
و ليپيد ايران  419- 428)5شماره(11؛ دوره 1391 تير-خرداددو ماهنامه. مجله ديابت

و نانوذرات طلاي كلوئيدي در يك روش جديد سنجش طراحي كاربرد مزوپورها
 ايمونواستريپ

*1كبري اميدفر،1 ارغوان گلبازحق،1، فاطمه سادات امجد زنجاني1زاده زهرا ميرزايي،1زاده فاطمه قلي

 چكيده

س در اين مطالعه:مقدمه با در(HSA)رم انسان يك روش جديد ايمونواستريپ رقابتي جهت تشخيص آلبومين  نمونه ادرار

طلا استفاده از آنتي -41-(MCM) بيوكونژوگه سيالو مواد كريستالي)mAb-AuNPs(بادي منوكلونال كونژوگه با نانوذرات

HSA طراحي گرديد .

طلا نانوابتدا نواستريپ،وتهيه ايمجهت:ها روش از نانومتر ساخته20 متوسط كلوئيدي با قطرذرات به آنتيو بعد بادي اتصال

بهبر روي پد كونژوگه ثابت گشت و آن.عنوان عامل تشخيص مورد استفاده قرار گرفتنده  به نانوذرات مزوپور HSA، پس از

MCM-41 به متصل شدتنييغشابر روي عنوان خط تستو .روسلولزي تثبيت

ايدر شرايط:ها يافته ميم بهينه، يك را HSAتواند ونواستريپ و) ميكروگرم بر ميلي ليتر200تا1از(طويل خطيفطيدر

با.شناسايي نمايد (ng/ml) تشخيص دقت  نمونه30قابل اطمينان بودن روش آزمايش توسط انجام تست ايمونواستريپ
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طراحي گردد. و براي آنتيژنها گرفته استفاده قرار به عنوان ايمونواستريپ رقابتي مورد م يتواند اين روش جديد نتيج هگيري:
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 قدمهم
، كاربرد زيست حسگرها در امر بهداشت هاي اخير در سال

در گيري منظم آناليت اندازه.جامعه ثابت گرديده است ها

دادن شرايط متابوليكي بيماران هاي زيستي براي نشان نمونه

بس به و مهمتر خصوص آنهايي كه در بيمارستان تري هستند

آ مي كه در بخش مراقبتبيمارانين براي از باشند، هاي ويژه

ها بر روي ادرار ارزيابي بسياري از آناليت.ز استمورد نيا

و نمونه انجام مي به آزمايشگاه هاي خون براي آناليز گيرد

از پزشكي برده مي و ساعتشود كه در بسياري مواقع پس ها

م. رسد حتي روزها به پايان نمي ژانسي، وارد اوردر

به توانند جايگزين مناسبي حسگرهاي زيستي مي  نسبت

به حسگرهاي. باشندهاي معمول آزمايشگاه روش زيستي

 حساس،و همچنين يك روش سريع، ابزار دقيق نياز ندارند

و آسان  توانميها در اين روش. هستنداختصاصي، ارزان

].1-3[ ارزيابي كرده نتايج را در كمتر از چند دقيق

ترين پروتئين پلاسمايي فراوان(HSA)بومين سرم انسان آل

 كيلو دالتون منحصراً در كبد66است كه با جرم مولكولي 

از.شود ساخته مي كل در يك فرد سالم، تنها مقدار كمي

ميپروتئين دف بالاترين. باشدع شده از طريق ادرار، آلبومين

برگر ميلي30ومين در حالت عادي، حد نرمال دفع آلب 24م

 ميكروگرم بر دقيقه20يا) h24/mg30(ساعت

)µg/min20 (بومين ادرار معمولاً از طريقآل. است

هاي خاص مانند كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا روش

(HPLC)مي واسي اندازهو ايمون . شود گيري

نشـآلبومينوري كه انهـا يكي از و زماني هاي بيماري كليه است

ميآلبومين دفع  ميبه درون ادرار افزايش اما. دهد يابد رخ

ن توسط روش وارهاي تست هاي متداول آزمايشگاهي مانند

در تشخيص درجه آلبومينوريا. شود ادرار تشخيص داده نمي

و پيش و غيرديابتي شدت بيني بيماري كليه در بيماران ديابتي

].5،4[و نيز در جمعيت عمومي بسيار مهم است 

و قطعات آن در نمونهلظت آلبوميغ مين تواند هاي زيستي

و هاي با استفاده از روش مختلفي مانند كروماتوگرافي

. گيري شود هاي ايمونوشيمي اندازه روش

HPLCو اختصاصيـ، روشي است كه از حس ت اسيت

گير وقتبا اين حال، اين روش. برخوردار استييبالا

و همچنين كادريو براي استفاده از آن به ابزار گرانبوده

با].6-7[مجرب نياز است ، ايمونواسي HPLCدر مقايسه

و مقرون به صرفه برايح،روشي ساده، اختصاصي ساس

 Enzyme)هاي الايزا روش. باشد ميMAUگيري اندازه

linked immunosorbet assay) و ايمونوتوربيديمتري

(Immunoturbidimetry) هاي ترين روش از معمول

كه جهت اندازهاسي ايمونو در هستند گيري آلبومين

مي نمونه ].8-10[گيرند هاي مختلف مورد استفاده قرار

اخ،ها هرچند در اين روش و تتصاصي ميزان حساسيت

ب براي آناليزها در حجم هبود يافته، با اين وجود اين هاي كم

و شامل روش به زمان طولاني براي واكنش نياز دارند ها

به هاي روشهمچنين. هستندحله چندين مر ايمونواسي

و آزمايشگاه وسايل مناسب جهت آناليز هاي مجهز با ابزار

هاي هاي اخير، علاقه به روش در سال. نياز دارد

ها به دليل واستريپ جهت شناسايي سريع آناليتايمون

و نقطه پاياني قابل رويت افزايش يافته است .كاربرد آسان

استريپ يك ابزار تشخيصي براي استفاده از روش ايمونو

دو استبه حسگرهاي زيستيدسترسي آسان   كه در هر

].11-13[ دارد مزاياي كاربردي پايهوعلوم باليني

بهيياز آنجا  طور قابل كه حساسيت سنجش ايمونواستريپ

هايي در جهت افزايش توجهي از الايزا كمتر است، تلاش

وذرات طلاي حساسيت اين تست مانند استفاده از نان

اسو ليپوزوم(AuNPs)كلوئيدي  ت ها صورت گرفته

به].14،12،2،1[ منظور توسعه يك روش تشخيص در اينجا،

گيري سريع سب بر اساس اين سنجش براي اندازهمنا

كلوئيدي هاي زيستي، از نانوذرات طلاي ها در نمونه آناليت

. استفاده شده است(MSN)و نانوذرات سيليس مزوپور 

 نانومتر، اندازه50-2پورها، داراي منافذي به اندازه مزو

)m2g-1300-1000(منافذ يكنواخت، مساحت سطح وسيع

م ميو و شيميايي در مقايسه با مواد. باشند قاومت مكانيكي

رايج، نانوذرات مزوپور اثر بيشتري در تثبيت پروتئين دارند 

 MCM-41 سيالدر اين مطالعه، مواد كريستالي].16،15[

 جهت تثبيت آلبومين باشد،ميييكه نوعي نانوذره سيليكا

. نيتروسلولزي مورد استفاده قرار گرفتغشاءبر روي

و رنگن تثبيت شده، پايداري، بهرهپروتئي پذيري وري

].18،17[خوبي را نشان داد 
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بادي مونوكلونال موش اين فرايند توسط اتصال يك آنتي

(mAb)ن بر ضد آلبومين سرم انسا(HSA) به نانوذرات

و ذرات مزوپور.شدانجامطلا در نتيجه، نانوذرات طلا

MCM-41 نه تنها بر اساس سنجش ايمونواستريپ

 بلكه همچنين، حساسيت بيشتري را ايجاد كنندتوانستند

 غشاء غلظت آلبومين تثبيت شده بر روي توانستند

و ابزاري جهت انجام تستهنيتروسلولزي را كاهش داد

به ون بد اي يك مرحلهيسنجش جابجايي مواد مصرفي،نياز

.نمايدميرا ارائه

ها روش

 مواد

، سرم جنين RPMI 1640،(HauCl4)كلرواوريك اسيد

سيلين، آلبومين سرم، استرپتومايسين، پني(FCS)گوساله

 موشي كنژوگه با IgG، آنتي HSA، (BSA)گاوي 

و سديمGين، ستون پروتئ(HRP)پراكسيداز ترب كوهي

كه از شركت سيگما  تهيه (St.Louis, MO, USA)سيترات

و ديگر وسايل)اي خانه96(هاي الايزا پليت. شدند

 ,MAX-ISORP, Roskilde)پلاستيكي از شركت نانك

Denmark)هاي نيتروسلولزي، فيبرهاي غشاء. تهيه گرديد

و پدهاي جاذب از شركت شيشه  ,Whatman (Fairfieldاي

NJ, USA)شي. خريداري شد ميايي مورد استفاده ساير مواد

و با كيفيت بالا بودندضدر مطالعه حا .ر خالص

و تخليص آنتي  بادي مونوكلونال توليد

از توليد شده توسط سلmAbآلبومين ول هيبريدوما، كه

هاي ميلوما هاي لنفوسيت طحال موش با سلول ادغام سلول

Sp2.0و همكاران توضيح داده دست آمد، توسط اميدف به ر

].19[ه استشد

 واكنش قوي نشان HSA در برابري توليد شدههيبريدوماها

متقاطع با ساير واكنشو) با استفاده از روش الايزا(دادند

)mAb(بادي در مرحله بعد آنتي. نداشتندهاي مرتبط مولكول

ها مايع بادي جهت تخليص آنتي.شدتوليد در مقياس وسيع

كشت سلولي از ستون كروماتوگرافي تمايلي داراي رويي 

 عبورGHiTrap (Sigma Aldrich, St. Louis MO)پروتئين 

هاي جدا شده در مقابل بافر فسفات آنتي بادي. داده شد

و توسط سانتريفيوژ(PBS)نمكي   سانتريفيوژ، دياليز شدند

 (Sigma,Germany). گرديدند

 سنتز طلاي كلوئيدي

و همچنين طلاي20ا قطر متوسطبAuNPsتهيه  نانومتر

 بر طبق روش شرح داده شده در Ab-AuNPsنانوكلوئيدي

شد قبليتحقيقات ].13[ انجام

 (w/v محلول تتراكلرواوريك اسيدmL100، بدين منظور

01/0(HAuCl4به نقطه جوش برسد . حرارت داده شد تا

و بر روي%1سپس محلول سديم سيترات به آن اضافه شد

رنگ محلول از زرد روشن به قرمز. استيرر قرار گرفت

از. شرابي تغيير كرد شد8پس  آن pH. دقيقه محلول سرد

.گرديد تنظيم5/8 بر روي01/0توسط پتاسيم كربنات

شد%01/0 سديم آزيد سپس  محلول حاصلوبه آن اضافه

 درجه4اي تيره رنگ در دماي در يك ظرف شيشه

به مدت سانتي شدگراد طلا. چند ماه ذخيره قطر نانوذرات

 با ميكروسكوپ الكتروني بررسي شد (AuNPs)كلوئيدي 

(JEOL1, JEM-2100).

 طلاي كلوئيدي–بادي سازي كنژوگه آنتي آماده

µg600 از mAb)µg/ml30 ،2/7، در بافر فسفات=pH ( به

ml20 محلول نانوذرات كلوئيدي طلا با pH تنظيم شده 

به مدتا. اضافه گرديد به3ين مخلوط به آرامي  ساعت

و متعاقباً به آنBSA%10ليتر محلول ميلي4هم زده شد،

هاي نانوذرات كلوئيدي طلا بلوكه اضافه شد تا باقيمانده

به مدت. گردد  دقيقه در دماي20سپس مخلوط حاصل

45 به مدت rpm13000بعد از آن در اتاق انكوبه شد،

از. بار سانتريفيوژ گرديدسهCº4دقيقه در دماي بعد

 بافر فسفاتmL2در سانتريفيوژ آخر، رسوب طلا 

)2/7=pH ،M01/01 شامل%BSA  05/0و آزيد سديم(%

و چگالي نوري در  نانومتر توسط بافر رقيق 520حل شد،

شد8كننده بر روي اين پروب طلاي كلوئيدي. تنظيم

در تا زمان استفادHSA عليه mAbپوشيده شده با  Cº4ه

].13[ذخيره گرديد
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 كونژوگهMCM-41-HSAتهيه

 آزمايشگاه الكتروشيمياز MCM-41كاذرات سيلينانو

زيادي هاي از رشتهMCM-41.شدتهيهدانشگاه تهران

كه اين رشته تشكيلرااي شبكه باهمها تشكيل شده است

از ميلي2].17[دهند مي ليتر بافر ميلي1 در MCM-41گرم

ريخته شد تا سوسپانسيوني ) pH=2/7وM01/0(ت فسفا

µgازµL2سپس. دست آيد بهMCM-41از  HSA50 به 

µL48ذرات از سوسپانسيون نانوMCM-41 و يك اضافه

تا بر روي استيررCº4در دماي شبانه روز قرار داده شد

از. تشكيل شودMCM-41/ژن آنتيمخلوط با استفاده

µL50 از شير خشك (skim milk) (WN)3%اتصالات

در.شدغيراختصاصي بلوكه  ، rpm3000سرانجام محلول را

و در دماي2به مدت  مايع كرده، سانتريفيوژCº4 دقيقه

و رسوب سفيد رنگ را در محلول بافر ريختهرويي را دور

حل) آزيد سديم%05/0 حاويpH ،M01/0=2/7(فسفات

و در دماي را MCM-41-HSAژن آنتيكونژوگه نموده

Cº4گرديد ذخيره .

 حساسيت روش ايمونواستريپ

نوارهاي تست طراحي شده از يك پد نمونه، يك پد

و يك كاغذ  كونژوگه با شناساگر، يك پد جاذب

و كنترل تشكيل شده است . نيتروسلولزي با خطوط تست

با، دياگرام شماتيكي از آماده1شكل سازي نوارهاي تست

نروش ايمونواست ميريپ را . دهد شان

µL1بهژن هاي مختلف آنتي از غلظت  MCM-41 متصل

mg/mL1و) ليتر گرم بر ميلي ميلي5و5/0،1،2(

ب آنتي براي توليد خطوط بادي موشي زي عليه آنتيبادي

و كنترل بر روي   نيتروسلولزي مورد استفاده غشاءتست

به اين.قرار گرفت  BioJetوسيله توزيع كننده عوامل

Quanti 3000 نيتروسلولزي به صورت دو غشاء بر روي 

و ديگري براي تست، توزيع ناحيه مجزا، يكي براي كنترل

 BSA%1 توسط غشاءساير نواحي باقيمانده بر روي. شدند

يغشابادي تثبيت شده بر روي آنتي. بلوكه شد

به. گرديدنيتروسلولزي در دماي اتاق خشك نشانگر متصل

متري پايين ميلي15در كلوئيدي Ab-AuNPsپد با افزودن 

و سپس در دماي فيبر شيشه شدCº45اي قرار داده . خشك

و پد نمونه مجموعه  بلات شده اي از پد جاذب، پد كنژوگه

بهيغشابا آوري نوار تست جمععنوان نيتروسلولزي

و عرض ميلي70سپس نوارهايي با طول. شدند 5متر

شد ميلي  در يك بسته پلاستيكي همراه با نوارها. متر بريده

در بسته ژل خشك كننده و . گرديد ذخيرهCº37بندي

-MCM-41و MCM-41-HSAژن كونژوگه ثبات آنتي

HSA و آنتي نيتروسلولزييتثبيت شده بر غشاب زي بادي

در عليه آنتي  سال بعد1وCº45بادي موش بعد از دو ماه

با ذخيره كردن در دماي اتاق مورد برراز و سي قرار گرفت

. مقايسه شدMCM-41 هاي فاقد نمونه

و آناليز جمع  آوري نمونه

از نمونه به مركز غدد درون30هاي ادرار كه و بيمار ريز

 مراجعه)EMRC(متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران

ا نمونه. آوري شدند كرده بودند، جمع طي يك هاي درار در

و ساعته جمع24دوره  ها تا آماده شدن همه نمونهآوري

پروتكل مورد. نگهداري شدند-Cº70جهت بررسي در

. تصويب شدEMRCمطالعه توسط كميته اخلاق 

و تحليل، يا100براي تجزيه  ميكروليتر از محلول استاندارد

شد نمونه مورد سپس شدت. نظر بر روي پد نمونه اضافه

ژل سيگنال توسط سيستم مستند  CA, Alpha)سازي

Innotech Corporation, Alpha Image) گيري اندازه

بهو سپس اندازهگرديد . دست آمد گيري نيمه كمي آناليت

ط سنجش نمونه ادرار مختلف توس30سطح آلبومين در

و نتايج با نتايج حاصل ايمونوتوربيديمتري اندازه گيري شد

. گرديداز ايمونواستريپ مقايسه 

و بحثها يافته

و بررسي خصوصيات آنتي باديتولي  HSAها عليهد

 در HSA–هيبريدوماهاي پايدار ترشح كننده آنتي

از جهت mL50هاي فلاسك توليد مقادير زيادي

هاي منحني. مورد نياز كشت داده شدندهاي بادي آنتي

نتايج. گرديدند رسم pg/ng100استاندارد در محدوده 

آن، تمايEMRC1تخليص تمايلي براي كلون   باديتيل بالاي
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با نشان داد بدون اينكه هيHSAرا به چ واكنش متقاطعي

. ها داشته باشد ديگر پروتئين

و -MCM-41شرايط بهينه ذرات كلوئيدي طلا

HSAفاده از روش حساس ايمونواستريپت با اس 

و با استفاده از ذرات كلوئيدي طلا توسط چگالش شيميايي

. سنتز شدند(HAuCl4)احياي كلرواوريك اسيد 

ط يك اسيد توسط سديم سيترات به اتمكلرواور لا احيا هاي

و تعداد زيادي از اتم به شد  طلا نانوذراتصورت هاي طلا

طلا اندازه2شكل.ه شدندتانباش گيري قطر ذرات كلوئيدي

 (TEM)و ميكروسكوپ الكتروني انتقالي UV-Visتوسط 

كTEMتصاوير. دهد را نشان مي ه ذرات نشان داد

در را داشته لازم براي تهيه پروب كيفيتكلوئيدي طلا، و

. نمايدمي سيگنال قوي توليد نوار تست

 نيتروسلولزبراي اطمينان از سازگاري زيستي مطلوب سطح

 براي تثبيت MCM-41و كاهش جذب غيراختصاصي،

HSA شد انتخابغشاء بر روي.MSNذرهعنوان نانو به 

و حر و تخلخل پايدار شيميايي ارتي همراه با مورفولوژي

، MSNترين انواعيكي از معمول.دگرديكنترل شده معرفي 

MCM-41در مي باشد، كه به دليل مورفولوژي خاص آن،

و كاربردي مانند تحويل دارو،  تحقيقات بنيادي

و طراحي حسگرهاي زيستي كاربردهاي عكس برداري

MCM-41 ،3در حقيقت قطر منافذ داخلي. زيادي دارد

كه از رشته ا نانومتر است ست كه هاي زيادي ساخته شده

بندي اين پس از بسته. دهد به آن ظاهري شبكه مانند مي

بامنافذها با همديگر، رشته  نانومتر تشكيل50 قطر توخالي

ار مناسبي براي تثبيت پروتئين هاي بسي شد كه محل

].20-22[باشند مي

 نوع JEPL JSM-7000F(تصوير ميكروسكوپ الكتروني

 در غياب MCM-41از)) هيتاچي، توكيو، ژاپن(حرارتي

HSA در شكل a3ساختار سختي. نشان داده شده است

مي HSAپس از اتصال  كه ايجاد  تثبيت دهندهنشان شود

).b3شكل(باشدميپروتئين

مي مولكول توانند مستقيماً توسط پيوندهاي هاي پروتئين

و برهمكنش غيركووالانسي شام ل نيروي واندروالس

به اين سطح الصاق شوند . هيدروفوبيك

به اندازه بزرگ منافذ، ساختار يكسان منافذ، سطوح با توجه

و سازگاري زيستي خوب،  بزرگ، ظرفيت بارگيري بالا

مي تثبيتعنوان بهMCM-41استفاده از  حد كننده تواند تا

ر هاي آنتي اتصال مولكولزيادي  وي سطح افزايش ژن را بر

.دهد

بMCM-41بنابراين ما عنوان يك لايه براي بهبوده را

يغشاژن عملكردي بر روي هاي آنتي مولكولتتثبي

،به همين دليل اولين هدف. نموديمنيتروسلولزي انتخاب

كه بر روي HSAو MCM-41انتخاب غلظت بهينه  بود

و حساسيت تست ايمونواستريپ آلبومين مؤثر سرعت

8وMCM-41)2،4،6بنابراين اثر مقادير مختلف.تاس

4و5/0،1،2(و آلبومين تثبيت شده) گرم بر ليتر ميلي

بر روي آزمون ايمونواستريپ رقابتي) گرم بر ماكروليتر ميلي

در اين مطالعه غلظت بهينه. مورد بررسي قرار گرفت

MSM به ترتيب بهµg/µL1وmg/mL2و آلبومين مناسب

 HSA غلظت بهينه MCM-41در عدم حضور. آمددست

].23[ بودµg/µL5در حدود

وAb-AuNPs)µL/strip2،3هاي مختلف با بررسي حجم

عنوانبهµL/strip4سازي پد كونژوگه، مقدار براي آماده)4

. كلوئيدي تعيين شدAb-AuNPsمقدار بهينه 

و همكاران بر اساس  پايداري]25،24[ پروتكل اميدفر

MCM-41-HSA بر روي سطح غشاء نيتروسلولزي مورد

كه. بررسي قرار گرفت  حاوي،غشاءنتايج نشان داد

MCM-41-HSAغلظت با mg/mL2MCM-41 در مقايسه 

وCº45 در دو ماه MCM-41با ايمونواستريپ بدون

خود را قابليت شناسايي حداقل يك سال در دماي اتاق

. نمايد حفظ مي

نيز بيوكونژوگه MCM-41-HSAپايداري علاوه بر اين،

كه مقاومت قابل  و نتايج نشان داد مورد بررسي قرار گرفت

به تخريب دارد پس از يك ماه زيرا. توجهي نسبت

تاCº45انكوباسيون در دماي   درصد95، فعاليت پروتئين

).اطلاعات نشان داده نشده است(حفظ شد

ريپ بدون كه ايمونواستشد مشاهده،تحقيق قبليدر

MCM-41 در3 داراي  درصد سوكروز به مدت يك ماه

Cº40ميو برا .]25[ماندي يك سال در دماي اتاق پايدار

 در غشاءعلاوه براين، كارايي تثبيت آنتي ژن بر روي سطح
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و غياب  به طور جداگانه مورد بررسي MCM-41حضور

گ در آنتي كه كارايي تثبيتنتايج مشخص كرد. رفتقرار  ژن

از18-20حدود اين دستاورد. برهنه بودغشاء درصد بيشتر

ن و كارايي بهتري را  فراهم سبت به مطالعات قبليثبات

مي. كند مي كه ماده اين يافته نشان  بر روي MCM-41دهد

در،سطح ژن نه تنها باعث بهبود ، بلكه گرددمياتصال آنتي

 سطح يت شده بر رويژن تثب وري آنتي باعث افزايش بهره

و موجب مي شود تا تعداد بيشتري اپي توپ كاربردي شده

. در دسترس قرار گيردAb-AuNPsبراي تشخيص 

و قابليت اطمينان سنجش حساسيت، ويژگي

 ايمونواستريپ

هاي استاندارد حساسيت نوار تست توسط تست نمونه

HSAسازي محلول اين استاندارد با رقيق. شده است تعيين

نم)mg/mL1( آلبومينذخيره ونه ادرار طبيعي تهيه شد تا با

و1،5،10،15،20،65،80،150،180هاي نهايي غلظت

200 µg/mL (هاي استاندارد اين نمونهسپس. حاصل شود

 مورد دانسيتومترگيري نيمه كمي توسط براي تحليل اندازه

. بررسي قرار گرفت

، غلظت اگر شدت رنگ خط تست تيره تر از خط كنترل بود

، اگر يك باند با شدت رنگ µg/mL18آلبومين كمتر از

مشابه خط كنترل در خط تست وجود داشت، غلظت

µg/mL20 -18ازو اگر شدت رنگ خط تست ضعيف تر

درµg/mL30 -25خط كنترل بود، غلظت آلبومين بيشتر از 

از. شودمينظر گرفته علاوه بر اين، در غلظت بيش

µg/mL200د ن هيچ باندي  شودمير خط تست مشاهده

).4شكل(

در تست ايمونواستريپ حاضر در مقايسه با ايمونواستريپ

. بود ميزان حساسيت تا حد زيادي بيشترMCM-41فاقد 

در طوري به  مذكور حد تشخيص تست ايمونواستريپكه

ng/mL100 كه در مقايسه با ديگر نوارهايبه دست آمد

.حساسيت بالاتري داشت]23،13[مطالعه گذشتهوتجاري

و انواع پروتئينت تداخلاشدت هاي با داروهاي رايج

و  انساني با استفاده از دو نمونه ادرار حاوي سطوح منفي

اثر. مثبت از ميكروآلبومينوريا مورد ارزيابي قرار گرفت

 استامينوفن، mg/dL20مواد مداخله كننده با افزودن 

mg/dL1 گلوكز،-g/dL2Dسيلين، تتراسيكلين، آمپي

 اسيد گليكوپروتئين،-mg/dL2/0α-Lهموگلوبين،

g/dL22/0β-،هيدروكسي بوتيريك اسيد g/dL1/0

 آميلاز،-U/L4000 α اوره، g/dL10اوريك اسيد،

g/dL012/0α-L-تريپسين، آنتيmg/dL10 ،mg/dL400 

ا و استيل سالسيليك هاي ادرار سيد به نمونهسيكليك اسيد

از.ي قرار گرفتمورد بررس كه هيچ يك نتايج نشان داد

مواد بالا با نتايج حاصل از كيت نيمه كمي تست 

 نوار تست قابليت اطمينان. ميكروآلبومينوريا تداخل نداشتند

 نمونه ادرار30توسط انجام تست ايمونواستريپ حاضر با

ب و نتايج حاصل بهناشناخته ارزيابي شد دست آمدها نتايج

 وسنجش MCM-41 ايمونواستريپ بدون هاي از روش

).1جدول(ايمونوتوربيديمتري مقايسه شد

 در مقايسه با ايمونواستريپ بدون ايمونواستريپ پيشنهادي

MCM-41 دارد ايمونوتوربيديمتري روشبابيشتري تطابق .

هايچ واكنش متقاطعي با ديگر پروتئيننوارهاي تست هي

ند انساني در طيف علاوه براين،.ادهاي زيستي نشان

و درحضور پروتئين و داروهاي رايج هاي متنوع انساني

كه احتمالاً در ادرار وجود دارد، هيچ  همچنين مواد ديگر

م اين نتايج. شاهده نشدتداخلي در تشخيص آلبومين

كه سنجش ايمونواستريپ، ساده، قابل پيشنهاد مي كند

و اختصاصي مين ادرار بالا براي تشخيص آلبو بودناطمينان

و. استMAUدر طيف  به حساسيت همچنين با توجه

آنمي سيستم ارائه شده بالاي اين بودناختصاصي توان از

و غير هاي بيماري در طراحي ايمونوسنسور جهت آناليت زا

.استفاده كردديگر بيماري زا 
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نوار تست شامل اجزا مختلف)a(ص آلبومين ادرار طرح شماتيك عملكرد تست ايمونواستريپ رقابتي مستقيم براي تشخي-1شكل
و يك مانند و كنترل، غشاء پد نمونه، پد كونژوگه ردياب، پد جاذب -µg/mL20<آلبومين ادرار)b( نيتروسلولزي با خط هاي تست

18 ،)c(آلبومين ادرار<µg/mL200.

ذ. كلوئيدي از طلاي)TEM( الكتروني تصوير ميكروسكوپ-2شكل مي20رات قطر .باشد نانومتر
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.a(MCM-41.،b(MCM-41-HSAاز تست ايمونواستريپ SEM تصاوير-3شكل

)5(؛ µg/mL10)4(؛µg/mL5)3(؛µg/mL5/2)2(؛µg/mL0)1[(در ادرار HSAهاي مختلف با غلظت استانداردها نتايج-4شكل
µg/mL20 6(؛(µg/mL50 ؛)7(µg/mL100 وµg/mL200 .[كنترلو خط تست براي خط ظت پروتئين كوت كنندهغل µg/µl1باشدمي.
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و غياب-1جدول و تست ايمونواستريپ در حضور همه نتايج. MCM-41 تعيين آلبومين ادرار به وسيله ايمونوتوربيديمتري
شد10بلافاصله  .داده ها داراي سه تكرار است. دقيقه بعد از آزمون ثبت

كل نوع سنجش يطبيع تعداد
 ميكروآلبومينوريا

)mg/L200 -20(

 ماكروآلبومينوريا

)mg/L200>(
3010182 ايمونوتوربيديمتري

MCM-41 30 10162تست ايمونواستريپ بدون

MCM-41 30 10182 همراه با تست ايمونواستريپ

 طبيعي= mg/L20غلظت آلبومين كمتر از

 مينورياميكروآلبو=mg/L200-20غلظت آلبومين در محدوده

 ماكروآلبومينوريا يا آلبومينوريا باليني= mg/L200غلظت آلبومين بالاتر از

از يا نمونه هاي ادرار با غلظت برابر ميmg/L180 بيشتر .گردند رقيق

 سپاسگزاري
پژوهش حاضر با حمايت مالي مركز تحقيقات غدد

و متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام درون ريز

 محققان از جناب آقاي دكتر محمدرضا گنجعلي.تشده اس

كه در انجام اين) آزمايشگاه الكتروشيمي دانشگاه تهران(

.نمايند پژوهش همكاري كردند، صميمانه قدرداني مي
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