
آزمایشگاه ایمونولوژی و سرولوژی

های سرولوژیاساس و پایه آزمایش

سهیلا عباسی:تهیه کننده

1

دانشگاه اصفهان

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

میکروبیولوژی
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2 ادیبآنتیاتصالاساسبربالینیسرولوژیهایآزمایشامروزه
.گیردمیصورتمربوط(specific anti body)اختصاصی

قرمز،گلبولویروس،باکتری،تواندمینظرموردژنآنتی
.باشددیگرچیزهاییاوهورمونپروتئین
ورفهطدواختصاصی،واکنشیکبادیآنتیبهژنآنتیاتصال

بینالعملعکستئوریقوانینازوباشدمیپذیربرگشت
.کنندمیپیرویضعیفبازهایوضعیفاسیدهای

بادیآنتی-کمپلکس آنتی ژن آنتیآنتی ژن + آنتی بادی 
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3 .دارنددخالتبایآنتی-ژنآنتیاتصالدرکهعوامل

(affinity)ژنآنتیبهبادیآنتیاتصالقدرت

.دباشمحکمترژنآنتیبهیبادآنتیاتصالقدرتچههر
کهشوندمیجداهمازمشکلتربادیآنتیژنآنتیکمپلکس

وتوپیاپبیناتصالقدرتوبادیآنتیظرفیتبهبستگی
.داردپاراتوپ
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4
pHمحیط

.باشدمیpH=2/7سرولوژیواکنشبرایpHترینمناسب

وریطبه.باشدمیضعیفژنآنتیبهبادیآنتیاتصال2/7ازترپائینpHدر
.شوندمیجدایکدیگرازکاملابادیآنتیوژنآنتیکمپلکسpH=3/2درکه

نیز6/8حدودتابالاترpHدربادیآنتیبهژنآنتیاتصالدیگرطرفاز
.استپذیرامکان

استحساسبسیارهااسیدبهنسبتIgDایمونوگبولینکهاستتذکربهلازم
.شودمیدناتورهاسیدیمحیطدرو
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5

(Ionic strenght)محیطیونیقدرت

رتصوباشدهاالکترولیتفاقدکهمحیطیدرسرولوژیهایالعملعکس
تاسمحلولیهاینمکمولاریتهحقیقتدرمحیطیونیقدرتگیردنمی
.دارندقرارمحلولآندربادیآنتیوژنآنتیکه

روتئینپژنآنتیوبادیآنتیرسوبباعث.باشدزیادنمکغلظتچنانکه
.شودمی

ونییقدرتبانمکیفسفاتتامپونیاومولار0/15فیزیولوژیسرممعمولا
هایالعملعکسوبیمارسرمکردنرقیقبرای=2/7pHدرمولار0/02

.استمناسببسیارسرولوژی
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6 (Incubation time)زمان

چندعرضدروسرعتبهمعمولاژنآنتیبهبادیآنتیهایمولکولاتصال
لازموقتواکنشدیدنوکمپلکستشکیلبرایولیگیردمیصورتثانیه
یآنتکلاسوژنآنتینوعبهتوجهباآزمایشهربرایزماناینواست
.استمتفاوتبادی

ژنیآنتیمولکولهایوIgMکلاسازبادیآنتیچنانکهکلیطوربه
مترکبادیآنتیوژنآنتیکمپلکسایجادبرایلازمزمانباشددرشت

 ABOسیستمدرخونیهایگروهتعیینمانند.است
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7
(Tempeerature)حرارت

ترویقابلترسریعسرولوژیهایواکنشگرادسانتیدرجه37حرارتدر
.باشدمی

ساعتنیممدتبهگرادسانتییدرجه56ازبالاترحرارتدر
دستازراخودبیولوژیکیخواصکمپلمانوIgDوIgEایمونوگلوبولینهای

.دهندمی

هایکلاسسایرگرادسانتیدرجه70ازبالاترهایحرارتدرجهدر
.شوندنمتصلژنآنتیبهوشونددناتورهاستممکننیزایمونوگلولین

آنتینبیواکنشنیزگرادسانتیدرجهصفردرحتیپائینحرارتدرجهدر
.گیردمیصورتبادیآنتیوژن
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8

(shaking)دادنتکان،(stirring)دادنحرکتتاثیر

(centrifagation)کردنسانتریفیوژو

باوانتمیباشندشدهمخلوطلامرویبربادیآنتیوژنآنتیکهصورتیدر
.دادحرکترالامآرام،دورانیحرکت

باوانتمیشوندریختههمرویبرآزمایشیلولهدربادیآنتیوژنآنتیاگر
ریعتسرابادیآنتیوژنآنتیبینواکنششدنظاهرلوله،آرامدادنتکان
.کرد

تمجاوردرفشاربابادیآنتیوژنآنتیهایمولکولاستلازماوقاتگاهی
توانمیارکاینبرای.گرددتسریعآنهابینالعملعکستاگیرندقراریکدیگر

.گرفتکمکسانتریفیوژاز
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9

(Reducing agents)کنندهاحیاموادتاثیر

 dithio)مانندکنندهاحیاموادبهنسبت IgA,IgM,IgD,IgEهایایمونوگولین

threitol)بهنسبتبیشتریحساسیتIgGدارند.

اختصاصیIgGگیریاندازهچنانچهسرولوژیهایآزمایشبعضیدربنابراین
سرمبهکنندهاحیامادهیکازمعینیمقدارکردناضافهباباشد،نظرمورد
وماندمیسالمIgGفقطوکنندمیتجزیهراایمونوگلبولینهایکلاسسایر
.شودمیگیریاندازه
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10
(Optimal concentration ratio)بادیآنتیوژنآنتیغلظت

بایدبااختصاصیبادیآنتیوژنآنتیغلظتکهدادندنشانهمکارانشو(Heidelbrer)هایدلبرگباراولین
وودشمتصلمجاورشژنآنتیبهآزمایشلولهدرموجودبادیآنتیتمامتاباشندمتناسبیکدیگر
.پذیردانجامسرولوژیالعملعکسحداکثر

هاآنهبوریختهآزمایشهایلولهدرراساکاریدیپلیژنآنتییکازمتفاوتیمقادیرتحقیقایندر
مدتیرایبرابادیآنتیوژنآنتیمحتویهایلولهسپسنمودنداضافهآنضدبادیآنتیازثابتیمقدار

بادییآنتکمپلکسرسوبوگرفتهصورتالعملعکستادادندقرارگرادسانتییدرجه37خانهگرمدر
.شودحاصلژنآنتیو

جداداننشدهمتصلژنآنتیبهکهاضافیهایبادیآنتیتادادهشستشوآوری،جمعازپسرارسوب
ازنمودندگیریاندازه(kejeldahl)کجلدالروشبوسیلهرارسوبدرموجودپروتئینمقدارسپسوشوند

دهندهنشانشدهگیریاندازهپروتئینتمامبنابراینبود،پروتئینفاقدشدهبردهبکارژنآنتیکهآنجایی
.استشدهدادهرسوبومتصلژنآنتیبهکهاستاختصاصیبادیآنتیمقدار
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11

.کنیمرسممنحنیرویبرآزمایشهایلولهترتیببهنسبتراشدهدادهرسوبپروتئینمقدارچنانچهحال

.آیدمیدستبهزیرمنحنی

و در این .های آزمایش شماره یک تا حدود چهار مقدار آنتی ژن نسبت به آنتی بادی کمتر استشود که در لولهبا توجه به این منحنی مشاهده می
ند که باشهای یک الی چهار مقداری از آنتی بادی آزاد میدر لوله. باشدشده نیز کمتر از لوله پنج و شش میها مقدار آنتی بادی رسوب دادهلوله

. گویندمی(prezone)به این ناحیه ، منطقه ی آنتی بادی اضافی و یا اصطلاحا پری زون . استشسته شده  و  محاسبه نگریده
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12

بهلهلودرموجودبادیآنتیتمامتقریباکهاستایمنطقههفتتاپنجهایلوله
.استکردهرسوبوشدهمتصلژنآنتی

بعدبههشتلولهازگویندمی(zone of equivalence)تعادلمنطقهناحیه،اینبه
بیشتریایشافزبادیآنتیثابتمقداربهنسبتتدریجبهژنآنتیمقدارنسبتکه

.کندمیپیدا

متصلژنآنتیکهبادیآنتیمقدارنتیجهدروکندمیطیرانزولیسیرمنحنی
بهیاواضافیژنآنتیمنطقهراناحیهاینیابدمیکاهشاستنمودهرسوبوشده

.نامندمی(post zone)زونپستاصطلاح

بینهایالعملعکسدررسوبایجادعلت(Marak)ماراکنامبهمحققینازیکی
وبادیآنتیهاییمولکولبین(Lattic)هاییشبکهتشکیلرابادیآنتیوژنیآنتی
.داندمیژنآنتی
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13
سرمدرموجودگرمداخلهعوامل

 bioactive)باشندمیسرمدرطبیعیبطورکهموادیگاهی

substances)واکنشخصوصاسرولوژیهایواکنشازبعضیمانع-

.شوندمیرسوبیهای
ملیزوزیانترفرون،:ازعباتندشدهشناختهعواملاینازبعضی

(lysozyme)،هاایمونوکونگلوتینینکمپلمان
(immunoconglutiniinges)هابتالیزین(betalysins)کهموادییاو

.ندشومیخونواردوترشحبدنطبیعیفلورمیکروبهایتوسط
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14

درادیبآنتیوژنآنتیبینهایواکنشدادننشانبرایآزمایشگاهدرکههاییتست
invitro شوندمیبندیتقسیمخاصگروهسهبهشودمیانجام:

دهندمیقراربررسیموردرابادیآنتیوژنآنتیبیناولیههایواکنشکههاییتست
primary reactionتیجهندروبادیآنتییاژنآنتیکردندارنشانبرایشوندمینامیده

یاورایواکتیوموادآنزیم،ازمعمولامولکولدواینبیناولیههایواکنشردیابی
 LAF-ELISA-RIA:مانند.شودمیاستفادهرافلوئورسنت

ازناشیاثراتیاوبادیآنتیوژنآنتیبیناولیهواکنششدهتقویتیاکهتستهای
وآگلوتیناسیونپپتاسیون،پرسیماننددهندمینشانراهاییواکنشچنین

کمپلمانبهوابستههایواکنشیاونوترالیزاسیون



سهیلا عباسی:تهیه کننده

15
بررسیوردمرابادیآنتیژنآنتیبینهایواکنشازناشیبیولوژیکیاثراتکههاییتست
.هستندمفیدگاهیومخرباثراتاینگاهی.دهندمیقرار

در(Immune complex)بادیآنتیوژنآنتیبینواکنشهایازناشیمخرباثرات-الف
بردنامتوانمیراالتهابیواکنشهایوآدمقرمز،گلبولهایبافتها،

(Phagocytosis)خواریبیگانهعملالقایبهتوانمیواکنشهاییچنینمفیداثراتاز-ب

درهاویروسو(Neutralization)هاتوکسینشدنخنثی،(Opsonization)اپسونیزاسیونو
invivo،کیموتاکسیChemotaxisبردنامغیرهو.
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16
Serological Reactionsسرولوژیهایالعملعکسانواع

دبرخورازکههاییواکنشهمچنینوکورآنتیوژنآنتیجستجویبرایمتعددیهایروش
گرددمیحاصلکورآنتیوژنآنتیبرخوردازکهواکنشهاییهمچنینوکورآنتیوژنآنتی

سنجشایبربلکهبردایمنیاختلالاتبهپیتوانمیتنهانهروشهااینازاستفادهبا.داردوجود
.نمودادهاستفآنازتوانمیهامیکروارگانیسمازبعضیشناساییوسرممختلفهایپروتئین

اریبیمایجاددرهاآنرلوبدندرکورآنتیاثراتوکارطرزهاآزمایشاینمطالعهباعلاوهبه
.گرددمیروشن

راآنرمقداوشناساییرامجهولبادیآنتییاژنآنتییکتوانمیسرولوژیکیوسیلهبه
مخلوطیکدیگربا(specific antibody)آنضدبادیآنتیوژنآنتیکهوقتی.نموداندازگیری

هایکلشبهژنآنتیوبادیآنتیکمپلکسژن،آنتیهایمولکولشکلیافرمبراساسشوند
ژن،آنتیهامولکولشکلاساسبربنابراینکنندمیرسوبوشودمیتشکیلمختلفی

.کنندمیتقسیمدستهسهبهراسرولوژیواکنشهای
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17 محلولژنآنتیواکنشایندر(precipitation reactions)پرسیپتاسیونیارسوبیواکنشهای-1
(soluble)پرسیپینوژنرا(precipitonogen)پرسیپیتینراآنضدبربادیآنتیو(precipitin)می-

.نامند

متکیهکتستاینپروتئینهاماننداستمحلولمولکولصوررتبهژنآنتیواکنشهاایندر
-میاجراآزمایشگاهدرطریقچندینبهاستبادیآنتیوژنآنتیبینثانویهواکنشهایبر

.شود

ینادرکهکنندمیمجاوریکدیگربارابادیآنتیوژنآنتیمولکولدومایعمحیطدریا
گرجلوهprecipitateگستردهوبعدیسههایشبکهصورتبهحاصلایمنکمپلکسهایحالت

رمقادیمصرفبهنیازکهگیردمیانجاممعمولیآزمایشهایلولهدریاتستاین.شودمی
.دگردمیاجراموئینهایلولهدراینکهیاوداردبادیآنتیوژنآنتیمولکولهایاززیادی

.اشدبمیاجراقابلمختلفطوریبهکهگرددمیصورتژلدرپتپاسیونپرسیواکنشگاه

.کنندها آنتی ژن، واکنشهای سرولوژی را به سه دسته تقسیم میبنابراین بر اساس شکل مولکول
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(Agglutination)آگلوتیناسیونیامتراکمواکنشهای-2

باشد(particle)ایذرهیاو(insoluble)محلولغیرصورتبهژنآنتیاگر
کیسطحدرمستقرژنآنتیمعمولاکهنامندمیآگلوتیناسیونراواکنش
(Bentonite)بنتونایتنامبهپلیمریمادهیکیاولاتکسذراتروییاسلول،

آگلوتینوژنسرولوژیواکنشهایدستهایندرراژنآنتیباشدمی
(Agglutinogen)آگلوتینینرابادیآنتی(Agglutinin)گویندمی.

بودندرشتیکیسرولوژیروشهاسایربرآگلوتیناسیونهایواکنشبرتری
بخوبی(naked eyes)مسلحغیرچشمباکهاستژنآنتیوبادیآنتیکمپلکس

هبکهاستآزمایشکوتاهبسیاریزمانمدتدیگریوباشدمیرویتقابل
.رسدمینتیجه
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درژنیآنتیهاینشانهماهیتبراساسآگلوتیناسیونواکنشهای
.شوندمیتقسیمدستهچندبهژنآنتیمولکولهای

مستقیمغیر-Direct2مستقیم-1:فعالآگلوتیناسیون-الف
Indirect 

: passiveفعالغیرآگلوتیناسیون-ب
ساده-1

 Agglutination Inbibition testآگلوتیناسیونازممانعت-2
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(Direct aggglutination)مستقیمفعالآگلوتیناسیون

ژن،آنتیantigenic determinantsژنیآنتیشاخصهایآگلوتیناسیونواکنشهایدستهایندر
ویدال(Wright)رایتتستمانندباشندمیمحلولغیرژنآنتیخود(intrinsic)ساختمانیجز
(Widal)

ناقصهاادیبآنتیوجودعلتبهواکنشهادستهایندر:مستقیمغیرفعالآگلوتیناسیون:ب
(incomplete Ab)کنندهمسدودیا(Blocking Antibody)آنتیبهبادیآنتیظرفیتیکفقط

تشکیلبادیآنتیوژنآنتیکمپلکسشبکهنتیجهدرکه.شودمیمتصلمحلولغیرژن
دراسیونآگلوتینرویتوظهوربرایمواردیچنیندر.شودنمیدیدهآگلوتیناسیونونشده

رایتسکومبتستمانندشوداستفادههیومنآنتیازباشدانسانیبادیآنتیصورتیکه
(comb s Wright)
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(Passive Agglutination)فعالغیرسادهآگلوتیناسیون

شآزمایآگلوتیناسیونروشبهبخواهیموباشدمحلولصورتبهژنآنتیاگر
اینبرایکنیمعملپاسیوآگلوتیناسیونروشبهبایددهیمانجامراسرولوژی

.کنندمیمتصل(particle)محلولغیرذراتبهرامحلولژنآنتیمنظور

ونیبالیسرولوژیآزمایشهایدرمنظوراینبرایکهمحلولغیرذراتبیشترین
ازکه(polystyrene latex)لاتکسذراتشاملگیرندمیقراراستفادهموردتحقیقاتی

یواناتحسایروگوسفندقرمزهایگلبولواستپلاستیکریزبسیارذراتجنس
.باشندمی

(betonite)بتتونایتذراتشاملشوندمیاستفادهبندرتکهدیگریغیرمحلولذرات

کائولینیاچینیخاکو(charcoal)چوبذغال،(Al2O3+SiO2,H2O)فرمولبه
(kaoline)تستمانندباشد،میRF
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(Passive inhibition of agglutination)فعالغیرآگلوتیناسیونازممانعت

.باشدمیوممعلاختصاصیبادیآنتییکمقابلدرغیرمحلولومحلولصورت،دوبهژنانتییکرقابتبراساسآزمایشاین

آنتیکردنمجاورباکهترتیباینبهشودمیاستفاده(HCGβ)حاملگیتشخیصتستبرایمعمولاکهواکنشهاازدستهاین
ایندر.باشدداشتهوجودHCGهورمونادرارایندرچنانچهآزمایشموردشخصادرارباHCGهورمونعلیهاختصاصیبادی

درکهلاتکسذراتاولمرحلهازحاصلمجموعهبهچنانچهدوممرحلهدرحال.گرددمیتشکیلایمنیکمپکسمرحله
ادراردرموجودHCGهورمونبابادهاآنتیفعالسایتاولمرحلهدرچونشود،اضافهاستشدهمتصلHCGآنهاسطح
پسس.گرددنمیظاهرآگلوتیناسیونوندادهواکنشلاتکسذراتسطحبهمتصلHCGبادوممرحلهدرلذااست،شدهاشغال

بردالآزمایش،ایندوممرحلهدرآگلوتیناسیونعدمواستآمدهعملبهممانعتآگلوتیناسیونایجادازآزمایشایندر
.استآزمایشموردشخصادراردرHCGوجود

یناسیونهمآگلوتهایتستگونهاینباشندقرمزگلبولهایآگلوتیناسیونآزمایشدرمصرفموردسلولچنانچه:تذکر
(Hemoagglutination)گویند.
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(Flocculation)فلوکولاسیونواکنشهای

شتدرومتراکمهایتودهذراتشکلبهبادیآنتیوژنآنتیکمپلکساگر
.گویندفلوکولاسیونواکنشآنراباشندآگلوتیناسیون

خشنوزبرظاهراو(flaks)برفهایتودهذراتشبیهفلوکولاسیونکمپلکس
(coarse)هکشوندمیدیدهوقتیمعمولافلوکولاسیونواکنشهایباشندمی

اردیولیپینکژنآنتیمانندباشندکلوئیدیذراتصورتبهژنآنتیمولکولهای
.شودمیتهیهگاوقلبعصارهازکه

یاومعمولیلامرویآزمایش،لولهروشبهمعمولارافلوکولاسیونآزمایشهای
.دهندمیانجامگودتهلام
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(Complement Fixation test)مکملثبوتتست

کمکبهراومجهولبادیآنتییک(titer)تیتریاعیارتوانمیمکملثبوتآزمایشهایازاستفادهبا
.نمودگیریاندازهکمپلمان

جزهسکمپلکسبراساسکهاستدقیقیوحساسبسیارروشکمپلمانمکملثبوتآزمایش
حیواناتقرمزگلبولهایازشاهدعنوانبهآزمایشایندر.باشدمیکمپلمانوبادیآنتیژن،آنتی

.شودمیاستفاده(Hemolysin)همولیزیننامبهآنضدبادیآنتیوگوسفندمعمولا

نامبهیکی.شودمیانجامروشدوبهمجهولبادیآنتیمقداراندازگیریبرایمکملثبوتآزمایش
تقیممسیاکلاسیکروشفقطروشدوایناز.مستقیمغیرروشنامبهدیگریومستقیمروش

.شودمیانجامباشدمنفیکلاسیکنادریموارددرفقطمستقیمغیرروشو.استمتداول

سیستمیک.دارندفعالیتژنآنتیوبادیآنتیسیستمدومکملثبوتکلاسیکآزمایشهایدر
قرمزگلبولشاملدیگریسیستمومعلومژنآنتیو(بیمارسرم)مجهولهایبادیآنتیشامل

طریقازنکمپلماکردنفعالومصرفبرایسیستمدواین.باشدمیآنضدبادیآنتیوگوسفند
.کنندمیرقابتیکدیگربا(Classic pathway)کلاسیکراه


	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24

