
 

 

  لومينسانس ايمنواسي  كمي

  تشخيص پزشكي هاي آزمايشگاهآن در  استفاده ازو 

 

 دكتر ميلاد دولتخواه (مسئول فني شركت آپادانا تابناك سيستم)

 

. استبنا شده  ژن آنتيو  بادي آنتيكه بر اساس اتصال  شود ميگفته  هايي آزمايشبه  اصولاً ايمنواسيروش 

 نشاندار بادي آنتي اگويند كه در آن آنزيم خاصي ب 1اسي بر پايه آنزيممنورا اي ها آزمايشاز اين  اي شاخه

با غلظت  غيرمستقيمرنگ يا نور) توليد كند كه رابطه مستقيم يا مانند (تا سيگنالي  شود مي(كونژوگه) 

 مانندشود به چند دسته تقسيم  تواند مياسي ايمنو هاي روشناليت درون نمونه داشته باشد. آ

به  ها روش. تفاوت در اكثر اين 5فلورسانس ايمنواسي و 4، كمي لومينسانس ايمنواسي3، الايزا2واسيراديوايمن

  بستگي دارد. ،كند ميو نوع سيگنالي كه توليد  بادي آنتيشده به نشاندارمولكول 

ابداع شد.  Bersonو  Yalow هاي نامتوسط دو دانشمند با  1959راديوايمنواسي اولين بار در سال  روش

عنوان نشانگر استفاده كردند. اگرچه تكنيك راديوايمنواسي روشي قابل اطمينان، معتبر و ه ب I125آنها از 

آورده بودند كه امكان  به وجودو ايمني را  عمر نيمهها مشكلاتي از قبيل كوتاهي  اما راديوايزوتوپ tدقيق بود

  .را بسيار محدود كرده بودفاده از آن تگسترش اس

از  .كردند ابداعرا روش الايزا  1971در سال  Perlmannو  Engvall هاي نامدو دانشمند با  چند سال بعد

گياهي و صنايع غذايي  شناسي آسيبتشخيص طبي،  هاي آزمايشگاهگسترده در  طور بهآن پس اين روش 

كمتر، سمت و  هايي با غلظت به تشخيص آناليت ها آزمايشگاهمورد استفاده قرار گرفت. با پيشرفت علم و نياز 

ورد. در مانند فلورسانس و كمي لومينسانس رو آ تر سريعو  تر دقيق، تر حساسسوي تحقيقات به ابداع روشي 

                                                             
1 Enzyme immunoassay (EIA) 
2 Radioimmunoassay (RIA) 
3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
4 Chemiluminescence immunoassay (CLIA) 
5 Fluorescence Immunoassay (FIA) 



 

 

تر از  تر و آسان ايمنبسيار بسيار سريع داشت. استفاده از آن  يرشد روش الايزاي، ايمنواس هاي تكنيكميان 

 .استز واكنش آنزيم كونژوگه با سوبستراي آنزيمي ا دشدهيتولرنگ بر اساس بود. الايزا  راديوايمنواسي

 .شود ميبر اساس قانون بيرلامبرت و منحني استاندارد به غلظت تبديل  دشدهيتولدانسيته اين رنگ 

پايين بود. به همين منظور  نسبتاً ،استكالريمتري مرسوم  روش الايزا كه مبتني برحساسيت  هرحال به

  .شد تر گستردهحساسيت نيازمند تغييرات ايمنواسي براي گسترش و افزايش 

 در ميانانس ايمنواسي را ابداع نمود. سروش كمي لومين Woodheadيك دانشمند بنام  1985در سال 

ايمنواسي، كمي لومينسانس ايمنواسي نماينده يك تكنيك چندكاره، فوق حساس با رنج وسيعي  هاي روش

سل تكنولوژي براي تشخيص در ن پركاربردترين عنوان به روش اين امروزه از كاربرد در آزمايشگاه ظهور كرد.

. شود مياستفاده  1نشانگر عنوان بهماده لومينسانس يك در اين تكنيك از . ه علوم آزمايشگاهي استزحو

CLIA هاي كيت توليدكننده هاي شركتو  شود تر كوتاه تا زمان انجام واكنش اين امكان را فراهم كرد 

يك كارتريج توليد  صورت به )Closed(سيستم بسته يك  قالبمحصولات خود را در  آزمايشگاهي بتوانند

 ساعت يك و نيم از آزمايشباعث كاهش مدت زمان  CLIA .شودبسياري از خطاهاي انساني حذف  تاكنند 

  .شددقيقه  30- 45به 

 به خاطرانس حساسيت ايمنواسي را بهبود بخشيد، اما اتصال مستقيم نشانگرهاي لومينس CLIAاگرچه 

. هرچه طول مدت تابش نور كردمحدود اتوماتيك  صورت بهرا  از آن استفادهنشر نور  زمان مدتكوتاهي 

به انرژي نور باشد، تمام انرژي برانگيختگي صرف تابش نور شده و فرصتي براي تبديل  تر سريعكمتر و 

و  تمام اتوماتيك هاي رباتش به كمك چنانچه آزماي به همين دليل در رفتن آن وجود ندارد.هگرمايي و به 

نسبت به روش دستي  راندمان و بازدهي كار حذف شده و اي زمينه، خطاهاي انجام شود Closed صورت به

  بيشتر خواهد بود. آن بسيار

CLIA يبراين خوبي جايگز RIA و ELISA  ،براي تشخيص حساس و دقيق موادي مانند پروتئين

 به علت CLIAاخير،  هاي سالدر  محيط زيست است. هاي كننده آلودهيك و هورمون، دارو، اسيدهاي نوكلئ

                                                             
1 Label 



 

 

اتوماسيون در حوضه بيوشيمي باليني رشد فراواني  هاي روشحساسيت بالا، گستردگي رنج و كامل شدن 

وابسته،  هاي تكنيكها و نشانگرنوتركيب،  هاي بادي آنتيبا گسترش و كاربرد تكنولوژي  CLIAكرده است. 

  روشي نوين ظهور كرد. عنوان به، ها رباتعملكرد  جامد و بهبود در مواد فاز

د و نمتصل شوخاصي  هاي ژن آنتيو يا  بادي آنتيكه به  دندار نشانگرهايي نياز بهواكنش انجام براي  ها معرف

ه را در ها كه بيشترين استفادنشانگر. از جمله اين بيانجامدتوليد نور  به د كه در نهايتنفرايندي را باعث شو

، لومينول، ايزولومينول و مشتقات آن ،1آنزيم فسفاتاز قليايي به توان مي دارندكمي لومينسانس ايمنواسي 

 3گيري اندازهقابل  محدوده ترين پاييناز مواد لومينسانسي كه داراي  .اشاره كرد HRP2 و اكريدين استر

لومينول، ايزولومينول و اكريدين استر اشاره مبتني بر آنزيم فسفاتاز قليايي،  هاي روشبه  توان ميهستند 

ايزولومينول  موجود در بازار جهاني منطبق بر آنزيم فسفاتاز قليايي، CLIA هاي كيت. امروزه بيشترين كرد

و  دارندرا  LODترين  پايين و بيشترين حساسيت زيرا طبق مطالعات صورت گرفته؛ هستند و اكريدين استر

 باشند ميها  ديگر پايدارتر از مابقي لومينانسو از طرف  هستندمناسب بسيار  CLIAبسته  هاي سيستمبراي 

 .استاز بقيه مواد لومينسانس  تر راحتبسيار  ها آنو كاربري 

 فاز جامد در ايمنواسي عنوان به مغناطيسيذرات ميكرو مخصوصاً 4ذراتميكروي كه از سيستم هاي روش اخيراً

امكان شود به  ذرات ميميكرواز مزاياي اين ا به خود معطوف كرده است. شمندان رنتوجه دا شود مياستفاده 

اين  اينكه به علت همچنينفرد نام برد. ه خصوصيات منحصر ببا و مختلف  هاي اندازهتوليد آنها در 

مطلوبي همخواني بيولوژيكي و از نظر اندازه با ساير مواد  سازگاري خوبي با مواد زيستي دارند ذراتميكرو

 مغناطيسيذرات ميكرو و عملكرد خوبي داشته باشند. متصل شوند بادي آنتيبه  ندتوان مي به راحتي، ددارن

اختصاصي در مقايسه با سطح محدود هر چاهك در  هاي ژن آنتييا  بادي آنتي اتصالباعث افزايش سطح 

ذرات در ماتريكس نمونه باعث افزايش احتمال ميكرومعلق بودن از طرف ديگر د. نشو مي ELISAروش 

بالا، افزايش گستره  تكرارپذيري ،. همين امر باعث افزايش حساسيتشود مياليت مورد نظر واكنش با آن

                                                             
1 Alkaline Phosphatase (ALP) 
2 Horseradish Peroxidase (HRP) 
3 Limit of Detection (LOD) 
4 Microparticles 



 

 

در مقايسه با  CLIA و كاهش زمان واكنش گيري اندازهمحدوده خوانش، بهبود در كمترين ميزان قابل 

از آناليت  تري وسيعرنج در  بالاتري 1خطي محدوده مچنين. هشود مي ELISA ديگر مانند هاي روش

جداسازي كند.  گيري اندازههايي با كمترين مقدار را  تواند آناليت ميخواهد داشت و  نمونه موجود در

. تنها است ELISAاز روش  تر سريعتر و  بسيار آسان CLIAدر روش  ژن آنتي- بادي آنتيكمپلكس 

 اند نداشتهان مغناطيسي قرار بگيرد تا مواد واكنشگر كه اتصال اختصاصي كافيست محيط واكنش در يك ميد

ذرات پوشيده از ميكروهمچنين د. باقي بمان كووت واكنشمپلكس مورد نظر در و فقط كد شوشسته 

  بزرگ را نيز دارد. هاي مولكوللي با هاي كوچك قرار گرفته در محلو وانايي اتصال به آناليتت بادي آنتي

  

  

  

  مختلف جانبي هاي زنجيرهميكروذرات پوشيده شده با مواد و : 1شكل 

  

ثيرگذار يكي از عوامل مهم و تأهاي واكنشگر  و افزايش احتمال تصادم مولكول بادي آنتيافزايش سطح اتصال 

مانند دستگاه جديد  CLIA هاي سيستمواكنش است. در و بهبود عملكرد در افزايش سرعت 

INDRA200  اين افزايش در سطح ميكروذرات مغناطيسي شود مياستفاده  مغناطيسيكه از ميكروذرات ،

همچنين معلق بودن ميكروذرات  .شده است ELISAچندين برابر سطح چاهك ميكروپليت در روش 

 . اين عوامل باعثشود مي ژن آنتيبا  بادي آنتيمغناطيسي در محيط واكنش باعث افزايش احتمال واكنش 

اندازه قابل  .شده است روش الايزادر مقايسه با  CLIA بسته هاي سيستم رو عملكرد دافزايش سرعت 

، در 2تنظيم انتشار نور، طيف انتشار باريك، طيف تحريك گسترده و نقاط كوانتومي لومينسانس بسيار

يك  عنوان بهجذب كرد تا از اين سيستم  به خودشگرف  طور بهشمندان را نتوجه دا CLIA هاي سيستم

                                                             
1 Linearity 
2 Quantum Dots (QDs) 



 

 

پاتوبيولوژي و تشخيص  هاي آزمايشگاهدر  و پرسرعت جهت گسترش علم تشخيص قيقدروش حساس، 

  استفاده كنند. پزشكي

پليت با  هاي چاهكسطح داخلي  آناليت بايدمتصل شده به  بادي آنتيبراي جداسازي  الايزا روشدر 

تواند اثرات  مييزا الاپليت  پلي استايرنيبا سطح  بادي آنتيپوشيده شود كه اين اتصال مستقيم  بادي آنتي

بالاتري از  هاي غلظتاستفاده از  به دليل حساسيت و افزايش قيمتكاهش نامطلوبي مانند عدم تكرارپذيري، 

و  مغناطيسيذرات ميكروبا گسترش علم  CLIAاما اين نقصان در روش ؛ در آزمايش بگذارد مواد بيولوژيك

سطح  بر روياختصاصي  بادي آنتيگرديده است.  مرتفع استرپتاويدين-استفاده از موادي مانند بيوتين

كه با قرارگيري كووت در ميدان مغناطيسي  )شود مي 1(كووت شود ميپوشيده  مغناطيسيذرات ميكرو

ماند و بقيه  در چاهك باقي ميبا آناليت هدف ذرات ميكروكمپلكس تشكيل شده مطلوب با قدرت مشخص 

  .نيستحالت ديگر نيازي به پوشيدن سطح داخلي چاهك  شوند. در اين شسته مي توسط سيستم ها محلول

  

  به روش كمي لومينسانس ايمنواسي IgM بادي آنتي گيري اندازه: طرح شماتيك يك روش 2شكل 

  

                                                             
1 Coat 



 

 

ندازه هر تجاري بسيار متنوع هستند. ا هاي كيتخصوصيات ميكروبيدهاي مغناطيسي استفاده شده در 

جداسازي كمپلكس و همچنين سرعت رسوب در ميدان  مستقيم در سيستم تأثيرمگنتيك ميكروبيد 

 دشدهيتولعاملي پوشيده شده در سطح ميكروبيدهاي مغناطيسي قدرت سيگنال  هاي گروهمغناطيسي دارد. 

احتمال خطا در خوانش و  ،مده بالاتر باشدآ به وجود. هرچه سيگنال كنند ميتجاري تعيين  هاي كيترا در 

مقدار يون آهن استفاده شده در اين ميكروبيدها سرعت جداسازي فاز جامد از تكرارپذيري كمتر خواهد بود. 

، ژن آنتيو  بادي آنتيآمين يا كربوكسيل  هاي زنجيرهعاملي به  هاي گروه. اتصال كنند ميمايع را مشخص 

 تأثيرو نيز پايداري اتصال شكل گرفته در سطح ميكروبيدهاي مغناطيسي  ها آنثابت اتصال و جداسازي 

  بسته مبتني بر تكنولوژي مگنتيك ميكروبيد و كمي لومينسانس دارند. هاي روشسزايي در عملكرد ب

روش كمي لومينسانس عملكرد بسيار بهتري در مقايسه با  درتمام خودكار  هاي رباتبسته  هاي سيستم

ي مغناطيسي و مواد بيولوژيك دارند. استفاده از سيستم جداسازي ميكروبيدها گيري اندازهديگر  هاي روش

مانند الايزا تا ديگر  هاي روشآزمايش را در مقايسه با  عملكردي هاي شاخصكمي لومينسانس  نشانگرهاي

  افزايش داده است.حد چشمگيري 

  

  اناليت هدف گيري اندازهدر  ها آنمختلف بر اساس توانايي  هاي روش: مقايسه 3شكل 

  



 

 

هاي مناسب براي رديابي  نشانگرگيري از  ) با بهرهCLIAلومينسانس ايمنواسي ( كلي روش كمي طور به

، با سرعت و حساسيت و دقت بالا ژن آنتيبراي افزايش سطح و جداسازي  مغناطيسيذرات ميكرو ،ژن آنتي

 كه باعث افزايش حساسيت،) PMT1خوانشگر دقيق ( هاي سيستممنوكلونال و  هاي بادي آنتياستفاده از 

 افزايش تكرارپذيري، افزايش سرعت انجام واكنش، ،)الايزافتومترهاي برابر  4تا  بعضاً( خطي بيشتر محدوده

 بالاتر يو شيب خط كاليبراسيون مناسب با ضريب همبستگي بهتر )،LOD( بهبود در كمترين حد خوانش

 هاي رقتهمبستگي خطي بهتر در  ،است الايزادر مقايسه با بيشتري  دقتحساسيت و  دهنده نشانكه 

كاهش مقدار نمونه ، در مقايسه با روش الايزابالاتر  بسيار هاي در غلظت 2اثر هوك وجودمال متوالي، احت

 هاي جوابار و اطمينان به مورد آزمايش، كاهش مدت زمان انجام واكنش، كاهش زمان پاسخگويي به بيم

  .است الايزايك جايگزين مطمئن براي روش  عنوان به آزمايش

  

                                                             
1 Photomultiplier tubes 
2 Hook Effect 


