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ФЕРРИТИНА
В CЬIBOPOTKE КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

(кИФА-ферритин))

1. нАзнАчЕниЕ
1.1, Набор реагентов кИФА-ферритин) предназначен для

количественного определения ферритина в сыворотке крови
человека методом твердофазного иммуноферментного ана-
лиза.

1.2. Ферритин является растворимым, легко мобили-
зуемьlм депо железа, необходимого для эффективного эри-
тропоэза. В то же время он защищает организм от токсиче-
ского действия железа, связанного с катализом продукции
свободных радикалов. Молекула ферритина состоит из желе-
зосодержащего ядра и белковой оболочки (апоферритина) с
молекулярноЙ массоЙ около 450 000 ,Ща, образованноЙ
24 субъединицами - (тяжельlми)) (Н) и (легкими) (L). Каж-
дая молекула способна удерживать до 4500 атомов железа в
виде сложного комплекса гидроксидов и фосфатов.

Ферритин преимущественно находится в клетках селе-
3еНки, печени, красного костного мозга. В небольших количе-
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ствах ферритин присутствует также в плазме крови. Его кон-

ЦеНТРаЦИЯ в большинстве случаев позволяет адекватно оце_
нить общие запасьl железа в организме.

концентрация ферритина при рожде нии повьlшенная
ДО 600 нг/мл, 3? несколько месяцев она снижается примерно
ДО 30 нг/мл, после чего начинает медленно возрастать и к

24-25 годам принимает значения, сохраняющиеся до старос-
ти.

Концентрация ферритина ниже 10 нг/мл свидетельствует
о наличии железодефицитной анемии. Этот показатель име_
ет важное значение для дифференцирования железодефи-

цитной анемии от других типов анем ий, патогенез KoTopblx не
связан с железом, мониторинга запасов железа в организме
беременньlх женlлин, доноров крови, пациентов, регулярно
подвергающихся процедуре гемодиализа. В случае перегру3-
ки организма железом концентрация ферритина превышает
400-500 нг/мл, а при ярко вьlраженном гемохроматозе дости-
гает нескольких тысяч нг/мл.

Концентрация ферритина в сыворотке крови возрастает
при инфекционньlх, воспалительньlх процессах (остеомиелит,
ревматоидньlй артрит), ocTpblx и хронических заболеван иях
печени, лейкемии, болезни Ходжкина, раке молочной железьl
и HeкoTopblx других онкологических заболеваниях.

'1.3. Набор кИФА-ферритин) рассчитан на проведение
анализа в дубликатах 40 неизвестных, б калибровочных проб,
одной пробьl контрольной сьlворотки и одной пробьl для оп-

ределения оптическоЙ плотности раствора ТМБ при исполь-
зовании всех стрипов одновременно (всего 96 определений).
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Прuмечанче: в случае 0робноео прuмененuя набор можеm
быmъ uсполъзован mолъко в mеченuе месяца после вскрыmuя
компоненmов набора.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА
2.1. Принцип действия
В наборе кИФА-ферритин) использован (сэндвич))-

вариант твердофазного иммуноферментного анализа. Для

реализации этого варианта использованьl два монокпональных
антитела с различной эпитопной специфичностью к феррити-
ну. Одно из них иммобилизовано на твердой фазе (внутрен-

няя поверхность лунок), второе конъюгировано с пероксида-

зой хрена. В лунках, при добавлении исследуемого образца и

конъюгата анти-ферритин-пероксидаза, во время инкубации
одновременно происходит иммобилизация ферритина, содер-
жащегося в исследуемом образце, и связьIвание образовавше-
гося комплекса с конъюгатом.

Несвязавшиеся компонентьl удаляются промьlвкой" Коли-
чество связавшегося конъюгата прямо пропорционально ко_

личеству ферритина в исследуемом образце (Рисунок 'l 
).

_пероксидаза
Планщет

с антитЁлами к ферритину

Рисунок 1. Схема анализа
Во время инкубации с раствором ТlvlБ происходит окра-

шивание раствора в лунках. Степень окраски прямо пропор-

циональна концентрации ферритина в анализируемых про;

ферритин
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бах. После измерения оптической плотности раствора в лун-
КаХ На ОСНОВании калибровочного графика рассчитьlвается
концентрация ферритина в исследуемых образцах.

2.2. Gостав набора
о комплект из двенадцати восьмилуночных стрипов в

РаМКе с иммобилизованньlми на внутренней поверхности лу-
нок моноклональньlми антителами к ферритину, маркирован
<<Стрипы с моноклональньlми антителами к ферритину)
1 упаковка;

калибровочньlе пробьl (КП), aTTecToBaHHble по Вто-
рому международному стандарту на ферритин WHo 80/578,
содержащие известные количества ферритина. Флаконы
маркированьI <<Калибровочная проба Nq1), <<Калибровочная
проба Ng2), кКалибровочная проба Ng3), <<Калибровочная
проба Ng4), <<Калибровочная проба Nэ5>>, кКалибровочная
проба Ng6); точные значения концентраций ферритина в ка-
либровочньIх пробах указаньl на этикетках флаконов, ориен-
тировочньlе 0; 10; 30; 'l 00; 300; 'l 000 нг/мл б флаконов
(лиофилизованньlе препаратьl или жидкости по 0,5 мл);

о конъюгат анти-ферритин-пероксидаза, маркирован
<<Конъюгат Е>> - 1 флакон ('|4 мл);

. концентрированньlй водно-солевой раствор для про-
мьlвки лунок, маркирован кБуфер Р> - 1 флакон ('|4 мл);

о раствор тетраметилбензидин4 маркирован кРаствор
ТlvlБ) - 1 флакон ('|4 мл);

о стоп-реагент (1 Н соляная кислота), маркирован
<<Стоп-реагент> -'1 флакон (14 мл);

о контрольная cblBopoтKa с известньIм содержанием
ферритина, маркирована <<Контрольная cbIBopoTKa>
'l флакон (лиофилизованньlй препарат или жидкость 0,5 мл);
4



ИФА-ферритин в-13.20,15-02

о прозрачный пластиковый пакет с замком (при упаковке
стрипов в пакет из 2-слоЙного полиэтилена).

3. АнАлитичЕскиЕ и
ХАРАКТЕРИСТИКИ

ДИАГНОGТИЧЕGКИЕ

3.'|. Специфичность. Не обнаружено перекрестной реак-
ции обоих моноклональных антител с сьlвороточным альбу-
мином, гемоглобином, трансферрином , альфа-

фетопротеином и хлоридом железа.

3.2, Коэффициент вариации результатов определения
ферритина в одном и том же образце сыворотки крови чело-
века с использованием набора (ИФА-ферритин) не превьl-
шает 8%.

3.3. Линейность. 3ависимость концентрации ферритина в
образцах сьlворотки крови при разведении их калибровочной
пробой Nq1 имеет линейньIй харакгер в диапазоне концентра-
ций калибровочных проб Nq2 - Ngб и составляет 90-1 10%,

3.4. Точность. ДанньIй аналитический параметр проверя-
ется тестом на ((открь!тие)) ферритина проверка соответ-
ствия значения определяемой концентрации ферритина рас-
четной величине, полученной путем смешивания равных
объемов контрольной сыворотки и калибровочной пробы Ng3.
Процент открытия составляет 90-1 10%.

3.5. Чувствительность. Минимальная достоверно опреде-
ляемая набором концентрация ферритина в cblBopoтKe крови
человека не превыщает 5 нг/мл.

3.6. Хук-эффект высоких концентраций. В наборах реа-
геНТов, ocHoBaHHblX на (сэндвич)-принципе анализа, при Bbl_
соких концентрациях аналита зависимость величинь! оптиче-
ской плотности от концентрации становится обратно пропор-
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циональной (так называемьlй хук-эффект высоких концентра-
ций). При использовании набора (ИФА-ферритин)) хук-
эффект не обнаружен вплоть до концентрации ферритина
10 000 нг/мл

3.7.,Щиапазон ожидаемьlх значений. Содержание ферри-
тина измеряли в cbIвopoTкe крови, взятой у 184 здоровьlх
мужчин в возрасте 21-45 лет, у 140 здоровьlх женщин в во3-

расте 19-43 лет и у 52 женщин в возрасте 20-34 лет на раз-
Hblx сроках беременности. Средняя концентрация ферритина
у мужчиl-| составила 158 нг/мл (22-346 нг/мл), у женщин
73 нг/мл (10-1 47 нгlмл). В первом триместре беременности
средняя концентрация ферритина в сыворотке составила
6'| нг/мл (55-90 нг/мл), во втором триместре 32 нгlмл (25-
74 нг/мл), в третьем - 12 нг/мл (10-16 нг/мл).

..Щиапазон ожидаемьlх значений зависит от многих факто-
ров: специфичности метода, особенностей исследуемой по_

пуляции, точности метода в конкретной лаборатории. По этой
причине каждой лаборатории рекомендуется использовать

предоставленные изготовителем значения только до тех пор,
пока специалистами лаборатории не будут определены диа-
пазоны ожидаемьlх значений, xapaкTepнblx для конкретной
популяции в месте расположения лаборатории.

6
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4. MEPbl прЕдосторожности
4.1. Потенциальный риск применения набора - класс '1 .

4.2. Все компоненты набора в используемьlх концентраци-
ях являются нетоксичными.

4.3. При работе с набором следует соблюдать
ГОСТ Р 52905-2007 <Лаборатории медицинские. Требования
безопасности).

4.4. Стоп-реагент представляет собой '1 Н раствор соля-
ной кислотьl. Избегать разбрызгивания и попадания на кожу и
слизистые. В случае поп адания стоп-реагента на кожу и сли-
зистьlе необходимо промыть пораженньlй участок большим
количеством проточной водьl.

4.5. При работе с набором следует надевать одноразо-
вь!е резиновые или пластиковьlе перчатки, т.к. производные
крови, входящие в состав набора, и исследуемьlе образцьl
являются потенциально инфицированным материалом, спо-
собньlм длительное время сохранять и передавать возбуди-
телей различных вирусньlх инфекций.

4.6. Химическая посуда и оборудование, которые исполь-
ЗУЮТСя В работе с набором, должньl бьlть соответствуюIлим
образом маркированьl и храниться отдельно.

4.7.3апрещается прием пищи, использование космети_
ческих средств и курение в помещениях, предназначенньlх
для работы с наборами.

7
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5. оБорудовАниЕимАтЕриАльl
. Спектрофотометр вертикального сканирования, по-

зволяющий измерять оптическую плотность раствора в лун-
ках при длине волньl 450 нм;

о прибор для встряхивания рамки со стрипами (термо-

статируемыЙ шеЙкер), позволяющиЙ производить встряхивание

со скоростью 400-800 об/мин при температуре +37"С;
. пипетки полуавтоматические одноканальные со

сменньlми наконечниками с изменяемым объемом отбора
жидкостей: на 5-50 мкл; на 40-200 мкл; на 200-1 000 мкл; на
1000-5000 мкл;

о пипетка полуавтоматическая восьмиканальная со

сменными наконечниками, позволяющая отбирать объемьl
жидкости до 300 мкл;

о цилиндр мерный, позволяющий отмерять 50-500 мл;
о стакан стеклянньlй подходящего объема;
о вода дистиллированная;
о бумага фильтровальная;
о перчатки резиновьlе или пластиковьlе;
о 1% раствор гипохлорита натрия или 6% раствор пе-

рекиси водорода;

о контейнер для дезинфекции;
о ванночки для внесения реагентов восьмиканальной

пипеткой.

8
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6. АнАлизируЕмьlЕ оБрАзцьI
6.1. 3абор крови из BeHbl осуществляют с соблюдением

правил асептики. После формирования сгустка сыворотку от-

деляют путем центрифугирования. После центрифугирования
сь!воротку переносят в отдельную пробирку.

6.2. Для проведения анализа не разрешается использо-
вать плазму крови, гемолизированную или мутную cbIBopoTкy,
а также образцьl сьlворотки, содержащие азид натрия.

6.3. Образцьl сыворотки крови разрешается хранить при
температуре +2...8"С не более 2-х суток; при необходимости
более длительного хранения (до 3-х месяцев) рекомендуется
аликвотировать образец и хранить в замороженном виде при

температуре -20"С и ниже. Не допускается повторное замо-
раживание образца.

7. провЕдЕниЕ АнАлизА
7 .1, Подготовка реагентов
7.1.1. Стрипы. Перед вскрытием пакет со стрипами не-

обходимо вьlдержать при комнатной температуре 1+'l 8. . .25"С)
не менее 30 минут. Вскрыть пакет и переставить на свобод_
ную рамку необходимое количество стрипов.

7.1.2. Жидкие калибровочные пробы и контрольная сь!-
воротка готовы к использованию.

Для восстановления лиофилизованных калибровочньlх
проб и контрольноЙ сыворотки перед вскрытием флаконов
легким постукиванием стряхнуть частицьl, прилипшие к стен-
кам флаконов или к крышкам. Открыть флаконы и положить
крышки перевернутьlми на сухую поверхность. В какдьlй фла-
кон с калибровочной проб ой и контрольной сывороткой внести
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по 0,5 мл дистиллированной воды и закрьlть крышками. Bbl-
ДеРЖаТЬ флаконьl в течение 10 минут при комнатной темпе-
ратУре (+18...25"с) без перемешивания. 3атем, аккуратно на_
клоняя и вращая флаконьl, перемешать их содержимое до
полного растворения, избегая пенообразования, В течение
СЛедУЮlлих 'l 0 минут выдержать флаконьl при комнатной тем_
пературе, периодически перемешивая.

7.1.3. Конъюгат готов к использованию. Расход конъю-
гата на один стрип составляет 1 ,1 5 мл.

7.1,4. Промьlвочный раствор. Необходимое количество
буфера Р развести дистиллированной водой в 20 раз.

Например:

5 мл буфера Р + 95 мл дистиллированной воды.
Тщательно перемешать, избегая пенообразования.
7,1.5. Раствор тетраметилбензидина (ТМБ) готов к ис-

пользованию. Расход ТМБ на один стрип составляет 1,,1 5 мл.
7 .1.6. Стоп-реагент готов к использованию. Расход

стоп-реагента на один стрип составляет 1,15 мл.
7.1.7. Все реагентьl перед проведением анализа долж-

Hbl быть тщательно перемешаньl и доведены до комнатной
температурьl.

На странице 1 8 приведена схема проведения анализа.

10



ИФА-ферритин B-13.20,15-02

7 .2. Постановка анализа
7.2.1. Составить протокол маркировки лунок. Лунки

промаркировать следуюlлим образом:
А1 , М - Ng1 - для измерения величиньl оптической плот-

ности раствора ТМБ;

B1 , В2 - Ng2 - для измерения величины оптической плот-
ности КП Ng1;

С1, С2- Nq3 - для измерения величиньl оптической плот-
ности КП Ng2;

D1, D2- Ng4 - для измерения величиньl оптической плот-
ности КП Nq3;

Еl,Е2 - Nq5 - для измерения величины оптической плот-
ности КП Ng4;

F1, F2 - Ngб - для измерения величиньl оптической плот-
ности КП Ng5;

Gl , G2- Ng7 - для измерения величины оптической плот-
ности КП Ng6;

Н1, Н2- Ng8 - для измерения величины оптической плот-
ности контрольной сыворотки.

7.2.2. Внести в соответствующие лунки по 20 мкл ка-
либровочньlх проб и контрольной сьlворотки, в оставшиеся
лунки - по 20 мкл исследуемой сыворотки крови в дубликатах,

Прчмечанче: общее время внесенuя калчбровочных
проб, конmролъной сывороmкч ч чсслеOуемых сывороmок
кровч не 0олжно превышаmъ 15 MuHym, uначе время uнкуба-
цuu разлччных образцов буdеm значumелъно оmлччаmъся,
чmо прчвеOеm к неправчлъным рфулъmаmам.

7.2.3. Во все лунки, кроме лунок А1 и А2, внести по
100 мкл конъюгата.

11
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7,2.4. Инкубировать стрипьI в течение 30 минут при
встряхивании в термостатируемом шейкере при темпера-
туре +37"С со скоростью 500-800 об/мин.

7.2.5. По окончании инкубации удалить содержимое
лунок В контейнер с дезинфицирующим раствором (1% рас-
твором гипохлорита натрия или 6% раствором перекиси во-
дорода) и промь!ть лунки пять раз. При какдой промывке во
все лунки добавить по 300 мкл промьlвочного раствора, при-
готовленного по п . 7,1.4, встряхнуть рамку на шейкере в тече-
ние 5-1 0 секунд с последующим декантированием. После по-
следнего декантирования тLцательно удалить остатки жидко-
сти из лунок постукиванием рамки со стрипами в переверну-
том положении по фильтровальной бумаге.

!опускается промьlвка лунок при помоlли автоматического
промывочного устройства.

7.2.6, Немедленно внести во все лунки по 100 мкп рас-
твора ТП/Б. Инкубировать стрипьl в темноте при комнатной
ТеМпературе (+'lB...25"C) в течение ,l5-30 минут в зависимости
от степени развития.

Прчмечанче: максLlмалъная опmuческая плоmносmъ не
0олжна превыuJаmъ преdелов лuнейноео шмеренuя спек-
mрофоmомеmра. Рабоччй 0чапазон спекmрофоmомеmра не-
обхоOuмо уmочняmъ в паспорmе прчбора. РекоменOуемая
максчмалъная опmчческая плоmносmъ не более 2,5 еd. оП.

7.2.7. Добавить во все лунки с той же скоростью и в той
же последовательности, как и раствор Т[\ЛБ, по 100 мкл стоп_

реагента для остановки ферментной реакции, перемешать на
шейкере в течение 1-2 минут при комнатной температуре.

7.2.8. Если невозможно измерить оптическую плотность
в лунках планшета непосредственно после выполнения

12
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п,7.2,7., то следует иметь в виду, что окраска в лунках план-
цета стабильна не более 20 минут при температуре
+1 8...25"с.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
Измерить на фотометре вертикального сканирования оп-

тическую плотность в лунках при длине волны 450 нм.
При регистрации результатов необходимо вьlчитать

величину оптической плотности в лунках А1 и А2 из значений
оптических плотностей всех остальных лунок.

Прuмечанче; cped нее арчфмеmчческое значенче опmч-
ческой плоmносmч в лунках Д1 ч Д2 не 0олжно превышаmъ
0,09 еd. оП.

,13
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9. учЕт рЕзультАтов
9.1. ПОстроить калибровочньlй график зависимости опти-

ческих плотностей от концентрации ферритина (нг/мл) в ка-
либровочньlх пробах (Рисунок 2). Внешний вид графика зави-
сит от способа преобразования осей.

Прuмечанче 1: 0ля посmроенuя калчбровочнъtх ерафuков
РеКоменdуеmся чсполъзоваmъ Проераммное обеспеченuе
кИФА Масmер>.

Прuмечанче 2: 0ля посmроенuя калuбровочноео ерафuка
На масшmабноЙ бумаее необхоduмо uсполъзоваmъ 0анные
опmчческчх плоmносmей после вычumанuя llз нuх среdне й ве-
лttччны опmчческой плоmносmч лунок с ТМБ.

Еслч проерамма фоmомеmра не позволяеm вычumаmъ
велчччну опmuческой плоmносmч лунок Д1 ч Д2, mо необхо-
0u мо полъзоваmъся формулой :

В-Вт,

еdе В - cpedHee арчфмеmчческое значенuе опmuческой
плоmносmч в лунках, соOержащчх калчбровочные члч uссле-
0уемъtе пробъt,

Вт - среOнее арчфмеmчческое значенuе опmчческой
плоmносmч лунок А1 ч Д2.

9.2. Определить содержание ферритина в пробах по ка-
либр,овочному графику.

9.3. Экстраполяция калибровочного графика для значе-
ний концентрации ферритина, превыщаюlлих номинал
КП Ng6, не допускается. При наличии таких случаев прини-
мать значение концентрации исследуемого образца (вьlше
концентрации КП Nq6>.
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,l0. условия хрАнЕния и эксплуАтАции нАБорА
'l0.1. Набор (ИФА-ферритин) должен храниться в упа-

ковке предприятия-изготовителя при температуре +2...8"С в
теЧение всего срока годности. ffопускается хранение набора
при температуре до +25'С не более 5 суток.

Срок годности набора - 12 месяцев.
10.2. Набор следует вынимать из холодильника не более

чем за 1 час до начала анализа, но не позже, чем за 30 ми-
нут до проведения анализа.

10.3. В случае дробного использования компонентьl
набора необходимо хранить следующим образом.

о стрипьl поместить сначала в пакет с этикеткой, затем в
пластиковьlй пакет с замком и герметично закрьlть. Хранить в
герметично закрытом пакете при температуре +2...8ОС в тече-
ние всего срока годности;

о жидкие, готовьlе к использованию, калибровочньlе
пробьl и контрольную cblBopoTкy после вскрьlтия флаконов
хранить при температуре +2...8"С не более 1 месяца;

о восстановленньlе (растворенные) из лиофилизованных
препаратов калибровочные пробьl и контрольную сыворотку
хранить при температуре +2...8"С не более 1 месяца;

о конъюгат и раствор ТМБ после вскрытия флаконов
хранить при температуре +2...8'С не более '| месяца;

о промьlвочньlй раствор, подготовленньlй к использова-
нию, хранить закрытым при комнатной температуре

(* l в. . .25"с) не более 5 суток;
о буфер Р и стоп-реагент после вскрытия флаконов хра-

нить при температуре +2...8"С в течение всего срока годности.
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10.4. При использовании набора для проведения не-

скольких независимьIх анализов необходимо иметь в виду
следующее:

о для ка}кдого независимого эксперимента необходимо

построение нового калибровочного графика и рекомендуется
определение концентрации ферритина в контрольной cblBo-

ротке;
о запрещается возвращать избьlток конъюгата, ТмБ и

стоп-реагента из ванночек во флаконьl;
о из флаконов с открьlтьlми крьlшками происходит испа-

рение, которое может привести к получению HekoppekTHblx ре_
зультатов при повторном использовании реагентов. После

окончания внесения реагентов в лунки планшета на каждой

стадии анализа необходимо плотно закрывать крышки флако-
нов и помещать в рекомендуемьIе условия хранения.

10.5. Не допускается смешивание или одновременное
использование реагентов из разньlх партий, з? исключением
ТП/Б, стоп-реагента и концентрированного промьlвочного рас-
твора, входяlлих в состав данного набора реагентов.

10.6. 3апрещается использовать промывочный рас-
твор, стоп-реагент и ТМБ из наборов реагентов других фирм-
производителей.

10.7. Запрещается использовать промывочньlе раство-
pbl производства Алlкор Био с буквенньlми обозначениями, от-
личньlми от указанного в инструкции к набору.

'l0.8. к работе с набором допускается только специ-
ально обученньlй персонал.

10.9. Для получения надежных результатов необходи-
мо строгое соблюдение инструкции.
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Прuмечанuя:
КП - калuбровочная проба;
КС - конmролъная съlвороmка;
ОП - опmчческая плоmносmъ;
КТ - комнаmная mемпераmура (+l В...25"С);
ПО - проераммное обеспеченuе.

в-13.20,15_02
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По вопросам качества набора (ИФА-ферритинD следует обращаться в
ООО <<Компания Алкор Био> по адресу: 192148, г. Санкт-Петербург, Же-
лезнодорожный пр, д. 40, лит.А,тел/факс: (812) 677-87-79.


