
سنجش های بر پایه ایمونواسی
ایمونوفلورسانس و رادیو ایمونواسی

دانشگاه اصفهان

دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی مولکولی و میکروبیولوژی، آ زمایشگاه 

میکروبیولوژی
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ایمونوفلورسانسروشباهاسلولهویتتشخیص
مولکولساییشنادرزیادیکاربردکهاستهاییتکنیکازیکیایمونوفلورسانستکنیک

بادیتیآنیاژنآنتییکیافتنبرایایمونوفلورسانسروشاز.داردهاسلولسطحیهای
.شودمیاستفادهسلولییابافتیبرشیکدرهاآنموقعیتتعیینیاو

…ورودامینیااتایزوتیوسیانفلورسئینمثلفلورسنتموادنشانگرمولکولتکنیکایندر
.شدندمتصلموردنظربادیآنتیبهشیمیاییطوربهکههستند
فهصربرایهاآزمونایندرهمینبرایهستندقیمتگراناختصاصیهایبادیآنتی
کوچککاذبهایحفرهدارایکهمخصوصهایلامازهابادیآنتیمصرفدرجویی

.شودمیاستفادههستند
ازادهاستفباتوانمیباشد،نداشتهوجودهالاماینبهدسترسیامکانکهصورتیدر

ترقباسلولیسوسپانسیونوکردایجادلامرویکاذبییحفرهآبضدهایماژیک
ودشونپخشلامروییکنواختبطوربایدهاسلولاین.کرداضافهآنرویرامناسب
اتورفیکسهریامتانولباشدن،خشکازبعدهالام.نگیرندقرارهمدیگررویهاسلول

.شوندمیآمیزیرنگیآمادهوشدهثابتدیگریمناسب
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حضوردد،میگرانجامشدهبیوپسیبافترویبرکهمستقیمفلورسانسایمونودر
کمپلماناجزاینیزو IgAو IgG ، IgMمانندبادیآنتیمختلفهایکلاس

سرمهنمونغیرمستقیمایمونوفلورسانسدرولیگردندمیجستجو( C3،C4مانند)
وهابادیآنتی(تیتراسیونچنینهمو)حضورعدمیاحضوربررسیجهتبیمار

.گرددمیاستفادههابادیآنتیاتو
آنتیوانعنبهگوناگونهایبافتیاسلولهامستقیم،غیرایمونوفلورسانسدرروش

شدهایجادهایچاهکرویبیمارسرماند،شدهپوشاندهاسلایدهاسطحرویژن
بادییآنتشستشو،ولازمانکوباسیونطیازبعدوشدهاضافهاسلایدهااینروی
.شودمیاضافه FITCمانندفلورسنتموادبانشاندارانسانیبادیآنتیضد
قراریزنمثبتکنترلیکومنفیکنترلیکاسلایدهررویبیمارسرمکناردر

.شودمیداده
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درموجودژنآنتیبهفردسرمدربادیآنتیاینوجودصورتدر
انویهثبادیآنتیتوسطکمپلکساینسپسوشدهمتصلاسلاید

فلوروسنتمیکروسکوپباکهشدهشناساییفلوروسنتمادهباکنژوگه
.باشدمیمشاهدهقابل

یالگومقایسهوفلورسنتمیکروسکوپزیرهانمونهبررسیبا
هایالگوومثبتوکنترلمنفیکنترلازحاصلهالگویبافلورسنتی

آنتیهعلیبرکههاییبادیآنتیالگویوتیترعلمیمنابعدرموجود
.نمایندمیمشخصاند،شدهتولیدژن
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ایمونوفلورسانسکارروش/دستورالعمل
.استانجامقابلغیرمستقیمومستقیمروشدوبهایمونوفلورسانسآزمون

:مستقیمروشبهایمونوفلورسانس

یهیهتازبعدوشدهدارنشانفلورسنتموادبانظرموردشاخصاختصاصیهایبادیآنتی
.شوندمیاضافههاسلولرویمستقیمالازمرقت
خشکزابعدوشدهشستهبلواوانسحاویبافردرهالامانکوباسیون،زمانشدنتمامازبعد

مطالعهایمونوفلورسنتمیکروسکوپباهالاموشودمیاضافهمانتمحلولآنهارویبرشدن
.شوندمی
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۷.۴تا۷.۲بین pHبافسفاتبافرازهالامشستشویبرایمعمولا
ربوطهمبافرباهالامرویمعرفابتداکهترتیببدین.شودمیاستفاده
شستشویمخصوصجارهایداخلدرهالامبعدوشودمیدادهشستشو

دادهتکانجارداخلدردقیقهچندوشوندمیورغوطهبافرداخلدرلام
شدهستهشچسبیدهلامبهغیراختصاصیبطورکهاضافیموادتاشوندمی

.شوندخارجعملمحیطازو
بافرهبهمبلواوانسقطرهچنداستبهتربیشتر،کنتراستایجادبرای

تفلورسننواحیوشودارغوانیتاقرمزهاسلولیزمینهتاکرداضافه
.بشوندتمایزوتشخیصقابلبهترشده
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:مستقیمغیرروشبهایمونوفلورسانس

بادییآنتابتدا.داردبیشتریحساسیتمستقیم،غیرروشبهایمونوفلورسانس
اهسلولرویفلورسنتموادباشدنکونژوگهبدوننظرموردشاخصاختصاصی

دومبادیآنتیوشدهشستههالامانکوباسیونزماناتمامازبعدوشودمیافروده
تفلورسنموادباوبودهاولبادیآنتیژنیکآنتیهایشاخصعلیهواقعدرکه

.شودمیاضافهشدهکونژوگه
گرنحاویکهبافریدرهالاممستقیم،روشمثلانکوباسیون،زماناتمامازبعد

دهشاضافهمانتمحلولهاآنرویشدنخشکازبعدوشدهشستهاستبلواوانس
.شوندمیبررسیایمونوفلورسنتمیکروسکوپباو
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ازاریمقدرفتندستازباعثهابادیآنتیکردنکونژوگهاینکهبهتوجهبا
ردنککونژوگهبهنیازکهغیرمستقیمروشازمعمولاشود،میبادیآنتی

.شودمیاستفادهندارداولیهبادیآنتیکردن
بصورتودهبواولیهبادیآنتیژنیکیآنتیهایشاخصعلیهثانویهبادیآنتی

شاخصاختصاصیکونژوگهبادیآنتیازترارزانخیلیوداردوجودتجاری
صرفهبهمقرونوبیشترحساسیتبهتوجهبامستقیمغیرروش.استخاص
.استتررایجبودن
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ست در فلوسایتومتری نیاز به از بین رفتن کل غشای سلول نی
و می توان شاخص های موجود در سطح، سیتوپلاسم و هسته 

.سلول را مورد بررسی قرار داد
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انسایمونوفلورسپروتکلاززمان برتروپیچیده ترغیرمستقیمروشپروتکل
انویهث های بادیآنتیانواعچونداردبیشتریانعطاف پذیریامااست،مستقیم
اصخاولیه بادیآنتییکبرای توانمیراتشخیصی هایتکنیکومختلف
.کرداستفاده
خودهایبیماریتشخیصدرکاربردیهایتکنیکازیکیغیرمستقیم،روش
.ودشمیاستفادهآزمایشموردنمونهعنوانبهبیمارسرمازوباشدمیایمنی
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قابلایمزایدارد،رواجکمتریمیزانبهاگرچهمستقیمایمونوفلورسانس
.داردمستقیمغیریاثانویهروشبهنسبتتوجهی

قیممستاتصالکهاستاینروشاینمثبتهایویژگیاینازیکی
زیساآمادهمراحلتعدادکاهشباعثژنآنتیبهدارنشانبادیآنتی
لسیگنامیزانوشدهصرفه جوییزماندرنتیجهدرشود،مینمونه
.یابدمیکاهشاختصاصیغیر زمینهپسهای

نشواکامکانکهاستاینمستقیمایمونوفلورسانسمزایایدیگراز
و(cross-reactivity)یکدیگربادارنشانهایبادیآنتیمتقابل

.کندمیمحدودفرآیندطولدررااحتمالیاشتباهات
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رسانس انواع بیماری های خود ایمنی که توسط تکنیک ایمونوفلو
:غیرمستقیم تشخیص داده می شوند عبارتند از

 •Pemphigus vulgaris؛

• Pemphigus foliaceus ؛

• Paraneoplastic pemphigus ؛

• Immunoglobulin (Ig)A pemphigus ؛

• Linear IgA bullous dermatosis and chronic bullous disease of 

childhood ؛

• Dermatitis herpetiformis ؛

• Bullous pemphigoid ؛

• Pemphigoid gestationis ؛

• Mucous membrane pemphigoid ؛

• Epidermolysis bullosa acquisita ؛

• Bullous systemic lupus erythematosus.
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رادیوایمونواسی
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اس آن رادیوایمونواسی در اواسط قرن بیستم ابداع گردید و اس
تیو واکنش آنتی ژن و آنتی بادی های متصل به مواد رادیو اک

.  می باشد 
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در این . سنجش ایمونواسی را به روش ساندویچ نشان می دهدAدر تصویر فوق نمای

اندار روش مقدار آنالیت ارتباط مستقیم با سیگنال های ارسالی توسط آنتی بادی نش
.  دارد
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دردهنشاندارشآنالیتحالتایندر.استشدهانجامرقابتیمبنایبرایمونواسیBنمایدر

وردهکرقابتجامدفازآنتی بادی هایبهچسبیدنبرایسرمدرموجودآنالیتباآزمایشکیت
.داردنشاندارآنتی بادی هایتوسطارسالیسیگنال هایباعکسنسبتآنالیتمقدار
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برخی از محدودیت ها و معایب روش های سنجش ایمنی رادیواکتیو 
:عبارتند از 

خطر تشعشع رادیواکتیو( ۱
نیاز به امکانات حفاظتی در برابر پرتوها،( ۲
تولید زباله های رادیواکتیو،( ۳
محدود بودن زمان انقضاء  کیت ها به دلیل نیمه عمر کوتاه( ۴
محدودیت اتوماسیون( ۵

در حال حاضر استفاده از این روش در اندازه گیری هورمون ها و آنتی 
بادی ها با توجه به موارد فوق بسیار محدود شده است
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