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1 ELISA 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

 :مقدمه

‌(Immunoassay Techniques)های‌ایمنی‌‌های‌سنجص‌تکنیک

 ثش اػبع ؿٙبػبیی ٚاوٙؾ (labelled immunoassay) ٞبی ػٙدؾ ایٕٙی ٘ـب٘ذاس ثٝ عٛس وّی ٔجٙبی سٕبْ سؼز

ٞبی ثب اسصؽ ثشای سؼییٗ  ٞبی خبف، آٟ٘ب سا ثٝ ٔؼشف طٖ ٞب ثشای آ٘شی ثبدی ثبدی اػشٛاس اػز. اخشلبكی ثٛدٖ آ٘شی آ٘شی - طٖ آ٘شی 

 ٞب سجذیُ وشدٜ اػز.  طٖ ٔمبدیش ثؼیبس وٓ آ٘شی

‌انواع‌نطانگزها:‌

ٚ دس كٛسر ِضْٚ ثٝ  ،ثبدی سا سدیبثی وشد طٖ ٚ آ٘شی سٛاٖ ٚاوٙؾ ثیٗ آ٘شی ٔخشّفی ٔیدس سٚؿٟبی ایٕٛ٘ٛاػی ثٝ وٕه ٘ـبٍ٘شٞبی 

 اص: ٌیشی ٕ٘ٛد. ایٗ ٘ـبٍ٘شٞب ػجبسسٙذ كٛسر وٕی ا٘ذاصٜ

ٞب سا  ی ٔٛاد ٘ـب٘ذاس ؿذٜ ثب سادیٛایضٚسٛح : ػٙدؾ ایٕٙی ثٛػیّٝ (radioisotopic labels)ٞبی سادیٛاوشیٛ ٘ـبٍ٘ش .1

 ٘بٔٙذ. ٔی  (RIA:radioimmuno assay)ی سادیٛایضٚسٛح ثٛػیّٝػٙدؾ ایٕٙی ٔؼٕٛلاً 

ػٙدؾ ایٕٙی ثٝ ٔؼٕٛلاً : ػٙدؾ ایٕٙی ثٝ ٚػیّٝ ٔٛاد ٘ـب٘ذاس ؿذٜ ثب آ٘ضیٓ سا (enzyme labels)ٞبی آ٘ضیٕی ٘ـبٍ٘ش .2

 ٘بٔٙذ. ٔی (EIA: Enzyme Immuno assay)ی آ٘ضیٓ  ٚػیّٝ

: ػٙدؾ ایٕٙی ثٝ ٚػیّٝ ٔٛاد ٘ـب٘ذاس ؿذٜ ثب ٔٛاد فّٛسػٙز سا (fluorochrome labels)ػٙز ئٛسٞبی فّٛ ٘ـبٍ٘ش .3

 ٘بٔٙذ. ٔی (IFA: Immuno Fluorescent Assay)سػٙز ئٛػٙدؾ ایٕٙی ثٝ ٚػیّٝ ی فّٛٔؼٕٛلاً 

: ػٙدؾ ایٕٙی ثٝ ٚػیّٝ ٔٛاد ٘ـب٘ذاس ؿذٜ ثب سشویجبر  (Chemiluminescent Labels)ِٛٔیٙؼب٘غ ٘ـبٍ٘شٞبی وٕی .4

 (Immuno chemileuminescent assay)ِٛٔیٙؼب٘غ  ػٙدؾ ایٕٙی ٚاثؼشٝ ثٝ وٕیٔؼٕٛلاً سا  ِٛٔیٙؼب٘غ وٕی

 .٘بٔٙذ ٔی

ثب اسلبَ  (radio immuno assay)ی سىٙیه سادیٛایٕٛ٘ٛاػی  ثبدی اثشذا ثٝ ٚػیّٝ ی آ٘شی سـخیق ٚ ا٘ذاصٜ ٌیشی آ٘بِیز ثٛػیّٝ

ایٗ سىٙیه ثب سىٙیه ػٙدؾ  ،ی وبس ثب ٔٛاد سادیٛاوشیٛ خغشار ثبِمٜٛٞب ثٝ ٔٛاد سادیٛاوشیٛ ٌؼششؽ یبفز؛ أب ثٝ دِیُ  ثبدی آ٘شی

ٞبی ٔشلُ ثٝ ٔٛاد وٕی  ی ٘ـبٍ٘ش ػٙدؾ ایٕٙی ثٝ ٚػیّٝ دس حبَ حبضشخبیٍضیٗ ؿذ.(ELISA) ایٕٙی ثٝ ٚػیّٝ ی آ٘ضیٓ 

 خٛسداس اػز.ثیـششی ثش (Analytical sensitivityػٙدؾ )ٞبی ٘بٔجشدٜ اص حؼبػیز  ی سىٙیه ِٛٔیٙؼب٘غ اص ثمیٝ

‌ (ELISA)روش‌الایشا

یه سٚؽ ػٙدؾ ایٕٙی دشوبسثشد ٚ وٕی، خٟز  (Enzyme Linked Immunosorbent Assay = ELISA)الایضا 

 pg/mL سب ng/mL ٌیشی ٔٛاد ٔٛخٛد دس ػشْ، ادساس، ٔبیغ ػیٕٗ ٚ ٔبیغ سٚیی وـز ػِّٛی اػز وٝ حؼبػیز آٖ اص ا٘ذاصٜ

ٞبی سـخیق عجی داسد. اػبع وبس الایضا  ا٘ملاثی دس ػّٓ ایِٕٛ٘ٛٛطی ثیـششیٗ وبسثشد سا دس آصٔبیـٍبٜثبؿذ. ایٗ سىٙیه ثب ایدبد  ٔی

ثبدی ٔشلُ اػز  طٖ یب آ٘شی ثبؿذ. دس ایٗ سٚؽ آ٘ضیٓ ٘بٔجشدٜ، ثٝ آ٘شی ثبدی ٔی آ٘شی – طٖ اػشفبدٜ اص آ٘ضیٓ خٟز ؿٙبػبیی اسلبَ آ٘شی

خذاػبصی  سؼٟیُ ،ثبدی ثٝ ػغح خبٔذ ٔشلُ ؿذٜ اػز؛ ٘مؾ ایٗ ػغح خبٔذ آ٘شی-طٖ ٚ یىی اص ػٛأُ ٔٛخٛد دس ٚاوٙؾ آ٘شی

 ثبؿذ. ٔیٚ ٔشلُ ٘ـذٜ آ٘شی ثبدی، اص ػٛأُ آصاد   - طٖ ػٛأُ دسٌیش دس ٚاوٙؾ آ٘شی
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ٚ ػبخشٝ عشاحی ثٝ ػٛم ِِٛٝ آصٔبیؾ ٞبی الایضا  خٛیی دس ٔٛاد ٔلشفی، ٔیىشٚدّیز‌ثٝ ٔٙظٛس سؼشیغ دس ا٘دبْ آصٔبیـبر ٚ كشفٝ 

ثبؿٙذ. دس حمیمز یه  ٔشش ػبخشٝ ؿذٜ ٚ داسای حفشٜ یب چبٞه ٔی ػب٘شی 5/12 دس 5/8ٞب ٔؼٕٛلا دس اثؼبد  ا٘ذ. ایٗ ٔیىشٚدّیز ؿذٜ

٘ضدیه ثٟٓ ٚدیٛػشٝ چبٞىی ٚ...( وٝ ثلٛسر  12چبٞىی،  96ٞبی  ثبؿذ )ٔیىشٚدّیز ٔیىشٚدّیز حبٚی سؼذادی چبٞه وٛچه ٔی

 وٙٙذ ا٘ذ ٚ أىبٖ ا٘دبْ آصٔبیؾ ثش سٚی چٙذیٗ ٕ٘ٛ٘ٝ سا ثٝ عٛس ٕٞضٔبٖ فشاٞٓ ٔی ٌشفشٝدس وٙبس یىذیٍش لشاس 

ٞبی الایضا  ثشای ػٙدؾ سً٘ دس ٔیىشٚدّیز (ELISA reader)فٛسٛٔششٞبی خبكی ثٝ ٘بْ خٛا٘ـٍش الایضا فیّششدس حبَ حبضش 

 ثبؿٙذ ٔٛخٛد ٔی

‌:های‌مورد‌استفاده‌در‌الایشا‌آنشیم

 وؼیذاص سشة وٛٞی ادش (horse radish peroxidase, HRP) 

 آِىبِیٗ فؼفبسبص(Alkaline phosphatese) 

 ثشب ٌبلاوشٛصیذاص(β- galactosidase) 

 اٚسٜ آص(Urease) 

 

 Horse Raddish Peroxidase (HRP)  ٗی  ثبؿذ وٝ دس سیـٝ ایضٚسیخ ٔی 7٘ضیٓ یه ٌّیىٛدشٚسئیٗ آٞٗ داس ثب آ: ای

ٌیشد. ٚاوٙؾ ایٗ آ٘ضیٓ ثب ػٛثؼششای خٛد  % ٔٛاسد ٔٛسد اػشفبدٜ لشاس ٔی50آٖ دس  Cؿٛد. ایضٚآ٘ضیٓ  وٛٞی یبفز ٔی سشة

ؿٛد.  وؼیذ ٚ دس ٟ٘بیز سغییش سً٘ وشٚٔٛطٖ ٔیاٚاوٙؾ اوؼیذاسیٛ ٚ وبسبِیشیه اػز وٝ ٔٛخت احیبی دشؿبُٔ چٙذیٗ 

صا، سششا ٔشیُ ثٙضیذیٗ  دش وبسثشدسشیٗ وشٚٔٛطٖ ٔٛسد اػشفبدٜ ثشای ایٗ آ٘ضیٓ دس ٚاوٙؾ ٞبی سً٘

(Tetramethylbenzidine یب )TMB ٜزة ٘ٛسی ٔحَّٛ دس عَٛ ٌیشی خ اػز. ثشسػی حضٛس ٚ غّظز آ٘بِیز ثب ا٘ذاص

 أىبٖ دزیش اػز. nm 450ٔٛج 

 آِىبِیٗ فؼفبسبص(Alkaline phosphatese) ٜی ٌبٚ یب اص  : دٚٔیٗ آ٘ضیٓ دشوبسثشد دس ایٕٛ٘ٛاػی اػز. ایٗ آ٘ضیٓ اص سٚد

 یب  pNPP)) آیذ. ػٛثؼششای ٔٛسد اػشفبدٜ ثشای ایٗ آ٘ضیٓ دبسا٘یششٚ فٙیُ فؼفبر ولای ثذػز ٔی ثبوششی اؿشیـیب

(para Nitrophenylphosphat) ؿٛد ٚ خزة ٘ٛس صسد سً٘  اػز. ٚاوٙؾ ثب اضبفٝ وشدٖ ػذیٓ وشثٙبر ٔشٛلف ٔی

 ػبصد. ا٘ذاصٜ ٌیشی غّظز آ٘باِیز سا ٕٔىٗ ٔی405nm آٖ، دس عَٛ ٔٛج 

 آ٘ضیٓ ٌبلاوشٛصیذاس‌(β-galactosidase)  ثب ػٛثؼششای(ortho-Nitrophenyl-β-galactoside = ONPG)  ٚ

ؿٛ٘ذ ٚ سً٘ ایدبد ؿذٜ سٛػظ آٟ٘ب ثٝ سشسیت  َٚ ٘یض دس ٔٛاسد ٔؼذٚدی اػشفبدٜ ٔیصآص ثب ػٛثؼششای اٚسٜ ثشٔٛوش اٚسٜ٘ضیٓ آ

 ثبؿذ. ثب دػشٍبٜ خٛا٘ـٍش الایضا لبثُ ثشسػی ٔی 420nm  ٚ588nmدس عَٛ ٔٛج 

‌روش‌بزرسی‌نتایج

  ٕ٘یشٛاٖ ٔمذاس آ٘بِیز سا اصایٗ  )ٔثجز/ٔٙفی( وبسثشد داسدچـٕی: ایٗ ٘ٛع ثشسػی فمظ دس ٔٛسد سؼز ٞبی ویفی سٚؽ ٚ

ٞبی  ٞب ٚ دس آصٔبیـٍبٜ ( ٚ دس ؿشایظ ثحشا٘ی ٚ ادیذٔیFieldخبسج اص آصٔبیـٍبٜ )ٞبی   عشیك ػٙدیذ أب دس ٔحیظ

 كحشایی ثؼیبس ساٍٞـبػز.

 ٛٔمبیؼٝ خزة ٘ٛسی آ٘بِیز ٔدَٟٛ ثب ٞبی وٕی وبسثشد داسد ٚ غّظز دلیك آ٘بِیز سا ثٛػیّٝ ی  ٔششی: دس ٔٛسد سؼزفٛس

 ٕ٘بیذ. ٞبیی ثب غّظز ٔـخق، سؼییٗ ٔیدخزة اػشب٘ذاس
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‌وسایل‌مورد‌نیاس

 ٚثبؿٙذ. وٝ دس ایشاٖ ٔٛػْٛ ثٝ ػٕذّش ٔی دیذز سه وب٘بِٝ یب چٙذ وب٘بِٝ )ثب حدٓ ثبثز یب  لبثُ سٙظیٓ(ٔیىش 

 ٞبی ثٟٓ ٔشلُ( ٕشاٜ سدیف چبٞه)ثٝ ؿىُ یىذبسچٝ یب ثٝ كٛسر لبة الایضا ثٝ ٞ ٔیىشٚدّیز الایضا. 

 دػشٍبٜ ؿؼشـٛی اِیضا(ELISA WASHER) یب آة ( ٜفـبٖ ػبدpissete.) 

 خٛا٘ـٍش اِیضا 

‌ ؿٛد  ٞبی آٔبدٜ الایضا )آػششوـی یب اكغلاحبً وٛر ؿذٜ ( اػشفبدٜ ٔی ، ٔؼٕٛلاً اص ٔیىشٚدّیزدشوبسثشد ٞبی سایح ٚ ٔبیؾدس آصتذکز:

ٞبی ایٕٛ٘ٛػشِٚٛطی سٛػظ وبسثشاٖ، یه ٔشحّٝ آػششوـی )یب  ػبخز دّیز الایضا دس آصٔبیـٍبِٜٚی ثشای ٔمبكذ سحمیمبسی یب 

Coatingػبصی اِٚیٝ دّیز دس دس فٟشػز ریُ ثشای ٟٔیب 5سب 1ؿٛد وٝ ٔشاحُ ٔمذٔبسی ٘یض اللاْ  ریلاً ثٝ آٖ اؿبسٜ ٔیداسد  (ٚخٛد

‌ؿٛد. ٘ظش ٌشفشٝ ٔی

‌مواد‌مورد‌نیاس

 PH= 9.6 ٔیّی ٔٛلاس ٚ  10ثب غّظز  (Coating buffer) ثشای سٟیٝ ی ثبفش وٛسیًٙ  1ثیىشثٙبر ثبفش ػذیٓ وشثٙبر/ .1

 2g/ml- 10g/mlثبدی خبِق ثب غّظز  طٖ یب آ٘شی آ٘شی .2

 PH =7.4 ثب (phosphate  buffered saline) ثبفش فؼفبر ٕ٘ىی  .3

ٔیىشِٚیشش اص  300حذالُ ػٝ ثبس ثب ٞب )ؿؼشـٛ ٞش چبٞه ثبیذ  ثشای ؿؼشـٛی چبٞهTween 20 حبٚی  %05.ٔحَّٛ  .4

 ٔحَّٛ ؿؼشـٛ كٛسر ٌیشد(

دسكذ، خٟز خٌّٛیشی اص  5سب  1(Bovin Serum Albumin or BSA) حبٚی آِجٛٔیٗ ػشْ ٌبٚی  2ٔحَّٛ ثلان وٙٙذٜ .5

اص دشٚسئیٗ ٞب ثٝ وف دّیز.) دس ٔٛاسد ِضْٚ ٔیشٛاٖ ثٝ خبی آِجٛٔیٗ ػشْ ٌبٚی،  ثبدی طٖ یب آ٘شی اسلبلار غیش اخشلبكی آ٘شی

 ، ػشْ حیٛا٘ی ٚ ... خٟز دٛؿب٘ذٖ وف دّیز اػشفبدٜ وشد(4، وبصئی3ٗؿیش خـه

 ثبدی ٔدَٟٛ طٖ یب آ٘شی ی حبٚی آ٘شی ٕ٘ٛ٘ٝ .6

 طٖ )ثٝ سٚؽ ٔٛسد اػشفبدٜ خٟز ػٙدؾ ثؼشٍی داسد( ٔشلُ ؿذٜ ثٝ آ٘ضیٓ   ثبدی یب آ٘شی آ٘شی .7

 ی لجُ حّٝٔشثٛط ثٝ آ٘ضیٓ اػشفبدٜ ؿذٜ دس ٔش 5ػٛثؼششا )ٚ وشٚٔٛطٖ( .8

حبٚی اػیذ یب ثبص خٟز ٔشٛلف وشدٖ ٚاوٙؾ آ٘ضیٓ ثب ػٛثؼششا. )ٔحَّٛ  (Stop reagent)ی ٚاوٙؾ  ٔحَّٛ ٔشٛلف وٙٙذٜ .9

 ثبؿذ( ٔٛلاس ٔییه ی آ٘ضیٓ دشٚوؼیذاص، اػیذ ػِٛفٛسیه  ٔشٛلف وٙٙذٜ

‌های‌الایشا‌تقسیم‌بندی‌روش

  ؿٛد. سمؼیٓ ٔی 7سلبثشی ثب ٔمذاس اضبفی آ٘بِیز ٚ غیش 6آ٘بِیزسىٙیه الایضا ثٝ دٚ ٌشٜٚ ثضسي سلبثشی ثب ٔمذاس ٔحذٚد 

                                                           
1
 Sodium carbonate/bicarbnate buffer 

2
 Blocking reagent 

3
 Skimmed milk protein 

4
 Casein 

5
 Substrate/chromogen 

6
 Limited Reagent 

7
 Excess Reagent 
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 روش‌رقابتی‌

 روش‌رقابتی(Competitive Enzyme immunoassay) جهت‌ضناسایی‌آنتی‌صن‌ 

 ؿٛد طٖ ٔٛسد ٘ظش دٛؿب٘ذٜ ٔی ثبدی ضذ آ٘شی ی ثبفش ثیىشثٙبر حبٚی آ٘شی اثشذا وف دّیز ثٝ ٚػیّٝ .1

 ٌیشد ٌشاد كٛسر ٔی دسخٝ ػب٘شی 37ػبػز دس دٔبی  یه٘ىٛثبػیٖٛ ثٝ ٔذر یه ؿت دس دٔبی اسبق، یب ا .2

ٞبی ٔشلُ ٘ـذٜ ثٝ وف دّیز  ثبدی ٌیشد سب آ٘شی كٛسر ٔی Tween 20ٔیىشِٚیشش ٔحَّٛ حبٚی  300ثبس ؿؼشـٛ ثب  3 .3

 .خبسج ؿٛ٘ذ

خٟز دٛؿب٘ذٖ ٘ٛاحی خبِی دس وف چبٞه، اضبفٝ ٚ ثٝ ٔذر یه ػبػز دس دٔبی BSA (1-5 )% وٙٙذٜ حبٚی ثبفش ثلان .4

 .ؿٛد ٘ىٛثٝ ٔیااسبق 

٘ظش سا ثٝ ٕٞشاٜ ٔحِّٛی حبٚی ٕٞبٖ  طٖ ٔٛسد ی ٔدَٟٛ حبٚی آ٘شی ثؼذ اص خبسج وشدٖ ٔحَّٛ ثلان وٙٙذٜ، ٕ٘ٛ٘ٝ .5

 .وٙیٓ ٘ىٛثٝ ٔیأبی اسبق ػبػز دس د 2وٙیٓ ٚ ثٝ ٔذر  طٖ، أب ٔشلُ ثٝ آ٘ضیٓ، ثٝ چبٞه اضبفٝ ٔی آ٘شی

 .ؿٛ٘ذ ٞبی ٔشلُ ٘ـذٜ ثٝ وف چبٞه ثب ؿؼشـٛ خبسج ٔی طٖ آ٘شی .6

 .ؿٛد ػٛثؼششای ٔٙبػت ثب آ٘ضیٓ سا اضبفٝ ٚ ٚاوٙؾ ثؼذ اص چٙذ دلیمٝ ثب اضبفٝ وشدٖ اػیذ یب ثبص ٔشٛلف ٔی .7

 .ؿٛد طٖ ٔدَٟٛ ثب ثشسػی سً٘ حبكّٝ اص ٚاوٙؾ ٔـخق ٔی اوٖٙٛ ٔمذاس آ٘شی .8

 

  ٗسىٙیه ؿذر سً٘ حبكّٝ ثب ٔمذاس آ٘بِیز ساثغٝ ٔؼىٛع داسد.دس ای 

 در‌روش‌الایشای‌رقابتی‌)با‌نیمزخ‌نشولی(:‌نمونه‌ای‌اس‌منحنی‌استاندارد 1تصویز‌

 

 ثبدی وف  اسلبَ ثٝ آ٘شیطٖ غیش وٛ٘ظٌٚٝ، ثشای  ٘ظٌٚٝ ثب آ٘ضیٓ ٚ آ٘شیٛطٖ و سفؼیش آصٔبیؾ: دس ایٗ سىٙیه ثٝ دِیُ سلبثز آ٘شی

طٖ  ؿٛد. دس ٚالغ ٞشچمذس غّظز آ٘شی طٖ ٔدَٟٛ ٚ سً٘ حبكّٝ ٔی ی ٔؼىٛع ثیٗ غّظز آ٘شی دّیز، ٔٛخت ایدبد ساثغٝ

 ٔدَٟٛ دس ٕ٘ٛ٘ٝ ثیـشش ثبؿذ ؿذر سً٘ حبكّٝ وٕشش خٛاٞذ ثٛد.

‌روند‌الایشای‌رقابتی‌جهت‌ضناسایی‌آنتی‌صن:‌2تصویز‌

Concentration(ng/ml) 

O
D
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 تی‌بادیروش‌رقابتی‌جهت‌ضناسایی‌آن‌

ؿٛد. ثؼذ اص  طٖ دٛؿب٘ذٜ ٔی دس ایٗ سٚؽ ٘یض ٕٞب٘ٙذ سٚؽ لجُ سلبثز ٚخٛد داسد. ثب ایٗ سفبٚر وٝ ایٗ ثبس وف چبٞه الایضا ثب آ٘شی

ثبدی أب ٔشلُ ثٝ آ٘ضیٓ ثٝ چبٞه اضبفٝ ٚ ثٝ  ثبدی ٔدَٟٛ، ثٝ ٕٞشاٜ ٔحَّٛ حبٚی ٕٞبٖ آ٘شی ی حبٚی آ٘شی ٔشحّٝ ثلاویًٙ ٕ٘ٛ٘ٝ

ؿٛد. ثؼذ اص ػٝ ثبس ؿؼشـٛ، ػٛثؼششای ٔٙبػت ثب آ٘ضیٓ، ثٝ چبٞه اضبفٝ ٚ ثؼذ اص ٌزؿز  ٘ىٛثٝ ٔیادس دٔبی اسبق ٔذر دٚ ػبػز 

ی ٔؼىٛع  ؿٛد. دس ایٗ سىٙیه ٘یض ؿذر سً٘ حبكّٝ ثب غّظز آ٘بِیز ساثغٝ چٙذ دلیمٝ ٚاوٙؾ ثب افضٚدٖ اػیذ یب ثبص ٔشٛلف ٔی

 داسد.

 روش‌غیز‌رقابتی (non competitive Enzyme immunoassay)  

 ی ٔؼشمیٓ داسد. دس الایضای غیش سلبثشی ثشخلاف الایضای سلبثشی، ؿذر سً٘ چبٞه ثب ٔمذاس آ٘بِیز ساثغٝ

‌در‌روش‌الایشای‌غیز‌رقابتی)با‌نیمزخ‌صعودی(:‌نمونه‌ای‌اس‌منحنی‌استاندارد‌‌3تصویز‌

 

 روش‌الایشای‌مستقیم(Direct Enzyme immunoassay) صن‌جهت‌ضناسایی‌آنتی‌ 

ی حبٚی  ای وٝ اثشذا ٕ٘ٛ٘ٝ ؿٛد. ثٝ ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔٛخٛد دس ٕ٘ٛ٘ٝ ثٙذسر اػشفبدٜ ٔی طٖ ٌیشی آ٘شی ایٗ سٚؽ ثشای ؿٙبػبیی ٚ ا٘ذاصٜ

ٞبی ٔشلُ  طٖ    اصخبسج وشدٖ آ٘شیؿٛد. ثؼذ  ٘ىٛثٝ ٔیای ػب٘شیٍشاد  دسخٝ 4ٞب اضبفٝ ٚ ثٝ ٔذر یه ؿت دس دٔبی  طٖ ثٝ چبٞه آ٘شی

ٌشدد. دس  ٞب اضبفٝ ٔی طٖ ٔٛسد خؼشدٛ ثٝ چبٞه ثبدی ٔشلُ ثٝ آ٘ضیٓ ػّیٝ آ٘شی ی ؿؼشـٛ، آ٘شی ٘ـذٜ اص ٔحیظ ٚاوٙؾ ثٛػیّٝ

 ؿٛد. ٟ٘بیز ثب اضبفٝ وشدٖ ػٛثؼششای ٔشثٛعٝ سً٘ حبكّٝ سٛػظ دػشٍبٜ خٛا٘ـٍش دس عَٛ ٔٛج ٔٙبػت خٛا٘ذٜ ٔی

concentration(ng/mL) 

O
D
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‌روند‌الایشای‌غیز‌رقابتی‌مستقیم‌جهت‌ضناسایی‌آنتی‌صن‌:4تصویز

 
 صن‌روش‌الایشای‌غیز‌مستقیم‌جهت‌ضناسایی‌آنتی (Indirect Enzyme immunoassay) ‌

طٖ ٔدَٟٛ خٟز  سٚد. آ٘شی ٞبی ٔٛخٛد دس ػشْ )دلاػٕب( یب ٔبیغ سٚیی وـز ػِّٛی ثىبس ٔی طٖ ایٗ سىٙیه خٟز ؿٙبػبیی آ٘شی

ٞبی ٔشلُ ٘ـذٜ ثٝ وف دّیز  ثبدی ٘ىٛثبػیٖٛ، آ٘شیاثبدی اِٚیٝ ٚ  ؿٛد. ثؼذ اص اضبفٝ وشدٖ آ٘شی اػشفبدٜ ٔیدٛؿب٘ذٖ وف دّیز 

طٖ وف دّیز، اص ٔحَّٛ حبٚی  ٞبی ٔشلُ ؿذٜ ثٝ آ٘شی ثبدی ؿٛ٘ذ؛ دس ٟ٘بیز ثشای ؿٙبػبیی ٔیضاٖ آ٘شی ی ؿؼشـٛ خبسج ٔی ثٛػیّٝ

، وٝ دس حضٛس ػٛثؼششای خبف سِٛیذ سً٘ وشدٜ ٚ ؿذر سً٘ حبكّٝ، سٛػظ ؿٛد ثبدی ٔشلُ ثٝ آ٘ضیٓ اػشفبدٜ ٔی آ٘شی-آ٘شی

ؿٛد. دس ایٗ سٚؽ ؿذر سً٘ حبكُ اص ٚاوٙؾ آ٘ضیٓ ثب ػٛثؼششا، ثب غّظز آ٘بِیز ٔٛسد  دػشٍبٜ خٛا٘ـٍش الایضا ا٘ذاصٜ ٌیشی ٔی

 ػٙدؾ ساثغٝ ٔؼشمیٓ داسد. 

 مستقیم‌جهت‌ضناسایی‌آنتی‌صن:‌‌بیان‌ضماتیک‌اس‌الایشای‌غیز‌رقابتی‌و‌غیز‌5تصویز‌

 

‌مزاحل‌الایشای‌غیزمستقیم

 ٌشاد دسخٝ ػب٘شی 37ػبػز دس دٔبی  1٘ىٛثبػیٖٛ ثٝ ٔذر یه ؿت دس دٔبی اسبق، یب اطٖ ٔدَٟٛ ٚ  دٛؿب٘ذٖ وف دّیز ثب آ٘شی .1

 Tween 20ؿؼشـٛی دّیز ثب ٔحَّٛ ؿؼشـٛ حبٚی  .2

 ػبػز دس دٔبی اسبق یهٞب ٚ ا٘ىٛثبػیٖٛ دّیز ثٝ ٔذر  افضٚدٖ ثبفش ثلان وٙٙذٜ ثٝ ٕٞٝ چبٞه .3

 ؿؼشـٛی دّیز .4

 ػبػز  1٘ىٛثبػیٖٛ دّیز ثٝ ٔذر اٞب ٚ  ثبدی اِٚیٝ ثٝ چبٞه افضٚدٖ ٕ٘ٛ٘ٝ حبٚی آ٘شی .5
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 ؿؼشـٛی دّیز .6

 ػبػز  1٘ىٛثبػیٖٛ ثٝ ٔذر ا٘ظٌٚٝ ثب آ٘ضیٓ ٚ ٛثبدی و آ٘شی طٖ یب اضبفٝ وشدٖ آ٘شی .7

 ؿؼشـٛی دّیز .8

 ٘ىٛثبػیٖٛ ثٝ ٔذر چٙذ دلیمٝااضبفٝ وشدٖ ػٛثؼششای ٔٙبػت ثب آ٘ضیٓ ٔٛسد اػشفبدٜ ٚ  .9

 ٔشٛلف وشدٖ ٚاوٙؾ ثب افضٚدٖ ٔحَّٛ ٔشٛلف وٙٙذٜ حبٚی اػیذ یب ثبص .10

 خٛا٘ذٖ سً٘ حبكّٝ ثٛػیّٝ دػشٍبٜ خٛا٘ـٍش الایضا .11

 

 )روش‌دوطزفه‌)ساندویچ(two side or Sandwich Enzyme immunoassay) ‌

 .داسد ng/ml 100ؿٛد، ٚ حؼبػیز ثبلا دس حذٚد  ٞبی ٔحَّٛ اػشفبدٜ ٔی طٖ ٌیشی آ٘شی سٚؽ خٟز ؿٙبػبیی ٚ ا٘ذاصٜایٗ 

‌مزاحل‌الایشای‌دوطزفه

 ؿٛد طٖ ٔٛسد ػٙدؾ دٛؿب٘ذٜ ٔی سٛح خبف اص آ٘شی ثبدی ػّیٝ یه ادی ٞبی الایضا ثب آ٘شی وف چبٞه .1

 ؿٛد دٛؿب٘ذٜ ٔی BSAفضبٞبی خبِی وف دّیز ثب افضٚدٖ ٔحَّٛ ثلان وٙٙذٜ حبٚی  .2

 ؿؼشـٛی دّیز .3

 .ؿٛد ٘ىٛثٝ ٔیاػبػز دس دٔبی اسبق  یهٞب اضبفٝ ٚ ثٝ ٔذر  طٖ ٔٛسد ػٙدؾ ثٝ چبٞه ٕ٘ٛ٘ٝ حبٚی آ٘شی .4

 ی ٔشلُ ٘ـذٜ ثٝ وف دّیزٞب طٖ ؿؼشـٛی دّیز ثشای خبسج وشدٖ آ٘شی .5

 ٘ىٛثبػیٖٛ ثٝ ٔذر یه ػبػز دس دٔبی اسبقاطٖ ٔٛسد ػٙدؾ ٚ  سٛح دیٍش آ٘شی ٘ظٌٚٝ ثب آ٘ضیٓ، ػّیٝ ادیٛثبدی و افضٚدٖ آ٘شی .6

 ؿؼشـٛی دّیز .7

 ٘ىٛثبػیٖٛ ثٝ ٔذر چٙذ دلیمٝ دس دٔبی اسبقاافضٚدٖ ػٛثؼششای ٔٙبػت آ٘ضیٓ ٚ  .8

 ٔشٛلف وشدٖ ٚاوٙؾ ثب افضٚدٖ اػیذ یب ثبص .9

 كّٝ اص ٚاوٙؾ ثٛػیّٝ دػشٍبٜ خٛا٘ـٍش الایضاؿٙبػبیی غّظز آ٘بِیز ٔدَٟٛ ثب ثشسػی سً٘ حب .10

 روند‌الایشای‌دوطزفه‌جهت‌ضناسایی‌آنتی‌صن‌:‌6تصویز‌

 



 
 

Immunology Department-Kerman Medical University Laboratory 
 

8 ELISA 

سٛاٖ  ػٛثؼششا، ثب ٔمذاس آ٘بِیز ساثغٝ ٔؼشمیٓ داسد. دس ایٗ سٚؽ ٔی-دس سٚؽ الایضای دٚعشفٝ ؿذر سً٘ حبكّٝ اص ٚاوٙؾ آ٘ضیٓ

  ٘ظٌٚٝ ثب ثیٛسیٗ اػشفبدٜ وشد.ٛثبدی ثب٘ٛیٝ و خٟز افضایؾ حؼبػیز سؼز اص آ٘شی

 ٞبی ٔٛسد اػشفبدٜ ثؼشٍی داسد. ثبدی آ٘شی (Affinity)حؼبػیز سٚؽ الایضا ثٝ ٔیُ دیٛ٘ذی 

 


