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 سرولوژی

شود کهه بهر یوی سهرن ان ها  یها  یهوا   هونارن ان هان سرولوژی به کلیه آزمایشات و مطالعاتی گفته می

 باشند.ها میهای سریع و آسا  دی تشخیص بیماییهای سرولوژی بالینی، یکی از یوشگیرد. آزمایشمی

ژ  موید نظر باشد. آنتیژ  مربوطه میبادی ا تصاصی با آنتیهای سرولوژی، واکنش آنتیآزمایشاساس همه 

ژ ، بهادی بهه آنتهیتواند باکتری، ویروس، گلبول قرمز، پروتئین، هویمو  و یا مواد دیار باشد. اتصال آنتیمی

ژ ، پیوندهای ضعیف مانند به آنتیبادی پذیر بوده، زیرا دی اتصال آنتیواکنشی ا تصاصی، دو طرفه و برگشت

 پیوندهای هیدیوفوب، هیدیوژنی، یونی و واندیوال ی مشایکت دایند.

 ژنبادی و آنتیعوامل مؤثر بر واکنش آنتی

 توا  به مواید زیر اشایه کرد:ژ ، عوامل مختلفی تأثیر داشته از آ  جمله میبادی و آنتیدی واکنش آنتی

بهادی بهه (، هر چه قدیت اتصال یا میل پیوندی آنتیAvidityژ  )اویدیتی ه آنتیبادی بمیل اتصالی آنتی -1

 شوند.تر از یکدیار جدا میژ  مشکلبادی و آنتیژ  بیشتر باشد، کمپلکس آنتیآنتی

2- pH ترین محیط، مناسبpH یا همها   2/7ژ  بادی و آنتیهای آنتیبرای واکنشpH   فیزیولوژیه  بهد

 باشد.ژ  ضعیف میبادی به آنتیتر )اسیدی( اتصال آنتیهای بالاتر )بازی( و یا پایینpHدی  باشد.ان ا  می

اسیدی ب هیای   هاس بهوده و شهکل  pHن بت به  IgDبادی ها، آنتیبادیهای مختلف آنتیدی میا  کلاس

 دهد.طبیعی  ود یا از دست می

محهیط فاقهد یهو  )ماننهد آب م طهر( صهویت  ژ  دیبهادی و آنتهیقدیت یونی محیط، واکنش بین آنتی -3

شود. استفاده از سهرن ژ  پروتئینی میبادی و آنتیگیرد. از طرفی، قدیت یونی زیاد نیز باعث یسوب آنتینمی

ههای لیتر آب م طهر( بهرای یقیهر کهرد  سهرن بیمهای و واکنش 1دی  NaClگرن  9مولای ) 11/0فیزیولوژی 

 سرولوژی، ب یای مناسب است.

)دمای فیزیولوژی  بد  ان ها (  oC37ژ ، دمای بادی و آنتیهای آنتیترین دما برای واکنشا، مناسبدم -4

و همچنهین کمپلمها  سهرن،  IgEو  IgDهای بادیدقی ه، آنتی 30به مدت  oC15باشد. دی دمای بالاتر از می



9 

 

بادی سا تای  ود یا از های آنتیتمان کلاس oC70 واص بیولوژیکی  ود یا از دست داده و دی دمای بالاتر از 

 دهند.دست می

گیرد. ولهی ژ ، معمولاً سریع و دی عرض چند ثانیه صویت میبادی به آنتیهای آنتیزما ، اتصال مولکول -1

، این مدت دایدبادی و مشاهده واکنش، ا تیاج به مدت زمانی مشخص آنتی -ژ برای تشکیل کمپلکس آنتی

 وع آزمایش متفاوت است.برای هر یوش آزمایش و ن

بادی آنتی -ژ ژ  دیشت بوده و زما  مشاهده کمپلکس آنتیباشد مولکول آنتی IgMبادی از کلاس اگر آنتی

 باشد. IgGبادی از کلاس تر اززمانی است که آنتیکوتاه

IgM  نا یهه  10مونومر تشکیل شهده و بنهابراین از نظهر تئهویی دایای  1سا تما  پنتامری داشته یعنی از

پایاتوپ  2های موجود دی سرن تنها بادیو سایر آنتی IgGباشد. دی صویتی که ژ  یا پایاتوپ میاتصال به آنتی

 وجود داید.

بادی ا تصاصهی ژ ، اولین بای هایدلبرگ و همکایانش نشا  دادند که غلظت آنتیبادی و آنتیغلظت آنتی -5

ژ  م اوی متصل بادی موجود دی محیط به آنتیشد تا تمامی آنتیژ  مربوطه باید با یکدیار متناسب باو آنتی

 شده و  داکثر واکنش سرولوژی صویت گیرد.

 های سرلوژیانواع واکنش

بادی محلول متصل و کمپلکس نامحلولی ای هاد ژ  محلول به آنتیتاسیو  آنتییدی پرسیپاسیون: پرسیپیت

 کشف شد. Krausتوسط  1997ین بای دی سال باشد. پرسیپتیاسیو  اولکند که قابل یؤیت میمی

بهادی ها، دی م ابهل آنتی( مثهل سهلولparticulateای )ههای ریهژ دی آگلوتیناسهیو  آنتیآگلوتیناسیون: 

 کند.تری ای اد میهای دیشتا تصاصی م تمع شده و کمپلکس

نند کایدیولیپین عضله قلب ژ  به صویت ریات کلوئیدی باشد مااگر دی واکنش سرلوژی آنتیفلوکولاسیون: 

 برای تشخیص بیمایی سیفیلیس واکنش یا فلوکولاسیو  گویند. RPRگاو مانند آزمایش 

هایی از ههای ا تصاصهی )ق همتتوپبادی با اپیهای اتصال یوی آنتیاتصال اولیه محل: Affinityافینیتی 

ژ  داینهد( یوی ر از ب یه ریه آنتهیژ  که قدیت اتصال و همچنین قدیت تحری  سی تم ایمنی یا بیشتآنتی
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بادی یعنی افینیتی و اویدیتی ب تای داید. افینیتی، نیهروی اولیهه جهذب ژ  به دو  صوصیت آنتیی  آنتی

باشد. ایهن کهای ژ  مربوطه میتوپ یا شا ص وا د یوی آنتیبادی و ی  اپییوی مولکول آنتی Fabبین ی  

دهای یونی، پیوندهای هیدیوژنی، پیوندهای هیهدیوفوبی و نیروههای توسط چند پیوند غیرکووالا  شامل پیون

بادی باید به قدیی کم باشد تا این اتصال صویت گیرد ژ  و آنتیگیرد. فاصله بین آنتیواندیوال ی صویت می

 باید باشد. mm 7-10×1و این فاصله ت ریباً 

دهد. این  الت بادی یا نشا  میی  آنتیژ  و جمع  همه نیروهای جاربه بین ی  آنتی: Avidityاویدیتی 

شهود و انهدازه ژ  چند ظرفیتی متصل میبادی چند ظرفیتی به ی  آنتیم تلزن قدیتی است که با آ  آنتی

کنهد. اتصهال باشد. اویدیتی بالا، افینیتی پایین یا جبرا  میبادی میآنتی -ژ اتصال کلی ی  کمپلکس آنتی

بالا یا بادی با افینیتی آل دی آزمایشااه بالینی، داشتن آنتیذیر بوده و شرایط ایدهپبادی برگشتآنتی -ژ آنتی

 -ژ ههای آنتهیقدیت اتصال بالا است. هرچه م هادیر و کمپلکس نشاناراویدیتی بالا نیروی اولیه جذب بالا و 

 تر است.بادی تشکیل شده بیشتر باشند، ت ت   اسآنتی

 منحنی رسوب

بادی موجود نیهز ژ  و آنتیبادی، یسوب به م ادیر ن بی آنتیوه بر افینیتی و اویدیتی آنتیعلاناحیه تعادل: 

ههای دهد که دی آ  تعهداد محل( یسوب دی نا یه تعادل یخ میoptimalب تای داید.  داکثر میزا  بهینه )

ژ  یها علهت افهزایش آنتهیبادی ت ریباً برابرند. دی هر دو طرف نا یه تعادل، بهه ژ  و آنتیچند ظرفیتی آنتی

 یابد.بادی یسوب کاهش میآنتی

ژ  ف ط با یه  یها دو بادی پدیده پُروزو  یوی داده و دی آ  آنتیدی افزایش میزا  آنتی: Prozoneپُروزون 

 مانند.بادی به صویت آزاد دی محلول باقی میهای آنتیشود و ب یایی از مولکولبادی ترکیب میمولکول آنتی

دهد کهه دی ایهن  الهت زو  یخ می تژ  زیاد باشد پدیده پُدی شرایطی که م دای آنتی: Post zoneن ست زوپُ

 تواند یوی دهد.های منفی کارب دی هر دو موید میای تشکیل نشده و واکنشنیز شبکه
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کارب بها  بادی یخ می دهد و برای یفع این واکنش منفیواکنش منفی کارب دی پروزو  به علت غلظت بالای آنتی

 توا  نتی ه دیستی به دست آوید.بادی و ان ان دوبایه ت ت مییقیر کرد  آنتی

گیری م دد آ  بعهد از تایج کارب به دست آمده که با اندازهژ  نیز نزو  به دلیل زیادی آنتیدی پدیده پُ ت

ت منفی گردد، بعید است تری به دست آوید. اگر دی این شرایط ت تواند نتایج دقیرو تکرای آ  می هی  هفت

 بادی  اص یا داشته باشد.که بیمایا  آنتی

 گیری رسوب یا پراکندن نوریاندازه

 گیری رسوب یا پراکندن نوری(:توربیدومتری )اندازه -0

بهادی اسهت. چهو  بیشهتر آنتی -ژ های نشا  داد  واکنش بهین آنتهیترین یوشیسوب داد  یکی از ساده

ههای بادی مربوطه ت مع  اصل نمایند. وقتی محلولتوانند دی  ضوی آنتیبوده و می ها چند ظرفیتیژ آنتی

بادی مخلوط شوند کدویت اولیه یا یسوب قابل مشاهده است. ایهن کهدویت بهه وسهیله ژ  و آنتی اوی آنتی

ط گیری کدویت یه  محلهول، شناسهایی آ  دی  هشود. اندازهگیری میسن ی( اندازهتویبیدومتری )کدویت

باشد. کاهش شهدت نهوی بهه آویی آ  نوی بعد از ت مع یافتن میم ت یم با نوی متلاقی قرای داده شده و جمع

ههای شود. پراکنده شد  نوی با سایز، شکل و غلظهت مولکولگیری میعلت انعکاس، جذب یا پخش آ  اندازه

کتروفتومتر یا ی  آنالیزوی  ودکای گیری این نوی به توسط دستااه اسپموجود دی محلول متناسب است. اندازه

 گیرد.ان ان می

 نفلومتری: -2

شهود. م هدای گذید دی زاویه  اصی از پرتو نوی متلاقی، پخش میدی این یوش نویی که از ی  سوسپان یو  می

دیجهه  90تها  10نوی پخش شده، شا ص غلظهت محلهول اسهت. نفلومترهها پراکنهدگی نهوی یا دی زاویهه بهین 

بادی گیری آنتیبوده هر چند از این یوش برای اندازه mg/L10-1ترین  د تشخیص کند. پایینمیگیری اندازه

بهادی بیشهتر کهایبرد داید. از ایهن یوش بهرای گیری آنتیشود، ولی معمولهاً بهرای انهدازهژ  استفاده مییا آنتی

ههای و زن یره IgGو  IgE ،IgA ،IgM هایی مانندهای سرمی و تعداد م دای ایمونوگلوبولینگیری پروتئیناندازه

 گردد.سب  کاپا و لامبدا استفاده می
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 های انتشار ایمنی غیرفعالتکنیک

ساکایید پیچیهده بها وز  بادی دی ی  محیط پایه مانند ژل آگای )که ی  پلیآنتی -ژ یسوب کمپلکس آنتی

توا  بریسی و باندهای یسوبی یا ی یا میآید( پروسه انتشامولکولی بالا که از نوعی جلب  دییایی به دست می

دههد. بادی بهه وسهیله انتشهای یخ میآنتی -ژ مشاهده نمود. بعد از افزود  واکنشارها به ژل و ترکیب آنتی

دیصهد موجهب  3تها  1/1گیرد. غلظت آگای میزا  انتشای تحت تأثیر اندازه ریات، دما، چ بناکی ژل قرای می

 شود.نشارها میانتشای بیشتر و  داکثری واک

 انتشار ایمنی شعاعی: -0

ژ  دی بالهای لولهه قهرای بادی به دا ل آگایوز دی ی  لوله آزمایش واید شده، که قبلاً آنتهیدی این یوش آنتی

، این تکنی  امروزه تغییر یافته کهه شودمیژ  به دا ل ژل  رکت کند، یسوب دیده گرفته و زمانی که آنتی

شود. دی این تکنی  های بالینی استفاده میدی آزمایشااه Radial Immunoliffusionبه نان ایمنی شعاعی یا 

شود. هناامی که ژ  به ی  چاه  دی ژل اضافه میبادی به طوی یکنوا ت دی ژل پایه توزیع شده و آنتیآنتی

داده تها بهه های متغیهر یخ بادی بهه ن هبتآنتی -ژ شود، ترکیب آنتیژ  به بیرو  از چاه  پخش میآنتی

ژ  است و با نا یه تعادل برسد و شبکه ثابتی دی ژل تشکیل شود. منط ه  ل ه ای اد شده م دای غلظت آنتی

 شود.شده م ای ه میهای با غلظت شنا ته ژ ی  منحنی استانداید به دست آمده با استفاده از آنتی

 ترلونی:انتشار دوگانه اخ -2

به طوی م ت ل دی ی  محیط نیمه جامد دی دو جهت اف ی و عمودی پخش بادی ژ  و آنتیدی این یوش آنتی

سهاعته دی یه   12-49هها بعهد از یه  دویه انکوباسهیو  بادی به چاه ژ  و آنتیشوند. با افزود  آنتیمی

شهود. الاوههای نهامنظم بادی،  هط یسهوبی تشهکیل میژ  و آنتیمحفظه مرطوب با  رکت یو به جلو آنتی

ها، انکوباسهیو  غیرسهط ،  شه  ها، نامنظم بود  سویاخ چاه ست از زیاد پر شد  چاه یسوبی ممکن ا

 شد  ژل، زما  ناکافی، آلودگی قایچی یا باکتریایی ژل ای اد شود.
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 های الکتروفورتیکتکنیک

قرای داده ها یا زمانی که دی ی  میدا  الکتریکی تواند با الکتروفویز ترکیب شود. الکتروفویز مولکولانتشای می

 شا  جدا کند.شوند مطابر بای الکتریکی

 ایمونوالکتروفورز موشکی: -0

بهادی دی ( بوده کهه آنتیRIDابداع گردید. این یوش مشابه ایمونودیفیوژ  شعاعی ) 1950این یوش دی سال 

جازه دهیم که اشود. ف ط به جای اینهای ای اد شده دی ژل قرای داده میژ  دی چاه ژل توزیع شده و آنتی

شود. به دلیل ژ  دی آگای، از الکتروفویز استفاده میانتشای دی میزا   ودش یخ دهد برای ت هیل  رکت آنتی

ژ  شروع شده و تشکیل م دد یسوب  ط یسوبی به شهکل ژ  با شروع انتشای یسوب آنتیتغییر غلظت آنتی

دی این یوش  pHشود. لکتروفویز نامیده میمخروط شبیه به موش  یا یاکت، این تکنی  به نان یاکت ایمونوا

بهرای تعیهین  pH=  5/9هها دی ژل بها بادیشهود کهه آنتیای انتخهاب میبهه گونهه pHن ش مهمی داشهته، 

 شود.ایمونوگلوبینها استفاده می

 ایمونوالکتروفورز: -2

شهود. ایهن یوش دی می ای است که برای ت ویت نتایج، جریا  الکتروفویز با آ  ترکیهبتکنی  انتشای دوگانه

ژ  و جهدا کهرد  معرفی شهد. از سهرن بهرای بریسهی م هدای آنتهی Williamsو  Grabarتوسط  1913سال 

شود. سپس دی ژل موازی با  ط جدایی، یه   فهره ای هاد های پروتیین اصلی الکتروفویز استفاده میبخش

شود. انتشای دوگانهه دی ساعت انکوبه می 19 -24سرن دی  فره قرای داده شده و ژل به مدت شود که آنتیمی

 -ژ ا تصاصی آنتیهای سمت یاست جدایی الکتروفویتی  یخ داده و  طوط یسوبی جایی که ترکیب گوشه

ها برای تشخیص ا تلالات از نظهر شهکل، شهدت و شود. این  طوط یا قوسدهد، ای اد میبادی یخ میآنتی

شوند. این تکنی  یه  یوش کیفهی و نیمهه کم هی م ای ه میهای سرن کنترل سالم محل با  طوط یا قوس

نشترن، لنفومهای بهد یم و ا تلالهات یلوماها، ماکروگلوبولینمیای والدها برای تشخیص ماست و دی آزمایشااه

 شود.لنفوپرولیفراتیو استفاده می
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 ایمونوفیکساسیون الکتروفورز: -3

سرن دی  فره، م ت یماً دی سط  ژل به کهای ستفاده از آنتیاین یوش مشابه ایمونوالکتروفویز بوده و به جای ا

شود. دی این یوش به علت بالا بهود  دقهت و زمها  یود. به این علت از آگایوز یا استات سلولز استفاده میمی

 دهد.تر، واکنش دی کمتر از ی  ساعت یخ میکوتاه

ژ  ناشهنا ته یوی ژل اسهتفاده یه  آنتهیبادی شنا ته شده برای بریسی  ضهوی دی اکثر مواید از ی  آنتی

بادی یخ دهد. این آنتی -ژ شوند که ترکیب ا تصاصی آنتیهای ایمنی دی مکانی تشکیل میشود. یسوبمی

د. از مایع نخاعی جهت باشمفید میبادها با غلظت کم موجود دی سرن، ادیای یا مایع نخاعی یوش دی تعیین آنتی

شود. یکی از بهتهرین های بنس جونز استفاده میز نمونه ادیای برای تشخیص پروتیینپل اسکلروزیس، اتشخیص مالتی

بهادی های شنا ته شده این تکنی ، وستر  بلات بوده که به عنوا  ی  ت ت تأییدی برای تشهخیص آنتیسازگایی

 شود.استفاده می HIV-1ضد 

 منابع خطا در الکتروفورز

 ع  طا مشابه هم بوده: های الکتروفویتی  منابدی همه تکنی 

ریا  نیافته ها دی ژل جیت بروز این  طا نمونهباشد. دی صوترین  طاها کایبرد جریا  الکتریکی می( از مهم1

شوند. اگر جریا  به اندازه کافی قوی نباشد ممکن است جهدا شهد  نهاقص یخ داده و یا از همدیار جدا نمی

 ها یا دناتویه کند.  اد شده ممکن است پروتیینهمچنین اگر جریا   یلی قوی باشد گرمای ای

2 )pH گردد.نادیست بافر و زما  نامناسب الکتروفویز همچنین مانع از جدایی صحی  باندها می 

بادی نیز از تشکیل شبکه و یسوب بایز جلوگیری کرده و از مواید  طا ژ  یا آنتیهای نامناسب آنتی( غلظت3

 ر ی  از مواید زیاد باشد واکنش قابل یؤیتی  اصل نخواهد شد.باشد. غلظت هدی این یوش می

بادی )کم یا زیاد ییختن( نیز دی ای اد مناسب بانهدها ا تلهال ژ  یا آنتی( پر کرد  نامناسب چاه  با آنتی4

 کند.ای اد می

بها پوشهاند  سهط  ها ( نمونه سرن، ادیای یا مایع نخاعی موید آزمایش باید تازه بوده و از تبخیر شد  نمونه1

 تواند نتایج نامناسبی یا به دست آوید.ظرف نمونه جلوگیری گردد. این امر نیز می
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های ( دی استفاده از پلاسما به دلیل داشتن فیبرینوژ  ممکن است به ماتریکس ژل چ بیده و دی همه طرح5

 ژل ی  باند اضافی ای اد کند.

 ساعت به صویت دیب ته صویت گیرد. 72تا  oC 9-2 ها، باید دی دمایدایی نمونه( دی صویت ناه7

( دی صویت تهیه ژل به صویت دستی  تماً یقت آ  به صویت دقیر تهیه گردد. دی صویت استفاده از ب ته 9

 دهد.ژل به صویت آماده این موید به ندیت یخ می

تواند دی ای هاد بیشتر می ( مدت زما  برقرای ولتاژ همانند دستویالعمل باید صویت گیرد، مدت زما  کم یا9

 باندها و جریا  یافتن باندها ا تلال ای اد کند.

 ها استفاده گردد.(  تماً از کنترل نرمال و سایر کنترلRUNکایی )( دی هر دویه10

 آگلوتیناسیون

 ایمر لهه سههروسهه شود. آگلوتیناسیو  ی  پده میافای استهای ریهژ اسیو  از آنتیهای آگلوتیندی یوش

 است: 

 سازی  اس مر له اول:

 تشکیل شبکه :مر له دون

 مر له سون: ت ویت تشکیل شبکه

های باکتریهایی، ریات لهاتکس ها، سهلولهایی عبایتند از اییتوسیتکننده دی چنین واکنشانواع ریات شرکت

د شها ص باشهد. ههر ریه بایهد چنهمیکهرو ( می 3-1)ریات لاتکس: ریاتی از جنس پلی استیر  به انهدازه 

ژنی یوی ریات دیار به طهوی مت هاطع های آنتیبادی با شا صهای آنتیژنی داشته تا بتوانند توسط پلآنتی

ههها و ژ هههای آگلوتیناسههیو  کایبردهههای وسههیعی دی تشههیخص آنتیمتصههل شههوند. دی  ههال  اضههر واکنش

 ها دایند.بادیآنتی

های آگلوتیناسیو  به چند دسته ل مشاهده است. واکنشها ساده بوده و به یا تی با چشم قابان ان این ت ت

 شوند: م ت یم، پاسیو یا غیرم ت یم، پاسیو معکوس، مهای آگلوتیناسیو  و کوآگلوتیناسیو .ت  یم می
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 مراحل آگلوتیناسیون

 سازیحساس -0

  و ژژ  متصهل شهده و بهدین ترتیهب آنتهیژنهی یوی یه  آنتهیبادی شا ص آنتیدی این مر له ی  آنتی

بادی ب تای داشته و کلاس سازی به ماهیت مولکول آنتیشوند.   استوانند با هم ترکیب میبادی میآنتی

دو ظرفیتی دی  IgGبرابر کایآمدتر از  700ده ظرفیتی  IgMباشد. مثلاً ایمونوگلوبولین نیز دی این امر مهم می

 تر ه تند.های قویآگلوتین IgMهای کلاس بادیباشد. بنابراین آنتیآگلوتیناسیو  می

 تشکیل شبکه -2

های بادی از طریر یکی از محلکه آنتیبادی بازآیایی ان ان داده طوییآنتی -ژنیدی این مر له ترکیبات آنتی

ژنی یوی یه  باشد، به ی  شا ص آنتیژ  متصل و از طریر محل دیار اتصال  ود که آزاد می ود به آنتی

 شود.ی  واکنش قابل یؤیت ای اد می و تصل شده و بدین ترتیب ی  شبکه تشکیلژ  دیار ممولکول آنتی

بادی واب هته ژ  و آنتی، دما و غلظت ن بی آنتیpHاین مر له به شرایط محیطی مانند قدیت یونی محیط، 

 است.

 تقویت تشکیل شبکه -3

ههای د کنترل شوند. یکهی از یاهیؤیت، بای سطحی بای برای تشکیل شبکه یا ای اد واکنش آگلوتیناسیو  قابل

ان ان این کای، کاهش قدیت یونی بافر با استفاده از محلول نمکی با قدیت یونی پایین است. همچنین افزود  

ها )مانند گلبهول دیصد موجب  نثی شد  بای سطحی و نزدی  شد  مولکول 1-30های آلبومین دی غلظت

 گردد.قرمز( به یکدیار می

کند شامل افزاش وی کوزیتی، استفاده از آنزیم، سهانتریفیوژ ه آگلوتیناسیو  یا ت ویت میهای دیار کتکنی 

 باشد.می pHکرد ، تغییر دما و یا 
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توا  وی کوزیتی یا افزایش داد. ایهن مهاده ( میPEGبا افزود  موادی مانند دک ترا  یا پلی اتیلن گلیکول )

ها یا به هم نزدی  کرده تا بهه یکهدیار بادیهش داده و آنتیتواند عوامل هیدیاتاسیو  اطراف سلول یا کامی

 متصل شوند.

 گردد.هایی مانند بروملین، پاپائین، ترپ ین نیز برای ت ویت آگلوتیناسیو  استفاده میاز آنزیم

 سلول یا افزایش داده و آگلوتیناسیو  یا تشدید نمود. -توا  تماس سلولبا سانتریفیوژ کرد  می

هها، ترکیهب مناسهب بیشهتر واکنش pHباشهد. دی ایهن  pH=  1/5 -1/7زمانی اسهت کهه  pHی بهترین م دا

 کند.بادی یا ای اد میآنتی -ژ آنتی

 های آگلوتیناسیونانواع واکنش

ای نداینهد. واکهنش آگلوتیناسهیو  دی های آگلوتیناسیو  آسا  بوده و نیهازی بهه ت هیهزات پیچیهدهواکنش

شهود. معمولهاً بهادی اسهتفاده میژ  یها آنتیوانی جهت تشخیص و شناسایی آنتهیآزمایشات سرولوژی به فرا

های آگلوتیناسیو  کیفی بوده ولی برای به دست آوید  نتایج نیمه کم ی، تهیه یقت باید صهویت بیشتر ت ت

 گیرد.

بادی که به آنتیژ  یا های آگلوتیناسیو  متنوع بوده و ب ته به ریه موید استفاده دی واکنش بین آنتیواکنش

 گردد.بندی میشود طب هآ  متصل می

 (Direct Agglutinationآگلوتیناسیون مستقیم ) -0

دهد. نمونه آ  ت ت ها به طوی طبیعی یوی ی  ریه وجود دایند، آگلوتیناسیو  م ت یم یخ میژ وقتی آنتی

های اسهتفاده شهده ژ باشد. آنتیویدال است که ی  ت ت غربال سریع برای تعیین ا تمالی تب تیفوئید می

 باشد.)فلاژلی( می H)سوماتی ( و  Oهای ژ دی این یوش شامل آنتی

شهود. بهتهرین های قرمز  و  ان ان شود به آ  هماگلوتیناسیو  گفته میاگر واکنش آگلوتیناسیو  با سلول

برای تعیین  ضوی یا عهدن  IgMهای نوع سرنباشد. آنتیمی ABOهای  ونی مثال دی این موید تعیین گروه

ههای هماگلوتیناسهیو  بهرای شناسهایی شهود. دی  هال  اضهر کیتاسهتفاده می Bو  Aهای ژ  ضوی آنتی

 وجود داید. IIو  Iنوع  HIVو  C، هپاتیت B، هپاتیت Aهای ضد ویروس مانند ویروس هپاتیت بادیآنتی
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 (Passive Agglutinationآگلوتیناسیون پاسیو یا غیرمستقیم ) -2

ژ  ها، لاتکس، ژلاتین، سیلیکات استفاده شده که یوی این ریات بها آنتهیدی این یش ریاتی مانند اییتروسیت

شود. مزیت این یوش دی این است که استحکان، یک انی و ثبات ای اد شده و واکنش بهه یا تهی پوشانده می

 باشد.با چشم قابل یؤیت می

ترین انهدازه معمولهاً باشد و کوچه ده از ریات متفاوت میافبه یوش است میکرو  ب ته 9/0-7از اندازه ریات 

 میکرو (. 3-1باشد )مربوط به ریات لاتکس می

 ود جهذب سهاکاییدی بهه طهوی  ودبههههای پلیژ های قرمهز ب هیایی از آنتیدی صویت استفاده از گلبول

 گردد.های هتروفیل میبادینتیهای قرمز شده و ا تمال بروز واکنش مت اطع به  صوص با آگلبول

اسهتیر  معمولهاً بهه سهط  ریات لهاتکس پلی IgGسینار و پلوتز به طوی اتفاقی دییافتند که  1991دی سال 

 شوند.جذب نمی های بایدای توسط این ریاتساکاییدها و پروتئینکه موادی چو  پلیجذب شده دی  الی

گیرند های دیار قرای نمیبادیهای مت اطع با آنتیی معرض واکنشریات لاتکس ایزا  و ن بتاً پایدای بوده و د

های اتصهال توانند متصل شوند بنابراین تعداد محلژ  به ریات لاتکس میهای آنتیو تعداد زیادی از مولکول

 ژ  زیاد است.به آنتی

ضهد ه هته موجهود دی بهادی های آگلوتیناسیو  غیرم ت یم برای شناسایی فاکتوی یوماتوئیهد، آنتیاز ت ت

های ضهد ترپونمها پالیهدون و بادی، آنتیAژ  استرپتوکوک های ضد آنتیبادیبیمایی لوپوس اییتماتوز، آنتی

شود. از ایهن ت هت ها مانند یوبلا، وایی لا، سیتوماال استفاده میهای ضد تعدادی از ویروسبادیبر ی آنتی

 ردد.گبیشتر جهت غربال مواید قید شده استفاده می

 (Reverse Passive Agglutinationآگلوتیناسیون پاسیو معکوس ) -3

شود. آنتهی بهادی واکنشهار بهوده و بایهد بادی به ریه  امل متصل میژ ، آنتیدی این تکنی  به جای آنتی

ههای ژ طویی متصل شود که ن اط فعال آ  یو به بیرو  باشد. این نهوع ت هت اغلهب بهرای شناسهایی آنتی

های عوامل عفهونی ماننهد ژ های متعددی برای شناسایی سریع آنتیگردد. امروزه کیتاستفاده می میکروبی
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، Bو  A، اسههتافیلوکوکوس اویئههوس، نای ههریا مننسایتیههدس، اسههترپتوکوک گههروه Bاسههترپتوکوکوس گههروه 

 باشد.هموفیلوس انفلولانزا، ویبریوکلرا موجود می

و  های محلول دی ادیای، سرنژ یشترین کایبرد یا دی تشخیص آنتی( آگلوتیناسیو  بRapidهای سریع )ت ت

بهادی بها نمونهه بیمهای ها یک ا  بوده، ریات لاتکس پوشیده شده بها آنتیاین ت ت اساسمایع نخاعی دایند. 

بادی منوکلونال تا  د زیهادی از واکهنش مت هاطع دهند. استفاده از آنتیژ  موید نظر واکنش میدایای آنتی

 نماید.گیری میجلو

ها ماننهد یوتها ویهروس و آدنهو ویهروس های آگلوتیناسیو  پاسیو معکوس دی شناسایی بر ی ویروساز ت ت

های ها، پروتیینگیری سط  دایوها، هویمو ای دی کودکا  مفید بوده و همچنین از این یوش برای اندازهیوده

 د.گردنیز استفاده می CRPپلاسمایی نظیر هاپتوگلوبین و 

دهد، واکنش می IgGبادی کند چو  با هر آنتی( مثبت کارب ای اد میRFها فاکتو یوماتوئید )دی این واکنش

 بنابراین این موید باید گزایش شود.

بادی داشته باشد، آگلوتیناسیو  یخ ژ  به ریه  امل متصل شده و اگر بیمایی آنتیآگلوتیناسیو  پاسیو: آنتی

 دهد.می

ژ  داشهته باشهد بادی بهه ریه  امهل متصهل شهده و اگهر بیمهایی آنتهیپاسیو معکوس: آنتیآگلوتیناسیو  

 دهد.آگلوتیناسیو  یخ می

 (Agglutination Inhibitionمهار آگلوتیناسیون ) -0

ای و محلول برای محلهای محدود ترکیب های ریهژ های مهای آگلوتیناسیو  براساس یقابت بین آنتیواکنش

هایی که ناز هاپتباشد و عدن آگلوتیناسیو  نشانه واکنش مثبت است. معمولاً دی این واکنش می بادیبا آنتی

شود، اسهتفاده کریر به ی  ریه کایبر متصل می -اند و به دنبال آ  کونسگه هاپتنها کمپلکس شدهبا پروتئین

رای ههاپتن ت هت شهده، سهپس بادی واکنشار واکنش داده که بهگردد. نمونه بیمای با م دای محدود آنتیمی

گردد. اگر دی نمونه بیمای گیری دی سرن یا دایند به آ  اضافه میریات شناساگری که هما  هاپتن موید اندازه

تواند با ریات کاییر ترکیب و آگلوتیناسیو  قابل یؤیتی ای هاد بادی میهاپتن آزادی وجود نداشته باشد، آنتی
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یناسیو  نشانه واکنش منفی است، ولی نشانار آ  اسهت کهه بیمهای ههاپتن که آگلوتکند. دی این ت ت با این

 توانند به ریات متصل شوند.بادی میژ  یا آنتیکافی برای مهای واکنش ثانویه نداید و آنتی

ژ  شود. این ت ت برای سن ش م ادیر کم آنتهیبادی تعیین می  اسیت واکنش توسط اویدیتی  ود آنتی

های  یلهی هایی از ایهن ت هتد. شناسایی بر ی دایوها مانند کوکائین یا هروئین مثالباشب یای   اس می

 باشند.  اس مهای آگلوتیناسیو  می

ژ  وجود داشهته بادی شناساگر به نمونه بیمای اضافه شده اگر دی نمونه بیمایی آنتیمهای آگلوتیناسیو : آنتی

ژ  اضهافه شهده ریات لهاتکس پوشهیده شهده بها آنتهیدههد. اگهر بهادی یخ میآنتی -ژ باشد ترکیب آنتهی

ژنهی وجهود نداشهته باشهد باشد. اگر دی نمونه بیمای آنتیآگلوتیناسیو  ای اد نکند نشانه ی  ت ت مثبت می

گردد که نشهانه یه  ت هت منفهی بادی شناساگر با ریات لاتکس ترکیب شده و آگلوتیناسیو  ای اد میآنتی

 است.

 (Coagglutinationکوآگلوتیناسیون ) -5

هها متصهل بهادی بهه آ شهود کهه آنتیجا  )ساکن( استفاده میها به عنوا  ریات بیدی این یوش از باکتری

 شود.می

شود زیرا بر سط  بیرونی  ود پروتیینی به نهان ها استفاده میمعمولاً از استافیلوکوکوس اویئوس دی این ت ت

کنهد. ن هاط فعهال بهه سهمت بادی یا جذب میهای آنتیلکولمو cFداشته که آ  هم دی ق مت  Aپروتئین 

ژ  ا تصاصی واکنش دهند. این ریات ن بت به ریات لاتکس پایدایی بیشتری توانند با آنتیبیرو  بوده و می

ها، نای هریا ها بهرای شناسهایی اسهترپتوکوکباشند. از این ت هتتر میداشته و به تغییرات قدیت یونی م اون

 شود.و هموفیلوس انفولانزا استفاده می 139س، نای ریا گونویه، ویبریوکلرا مننسایتیدی

 آگلوتیناسیون به واسطه آنتی گلوبولین -6

بهادی دون، ( تکنیکی که بها اتصهال بهه آنتیCoombsت ت آنتی گلوبولین ان انی معروف به ت ت کومبس )

کایبری زیادی دی بان   و  داشته و جزء اصلی کند. این ت ت بادی غیر آگلوتینه کننده یا شناسایی میآنتی
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هیبریهدوما دی  یوانهات سها ته ههای تکنی باشد که بها اسهتفاده از بادی ضد گلوبولین ان انی میت ت آنتی

های قرمههز  ههو  واکههنش داده و بههادی ان هانی متصههل بههه سهلولآنتی cFبههادی بها بخههش شهود. چنههین آنتیمی

داینهد،  IgGهایی کهه گلوبولین ان انی قادی به ای اد پل بین سهلولکه آنتیل ایندهد. به دلیآگلوتیناسیو  یخ می

گلوبولین پل مابین این ریات ای اد و دی صویت تشکیل آگلوتیناسهیو ، مشهاهده من آنتیهیو  آنتینی ت با افزود

 گردد.پذیر میآ  امکا 

 شود، م ت یم و غیرم ت یم.ت ت کومبس به دو نوع ت  یم می

 ست آنتی گلوبولین مستقیمت -

های قرمز  و  ی  فهرد بادی یا کمپلما  به سلولت ت آنتی گلوبولین م ت یم برای نشا  داد  اتصال آنتی

شود. از این ت هت بهرای شناسهایی آنمهی همولیتیه   هود ایمهن، بیمهایی استفاده می in vivoدی شرایط 

 ضوی بر ی دایوها و واکنش دی ی  انت هال  هو  های قرمز  و  با سازی سلولهمولیتی  نوزادا ،   اس

 ناسازگای کایبرد داید.

شود و برای های قرمز  و  م ت یماً دی این ت ت استفاده میشود چو  سلولبه این ت ت م ت یم گفته می

اند، با سرن های قرمز نچ بیدهبادی اضافی از محیط که به طوی ا تصاصی به گلبول ایج کرد  هر گونه آنتی

یها اجهزاء کمپلمها   IgGبهادی ضهد های قرمز  و  یا با آنتیفیزیولوژی ش تشو داده سپس م ت یماً سلول

های قرمهز  هو  پهل تواند مابین سلولهیومن آنتی گلوبولین اضافه شده به محیط مینماییم. آنتیم اوی می

 جود واکنش ایمنی است.ای اد کرده و باعث ای اد آگلوتیناسیو  قابل یؤیت شود. ت ت مثبت نشانه و

 تست آنتی هیومن آنتی گلوبولین غیرمستقیم -

ای شود. این ت ت ی  پروسه دو مر لهبادی  اص دی بیمای استفاده میاین ت ت برای بریسی  ضوی ی  آنتی

ههای متصهل نشهده بادیهای قرمز  و  با سرن فیزیولوژی ش تشو داده شده تا آنتیبوده که دی آ  ابتدا سلول

وجهود داشته شوند، سپس با افزود  آنتی هیومن آنتی گلوبولین واکنش قابهل یؤیتهی دی واکهنش بهه دلیهل بر

 دهد.های قرمز یوی میبادی ا تصاصی متصل شده به سلولآنتی
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 Rhهای انت ال  و ، ناسازگایی  و  جنین و مادی دی هناامی که مهادیاز این ت ت برای وجود ناسازگایی

صهویت  oC37شود. این ت هت دی دمهای بادی دی سرن استفاده میبوده، کنترل  ضوی آلو آنتی Rhو جنین

های قرمز  و  آنتی هیومن آنتی گلوبولین اضافه و بعد از سانتریفیوژ کرد  گرفته و پس از ش تشوی سلول

 دد.گرها از نظر آگلوتیناسیو  بریسی میلوله

 منابع خطا در تست کومبس

 ها(دفعات کم سلول یهای قرمز )ش تشو وب ش ته نشد  سلول -1

 سانتریفیوژ نامناسب و عدن یعایت مدت زما  سانتریفیوژ کرد  )زما  کم یا زیادتر( -2

آنتی معرف( یا اضافه نکرد  معرف  ییختنافزود  م دای نامناسب آنتی هیومن آنتی گلوبولین )کم یا زیاد  -3

 هیومن آنتی گلوبولین

 استفاده از آنتی هیومن آنتی گلوبولین که تاییخ مصرف آ  گذشته -4

 های قرمز  و  )کم یا زیاد برداشتن   م سلول قرمز(غلظت نامناسب سلول -1

یقت سرن فیزیولوژی تهیه شده کم باشهد سهبب لیهز  اگراز سرن فیزیولوژی استفاده شده ) یقت نامناسبی -5

 گردد(.می هاسلول

گردد همراه ان ان ت ت  تماً از نمونه کنترل برای جلوگیری از یوی داد  مواید  طا دی این ت ت توصیه می

 کیفی نیز استفاده گردد.

 کنترل کیفی

های آگلوتیناسیو  ساده بوده اما تف یر باید بهه دقهت صهویت گیهرد. اسهتانداید بهود  اگر چه ان ان واکنش

  ، زما  انکوباسیو ، دما، یقت و یوش  واند  ب تای داید.ژتکنی  به غلظت آنتی

کننده دی ت ت نیز وجود داشته باشد بنابراین برای جلهوگیری از بادی مدا لها تمال واکنش مت اطع و آنتی

بهادی هتروفیهل و بادی منوکلونال ضد ی  شا ص  اص استفاده کهرد. آنتیتوا  از آنتیواکنش مت اطع می

 شوند.ای ه تند که موجب بروز نتی ه مثبت کارب میکنندهبادی مدا لهوئید دو آنتیفاکتوی یومات
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های آگلوتیناسهیو  پاسهیو معکهوس یه  موجود، واکنش  واهد داد و دی ت هت IgGفاکتوی یوماتوئید با هر 

مرکهاپتو  2د یا عامل ا یاءکننده مانن Pronaseشود. این موید یا با افزود  ی  پروناز گر مح وب میمدا له

 یا کم کرد. IgMاتانول به محیط نتایج مثبت کارب یا به علت وجود فاکتوی یوماتوئید 

 های آگلوتیناسیو  ضرویی است.های مثبت و منفی دی ت تاستفاده از سرن کنترل

 ها باید مطابر دستویالعمل و یوش کای کای انه سازنده ت ت آزمایش ان ان گیرد.همه ت ت

تر، م رو  به صرفه بهود ، های آگلوتیناسیو  عبایتند از: سرعت،   اسیت ن بی، زما  کوتاهمزایای واکنش

های  هاوی میکروایگانی هم  ، اسهتفاده از نمونهه ان ت ت، عدن نیاز به ت هیزات گراایزا  بود  و یا تی ان

 باشد.ان ان و قابل  مل می ها که به یا تی قابلها بر یوی کایت یا اسلاید، لوله یا پلیتغیرزنده، ان ان ت ت

ژ  لازن به رکر است که ت ت آگلوتیناسیو  ابزایی برای غربال ه تند و نتی ه منفی،  ضوی بیمایی یا آنتی

 کند.یا منتفی نمی

بادی کمتر از م دای   اسیت سی تم ت ت باشد ا تمهال بهه دسهت آوید  نتهایج ژ  یا آنتیاگر م دای آنتی

 منفی کارب وجود داید.

 های آگلوتیناسیونهای مثبت و منفی کاذب در انجام تستواکنش

 های مثبت کاذبواکنش

زیاد سانتریفیوژ کرد : یسوب ته لوله محکم بوده و  تی با تکها  داد  سوسپان هیو  بهه سهختی قابهل  -1

 باشد. برای تصحی  سرعت و زما  مناسب موید استفاده قرای گیرد.مشاهده می

مانهده ای: اسلایدها کاملاً تمیز ش ته نشده و اثر چربهی دسهت، گهرد و هاک، تهشیشه آلوده بود  وسایل -2

م هدایی از مهواد شهوینده ماننهد های دویه قبلی دی صویت  وب ش ته نشد  اسلایدها، بهاقی مانهد  معرف

 ها دی صویت  وب آبکشی نشد  اسلایدها.نتدترج

ژ  ا تصاصهی بهه دلیهل بادی یا آنتهیو  افزود  آنتیها بد ودی: توده شد  سلولآگلوتیناسیو   ودبه -3

ها، عدن تکا  داد  های قرمز، وجود ریات فیبرینوژ  دی سرن،  راب شد  معرفعدن ش تشوی کافی سلول

 ها(.ژ کافی معرف )آنتی
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ای ا تمهال واید شهد  ههای شیشههدایی شده بهه مهدت طولهانی دی بطریسالین )سرن فیزیولوژی( ناه -4

 شود.های پلاستیکی توصیه میهای کلوئیدال به سالین وجود داشته و برای ناهدایی سالین ظرفسیلیکا

های منوکلونهال بادیژ  یا آنتیواکنش مت اطع: بهتر است برای جلوگیری از بروز واکنش مت اطع از آنتی -1

 ا تصاصی استفاده کرد.

 از محیط به توسط مواد ا یاءکننده  ضوی فاکتوی یوماتوئید:  ایج کرد  فاکتوی یوماتوئید -5

های قرمز  و  به عنهوا  ریه کریهر دهد که از سلولبادی هتروفیل: این  الت موقعی یخ می ضوی آنتی -7

 استفاده شود.

ژ   ش  شده ممکن است مشابه آگلوتیناسیو  به نظر آید. بنابراین تأ یر دی  واند  ت ت اسلاید: آنتی -9

 رای هر ت ت  تماً یعایت شده و بلافاصله بعد از آگلوتیناسیو   وانده شود.یعایت مدت زما  قید ب

های اسلایدی دی زیر چراغ مطالعه به دلیل ای اد گرما و طولانی شهد  بریسهی اسهلاید زیهر بریسی ت ت -9

 شود.چراغ ا تمال ای اد آگلوتیناسیو  مثبت کارب یا موجب می

 های منفی کاذبواکنش

ژ  د  کمتر از مدت زما  موید نیاز: دی این  الت مدت زما  کافی جهت واکنش بین آنتیسانتریفیوژ کر -1

 گیرد.بادی وجود نداشته و زما  کافی جهت به هم نزدی  شد  و ان ان واکنش صویت نمیو آنتی

های اضافی از محهیط  هایج بادیها به  صوص دی ت ت آنتی گلوبولین، آنتیعدن ش تشوی کافی سلول -2

 شوند.یمن

ها، قرای داد  معهرف دی ها: عدن استفاده از دمای مناسب قید شده بر یوی معرفدایی نامناسب معرفناه -3

 گردد.ها میفریزی و یا دمای اتاق دی مدت طولانی موجب  راب شد  معرف

بهادی آنتی ژ  بهاعهدن همراههی آنتهی دمای نامناسب انکوباسیو : دمای کم یا بالاتر از موید نیاز موجهب -4

 گردد.می
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برای انکوباسیو  به  صوص زما  کهم من هر بهه عهدن همراههی  ی انکوباسیو : زما  نامناسبزما  ناکاف -1

 گردد.بادی میژ  با آنتیآنتی

ژ  بهوده و بایهد بهرای یفهع ایهن  الهت بادی زیادتر از م هدای آنتهی: م دای آنتیProzoneپدیده پروزو   -5

 ده یقیر شده و ت ت دوبایه ان ان شود.بادی موید استفاآنتی

آزمهایش آنتهی عدن افزود  معرف آنتی گلوبولین یا افزود  م دای ناکافی از آنتی گلوبولین این  الهت دی  -7

 دهد.گلوبولین م ت یم و غیرم ت یم بیشتر یخ می

هها واکهنش   معرفها به دمای اتاق که دی این صویت به دلیل سرد بودعدن یساند  کلیه معرف و نمونه -9

 کند و با تأ یر یخ  واهد داد.

ها که دی این صویت واکنش مناسهب یخ نخواههد ها یا نمونههای نامناسب یا کم از معرفاستفاده از   م -9

 داد.

 های ایمنی لیبل شدهسنجش

 ههای بیولهوژیکی فعهال دیوی تعیهین  ضهوی مولکولهای سریع، ا تصاصی و   اس به منظهنیاز به سن ش

هها و ژ ههای ایمنهی لیبهل شهده بهرای آنتیشود بنهابراین بخشآزمایشااه بالینی هر یوز بیشتر ا  اس می

هها، اند که اندازه کوچ  داشته یا غلظت  یلی کمی دایند. دی این یوش هویمو هایی طرا ی شدهبادیآنتی

ای کهه د. دی ایهن یوش بهه مهادهشهوگیری میههای ا تصاصهی انهدازهدایوها، تومویمایکرها، ایمونوگلوبولین

شوند که بهه طهوی ا تصاصهی بها هایی متصل میشود. آنالیت به مولکولشود آنالیت گفته میگیری میاندازه

بادی طویی بها ژ  یا آنتی. ی  واکنشار، آنتیه تند هابادیدهند که این ماده معمولاً آنتیها واکنش میآ 

های گیریهای ایمنی لیبهل شهده، انهدازهدای اتصال یا کنترل کرد. بخششود که بتوا  م ی  مایکر لیبل می

 سازد.یا ممکن می HIVهای ویروسی مانند ژ کمی سریع ب یایی از مواد مهم نظیر آنتی
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 های لیبل شدهخصوصیات بخش

 های غیررقابتیهای رقابتی در برابر بخشبخش

گهردد. سنت، یادیواکتیهوی، لومینانهت و آنزیمهی اسهتفاده میدی متدهای معمول آزمایشااهی از لیبلهای فلوی

های لیبل شده دو قالب اصلی وجهود داید: یقهابتی و ها یک ا  بوده و برای همه بخشاصول همه این تکنی 

 غیریقابتی

ژ  لیبهل ژ  لیبل شده با آنتهیدی ی  بخش ایمنی یقابتی، همه واکنشارها همزما  مخلوط شده و آنتی -1

کند. م دای لیبهل متصهل شهده بها غلظهت بادی یقابت مییمای برای تعداد محدود ن اط اتصال به آنتینشده ب

ن بت عکس داید. این بدین معنی است که هر چه لیبهل بیشهتری وجهود داشهته باشهد، ژ  لیبل شده آنتی

 ژ  موجود دی نمونه کمتر است.آنتی

( Capture antibodyبادی گیرنهده )اغلب به نان آنتیبادی دی ی  سن ش ایمنی غیریقابتی معمول، آنتی -2

بادی واکهنش داده ژ  ناشنا ته بیمای با آنتیشود. سپس آنتیاول به طوی غیرفعال به ی  فاز جامد جذب می

بادی دون لیبل شده بهه ژ  متصل نشده، آنتیشود. پس از ش تشو برای برداشتن آنتیو توسط آ  گرفته می

ژ  بیمای متناسب اسهت. لهازن گیری شده با م دای آنتید. دی این  الت م دای لیبل اندازهشوواکنش اضافه می

ها، به رکر است که دی هر دو نوع سن ش، لیبل نباید واکنشاری مولکول یا تغییر دهد. مواد یادیواکتیو، آنزیم

 شدند.ترکیبات فلویسنت و مواد لومینانس همای به عنوا  لیبل استفاده می

 هابادیآنتی

ژ  موید نظر داشته باشد. بنابراین هر چه بادی استفاده شده باید افینیتی بالایی برای آنتیدی هر بخش، آنتی

تری بادی بیشتر و اتصال ا تصاصیژ  متصل به آنتیژ  بیشتر باشد، م دای آنتیبادی برای آنتیافینیتی آنتی

ایمنی دی واقع تا  د زیادی به م دای افینیتی ب تای  گیری، وجود داید.   اسیت نهایی سن شجهت اندازه

ژ  موجود دی واکنش کاملاً ا تصاصی بوده و این امر با کشف بادی استفاده شده باید برای هر آنتیداید. آنتی

پهذیر های منوکلونال فراهم شده که توانایی شناسایی م دای کهم آنالیهت بها دیسهتی زیهاد یا امکا بادیآنتی

 سازد.می
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 استانداردها یا کالیبراتورها

گیری تهیهه های مشخصی از ماده موید انهدازهای که دی غلظتهای لیبل نشدهاستاندایدها یا کالیبراتویها آنالیت

شوند تها اثهر  هود یا یوی ژ  اضافه میآنتی -بادیهای آنتیشوند. م ادیر متفاوتی از استاندایدها به مخلوطمی

ه، نشا  دهد. سپس به توسط ابزایی ایهن اطلاعهات یا م ای هه و نمهوای یسهم )نمهودای اتصال واکنشار لیبل شد

 کند. طی نی ت( شده غلظت آنالیت ناشنا ته یا تعیین می

 های جداسازیتکنیک

ای برای جداسازی آنالیت واکنشهار بادی باید مر لهژ  و آنتیهای واکنش یخ داده بین آنتیدی بیشتر بخش

کنشار وجود داشته باشد. برای  ل این مهوید معمولهاً از یه   امهل سهط  جامهد اسهتفاده از آنالیت غیروا

ههای ههای میکروتیتهر، مهرههای آزمایش پلهی اسهتیر ، پلیهتشود. برای این منظوی از موادی چو  لولهمی

ژ  آنتهیشود. با جذب فیزیکی های مغناطی ی و غشاهای سلولزی استفاده میاستیر ، مهرهای یا پلیشیشه

چ بند. بادی به این سطوح و هناامی که اتصال ا تصاصی یوی دهد این کمپلکس به سط  جامد مییا آنتی

هایی مانند سانتریفیوژ کهرد ، اسهتفاده از فیلتهر و یها ش تشهو داد ، های متصل نشده به توسط یوشبخش

 شوند.های متصل نشده از محیط  ایج میآنالیت

 شناسایی لیبل

ها های بخش ایمنی، شناسایی آنالیت لیبل شهده اسهت. ایهن سی هتمتهایی مشترک بین همه یوشمر له ان

فلویسهنس یها اسهپکتروفتومتری  مهواد هها،هایی ماننهد آنزیمگیری لیبلشامل شمایش یادیواکتیویتی، اندازه

 شود.گیری میاندازه

 کنترل کیفی

های کم این آنالیت دی محیط، لازن است که  تماً از یوش ها به دلیل وجود م دای ب یایگیری آنالیتدی اندازه

نیز استفاده شود. برای کم کرد   طاهای تصادفی، ان ان ت ت بایهد کنتهرل  سن شکنترل کیفی به همراه 

 استفاده گردد. سن شهای کنترل منفی، کنترل مثبت، نمونه شاهد به همراه گردد. باید از نمونه
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 رادیوایمونواسی

( توسهط RIA) یادیوایمونواسهیبرای اولین بای یوش سن ش ایمنی با مواد یادیواکتیهو یها  1910ال دی اوا ر س

Yalow  وBerson آنتهی ان هولین دی  -ابداع شد. دی ابتدا از این یوش جهت تعیین سهط  کمهپلکس ان هولین

گهردد. عناصهر تفاده میشد. دی این یوش از ی  ماده یادیواکتیو به عنوا  لیبهل اسهبیمایا  دیابتی استفاده می

گهردد. چنهد لیبهل یادیواکتیهو  ود تخریب و ماده و انرژی از آ  سهاطع مییادیواکتیو ریاتی ه تند که  ودبه

گیهرد. بیشتر از ب یه موید استفاده قهرای می 121به کای یفته ولی یدُ  هادی سن ش H3، 121، یدُ 131مانند یدُ 

شود، اشعه گاما ساطع شده توسط یا تی واید مولکول های پروتئین می یوزه داشته و به 50نیمه عمر  121یدُ 

گیری دستااه گاما کانتر شناسایی و م ادیر ب یای کم یادیواکتیو توسط دستااه گاما کانتر به یا تی قابهل انهدازه

 باشد.می

د محهدود و آنالیهت شناسهایی شهونده بهرای تعهدا هاتصهال یقهابتی بهود ابتدا به صویت RIA یوشدی اساس 

. اگر غلظت آنالیهت کندمیبادی با افینیتی بالا با ی  آنالیت یادیو لیبل یقابت های اتصال یوی ی  آنتیمحل

ژ  بادی اشغال  واهند شد. اگهر دی نمونهه بیمهای آنتهیهای اتصال یوی آنتییادیواکتیو زیاد باشد همه محل

شود و م دای لیبهل یادیواکتیهو متصهل نشده اشغال میوجود داشته باشد بر ی از ن اط اتصال با آنالیت لیبل 

های یادیو لیبل متصل و آزاد، جدا و ش تشو داده شوند، م دای لیبل دی ژ شده کاهش یافته و زمانی که آنتی

 ژ  بیمای است.فاز متصل به طوی غیرم ت یم متناسب با م دای آنتی

شهوند. ایهن بهادی تعیهین میسهط افینیتهی آنتیهای یقابتی تا  د زیهادی توهای شناسایی بخشمحدودیت

 شوند.محاسبه می L100مولکول دی ی    م نمونه  500.000یا  fmol/L10ها محدودیت

موجهود  ژ بادی فاز جامد با آنتیوی آنتیژ  لیبل شده برای تعداد محدود ن اط اتصال ی، آنتیRIA دی یوش

ژ   یلی کم باشد دی ایهن  الهت یادیواکتیهویتی فهاز  دای آنتیکند. اگر دی نمونه بیمای مدی نمونه یقابت می

ژ  بیشتری وجود داشته باشد یادیواکتیویتی فاز جامد جامد بالا بوده و برعکس اگر دی نمونه بیمای م دای آنتی

 یابد.ژ  متصل دی نمونه کاهش مین بت به م دای آنتی
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 رادیوایمونواسیمزایا و معایب روش 

RIA ها با اندازه کوچه  بهوده، از ایهن یوش گیری م ادیر کم آنالیت  اس و دقی ی برای اندازه تکنی  ب یای

های مختلهف ماننهد آلفها فیتهوپروتئین، ها، توموی مایکرها، پروتئینگیری هویمو بیشتر جهت تشخیص و اندازه

CEA  وIgEهایی مانند پپ ین و تریپ ین، ها، آنزیمها، دایوها مانند دیاوک ین و مشت ات بایبیتویات، ویتامین

 شود.ها استفاده میها و سایتوکاینها، هاپتنبادیاتو آنتی

یها  ng/mLههایی دی محهدوده توا  غلظتتر با   اسیت ب یای بالا میهای پیشرفته تی دی بر ی از تکنی 

  تی کمتر یا نیز سن ید.

تهر عمر پایین ترکیبات یادیو لیبل و از همهه مهمها، نیمه هزینه بالای ت هیزات و معرف RIAاز معایب یوش 

زی هت و همچنهین ا تمهال مشکلات مربوط به دفع پ ماندهای مواد یادیو لیبل که موجهب آلهودگی محیط

تر با های   اسبه دلیل ابداع یوش اد وجود داید. امروزه از این تکنی آلودگی کادی و  طر سلامتی برای افر

 شود.تر، کمتر استفاده میبرد یا تآلودگی کمتر، ایزا  و کای

 Radio Allegro Sorbent Test (RAST)روش 

ا تصاصی  IgEبادی و همکایانش جهت تشخیص آنتی Wideبرای اولین بای توسط  1959این ت ت دی سال 

 های ن ل اول تشخیص آلهرژی بهوده وجههت غربهالاری دی بیمهایا شد. این ت ت جز ت ت ابداعضد آلرژ  

شد. امروزه این یوش دادند، استفاده میآلرژی به  صوص افرادی که واکنش شدید پوستی نشا  می مبتلا به

 ت ریباً من وخ شده است.

 Radio Immuno Sorbent Test (RIST)روش 

بادی ضد توتال سرن است که از ی  فاز جامد که دی آ  آنتی IgEگیری های اندازهاین ت ت نیز یکی از یوش

IgE ه آ  متصل است، استفاده می شود.ان انی ب 
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 آنزیمی ایمونواسیهای روش

از نشانارهای آنزیمی استفاده شده که پس از واکهنش بها سوب هترای مناسهب تولیهد  EIA ایمونواسیدی یوش آنزیم 

گردد. براساس نیهاز یها عهدن نیهاز بهه مر لهه جداسهازی و فهاز محصولی که معمولاً کروموژنی  ه تند، استفاده می

 شوند.ها به دو گروه هتروژنوس و هموژنوس ت  یم مینش، این یوشواک

ژ  یها هتروژ  پس از ان ان واکنش ایمنی هیچ تغییری دی فعالیت ماده نشاندای متصل به آنتی ایمونواسیدی 

ههای نشهاندای از غیهر های جداسازی فیزیکی جهت جدا کهرد  آنالیتبادی یخ نمی دهد و نیاز به یوشآنتی

کند دی واقع فعالیت های هموژ  پس از وقوع واکنش فعالیت ماده نشاندای تغییر میی است، اما دی یوشنشاندا

 باشد.آنزیم کاهش یافته و نیازی به فرآیند جداسازی نمی

 هموژن ایمونواسیروش آنزیم 

اتوماسهیو  تر و آسانتر بوده و به یا تهی ها   اسیت کمتری از یوشهای هتروژ  داشته ولی سریعاین یوش

هها بها وز  مولکهولی کهم ماننهد گیری آنالیتشوند و نیاز به مر له ش تشو ندایند. این یوش برای انهدازهمی

هموژ  بر مبنای تغییر  ایمونواسییوند. اساس یوش گیری دایوها دی سرن و ادیای به کای میها و اندازههویمو 

بهادی بهه شهود کهه بها اتصهال آنتیای نشهاندای میگونههژ  با آنزیم بهه فعالیت آنزیمی است که دی آ  آنتی

ژ  جایااه فعال آنزیم م دود شده و به دنبال آ  فعالیت آنزیم ژنی موجود دی مولکول آنتیهای آنتیشا ص

گیری است.   اسهیت دی ایهن یوش  هدود میکروگهرن دی یابد. که این کاهش فعالیت قابل اندازهکاهش می

 لیتر است.میلی

 هتروژن ایمونواسیزیم روش آن

 Enzyme Linkedگوینهد کهه مخفهف  ELISAالهایزا  اصهطلا اًهتروژ ، به طهوی کلهی و  EIAهای به یوش

Immuno Sorbent Assay باشد.می 

 باشند:های زیر میهای هتروژ  دایای ویسگیدی  الت کلی یوش

 ت.بادی به فاز جامد متصل اسژ  یا آنتییکی از اجزای واکنش آنتی -1
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بادی اثری بر فعالیت آنزیم نداشته و دی نتی ه دی هر  التی چه کونسگه آزاد ژ  و آنتیواکنش مابین آنتی -2

 تواند محصول تولید کند.بوده یا غیرآزاد، آنزیم با اثر بر سوب ترا می

از  ههای آزاد و غیربانهد شهدهنیهاز بهوده تها آنالیت washingدی طی مرا ل آزمهایش بهه عمهل ش تشهو  -3

 های متصل به فاز جامد جدا شوند.آنالیت

، Non Competitive، غیریقهابتی Competitiveتهوا  بهه اشهکال یقهابتی هتهروژ  یا می EIAبه طوی کلهی 

 م ت یم و غیرم ت یم طرا ی کرد. capture assayساندویچ یا 

 هتروژن یا الایزا ایمونواسیروش آنزیم 

ژ  دی یه  بیشتر دی ایمونولوژی جهت تشخیص آنتی بادی یها آنتهی الایزا ی  تکنی  بیوشیمیایی است که

گیری بهادی از طریهر انهدازهژ  و آنتییود. دی این یوش ایمونولوژی  کم هی، واکهنش آنتهینمونه به کای می

 گیرد.فعالیت آنزیم موید بریسی قرای می

روزه به عنوا  ی  یوش ب هیای این یوش مطرح شد و ام Engvallو  Perlamتوسط  1971اولین بای دی سال 

کنهد. از ایهن یوش دی ای یا ایفها میهای تشخیص طبی و تح ی اتی ن ش ویهسهدقیر و کایآمد دی آزمایشااه

، توک وپلاسههما، سههر  ، سههر  ه و ب ههیایی از HIV ،HBV ،HCVهههای عفههونی ماننههد تشههخیص بیمایی

هها بادیگیری اتو آنتیحیط و مواد غذایی، اندازهها دی میود. همچنین دی تشخیص آلرژ ها به کای میبیمایی

ها، غربهالاری اهداکننهدگا  گیری توک هینهای اتوایمیو  مانند لوپوس، آیتریت یوماتوئید، اندازهدی بیمایی

ها دی سرن و مایعات بهد  کهایبرد ب هیای گیری سط  هویمو های عفونی و م ری، اندازه و  از نظر بیمایی

 وسیعی داید.

 های جداسازی و فازهای جامد مورد استفادهاع روشانو

دای آزاد از اتصهال یافتهه، باعهث ، مر له جداسازی علاوه بهر جهدا کهرد  مهاده نشها ایمونواسیهای دی یوش

گیری تدا ل ای هاد کنهد. جههت دازهگردد، که ممکن است دی انهای اندوژ  از نمونه نیز میجداسازی آنزیم

ژ  بهه فهاز جامهد از طریهر بادی و یا آنتهیترین یوش بوده و اتصال آنتیز جامد یایجداسازی استفاده از فاج

یابنهد بهه نهان به این سهطوح اتصهال میهایی که بادیگیرد. آنتیجذب سطحی غیرفعال یا کووالا  صویت می
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Immunosorbent  یاImmunoadsorbent ژ  بهه فهاز بادی یها آنتهیشوند. به دلیل متصل بود  آنتینامیده می

 صهل دی انهواع مختلهف از طریهر ش تشهوپذیرد. جداسازی جز آزاد از متجامد جداسازی به سادگی صویت می

ان ان شود. فاز جامد دی تکرایپهذیری، صهحت و   اسهیت ت هت د الهت داید. سهادگی یوش باعهث افهزایش 

 باشد.یوزافزو  استفاده از این یوش می

 فاز جامد

دایی و زما  سن ش باید به دقت صویت گیرد تا از سط  جامد دی طی مدت ناه بادی بهاتصال مناسب آنتی

 کاهش   اسیت و دقت ت ت جلوگیری گردد.

ترین انواع فاز جامد بوده کهه وینیل کلراید شایعپلی استیر  و انواع دیار مواد پلاستیکی مانند پروپلین و پلی

بهادی بهه فهاز ژ  یها آنتی( که هما  اتصال آنتیCoating)گیرند. زیرا فرآیند کوتینگ موید استفاده قرای می

پذیرد. پلی وینیهل کلرایهد از شهفافیت کهافی بر هویدای ها به سادگی و سهولت صویت میجامد است، دی آ 

بالهایی شود. پلی استیر  قدیت چ بندگی کمتری داشته اما شفافیت ب یای نی ت بنابراین کمتر استفاده می

گیرد. فازهای جامد پلاستیکی به اشکال بیشتر از ب یه مواد پلاستیکی موید استفاده قرای میداید به این دلیل 

 ایمونواسهیمختلف لوله، چاه ، بیدهای پلاستیکی وجود دایند. از دیاهر فازههای جامهد مهوید اسهتفاده دی 

دی الهایزا  Micro titerههای باشهد. دی  هال  اضهر پلیتوینیل دی فلویایهد میغشاهای نیترو سلولزی و پلی

ههای هها بهه صهویت پلیتباشند. ایهن پلیتترین نوع فاز جامد موید استفاده میکایبرد بیشتری دایند و یایج

چاه  بیشترین کایبرد یا داید. همچنین این  95یت  اوی لولی پچاه  وجود داشته  200و  95، 49 اوی 

های . دی قرائت به وسیله چشم چاه وجود دایندشکل  Vها به انواع مختلف و به اشکال تخت، گرد یا چاه 

V گرد مناسب بوده ولی دی قرائت فتومتری  باید از چاه  با ته تخت شکل و یا تهU  شهکل اسهتفاده شهده

ثانویه هیدیوفوب  تهی  است. اغلب فازهای جامد دی یوش الایزا هیدیوفوبی  بوده بنابراین توانایی برهمکنش

توا  به اتصال بیشتر شود. از فواید اتصال کووالا  میصویت کووالا  باشد فراهم می زمانی که واکنش اولیه به

تر کوتینگ، پایدایی بیشتر اتصالات کووالا ، به  داقل یساند  میهزا  پهروتئین مهوید پروتئین، کنترل دقیر

کرد. همچنین از ( اشایه Multilayerای شد  نیاز جهت کوتینگ ) ذف یا به  داقل یساند  پدیده چند لایه
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ای اد اتصالات اتفاقی جلوگیری  واهد شد. دی اتصالات کووالا ، اتصال دی ن اط کمی یوی داده و بنابراین اثر 

Gulliver افتد.شود، نیز اتفاق نمیهای بزیگ دی اثر اتصال به فاز جامد ای اد میکه سبب تخریب پروتئین 

شکل فضایی و به دنبال آ  تغییر ماهیت آ  وجود داید و زمانی با اتصال پروتئین به فاز جامد ا تمال تغییر 

افتد. این تغییر سا تای یا به توسهط جهذب همزمها  که غلظت معرف کم است این تغییرات بیشتر اتفاق می

Coabsorbe هها دی با آلبومین یا ی  پروتئین غیرا تصاصی دیاهر تها  هدودی بهبهود بخشهید. پروتئینpH 

کهه  5/9معهادل  pHکربنات بها  داکثر جذب هیدیوفوبی  بوده و استفاده از ی  بافر بی ایزوالکتری  دایای

شود برای کوتینگ دی یوش الایزا ب یای های هیدیوفوب پروتئین دی فاز مایع میباعث آشکای شد  بر ی گروه

 گیرد.موید استفاده قرای می

 ها و سوبستراهاآنزیم

های باید از پایدایی بالا، ا تصاصیت  یلی زیاد، عدن تهدا ل بها مهایکننهدههای موید استفاده دی الایزا آنزیم

 دا ل سی تم باشند.

 D-  شود از جملهه پراک هیداز، الکهالن ف هفاتاز،های متعددی دی یوش الایزای هتروژ  استفاده میاز آنزیم

 آز، استیل کولین استراز.گالاکتوزیداز، گلوکز اک یداز، اویه

ف فاتاز  -5توا  به لیزوزیم، مالات دهیدیوژفاز و گلوگر وید استفاده دی یوش الایزای هموژ  میهای ماز آنزیم

شهود. های ت ایی الهایزا از پراک هیداز و آلکهالن ف هفاتاز اسهتفاده میاشایه کرد. اما به طوی متداول دی کیت

آیهد بهه همهین است، به دسهت می ها بوده و از منبع گیاهی که نوعی ترب کوهیترین آنزیمپراک ید از یایج

ترین سوب هتراهای مهوید شود. از یایجنامیده می Horse Redish Peroxidose (HRP)دلیل این آنزیم به نان 

یا ایتوفنیل دی آمین اشایه کرد. لازن بهه رکهر اسهت  OPDیا تترامتیل بنزیدین و  TMBتوا  به استفاده می

 ایجحیت داید. TMBاستفاده از 

ههای دو تیهول توسهط معرف -تهوا  از طریهر اتصهال مت هاطع آمهینمی HRPگاسیو  با آنهزیم کونسجهت 

بهادی( و همچنهین آنتی Fab)جهت اتصال گروه آمین آنزیم و گروه تیهول  SMHو  SMCCعملکردی چو  

یوش ههای یایهج دیاهر دی یوش کونسگاسیو  با گلوتای آلدئید یا اک یداسیو  پریودات استفاده کهرد. از آنزیم

 4شهود و انهدیکاتوی آ  تهیهه می E. coliالایزا آلکالن ف فاتاز بوده که از مخاط یوده گاو و همچنین باکتری 
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( دی بهافر PNPPباشد. سوب ترای معمول دی معرف آلکالن ف فاتاز، آنزیم پایانیتروفنیل ف فات )نیتروفنل می

 باشد.می 9/9 دود  pHمیلی مول کلرید منیزیم دی  1/0دی اتانول ی  مولای  اوی 

 بیوتین -سیستم آویدین

بیوتین امروزه کایبرد وسیعی پیدا کرده و  صوصیت آ  میل ترکیبی ب یای بالها اسهت کهه  -سی تم آویدین

تواند آویدین و بیوتین برای تشکیل کمپلکس با هم دایند. بیوتین ی  ویتامین است که چهای مولکول آ  می

 ین آویدین )استرپتاویدین( متصل شود.به ی  مولکول تترامراز پروتئ

بادی با بیوتین باند شهده کهه شود و آنتیهای تشخیص آویدین با آنزیم نشاندای میبه طوی معمول دی سی تم

ههای الهایزای شود. از این سی تم ت ویهت سهیانال بهه ویهسه دی کیتبادی بیوتینیله نامیده میاصطلا اً آنتی

 شود.ها استفاده مینتح ی اتی مانند بخش ساتیوکای

 Coating کوتینگ

 باشد.بادی( به فاز جامد میژ  یا آنتیهای ایمنی )آنتیاین مر له شامل اتصال معرف

ای به عنوا  فاز جامهد  انه 95های استفاده از پلی وینیل کلراید، پلی استیر  و پلی پروپیلن به صویت پلیت

( داید که پس optimalهای ایمنی به فاز جامد ی  م دای بهینه )رفیود. میزا  اتصال معدی الایزیا به کای می

دهد. معمولاً دی هناان کوتینگ میزا  اتصال ماده ایمنی کوت شهده از مدت زما  مناسب انکوباسیو  یخ می

بهادی یابد. بهه طهوی کلهی م هدای آنتیبه تدییج به ی   د ماکزیمم یسیده و سپس با ادامه زما  کاهش می

گهرن دی ههر میلی 1بادی اضافه شهده بهه چاهه  تها غلظهت به سط  پلی استیر  با م دای آنتی جذب شده

 لیتر ی  یابطه  طی داید.میلی

ژ  به کای بادی به فاز جامد متصل شده و برای سن ش آنتیهای ساندویچی و یا یقابتی معمولاً آنتیدی یوش

 شود.ژ  به فاز جامد استفاده میل آنتیبادی دی نمونه از اتصایود و برای سن ش ی  آنتیمی

 میکهرو  بهرای 2/0های موید استفاده قبل از مر له کوتینگ باید توسهط یه  فیلتهر ژ ها یا آنتیبادیآنتی

بادی دی فرآیند کوتینگ مناسب آنتی تر شوند. جهت پی برد  به غلظتهای پروتئین فیل ایج سا تن ت مع
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ترین گزینهه ه می شود که بالاترین جذب نهویی دی کمتهرین غلظهت، مناسهببادی استفادسیو  آنتیاز تیترا

 باشد.می

باشهد کهه دی آ  های کوتینگ یوش م ت یم یا غیرکووالا  یا هما  یوش جهذب غیرفعهال میاز جمله یوش

 شوند. ودی جذب فاز جامد مویدنظر میها به صویت غیرکووالا  و غیرفعال به صویت  ودبهمولکول

بادی ثانویهه ژ  به فاز جامد از طریر ی  آنتیبادی یا آنتیر یوش غیرم ت یم بوده که اتصال آنتییوش دیا

گیهرد. کهایایی ایهن یوش از یوش استرپتوکوک یا استافیلوکوک صویت می  Gیا  Aمانند آویدین یا پروتیین 

 بادی مونوکلونال بیشتر است.م ت یم به  صوص برای آنتی

  سط  پلیت به طوی شیمیایی فعال گردیده مثلاً سطوح پلی اسهتیر  طهی تمهاس بها دی یوش اتصال کووالا

شهود. دی یوش اتصهال کووالها  کوتینهگ، سهط  هها میگلوتر آلدئید دایای  اصیت اتصال بهه ایمونوگلوبین

گهردد. از معایهب ایهن یوش کهاهش یکنوا تی دی کف چاه  ای اد شده که باعث افهزایش دقهت ت هت می

 باشد.دهنده میاستفاده از مواد پر طر به عنوا  اتصالپایدایی و 

 1-10بادی برای کوتینگ دی هر سی هتم غلظتهی دی محهدوده ژ  یا آنتیبه طوی ت ریبی م دای مناسب آنتی

میکرولیتر دی هر چاه  است که ی  محدوده مناسهب  10لیتر و با   می برابر میکروگرن پروتیین دی میلی

 استیر  دی ی  پلیت الایزا است. برای اشباع سطوح پلی

 بافرهای یایج موید استفاده دی فرآیند کوتینگ:

 pH=  5/9مولای با میلی 10کربنات بی -بافر کربنات -

 pH=  1/9میلی مولای با  2بافر تریس هیدیوکلراید  -

 pH=  2/7میلی مولای با  10بافر ف فات  -

 باشد.کربنات میبی -های جامد پلی استیر  بافر کربناتفاز ترین بافر موید استفاده دی کوتینیایج -

ساعت زما  نیاز  3ساعت صویت گرفته و یا دی دمای اتاق  داقل به  1-2به مدت  oC37کوتینگ دی  رایت 

)انکوباسیو  به مدت یه  شهب( دقهت کوتینهگ یا ب هیای افهزایش  overnightداید ولی کوتینگ به صویت 

ساعت زما  نیهاز داشهته کهه بهتهرین دقهت ممکنهه یا دی  15 -24به زما   oC4دهد. کوتینگ دی دمای می

شهود. دی های الایزا از این یوش اسهتفاده میکوتینگ به همراه داید و عمدتاً دی کای ان ات تولیدکننده کیت
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کهه بهه علهت ا تلهاف دیجهه  هوجود داشت Edge effectای امکا  ای اد اثر  اشیه Co37فرآیند کوتینگ دی 

 ها تفاوت داید.ای جذب نویی این چاه های کنایی و مرکزی پلیت، به طوی غیرمنتظرهرایت بین چاه  

 Washingشستشو 

باشد که بهه دنبهال ان هان مر لهه کوتینهگ بهه ش تشو ی  مر له ساده اما ب یای   اس دی ان ان الایزا می

الی کهرد  چاهه  و افهزود  محلهول گیرد. عمل ش تشو با  منظوی  ذف اتصالات غیرا تصاصی ان ان می

شود. محلول مهوید اسهتفاده بای این عمل تکرای می 1تا  3شود که  داقل ش تشو به دا ل چاه  ان ان می

مشخصهی از یه  بوده کهه  هاوی دیصهد  pH 4/7مولای با  1/0یایج بافر ف فات سالین یا تریس بافر سالین 

دقی ه  1ثانیه الی  30تشو طی مدت زما  کوتاهی مابین ها با محلول ش دترجنت می باشد. پر کرد  چاه 

 گویند. Soak timeصویت گرفته که اصطلا اً 

 Blockingمسدود کردن 

هایی از فاز جامد  الی مانده که مکا  مناسبی جهت اتصهال عوامهل پس از ان ان کوتینگ و ش تشو، ق مت

ها لازن اسهت پهس از ان هان عمهل جایااهغیرا تصاصی دی طی ان ان آزمایش است، جهت م دود کرد  این 

کوتینگ از ی  ماده دیار جهت پر کهرد  ایهن فضهاهای  هالی اسهتفاده شهود. مهواد بلهوک کننهده شهامل 

باشهد. ها از همهه مهواید مهتثرتر میها بوده که از این میا  پروتیینها، مواد غیر پروتیینی و دترجنتپروتیین

(، کازئین، ژلاتین، شیر  شه  بهدو  BSAد بلاکینگ آلبومین سرن گاو )پروتیینی به کای یفته دی فرآینمواد 

کننهده باشد. از مهواد غیهر پروتیینهی بلوکترین ماده دی این امر مییایج BSAچربی و اوآلبومین ه تند که 

و تراتیهو   20های بلوک کننهده بهه تهوئین توا  به پلی وینیل الکل، پلی وینیل پیرولیدو  و از دترجنتمی

100- x .اشایه کرد 

ها به صویت آماده برای مصرف دی ها ان ان شده و پلیتدی کیت ت ایی فرآیند کوتینگ و بلاکینگ دی چاه 

 باشد.های تشخیص طبی آماده مصرف میآزمایشااه
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 های مورد ارزیابینمونه

دی اغلب  سن شد. محدوده شوهای محلول استفاده میها دی نمونهگیری آنالیتهای الایزا برای اندازهاز ت ت

ها یقیهر کهرد  نمونهه ،هایی بها غلظهت بالهاترلیتر است. دی نمونههنانوگرن دی میلی 1 -1000ها  دود یوش

توا  از استانداید صفر هر کیهت بهه عنهوا  کننده برای هر بخش متفاوت بوده اما میضرویی است. بافر یقیر

( بوده ولهی بهافر PBSایمنی بافر ف فات سالین ) هایسن شی ترین بافر دکننده استفاده کرد. پرمصرفیقیر

ههای الهایزا کربنات، بافر بویات، بافر تریس سالین و بافر سهیترات از دیاهر بافرههای مهوید اسهتفاده دی یوش

 باشد.می

 محلول کونژگه

د کوتینهگ این محلول  اوی آنالیت ا تصاصی متصل به آنزیم است و یقت کونسگه موید استفاده نیز هماننه

(Coatninبا تیتراسیو  مشخص می ) شود و اصولاً از بالاترین یقتی که بالاترین جذب نهویی یا داید، اسهتفاده

 شود.می

 ،  با آنزیم کونسگه شهدهژشود. اگر آنتیدو دسته ت  یم میدای به های الایزا بر  ب نوع آنالیت نشا واکنش

بادی با آنزیم کونسگه همراه باشد بهه ( و اگر آنتیEnzyme Immunometric Assay) EIAهمراه باشد به نان 

، سههولت EIAن بت به  IEMAشود. از مزایای ( نامیده میImmuno Enzyme Metric Assay) IEMAنان 

باشهد. نشاندایسازی، افزایش ویسگی،   اسهیت بیشهتر، کهاهش زمها  انکوباسهیو  و کهاهش اثهر ههوک می

و به میهزا  کمتهری از آنهزیم آلکهالن  HRPه شد غالباً از پراک یداز ترب کوهی یا هماناونه که قبلاً نیز اشای

 شود.( جهت کونسگه کرد  آنالیت استفاده میALPف فاتاز )

 محلول سوبسترا و کروموژن

کنهد. از جملهه هر آنزیم سوب ترای مخصوصی داشهته و معمولهاً بها آنهزیم کونسگهه یوی آ  ای هاد ینهگ می

برای آنهزیم آلکهالن ف هفاتاز  PNPPآنزیم پراک یداز و  برای TMBو  OPDتوا  به اها میترین سوب ترمهم

وژ  ی  محلول وا د بهوده امها دی بر هی های ت ایی، سوب ترا و کرومتوا  اشایه کرد. دی بر ی از کیتمی

ایدی کهه آنهزیم وجود دایند. دی مو Bو  Aهای جداگانه به نان سوب ترای هایی از محلولدیار به صویت ویال

HRP  دایای دو سوب ترایA  وB  است، برای این آنزیم سوب ترایA توانهد   بهوده کهه میهما  کویومهوز
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TMB  وOPD  باشد. همچنین پراک ید هیدیوژ  به عنوا  سوب ترایB   این آنزیم عمل کرده و بهه محه

گهردد،  ود ت زیه میبوده و  ودبه گردد. این ماده دی برابر نوی   اسم اویت با آنزیم به سرعت ت زیه می

از  Bو  Aگردد. اگهر چهه جهدا بهود  سوب هترای های تیره ینگ ناهدایی میبه همین علت محلول دی ویال

ای نیهز دایای پایهدایی مناسهب دهد، اما سوب هترای ته  مر لههها یا افزایش میهمدیار میزا  پایدایی آ 

 ه تند.

 (Stop solution)کننده محلول متوقف

شهود، لهازن که واکنش آنزیمی و تولید ینگ محصول ینای با گذشت زما  به مهروی بیشهتر میبا توجه به این

کننده یا بلهوکر ب هته بهه نهوع آنهزیم است پس از طی شد  زما   اص واکنش متوقف شود. محلول متوقف

مانند اسهید سهولفویی  یها کننده اسیدی باشد از محلول متوقف HRPکونسگه متفاوت بوده مثلاً اگر کونسگه 

کننده ینگ  اصله از توقف واکنش زید بهوده شود. پس از افزود  محلول متوقفاسید کلریدیی  استفاده می

شود استفاده می NaOHکننده قلیایی مانند باشد از محلول متوقف ALPو دی صویتی که کونسگه موید معرف 

 ای  واهد بود.که ینگ  اصله قهوه

 دت رنگگیری شاندازه

گیرد. بدین منظوی از دستااهی به های الایزا شدت ینگ ای اد شده موید ایزیابی قرای میدی مر له آ ر آزمو 

شود. دی واقع اصول کای این دستااه مشابه اسپکتروفتومتر است. با استفاده می ELISA Readerنان الایزا ییدی 

وفتومتر، از چاه  استفاده شهده، دقهت الهایزا ییهدی بهه این تفاوت که دی الایزا ییدی به جای کوت دی اسپکتر

هها و دی نتی هه ههای ب هیای کهم دی ینهگ چاه مراتب از اسپکتروفتومتر بیشتر است و این دسهتااه تفاوت

 کند.گیری میها یا با دقت بیشتری تشخیص و اندازههای ب یای کم جذب نویی نمونهتفاوت

 استانداردها و کالیبراتورها

هایی بها های مختلف وجود داید. استاندایدها دی واقع محلولهای الایزا تعدادی استانداید با غلظتکیت دی دا ل

گیری ها غلظت پایامتر سرمی اندازغلظت مشخص از ی  ماده  اص مشابه جز م هول سرن بوده و بر مبنای آ 
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یری پایامترهای سهرمی بهه کمه  گسن ی بیوشیمی و اندازههای ینگشود. این  الت تا  دی مشابه یوشمی

باشد. بها ایهن تفهاوت کهه دی یوش الهایزا فتومتر با اسپکتروفتومتر با استفاده از استانداید مربوط به هر ت ت می

چندین استانداید به جای ی  استانداید وجود داشهته و اسهتفاده از چنهدین اسهتانداید موجهب افهزایش دقهت 

 د.گردهای ایمونواسی میآزمایش دی یوش

های اسهتانداید شود، عیناً به طوی همزما  یوی نمونهتمامی مرا ل آزمایشی که بر یوی نمونه سرن ان ان می

شود. منحنی براساس غلظت استاندایدها یسم گیری مینیز ان ان شده و جذب نویی تمامی استاندایدها اندازه

شود. بهدین ترتیهب غلظهت ه برده میمحوی غلظت و بر یوی محوی دیار، جذب نویی مربوطشده که بر یوی 

شود. تعداد اسهتانداید براسهاس طرا هی کیهت سرمی م هول با استفاده از این منحنی استانداید محاسبه می

های مختلف از  داقل صفر تها یه  عدد استانداید با غلظت 9تا  4شرکت سازنده متفاوت بوده و معمولاً بین 

های  وانشار )الایزا ییدی( به طوی  ودکای منحنهی اسهتانداید یا بها غلظت  داکثر وجود داید. امروزه دستااه

کنند. دستااه پس از  وانش چاه  مربوطه به هر نمونهه بیمهای، استفاده از جذب نویی استاندایدها یسم می

عدد جذب نویی یا یوی منحنی استانداید برده و نهایتاً غلظت نهایی م هول مویدنظر یا بهه صهویت عهددی 

 دهد.مینمایش 

 باشد:منحنی استانداید ب ته به نوع یوش الایزا به دو صویت می

(: دی این  الت شیب منحنی یو به بالا بوده و جذب نویی با غلظت استانداید ن هبت Ascendingمنحنی صعودی ) -

 باشد.م ت یم داید و هر چه غلظت استانداید بالا باشد جذب نویی آ  نیز بیشتر می

(: دی این  الت شیب منحنهی یو بهه پهایین بهوده و جهذب نهویی بها غلظهت Descending)منحنی نزولی  -

 استانداید ن بت عکس داید.

 شرایط سنجش

انکوباسیو ، زما  و مهدت انکوباسهیو ،  ،چند فاکتوی دی شرایط سن ش د الت داشته از جمله دیجه  رایت

 ها، ش تشو.مخلوط کرد  معرف
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 هامعرف

ای بهه نهان داینده مانند سدیم آزایدویا تیمرسال )مریتولهات( بهوده و امهروزه از مهادههها دایای مواد نامعرف

Prolin 300 تر است.دایی مناسبشود که از دو محلول نامبرده جهت ناهاستفاده می 

و  pHن ش تنظیم  PBSباشد. دی این محلول و تیمرسال می 20و توئین  PBSمحلول ش تشو معمولاً  اوی 

 کند.ها جلوگیری مین ش کاهش اتصالات غیرا تصاصی و تیمرسال از یشد میکروایگانی م 20توئین 

 بندی انواع الایزاتقسیم

دهند و عبایتند از الایزای م هت یم، الهایزای غیرم هت یم، سه یوش اصلی اساس تمامی الایزاها یا تشکیل می

 بتاً جدیدتر بوده و به منظوی افهزایش سهرعت، های نالایزای ساندویچ. یوش الایزای یقابتی یا مهایی از یوش

 اند.دقت و   اسیت طرا ی شده

 الایزای مستقیم -0

ترین شکل الایزا بوده که دی آ  نمونه  اوی آنالیت دی بافر مناسب یقیر شده و طی ی  الایزای م ت یم ساده

دای بهه ژ  مکمل نشا آنتیبادی یا دویه انکوباسیو  دی کف چاه  کوت شده و پس از مرا ل ش تشو، آنتی

بادی مهوید نظهر دی نمونهه سهیانال مناسهب ای هاد ژ  یا آنتیشود. دی صویت وجود آنتیسی تم اضافه می

 شود.می

 الایزای غیرمستقیم -2

های غیریقابتی مانند الایزای غیرم ت یم کایبرد بیشتری پیدا کرده و دی این یوش بیشهتر بهرای یوشامروزه 

شهود. دی ایهن یوش بادی دی نمونهه اسهتفاده میبادی ا تصاصی یا تیتراسیو  آنتیگیری آنتیتعیین و اندازه

بادی موید ایزیابی است به آ  اضافه و ژ  دی چاه  کوت شده با افزود  نمونه یقیر شده که  اوی آنتیآنتی

لین( نشاندای شده با آنزیم بادی ثانویه )آنتی هیومن گلوبوها از ی  آنتیشود. پس از ش تشو چاه انکوبه می

بهادی که چه کلاسهی از آنتیبادی موید ایزیابی است. بر  ب اینآنتی cFشود که معمولاً بر علیه استفاده می

و جههت  IgGهیهومن آنتی IgGهیومن گلوبولین نیز متفاوت بوده مثلاً جهت سهن ش مدنظر است نوع آنتی
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شود. ی  مر له دیار ش تشو ان ان شده و بعهد از افهزود  ه میاستفاد IgAهیومن از آنتی IgAگیری اندازه

شهود. از الهایزای غیرم هت یم گیری میباشهد، انهدازهسوب ترا، سیانال مویدنظر که به صویت ای اد ینگ می

، IgMههای ، هلیکوباکتر پیلویی از کلاسCMVهای ضد توک وپلاسما، سر  ه، بادیگیری آنتیجهت اندازه

IgA  وIgG های بادیی آنتیسرن، غربالار دیHIV هپاتیت ،B ،C  وA شود.استفاده می 

 (Sandwich ELISAالایزای ساندویچ ) -3

 شود:این یوش  ود به دو دسته ت  یم می

 Antigen captureروش  -الف

و سون شود. لایه اول بادی ا تصاصی اما متفاوت از هم ساندویچ میژ  دی بین دو آنتیدی این یوش ی  آنتی

ترین گیرد. این یوش از شایعژ  است مابین این دو لایه قرای میبادی و لایه دون دی ق مت وسط که آنتیآنتی

بادی مونوکلونال بوده که برای به دان اندا تن بادی معمولاً آنتیشود. لایه اول آنتیهای الایزا به شمای مییوش

بادی دون که دی لایه سون وجود (، آنتیCapture antibody)شود می های الایزا کوتژ  دی سط  چاه آنتی

 Detectingکنهد )بادی پلی کلونال بوده که با آنهزیم کونسگهه بهه عنهوا  نشهانار عمهل میداید معمولاً آنتی

antibodyژ  موجود دی نمونه سرن اسهت. لهازن بهه رکهر ( و نهایت فعالیت آنزیمی آ  متناسب با م دای آنتی

تهوپ متفهاوت بهوده تها قهادی بهه اتصهال بهه ههر دو ژ  موید استفاده باید دایای  داقل دو اپیاست که آنتی

 بادی باشد.آنتی

هههای متعههدد داینههد ماننههد توپهههایی کههه اپیژ جهههت شناسههایی آنتی Capture assayاز یوش الههایزای 

ههها، تومویمایکرههها و دیباپپتیههدها، آنتیو پلی PSA ،FSH ،LH ،TSH ،HCGهههای ها، هویمو سههایتوکاین

بهادی باشهد. اسهتفاده از آنتیها بهه  صهوص عوامهل ویروسهی، یوشهی مناسهب میشناسایی میکروایگانی م

 رده و شناسهایی م هادیر ب هیای انهدکیمونوکلونال دی این یوش آ  یا به ی  سی تم ب یای   اس تبدیل ک

 گیرد.توسط این یوش به یا تی صویت می

 



 

42 

 

 Antibody captureروش  -ب

 گردد:این یوش نیز  ود به دو دسته ت  یم می

بادی ا تصاصی موجود دی نمونه به یوش سن ش سهاندویچ ایزیهابی شهده، آنتی Direct Ab captureدی نوع 

بهادی ژ  دی لایه اول چاهه  کهوت شهده و لایهه دون بهرای بهه دان انهدا تن آنتیبدین ترتیب که ی  آنتی

ژ  نشهاندای توانهد بهه آنتهی هود می abFی بادی متصل شده از طریهر بهازوی باشد که این آنتا تصاصی می

 )کونسگه( متصل شود.

گلوبهولین بادی توسط آنتی هیهومن دی این سی تم پس از به دان افتاد  آنتی Indirect Ab captureدی نوع 

ی شهده اسهت جههت بادی که با آنزیم نشهانداژ  ا تصاصی آ  آنتیکوت شده دی ته چاه  متصل و از آنتی

هیومن گلوبولین متصل به سط  جامد لایه شود. دی این سی تم آنتیبادی مویدنظر استفاده میسن ش آنتی

 ژ  ا تصاصی نشاندای شده دی لایه سون قرای داید.بادی موید پخش موجود دی نمونه لایه دون و آنتیاول، آنتی

 الایزای رقابتی یا مهاری -0

ز هر دو آنالیت نشاندای و غیرنشاندای به طهوی همزمها  اسهتفاده شهود بهه آ  الهایزای چه ادی این یوش چنا 

آنالیهت نشهاندایه اضهافه یقابتی گویند و دی صویتی که ابتدا آنالیت غیرنشاندای و پس از ی  دویه انکوباسیو  

 نامند.می Blockingمهایی  اگردد یوش ی

بهادی ا تصاصهی دی کهف چاهه  کهوت د دی این  الت آنتیژ  باشاگر الایزای یقابتی به منظوی بخش آنتی

ژ  ا تصاصی دی کف چاهه  کهوت  واههد بادی باشد از آنتیشود و اگر الایزای یقابتی جهت بخش آنتیمی

 شد.

 MEIA (Micro Particle Enzyme Immuno Assay)روش  -5

دی اند، بادی پوشیده شدهژ  یا آنتینتیمتر( که با آمیلیدی این یوش از بیدهای کوچ  )معمولاً به اندازه ی  

هایی ه تند که به صویت کووالا  با شود. دی این یوش فاز جامد پایتیکلی  سوسپان یو  مایع استفاده می

تهوا  دی سهط  ن هبتاً وسهیع اند. مزیت این ریات کوچ  دی این است کهه میبادی باند شدهژ  یا آنتیآنتی
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تا  11بادی یا کوت کرده و نتایج واکنش دی زما  ب یای کوتاهی ) دود   یا آنتیژها غلظت زیادی از آنتیآ 

 باشد.گیری میدقی ه( قابل اندازه 30

ههای برابر یوش 1000 تی  10دی آنالیزویهای اتومات استفاده شده و   اسیت آ   MEIAامروزه از یوش 

 باشد.قدیمی می

 (Rapid Immuno Assayسریع ) ایمونواسیروش  -6

ههای نیمهه کم هی دی یوش آسا  و سریع با نتایج قابهل تکهرای کهه دایای   اسهیت بالها و بهه صهویت یوش

ها به صهویت یکبهای مصهرف دی یه  کهایتریج پلاسهتیکی گیرد. این ت تها موید استفاده قرای میآزمایشااه

اسهیدهای نوکلئیه  یا هها و پروتئین بهه یا تهیاند که  اوی ی  غشاء نیترو سهلولزی بهوده و طرا ی شده

توا  بر آ  ایمونوبلیزه کرد. جریا  سریع نمونه و سط  وسیع غشاء باعث افزایش سرعت و   اسیت ایهن می

 شود.های الایزا مینوع واکنش

 (ELIS Potروش الایز پات ) -7

جههت یدیهابی یه  آنالیهت ترشه  شهده از یه  سهلول  هاص ماننهد  که ی  تکنی  ایمنی ب یای   اس

بوده کهه دی ایهن یوش  RT-PCRدی  د  ELIS Poitشود.   اسیت ها استفاده میبادیها و آنتیاینسایتوک

 شود.، پروتیین ترش  شده از سلول بریسی میmRNAبه جای 

بادی ضد برای بریسی ترش  ی  پروتئین از ی  سلول  اص، سلول یا دی ی  پلیت الایزا که دی کف آ  آنتی

بهادی کهوت شهده دی تهه دهند. دی صویت ترش  پروتیین از سلول، به آنتیمی آ  پروتئین کوت شده، کشت

بهادی نشهاندای علیهه آ  شود. با ش تشوی پلیت سهلول از محهیط  هایج شهده سهپس آنتیپلیت متصل می

هها سوب هترا بهه شود. بعد از انکوباسهیو  و ش تشهوی چاه پروتیین دی کف پلیت به دان افتاده، اضافه می

های غیرمحلول ای اد کرده و دی شود که ینگشود. دی این یوش از سوب تراهایی استفاده میمی چاه  اضافه

دهنده کنند. ظاهر شد  این ن اط یناهی دی کهف پلیهت نشها محل واکنش به صویت ن اط ینای یسوب می

ها متناسب با باشد. ن اط ای اد شده توسط دستااه ییدی شمایش شده و تعداد آ  ضوی پروتیین مویدنظر می

 باشد.های تولید کننده پروتیین مویدنظر میتعداد سلول
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 روش انجام الایزا

های موید نیاز باید بعد از  ایج کرد  از یخچال به دمای اتاق کیت موید استفاده و کلیه وسایل و محلول -1

 دقی ه صبر نمایید(. 30برسد ) داقل 

  ان کای دقی اً مطابر آ  ان ان گیرد.بروشوی دا ل کیت به دقت مطالعه و یوش ان -2

ها های سرن بعد از  ایج کرد  از یخچال باید به دمای اتاق یسیده و دی صویت فریزی شهد  نمونههنمونه -3

 ها و یسید  به دمای اتاق، به آیامی تکا  داده شوند تا ی  نمونه سرمی یکنوا ت ای اد شود.پس از روب آ 

کننده دا ل کیت به ن بت قیهد به یقیر شد  داشته باشند، توسط محلول یقیرهای سرن نیاز اگر نمونه -4

 شده دی یوش کای، یقیر گردد.

هها چاهه  دی نظهر گرفتهه شهده و ب یهه چاهه  بهه دا هل ب هته ها، استانداید و کنترلبه تعداد نمونه -1

 گردد.محکم می گیر برگردانده و کاملاً دی آ آلومینیومی یا پلاستیکی به همراه ب ته یطوبت

ها، استانداید و کنترل به م دای موید نیاز به دا ل چاه  افزوده و ب ته به دمهای مهوید نیهاز دی از نمونه -5

Co37  یا دمای اتاقRT شود.انکوبه می 

مدت زما  لازن انکوباسیو  توسط دستویالعمل کیت یعایت می گردد، دی اولین مر له انکوباسیو  اجهازه  -7

 -ژ ژ  ته چاه  یه  کمهپلکس آنتهیبادی موجود دی سرن بیمای با آنتیه دی صویت وجود آنتیدهیم کمی

 بادی ای اد کند.آنتی

باشد و باید آ  یا به )که به صویت محلول غلیظ می washاولین مر له ش تشو چاه  به توسط محلول  -9

بهای ش تشهو مطهابر  5تا  3به تعداد  ن بت موید نیاز و مطابر دستویالعمل کیت با آب م طر یقیر گردد( و

 دستویالعمل کیت ان ان گیرد.

ها باقی می ماند نیاز است که با ها دی کف چاه که م دای ب یای کمی از محلول واش و  باببه دلیل این -9

این مواد از محهیط  هایج شهود. ایهن عمهل یا بها زد  پلیهت بهر یوی یه  کاغهذ صهافی یها  tappingعمل 

 دهیم.ان ان می کاغذیدستمال

 شود.محلول کونسگه به م دای قید شده دی دستویالعمل به دا ل چاه  اضافه می -10
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بادی ای اد آنتی -ژ دومین مر له انکوباسیو  به جهت قرای گرفتن آنزیم کونسگه بر یوی کمپلکس آنتی -11

 گیرد.مر له قبلی، صویت می مطابرشده 

 دهیم.یدومین مر له ش تشو یا ان ان م -12

 دهیم.یا ان ان می tappingمر له  -13

ها به م دای موید نیاز، دی این مر له بایهد پلیهت ( به چاه TMBافزود  محلول سوب ترا )کروموژ  یا  -14

 باشد.دی تاییکی قرای داده شود زیرا محلول سوب ترا به نوی   اس می

)اسید سولفویی ( به چاه  افزوده تها ههم واکهنش  stopکننده یا از محلول متوقفبعد از زما  موید نیاز  -11

متوقف شده و هم ینگ ای اد شده آبی دی مر له قبل به ینگ زید تبدیل شهود. ینهگ زید ای هاد شهده جههت 

 ناتومتر موید نیاز است.  410ها دی طول موج  وانش جذب نویی چاه 

ستااه الایزا ییهدی، دا هل دسهتااه قهرای ها توسط دگیری  و  وانش جذب نویی نمونهپلیت جهت اندازه -15

 شود.ها  وانده میداده شده و جذب نویی چاه 

های اتوماتیه ، ها توسهط الهایزا ییهدی  وانهده شهده و دی دسهتااهمنحنی استانداید براساس غلظت آ  -17

( Yمودی )بوده و جذب نوی استاندایدها یوی محوی ع Point to Pointشود. نمودای یسم شده منحنی یسم می

( برده شده و ن ط تلاقی غلظت و جذب نهویی یا بهرای ههر اسهتانداید بهه Xها یوی محوی اف ی )و غلظت آ 

 شود.دست آویده، سپس با برد  جذب نویی هر نمونه یوی نمودای غلظت آ  محاسبه می

 منابع خطا در روش الایزا

 های سرمی لیزیاشیلو میکرو استفاده از نمونه -1

 از نمونه سرن کمتر یا بیشتر از م دای موید نیاز استفاده -2

 کالیبر نبود  سپملر یا دی پن ر موید استفاده -3

 برداشت نمونه یقیر شده کمتر یا بیشتر از موید نیاز  -4

 کننده عدن تهیه یقت مناسب از سرن به توسط محلول یقیر -1

 مای اتاقها، محتویات کیت و محلول واش به دیسید  دمای نمونهعدن  -5
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ها قبل از یسید  به دمای اتاق، دی این  الت بهه دلیهل  نه  بهود  سهط   ایج کرد  پلیت و چاه  -7

ها تشکیل شده کهه ها و دمای اتاق سریعاً ی  لایه نازک بخای دی ته چاه ها و تفاوت دما بین چاه چاه 

گهردد و کمهپلکس نمونهه سهرن میبهادی موجهود دی های ته چاه  و آنتیژ مانع از تماس کامل بین آنتی

 باشد.بادی نمیآنتی -ژ تشکیل شده م دای واقعی کمپلکس آنتی

 انکوباسیو  پلیت به مدت کمتر یا بیشتر از زما  موید نیاز -9

 ش تشوی نامناسب، مانند عدن تهیه یقت مناسبی از محلول واش، غلیظ یا یقیر بود  محلول واش -9

های ب یای کوچ  دی ته چاه  باقی وی کامل که م دایی محلول واش و  باببه ط tappingعدن ان ان  -10

 شود.بادی میآنتی -ژ مانده مانع از قرایگیری کامل کونسگه بر یوی کمپلکس آنتی

عدن یعایت زما  دی هر مر له از انکوباسیو ، کم یا بیشتر بود  زمها  انکوباسهیو  موجهب بهه دسهت  -11

 گردد.یآوید  جذب نویی نادیست م

 های تاییخ گذشتهها و محلولاستفاده از کیت -12

 هایی که زن یره سرد از مر له تولید، انت ال، مصرف آ  یعایت نشده است.ها یا محلولاستفاده از کیت -13

کننده باید جذب نویی چاه  دی عرض چند دقی ه  وانده شهود، طولهانی بعد از افزود  محلول متوقف -14

 دقیر  وانش نخواهد بود.ش به دلیل کاهش ینگ، جذب نویی شد  زما   وان

 هاعدن یعایت ییزش   م مناسب دی هناان ش تشو به دا ل چاه  -11

ها دی موقهع دی هناان ش تشو، بعد از اضافه شد  محلول واش به دا ل چاه  Soak timeعدن یعایت  -15

دا ل چاه  باقی مانده تا عمل ش تشو بهه ثانیه محلول واش  50تا  10ش تشو باید ی  مدت زما   دود 

شود که ش تشو و  ایج شد  مواد باند نشده بهه طوی مناسب صویت گیرد. عدن یعایت این زما  موجب می

 طوی مناسب صویت نایرد.

 ضعیف شد  منبع نویی دستااه الایزا ییدی -17

 سازد.یو میعدن استفاده از فیلترهای مناسب که  وانش یا با مشکل یوبه -19
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 های الایزارفع مشکل در تست

 گراند بالامقادیر بالای کنترل منفی و یا بک -1

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

  ههای کنتهرل آلوده شد  چاه

 منفی با کنترل مثبت 

  دی هناههان عملیههات ش تشههو از سههرییز شههد  محلههول ش تشههو از

 های پلیت به یکدیار اجتناب کنید.چاه 

   ویال کنترل منفیآلوده شد  های سمپلر و نوک سمپلرها یا چ  کنید و دی صهویت پیپت و یا لوله

هها بایهد وجود قطرات باقی مانده از قبل و یا مهواد  شه  شهده دی آ 

 تعوی  شوند.

  ها ییخته و بعد کنترل مثبت یا همیشه ابتدا کنترل منفی یا دی چاه

 بریزید.

 پلر جدید استفاده کنید.بردایی از نوک سمبرای هر نمونه 

 ها توجه داشته باشید که نوک سمپلر به اندازه کافی بلند باشد تا نمونه

 با انتهای لوله سمپلر تماس پیدا نکنند.

 .ت ت یا با مواد کیت تازه تکرای کنید 

  ش تشههوی ناکههافی و یهها آلههوده

 شد  کنترل منفی با آنزیم کنسوگه

 های آنهزیم ه تمهامی باقیمانهدهن شهوید کهدی هناان ش تشهو مطمهئ

 اند.ها  ایج شدهکنسوگه از چاه 

 هها بریزیهد و از تمهاس ها و مواد یا دی مرکز کهف چاه تمامی نمونه

 ها بپرهیزید.نوک سمپلر با دیوایه و لبه چاه 

 .دوبایه ش تشو یا تکرای کنید 

  اتصههههههالات غیرا تصاصههههههی

 هابادیآنتی

 باشد و ممکن است عملیهات دکننده کیت میاین موید مربوط به تولی

های بادیهای جلوگیری کننده از مدا له آنتیبلاکینگ و یا سایر پروسه

 غیرا تصاصی  وب صویت نارفته باشد.

  واکنش م ت یم کنسوگه با مهواد

 هاکف چاه 

  باشد و باید با تولیدکننده کیت مربوط به تولیدکننده میاین موید نیز

 شود.تماس  اصل 

 

 

 

 های پایینمقادیر پایین کنترل مثبت یا ابزوربنس -2

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی
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  دی زما  ت ت مواد دا ل کیت بهه دمهای

 انداتاق یسانده نشده

 دیجهه  21تها  20اند )مطمئن شوید که تمامی اجزای کیت به دمای اتهاق یسهیده

 گراد(سانتی

 کمتهر از  بردایی پهایین اسهتم دای نمونه(

 م دای لازن(

 اند.مطمئن شوید که نوک سمپلرها  وب و محکم فیت شده 

   لوله سمپلرها یا چ  کنید تا گرفته نشده باشند. کالیبراسهیو  سهمپلرها یا چه

 ها باید کالیبره شوند.کنید و دی صویت عدن کالیبره بود  آ 

  سوب هترا بهه دیسهتی  -محلول کرومهوژ

 تهیه نشده است

 حلول کروموژ  سوب ترا یا دیست قبل از استفاده آماده کنید.م 

  سوب ترا یا دی پروتوکول کیت به دقت مطالعه کرده و  -طرز تهیه محلول کروموژ

 به آ  عمل کنید.

  آلودگی سوب هترا بهه اسهید و یها آلهودگی

 کنترل مثبت به باکتری

 .م دداً ت ت یا با اجزاء ی  کیت جدید تکرای کنید 

 زما  انکوباسیو   یلی کوتاه است  .کالیبراسیو  تایمر یا چ  کنید 

 .تایم انکوباسیو  یا ثبت کنید 

 ویود یطوبت به کی ه  اوی پلیت  گیر دا ل کی ه پلیت یا بریسی کنید.عملکرد صحی  نم 

 شوند یا دی کی ه پلیهت قهرای داده و دی آ  یا محکهم هایی که مصرف نمیاستریپ

 د.ببندی

 .زما  باز کرد  دیب کی ه پلیت یا دی بای اول بر یوی کی ه پلیت ثبت کنید 

  دمای ناصحی  دی مدت انکوباسیو  ( یا بریسی کنید.دیجه سانتی 21تا  20دمای انکوباتوی و یا اتاق )گراد 

  دمههای اتههاق بههرای انکوباسههیو  سوب ههترا

  یلی پایین است.

 ید.دمای محیط کای یا بریسی کن 

 شدت ش تشو زیاد است  .شدت فشای ش تشو دی سی تم ش تشو یا کاهش دهید 

  مواد کیت قبل از اسهتفاده  هوب مخلهوط

 اندنشده

 .مواد یا قبل از استفاده  وب مخلوط کنید 

  ههها  شهه  دی  لههال ان ههان ت ههت چاه

 شوند

 .تمان مرا ل ان ان ت ت یا بدو  وقفه ان ان دهید 

   کننههده رابههی محلههول متوقفضههعف یهها

 واکنش

  افزود  محلول متوقف کننده واکنش سهالم شهدت ینهگ یا افهزایش داده و باعهث

 شودتثبیت ینگ می

  افزود  ناکهافی آنهزیم کنسوگهه غلهیظ بهه

کننده برای ای اد محلول آمهاده محلول یقیر

 کای

 .کنسوگه یا دوبایه با صحت کامل تهیه کنید 

  دی پروتوکول کیت مراجعه کنید. به طرز تهیه صحی 

 

 های پلیت رنگ ظاهر شده استمثبت است یا در تمام خانه ODتمام پلیت دارای  -3

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی
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  هههم غیرکهههافی از محلهههول  

گرفتههه شههده و کههای ه ش تشههو بهه

سوب ترا با ریات باقی مانده آنهزیم 

 ها واکنش دادهکنسوگه دی چاه 

  تشو چاهکها یا تا نزدی  به انتها پر کنید.دی هناان ش 

  استفاده از آنسیم کنسوگه  یلهی

 قوی

 .محلول یقیر شده کنسوگه و طرز تهیه کنسوگه یا چ  کنید 

 وجود بر ی فاکتویههای سهرمی

 دیدهدی سرن  رایت

 .سرن یا  رایت ندهید 

  محلول سوب ترا با کنسوگه آلوده

 شده

  وجود ریات مایع یا  ش  شده بازیسی کنید.لوله سمپلر یا برای 

  نوک سمپلر به  د کافی بلند باشد که مایع با انتهای لولهه سهمپلر

 تماس پیدا نکند.

 محلول سوب ترا تازه نی ت  .محلول سوب ترا یا پس از ان ضاء تاییخ مصرف استفاده نکنید 

  پلیت قبل از  واند  ابهزویبنس

 مدت زیادی مانده باشد

 دقی هه  30کننده واکنش  هداکثر تها بعد از افزود  محلول متوقف

 ها یا بخوانید.ابزویبنس

  ظرف محتوی سوب هترا آلهوده و

 کثیف است

 .ظروف یا قبل از استفاده چ  کنید 

  ،دی  لال انکوباسهیو  سوب هترا

 پلیت دی م ابل نوی قرای گرفته

 حل تاییه  قهرای پس از ییختن محلول سوب ترا پلیت یا دی ی  م

 دهید.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مثبت کاذبواکنش -4

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی
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 ش تشوی غیرکافی 

 ههای واشهر م دود شهد  کانال

 الایزا

  قبل از اسهتفاده از دسهتااه واشهر آ  یا  هوب چه  کنیهد تها

کند، کالیبراسیو  و تعمیرات یوتین مطمئن شوید دیست کای می

 یا مبذول دایید.

  هها بها آنهزیم آلوده شد  چاه

 کنسوگه

  پاشید  شد  آنزیم کنسوگه بهه

هههای دیاههر دی هناههان لبههه چاه 

 ییختن آنزیم کنسوگه

  آلوده شد  سوب هترا بهه آنهزیم

 کنسوگه

  ها اضافه نموده و از آنزیم کنسوگه یا با دقت دی مرکز کف چاه

بپرهیزیهد، دی هها های چاه ها و لبهتماس نوک سمپلر با دیوایه

های اتوماتی  باید سهمپلینگ، بالهانس و مواید استفاده از سی تم

 ها مرتباً چ  شوند.دقت آ 

  لوله سمپلر یا جهت عدن وجود ریات مهایع و یها  شه  شهده

 ایجی بازیسی کنید و از نوک سمپلر بلنهد اسهتفاده نماییهد تها 

 مایع با نوک لوله سمپلر م اوی نشود.

 ای قرمز دی نمونههوجود گلبول  .نمونه یا قبل از استفاده سانتریفوژ نمایید 

  تبخیر نمونه یا آنزیم کنسوگه دی

دیجههه یهها  37 لههال انکوباسههیو  

 بالاتر

  پلیت یا با برچ هب یها کهاوی مخصهوص پلیهت پوشهانیده و دی

مهواد دیو  دیجه و یا بالاتر قرای دهید تها از تبخیهر  37انکوباتوی 

  ری شود.ها جلوگیچاه 

 هایی نظیر وجود قایچ دی محلول

محلول ش تشو و یا سهایر اجهزای 

 کیت

 هها و اجهزای کیهت یا بهه قبل از استفاده از کیت تمهان محلول

صویت ماکروسکوپی از نظر وجود قایچ و یا مواد زائد دیار بریسی 

کنید، ظروف باید تمیهز باشهند و همینطهوی از نظهر وجهود  هود 

هها ها باید بریسهی شهوند تها عهایی از آ یوی آ  ها برکنندهپاک

 باشند.

  بالهای آنهزیم کنسوگهه دی غلظت

 کنندهمحلول یقیر

  از یوی دستوی کای کیت ی  محلهول کنسوگهه آمهاده کهای تهازه

 ب ازید.

 دمای انکوباسیو  بالا   دمای اتاق یا انکوبهاتوی یا چه  کهرده و دی میهزا  مهوید نظهر

 کالیبره کنید.

 

 

 

 قدرت تکرارپذیری ضعیف یا دوپلیکیت ناهمخوان -5

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی
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  ها باب دی چاه  ها از سوز  یا شیء نوک تیز استفاده کنید )بهرای ههر برای از بین برد   باب

 چاه  از ی  سوز  جدا استفاده کنید(

 ها اشههتباه دی ت  ههیم مههواد و نمونههه

 )دی پن ینگ(

 ر یا چ  نمایید.ی پن دستااه د 

 اثر اناشت بر یوی پلیت  .با محلول ش تشو اثر اناشت یا پاک کرده و سپس پلیت یا  ش  کنید 

  ها دی پلیتعدن یدیف بود  چاه   ها یا به صویت مرتبی یدیف کنید.چاه 

 تکنی  ش تشوی ضعیف یا غلط  کنیهد، اجهازه ندهیهد کهه  هر چاه  یا تا نزدی  لبه بالا با محلول ش تشو پر

های دیار شود، پهس از  هالی کهرد  محلول ش تشو سرییز شده و واید چاه 

 محلول ش تشو پلیت یا  وب  ش  کنید.

 

 

 حساسیت ضعیف -6

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

  اسههتفاده از کالیبراتویهههایی بهها

 های غیران انیمنشاء سرن

 .ت ت یا با کالیبراتویهایی که منشاء سرن ان انی دایند تکرای کنید 

  دی تهیه آنزیم کنسوگه آماده کای

از م ههدای مناسههب و کههافی آنههزیم 

کنسوگههههه غلههههیظ دی محلههههول 

 کننده آ  استفاده نشدهیقیر

  با استفاده از پروتوکول کیت ی  محلول آماده کای آنهزیم کنسوگهه

 تازه دیست کنید.

 تباه دی سهههمپلینگ آنهههزیم اشههه

 کنسوگه آماده کای

 .کالیبراسیو  سمپلرها یا چ  کنید 

 زما  انکوباسیو  ناکافی  .ت ت یا دوبایه با زما  انکوباسیو  مناسب تکرای کنید 

  دما دی  دی نی ت که سهازنده

کیت پیشنهاد کرده، پلیت بعهد از 

انکوباسیو  اول مدت زیادی بهاقی 

بعههد یوی آ   مانههده تهها عملیههات

 صویت گیرد

 های اضافی ان ان دهیدت ت یا طبر دستوی پروتوکول و بدو  وقفه 

 

 ابزوربنس کالیبراتورها )استانداردها( بالاست -7

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی
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  پلیههت بعههد از انکوباسههیو  اول

مههدت زیههادی دی دمههای بالههاتر از 

چه سازنده کیت سفایش کهرده آ 

ا عملیات بعد یوی آ  باقی مانده ت

 صویت گیرد

 های اضهافی ان هان ت ت یا طبر دستوی پروتوکول و بدو  وقفه

 دهید.

 ها یا دی م ههادیر کههافی از نمونههه

 ها ییخته نشدهچاه 

 .کالیبراسیو  سمپلرها یا بازیسی کنید 

 

 نمونه، ابزوربنس خارج از رنج کالیبراتورها دارد -8

 رادتصحی  ای دلایل ا تمالی

 غلظت دی نمونه ب یای بالاست   یقیر کرده و ت ت یا تکرای کنید. صفرنمونه یا با کالیبراتوی 

 

 ها پایین استکلیه ابزوربنس -9

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

  دیجههه  20دمههای اتههاق زیههر

 گراد استسانتی

  زما  واکنش سوب ترا با آنزیم کنسوگه یا افزایش دهید )البته با

شود دمای آزمایشااه یا بین ماهنای سازنده کیت( پیشنهاد میه

 دیجه  فظ کنید. 21تا  20

 

 کنترل از رنج خارج است -11

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 آلودگی کنترل  .ت ت یا با ی  کنترل جدید تکرای کنید 

 آلودگی کالیبراتویها  .ت ت یا با کالیبراتویهای جدید تکرای کنید 

 

 

 

 

 

 شوندها در پلیت خارج میها از نگهدارنده آناستریپ -11

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی
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 ت ربه ناکافی تکن ین   دی هناان  ش  کرد  پلیت باید آ  یا محکم دی دست گرفت

ها از هلهدی  هود  هایج و بر دو طرف آ  فشهای آوید تها اسهتریپ

 نشوند.

 

 شوندها در هلدر فیت نمیاستریپ -12

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 ها و یها جهت نامناسب اسهتریپ

 هلدی نامناسب

 دیجه تغییر دهید و یا از هلهدی مناسهب  190ها یا جهت استریپ

 استفاده نمایید.

 

 کروموژن آبی رنگ شده است -13

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 آلوده شده است  .از کروموژ  تازه استفاده کنید 

 

 شودبعد از ترکیب کروموژن و سوبسترا محلول آبی رنگ می -14

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 اندآلوده شده  .از کروموژ  و سوب ترای تازه استفاده کنید 

 

 ( زرد رنگ شدهStop Solutionکننده واکنش )محلول متوقف -15

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 آلوده شده است  تازه استفاده کنید. از محلول 

 

 ها قبل از خواندن ابزوربنسرسوب و ذرات سیاه در چاهک -16

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

  واکنش آنزیم کنسوگه و سوب ترا

دقی هههه بهههه طهههول  30بهههیش از 

 ان امیده

  ت ت یا تکرای کرده و زما  واکنش آنزیم کنسوگهه و سوب هترا یا

 کاهش دهید.

 

 شوددقیقه انکوباسیون سوبسترا رنگی ظاهر نمی 31حتی پس از  -17

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 های نامناسب از کروموژ  ن بت های صحی  دیست کنید.محلول تازه با ن بت 
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 آندو سوب ترا ترکیب شده

 سوب ترا  راب شده است  .با تولیدکننده تماس بایرید 

 

 شودرنگزایی با سرعت زیادی حادث می -18

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 غلظت آنزیم کنسوگه بالاست  توا  تیترههای مختلهف یا از آنهزیم کنسوگهه چه  کهرد تها می

 بهترین تیت به دست آید و یا با سازنده کیت تماس گرفت

 آنزیم کنسوگه آلوده شده است  اند.مطمئن شوید که ظروف و وسایل موید استفاده آلوده نبوده 

 

 شودرنگزایی با تأخیر و با سرعت کم حادث می -19

 تصحی  ایراد دلایل ا تمالی

 اندها به دمای اتاق نرسیدهنمونه  ها یا به دمای اتاق برسانید.قبل از ان ان ت ت نمونه 

 آنزیم کنسوگه ضعیف است   طرز تهیه آ  یا دوبایه چ  کنیهد، ت هت یا بها محلهول آنهزیم

 اده شده تکرای کنید.کنسوگه دوبایه آم

 ها اثر منفهی دی بر ی ناهداینده

فعالیههت آنههزیم داینههد )ماننههد اثههر 

بازداینههده سههیدن آزایههد بههر آنههزیم 

 پراک یداز(

 های بازداینده بپرهیزید.از استفاده از ناهداینده 

  دمههای پههایین آزمایشههااه و یهها

 دمای پایین سوب ترا

 تها  20نید )دما باید بهین دمای آزمایشااه و سوب ترا یا چ  ک

 گراد باشد(دیجه سانتی 21

 

 

 های الایزانکات پیشنهادی در مورد برخی تکنیک

 (Washingشستشو )

اند صهویت هایی که متصل نشهدهها از آ ش تشو جهت جدا کرد  ترکیبات باند شده به کف چاه  عملیات

شهود ها ان هان مین مایع ش تشو به دا ل آ ها و ییختگیرد، این عمل با  الی کرد  مایع دا ل چاه می
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گردد بایهد دایای لی که جهت ش تشو استفاده میکه معمولاً  داقل باید سه بای این عمل یا تکرای کرد، محلو

بادی اثر سهوء نداشهته ژ  و آنتیشرایط  اصی باشد مثلاً باید شرایط ایزوتونیکی ای اد نماید تا بر پیوند آنتی

باشد )آب می PBSها که بیشترین استفاده یا جهت ش تشو دی الایزا داید محلولترین محلولباشد، یکی از به

باشهد مهایع ، مولاییته و... نمیpHکه دایای شرایط یک ا  و استیبل دی مشخصاتی چو  معمولی به علت این

سهتفاده هها اهای ش تشهو از بر هی دترجنتچندا   وبی جهت ش تشو نی ت.( گاهی دی بر ی از محلول

( تا قدیت ش تشوی محلول افزایش یابد، باید توجه داشت که دی صویت اسهتفاده از Tweenگردد )مانند می

داشهته باشهد نهها ژ ها دی محلول ش تشو باید دقت شود که این دترجنت اثر سهوئی بهر یوی آنتیدترجنت

ل ش تشو ا تمال بهه وجهود آمهد  )مانند اثر دناتویسیو (، دی ضمن دی مواید استفاده از دترجنت دی محلو

توانند از تماس محلول با ها میها وجود داید که این  باب باب دی هناان ییختن محلول ش تشو دی چاه 

کف چاه  ممانعت کرده و دی نتی ه عملیات ش تشو یا دی آ  نوا ی مختل کنند لذا باید از تشکیل  بهاب 

 یزید.ها دی هناان ش تشو به شدت اجتناب ودی چاه 

 (Manual Washingشستشوی دستی )

ها دی تماس با محلول ش تشو قرای ترین نکته این است که تمان ن اط چاه دی ش تشوی دستی پلیت، مهم

 گونه  باب هوایی ای اد شود.گیرند و نباید هیچ

 های شستشوی پلیت یا استریپشستشو با دستگاه

ها بایهد بهه صهویت یوتهین ییزی است و این دسهتااهبرنامه های متعدد ش تشو قابلها سیکلدی این دستااه

ها دائماً موید تأیید واقع شود زیرا ممکن است اشهکالات  اصهی کهه دی موید معاینه قرای گیرند تا کایکرد آ 

 های ش تشو(.شود مانع ش تشوی صحی  گردند )مانند م دود شد  کانالها ای اد میآ 

 نکاتی مهم در شستشو

 هیه محلول ش تشو یا به دقت ان ان دهید.مرا ل ت 

 .صحت عمل دستااه ش تشو یا یوزانه و به صویت یوتین چ  کنید 
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 .از طراز بود  سط  پلیت دی هناان ش تشو اطمینا   اصل کنید 

  ها سط  گنبدی شوند )دی هناان پر شد  چاه ها دی هناان ش تشو کاملاً پر میمطمئن شوید که چاه

 باشد.(مشاهده میمایع قابل 

 های کنسوگه دی هناان ش تشو اطمینا   اصل کنید.ماندهاز  روج باقی 

  های م اوی بپرهیزید.دی هناان ش تشو از سرییز شد  محلول ش تشو و ویود آ  به چاه 

 .دی دستااه واشر فشای ش تشو یا کاهش داده و از فشایهای بالا استفاده نکنید 

 ید طبر دستوی کیت به تعداد دفعاتی که رکر شده عملیات ش تشو یا ان ان داد.دی هناان ش تشو با 

  ثانیه وقفه ای اد کنید. 20بین هر مر له ش تشو پس از ییختن محلول ش تشو 

  دی هناان  الی کرد  و یا آسپیره کرد  محلول ش تشهو اطمینها   اصهل کنیهد کهه تمهامی آ   هایج

 شود.می

 مانده یا  ایج کنید.گیر ریات باقی تشو یا برگرداند  پلیت بر یوی کاغذ نمپس از اتمان مرا ل ش 

 نکاتی مهم در سمپلینگ

  ها مرتباً کالیبره کنید.سمپلرها یا طبر دستوی سازنده آ 

 .از تماس نوک سمپلر از دیوایه ی  چاه  به چاه  دیار بپرهیزید 

 ها بپرهیزید.طراف و سایر چاه ها به اها و سایر محلولاز پاشیده شد  نمونه 

 مانده دی نوک سمپلر با فوت کرد  بپرهیزید.های باقیاز  ایج کرد  محلول 

 .برای هر نمونه یا محلول از نوک سمپلر جدید استفاده کنید 

  ها یا پاک کنید.لوله سمپلر یا جهت وجود قطرات و یا مواد  ش  شده  ش  کرده و دی صویت وجود آ 

 یت و محکم شد  نوک سمپلرها بر سر سمپلر اطمینا   اصل کنید.از ف 

 نکاتی مهم در مورد میکروپلیت

 .قبل از باز کرد  دیب کی ه  اوی میکروپلیت آ  یا به دمای اتاق برسانید 
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 .بعد از افزود  سوب ترا پلیت یا دی جای تایی  قرای دهید 

 ها نتوانند  ایج شوند.ویی فشای دهید که استریپدی هناان  الی کرد  پلیت باید دو طرف آ  یا ط 

 دیجه چر انده و جا بزنیهد و اگهر بهاز ههم  190ها یا شوند ابتدا آ ها دی هلدی  وب فیت نمیاگر استریپ

 فیت نشدند از هلدی مناسب استفاده کنید.

 دی آ  یا  وب ببندید. گیر به دا ل کی ه مخصوص برگردانده وهای استفاده نشده یا همراه با نماستریپ 

 .دی زما  باز کرد  دیب پلیت دی بای اول تاییخ یا یوی کی ه پلیت یادداشت کنید 

 ها یا توسط محلول ش تشو از یوی پلیت پاک کنید و آ  یا  ش  کنید.اثر اناشت 

 ئهت هها و قراهها دی چاه توجه کنید که دی هناان ان هان مرا هل ت هت ماننهد ش تشهو، ییخهتن محلول

 ها دی جای  ود باشند.ابزویبنس چاه 

 شونده پاک کنید.قبل از قرائت ابزویبنس زیر پلیت یا با دستمال مخصوص بدو  ریات پخش 

  ها  ش  شوند.دی  لال ان ان ت ت نباید اجازه داد که کف چاه 

 سازی سوبسترانکاتی مهم در مورد آماده

 از محلول( سوب ترای های تازه کروموژ  و سوب تراA  و سوب ترایB.استفاده کنید ) 

 .محلول سوب ترای آماده شده یا بیش از ی  ساعت ناهدایی نکنید 

 .طرز تهیه محلول سوب ترای آماده کای یا به دقت مانند دستوی کیت اجرا کنید 

 .دمای محلول دی نتی ه ت ت ب یای مهم است زیرا دی تولید ینگ تأثیر ب زایی داید 

  ناهدایی محلول سوب ترای تازه یا با محلول قدیمی دی ی  ظرف مخلوط نکنید.برای 

  ها یا با محلول اسیدسولفویی  ش ته و سپس چند بای برای استفاده م دد از ظروف سوب تراهای کهنه آ

 با آب م طر ش تشو دهید.

 نکاتی مهم در مورد آنزیم کنژوگه

 ایی کنید.کنسوگه یا دی دمای رکر شده دی کیت ناهد 
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 های دیار ناهدایی نکنید و همیشه به اندازه نیاز کنسوگه یقیر شده یا برای مدت طولانی جهت ان ان ت ت

 دهید محلول کنسوگه یا آماده کنید.برای ت تی که ان ان می

 .هرگز برای مدت طولانی محلول کنسوگه یا دی یوی میز کای باقی ناذایید 

 مونهنکاتی مهم در مورد افزودن ن

 شود که عبایتند از:گاهی بر ی اشکالات دی سمپلینگ نمونه باعث ای اد جواب ناصحی  می

  ها.های چاه و تماس آ  با دیوایه ها یا بافر موجود دی چاه قرای نارفتن نمونه دی مرکز کف چاه 

 .ای اد کف و  باب دی هناان افزود  نمونه 

 (Stop Solutionنش )کننده واکنکاتی دی موید محلول متوقف

شهود، عمهل کننهده واکهنش جههت جلهوگیری از واکهنش بیشهتر آنهزیم دی الهایزا افهزوده میمحلول متوقف

گیرد که عملیات تولید محصول از واکنش آنزیم و سوب هترا ی واکنش معمولاً دی زمانی صویت میزسامتوقف

مولاییته بالا با دناتویه کرد  سها تما  آنهزیم باشد. اسیدها و بازهای قوی با ( میLinearهنوز دی فاز  طی )

های  اص اثر های استاپینگ به صویت ا تصاصی بر یوی آنزیمسازند، بر ی محلولفعالیت آ  یا متوقف می

با شلاته کهرد   EDTAباشد و می HRP( مثلاً سدیم آزاید مهایکننده آنزیم Enzyme- Specificگذایند )می

 کند.م آلکا  ف فاتاز این آنزیم یا مهای میفاکتوی آنزی -یو  آهن کو

کند کننده واکنش طیف جذبی محصول تغییر میهای الایزا پس از افزود  محلول متوقفدی ب یایی از ت ت

 410شود که ماکزیمم جذب ینگ  اصل معمولهاً دی مثلاً ینگ محلول دا ل چاه  از آبی به زید تبدیل می

 د بود.نانومتر  واه 492نانومتر و یا 

 نکاتی مهم در مورد دما

 ( دیجهه سهانتی 21تها  20ت ریباً نیم ساعت قبل از شروع ت ت تمامی اجزای کیت یا به دمای اتهاق )گراد

 برسانید.



59 

 

 توانهد تر از  هد لهازن میدمای کلیه انکوباتویها یا چ  و تنظیم نمایید، به یاد داشته باشید که دمای پایین

تواند باعث افزایش ابزویبنس شود دی ضمن تبخیر مایع دی و دمای بالاتر از آ  می باعث کاهش ابزویبنس شده

 کند.( گردد که دی نتی ه آزمایش ا تلال ای اد میEdge Effectای )تواند باعث اثر لبهها میچاه 

  ،ی اتاق یا بها باشد بنابراین دماگراد میدیجه سانتی 21تا  20دمای مناسب برای انکوباسیو  دی دمای اتاق

 گیری کرده و تنظیم نمایید.استفاده از ترمومتر   اس و کالیبره شده اندازه

 :دستیابی به دمای کاملاً مناسب برای هر ت ت از ضروییات است، بنابراین 

 یر نمایید.ها یا تنظیم و یا تعمت کافی، آ کالیبراسیو  تایمرها یا بریسی کنید و دی صویت عدن دق -1

 ها یا ثبت نمایید.انکوباسیو زما   -2

 ها یا قرائت نمایید.تر ابزویبنسکننده واکنش هر چه سریعپس از افزود  محلول متوقف -3

 نکاتی مهم در مورد شیکینگ و روتیشن

 شود که از ی  طرف مواد دی  ال واکنش  وب بها ههم مخلهوو شهوند و از شیکینگ و یوتیشن باعث می

 ها به صویت پیوسته دی تماس با فاز جامد قرای گیرند.مایع دا ل چاه طرف دیار مواد موجود دی 

 توا  انرژی کینتی  سی تم یا فهراهم نمهود کهه دی ایهن صهویت واکهنش با عمل شیکینگ و یوتیشن می

 جبرا   واهد شد. بادی افزایش پیدا کرده و گاهاً نیاز به انکوباسیو  دی دمای بالاترژ  و آنتیآنتی

 (Hook effectاثر هوک )

شهود. اثهر ههوک عبهایت های ایمونولوژی  دیهده میترین اشکالات غیرتکنیکی است که دی یوشیکی از مهم

ت بالای از آنالیهت وجهود داید. ایهن ظلکه غهای ایمونولوژی  دی  الینشاست از کاهش کارب نتایج دی واک

شود که غلظت بالایی از آنالیت دی دیده میهای سرولوژی است، زمانی پدیده معادل پدیده پروزو  دی واکنش

آیهد. دی کاربی کمتر از  هد واقعهی بهه دسهت مییغم بالا بود  غلظت آنالیت، نتی ه سرن وجود داشته و علی

 الت عادی منحنی استانداید یسم شده  الت صعودی داشته و به موازات افزایش غلظت استانداید جذب نویی 

پدیده هوک ای اد شود منحنی به جای سیر صعودی مهداون، دی جهایی از م هیر  شود. اما چنانچههم بیشتر می
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آید که علت ناماذایی این پدیده به این نان همین مهوید ( دیمیHookکند و به شکل قلاب )سیز نزولی پیدا می

 است.

 (Edge effect)اثر لبه 

ای و مرکهزی اغلهب الهایزا( لبهه هایبه علت عدن یکنوا تی  رایتی و یها تهابش نهوی بهه نوایههای )اسهتریپ

که به دلیل این Co37های الایزا( دی سوب تراها به نوی   اس ه تند و همچنین تفاوت دمای نوایها )استریپ

نوایهای کنایی به دلیل باز و ب ته کرد  دی انکوباتوی دی معرض تغییرات دمایی بوده و بنابراین جذب نهویی 

 تر  واهد بود.های دا لیچاه نوایهای کنایی کمتر از نوایها و 

 Immuno Fluorescent Assay (IFA)ایمونوفلورسانس تکنیک 

ها یا با ملکول فلویسنت نشهاندای کهرد یها دی بادیتوا  آنتینشا  داد که می Albert Coons، 1941دی سال 

نت، فلویوفوییها یها های فلویسهنس لیبهل شهوند. ایهن ترکیبهات فلویسهتوانند با مولکولها میبادیواقع آنتی

شوند. مولکول فلویسنت، طهول مهوج  اصهی از نهوی یا جهذب کهرده و دی واقهع انهرژی فلویوکرون نامیده می

های آ  منت ل و سبب برانایخته شد  الکترونها و دایای سط  بالاتری از انهرژی های نویی به الکترو فوتو 

بهه s 11-10دایی از ایهن انهرژی یا دی زمها  کوتهاهی ها هناان برگشت به  الت پایه م شوند که این الکترو 

تری از انرژی جنبشهی دی  الهت تهیهیج شهده کنند. هناامی که الکترو  به سط  پایینصویت گرما آزاد می

مانده انرژی بعد از چند نانوثانیه به صویت ی  فوتو  نوی بها انهرژی کمتهر از فوتهو  اولیهه آزاد یسد، باقیمی

 شود.می

(  اصهی optimalهای ایگانی  با سا تما   ل وی بوده و هر ی  طیهف جهذب بهینهه )ا مولکولفلویوفویه

(، تترامتیهل PE(، فیکهواییترین )FITCتهوا  بهه فلویسهئین ایزوتیوسهیانات )هها میدایند. از انواع فلویوکرون

ومهایین اسهتی  ، آمینهو متیهل کTexas Red ،Cy 3 ،Cy 1 ،yellow VS ،Luciferیودامین ایزوتیوسیانات، 

آل بایهد پایهدایی و شهدت بالهایی داشهته باشهد تها بهه یا تهی از اسید اشایه کرد. ی  پروب فلویسنت ایهده

 فلویسانس زمینه تشخیص داده شود.
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ههای دو ماده فلویسین و یودامین معمولاً به فرن ایزوتیوسیانات بوده و دی طی انکوباسیو  به سادگی بها گروه

کند. این دو ماده فلویسهنت بیشهتر از سهایر ترکیبهات مهوید اتصالات کووالا  برقرای می بادیآمینی آزاد آنتی

 گیرند.استفاده قرای می

های ان ا ، بز، گوسفند و  رگوش جهت کونسگاسهیو  بها فلهویوکرون سرندی یوش ایمونو فلویسانس از آنتی

 گردد.استفاده می

طهول نانومتر بوده و تابش نهوی سهبز آ  دی  490 -491 داکثر جذب ایزوتیوسیانات فلویسین دی طول موج 

 گیرد. این ترکیب شدت زیاد، پایدایی نویی بالا و بازده کوانتون بالا داید.نانومتر صویت می 117 -120موج 

های فلویسنت Micro Sphereهای فلویوکرون استفاده از بادی با مولکولهای نشاندای کرد  آنتیاز دیار یوش

 گیرد. اوی هزایا  مولکول فلویوکرون است که دی پوششی از لاتکس قرای می Micro Sphereبوده، ی  

 -ELF (Enzymeها های کلرومتری  بوده و یکی از این یوشتر از یوشهای فلویومتری  ب یای   اسیوش

Labeled Fluorescenceیهن یوش توسط لایی و و همکایانش ابداع گردید. دی ا 1991باشد که دی سال ( می

 شود.ها مانند آلکالن ف فاتاز استفاده میهای با واسطه آنزیماز سوب تراهای فلویوژنی  برای بخش

بهادی کهه آنتیتهوا  براسهاس اینالعاده   اس و ا تصاصی بوده و به طوی کلی میتکنیکهای فلویسنت فوق

 وه م ت یم و غیرم ت یم ت  یم کرد.های ایمونوفلویسانس یا به دو گراصلی لیبل فلویسنت داید یا نه، یوش

 ایمونوفلورسانس مستقیم -0

ژ  م ههول یوی اسهلاید فهیکس شهده بادی کونسگه با نشانار فلویسنت، م ت یماً به آنتیدی این یوش آنتی

شهود شود. بعد از انکوباسیو  و ش تشهو، اسهلاید بهه وسهیله میکروسهکوپ فلویسهانس بریسهی میاضافه می

ناین ی دی ی  زمینه سیاه قابل یؤیهت ه هتند. ایمونوفلوسهانس  -ی تیپی  با نوی سبز یا زیدها به طوژ آنتی

ها ب یای مناسب است ها دی سلول، بافت یا مایعات بد ، اسمیر میکروایگانی مژ م ت یم برای تشخیص آنتی

. از ایهن یوش بهرای یوندبادی به کای میژ  و هم آنتیهای غیرم ت یم برای تشخیص آنتیکه یوشدی  الی

، کلامیدیا تراکوماتیس، نای ریا، هایی مانند لسیونلا، پنوموفیلا، پنوموسی تیس کایینیشناسایی میکروایگانی م
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هایی مانند کلیه و پوست بیمایا  مبتلا به ها، بریسی یسوبات پروتیین دی بافتهای لنفوسیتبریسی زیر گروه

 د.شولوپوس و گلومرولونفریت استفاده می

 ایمونوفلورسانس غیرمستقیم -2

ها بادی( این است که آنتیIndirect Immunofluorescent Assay)ایمونوفلویسانس غیرم ت یم  IFAاساس 

ژ  عمل کهرده و بها توانند  ود به عنوا  آنتیدهند بلکه همچنین میژ  همولوگ واکنش مینه تنها با آنتی

 د.ها نیز واکنش دهنآنتی ایمونوگلبولین

ژ  شهنا ته شهده ایمونوفلویسانس غیرم ت یم شامل دو مر له است دی ابتدا انکوباسیو  سرن بیمای با یه  آنتهی

متصل به فاز جامد )اسلاید( ان ان شده، سپس اسلاید ش ته شده و آنتی ایمونوگلوبولین لیبل با فلهویوکرون اضهافه 

هها بهه کهای بهرده و نیهازی بهه رای انهواعی از واکنشتهوا  بهبهادی کونسگهه یا میگردد. دی این یوش ی  آنتیمی

 باشد.های معرف نشاندای و  الص شده متعدد نمیبادیآنتی

تر از ایمونوفلویسانس م ت یم است کهه بها یوش غیرم ت یم ی  تکنی  ب یای   اس بوده و  تی   اس

تر از یوش فلویسهانس شهفافتشهخیص داد. دی ایهن  g/mL1/0بادی یا دی غلظتی کمتر از توا  آنتیآ  می

بهادی بانهد شهده و چنهدین تکنی  م ت یم بوده، زیرا چندین ایمونوگلوبولین فلویسانس به هر مولکول آنتی

بهادی ا تصاصهی غربهال کهرد. ایهن یوش بهرای توا  با ی  معرف نشاندای پلی کلونال از نظر آنتیسرن یا می

ههای بادی(، آنتیANAهای ضد ه ته )بادیک وپلاسما، آنتیتوهای ضد ترپونما، کلامیدیا، بادیتشخیص آنتی

وسایتوماالوویروس و به  صوص جهت تشخیص اتو آنتی  یهایی مانند هرپس سیمپلکس، اپشتین باضد ویروس

 ها به کای برد.بادی

 ایمونوفلورسانس به روش کمیّ

( به دو گروه هموژنوس و هتروژنوس EIA) ایمونواسیتوا  همانند آنزیم ایمونوفلویسانس به یوش کم ی یا می

ههم توا  از ایهن مهواد بهرای نشهاندای کهرد  ها نشانار مواد فلویسنت ه تند و میت  یم کرد. دی این ت ت

 ژ ای، اسهتفاده کهرد. از ایهن یوش بهرای شناسهایی آنتهیههای ه هتهژ بادی ضهد آنتیژ  و هم آنتیآنتی
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ههای فلویسهنت ی متعدد ویروسی استفاده کرد. همچنین از بخشهاژ توک وپلاسما، ویروس سر   و آنتی

 ( استفاده می گردد.4Tتروک ین )مهم مانند کویتیزول، پروژسترو  جهت شناسایی ترکیبات بیولوژیکی 

توا  به یوش ایمونوفلویسهانس مههایی اشهایه کهرد کهه یه  یوش های ایمونوفلویسانس هتروژ  میاز یوش

Blocking  بهادی غیرنشهاندای م هاوی شهده و دی مر لهه بعهدی بها ژ  بها آنتیت ابتدا آنتهیاست. دی این ت

بهادی نشهاندای و ههم شود. بعهد از ش تشهو، دی بریسهی لهان اگهر ههم آنتیبادی نشاندای شده م اوی میآنتی

 ژ  موید نظر همولوگ باشند، هیچ فلویسان ی دیده نخواهد شد.غیرنشاندای برای آنتی

هموژ  بوده کهه دی آ  هماننهد  ایمونواسیهای ا یر دی یوش ایمونوفلویسانس مربوط به ب یایی از پیشرفت

ها ب یای سریع و یا ت بهوده و ف هط یه  مر لهه به جداسازی نیاز ندایند. بنابراین ان ان آ  EIAهای یوش

 گیرد و نیازی به مر له ش تشو نداید.انکوباسیو  ان ان می

اشهایه کهرد.  FPIA (Fluorescence Polavization Immuno Assay)ش تهوا  بهه یوهای دیاهر میاز یوش

ژ  است که با اساس آ  تغییر دی پولاییزاسیو  نوی فلویسنت ساطع شده از مولکول فلویوکرون متصل به آنتی

 شود.بادی مربوطه  اصل میژ  نشاندای به آنتیاتصال این آنتی

ها غیرنشاندای موجود دی نمونهه بیمهای بهرای ژ ویوکرون با آنتیهای نشاندای شده با فلژ آنتی FPIAدی یوش 

ژ  دی نمونهه بیمهای باعهث کنند. وجود م دای زیاد آنتیبادی یقابت میتعداد محدودی از جایااه اتصالی آنتی

بهادی متصهل شهده و دی نتی هه پلاییزاسهیو  کمتهری ژ  نشاندای فلویسنت کمتری بهه آنتیشود تا آنتیمی

گردد. بنابراین دیجه پلاییزاسیو  فلویسانس به طوی معکوس با غلظت آنالیت موید بریسی متناسب  شناسایی

 است.

ههای های کوچ  است که آزادانه دی محلول وجود داشته و معمولاً دی آنالیتمحدود به مولکول FPIAکایبرد 

هها و دایوهها یهین غلظهت هویمو کایبرد دایند. از این یوش بیشتر بهرای تع d2000با وز  مولکولی کمتر از 

قیمت و آنالیزویهای اتومات استفاده آ  شود. این یوش به دلیل نیاز به ت هیزات پیشرفته و گرا استفاده می

های ایمونوفلویسانس غیرم هت یم و ایمونوفلویسهانس های بالینی یایج نشده است. ولی از یوشدی آزمایشااه

 باشد.تر میکم ی یایج
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 سانس در میکروبیولوژیایمونوفلور

های های جدا شده، وجود ایگانی همهای تشخیص میکروبیولوژی برای شناسایی ایگانی م  دی ت تکایبرد آ

 باشد.بادی ا تصاصی میعفونی دی بیوپ ی بافتی یا اگزودا و یا تشخیص عفونت از طریر آنتی

بههوده کههه دی آ  از یوش  FTA-ABS test بههادی فلویسههنت ترپونمههایییهه  نمونههه کلاسههی  آ  ت ههت آنتی

شود. )ترپونماپالدیون کشته شده + سرن بیمهای + آنتهی هیهومن گلوبهولین ایمونوفلویسانس غیرم ت یم استفاده می

ههای ثبهوت ههای سیفیلی هی دی یوشبادینشاندای( این ت ت   اسیت و ا تصاصیت زیهادتری ن هبت بهه آنتی

ت تی است که دی سیفیلیس زودیس مثبت شهده و چنهدین سهال اولین  FTA-ABSمکمل و فلوکولاسیو  داید. 

 ماند.پس از دیما  سیفیلیس زودیس نیز مثبت باقی می

 هابادیایمونوفلورسانس در تشخیص اتوآنتی

شود. به عنوا  مثال های اتوایمیو  مختلف استفاده میها دی بیماییبادیاز این یوش جهت تشخیص اتوآنتی

ANA (Anti Nuclear Antibodyکه گروه هتروژنی از آنتی )ها که با تمان ه ته یا اجزای ه ته ماننهد بادی

دهند و به طوی عمده با ایمونوفلویسانس غیرم هت یم ها واکنش میو هی تو  ssDNA ،dsDNAها، پروتیین

 شوند.سن یده می

شوند. پس م اوی می 2HePGهای کشت بافتی مانند یده سلولی هایی از سرن بیمای با سلولدی این ت ت یقت

بهادی ها، از یه  آنتیموجود دی سرن به این سهلول IgMو  IgA ،IgGبادی ا تصاصی ایزوتیپ از اتصال آنتی

ای ههای ه هتهژ های بیمهای بهه آنتیبادیشود. الاوی اتصال آنتیثانویه نشاندای جهت تشخیص استفاده می

( کایبرد تشخیصهی داید. ایهن SLE صوص لوپوس اییتماتوس )های اتوایمیو  به بیماییمتغیر است و برای 

 باشند.می Homogeneous ،Peripheral ،Speckled ،Diffused Nuclear Fluorescenceالاوها شامل 

ه و معمولاً با لوپهوس فعهال، وجود داشت DNPو  DNAبادی ضد آنتی Peripheralیا  Nuclear rimدی الاوی 

دی  هدود  Diffusedیها  Honogenousکه دی الاهوی   همراه است. دی  الیرنفریت لوپوسی و سندین شوگ

 شود.بیمایا  مبتلا به لوپوس و ا تلالات بافت پیوندی این الاو دیده می 70%
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 Nuclearشهود. الاهوی دیهده می RAهای اتوایمیهو  از جملهه لوپهوس و دی اکثر بیمایی Speckledالاوی 

staining دی بیمایا  اسکلرودیم( ا یا اسکروزیس سی تمی  پیشرفتهPSSو سندین شوگر  دیده می ).شود 

 Chritidia( بهه یوش ایمونوفلویسهانس از اناهل dsDNAای )دو یشته DNAبادی ضد جهت تشخیص آنتی

Lucilliae شود. کینتوپلاست این انال غنی از استفاده میDNA ای  الص است. ابتدا کینتوپلاسهت دو یشته

ای دی سرن وجود دو یشته DNAضد  IgGبادی سط  لان با سرن بیمای م اوی شده و اگر آنتیفیکس شده دی 

شهود، فلویسئین نشهاندای م هاوی می DNAبادی ضد داشته باشد به کینتوپلاست متصل شده و سپس با آنتی

 داید. %90 باشد این یوش ا تصاصیتمی بادی دی سرن بیمایدهنده وجود آنتیای اد  الت فلویسانس نشا 

ههای برای بیمایی لوپوس اییتماتوس ا تصاصهی نبهوده و دی بیمایی ANAهمانطوی که قبلاً اشایه شد ت ت 

بیمهایا  مبتلها بهه  %91شود، هر چند دی سهرن و  تی دی سرن افراد سن بالا نیز یافت می RAدیار از جمله 

بهادی ضهد ( یها آنتیSMAضهلات صهاف )بهادی ضهد عبادی وجهود داید. آنتیلوپوس اییتماتوس این اتوآنتی

های کبهد از قبیهل هپاتیهت ( یا آنتی ضد میتوکندیی دی تشخیص بیماییLKMهای کبد و کلیه )میکروزون

 شود.مزمن فعال و سیروز اولیه استفاده می

ANCA (Anti Neatrophil Cytoplasmic Antibody) بادی دیاری است کهه از آ  دی تشهخیص و اتو آنتی

ههای واسهکولیت های التهابی کبد، هپاتیت اتو ایمیو ، بیماییگلومرولونفریت، کولیت اول راتیو، بیمایافتراق 

روفیل بادی ضد اجزای دا لی نوتی  آنتی ANCAجایی که شود. از آ التهابی مانند گرانولوماتوز استفاده می

 شود.فلوسانس استفاده میل به عنوا  سوب ترا دی تشخیص آ  به یوش ایمونوباشد، از نوتروفیمی

های ایمنهی ت مهع های ناشی از کمپلکسها از یوش ایمونوفلوسانس برای تشخیص بیماییایمونوپاتولوژی ت

یوستی تهیه شده و پس از فیکس و د. دی این تکنی  از بافت مربوطه بکننها استفاده زیادی مییافته دی بافت

ههای نشهاندای فلویسهنت م هاوی بادیع فریهز شهده بها آنتیشود. سپس این م اطگیری میفریز شد ، م طع

ههای باشد که معمولاً دی بافت، فیبرینوژ  می3Cها، بادی فلویسنت بر علیه ایمونوگلوبولینشوند. این آنتیمی

 دیده ت مع دایند.آسیب

 منابع خطا، نقاط ضعف و قوت ایمونوفلورسانس

  یل بالایی از نظر   اسیت و تنوع داید.استفاده از فلویسانس دی ایمونواسی پتان -1
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 طرناک ای داشته و مواد موید استفاده دی آ  مانند مواد یادیواکتیو یوش ایمونوفلویسانس یوش کای ساده -2

 محیطی نداید.نبوده و  طر زی ت

 باشد.ای دی این یوش یکی از مزایای این یوش میسرعت زیاد و کاهش سیانال زمینه -3

 باشد.ژ  زیاد میهای فلویوکرون به آنتیال مولکولاتصقدیت  -4

 کاهد.استفاده از کنترل مثبت و کنترل منفی دی ان ان هر ت ت الزامی بوده و از بروز  طا می -1

ها و اسلایدها و به  صوص آنتی هیومن گلوبولین کونسگه  اوی فلهویوکرون دی ها و محلولدایی، کیتناه -5

 گردد. رابی کیت می شرایط نامناسب من ر به

شفافیت برای ان ان  آویی گردد، زیرا سرن بیمایا  ناشتا به دلیلسرن بیمایا  باید دی شرایط ناشتایی جمع -7

 گردد.ای میهای لیپمی  و همولیز سبب افزایش فلویسانس زمینهآزمایش مناسب بوده و سرن

نشانار فلویسانس از اتوفلویسانس ای اد شده مشکل اساسی دی ایمونوفلوسانس تفکی  سیانال مربوط به  -9

 به وسیله مواد ایگانیکی است که دی  الت طبیعی دی سرن وجود دایند.

تواند سبب  هاموش شهد  مشکل دیار وجود اتصالات غیرا تصاصی به مواد موجود دی سرن است که می -9

(Quenching یا کم شد  سیانال و دی نتی ه تغییر دی میزا  فلویسانس )شود.می 

)یعنهی تخریهب فتوشهیمیایی فلویوفهوی( کهه باعهث اشهکال دی دیهد   Photo bleachingمشکل دیار  -10

گردد. تخریب مولکول فلویوفوی با بر وید نویی که جهت تحری  و های فلویسنت با میکروسکوپ میمولکول

جههت از بهین بهرد   Photo bleachingگیهرد. البتهه از شهود، صهویت میای اد فلویسانس به کای بهرده می

 شود.استفاده می FRAPیا  FLIPهای اتوفلوسانس و یا دی تکنی 

توا  به وسیله کاهش شدت یا مدت زما  تماس با نوی، یا می Photo bleachingکاهش فعالیت ای اد شده با 

وی کهه کمتهر ب یای قهکنترل کرد. همچنین از طریر افزایش غلظت فلویوفویها و به کای برد  فلویوفلویهای 

 این ن یصه یا جبرا  نمود. Seta Fluorsو  Dylight Fluors ،alex Fluorsه تند مانند  Bleachingم تعد 

های مثبهت کهه نیهاز بهه از ن اط ضعف یوش ایمونوفلوسانس صرف زما  زیاد جههت تیتراسهیو  سهرن -11

 ا است.هتکن ین ب یای با ت ربه و آموزش دیده جهت ان ان آزمایش و تف یر آ 
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 کند.ها محدود میها یا دی آزمایشااهقیمت امکا  استفاده از آ نیاز به ت هیزات ا تصاصی و گرا  -12

 (Chemiluminescent Immunoassaysلومینسانت )های ایمنی کمِیشسنج

 یود.بادی به کای میآنتی -ژ ترکیب شد  آنتی بریسیدیاری که برای  آزمایشااهی لومین انس تکنی کِمی

 نهوعی واکهنش واکهنشایهن این تکنی ، انتشای نوی ای اد شهده بها یه  واکهنش شهیمیایی کهه معمولهاً  دی

کند که با برگشت آ  به  الهت اولیهه، از ای تولید میی  مولکول برانایخته دی آ  باشد کهاک یداسیو  می

ها تهییج رو یده لومین انس، الکتشیمیایی با پدلومین انس ی  واکنش کند. دی واقع کِمی ود نوی ای اد می

(Excited( شده به سط  بالاتری از انرژی دی مدای بالاتر یسیده که با برگشت به مدای اولیهه )Ground State )

کنند. این پدیده به نان پدیده نشر نهویی یها انهرژی هایی از  ود ساطع میتری از انرژی، فوتو و سط  پایین

براساس یوش تهیهیج و مکانی هم انتشهای نهوی  اصهله، انهواع مختلفهی از پدیهده  شود.شعاعی نیز نامیده می

باشد. لومین انس ب یای شود که تفاوت دی نحوه ایت اء الکترو  به سط  تهییج شده میلومین انس ای اد می

 منشاء تأمین نوی ی  واکنش شیمیایی است. پدیدهشبیه فلویسانس است با این تفاوت که دی این 

شهوند عبایتنهد از ترین موادی که استفاده میلومین انس یا دایند اما متداولهای زیادی قابلیت کِمیمولکول

هها. زمهانی کهه ایهن مهواد بها پراک هید لومینول، آکریدینیون استرها، مشت ات یوتنیون و نیتروفنیهل اگزالات

شوند کهه سهط  انهرژی بالهاتری یهایی ای اد مهیدیوژ  و ی  آنزیم به عنوا  کاتالیت اک ید شوند، واسطه

 دایند.

کنند. طیف انتشایات  ود به  الت اولیه برگشته و انرژی یا به شکل نوی آزاد میهای به طوی  ودبهاین واسطه

تواند برای تواند چند ساعت طول کشد. این نوع لیبل کرد  میاز ی  فلش سریع نوی تا تابش مداومی که می

 استفاده شود.های هتروژ  و هموژ  سن ش

 لومین انسبه طوی کلی دو نوع لومین انس وجود داید: بیولومین انس و کِمی

 بیولومینسانس -0

دی سهال  McElroy توسهط افتد. برای اولین بایاین پدیده معمولاً به طوی طبیعی دی موجودات زنده اتفاق می

م لوسی فراز باکتریایی شهرح داده تاب و سی تاین پدیده دی سی تم لومین انس لوسی فراز کرن شب 1947
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یها  NADPHها این سی تم ا تصاصهی بوده و دی باکتری ATPتاب این سی تم ا تصاصی شد. دی کرن شب

NADH باشد.می 

یسد، البته این ماده کمیاب بوده و های آزمایشااه مناسب به نظر می  اسیت سی تم لوسی فراز دی تکین 

باشد. هر چند این سی تم   اسیت ب یای زیادی ن بت به سهایر مهواد میاستفاده آ  دی آزمایشات محدود 

 شود.بیولومین انس داید ولی قیمت این مواد بالا بوده و به سهولت دی کایهای آزمایشااهی استفاده نمی

 لومینسانسکِمی -2

اک هیس  یها باشهد کهه دی آ  بهه واسهطه تهأثیر های لومین هانس میلومین انس نوع دیاری از واکنشکِمی

 دی واقع نشر نویی اسهت کهه سوب هترایلومین انس شود. کِمیپراک یدها بر یوی بر ی مواد، نوی تولید می

لومین هانس تشعشهع کند. دی تکنی  کِمیتهییج شده، هناان برگشت به سط  پایه انرژی از  ود ساطع می

شهود تها نهوی زمینهه بهه باعث می های اک یداسیو ( بوده و این ویسگی اصل ی  واکنش شیمیایی )واکنش

  داقل یسیده و از نظر تئویی برابر صفر است.

شهوند، و لومین انس داشته و دی  الت کلی به پنج دسته اصلی ت  هیم میهای زیادی  اصیت کِمیمولکول

 ضهوی اگزالات، دی اگزتا  یوتینهون، دی ها به ویسه لومینول، استرهای اکریدینیون، استرهای شامل هیدیازین

عوامل اک یدکننده این واکنش کامل شده و نوی نشری از فرآویده تهییج شده و دی واکنش اک یداسهیو  بهه 

ها نیز طول کشد. دی نهایت بها تواند از ی  فلش سریع تا ی  تابش پیوسته ساعتآید. تابش نوی میدست می

 گیری کرد.توا ، اندازهسن ش قدیت واکنش نوی منتشره یا می

لومین انس است، امها های کِمیهای بیولومین انس چندین برابر واکنشافشانی واکنشمیزا  فوتو   هر چند

 شود.لومین انس استفاده میترجیحاً دی آزمایشااه بیشتر از پدیده کِمی

شهود.   اسهیت بندی میت  هیم Glowو  Flashلومین هانس  هود بهه دو دسهته عمهده های کِمیواکنش

و  Glowههای بهوده امها بهه دلیهل تکرایپهذیری بالهای واکنش Glowبیشهتر از نهوع  Flashهای نوع واکنش
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های بالینی اسهتفاده شهده و بیشهتر دی مهواید ، از این یوش کمتر دی آزمایشااهFlashهای های واکنشهزینه

 تح ی اتی کایبرد داید.

یوند، هر چنهد   اسهیت از این می ثانیه داشته و سریعاً 2تا  3/0نیمه عمری  دود  Flashهای نوع واکنش

 مول دایند. 1/0×  10-19ب یای بالایی  دود 

کشهد دقی ه به طهول می 30تا  20دقی ه داشته و واکنش  دود  1تا  2دایای پی   دود  Glowهای نوع واکنش

 گیری کرد.توا  اندازهتا به تدییج کاهش یابد و دی طی این مدت واکنش یا می

( دی  ضوی ی  کاتالی ت مانند 2O2Hیداسیو  ایزولومینول به وسیله پراک ید هیدیوژ  )به عنوا  مثال اک 

کههه نمایههد. دی  الی)نههانومتر( می nm421میکروپراک ههیداز ای ههاد یهه  تشعشههع نههویی ن ههبتاً پایههدای دی 

 اک یداسیو  استرآکریدینیون به وسیله پراک ید هیدیوژ  قلیایی دی  ضوی دترجنهت ای هاد یه  فلهاش یها

 ماند.ثانیه پایدای می 1تا  1کند که جرقه نویی سریع می

ههای فلهزی و های فلهزی و یها کمپلکسها، یو هایی از قبیل آنزیمها دی  ضوی کاتالی تتمامی این واکنش

Haemin گیرند.ان ان می 

 لومینسانسالکترو کِمی -3

گیری غلظت ب هیای کهم آنالیهت، دن اندازهلومین انس دایای اشکالاتی مانند کوتاهی مدت زما ، عیوش کِمی

شود. یوش لومین انس استفاده میتأثیر نوی تولید شده بر یوی نمونه م اوی، ا یراً از یوش جدید الکترو کِمی

ان امد با جریا  لومین انس بوده که دی آ  واکنشی که به تولید نوی میلومین انس نوعی از کِمیالکترو کِمی

پذیرد. دی این یوش الکترودی از جنس پلاتین بهه سی هتم ا قطع جریا  الکتریکی پایا  میالکتریکی آغاز و ب

شهود تها از تفهرق آ  جلهوگیری نمایهد. الکترودهها افزوده شده که باعث تمرکز نهوی دی محهل آشکایسهاز می

کتریکهی و که این عمل با برقهرایی جریها  الکند، به طوییهمچنین محدوده زمانی واکنش یا نیز تنظیم می

 گیرد.قطع آ  صویت می

کنهد و های م اوی یا برطرف میاین کنترل زما  تابش نوی مشکل تدا ل بیش از  د نوی تابش شده از نمونه

گیرد توانایی انت ال کامل نهوی تولیهد شهده یا بهه کنترل محل تابش نوی که تنها دی سط  الکترود صویت می
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توا  نوی تابش یافته از یه  واکهنش ایمونولوژیه  دی تابش نوی میسازد. با کنترل محل آشکایساز ممکن می

های دیار این سی تم پیشرفته توانهایی گیری کرد. از قابلیتهای مختلف اندازهی  نمونه یا همزما  دی محل

 ترین زما  به دست آوید.سن ش چند آنالیت متفاوت به طوی همزما  دی ی  نمونه موید آزمایش دی کوتاه

 لومینسانس در آزمایشات ایمونولوژیککِمی کاربرد

شود. با تلفیر گیری میدی این یوش شدت نوی تابش یافته و دی واقع نوی تولید شده توسط ماده نشاندای اندازه

لومین انت ( یا کِمیCIAیا  CLIAتوا  تکنی  )لومین انس و ی  واکنش ایمونولوژی  میی  واکنش کِمی

گیری های مویدنظر قابل انهدازهگیری م دای نوی تابش یافته، غلظت آنالیتکه با اندازه یا ای اد کرد ایمونواسی

 است.

یونهد. زیهرا بهه کهای می Endpointهای هموژ  و هتروژ  بهه شهکل لومین انس دی بخشسوب تراهای کِمی

ی فرمت یقابتی هم با های هتروژنی دبادی باند کرد. سن شتوا  نشانارها یا هم به آنتی ژ  و هم به آنتیمی

کهه دی فرمهت غیریقهابتی )سهاندویچ( ایهن ژ  نشهاندای قابهل ان هان ه هتند دی  الیبادی و هم با آنتیآنتی

 شود.بادی است که نشاندای میآنتی

های سن ش ایمنی یقابتی بیشتر براساس اتصال یقابتی بین لیااند نشهاندای و لیاانهد که یوشبا توجه به این

گیری تعههداد  صوصههیات شههوند و سههپس بهها انههدازهبههادی ان ههان میبههرای اتصههال بههه یهه  آنتیغیرنشههاندای 

یابنهد. پهس بها اسهتفاده از یه  منحنهی اسهتانداید و سهیانال فیزیکوشیمیایی موجود دی نشانار ادامهه می

ی ایهن های مربوط بهه لیاانهد م ههول )آنالیهت( یا از یوتوا  به طوی غیرم ت یم غلظتگیری شده میاندازه

ای که نوی ساطع شده دی فرمت یقابتی به طوی معکوس با م هدای منحنی کالیبراسیو  استخراج نمود، به گونه

که دی فرمت ساندویچ نوی سهاطع شهده م هت یماً متناسهب بها آنالیت موجود دی نمونه متناسب بوده دی  الی

هها ی آزمایشااه جهت سن ش پروتیینلومین انس دهای کِمیغلظت آنالیت موجود دی نمونه است. از تکنی 

هها ماننهد هویمهو  اسهترادیول، پروژسهترو ، ت توسهترو ، تیروک هین، گلوبهولین، هویمو  AFP ،2مانند 

، الیاونوکلئوتیدها و توالی اسیدنوکلئی  ژنون، دایوها مانند دیارک هین، دی مهواید CEAتومویمایکرها مانند 
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ههای تولیهد شهده دی بادیی، آلرژی، تعیین تیپ بافهت، تشهخیص آنتیایمونولوژی مانند ن ص ایمنی، اتوایمن

 بادی سیتوماالوویروس، یوبلا استفاده نمود.های ویروسی مانند آنتیبیمایی

گیری انف های دی تشخیص بیمایی گرانولوماتوز مزمن از این مکانی م و بها اسهتفاد از لومینهول جههت انهدازه

ای که اک یداسیو  لومینول سبب افزایش لومین هانس دا لهی به گونهشود ها استفاده میتنف ی فاگوسیت

 شود.میسلولی 

 گیرند:استفاده قرای می طریرلومین انس از دو های کِمیواکنش

یود که واکنش مذکوی با افزود  سوب ترا کاتالیز لومین نت به عنوا  نشانار م ت یم به کای میماده کِمی -1

تهرای پروپلهامین یا نشهانارهای م هت یم  -ههای یوتینهونی آکریدینیون، کمپلکسشود. لومینول، استرهامی

 شوند.متصل می DNAبادی و یا پروب ژ  یا آنتیگویند زیرا م ت یماً به آنتی

یود و لومین نت به عنوا  سوب ترا برای واکنشارهای ایمنی نشهاندای بها آنهزیم بهه کهای مهیترکیب کِمی -2

 ازهها آلکهالن ف هفاتاز، پراک هیدنزیمباشند. از جمله این آشانارهای غیرم ت یم مطرح مینها به عنوا  آنزیم

 باشند.گالاکتوزیداز می -( و بتاHRPتروب کوهی )

های ساطع شده از ترکیبات لومین نت دی طی زما  ب هیای کوتهاهی تولیهد لومین انس فوتو دی یوش کِمی

 گردد.ویسگی میشوند که این  صوصیت  ود باعث افزایش می

ههای ایمنهی یادیوایزوتهوپی و های ایمنی لومین ان ی دیجات   اسهیتی چنهد برابهر بیشهتر از بخشبخش

ترین یوش بخهش ایمنههی اسههت کههه محههدوده   ههاس Arrayلومین ههانس فلهویومتری داشههته و یوش کِمی

ش شهده اسهت. ایهن مهول( گهزای 21-10) Zepta molمول( و  تی تا  19-10) Attamolشناسایی آ  دی  د 

ترین ههای میکروتیتهر ه هتند. متهداولشوند و قادی به  واند  لولهه یها پلیتها با لومینومتر قرائت میبخش

باشهند لومین نت موید استفاده دی این متد استرهای اکریدمینیون و مشت ات ایزولومینهول میترکیبات کِمی

بهادی کونسگهه شهده و ژ  یها آنتییا تهی بها آنتهی که هر دو ب یای   اس بوده و مصرف زیادی دایند و بهه

 شوند.استانداید می
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 لومینسانسمزایا و معایب و خطاها در روش کمِی

ایهن لومین انس و بیولومین انس،   اسیت ها مانند کِمیبه دلیل قابلیت ب یای بالای شناسایی این یوش -1

 باشد.ا میهایی همانند الایزها  تی هزایا  بای بیشتر از یوشیوش

 ها ه تند.ژ ها و آنتیبادیها، آنتیها مانند هویمو قادی به سن ش طیف وسیعی از آنالیت -2

 باشند.دایای تکرایپذیری،   اسیت، ا تصاصیت و دقت بالا می -3

 باشند.دایای ایمنی بالا و غیر یادیواکتیو بود  از نظر آلودگی محیط ب یای مناسب می -4

گردد. به توسط قطعه گیری میئی و عدن نیاز به منبع نویی و فیلترهای  اص موجب سهولت اندازهتابش نوی مر -1

PMT (Photo Multiplier فوتو )کند.گیری میهای ب یای ضعیف یا نیز اندازه 

 باشند.ها قادی به سن ش آنالیت دی  د اتامول و زپتومول میاین یوش -5

ها بوده و ن بتاً ایزا  بادی نشانار( و معرف و محلولژ  یا آنتیکنشارها )آنتینیاز به م دای ب یای کم از وا -7

 باشند.می

 ترین زما  یا دایند.سرعت ب یای بالایی دی شناسایی دی کوتاه -9

ها ها و محلولاز معایب این یوش ب ته بود  سی تم بود که دی این یوش بای تی  تماً از دستااه و کیت -9

 یی هما  دستااه و شرکت موید نظر استفاده گردد.کاملاً انحصا

ایهن صهویت گرفتاهی عدن ش تشوی م ایی مایعهات ها و دی صویت عدن تمیز ناه داشتن پروب نمونه -10

 آید.م ایی پیش می

 بریسی تراکم دا ل محفظه به طوی مرتب ان ان گیرد. -11

ویت گیرد تا جریا  آب بهه یا تهی صهویت ز  باید صییز و همتمیز نمود  محفظه آب و محفظه دیو  -12

 گیرد.

 صویت گیرد. ،گیریها باید تعوی  دییچه بایی  و سلول اندازهگیری آنالیتدی صویت ا تلال دی اندازه -13
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لومین هانس محهل توا  به این مواید اشایه کهرد کهه دی یوش الکتهرو کِمیدیار این یوش می از معایب -14

گیری غلظهت ها قابل کنترل نبوده و امکها  انهدازهزما  آ  دی بر ی از دستااه و مدت شدهتابش نوی تولید 

 ب یای اندک آنالیت وجود نداید.

های مختلف، نوی تولیهد لومین انس به دلیل نزدیکی محل واکنش نمونههای کِمیدی ب یایی از تکنی  -11

ثیر گذاشته و باعث به دست آمد  نتهایج نهه گیری شده از نمونه م اوی تأشده از ی  نمونه بر یوی نوی اندازه

 شود.چندا  دقیر می

 های جدید استفاده از نشانگرهاتکنولوژی

 LOCI (Luminescent Oxygen Channeling Immuno assay)تکنیک 

شود. یکی باشند، استفاده مینانومتر می 200دی این یوش از دو نوع ریه لاتکس مختلف که هر ی  به اندازه 

نهانومتر انهرژی یا  590تر است و دی طول مهوج ( که   اسDonor Beadریات به عنوا  ریه دهنده ) از این

( کههه یهه  مولکههول Receptor Beadکنههد. ریه دیاههر گیرنههده )جههذب کههرده و تولیههد اک ههیس  منفههرد می

 باشد.نانومتر می 170لومین انس با طول موج نشری کِمی

قرای گرفته و اک یس  منفرد از ریه دهنده به ریه گیرنده منت ل و سبب  دی هناان تهییج، این دو ریه کنای هم

شود. دی این یوش مولکولی که قابلیت لیبهل کهرد  گیری میلومین انس قابل اندازهای اد ی  سیانال کِمی

 توا  استفاده کرد.های تشخیصی میداشته باشد دی ت ت

 SQUID (Superconducting Quantum Interference Device)تکنیک 

ژ  هدف، ها با آنتیبادیکنند، با انکوباسیو  این آنتیها یا با ریات مغناطی ی لیبل میبادیدی این تکنی  آنتی

هها از دسهتااه گیرد که جهت تشهخیص ایهن کمپلکس( شکل میAb-Ag*بادی لیبل )آنتی -ژ کمپلکس آنتی

SQUID بادی لیبل شده آنتی -ژ های آنتیهای  اصله از کمپلکسشود. دامنه و یا بزیگی سیانالاستفاده می

ژ  ههدف متناسب با تعداد ریات باند موجود دی کمپلکس است و متعاقباً م دای این ریات متناسب با م دای آنتی

 موید ج ت و است.
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 Q Dots (Quantum Dots)تکنیک 

شهاندای فلویسهنت دی تح ی هات بیولهوژیکی های نیسانا به عنوا  معرفهای نیمهدی این یوش از نانوکری تال

های مختلف بوده و زمانی که ندازهاهایی با شود. یکی از  صوصیات این یوش استفاده از کری تالاستفاده می

بها  Q dotکه ههر کنند. با توجه به اینهای متفاوتی ای اد میها با نوی لیزی تهییج شوند سیانالاین کری تال

 ها استفاده کرد.ها جهت تشخیص آنالیتتوا  از آ کند می اص  ود یا ای اد میاندازه مشخص سیانال 

 (Signal Amplification Technologyتکنیک تقویت سیگنال )

توا  دی انواع مختلفهی ( میTyramid Signal Amplification) TSAاز سی تم ت ویت سیانال با استفاده از 

 پروتکهلیه   TSAو یا فلویسانس استفاده کهرد. بها اسهتفاده از سن ی های تشخیصی براساس ینگاز یوش

کهایبرد داید  Bههای لنفوسهیت مناسب ای هاد شهده کهه دی تشهخیص کلو  mRNAهیبریداسیو  دی جای 

(mRNA in situ hybridizationدی این یوش مولکول .) ههایmRNA  زن یهره سهب  ایمونوگلوبهولین یا دی

اند های الیاونوکلئوتیدی که با ماده فلویسهئین نشهاندای شهدهاستفاده از پروب ها، بام اطع تهیه شده از بافت

دی م اطع بهافتی نیهازی بهه  Bبرای تشخیص لنفوسیت  TSAشود. دی این یوش ت ویت با تشخیص داده می

مشهابه،  in situ hybridizationباشهد. بها اسهتفاده از تکنولهوژی مرا ل اضافی جهت تهیه م طع بهافتی نمی

 شناسایی کرد. یا 4هایی از قبیل اینترفرو  گاما و اینترلوکین توا  سایتوکاینیم

 (Magnetic Labaling Technologyتکنولوژی نشانگر مغناطیسی )

یود. ایهن و ژل الکتروفهویز بهه کهای مهی DNAبهه یوش اتومهات، پهروب  DNAاز این یوش دی تعیین توالی 

مغناطی ی موید استفاده دی این یوش دی م ای ه با نشانارهای نانو  تکنولوژی ب یای دقیر است و نشانارهای

 های پایدایتری دایند. طر، ایزا  و سیانالیادیواکتیو، بی

یا آنالیز کرد، دی این تکنی  ابتهدا بها  DNAتوا  دی یوش ژل الکتروفویز با استفاده از نشانار مغناطی ی می

نهد بانهد جداگانهه تبهدیل شهده و دی مر لهه بعهدی نشهانارهای بهه چ DNAاستفاده از الکتروفهویز دی ژل، 

های شوند. با برقرایی ی  میدا  مغناطی ی موقت، دومنمتصل می DNAمغناطی ی دی هر ی  از باندها به 



45 

 

شهوند و یه  میهدا  مغناطی هی  هالص بهه وجهود مغناطی ی دی نشانارهای باند به ی  جهت متمایل می

 کند.ها یا بریسی می وی نزدی  به سط  باندها آ آویند که دی نهایت ی  سنمی

 (Time- Resolved Fluroimmuno assayزمان معین ) ایمونواسیفلورو

گیری فلویسانس بعد از ی  دویه زمانی مشخص که بهه منظهوی  هذف فلویسهانس این یوش به معنای اندازه

 تروژنوس به  الت م ت یم است.ه واسیایمون، ی  ایمونواسیگیرد. این شکل از گر زمینه صویت میمدا له

نهانومتر  340شود. این ماده دی طول مهوج استفاده می Europiumهای نشاندای با بادیدی این تکنی  از آنتی

گیری شده و م ت یماً با نانومتر نشر فلویسانس داید که این فلویسانس اندازه 520تهییج شده و دی طول موج 

 سب است.غلظت آنالیت موید نظر متنا

 DNA Chip- DNA Micro arrayتکنولوژی 

ها امکا  بریسی تغییرات ژنتیکی با توا  عملیاتی ب یای بالها و کیفیهت بالها امروزه با پیشرفت دی میکروچیپ 

شوند. دی این یوش با وجهود ت هیهزات کوچه  جههت ها به نان میکروایی نیز نامیده میوجود داید. بیوچیپ

هها وجهود داید. یر مهواد، امکها  ان هان ههزایا  واکهنش همزمها  دی ایهن چیپو سا RNAو  DNAبریسی 

کهه معمولهاً از نوکلئوتیهدهای  RNAیها از  DNAای یا سیلیکونی بوده که پروبهای ها ی  لان شیشهبیوچیپ

ها متغیر است کهه ها دی سط  بیوچیپاند تعداد این پروبهای مختلف دی سط  آ  تثبیت شدهمخصوص ژ 

شود. اسهید نوکلئیه  های پیشرفته هزایات پروب دی سط  آ  تعبیه می تی صدها دی بیوچیپ 20ی ال 10

شهوند. های فلویوکرون لیبهل میشوند و سپس نمونه با مولکولموجود دی نمونه قبل از ان ان ت ت تکثیر می

DNAعمهل هیبریهد  ها عرضه شده و به دنبال آ  دی سط  چیپهای هدف نشاندای دی سط  چیپ به پروب

ههای غیرمتصهل گیرد. سهپس بها ش تشهو زن یرههای مکمل به پروب  ود صویت میDNAشد  با اتصال 

شوند. شدت سیانال فلویسانس های هیبرید شده فلویسانس با آشکایساز مشخص میشوند و نمونه ذف می

تهوا  بهه هها میلاوی ینگدی ی  محل معین متناسب با توالی همولوگ دی ی  لوکوس ویسه است. با آنالیز ا

یا به طوی همزما  از  cDNAیا  DNA ،RNAوجود جهش دی اسید نوکلئی  مربوطه پی برد و م دای زیادی 

 نظر وجود تعداد ب یایی زیادی جهش موید بریسی قرای داد.
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 FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)هیبریداسیون در جای فلورسانس یا 

بادی از اسهید ب یای شبیه ایمونوهی توشیمی است با این تفاوت که به جای آنتی In situیوش هیبریداسیو  

ها دی سط  لان تثبیهت شهده و بهرای ایهن شود. دی این یوش کروموزوننوکلئی  به عنوا  پروب استفاده می

د  پهروب شهود. بها اضهافه کهرمنظوی بیشتر از م اطع بافتی فیکس شده دی فرمالین و پهایافین اسهتفاده می

توا  با مواد یادیواکتیو ها یا میگردد. پروبمکمل  ود یوی کروموزون هیبرید می DNAنشاندای، این پروب با 

های فلویسنت بوده که ترین یوش آ  استفاده از ینگیا نشانارهای آنزیمی و یا فلویسنت نشاندای کرد. معمول

گوینهد. ایهن یوش دی می FISHو بهه آ  تکنیه   باشدتوسط میکروسکوپ ایمونوفلوسانس قابل مشاهده می

سیتوژنتی  مولکولی کایبرد بیشتری داشته و برای تشخیص  ضوی و عدن  ضوی ی  توالی  هاص، بریسهی 

 100های کوتهاهی شهامل های موید استفاده توالییود. پروببردایی ژنی به کای میها و ن شهتعداد کروموزون

 ای ه تند.ت  یشته DNAباز یا کمتر از ی  

ههای یها مولکول PCR، تکثیر به واسط cDNAسازی ژنومی یا مولکول و لکاز طریر  توا ها یا میاین پروب

 مصنوعی تهیه نمود.

ههای های کایبردی ه تند، پروبترین پروبهای ا تصاصی لکوس یا ژ  که یایجها شامل پروبانواع این پروب

DNA کلههاس ا تصاصههی شههامل سههانترومرها، تلومرههها یهها نههوا ی  تکههرایی بههرای کشههف عناصههر تکههرایی دی

ای ههای ته  ن هخههای کروموزون کامل که مخلهوطی از توالییوند. دی نهایت پروبهتروکروماتینی به کای می

DNA کنند.های هدف یا نمایا  میه تند و تمان کروموزون 

 وجود داید، از جمله: FISHانواع مختلفی از تکنی  

Metaphase- FISH  که دی این یوش ی  پروب  اص به قطعه همولوگ دی کروموزون متافازی دی سط  لهان

 گردد. تثبیت شده متصل می

وجود توالی  اص دی سلول ت  یم نشده قابل شناسایی است دی این تکنی  از  Interphase- FISHدی یوش 

. از این یوش بیشتر برای تشخیص شودهای مر له اینترفاز برای تهیه گ ترش کروموزومی استفاده میسلول

 شود.ها استفاده میسرطا 
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 شود. الص شده استفاده می DNAبه جای کروموزون از  Fiber- FISHدی یوش 

ها از آ  های ناهن ای، پروب تهیه شده و برای هیبریداسیو  کروموزوناز کروموزون Reverse- FISHدی یوش 

های کرومهوزومی، مایکرههای کرومهوزومی و تعیهین ک هتشود. کهایبرد آ  جههت تشهخیص شاستفاده می

Insertion  وDeletion باشد.ها میدی جهش 

هههای کرومههوزومی اکت ههابی و مههادیزادی از جملههه دی تشههخیص ناهن ایی FISHبههه طههوی کلههی از یوش 

 شود.ها استفاده میهماتوپاتولوژی و انکولوژی مانند لوسمی

از  IgGو سهن ش  DNAههای ا تصاصهی ری بهرای تشهخیص توالیا یراً از ی  یوش ساده و   اس دیاه

لومین هانس ت ویهت شود. این نانوریات ب یای فعال و به عنوا  نشانار دی یوش کِمینانوریات طلا استفاده می

 کایبرد داید. In situ Amplified Chemiluminescentشده دی جا 

 های هیبریداسیونبروز خطا در روش

لومین هانس اسهتفاده ههای کِمیههایی کهه از لیبلاسیو  فاز مهایع بهه  صهوص یوشهای هیبریدیزسن ش

ههای گیهرد. ولهی تف هیر واکنشها دی عرض چند ساعت ان ان میتر ان ان شده و ت تکنند ن بتاً یا تمی

 های هدف با مشکل مواجه است.مثبت ضعیف به علت ا تمال واکنش مت اطع مولکول

 (Flow Cytometryفلوسایتومتری )تکنیک 

پردازد. دی ها و مطالعه ریات شناوی دی ی  ب تر مایع میفلوسایتومتری یوشی است که دی آ  به آنالیز سلول

های مونوکلونال و مایکرهای سلولی و یسپتویها آنالیز و بادیها به توسط آنتیاین یوش  واص فیزیکی سلول

شهود. اولهین هها اسهتفاده میها از همدیار و تخلیص آ شوند. از این یوش برای جدا کرد  سلولبریسی می

از این یوش جهت  1990جهت اهداف تح ی اتی سا ته شد و دی سال  1950دستااه فلوسایتومتری دی سال 

استفاده گردید. از آ  به بعد فلوسایتومتری به طهوی یوتهین جههت  hTهای ها به  صوص سلولبریسی سلول

ههای سهطحی دی آزمایشهااه بهه کهای ژ ها از طریر بیها  آنتیتایپینگ سلولو ایمونوفنو HIVبرسی عفونت 

 یود.می



 

48 

 

فلوسایتومتری ی  سی تم اتومات که دی آ  سلولها ی  به ی  دی سوسپان یو  مایع آنالیز و با به کایگیری 

ههر یه  ها بریسی و اطلاعات مربوط بهه بادی متصل به مواد فلویسنت( مایکرهای سطحی آ ها )آنتیپروب

گردد. دی این دستااه از نوی لیزی استفاده شده و به دنبهال سلول دی ی  فایل جداگانه دی کامپیوتر ر یره می

( دی Light Scatterعبوی ی  سلول از م ابل نوی لیزی و بر وید نوی به سلول مربوطه، پراکنش یا تفرق نویی )

تواند اطلاعات ایزشمندی دی مهوید  هواص می گیرد که نوع و م دای این پراکنش نوییچند جهت صویت می

 شود:ی پراکنش یافته دی دو زاویه مشخص سن یده میها دی ا تیای ما قرای دهد. این نوفیزیکی سلول

 Forward- angel Light Scatterپراکنش نوی م ت یم  -1

 Side- angel Scatterپراکنش نوی جانبی  -2

 اجزاء دستگاه فلوساتیومتری

 (Fluidicsسی )شناسیلان

های وا د ها دی ی  زما  دی فایلبرای بریسی پایامترهای سلولی دی یوش فلوسایتومتری لازن است که سلول

ها دی ی  مایع ایزوتونی  به صویت سوسپان هیو  از م ابل منبع نوی لیزیی عبوی کنند به همین دلیل سلول

زییهر آ  بهه دا هل یه  جریها  از سهالین تهیه شده و فلوسایتومتری بها مکهش سوسپان هیو  سهلولی و ت

آوید که این عمل دی فلوسهاتیومتری توسهط یه  ایزوتونی  آ  یا به شکل ی  جریا  بایی  ت  لایه دیمی

میکرومتر قطر داید و به  300تا  10فلوسل یا فلوچمبر ان ان می شود. فلوسل لوله باییکی داید که دی  دود 

 کند.لوله نمونه از وسط محلول ایزوتو  از اطراف آ   رکت میای طرا ی شده است که دی دا ل گونه

 منبع نور

و دیاری  arcهای شود یکی لامپبه طوی معمول دی دستااه فلوسایتومتری از دو نوع منبع نویی استفاده می

 ساعت است و دی صویت استفاده از این منبهع 100کوتاه و  دود  arcهای باشد. طول عمر لامپنوی لیزی می

شود. اما دی صهویت اسهتفاده از نهوی لیهزی نویی باید از فیلترهای  اصی جهت انتخاب طول موج استفاده می
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نئو ، یونی مانند آیگو  یا  -تواند اتمی مانند هلیونمونوکروماتی  نیازی به تعوی  فیلتر نی ت. نوع لیزی می

 باشد.ی میکادمیون و یا مایع که لیزی ینا -کریپتو ، مولکولی مانند هلیون

 4های پیشهرفته جدیهد شود ولی دستااهمعمولاً از دو لیزی و چهای آشکایساز برای نوی فلویسانس استفاده می

آشکایساز فلویسانس دایند و به طوی همزما  اطلاعات زیهادی دی مهوید ههر سهلول یا دی  15منبع نوی لیزی و 

 دهند.ا تیای قرای می

ترین فلویوکرون موید استفاده است. زمانی کهه گ سبز ساطع کرده و یایج( ینFITCایزوتیوسیانات فلویسین )

شود کهه نهوی نهاین ی سهاطع ( استفاده میPEنیاز به نشانار فلویسنت دیاری باشد معمولاً از فیکواییتروین )

توفیل ، پریدین کلو1سیانین  -کند. دی صویت نیاز به نشانارهای دیار از موادی مانند کونسگه فیکواییترینمی

 شود.و کونسگه قرمز تازاس استفاده می Aنوع 

 Opticsنورشناسی 

( PMT)های فتومولتی پلیهر ها با لیزی به وسیله لولههای سلولهای مختلف تولید شده توسط واکنشسیانال

هایی که به طوی همزما  قابل تشخیص ه تند واب ته شوند. تعداد فلویوکرونو آشکایسازها تشخیص داده می

 به آشکایسازهای نویی دی فلوساتیومتری است.

هر آشکایساز نویی برای طوح موج مربوطه ا تصاصی است. دی این بین ی  سری از فیلترهای نویی طرا ی 

های اند تا  هداکثر دییافهت نهوی تولیهد شهده از یه  فلهویوکرون  هاص یا دییافهت کننهد. دی دسهتااهشده

 شود.های فیبر نویی استفاده میه آشکایسازها از کابلفلوسایتومتری جدیدتر جهت هدایت نوی ب

ینگ یا با اسهتفاده از یه  یها دو  5تا  3ها قادیند های فلوسایتومتری موید استفاده دی آزمایشااهاکثر دستااه

( برسد، ی  جریا  الکتریکی PMTهای فتومولتی پلیر )لیزی تشخیص دهند. هناامی که نوی فلویسنت به لوله

شود. ایهن سهیانال دی یتهال ه و دی نهایت این پالس الکتریکی به ی  سیانال دی یتال تبدیل میای اد شد

 متناسب با شدت نوی تشخیص داده شده است.
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 بخش الکترونیکی دستگاه جهت دریافت اطلاعات و آنالیز اطلاعات

شهدند و بهه فهرن دی یتهال آویی ها جمهعزمانی که اطلاعات مربوطه به نوی لیزی پراکنش یافته و فلویویکرون

توانهد تواند موید ت زیه و تحلیل قرای گیرند. هر پایامتر به طوی جداگانه یها ترکیبهی میدیآمدند، اطلاعات می

 آنالیز شود و گرافی  اطلاعات به چند یوش قابل نشا  داد  است.

یامتر انتخاب شده که است که پا Sigle- parameter histogramهای نمایش اطلاعات به صویت یکی از یوش

تهوا  تعهداد شود که به این ترتیهب مییسم می yها دی محوی و تعداد آ  xمعمولاً فلویسانس است دی محوی 

 باشند یا مشخص نمود.هایی یا که  اوی  صوصیات مویدنظر میسلول

 -Dualپهایامتری  ی دون طهه -یوش دیار نمایش اطلاعات با استفاده از دو متغیر است و به آ  نمودای ن شه

parameter- Dot- Plot شهوند و ههر گویند که این دو پایامتر هر کدان دی ی  محوی دی م ابل ههم یسهم می

 باشد.ن طه نمایشار سلول یا مشخص  اص می

ای که جمعیت سلولی مویدنظر توا  بر یوی نمودای نا یهمی Dot- Plotای یا ده از نمودای ن شه ن طهافبا است

اطراف این جمعیت سلولی یسم نمود که اصطلا اً به این  الت  Gateرای داید یا مشخص کرده و ی  دی آ  ق

Gating های دا هل گویند که به طوی ا تصاصی پایامترهای مربهوط بهه سهلولGate  یا مهوید بریسهی قهرای

 ود.شهای شمایش شده محاسبه میها دی هر مربع بر مبنای شمای کلی پالسدهد. دیصد سلولمی

 نمونه مورد استفاده 

، مایع پلوی CSFآسپیراسیو  مایعات بد  مانند نمونه موید استفاده معمولاً  و  کامل، نمونه مغز استخوا  و 

 و مایع مفصلی است.

تهوا  از سهیترات سهدیم بوده اما می mg/mL2به م دای  EDTAبهترین ماده ضد انع اد جهت  و  محیطی 

نیز برای نمونه  و  کامل و نمونه مغز اسهتخوا  اسهتفاده کهرد.  IU/mL11دای دیصد یا هپایین به م  39/0

آمیزی بهه طهوی قرای داده شده و قبل از ینهگ Co21-20نمونه  و  باید قبل از ان ان آزمایش دی دمای اتاق 

ت های  اوی لخته و همولیز نباید به ههیچ عنهوا  اسهتفاده گهردد. جههکامل مخلوط شود. استفاده از نمونه
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ها کهه  هاوی تعهداد زیهادی های سفید دی  و  محیطی یا مغز استخوا  و سهایر نمونههبریسی دقیر گلبول

 سازی کرد.ها یا غنییتهای قرمز یا  ذف یا لکوستا گلبولگلبول قرمز ه تند لازن است 

ز لنفوسهیت جهت به دست آوید  ی  سوسپان یو  سلولی غنهی ا Ficoll- hypaqueمعمولاً از سانتریفیوژ با 

 شود.های سلولی میشود، هر چند که این یوش باعث کاهش بعضی از جمعیتیا بلاست استفاده می

ها با به کایگیری محلولهای ت هرای لیهز یها کلریهد های قرمز جهت تخلیص لنفوسیتهای لیز گلبولاز یوش

 شود.دیصد استفاده می 94/0آمونیون 

ای و تهوا  بهرای بریسهی مولکولههای ه هتهش فلوسهایتومتری میعلاوه بر بریسی مایکرهای سهطحی دی یو

ها از قبیل تکثیر، تمایز آپوپتوزیس، انت ال سیانال و تولیهد سیتوپلاسمی دیگیر دی م یرهای تنظیمی سلول

 ها نیز استفاده کرد.سایتوکاین

ها یا بهه طهوی ی سلولهای سیتوپلاسمی ابتدا باید سلول یا فیکس و سپس نفورپذیرآمیزی مولکولبرای ینگ

های نشاندای بتوانند از طریر غشای بادیها افزایش داد تا آنتیهای الکلی یا دترجنتگذیا با استفاده از محلول

ها  فظ شده و از تراوش محتویات سلولی به بیرو  ژ پلاسمایی واید سلول شوند. دی این  الت سا تای آنتی

 گردد.جلوگیری می

های یونی سیتوپلاسمی و پتان یل اک یداسهیو ، ها، نشانارهای فلویسانس مرتبط با غلظتدیباعلاوه بر آنتی

 توا  به یوش فلوسایتومتری تشخیص داد.ا یاء یا نیز می

 ای از روش کار با فلوسایتومتریخلاصه

 PBSهای موید نظر با محلول ش تشوی سلول -1

 IMcell/ 510ها به غلظت تهیه سوسپان یونی از سلول -2

 دقی ه 11به مدت  -Co20ها با متانول مطلر دی فیک اسیو  سلول -3

 دقی ه دی دمای اتاق 1به مدت  g1000ها دی  ایج کرد  متانول با عمل سانتریفیوژ کرد  سلول -4

 دهیم.دقی ه زما  می 1اضافه و مدت  PBSدیصد دی  NP-40 ،1/0ها از جهت نفورپذیرشد  سلول -1

 g1000دقی ه دی  1دیصد م اوی نموده و سپس به مدت  2دقی ه با پایافرمالدئید  30به مدت ها یا سلول -5

 کنیم.سانتریفیوژ کرده و محلول پایافرمالدئید یا  ایج می
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 دقی ه م اوی نموده تا نفورپذیر شوند. 1به مدت  PBSدیصد دی  1/0ها یا با ساپونین سلول -7

 mبهافر سهیترات سهدیم  mL11ها یا بها م هدای ای پلی پروپیلن سلولهتهیه سوسپان یو  دی دا ل لوله -9

01/0. 

 دهیم.ها یا دی ی  ظرف پیرکس ی  لیتری قرای داده و دی اوو  میکروویو قرای میلوله -9

 .کنیممیپانیه گرن  30تا  50به مدت  w 900سوسپان یو  سلولی دی شرایط ماکزیمم  -10

 دهیم.ش تشو می PBSدقی ه  ن  و با  10به مدت سوسپان یو  سلولی یا دی یخ  -11

 دیده  ذف شوند.های به هم چ بیده و آسیبفیلتر کرده تا سلول nm10ها یا با فیلتر سلول -12

 باشند.بادی فلویسنت میها آماده نشاندای شد  با آنتیدی نهایت بدین ترتیب سلول

 کاربرد بالینی فلوسایتومتری

CDهای تم سلهای  و ، شمایش افنوتیپ لنفوسیت از این یوش برای تعیین
دی  هو  محیطهی و مغهز  34

ن و سهایر های  هاد، لنفهون غیهر ههوچکیلوسهمی استخوا  جهت پیوند مغز استخوا  و تعیین ایمونوفنوتیپ

 شود.ا تلالات لنفوپرولیفراتیو استفاده می

تری دی بریسی اولیه و مونیتویینهگ بعهد از دیمها  بیمهایا  لوسهمی و امروزه ایمونوفنوتایپینگ با فلوسایتوم

جه تمایز های هماتوپوئتی  و دیا و بد یمیهها و لنفونبندی لوسمییود. همچنین دی طب هلنفون به کای می

 ها کایبرد داید.آ 

TCDهای دی بریسی و شمایش سلول
های ، بریسی وضعیت کروموزونHIVبه   و  محیطی بیمایا  مبتلا 4

و کراس مهچ بهرای پیونهد نیهز  HLA، تایپینگ Fهای دایای هموگلوبین های تومویی، شناسایی سلولسلول

 شود.استفاده می

 منابع خطا، مزایا و معایب روش فلوسایتومتری

توانهد موجهب ت ثهابتی میها دی وضعیباشند و دی صویت ناهدایی آ که زنده میاستفاده از سلولها دی  الی

 گیری  صوصیات سلول گردد.بروز  طا دی شمایش و اندازه
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شوند دی ایهن صهویت ها قبل از آنالیز به مدت کوتاهی دی شرایط آزمایشااهی ناهدایی میاغلب اوقات سلول

حلهول توا  از بافر ف فات نمکی برای تهیه سوسپان یو  سلولی استفاده کرد، تهیه نادیست یقهت ایهن ممی

تر باید از بافرهایی ها به مدت طولانیگردد. دی صویت ناهدایی سلولها میموجب بروز عوایضی بر یوی سلول

ها و نم  کاملاً نزدی   الت فیزیولوژیه  باشهند، اسهتفاده که از نظر یونی ایزوتونی  بوده و  اوی پروتیین

تمایهل بهه چ هبید  بهه یکهدیار یها بهه سهطوح ها ها و پلاکتهایی مانند ماکروفاژها، نوتروفیلگردد. سلول

 1و  هاوی  Mgو  Caههای دو ظرفیتهی ماننهد پلاستیکی دایند با استفاده از محیطهی کهه فاقهد یو 

سهبب تخریهب دت مکایگیری این یوش نیز دی طولانی دایی شوند. ولی  تی با بهباید ناه EDTAمول میلی

گیری موید آزمایش قرای ترین زما  پس از نمونهها دی کوتاهلگردد، برای یفع این  الت باید سلوها میسلول

 گیرند.

 ناهدایی نمود. Co4به دلیل جلوگیری از یشد میکروبی دی نمونه باید آ  یا دی 

 ن گیرد.کننده باید ان ایعایت شرایط استریل دی تهیه سوسپان یو  و محلول ینگ

ها بهتر است از فیلترهای بها سهایر های پروتیینی به  صوص دی بریسی پلاکتبرای جلوگیری از تشکیل توده

 صدن میکرو  عبوی داده شده تا ریات پروتیینی گرفته شود. 21

 (Autoimmune disease) های خودایمنبیماری

ههای و بافت هاسهلول تم ایمنی بد ، اجهزا، هایی ه تند که دی آ  سیهای  ودایمن، از جمله بیماییبیمایی

 ود یا به دلیل به هم ییخته شد  سی تم ایمنی به عنوا  ی  عامل بیاانه فرض نموده و علیهه آ  شهروع بهه 

ها بادیبرد. با فعالیت اتوآنتیها آ  عضو یا از بین میبادیها و آنتینماید و با ترش  بر ی از پروتئینفعالیت می

 یساند.ها آسیب میها و بافتها به ایگا لو بر ی سلو

توانهد بهه علهت ف هدا  یها باشد. ای اد بیمهایی میدیصد از جمعیت می 1-7میزا  شیوع این بیمایی  دود 

شک ت تحمل )تولرانس( به  ود و اجزای  ود بد  باشد. علهاوه بهر مشهکلات و ا تلالهات سی هتم ایمنهی، 

ها، هویمهو  اسهتروژ  ن هش دی این امر ن ش دایند. از میا  هویمو  هویمونها، استرس و عوامل محیطی نیز

باشهند. های  ودایمنی میها بیشتر م تعد ابتلا به بیماییب یای مهمی دی این بین داشته و به این علت  انم
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های  ودایمن به دو دسته ت  یم شده: سی تمی  و ا تصاصی. البته اغلب بین ایهن دو همپوشهانی بیمایی

 شوند.ها نیز دیگیر میداشته و با شروع ی  بیمایی  ودایمنی به تدییج سایر ایگا  وجود

کمی  و تروما سبب های ویروسی و باکتریایی، تغییرات آناتومی  دی ن وج از قبیل التهاب، آسیب ای عفونت

 هودایمنی  یاههساز بهروز بیمهاییتواند زمینهیها شده که مبادیتحری  سی تم ایمنی و تولید بر ی آنتی

 گردد.

های بد  یا دیگیهر ها و سلولنوع بیمایی  ودایمنی شناسایی شده است که طیف وسیعی از بافت 90 دود 

 ماند و قابلیت دیما  صد دیصد ندایند.العمر با فرد باقی مینها اغلب مزمن بوده و ماداکند. این بیماییمی

بای با عامل توک ی  علیهه ن هوج  هودی های ایمنی زیا نشبرای اولین بای تئویی واک 1900دی اوایل دهه 

هایی است کهه بهه طهوی طبیعهی م هئول بیا  گردید. دی واقع  ودایمنی نتی ه نایسایی یا شک ت مکانی م

ههایی باشند. قابلیت بروز  ودایمنی دی همه افراد وجود داید چو  همه مها وای  ژ  فظ تحمل به  ود می

ههای  هودی یاکهد کنهد و همچنهین ب هیایی از ژ های لنفوسهیتی بهرای آنتیرنهدهتواند گیه تیم که می

ههای  هودایمنی گیرنهد. دی بیماییهای  ودی نیز به یا تی دی دسهترس سی هتم ایمنهی قهرای میژ آنتی

بهادی ههای ها شامل اتوآنتیباشند. این مکانی مهای اجرایی مختلفی م ئول ای اد آسیب بافتی میمکانی م

 باشد.گر می ودواکنش Tهای های ایمنی و لنفوسیت ال گردش، کمپلکس دی

ن ش عوامل ژنتیکی دی  ودایمنی هناامی موید توجه قرای گرفت که دی دوقلوهای ت  تخمی مبتلا بهه یه  

 10تها  31بیمایی  ودایمنی ا تمال وقوع هما  بیمایی مانند دیابت ملیتوس واب هته بهه ان هولین  هدود 

 ده شد.دیصد مشاه

( دی ب هیایی از بیمهایا  مبتلها بهه HLAوسیت ان انی )کلهای ژ دی  ودایمنی و آنتی MHCهای ن ش ژ 

ههای دهد. بر ی از بیماییهای  ودایمنی دی م ای ه با افراد عادی فراوانی بیشتری یا نشا  میانواع بیمایی

شهود. تهب هها آغهاز میانهه ماننهد میکروبههای بیاژ های ایمنی کاملاً طبیعهی بهه آنتی ودایمنی با پاسخ

باشد. تهب یوماتی همی دی اثهر ابتلها بهه نهوعی اسهترپتوکوک ای هاد یوماتی می نمونه بایزی از این موید می

ههای ان هانی های تولید شده بر ضهد میکهروب اسهترپتوکوک بها پروتیینبادیگردد. دی این بیمایی آنتیمی
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هایی واقعهاً  هودایمن نبهوده، بلکهه گردد. چنین بیماییمیکوکاید می من ر به بروز واکنش مت اطع داشته و

 شود.های بیاانه بوده که من ر به بروز بیمایی میژ های ایمنی ضد آنتیپیامد پاسخ

 لوپوس اریتماتوس سیستمیک 

این  های  ودایمنی ان انی است.ترین بیمایی( ی  نمونه از مهمSLEبیمایی لوپوس اییتماتوس سی تمی  )

شهود. بیمایی ی  بیمایی التهابی سی تمی  مزمن بوده که با تغییر وضعیت به  الهت و هیم مشهخص می

سال است. شیوع بیمایی  20-40وقوع این بیمایی دی چهای دهه ا یر سه برابر شده و اوج سن بیمایی  دود 

و شروع دیما  موجب بهبهودی موقع برابر بیشتر بوده که تشخیص سریع و به 10ها ن بت به آقایا  دی  انم

 دهد.دیصد افزایش می 90ساله یا به بیش از  1بیمایی گشته و میزا  ب ا 

گیرد و دی ی  بیمای تیپیه  بهه طهوی متوسهط سهه نهوع های زیادی هدف قرای میژ پاسخ ایمنی علیه آنتی

 شود.بادی دی گردش  و  دیده میآنتی

تباط مت ابهل وجهود داید. دی سفیدپوسهتا  بهروز بیمهایی بها بین   اسیت ژنتیکی و فاکتویهای محیطی ای

DR-HLA  وDQ-HLA های ایثی اجزای کمپلما  مانند و همچنین ن صq1C ،2C  4وC  همراههی قهوی دی

 شود.فرد دیده می

 توا  نان برد.و دایوهای  اص و بر ی عوامل عفونی می UVتماس فرد با نوی از عوامل محیطی مانند 

 LEبود. سلول  1949دی سال  Malcolm Hargravesتوسط  LEدی بیمایی لوپوس کشف سلول اولین یافته 

نوتروفیلی است که ه ته پوشیده شده با آنتی بادی نوتروفیل دیار یا بلعیده است. این پدیده دی آزمایشهااه 

سال  10.  دود کنندای یا آزاد میدیده، مواد ه تههای آسیبدهد که سلولگیرد و زمانی یخ میصویت می

بهیش از  SLEشناسایی شد. اکنو  مشخص شده که دی  DNAبادی ضد ، اولین آنتیLEبعد از کشف سلول 

 بادی وجود داید.اتوآنتی 21

 تشخیص آزمایشگاهی لوپوس اریتماتوز سیستمیک

ای تهبادی ضد ه شود. ت ت آنتی( استفاده میANAهای ضد ه ته )بادیدی این بیمایی جهت غربال آنتی

هها یا شناسهایی بادیترین ت ت بوده زیهرا طیهف وسهیعی از آنتی( بیشترین و موید قبولFANAفلویسنت )
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العاده   اس و ان هان آ  باشد. این ت ت فوقدیصد از بیمایا  لوپوسی این ت ت مثبت می 91کند و دی می

کهه  HEP-2های کلیه مهوش یها با سلولهای تهیه شده نیاز به ت ربه کافی داید. برای ان ان این ت ت از لان

شهود. دهد، استفاده میاپیتلیال ان انی یوی ی  اسلاید فیکس شده و با افزود  سرن بیمای به آ  واکنش می

هیومن ایمونوگلوبولین با لیبل های واکنش نداده ی  آنتیبادیپس از ش تشوی لان به منظوی دوی کرد  آنتی

دیصد  71دیصد افراد سالم و  دود  2شود. این ت ت دی پراک یداز اضافه می فلویسنت یا لیبل آنزیمی مانند

 دیصد از بیمایا  لوپوسی ا تمال داید ت ت منفی گردد. 1تواند مثبت شود و دی  دود افراد م ن می

توا  استفاده کرد. جهت تشخیص بهتهر البته از این ت ت به طوی مطلر برای شناسایی لوپوس اییتماتوز نمی

 های ا تصاصی به عنوا  ت ت پیاری ان ان داد.بادیت ت پروفایل برای آنتی از

 ایهای ضد هستهبادیآنتی

( بهرای بیمهایی لوپهوس اییتمهاتوز یه  ت هت ا تصاصهی ds-DNAای )دو یشته DNAهای ضد بادیآنتی

یتباط اسهت. ههر چنهد شود و سط  آ  با فعالیت بیمایی دی اباشد زیرا ف ط دی بیمایا  لوپوسی دیده میمی

شهود. بهه اسهتفاده می SLEدیصد بیمایا  وجود داید ولی ازآ  بهرای تشهخیص  40-70ها دی بادیاین آنتی

از  DNA-dsهای علیه بادیکمپلما  یافت شود. دی این ت ت از آنتی 3C صوص دی زمانی که م دای کمی از 

Crithidia Luciliae  استفاده ترا دی تهیه لان به یوش ایمونوفلویسانس که ی  هموفلاژلا است به عنوا  سوب

 ل وی بوده و برای تهیهه لهان ب هیای مناسهب  ds-DNAوزون دی کینتوپلاست  ود دایای شود. این تریپانمی

 است.

نیهز  ds-DNA( برای شناسهایی EIA) ایمونواسی( و انزیم RIA) یادیوایمونواسیهای ایمونودیفیوژ ، از یوش

 شود.استفاده می

بهادی ضهد هی هتو  اسهت. هی هتو  بادی اصهلی دیاهری کهه دی بیمهایا  لوپوسهی وجهود داید، آنتینتیآ

دیصهد بیمهایا  لوپوسهی  70بهادی دی  هدود باشد. این آنتینوکلئوپروتئین است که جز اصلی کروماتین می

شهود. ز دیهده میبادی ضد هی تو  دی آیتریت یوماتوئید و سیروز و صفراوی اولیهه نیهشود. آنتیمشاهده می
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های بهادی ضهد هی هتو  بها ت هتهمهراه اسهت. آنتی SELبادی با نوع فعال و شهدید سط  بالای این آنتی

باشد. دی یوش ایمونوفلویسانس ی  طهرح همهوژ  قابل شناسایی می EIAایمونوفلویسانس، ایمونوبلاتینگ و 

 باشد.دهنده فلویسانس کل ه ته میشود که نشا دیده می

ههای ژ های علیهه آنتیبادیای عبایتند از آنتیهای ه تهژ ای یا آنتیهای کوچ  ه تهلئوپروتیینییبونوک

mS ،mRNP ،A/Ro-SS ،B/La-SS ،70-Scl (DNA  توپوایزومرازI ،)1-Jo ها علیه هر یه  بادیبریسی آنتی

 باشد.از این اجزا ه ته ت تی ب یای ا تصاصی می

و  anti-SS-Aهای ضد هی هتونی و بادی، آنتیanti- ds- DNAبرای شناسایی ( ایمونواسی)آنزیم  EIAیوش 

anti-SS-B اند.تری دی تشخیص بیمایی پیدا کردهکایبرد وسیع 

 های آنتی فسفولیپیدیبادیآنتی

ها بوده که به تنهایی به ف فولیپید متصل شهده بادیهای آنتی ف فولیپیدی، گروه هتروژنی از آنتیبادیآنتی

توانند هر ایگا  از بد  یا تحهت تهأثیر قهرای دهنهد. امها ها میبادیشوند. این آنتیبا پروتیین کمپلکس می یا

های عم ی و سر رگی و دی  املای موجب تولد پیش از موعد، پهره بیشترین موید آ  دی ترومبوز سیاهرگ

 شود.اکلامپ ی دیده می

لوپوسی وجود داید اما دی چنهدین بیمهایی دیاهر نیهز دیهده دیصد از بیمایا   50ها دی  دود بادیاین آنتی

شود. ضد انع اد لوپوسهی یکهی از چنهد نهوع شود. با ای اد نتایج مثبت کارب و سیفیلیس نیز مشاهده میمی

( و aPTبادی آنتی ف فولیپیدی است و دلیل ناماذایی آ  سبب طولانی شهد  زمها  ترومبوپلاسهتین )آنتی

بادی افزایش  طر لخته شهد  و سه ط جنهین باشد. دی این بیمایا  وجود آنتی( میPTTزما  پروترومبین )

 ها یا نیز تحت تأثیر قرای دهد.شود و ممکن است عمل پلاکت ودی بیشتر دیده می ودبه

 آرتریت روماتوئید

یشهتر از ها سهه برابهر بباشد.  انم( مثال دیاری از بیمایی  ودایمنی سی تمی  میRAآیتریت یوماتوئید )

سال بوده اما بیمایی دی هر سنی دیده  10تا  31شوند. سن شیوع معمولاً بین آقایا  به این بیمایی مبتلا می

شود. آتریت یوماتوئید به صویت مزمن، مت ای  و آیتریت فرسایشار مفاصل محیطی که چند ایگا  ماننهد می
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مایی توانایی فرد کاهش یافته و دی مرا ل شهدیدتر تواند دیگیر کند. با شدت یافتن بیقلب، ییه و کلیه یا می

ماند. پیشرفت بیمایی متفاوت بهوده و دی بر هی افهراد  تهی بیمای از ان ان کایهای ب یای ساده نیز عاجز می

 ودی مشاهده شده و دی بر ی مواید با افزایش شدت بیمایی به سرعت سهبب تغییهر شهکل بهبودی  ودبه

یسد کهه بهین آیتریهت یوماتوئیهد و گردد. همانند بیمایی لوپوس به نظر مییمفصل و ناتوانی عمل مفصل م

 همراهی وجود داید. MHC IIهای فعالیت ژ 

 است. DR4های بیشترین همراهی دی این بیمایی با آلل

CDنههوع  Tهای دی ای ههاد آیتریههت یوماتوئیههد لنفوسههیت
CDو  4

های و پلاسههما سههل Bهای ، لنفوسههیت8

بهادی ها ن ش دایند. دی ای اد بیمهایی آیتریهت یوماتوئیهد آنتیبادی، ماکروفاژها و نوتروفیلکننده آنتیتولید

بهادی بهرای یوماتوئیهد شود. البتهه ایهن آنتیتولید می cF-IgGبوده که علیه بخش  IgMای اد شده از کلاس 

شهود. دی سال دیده می 51دیصد افراد زیر  10-20دیصد افراد سالم و  دود  1فاکتوی ا تصاصی نبوده و دی 

ها یسهوب ترکیب شده و این کپملکس ایمنی دی مفصل IgGبا  IgMهای بادیبیمایی آیتریت یوماتوئید آنتی

اد کمپلما  به کمپلکس ایمنی ای  C1گردد. به دنبال آ  پروتیین می IIIکند و سبب ازیاد   اسیت نوع می

هها و ای ا شهده بهرای نوتروفیل a1Cو  a3Cشود. دی این پروسه شده، متصل و یاه کلاسی  کمپلما  فعال می

 گردد.ها میماکروفاژها کموتاکتی  بوده و سبب فعال شد  آ 

ای، آنتهی بادی ضد اطراف ه تهبادی آنتی کراتین، آنتیتوا  به آنتیهای یافت شده میبادیاز دیار اتو آنتی

ههای سهیترولینه سها ته هها علیهه پروتئینبادیاشایه کرد که همه این آنتی anti-Saفیلاگرین و آنتی بادی 

شهوند. ایهن شوند که با تغییر آیژینین متصل به پروتئین توسط آنزیم پپتیدیل آیژینین دآمیناز ای هاد میمی

شهود. مهرگ های دیاهر ای هاد میلولها، ماکروفاژهها و ب هیایی از سهها، مونوسیتآنزیم توسط گرانولوسیت

هها ژ های سیترولینه شده و بیها  بهیش از  هد ایهن آنتیها و ماکروفاژها موجب تولید پروتیینگرانولوسیت

 گردد.سبب ای اد پاسخ ایمنی می

بهه  یوشوند. از این( شناسایی میCCPها با استفاده از پپتیدهای سیترولینه  ل وی )بادیاین  انواده از آنتی

برای تشخیص آیتریت یوماتوئیهد کهه  anti-CCPگویند. دی  ال  اضر از ت ت  anti-CCPها، بادیاین آنتی
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ههای ضهد بادیتر است. تیتر پایین آنتیا تصاصی RFچو  از ت ت  ،شودی  مایکر مهمی است استفاده می

ای ههدف شهده، طهرح ن طههدیصد بیمایا  وجود داید. طر ی که بیشتر از همهه شناسهایی  40ای دی ه ته

ها کاملاً شهنا ته نشهده و بهه بادیگرفته شده علیه ییبونوکلئوپروتیین است. البته عملکرد و اهمیت این آنتی

 گردند.یسد به توسط د الت سایر عوامل من ر به بروز بیمایی مینظر می

 تشخیص آزمایشگاه آرتریت روماتوئید

های های یادیوگرافیه  و ت هتترکیبی از علهائم بهالینی، یافتهه تشخیص بیمایی آیتریت یوماتوئید براساس

بادی است کهه اغلهب بهرای کمه  بهه تشهخیص اولیهه ان هان آنتی RFآزمایشااهی است. یوماتوئید فاکتوی 

کنند. ت ت لهاتکس   اسهیت بیشهتری ژ  استفاده میگیرد. امروزه از ریات لاتکس پوشیده شده با آنتیمی

دیصهد  71یا که دی  هدود  IgMهای آگلوتیناسیو  ف ط، باشد. ت تگلوتیناسیو  میداشته و اساس ت ت آ

کنهد. بهرعکس، یه  یا ید نمی RAکند. بنابراین ی  نتی ه منفی وجهود بیمایا  وجود داید یا شناسایی می

های دیاری چو  سیفیلیس، لوپوس، دی بیمایی RFا تصاصی نی ت چو   RAنتی ه ت ت مثبت نیز برای 

تیت فعال، مزمن، سل، جذان، مونونوکلئوز عفونی، مالاییها و سهندین شهوگر  نیهز وجهود داید. دو کلهاس هپا

های دیار وجهود تر بوده و این دو ایزوتایپ ندیتاً دی بیمایی، ا تصاصیIgAو  IgGیعنی  RFبادی دیار آنتی

دی اوایهل بیمهایی  IgAبها افهزایش کننهد. دایند، از این دو ایزوتایپ دی تشخیص افتراقی بیمایی استفاده می

های ( و ت هتEIAفرسایش استخوانی و علائم سی تمی  با بروز این بیمهایی همهراه اسهت. از یوش الهایزا )

شود. یوش الایزا و نفلومتری دقت و   اسیت بیشتری دایند و به تدییج نفلومتری برای تشخیص استفاده می

 و بهرای آیتریهت یوماتوئیهد ا تصاصهی نی هت RFت هت اند. شده RAهای دستی تشخیص جایازین یوش

 تردیصد جهت تشخیص بیمایی معتبر 95دیصد و دقت  74ن ل دون با   اسیت  anti-CCPبنابراین بخش 

 .باشدمی

مثبهت  anti-CCPمنفهی دایای ت هت  RFدیصد از بیمایا  مبتلها بهه آیتریهت یوماتویهد بها  31 -40 دود 

چند سال قبل از شروع آیتریت یوماتوئید وجود داید. به نظر  anti-CCPد که دهباشند. مطالعات نشا  میمی

بهترین پیش آگهی برای پیشاویی آینهده بیمهایی آیتریهت  IgA-RFدقت  anti-CCPیسد که ی  ت ت می
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یوماتوئید یا همراه داید. این دو ت ت به همراه هم دی تشخیص اولیه بیمایی اطلاعهات مفیهدی یا بهه دسهت 

 دهد.می

)میهزا   ESRتوا  از ت هت بعد از تشخیص بیمایی برای پیایری دیما  و دنبال کرد  پیشرفت بیمایی می

افزایش داشته و سهط   ESRو  CRPو اجزای کمپلما  استفاده کرد. معمولاً  CRPهای قرمز(، یسوب گلبول

ایتبهاط داید، افهزایش  با فعالیهت بیمهایی CRPاجزای کمپلما  طبیعی یا افزایش یافته است. افزایش سط  

دی  CRPباشد و پیایری افهزایش سهط  های پیش التهابی میش فعالیت سایتوکایننشانار افزای CRPسط  

 است. RFتر از ن بت تغییر سط  تر و   اسهای التهابی مهمپاسخ

 های خودایمن تیروئیدبیماری

هها بیمهایی ترین آ مختلف بوده که مهم( شامل چند بیمایی بالینی AITDsهای  ودایمن تیروئید )بیمایی

های  هودایمنی ا تصاصهی ایگها  هایی از بیماییها مثالباشند. این بیماییهاشیموتو و بیمایی گریوزی می

های مشترکی داشته و دیهر دو مدا له دی بادیه تند. اگر چه این دو بیمایی علائم مختلفی دایند ولی آنتی

های ایمنی های  ودایمن به تیروئید یوی داده و این پاسخها پاسخی این بیماییشود. دعمل تیروئید دیده می

 شود.های محیطی ای اد میهای   اس با زمینه ژنتیکی و محرکبه علت وجود ژ 

 های خودایمن تیروئیدهای آزمایشگاهی بیماریتست

 TSHئیهد پراک هیداز و یسهپتویهای های علیهه تیروگلوبهولین، تیروبادیبادی اصلی موجود، آنتیسه اتوآنتی

دیصد از بیمهایا  مبتلها بهه تیروئیهدیت  90توا  دی نزدی  های ضد تیروگلوبولین یا میبادیباشند. آنتیمی

 هاشیموتو مشاهده نمود.

دی بابادی آنتی گلوبولین وجود داید اما تیتر آنتیبادی دی افراد سالم به میزا  و تیتر پایین از آنتیاین اتوآنتی

 دی بیمایا  مبتلا به هاشیموتو ب یای بالاست.

(، آگلوتیناسیو  IFAهای ایمونوفلویسنت غیرم ت یم )توا  با ت تهای ضد ستیروگلوبولین یا میبادیآنتی 

 گیری است.( قابل بریسی و اندازهEIA) ایمونواسیهای آنزیم پاسیو و یوش
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بهادی غیرآگلوتینهه کننهده یا توانهد آنتیته امها میت ت ایمونوفلویسنت غیرم ت یم   اسیت کمتری داشه

اند، میمو  که با متانول فیکس شهده بافتیهای شناسایی کمند. دی ت ت ایمونوفلویسنت غیرم ت یم از برش

آمیزی فولکولهای ای هاد روگلوبهولین یه  طهرح ینهگههای تیبادیکننهد. آنتیتفاده میبه عنوا  سوب ترا اس

 کنند.می

ههای دیاهری کهه ممکهن اسهت بادیکند و آنتیی از ت ت الزاماً بیمایی هاشیموتو یا ید نمیی  نتی ه منف

 TSH( و ایمونوگلوبولین مهایی متصهل شهونده بهه CA2بادی کلوئیدی )وجود داشته باشند عبایتند از آنتی

 باشد.می

با ظهاهری  CA2بادی علیه های تیروئید من ر شده که دی این  الت آنتیبادی به تخریب سلولفعالیت آنتی

 کند.ای ای اد میمنتشره با زمینه شیشه

شههود کههه کیلودالتههونی ای ههاد می 101( علیههه آنههزیم غشههایی TPOبههادی علیههه تیروئیههد پراک ههیداز )آنتی

دیصد بیمایا  مبتلا وجهود داید.  90 -91ها دی ت ریباً بادیکند. این آنتییدینیزاسیو  تیروزین یا کاتالیز می

 ها با فعالیت بیمایی دی ایتباط باشد.بادییسد که این آنتینظر میبه 

شهوند، اگهر چهه گیری می( اندازهEIA) ایمونواسیهای آنزیم ها علیه پراک یداز معمولاً توسط یوشبادیآنتی

 ای نیز کایبرد داید.های آگلوتیناسیو  ریه( و ت تIFAیوش ایمونوفلویسنت غیرم ت یم )

شوند. این آنتی دی های تیروئیدی میی پراک یداز موجب ینگ شد  سیتوپلاسم و نه ه ته سلولهابادیآنتی

 شود.دیصد از بیمایا  مبتلا به گریوز مشاهده می 90دیصد بیمایا  مبتلا به هاشیموتو و  90

دی بیمهایی  با بیمهایی گریهوز همهراه اسهت. بوده که معمولاً anti- TSHRبادی بادی اصلی دیار آنتیاتوآنتی

شهود. ( بریسهی می4T( و تیروک هین )3Tههای تیروئیهدی و تهری یهدوتیرونین آزاد )گریوز افهزاش هویمو 

دی این بیمهایی پهایین بهوده و افهزایش جهذب یُهد  TSHکه معمولاً سط   TSHگیری سط  همچنین اندازه

 کند. یادیواکتیو به تأیید تشخیص بیمایی کم  می

 های اتصالیدو نوع بوده: بیوال ی و بخش TSHRهای بادیهای آنتیت ت

 باشد.ها مشکل میها به کشت بافتی نیاز داشته وان ان آ بیوال ی
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های بیمای برای اتصال بهه یسهپتویهای بادییادیولیبل و اتو آنتی TSHهای اتصالی براساس یقابت بین بخش

هها پرتیروئیدی م گریوز با ایهن یوش، ت هت دی آ دیصد بیمایا  مبتلا به هی 90باشد. ت ریباً تیروتروپین می

 باشد.مثبت می

هها بادیتهوا  دی تیروئیهدیت هاشهیموتو یافهت، ایهن آنتییا می anti- TSHRههای بادینوع متفاوتی از آنتی

شوند چو  برای بلوک کرد  یسپتویها های بالا سا ته میبادیتوپ آنتیتوپی متفاوت از اپیا تمالاً علیه اپی

 تواند به آ  متصل شود.نمی TSHکه هویمو  یوند به طوییبه کای می

 Iدیابت ملیتوس نوع 

نیز گویند، بیمایی  ودایمنی است کهه دی افهراد   هاس  IAدیابت ملیتوس  ودایمن که به آ  دیابت نوع 

ملیتهوس مشهکل دیصد از بیمایا  مبتلا به دیابت  10دهد. ت ریباً علت فاکتویهای محیطی یخ می بهژنتیکی 

های بتای جزایر پانکراس، تولیهد ان هولین بهه میهزا  ایمنی دایند. دی این نوع بیمایی به  اطر تخریب سلول

 گیرد.کافی صویت نمی

دیصد  90دهد که برای ای اد بیمایی   اسیت ژنتیکی ایثی وجود داید. ت ریباً مطالعات  انوادگی نشا  می

یا دایند. اگر ههر دو ژ  دی فهرد وجهود داشهته باشهد  HLA- DR4یا  HLA- DR3از سفیدپوستا  دیابتی  

های   اسیتی واقعیتی ممکن شود. دی تح ی ات ا یر نشا  داده شده که ژ ا تمال بروز بیمایی بیشتر می

 باشد. HLA-DQاست 

 باشد.های ویروسی و مصرف اولیه با شیر گاو میاز عوامل محیطی متثر دی بروز بیمایی، عفونت

 های آزمایشگاهی بیماری دیابت خودایمنیستت

شهود و ان هان معمولاً با هایپرگلای همی )افهزایش قنهد و ( تشهخیص داده می Iاگر چه دیابت ملیتوس نوع 

ههای علیهه بادیباشهد. آنتیهای بتها مفیهد میهای سرولوژیکی برای غربال دیابت قبل از تخریب سلولت ت

زده پانکراس ان انی با یوش ایمونوفلویسنت غیرم ت یم های یخفاده از برشسلولهای جزایر لانارهانس با است

دیصهد بیمهایا   90( دی سرن بهیش از ICAsهای جزایر لانارهانش )بادی ضد سلولشوند. آنتیشناسایی می
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 ههایهای علیه ان ولین با یوشبادیگزایش شده است. آنتی Iتازه تشخیص داده شده با دیابت میلتوس نوع 

 باشد.گیری میقابل اندازه ایمونواسییادیو ایمونووال ی و آنزیم 

های آمیزی ایمونوهی توشیمی جزایر پانکراس ملتهب، افزایش لنفوسیتهای ایمونوپاتولوژی با ینگدی بریسی

CD
موجهب فعهال شهد   Bهای دهد. بها فعهال شهد  لنفوسهیتها و ماکروفاژها یا نشا  میو پلاسما سل 8

CDهای لنفوسیت
IFN-و  -TNFها  اص از جمله و تولید سایتوکاین 1Thشده بنابراین شیفت به پاسخ  4

  1وIL شود.می 

 یابد.های ایمنی افزایش میها وپاسخبادیهای بتا تخریب شده و سط  آنتیبا ای اد التهاب به تدییج سلول

گیهرد. های سایتوتوک هی  صهویت میبیمایی، آپوپتوز )مرگ سلولی( و  مله توسهط لنفوسهیتبا پیشرفت 

هها دی بادیوجهود داید. اتوآنتی IAها چند سال قبل از ای اد دیابت ملیتهوس نهوع بادیا تمالاً تولید اتوآنتی

فهرادی کهه بهه تهازگی مبتلها باشند( و اافراد پری دیابتی  )افرادی که با  طر بالای ابتلا به دیابت مواجه می

هها، بادیتهرین ایهن آنتییابهد. از مهمهها کهاهش میبادیاند، وجود داید. بها گذشهت زمها  تولیهد آنتیشده

، IA-2Aو فههوگرین  (ICA 112یهها  IA-2) 2ژ  ان ههولینوما هههای علیههه دو پههروتئین آنتههیبادیآنتی

ههای ههای علیهه دیاهر پروتیینبادیو آنتی GADههای ضهد آنهزیم بادیهای ضهد ان هولین، آنتیبادیآنتی

 باشند.( میICAsهای جزایر پانکراس )سلول

 های خودایمنیمارییبسایر 

، MG، میاستیناگراویس یا بیمهایی MSتوا  با مالیتپل اسکلروزیس یا بیمای های اتوایمن میاز دیار بیمایی

کهه سهندین ات سی تم عصبی شهده دی  الیموجب ا تلال MGو  MSسندین گودپاسچر اشایه کرد. بیمایی 

 گردد.ونفریت میپاسچر موجب ای اد گلومرولگود 

 MSبیماری مالیتپل اسکلروزیس 

ی  ا تلال  ودایمن التهابی سی تم اعصاب مرکزی بوده و بیمایی با تشکیل ضهایعاتی بهه نهان  MSبیمایی 

ها یا موجب یونده غلاف میلین اک و شود و تخریب پیشپلاک دی ماده سفید مغز و طناب نخاع مشخص می

های  ودایمن دی ای اد این بیمایی نیز عوامل ژنتیکی و محیطی ن هش داینهد. گردد. همانند سایر بیماییمی
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 EBVبادی علیه برابر بیشتر آنتی 4ن بت به جمعیت کنترل  MSدهد که بیمایا  مبتلا به مطالعات نشا  می

توانند دی ای اد بیمایی ن هش داشهته باشهند مثهل ویهروس سهر  ، نیز میدیاری های دایند. البته ویروس

، پلهی 5، ویروس هرپس ان انی نهوع Cهرپس سیمپلکس، ویروس وایی لا، ویروس سر  ه، ویروس انفولانزا 

ا تمالهاً دی فعهال کهرد   IL-7با ای اد ایهن بیمهایی نیهز ایتبهاط داید.  IL-7مویفی م ژ  کدکننده یسپتوی 

  ود واکنشار دی این بیمایی ن ش داشته باشد. Tهای سلول

شهای میلهین ها بهه غبادیشود. آنتیر دیده میسال بیشت 40تا  20این بیمایی بیشتر دی جوانا  و افراد بین 

های ا تصاصهی متصل شده و ممکن است پاسخ ایمنی یا شروع کنند که با این عمل ماکروفاژها و فاگوسهیت

کند. با فعال شد  وقایع آبشایی ایمونولوژی  التهاب  اد، آسیب یال یا تحری  میهای میکروگلبه نان سلول

 گردد.ه شد  عصب میو گلیاها موجب دژنرها به اک و 

 MSتشخیص آزمایشگاهی بیماری 

دیصهد  71 -90باشند. دی می CSF IgG، الیاوکونال باینرنیگ و شا ص MSبرای تشخیص آزمایش متداول 

یابد. با ان ان الکتروفویز پروتیین چند باند ها دی مایع نخاع افزایش می، ایمونوگلوبولینMSبه  از بیمایا  مبتلا

یسد باند نیز می 9شود که دی سرن وجود نداید، به این باندها الیاوکلونال گویند که  تی تا متفاوت ای اد می

ا ایمونوبلاتینهگ بهرای شناسهایی ایهن باشد. ایزوالکتریکی فوکوسینگ بهمی MSدهنده باند نشا  4اما وجود 

مایع نخاع با م دای  IgGگیری باشد. اندازهتر میشود و ن بت به الکتروفویز پروتئین   اسباندها استفاده می

IgG  سرن و م ای ه این دو با هم ممکن است باعث تشخیصMS  گردد هر چند برایMS .ا تصاصی نی ت 

بادی علیه پپتیهد پهروتئین وجود نداید ولی دی اکثر بیمایا  آنتی MSهای  اص و ا تصاصی برای بادیآنتی

( آسیب دی دو یا چنهد محهل  هاص دی MRIشود. تصویربردایی یزونانس مغناطی ی )بازی میلین ای اد می

 شود.دیده می MSبادی با افینیتی بالا دی بیمایا  مبتلا به دهد. آنتیسی تم عصب مرکزی یا نشا  می
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 MGستنیاگراویس بیماری میا

دههد. ایهن ای یا تحت تهأثیر قهرای میماهیچه -بیمایی میاستیناگراویس بیمایی  ودایمنی که اتصال عصبی

بادی علیه یسهپتویهای اسهتیل شود. آسیب به واسطه آنتیهای اسکلتی مشخص میبیمایی با ضعف ماهیچه

، SLE ،RAهای  ودایمن مانند بیمایی اغلب با دیار MGشود. کولین، به ضعف ماهیچه پیشرونده من ر می

سهال دیهده  40ها بیشتر بهوده و دی سهن زیهر آنمی پرنیشیوز و تیروئیدیت همراه است. این بیمایی دی  انم

بادی علیهه دیصد بیمایا  آنتی 90 -91شود. دی سال بیشتر دیده می 40شود و دی آقایا  دی سنین بالای می

آزاد شده از انتههای اعصهاب موجهب ان بهاض ماهیچهه  ACHود داید. )استیل کولین( وج ACHیسپتویهای 

بلوک شده و یسهپتویها بهه  هاطر وجهود  ACHبادی با یسپتوی ترکیب شود اتصال گردد. زمانی که آنتیمی

( وجود داشته Muskیوند. دی بر ی از بیمایا  کنیاز ا تصاصی ضد ماهیچه )بادی و کمپلما  از بین میآنتی

تولیدکننهده  1THهای تنظیمی ناقص بوده کهه سهبب پاسهخ ایمنهی توسهط سهلول Tهای یتو عمل لنفوس

 گردد.های التهابی میسایتوکاین

 MGتشخیص آزمایشگاهی بیماری 

بهادی ضهد ههای اتصهالی آنتیشود که براساس بخشاستفاده می RIAهای بادی از یوشبرای شناسایی آنتی

بوناایوتوک ین برای اتصال غیر  -د. سم مای یادیو لیبل شده به نان کنبه یسپتوی یا بلوک می ACHیسپتوی 

 شود.گیری مییود و سپس یسوب یسپتویها با عمل ترکیب شد  اندازهها به کای می ACHRقابل برگشت به 

 سندرم گود پاسچر

شهود کهه ص میشهخباد علیه غشاهای پایه گلومرولی، توبولای کلیهه و آلوئولهای ماین سندین با  ضوی اتو آنتی

بیمایی  گردد.میکند و موجب ن ص کلیه شده، که بیمایی به سرعت پیشرفت می موجب آسیب به گلومرول

دههد. اتصهال اتهو سال دیده شده و بهه دنبهال یه  عفونهت ویروسهی یخ می 19 -31اغلب دی مردا  جوا  

دیصهد از  90. دی بهیش از گهرددبادی موجب فیکس شد  کمپلما  و دی نهایت آسیب بافهت کلیهه میآنتی

بهادی یا های کلیه یا داشته که این آنتیبادی علیه غشای پایه سلولبیمایا  مبتلا به سندین گود پاسچر آنتی
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های  ودایمن دی ای اد ایهن بیمهایی توا  با یوش ایمونوفلویسنت م ت یم نشا  داد. مشابه سایر بیماییمی

 نیز زمینه ژنتیکی ن ش داید.

 ایشگاهی سندرم گود پاسچرتشخیص آزم

ههای از برش IFAنشا  داد. دی ت هت  IFAو  EIAو  RIAتوا  با یوش های موجود دی  و  یا میبادیآنتی

لیبل شده با ماده فلویسهنت  anti- IgGزده کلیه استفاده شده که با سرن بیمای انکوبه و سپس بر یوی آ  یخ

 تمال گزایش نتایج مثبت کارب و منفی کارب زیاد اسهت. از یود. تف یر این ت ت سخت بوده و ابه کای می

ت ت وستر  بلات توسط الکتروفویز ژل پلی آکریل آمید و انت ال به کاغذ نیتهرو سهلولزی بهرای ایمونوبلهات 

شود. از تکنیه  های غشای پایه یا جدا کرد. از این ت ت به عنوا  ت ت تأییدی استفاده میژ توا  آنتیمی

EIA  یود اما این یوش ن بت به وستر  بلات بادی به کای میبرای شناسایی آنتی 3آ  از زیر وا د آلفا که دی

   اسیت کمتری داید.

آمیزی طهرح ینهگ IFAنیز وجهود داشهته کهه دی یوش  ANAدیصد از بیمایا  تیتر پایینی از  20دی  دود 

 دهد.اطراف ه ته یا نشا  می

 بادی ضد کروماتینتست آنتی

( NCSهای اتوایمیو  وجود داید. ه ته )نوکلئوزون یها ای دی بیماییبادی کروماتینی ضد ه تهآنتی چندین

ههای ا تصاصهی شا صهی مههم بهرای بادیژ  دی بیمایی لوپوس بوده و این آنتیعمده محل تولید اتو آنتی

وزومی وجهود داید. آنتهی بادیههای ضهد نوکلئهفعالیت بیمایی ه تند. ت ریباً دی تمامی بیمایا  لوپوسی آنتی

NCS ای که   اسیت و ا تصاصیت تشخیصی آنتی بادی ضد ه تهدی واقع ی  آنتیNCS  برای لوپوس به

ها با میزا  تخریب کلیوی بیمایا  لوپوسی مانند گلومرولونفریت بادیدیصد است. این آنتی 97و  100ترتیب 

های ایدیوپاتی  و دیصد از لوپوس 20 -11هی تونی دی های بادیو پروتئین اوییا ایتباط محکمی داید. آنتی

شهود. مصهرف بر هی دایوهها ماننهد کینیهدین، پنهی سهیلامین، های دایویی دیده میدیصد لوپوس 90 -91

 گردد.ها میبادیهیدیالازین، متیل دوپا، ایزونیازید سبب افزایش این اتوآنتی
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 DNAبادی ضد تست آنتی

( برای ds-DNA) DNAای دو یشته DNAبادی ضد ییبونوکلئی  اسید یا آنتیهای ضد دزواک ی بادیآنتی

بهادی دی ( ب یای مفیهد اسهت. ایهن آنتیSLEتشخیص و پیاری دیما  بیمایی لوپوس اییتماتوزسی تمی  )

بهادی دی بر هی از بیمهایا  مبتلها بهه شود. ایهن آنتیدیصد بیمایا  با لوپوس فعال دیده می 51 -90 دود 

شهود. ایهن های یوماتولوژی ، بیمایا  با هپاتیت مزمن، مونونوکلئوز عفونی و سیروز صفراوی دیده میبیمایی

مخصوصهاً شهروع گلومرولونفریهت افهزایش  SLEبادی با دیما  مناسب کاهش یافته و با تشهدید علهائم آنتی

( و ds-DNAای )آنتی تهدو یش DNAبادی علیه وجود داید، اولین آنتی DNAبادی ضد یابد. دو تیپ آنتیمی

هها دی تشهخیص و بادیگیری این آنتی( است. از اندازهss-DNAای )ت  یشته DNAبادی علیه دیاری آنتی

 باشند.ایزیابی یوند بیمایی مفید می

 شوند.می DNAبادی ضد مصرف بر ی از دایوها مانند هیدیالازین و پروکائین آمید سبب افزایش سط  آنتی

 Anti- ENAژن شیره هسته های ضد آنتییبادتست آنتی

ی  گروه از  Anti- ENAیود. های بافت همبند به کای میو بیمایی SLEاین ت ت جهت کم  به تشخیص 

شهود. و پهروتئین سها ته می RNAههای  هاوی ژ ای است که مشخصاً علیه آنتیهای ضد ه تهبادیآنتی

هها، ENAتهرین آیهد. یایجین از عصهایه تیمهوس بهه دسهت میسال -با استفاده از بافر ف فات ENAژ  آنتی

دیصهد  30ای اسهمیت دی  هدود بادی ضد ه ته( ه تند. آنتیRNP( و ییبونوکلئوپروتئیین )SMاسمیت )

شود. آنتی نوکلئاز ییبونوکلئهوپروتیین دیصد بیمایا  با ا تلالات بافت همبند دیده می 90بیمایا  لوپوسی و 

(anti- RNPدی قری ) دیصهد بیمهایا  لوپوسهی  21های بافت همبند و دیصد بیمایا  مبتلا به بیمایی 100ب

 شود.دی فیروز ییوی بینابینی اتوایمن دیده می J0-1بادی ضد شود. آنتیدیده می

 های ضد غشای پایه گلومرولیبادیآنتی

دی نفریت اتهوایمن )ماننهد بادی های دی  ال گردش ضد غشای پایه گلومرولی از این ت ت برای بریسی آنتی

ویی، تریادگلومرولونفریهت )همهاچ بهادی دی افهراد مبتلها بههشهود. ایهن آنتیسندین گود پاسچر( استفاده می

شود. بیشتر از نیمی از افهراد مبتلها بهه نفریهت های غشا پایه( مشاهده میژ بادی علیه آنتیهموپتیزی، آنتی

های ایمونوهی توشیمیایی برای باشند. از تکنی ض ییوی نیز میگلومرولی ناشی از سی تم ایمنی دچای عوای
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تر و قابل های سرمی بیمایا  یوش سریعشود. البته بریسی نمونههای کلیه یا ییه استفاده میبریسی بیوپ ی

 باشد.اعتمادتری دی تشخیص سندین گود پاسچر می

 AMAبادی ضد میتوکندری آنتی

AMA یود. سهیروز صهفراوی اولیهه بهه کهای مهی اساساً برای کم  به تشخیصAMA بهادی ضهد یه  آنتی

کند. این ت هت دی اکثهر بیمهایا  بها سیتوپلاسمیکی است که علیه ی  پروتئین غشای میتوکندیی عمل می

باشد. لازن به رکر است این ت ت دی مبتلایا  به شود و ی  بیمایی اتوایمن میسیروز صفراوی اولیه دیده می

فعال کل تاز دایویی، هپاتیت اتوایمن، اسکلرودیما، لوپوس سی تمی ، ان داد  ایجی کبهدی هپاتیت مزمن 

 برای سیروز صفراوی اولیه ب یای ا تصاصی است. M-2شود. ساب گروه یا هپاتیت عفونی مثبت می

 AMAبادی ضد میوکارد آنتی

بهادی یود. ایهن آنتیبه کای می این ت ت برای نشا  داد  د الت سی تم ایمنی دی آسیب و بیمایی میوکاید

شهود. ایهن دی بیمایی یوماتی می قلب، کایدیومیوپاتی، سندین بعد از تویاکوتهومی و سهکته قلبهی دیهده می

 شود.بادی همچنین دی کایدیومیوپاتی و بعد از جرا ی قلب با انفایکتوس میوکاید نیز دیده میآنتی

 ANCAبادی سیتوپلاسمیک ضد نوتروفیلی آنتی

ANCA یهن شهود. از اهها سها ته میهایی است که علیه اجزا سیتوپلاسهمی  نوتروفیلبادیای از آنتیدسته

الکتریه  و اسهکولیت  اگنهرو یود. گرانولومهاتوز( بهه کهای مهیWG) ت ت دی تشهخیص گرانولومهاتوز واگنهر

 های کلیه، ییه و دستااه تنف ی فوقانی است.ای شریا سی تمی  منط ه

آمیزی دیهده توسط میکروسکوپ ایمونوفلویسهنت غیرم هت یم دو الاهوی عمهده ینهگ ANCAsسایی به دنبال شنا

 (P- ANCAپری نوکلئاز ) ANCA( و C- ANCAسیتوپلاسمی  )  ANCAشود: می

 -C( و MPOبادی ضد میلوپراک هیداز )اساساً  اوی آنتی P- ANCAدهد که تر نشا  میبریسی ا تصاصی

ANCA 3پروتئیناز  بادی ضد اوی آنتی (PR3.ه تند ) 

 ب یای ا تصاصی است. برای گرانولوماتوز واگنر PR3ژ  اتو آنتی
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 ANAتست 

های اتهوایمن بهه کهای ( و سایر بیماییSLEای که برای تشخیص لوپوس )های ضد ه تهبادیگروهی از آنتی

وایمن ا تصاصهی اسهت. ت هت ههای اتهو سایر بیمایی SLEهای این گروه برای بادییود. تعدادی از آنتیمی

 ANAهای یوماتوئیدی نیز ت ت شود هر چند دی سایر بیماییدیصد بیمایا  دیده می 91مثبت دی قریب به 

 گیرد.های مختلف مانند ایمونوفلویسانس غیرم ت یم و الایزا ان ان میشود. این ت ت به یوشمثبت می

لی  اسید، کلر پروتیک ن، کلهرو تیازیهدها، هیهدیولازین، با مصرف دایوهایی مانند استازولامید، آمینوسالی ی

شهود. فنیل بوتازو ، فنی توئین سدیم، پروکائین آمید، استرپتومای ین، سهولفانامیدیا ایهن ت هت مثبهت می

 شود.می ANAمصرف استروئیدها سبب گرفتن جواب منفی 

 

 بیماییهای اتوایمیو  های مثبتبادیآنتی

ANA, SLE prep, ds DNA, ss DNA, 

anti- DNP, SS- A 
SLE 

ANA SLE ناشی از دایو 

RF, ANA, SS- A, SS- B  سندین شوگر 

ANA, SC1, RNA, ds DNA اسکلرودیمی 

ACA, SCl- 70 بیمایی یینود 

ANA, RNP, RF, ss DNA بیمایی مختلط بافت همبند 

RF, ANA, RANA, RAP آیتریت یوماتوئید 

AMA سیروز صفراوی اولیه 

 تیروئیدیت آنتی میکروزومال، آنتی تیروگلوبولین

ASMA مزمن فعال هپاتیت 

 APCAبادی ضد سلول پاریتال آنتی

های پایتیال دی پروگ یمال معده وجود داشته و سبب ترش  اسهید کلریهدیی  و فهاکتوی دا لهی سلول

سلول پاییتهال دی قریهب  های ضدبادیضرویی است. آنتی B12شوند. فاکتوی دا لی برای جذب ویتامین می

های ضهد بادیدیصد از بیمایا  دایای آنتی 50شوند. دی  دود دیصد مبتلایا  با آنمی پرنیشیوز دیده می 90
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ها دی تخریب نمود  مخاط معدی بیمایا  مشهایکت بادییسد که این آنتیفاکتوی دا لی ه تند. به نظر می

 شود.های معده و کان ر معده یافت میآتروفی ، ز مدی مبتلایا  به گاستریت  APCAدایند. همچنین 

APCA های اتوایمن مانند تیروئیدیت، میک ودن، دیابت نوجوانها ، بیمهایی آدی هو  و دی سایر بیمایی

 شود.آنمی ف ر آهن نیز مشاهده می

 بادی ضد اسکلرودرمیآنتی

دیصهد از  41کهه دی  هدود بادی برای تشخیص اسکلرودیمی )اسکلروزسی تمی  پیشهرونده( این آنتی

ها، شود. این بیمایی ی  ا تلال چند سی تمی که فیبروزه شد  پوست، ییههبادی یافت میبیمایا  این آنتی

ههای ایهن اعضها یسهوب شود. با یسوب ی  ماده شهبه کلهاژ  دی بافتها و دستااه گوایش مشخص میکلیه

بهادی و فعال بود  بیمایی است. این آنتی PSS ضوی بیشتر به نفع  SCL- 70بادی کند. تیتر بالای آنتیمی

های مختلط بافت همبند، سندین شوگر  و آیتریت یوماتوئید نیز یافت هایی مانند لوپوس، بیماییدی بیمایی

 شود.می

 ASMAبادی ضد عضله صاف آنتی

یود. کهای مهیاز این ت ت اساساً برای کم  به تشخیص هپاتیت مزمن فعال به دلیهل اتوایمیهونیتی بهه 

ASMA بادی ضد سیتوپلاسمیکی علیه آکتهین )یه  پهروتئین محلهول اسهکلتی( اسهت. ی  آنتیASMA 

هها ماننهد بادی شهنا ته شهده دی هپاتیهت مهزمن اتهوایمن اسهت البتهه دی بر هی بیماییترین اتو آنتییایج

 یابد.بادی افزایش مییهای مایکوپلاسمایی نیز این آنت، سیروز صفراوی اولیه و عفونتMSها، بد یمی

 بادی ضد اسپرماتوزوئیدآنتی

های اسپرن سا ته ژ هایی علیه آنتیبادیاین ت ت جهت غربالاری نابایویی بوده و دی این ا تلال آنتی

شود. این ت ت به طوی یایج دی ایزیهابی یه  زوج نابهایوی و بعهد از مثبهت شهد  ت هت بعهد از م ایبهت می

(Postcoitalبه کای م )ند.ها از باند شد  اسپرن بر یوی تخم  جلوگیری میبادییود. این آنتیی: 
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 SS-Cو ضد  SS-B(La)، ضد AA-A(Ro)بادی ضد آنتی

ای بوده و برای تشخیص سهندین شهوگر  های شیوه ه ته ژ ای دی واقع آنتیهای ضد ه تهبادیآنتی

ههای ژ ای بوده و با آنتیهای ضد ه تهبادیآنتی هایساب تایپ SS-Cو  Ro ،Laبادی یوند. آنتیبه کای می

دهند. از این ت ت دی تشخیص سندین شوگر  به ان انی واکنش می Bهای ای مشتر شده از لنفوسیته ته

یود. سندین شوگر  ی  ا تلالا ایمونولوژیکی است که با تخریب پیشرونده غهدد اگزوکرینهی اشه  و کای می

 ودی ای اد شود یها تواند  ودبهشود. این بیمایی میی مخاط و ملتحمه میبزاق مشخص شده و باعث  شک

دی  هدود  Anti- SS- Aبادی های اتوایمن مانند لوپوس، آیتریت یوماتوئید ای اد گردد. آنتیبه دنبال بیمایی

دیهده  دیصد از مبتلایا  به سندین شوگر  اولیهه 10دی  دود  SS-Bهای ضد بادیدیصد بیمایا  و آنتی 70

 شود.ها مثبت شود تشخیص سندین شوگر  مطرح میبادیشود. هناامی که هر دو این آنتیمی

ههای ضهد بهایدایی  هاوی پروژسهترو  و ها، قرصدی مصرف بر ی دایوها مانند اسهتروئیدها، آنهدیوژ 

 گردد.بادی میوایفایین سبب افزایش تیتر این آنتی

 های ترانس گلوتامیناز بافتیبادیو آنتی Endomysialهای گلیادینی، بادیآنتی

هاست. بیمایا  مبتلا به سلیاک قادی به های آ های موجود دی غلات و فرآویدهگلیادین و گلوتن پروتئین

ها برای مخاط دیهوایه یوده سهمی بهوده و ضهایعات ای از غلات نی تند. این پروتئینتحمل هیچاونه فرآویده

شوند و تنها یاه دیما  ایهن کند. این بیمایا  دچای علائم سوءجذب شدید میمی مشخصه پاتولوژیکی یا ای اد

 باشد.های آ  میبیمایی عدن مصرف غلات و فرآویده

هایشا  سهبب دی این افراد پس از مصرف غلات گلوتن و گلیادین از مخاط یوده جذب و ای اد متابولیت

گلیادین(، ترانس گلوتامینهاز ضهد ها )آنتیمونوگلوبولینترتیب ای شود. به اینتخریب م ت یم مخاط یوده می

شهود. شناسهایی ایهن سها ته شهده و دی مخهاط یوده و سهرن بیمهایا  دیهده می Antiendomysialبافتی و 

شهود. تشهخیص قطعهی ها دی  و  بیمایا  مبتلا به سوءجذب نشهانه اسهپروی سهلیاک نامیهده میبادیآنتی

 ت یوده بوده و باید یژیم غذایی عایی از گلوتن یعایت شود.بیمایی سلیاک با مشاهده ضایعا

گیری ایهن ( برای بیمایی سلیاک بها انهدازهEMAهای آندومیزیالی )بادیبه دلیل ا تصاصیت زیاد آنتی

سازد. دی صویت یعایت یژیهم غهذایی غلهات و های مکری یوده بایی  یا مرتفع میها، ان ان بیوپ یبادیآنتی
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ههای گوایشهی نظیهر بیمهای کهرو ، شود. لازن به رکر است که دی بر ی از بیماییمنفی می گلوتن این ت ت

 یابد.های گلیادینی افزایش میبادیکولیت و عدن تحمل شدید لاکتوز میزا  آنتی

 درمان

های تنظیمی، با اثر مواید سرکوب ال اء  ودایمنی، بازگرداند  مکانی م ی  ودایمنیهابیمایی دیدیما  

ههای دهنده ن بت به  هود بیشهتر از سهایر یوشهای واکنشباشد.  ذف سلولهای افکتوی میای مکانی ممه

 یود.دیمانی به کای می

ها دی پیشهایری از فعهال شهد  ایمنهی دی بر هی از ا یراً نشا  داده شده که م دود کرد  سایتوکاین

 Bو  Tهای مها  بهرای فعهال شهد  سهلولهای تحریکهی همزکه سهیانالها متثر است. به دلیل اینبیمایی

ژ  بهه منظهوی ال های و یا از طریر استفاده از  هود اتهوآنتی Tو  Bهای لنفوسیت لازن بوده و با  ذف سلول

ها بها گیرند. با بلوک کرد  سهیتوکاینتری موید هدف قرای میهای لنفوئیدی به طوی ا تصاصیتحمل، سلول

TNF  یاIL1 دهد.ر ی از بیمایی اتوایمن آسیب بافتی کمتر یوی مییسد که دی ببه نظر می 

به عنوا  مثال دی بیمایی  ودایمن تیروئید، با استفاده از تیروک ین و تیروتوک یکوز به کم  دایوهای 

 تیروئید، هیپوتیروئیدی قابل کنترل است.آنتی

یس اسهتفاده از دایوههای ، دی میاسهنتی گهراو12Bدی آنمی پرنیشیوز کنترل متابولی  با تزییر ویتامین 

 مهایکننده کولین استراز کایبرد داید.

، کاهش استرس، ویزش مداون و یژیم غذایی مناسب و  واب کافی، ی ضد التهاب، کویتو مصرف دایوها

 باشد.جات تازه و مولتی ویتامین دی بهبود بیمایی متثر میمصرف یوزانه میوه

ها یا یوی محیط کشت یشهد داده و پهس از که این سلول های بنیادی مغز استخوا ،به کایگیری سلول

های بنیادی مغز باشد. سلولهای  ودایمن متثر میهای مختلف دی مهای یا دیما  بیماییها به سلولتمایز آ 

های تخریب کنند که سی تم ایمنی یا مهای کرده و همچنین تمایز به سلولاستخوا  موادی از  ود ترش  می

 ها یا جایازین بافت آسیب نمود.توا  آ های اتوایمن یا دایند و میهای متثر دی بیماییدیباتوسط آنتی



113 

 

 منابع

 دکتر محمد شفیع م ددی، هادی عتباتی -سرولوژی و ایمونولوژی عملی

 دانشااه شهید بهشتی -سرولوژی و ایمونولوژی عملی

 2019ایمونولوژی یویت 

 دکتر فرید   ینی -ایمونولوژی

 2017ابوالعباس  -وژی سلولی و مولکولیایمونول

 اصول طب هایی و 

 


