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 (immunoprecipitation reaction)واكنش هاي رسوبي ايمني 

آيد. به عبارت ديگر بعد از واكنش، به وجود مي محلولژن با آنتي اختصاصي باديست كه در پي واكنش آنتياهايي سيپيتاسيون از جمله واكنشپر
براي تشكيل نياز به شرايط زير است؛ و بادي آنتي –ن ژآنتيپيوند رسوب ايجاد شده نتيجه شود كه با چشم قابل رديابي است. رسوبي تشكيل مي

  دارد: 
 بادي، رسوب دهنده نمي باشند.)يك آنتي Fabباشد. (قطعات بادي بايد حداقل دو ظرفيتي آنتي - 1

 ) باشد. هاپتن ها توانايي تشكيل رسوب را ندارند. توپ(داراي چندين اپيژن بايد حتماً چند ظرفيتي آنتي - 2

خود قرار مي ) شروع تشكيل رسوب را تحت تاثير pHژن (مخصوصاً حلاليت آن) و اجزاي تشكيل دهنده محيط ( غلظت يوني، نوع آنتي - 3
ها با IgMها هستند، در صورتي كه رسوب دهنده قند در ساختار خود مي باشند، بهترين %3كه فقط  IgGهاي كلاس باديدهند. آنتي

 هاي چندان خوبي نيستند.قند و حلاليت بالاتر، رسوب دهنده 10%

 كنند.تشكيل شده بيشتر باشد، بهتر رسوب مي باديآنتي –ن ژآنتيهاي لكسهر چه وزن كمپ - 4

  ها شامل:آنتي بادي را رديابي و تعيين مقدار كرد. اين روش- ژن نتيآتوان كمپلكس بر همين اساس روشهايي ابداع شده است كه با كمك آنها مي
  روش رينگ تست .1
  روشهاي ايمونوديفيوژن .2
  روش هاي ايمونوالكتروفورز .3
   روشهاي كدورت سنجي .4

  روش رينگ تست
بادي و تشكيل كمپلكس كه بعد از اضافه كردن آنتي ژن به آنتي بدين معني شود؛هايي است كه در محيط مايع انجام مياين روش از جمله روش

  بادي رسوب در محيط مايع با چشم غير مسلح قابل رويت است.آنتي -ژنآنتي

  
 روشهاي ايمونوديفيوژن (رسوب ايمني در محيط ژل)

نيمه جامد شود. ژل يك محيط هاي بيولوژيك استفاده ميها در محلولامروزه اين روش توسعه فراواني يافته است و از آن براي سنجش پروتئين
بادي تشكيل شود، براحتي در ژل رسوب آنتي –ن ژهاي آنتياي از كمپلكستوانند در آن منتشر شوند و هر گاه شبكهها براحتي ميملكول است كه

ي غلظتي نتيجهاشد. تشكيل شيب بيبادي مژن و آنتيهاي آنتييكي ديگر از مزاياي ژل فراهم نمودن شيبي از غلظت كرده و قابل رويت است.
ي منطقه تعادل شود؛ لذا تاثير پديدهها در ژل بيشتر انتشار يابند غلظت آن كمتر ميباشد. هر چه اين مولكولبادي در ژل ميآنتيژن و انتشار آنتي

. بيشترين استفاده از ژل آگار شودهاي متفاوتي استفاده ميهاي رسوبي در ژل از ژلبراي انجام روش تر از محيط مايع خواهد بود.در محيط ژل كم
  باشد.مي %2تا  %1يا آگاروز (آگار خالص شده) با غلظت 
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  روش تهيه ژل آگار يا آگارز:
بادي ژن يا آنتيدرجه سانتيگراد آنتي 45كنيم، سپس در دماي درجه سانتيگراد گرم مي 90پودر آگار يا آگارز را داخل آب مقطر ريخته و آن را تا 

  كنيم.هاي مورد نظر توزيع ميكنيم و داخل پليتمي را به ژل اضافه
هاي متفاوتي كنند، روشبادي و يا هر دو مولكول به طرف يكديگر انتشار پيدا ميژن يا آنتيهاي آنتيبر اساس اينكه در ژل فقط يكي از مولكول

 :اند كه در زير به شرح آنها مي پردازيمريزي شدهپايه

 DID (Double immunodiffusion) انتشار ايمني دوگانه
ه نام همين دانشمند ابداع گرديد، كه بعدها اين روش ب  ochterlonyتوسط يك دانشمند ايتاليايي به نام  1949اين روش براي اولين باردر سال 

بادي در داخل حفرات ژن و آنتيهاي حاوي آنتينماييم. سپس محلولدر اين روش در داخل يك لايه نازك آگارز حفراتي تعبيه مينامگذاري شد. 
بادي در ژل حركت نموده، و در منطقه تعادل غلظت بين آنها يك كمان رسوبي تشكيل مين و آنتيژشوند. آنتيدر مقابل يكديگر قرار داده مي

  ي كاربردهاي زيراستفاده نمود:توان برااز اين روش مي باشد (چند ساعت تا چند روز)هاي رسوبي طولاني ميشود. زمان لازم براي رسوب كمان
  ژن خاص در يك محلولبادي بر عليه يك آنتيبررسي حضور آنتي .1
  ژنبررسي واكنش متقاطع بين دو آنتي .2
  بررسي شباهت ساختماني بين دو يا چند مولكول پروتئين .3

ها با هم يكسان، توپژن مصرفي از نظر اپير دو آنتيهاي نامعلوم را با يكديگر مقايسه كرد، بدين معني كه اگژنتوپ آنتيتوان اپيبا اين روش مي
 مشابه و يا متفاوت باشند، شكل خط رسوبي تشكيل شده تفاوت دارد.

  آنتي ژن هاي يكسان:
حاوي هاي بادي و حفرهنتيآ ي حاوي ي بين حفرهيكسان باشند، در فاصله 2و  1ژن ريخته شده در حفره هاي ژنيك دو آنتيهاي آنتياگر شاخص

  شود.ژن دو خط رسوبي با انتهاي به هم پيوسته شبيه كمان ظاهر ميآنتي

  
  آنتي ژن هاي متشابه:

هاي موجود باديها به هم شبيه هستند. در اين حالت آنتيژنژن مشترك هستند و در واقع آنتيژنيك بين دو آنتيهاي آنتيدر اين نوع واكنش برخي شاخص
آورند كه در واقع نماياناي شبيه به مهميز را بوجود ميهاي رسوبي، زائدهدر محل برخورد كمان دهند وژن واكنش ميبا هر دو آنتي باديي حاوي آنتيدر حفره

  ها.ژنبادي است و نه يكسان بودن آنتيژن مورد اشاره نسيت به آنتيگر واكنش متقاطع و وجود ارتباط سرولوژيك بين دو آنتي
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  متفاوت:آنتي ژن هاي 
اي متفاوت واكنش دهند، دو خط رسوبي تشكيل شده نسبت به هم به شكل علامت هيبادندارند با آنتيتوپ مشترك هايي كه اپيژنهر گاه آنتي

  بادي مورد آزمايش است.ژن نسبت به آنتيلت نمايانگر مشابه نبودن دو آنتيشوند، كه اين حاضربدر ديده مي

  
هاي شود. به عنوان مثال بيماراني كه دچار نارسايي كليوي هستند و پروتئينها استفاده ميژندو طرفه براي شناسايي آنتياز روش ايمونوديفيوژن 

  را تعيين نمود. توان نوع پروتئين دفع شده در ادراركنند، ميدو ميكروگلوبولين را دفع ميها و يا بتامانند زنجيره سبك ايمونوگلوبولين

  (SRID: single radial immunodiffusion)شعاعي منفردانتشار ايمني 

 

به  بادي است.ژن يا آنتيتني بر انتشار يكي از دو عامل آنتيباساس اين روش م باشد.ريزي و بنام او نيز معروف ميپايه  manciniاين روش توسط
ژن) را در بادي يا آنتيگيرند. سپس طرف ديگر واكنش (آنتيثابت ميبادي را در ژل مخلوط كرده و ژن يا آنتيعبارت ديگر يكي از دو ملكول آنتي

به ناحيه تعادل رسيده و با ملكول  هاي موجود در حفره با انتشار و نفوذ شعاعي در ژل نهايتاًملكول ريزيم.كنيم ميحفراتي كه در آگار ايجاد مي
ژن بادي عليه آنتيدر اين روش اغلب آنتي كند.ها به طور شعاعي در ژل نفوذ ميبنابراين فقط يكي از مولكول دهد.ديگر واكنش داده و رسوب مي

كنيم، سپس ژل را بر روي يك صفحه صاف درجه سانتيگراد) به آن اضافه مي 55( مورد سنجش را در زماني كه ژل هنوز به صورت مايع است
ژن را به ي حاوي آنتيژن يا نمونهتيآنكنيم. حجم ثابتي از درآمد حفراتي داخل آن تعبيه مي كنيم و بعد از اينكه ژل به صورت جامدپخش مي

گيرد كه به صورت حلقه بادي شكل ميآنتي –ژن كند و واكنش آنتيبادي برخورد ميژن در ژل انتشار يافته و با آنتيريزيم. آنتيداخل حفرات مي
يك  بادي برقرار شدژن آنتيهنگامي كه تعادل بين غلظت آنتي ابد ويطر اين حلقه به تدريج افزايش ميق گردد.رسوبي در اطراف حفره ظاهر مي

  شود. ها استفاده مياي براي اندازه گيري كمي بسياري از پروتئينشود. از اين روش به طور گستردهحلقه رسوبي ثابت و پايدار تشكيل مي
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هاي رسوبي مربوط به ژن را تعيين كرد. قطر حلقهتوان مقدار آنتياستاندارد و رسم منحني مربوطه ميهاي در اين روش با استفاده از محلول
شود. اين تعادل غلظت،بسته به بادي اندازه گيري ميآنتي ژني تعادل غلظت آنتيهاي استاندارد بعد از تشكيل خط رسوبي در ناحيهمحلول

  گردد.حاصل مييا بيشتر ساعت  48تا  24ز ژن مورد نظر، بعد امشخصات مولكولي آنتي
هاي توان با قرار دادن مجذور قطر حلقهژن مورد نظر نسبت مستقيم دارد. بنابراين ميهاي رسوبي با مقدار آنتيدر اين حالت مجذور قطر حلقه

  منحني استاندارد را ترسيم نمود.ها يا استاندارد، بر روي محور عمودي و غلظت آنها بر روي محور افقي رسوبي مربوط به محلول
باشد، اين روش كاربرد باشد. با وجود زمان طولاني كه براي واكنش مورد نياز ميگرم در دسي ليتر ميميلي 10حساسيت اين روش در حدود 

 توان به عدم نياز به وسايل اختصاصي براي انجام واكنش دانست.زيادي دارد كه علت اصلي آن را مي

  آنتي ژن يا آنتي بادي به كار برده شود. و عيار سنجي مكانيسم ساده اي استوار است و با توجه به نياز محقق مي تواند براي جستجواين روش بر 
  پيش شرط ها:

  } نباشد و هاپتن هم نباشد)Partlcleآنتي ژن بايد محلول باشد. (ذره اي { - الف 
  اشد)آنتي بادي بايد پلي كلونال باشد. (مونوكلونال نب - ب 
مجهول  سرم در نمونه اختصاصي آنتي ژن خواسته محقق در اين حالت بدست آوردن عيار آنتي باديآنتي بادي:  جستجو و عيارسنجي -1

براي پي بردن به حضور آنتيژن معلوم به كار بردن آنتيشود و استفاده ميمقايسه با آنتي بادي داراي غلظت مشخص  است براي تعيين عيار از
  است.بادي اختصاصي آن، الزامي 

ژن در داخل محيطي ژل مانند (نيمه جامد) از جنس آگارز با غلظت معين و به ضخامت معين، به صورت يكنواخت قبل از انجماد ژل مخلوط آنتي
شود و نمونه سرم مجهول ز ايجاد ميمتر در داخل لايه آگارميلي 2متر و عمق ميلي 3شود پس از انجماد ژل با استفاده از پانچ، چاهكي به قطر مي

شود. اي كه داراي رطوبت كافي است نگهداري ميشود مدت زمان معيني در محفظهبادي) به مقدار معين در داخل چاهك ريخته مي(حاوي آنتي
، حلقه رسوبي قابل رويتي را در ژندر اين فاصله زماني سرم با انتشار خودبخودي به صورت شعاعي در داخل ژل نفوذ كرده و در برخورد با آنتي

دهد كه اگر ژل شفاف را روي صفحه سياه رنگي قرار دهيم حلقه شيري رنگ به وضوح قابل تشخيص است اما براي ناحيه مشخصي شكل مي
بادي در غلظت آنتي شود و مساحت دايره رسوبي مستقيماً باگيري ميتوان رنگ آميزي نيز انجام داد. قطر دايره رسوبي اندازهوضوح بيشتر مي

  نمونه سرم ارتباط دارد.
هاي معلوم با دقت بالا توان غلظت نمونه مجهول را در مقايسه با نمونهبادي با غلظت معلوم (به موازات تست اصلي) ميبا استفاده هم زمان از آنتي

  تعيين نمود.
 است. براي تعيين عيار ازمجهول در نمونه ژن خواسته محقق در اين حالت جستجو و تعيين مقدار آنتي آنتي ژن: جستجو و عيارسنجي -2

بادي . آنتيستژن الزامي ابردن به حضور آنتيبراي پيبادي معلوم به كاربردن آنتي وشود. استفاده ميغلظت مشخص  دارايژن مقايسه با آنتي
  . است و معمولاً غلظت آن از قبل مشخص استسرم حاوي آنتي بادي پلي كلونال اختصاصي آنتي ژن  معلوم همان

هاي با غلظت معلوم) به ژنژن مجهول (و به طور هم زمان آنتيشود (قبل از انجماد ژل) و اين بار آنتيبادي معلوم در داخل ژل پخش ميآنتي
ژن، در فاصله مشخصي از مركز دايره، منجر به واكنش ايمني شده و رسوب قابل رويت آنتيشوند انتشار شعاعي داخل چاهك ها اضافه مي

هاي شود. مقايسه مساحت دايره رسوبي حاصل از نمونه مجهول در مقايسه با مساحت دايره رسوبي حاصل از رقتهاي ايمني ايجاد ميكمپلكس
  ژني نمونه مجهول را با دقت قابل قبولي بدست آوريم.سازد كه محتوي آنتيژن معلوم، ما را قادر ميمختلف آنتي

 SRIDتست وش انجام ر
  شود.از اين روش استفاده مي براي مشاهده پديده پرسيپيتاسيون در محيط نيمه جامد ژل و اندازه گيري كمي پروتيين ها

  نوع آزمايش:كمي 
شود به همين دليل استفاده مي )C4 ،C3 ،IgM، IgA ،IgG( هاي سرمباديآنتيگيري براي اندازه SRIDدر آزمايشگاه باليني از تست  معمولاً 

ريختـه شـده و در پليـت     Anti-IgG، درداخل ژل از پيشIgGگيري براي اندازه گردد .بدين معني كه مثلاًبراي هر يك پليتي جداگانه تهيه مي
  حضور دارد.  C4- Anti ،در داخلC4مربوط به اندازه گيري 
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  نياز: مواد و ابزار مورد
  ). anti-IgG(حاوي ژل +  SRID. پليت 1
  . 3و 2و1شماره  هاي استاندارد (كاليبراتور)نمونه .2
  . 4نمونه كنترل، شماره  .3
  . 8، 7، 6، 5هاي هاي سرمي با شمارهنمونه .4
  باشد.ضميمه ميي رسوبي كه گيري قطر دايرهبراي اندازه» SRID«. خط كش ويژه و استاندارد 5
  ها نبايد لبريز شوند).ها (چاهككردن چاهكبراي پريا سمپلر يا سرنگ هاميلتون . سرنگ انسولين 6

  SRIDروش ريختن نمونه به داخل چاهك پليت 
براي  3و  2، 1ي خود را يادداشت كند. به طور معمول سه چاهك شماره . قبلاً بر روي يك كاغذ هر دانشجو شماره چاهك مربوط به نمونه1

براي ريختن نمونه سرمي در نظر گرفته مي شود. لازم به يادآوري  8و  7، 6، 5هاي شماره كاليبراتورها و چاهك شماره براي سرم كنترل و چاهك
  است هردانشجو ملزم به پر كردن يك چاهك است. 

(به  آماده شده را داخل چاهك از پيش تعيين شده خود بريزداز هر نمونه  (µl 5). هر دانشجو، به كمك سرنگ انسولين به دقت حجم موردنياز 2
  .8نمونه سرمي با شماره  8شماره  و الي آخر يعني چاهك 2، كاليبراتور شماره 2و چاهك شماره  1كاليبراتور 1ترتيب از چاهك شماره 

وع به تخليه سمپلر كنيد و همزمان با پر كردن . براي گذاشتن نمونه، نوك سرنگ انسولين حاوي نمونه را تا ته چاهك برده و به آرامي شر3
ريز  اند ولي توجه بيشتر در گذاشتن نمونه و سرنظر ايجاد شده ها براي پذيرش حجم موردچاهك، نوك سمپلر را به آرامي بالا بكشيد. چاهك

  ريز شدن از سر چاهك است.تري را به همراه دارد، بوجود آمدن حباب هوا در كف چاهك سبب سر نكردن از چاهك نتيجه دقيق
ها و يا مايعات مورد آزمايش را گذاشته و چند دقيقه صبر كنيد تا سرم SRIDهاي مربوط به سرپوش پليت ها در چاهك. پس از گذاشتن نمونه4

  به درون ژل نفوذ كرده و جذب شوند.
  سيون. پيتاساعت براي انجام واكنش پرسي 48. قرار دادن پليت در دماي محيط به مدت 5
  كند.هاي از قبل آماده شده را طبق روش ذيل بررسي مي SRIDساعت طول مي كشد. هر دانشجو پليت  48. به دليل اين كه آزمايش 6

  باشد) IgA, IgM, IgG, C3, C4هاي تواند يكي از انواع پليت(كه مي آماده شده SRIDبررسي واكنش در پليت 
ضميمه روش كار با آن (كه  SRIDقطر رسوب دايره مربوط به هريك از كاليبراتورها، كنترل و نمونه بيماران را جداگانه با خط كش مخصوص 

  است) اندازه گيري كنيد. 
نمونه با كاليبراتورها، محاسبه هاي مورد آزمايش براساس مقايسه قطر دايره رسوبي ها و يا اجزاي كمپلمان در نمونهميزان هريك از ايمونوگلبولين

  .سازدشود. رسم منحني استاندارد اين مقايسه را ممكن ميمي

   SRIDكشروش كاربرد خط
گيري قطر دايره رسوبي در داخل سانتي در لبه است و ديگري مثلث اندازه 23كش ميلي دو محور اندازه گيري دارد، يكي خط  SRIDخط كش
دو خط كج و يك خط موازي با افق در وسط به شكل ميانه وجود دارد، خطوط كوتاه   SRIDصفحه خط كشاست. در داخل  mm 10صفحه تا 

 اند. ارقام روي خطوط كوتاه عمودي، نمايانگر مجذور اين فاصله و درهاي مثلث ناقص را مدرج كردهعمودي، با فاصله معين، دو خط كج يا ساق
را از پشت  SRID، پليت  SRIDكشهاي رسوبي به وسيله خطگيري قطر دايرهباشند. براي اندازهمي d)2(هاي رسوبي واقع مجذور قطر دايره

كش گذاشته و آنقدر آن را جابجا كرده تا محيط خارجي دايره رسوبي با دو خط كج كاملاً مماس شود و خط ميانه درست از وسط چاهك روي خط
توان مجذور همان است كه مي (d)گذرد، نشان دهنده قطر دايره رسوبي از وسط چاهك ميبگذرد. در اين حالت رقم پايين خط كوتاه عمودي كه 

گيري را در دو جهت عمود برهم انجام هاي رسوبي بيضي شكل بايد اندازهگيري واكنشبراي اندازه در بالاي خط كوتاه عمودي يافت. d)2(قطر را 
  داد و ميانگين دو قطر كوچك و بزرگ را بر روي منحني برد. 
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  روش رسم منحني و اندازه گيري غلظت
را  d)2(هاي رسوبي هر كاليبراتور قطر دايره مجذور Yغلظت كاليبراتورهاي به كار گرفته شده و بر روي محور عمودي  Xبر روي محور افقي 

را علامت  2dقطر دايره هاي رسوبي هر كاليبراتور يعني مجذور لامت گذاري كنيد. نقاط بدست آمده از كاليبراتورها (غظت معين و جداگانه ع
بوده كه در بهترين  (linear)گذاري كنيد و سپس با اتصال آن نقاط به يكديگر، منحني استاندارد را رسم كنيد، بهترين روش رسم منحني خطي 

كند. نقاط كاليبراتور كه بيش از حد از خط مفروض دور شده را نبايد در نظر گرفت. با فاصله مساوي عبور مي 3و  2، 1حالت خود از ميان نقاط 
كند سپس از آنجا  رسم كرده تا منحني را قطع Xبراي تعيين غلظت نمونه بيمار، از نقطه مربوط به قطر دايره رسوبي آن، خطي موازي محور 

  رسم كنيد، عدد مربوطه بيانگر غظت نمونه بيمار است. Xخطي عمود بر محور 

  

  SRIDمقادير كاليبراتورهاي  - 1جدول 

 hrsزمان موردنياز براي واكنش  )mg/dl(3كاليبراتور شماره  )mg/dl( 2كاليبراتور شماره  )mg/dl(1كاليبراتور شماره  پروتئين

IgG 900 1500 2050 48 
IgM 65 150 240 72 
IgA 160 300 540 24 
C3 45 100 173 48 
C48 2545 48 

  SRIDمقادير سرم كنترل  - 2جدول 
IgG IgM IgA C3 C4 Unite 

1230 -650 145 -50 250 -205 70 -50 18 -8 mg/dl 
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  روش هاي ايمونوالكتروفورز
مي باشد. كه ابتدا مولكولهاي پروتئيني با نيروي الكتريكي و براساس تفاوت شارژ از يكديگر  DLDروش ايمنوالكتروفورز روش توسعه يافته 

آنتي ژن اختصاصي صورت گرفته و  –تفكيك مي شوند. سپس، با اضافه كردن آنتي سرم در شياري به موازات مسير الكتروفورز واكنش آنتي بادي 
  كمانهاي (قوسهاي) رسوبي تشكيل مي شود.

  كمپلمان، تشخيص مولتيپل ميلوما و ... كاربرد دارد.ايمني و نقص اجزاء ك در تشخيص بيماريهاي نقص اين تكني
ها را در داخل چاهكهاي حفر شده در ژل حاوي آنتي Agمي باشد. در اين تكنيك ابتدا  SRIDروش ايمنو الكتروفورز راكتي روش توسعه يافته 

تريكي، آنها را در ژل به حركت در مي آورند يا به اصطلاح الكتروفورز مي كنند. خطوط رسوبي تشكيل بادي ريخته و سپس با استفاده از نيروي الك
  دارد. Agشده در اين روش راكتي شكل بود. در اين روش، مساحت زير هر راكت رابطه مستقيم با غلظت 

مغزي نخاعي و اندازه گيري قطعات كمپلمان و تشخيص  فيتوپروتئين، تشخيص آنتي بادي هاي در ادرار و مايع αاين تكنيك در اندازه گيري 
  كاربرد دارد. ميلوماها

  

 روشهاي كدورت سنجي

بادي اختصاصي خود در محيط مايع قرار دهيم ژن را در مجاورت مقدار متناسبي از آنتيمقداري از يك آنتيهر گاه متري: ايمونوتوربيدي
بادي آنتي- ژنكمپلكس آنتي بر جذب نور توسطگردد. اساس روش بادي در محيط تشكيل شده و باعث كدورت محيط ميآنتي- ژنكمپلكس آنتي

  باشد.گيري پروتئين در رسوب ميتر از اندازهبسيار ساده باشد. انجام روش هاي كدورت سنجياستوار مي
باشد كه در مباحث بعد ميزان نور تفرق يافته مياست و تفاوت اساسي آن اندازه گيري  مترياين روش شبيه ايمونوتوربيدينفلومتري:ايمونو

  خواهد شد.بطور مفصل توضيح داده 


