��5

�Z:��* � & ���"��& "��� ��  �5  ���%? n��]=   �"��5

 ���"��&�� ��!�  ."�
   ��* 
�
 �
�" X�&�o 1���5�)5

��%? ��� �"�5 �5 ��%��* 
�E�� 

� ������ 
o  "��
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Abstract 
Background: Human growth hormone (hGH) is a secretory protein of the blood which is used 
extensively in biotechnology and medical sciences. Recombinant human growth hormone production 
is still one of the priorities of the Iranian Ministry of Health. One of the most sensitive and accurate 
techniques for the measurement of this hormone is the ELISA method. Scientists need to produce 
antibody against hGH to measure the serum level of hGH in patients. Commercial ELISA kits are 
commonly imported from other countries to Iran. Therefore, the current study aimed to produce a 
polyclonal antibody against hGH in order to make a domestic ELISA kit to measure this hormone.  

Methods: Rabbit polyclonal antibody against hGH was produced following 10 weeks of 
immunization by the antigen injection. The antibody characteristics were evaluated by 
immunoblotting. The purified antibody was used to design the ELISA kit. The designed sandwich 
ELISA method was standardized concerning the amount of antibody coating and antibody conjugate. 
Ultimately, the sensitivity and specificity of the designed kit was compared with the foreign kits. 

Findings: The polyclonal antibody against hGH was produced in rabbits and purified successfully. 
This antibody can be used in the western blot and ELISA methods. The diagnostic value of the 
designed kit was 98%, compared with the foreign kits. 

Conclusion: This kit has a diagnostic value in the assessment of hGH; therefore, it can be a good 
alternative to the commercial kits. Therefore, this antibody and ELISA kit can be produced more cost-
effectively and can be a step towards self-sufficiency. 
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