
و ليپيد ايران  355-365)4شماره(10؛ دوره 1390 ارديبهشت-فروردين. مجله ديابت

ن در ادراري آلبومگيري اندازهينسانس براي روش كمولوميطراح

*3، كبري اميدفر3، باقر لاريجاني3، آزاده ابراهيم حبيبي3، فرشته عتابي2، مليحه پاك نژاد1السادات آقايي ميبدي الهام

دهيچك

به منظور ارزن در ادري آلبومگيري اندازه. استين سرم انسانين پروتئيترن فراوانيلبومآ:مقدمه كليابيار دري عملكرد ه

يهاو روش رنگ سنجي،ي رسوب دهيها روش شاملي مختلفيها روش.ت استي اهمي مختلف دارايهايماريب

س بر پايه كمولومينسانآنزيم ايمونواسي روش،ها از بين اين روش.وجود دارد آلبومين در ادرارگيري اندازهبراي ايمونولوژيك

و حساسيت ا دارد،ري بالاتدقت به صورت رقابتيقين تحقيدر .شدي طراحاين روش

يهـا ن، سـلوليه آلبـوميـعلبـادي آنتيبهيابي دستجهت انجام شد،يتلفمخيهاشيآزما اين روشيبه منظور طراح:ها روش

ا ترشح شده بادي آنتي كشت شدند،ي موشيدومايبريه محهان سلولي از تعيط كشت، پـس از تخلـي در و ن غلظـت، در يـيص

تيآزماسپس. شد استفاده ساخت كونژوگه غيتراسيش به دست آوردن ويپوشـش ده ـمرحلـهژنيلظت مناسب آنت ون جهت

و دقـت در نهايـت شـد،يطراحنسانسي كمولومي روش رقابتبر اساس نتايج اين آزمايش،دي انجام گرد رقت مناسب كونژوگه

.شديررسبطراحي شده روش صحت

ب آزمون اين روش دقتيبررسرد:ها افتهي و رون سنجشي درون سنجش و دو نمونه ادراري بر %10 كمتـر از CV انجام شد

ا40ني غلظت آلبوم،حتصي بررس براي.مشاهده شد اينتـا شد، گيري اندازهن روشي نمونه ادرار با استفاده از دريـج ن روش

بيتفك كيمار از افراد سالم با نتايك افراد ج بـه دسـتين نتـايب)r=99/0(ي خوبي همبستگو مطابقت دارد% 100يت تجاريج

ا .ن دو روش وجود دارديآمده از

ي دارا شـدهينـسانس طراحـي كمولومي روش رقـابت. اسـتµg/ml 200-25/0 ايـن روش محدوده قابل سنجش:يريگجهينت

و دقت مناسب برايحساس .باشدمين در ادراري آلبومگيري اندازهيت

كلواژگا  نسانس، سنجش ايمنييكمولوم،ينوريآلبوم:يدين

 واحد علوم تحقيقات، دانشگاه آزاد اسلامي،گروه بيوشيمي دانشكده علوم پايه-1

پز-2  شكي دانشگاه تهرانگروه بيوشيمي دانشكده

و متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكي تهرانپژوهشكده علوم غدد/ مركز تحقيقات غدد-3
 علوم دانشگاه متابوليسمو ريز درون غدد تحقيقات مركز پنجم، طبقه شريعتي، دكتر بيمارستان شمالي، كارگر خيابان تهران،:نشاني∗
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356 گيري آلبومين در ادرار طراحي روش كمولومينسانس براي اندازه:و همكاراندفرامي

 مقدمه

بعد. خون استين پروتئين پلاسمايتر فراوان، سرم1نيآلبوم

ف ــياز ــومروليلتراس ــدار،2يون گل ــومي مق ــطي از آلب ن توس

و توسـط هـا ال لولـهيـتلي اپـيهـا سلول  بـاز جـذب شـده

ايپروتئازها  بـا وزني بـه قطعـات هـان سـلوليـ موجـود در

مال شده، مجدداًي متفاوت تبديمولكول ي ادراريهاع لولهي به

 گلـومروليريپـذ نفوذ كـهيهنگـام.]1-3[ شـود مـي ترشح

غي، نسبت به آلبوميويكل طبيـن به طور ابـد،يشي افـزايعـير

بيدفع آلبوم  طبين در ادرار حـضور.شـودمييعيش از مقدار

ميآلبوم ديلـيم30- 299ريقادن در ادرار با 24ر ادرار گـرم

دقيم20-199ساعته، ويكروگرم در قه در نمونه ادرار شـبانه

ميم299-30 ن در نمونـه ادرارينيگـرم كـراتيلـيكروگرم در

م ب3ينوريكروآلبوميرندوم معادل ر ذكـر شـدهيشتر از مقاديو

رين مقـاديهمچنـ. باشـد مـي4ينورينشان دهنده مـاكروآلبوم

.]4-7[ شـود مـي گرفتـه در نظـريعيكمتر از حدود فوق طب

از اين جهت داراي اهميت اسـت ميكروآلبومينوري تشخيص

و به عنوان يك نشان دهنده كه  پيـشگويي عامل تخريب كليه

كننده وضعيت بيمار براي تشخيص ابتدايي بيماران قنـدي بـا 

از. باشـد مـي نفروپاتي كليـه   كـشورهاي جهـان در بـسياري

ــابتي ــاتي دي ــلي نفروپ ــت اص ــESRD5 عل ــابر.ت اس اين بن

 علامت زودرس از ضـايعات ميكروآلبومينوري به عنوان يك 

و مـي ديـده2و1كليوي ديابت است كه در ديابت نوع شـود

و پيشرفت به سـمت پيش  ESRDبيني كننده نفروپاتي ديابتي

آلبومينوري يك عامـل پـيش بينـي كننـده مـستقل.]8[است

. اسـت براي حـوادث كـارديو واسـكولر در بيمـاران ديـابتي 

سايي حضور آلبومين به مقدار كم در ادرار به عنوان يـكاشن

 ابتلا به ضـايعات كليـوي نـه تنهـا در خطرراهكار تشخيص 

و،بيماران ديابتي رمان بيماران بـاد بلكه در پيگيري تشخيص

ي حـاملگي نيـز قابـل هـا در عفونـتو است فشار خون بالا 

].10،9،7،5[باشدمياستفاده

ن در ادرار وجـودي آلبوم گيري اندازهي برايتلفمخيها روش

و مزاي معايدارد، كه هر كدام دارا بـ.دنباشـ مـيييايب نياز

1- Albumin 
2- Glomerular Filteration (GF) 
3- Microalbminuria 
4- Macroalbuminuria 
5- End Stage Renal Disease 

ميآنـز روش،ني آلبـوم گيـري انـدازهي مختلف برايها روش

سا)EIA(6يمونواسيا ازHPLC7 جـزهبهار روشي نسبت به

و حساس  در اين تحقيـق. باشدمي برخورداريت بالاتريدقت

منظور تشخيص آلبومين در ادرار از روش كمولومينسانس به 

استفاده شد كه به شكل يك سنجش ايمني آنزيمي بـه روش 

 در ايـن.رقابتي مستقيم با حساسيت بالا طراحي شـده اسـت 

بــه HRP آنـزيم روش -3 واكـنش اكــسيداسيون لومينـول را

كند، ايـن واكـنش همـراه بـا تشعـشع آمينوفتالات تسريع مي

. نانومتر است428 نور در طول موج مقدار كم

ميدر تحق  ادراريهـا موجـود در نمونـهنيآلبومزانيق مزبور

د افراد سالم اي با استفاده از روش آنـزيابتيو  بـريمونواسـيم

و بـاميسنجش) نسانسيلومميك(8نسانسيه كمولوميپا شود

سهيـ مقايشگاهيج حاصل از روش استاندارد معمول آزماينتا

ن روش بـه كـاريـاي كـه در طراحـ9ييهايبادينتآ. شود مي

ايد داخليرود تول مي و يهـا از سـلول هـايبادينتآني است

دبي موش 10يدومايبريه ا.نديآميسته قيـن تحقيـ هدف از

درنيص آلبوميتشخبه منظور نسانسي روش كمولوميطراح

و حساسادرار . برخوردار باشديت مناسبي است كه از دقت

ها روش

و تخليص  عليه آلبومينبادي آنتيتوليد

يهـا از سـلول،نيه آلبـوميـعلبادي آنتيبهيابيبه منظور دست

ويد شـده در مركـز تحقيـ تولي موشيدومايبريه قـات غـدد

شد دانشگاه علوم پزشكي تهرانسميمتابول ا ابت.استفاده ن ي ـدا

،شـدند كـشتFBS 3% بـا RPMI كشت در محيطها سلول

 عليـه بـادي آنتيد ترشحييتأ جهت،ها سلولنيا پس از رشد

ا آلبومين محهان سلولياز الاي آزما،ط كشتيدر ريغيزايش

شدميمستق ط كـشت بـاي در محـ ترشح شدهبادي آنتي. انجام

اسـتفاده از بـاواشباعومي با سولفات آمونيده روش رسوب

تعص شـدي تخلـيلي تمـاين كروماتوگراف ستو ن يـي، پـس از

6- Enzyme Immuno Assay 
7- High Performance Liquid Chromatography 

 در متون علمي به شكل اوقاتشتريب  Chemoluminescenceواژه-8

Chemiluminescence  مي .شود نوشته

9- Antibodies 
10- Hybridoma 
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و ليپيد ايران 357)4شماره(10؛ دوره 1390 ارديبهشت-فروردين. مجله ديابت

ا،ش برادفورد غلظت به رو  سـاختي بـرا بـادي آنتـينيـ از

شديم پراكسي آنز-بادي آنتيكونژوگه .داز استفاده

 دازيم پراكسيآنز-بادي آنتي كونژوگهيساز آماده

اين كونژوگاسيون با استفاده از روش اكسيداسيون سديم متـا

از ســديم متاپرايــدوات µl100. پرايــودات صــورت گرفــت

М1/0)محلولبه) تازه تهيه شده mg/ml 6پراكسيداز آنزيم

در، دقيقـه20محلول پس از هم خوردن به مدت اضافه شد، 

،Мm1(دمــاي محــيط در تــاريكي در بــافر اســتات ســديم

4/4~pH (در دماي°C  4شد  محلول آنزيم دياليز pH.دياليز

بين،)~М2/0،5/9pH(شده با استفاده از بافر كربنات سديم

شد5/9-9 اي آنـز pHميتنظ( تنظيم ارين محـدوده بـسيـم در

ا)مهم اسـت mg/ml1ن محلـول بلافاصـله بـه محلـوليـو

،Мm10(در بـافر كربنـات سـديمنيه آلبـوميـعلبادي آنتي

5/9pH~ ( و به مدت هم2اضافه شد  ساعت در دماي محيط

 از محلـول سـديم بورهيـدرات µl50به اين محلـول. خورد

mg/ml4)شد)تازه تهيه شده در2و به مدت اضافه  سـاعت

 سپس حجـم برابـر از محلـول اشـباع. هم خوردC 4°دماي

و اين محلـول بـه سولفات آمونيوم به اين محلول اضافه شد

در15مدت  . سانتريفيوژ شـدC 4° در دماي g10000 دقيقه

در.حـل شـد ) ~М01/0،2/7pH(رسوب در بـافر فـسفات

يهـا وجـيخر. استفاده شـد 1G-25از ستون سفادكس پايان

و در دمـايها ستون با فعاليت بالا در ويال ي كوچك تقـسيم

°C 70-شد . نگهداري

آزمايش تيتراسيون جهت طراحي روش رقـابتي

 كمولومينسانس

شي، آزمـا نـسانسي كمولومي روش رقـابتي طراح ـبه منظـور

ژنيون جهت به دسـت آوردن غلظـت مناسـب آنتـيتراسيت

از آنتـي ژن جام شـد؛انو رقت مناسب كونژوگهيده پوشش

 800و 600، 400يهـا با غلظت)HSA2(آلبومين سرم انساني 

 آلبومين سرم گـاويژنياز آنتو ميكروليتر 100نانوگرم در

)BSA3،نـانوگرم در 800 بـا غلظـت) عنوان كنترل منفـيبه 

1- Sephadex 
2- Human Serum Albumin 
3- Bovine Serum Albumin 

شديبرا ميكروليتر 100  پس از مرحله، پوشش دهي استفاده

شير%3محلول(ل بلاك كننده با استفاده از محلو بلاك كردن

،)~2/7pH مـولار،01/0خشك بدون چربي در بافر فسفات 

و100/1بـا رقـت دازيم پراكـسي آنـز-بادي آنتي كونژوگه از

ر200/1 ــك ــر چاه ازيدر ه ــس و پ ــد ــه ش ــاعت1 خت  س

و شستـشو در هـريت تجـاريـكياز سوبـسترا انكوباسيون

ر  شديچاهك سـب ايـن بـراي انتخـاب سوبـستراي منا(خته

از چنـدت پـسيپلو)آزمايش با دو نوع سوبسترا انجام شد 

شديلوم در دستگاهه تكان دادنيثان .نومتر خوانده

 طراحي روش رقابتي كمولومينسانس

 بـه صـورت زيـري بـه روش رقـابت نـسانسيكمولومشيآزما

از µl100 در هر چاهـك پليـت كمولومينـسانس:شديطراح

 µl100-1 بـا غلظـت ) HSA( آنتي ژن آلبومين سـرم انـساني

ng800،پلير و دريـت به مـدتيخته شد  C°ك شـبانه روز

 از µl200بـه هـر چاهـك پـس از شستـشو. انكوبه شـد 37

و پل دريدق30ت به مدتيمحلول بلاك كننده اضافه شد  قـه

°C 37شد  از بـافر فـسفات µl45 پـس از شستـشو.انكوبه

ــولار01/0( غلµl5و ) ~2/7pH، م ــر ــتاندارد از ه ــت اس  ظ

)µg/ml 200 ،100 ،20،10،5،5/2،5/0،25/0،0(تهيـــــه 

درmg/ml 1 از آنتي ژن آلبومين سرم انساني با غلظـت(شده

 در هر چاهك ريختـه) با مقادير بسيار كم آلبومين زمينه ادرار

و سپس  دازيم پراكـسي آنـز-بـادي آنتياز كونژوگه µl50شد

و پليت بـه مـدت در هر چاهك ريخت100/1با رقت 3ه شد

2ش ديگري مشابه اين آزمايش بـه مـدت آزمايو در ساعت

ياز سوبسترا پس از شستشو،.روي شيكر انكوبه شد ساعت

ر µl100 به مقداريت تجاريك شدي در هر چاهك تيپل.خته

ه تكــان دادن جهــت خــوانش در دســتگاه يــپــس از چنــد ثان

شديلوم .نومتر قرار داده

 روش پيشنهادي5ويژگيو4بررسي حساسيت

جهت تعيين حساسيت روش پيشنهادي آنتي ژن آلبـومين در

و مقـاديرµg/ml 1غلظت هاي كمتـر از   RLU سـاخته شـد

تركيبـات ايـن روش ويژگـي به منظور بررسـي. بررسي شد

 
4- Sensitivity 
5- Specificity 
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358 گيري آلبومين در ادرار طراحي روش كمولومينسانس براي اندازه:و همكاراناميدفر

 وتـأثير افزوده شد µg/ml30مختلفي به نمونه ادرار با غلظت

د ر ايـن روش حضور ايـن عوامـل بـر عملكـرد آنتـي بـادي

.بررسي شد

 روش پيشنهادي1ارزيابي خطي بودن

به منظور بررسي خطي بودن روش پيشنهادي از نمونـه ادرار

ــت  ــا غلظ ــد µg/ml 226ب ــتفاده ش ــادير اس  در RLUو مق

شد رقت .هاي مختلف اين نمونه بررسي

ويآزمون بررس ديصحت روش پيشنها دقت

پيبــه منظــور بررســ  درونيابيــ، ارزيشنهاديــ دقــت روش

ب و رويسنجش  دو نمونـه ادرار بـا غلظـتين سـنجش بـر

و بـالا انجـام شـدييپا  صـحت روشيبـه منظـور بررسـ.ن

ا40ني غلظت آلبوميشنهاديپ نيـ نمونـه ادرار بـا اسـتفاده از

و نتا گيري اندازهروش اي شد ج بـه دسـتين روش با نتـايج

ك شديمقا Randoxيت تجاريآمده از د.سه ر اساس آزمايش

و اين كيـت ايمونوتوربيدوم Randoxكيت تجاري تري است

. مي باشدµg/ml3داراي حساسيت 

ها افتهي
به منظـور روش كمولومينسانس طراحيهدف از اين تحقيق

و حـساسيت در ادرار آلبومين گيري اندازه است كـه از دقـت

.مناسبي برخوردار باشد

 غير مستقيم، بر اساس نتايج به دست آمده از آزمايش الايزاي

ي هيبريـدوما در هـا بادي عليـه آلبـومين از سـلول ترشح آنتي

 همچنين بـا انجـام آزمـايش متقـاطع.محيط كشت، تأييد شد

داراي ترشح شده در محيط كشت بادي آنتي مشخص شد كه

بهويژگي . آنتي ژن آلبومين سرم انساني است بالايي نسبت

ا ژنيب آنت جهت به دست آوردن غلظت مناسقين تحقيدر

ي طراحـيو رقت مناسب كونژوگـه بـرايمرحله پوشش ده

ون انجـام شـديتراسيتشي، آزما نسانسي كمولوميروش رقابت

 نـانوگرم در 800 باتوجه بـه جـدول، در غلظـت).1جدول(

و BSAو HSA از آنتــي ژن پوشــش دهــي تــريكروليم100

ــادي از كونژوگــه100/1رقــت ، آنــزيم پراكــسيداز- آنتــي ب

1- Linearity 

 BSAو HSA بينيمناسب2)واحد نسبي نور( RLUف اختلا

، بـود دسـترس سوبـسترا در كه دو نـوع از آنجا وجود دارد،

ي مناسب اين آزمايش بـا سوبـستراي اب سوبستراخ انت جهت

 ميكروليتـر از آنتـي ژن 100 نـانوگرم در 800 غلظت دوم در

HSA نيز تكرار شد كه در نتيجـه از كونژوگه100/1و رقت 

 افزايش پيدا كرد، بنابراين 13617 به 5268از RLU مقدار آن

ي دوم سوبـستراي روش كمولومينسانس رقـابتي از در طراح

.استفاده شد

انجـام با دو انكوباسون متفاوت روش كمولومينسانس رقابتي

پليدر انكوباسـ.)2 جـدول(شد  يت حـاو ي ـون سـه سـاعته

و اســـتاندارد، اخـــتلاف ــRLUمخلـــوط كونژوگـــه ني، بـ

ــا غلظـــت  وجـــود دارد، در µg/ml 10،20،100 ،200يهـ

دريصورت ازيها غلظت RLU كه يشيـ رونـد افزا10 كمتر

پليدر انكوباس. مشاهده نشد  مخلـوطيت حاويون دو ساعته

و استاندارد، اختلاف يهـان غلظتيبي مناسب RLUكونژوگه

ونيش انكوباسين آزمايمختلف استانداردها وجود دارد، بنابرا

پ دو ساعت شديشنهاديه به عنوان روش بين ترتيبد. انتخاب

يهــا زمــانيبــرابرحــسب غلظــت RLU مقــادير نمــودار

 رسـم شـد،2 جـدوليها بر اساس داده ون متفاوتيانكوباس

 با كـاهش RLUشي با توجه به نمودار، روند افزا).1نمودار(

ازيون دو ســاعته منطقــيغلظــت اســتاندارد در انكوباســ ــر ت

ــابرا.ه ســاعته اســتون ســيانكوباســ ــرايبن ــشخين ب صي ت

ازيها غلظت .تر اسـت ون دو ساعته مناسبي، انكوباس1 كمتر

دريهـا غلظت از روز10 مختلـف اسـتانداردها  بـا اسـتفاده

پ م گيري اندازهيشنهاديروش و  بـه RLU مقـاديرنيانگيـ شد

شد هر غلظت استاندارد ازاء با توجه بـه).3جدول( محاسبه

مـودارن. باشدمي%10باي استانداردها تقرينسبيجدول خطا 

 روز با اسـتفاده10 در RLU ميانگين مقادير غلظت بر حسب 

پ از رسـم شـد،3هـاي جـدول براساس دادهيشنهادي روش

، خط پيوسته ناحيـه خطـي را نـشان2 نموداردر).2نمودار(

و خط چـين ناحيـه مي در اي را نـشان مـي دهد  آن دهـد كـه

و ري زيادگي خطاي اندازه گيري غلظت دقيق قابل اندازه است

 بنــابراين روش طراحــي شــده در محــدوده غلظــت،نيــست

µg/ml 200-10مي .كند به صورت خطي رفتار

2- Relative Light Unite 
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و ليپيد ايران 359)4شماره(10؛ دوره 1390 ارديبهشت-فروردين. مجله ديابت

ــومين در ــي ژن آلب ــن روش آنت ــساسيت اي ــين ح ــت تعي جه

از غلظــت و پــس از انجــامµg/ml 1هــاي كمتــر  ســاخته شــد

 روش قـادر مشخص شد كه اين RLUآزمايشو بررسي مقادير

وµg/ml200-1به تشخيص دقيـق غلظـت در محـدوده  اسـت

بـه) نمودار داخلي(2 با توجه به نمودارµg/ml  1مقادير كمتر از

.صورت يك حد بالا براي غلظت قابل تشخيص است

مي حضور عوامل مداخله تواند بـر عملكـرد گر در زمينه ادرار

و نتايج به دست آمده از سنجش تأثي آنتي .ر داشته باشـد بادي

 روش پيــشنهادي نقــش عوامــل ويژگــيمنظــور بررســيبــه

،3، كـافئين2، اسـيد آسـكوربيك1اسـتامينوفن گر شامل مداخله

7، دي گلـوكز6، تتراسـايكلين5، آمپي سـيلين4اسيد جنتيسيك

)1-g/dL2(،8هموگلوبين)1-mg/dL1(،9اكـسي تتراسـايكلين

)1-mg/dL100(10 اســــيد گليكــــو پــــروتئين-، آلفــــا 

)1-mg/dL2/0(11، اســــيد بتــــا هيدروكــــسي بوتيريــــك 

)1-g/dL22/0(12، اســـيد اوريـــك)1-g/dL 1/0(13، اوره 

)1-g/dL10(14، اســــتون )1-mg/dL 75(15، آلفــــا آمــــيلاز 

)1-U/L4000(16، آلفــــا آنتــــي تريپــــسين )1-g/L012/0(،

،)mg/dL100-1( 18، كلـسيم)mg/dL10-1( 17هولوترانسفرين

ــسيليك ــيد ساليـ ا19اسـ ــيد ــتيل ساليـــسيليكو اسـ  20سـ

)1-mg/dL400 (بـر روي نمونـه ادرار بـا غلظـتµg/ml  30

ش 5450 آن RLU مقدار آلبومين كه با افـزودن.د بود، بررسي

و انجــام روش  ــه ــه ايــن نمون ــالا ب ــات ب هــر يــك از تركيب

بنــابراين روش. تغييــري نكــرد RLUپيــشنهادي، مقــدار 

مين پيشنهادي در حضور تركيبات ذكر شـده نـسبت بـه آلبـو 

.اختصاصي عمل مي كند

1- Acetaminophen 
2- Ascorbic acid 
3- Caffeine 
4- Gentisic acid 
5- Ampicillin 
6- Tetracycline 
7- D-glucose 
8- Hemoglobin 
9- Oxytetracycline 
10- α-acid glycoprotein 
11- β-hydroxybutyric acid 
12 Uric acid 
13- Urea 
14- Acetone 
15- α-amylase 
16- α-antitrypsin 
17- holo-transferrin 
18- Calcium 
19- Salicylic acid 
20- Acetylsalicylic acid 

 ادرار از نمونـه به منظور بررسي خطي بـودن روش پيـشنهادي 

هـاي ايـن نمونـه در رقـت. استفاده شـد µg/ml 226با غلظت

. با استفاده از اسـتاندارد صـفر تهيـه شـد2/1،4/1،8/1،16/1

و بررسي مقادير  به دسـت RLUپس از انجام روش پيشنهادي

و محاسبه ضريب رقـت، مـشخص هاي مختلف آمده در رقت

در نـشان مـي2شد كه ايـن روش، همانطوركـه نمـودار دهـد

ميµg/ml 200-10 محدوده .كند به صورت خطي رفتار

بيابيج ارزينتا و ين سنجش به منظور بررسـي درون سنجش

پ ي به طور كلـ.، آمده است4 در جدوليشنهاديدقت روش

ا غيابين ارزيدر وµg/ml 4/14لظـت از دو نمونـه ادرار بـا

µg/ml 134 در استفا  درون سـنجش غلظـتيابي ـارزده شد،

در10ن هر نمونـهيآلبوم پيـ بـار يشنهاديـك روز بـا روش

و به ترتيب گيري اندازه در. مـشاهده شـد%6وCV،7% شد

دري غلظـت آلبـومن سـنجشيبيابيارز روز10ن هـر نمونـه

ايمتوال وگيري اندازهن روشي با وCV ،10%يـب به ترت شد

شد9% . مشاهده

پيبه منظور بررس 40ني غلظت آلبوم،يشنهادي صحت روش

ا و نتـا گيـري اندازهن روشينمونه ادرار با استفاده از جي شـد

كين روش با نتايا  Randoxيت تجـاريـج به دست آمـده از

شديمقا ازي دارايها نمونه(سه  بـا µg/ml 200 غلظت بالاتر

رق استفاده از استاندار 5ج در جـدولينتـا).ق شـدنديـد صفر

 جـدول27رديـف(ي مـشابهها در بررسي نمونه.آمده است

از)5 ــالاتر ــدµg/ml 200كــه داراي غلظتــي ب  مقــادير، بودن

RLU مشابه مقـاير RLU در غلظـت µg/ml 200 بـه دسـت 

. روند كاهـشي مـشاهده نـشد RLUمقدار در به عبارتي. آمد

ازي بـالا هـا بنابراين در غلظـت  پديـده هـوك µg/ml200 تر

ي هـاي داراي غلظـت هـا بدين ترتيب نمونه؛شود مشاهده مي

و جهت تعيـين غلظـت µg/ml200 بالاتر از بايد رقيق شوند

ابر. ضريب رقت محاسبه شودها واقعي اين نمونه  ن ي ـاسـاس

كيمنحنج،ينتا  بر حسب غلظـت)CC(يت تجاري غلظت در

پ ــدر روش ا)CS(يشنهادي ــده ــم ش ــودار(ســت رس ).3نم

امي نشان1كيون نزديب رگراسيضر ن دو غلظـتيدهد كه

ايش. با هم دارندي مناسبيارتباط خط 52ن نمـوداريـب خط

.باشدميدرجه

كيتمي تمام لگـاري، منحن4شماره در نمودار تيـ غلظـت در

پ)CC(يتجـار )CS(يشنهاديــ بـر حـسب غلظـت در روش
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360 گيري آلبومين در ادرار طراحي روش كمولومينسانس براي اندازه:و همكاراناميدفر

ا1كيون نزديب رگراسيضر. رسم شده است ن نمـوداري در

دريدهد كه فـرض خطـمينشان  بـودن ارتبـاط دو غلظـت

. بوده استي، فرض درست3 نمودار

و رقت RLU مقادير-1جدول به دست آمده از آزمايش تيتراسيون برحسب نوع آنتي ژن مرحله پوشش دهي، غلظت پوشش دهي
 كونژوگه

با BSAغلظت پوشش دهي با  HSA غلظت پوشش دهي
*800 *400 *600 *800 

100/1نژوگه با رقت كو
608 3585 4113 5268 

 1322 1396 1111-200/1كونژوگه با رقت

در* مي100 بيانگر غظت پوشش دهي بر حسب نانوگرم .باشد ميكروليتر

.در هر غلظت پوشش دهي به ازاء مقادير متفاوت رقت كونژوگه، آزمايش دو بار تكرار شد

. به صورت ميانگين گزارش شده استRLUتمام مقادير

 هاي استاندارد انكوباسيون متفاوت به ازاء غلظت زمانبه دست آمده در دو RLU مقادير-2جدول

 انكوباسيون دو ساعته در RLUمقادير انكوباسيون سه ساعته در RLUمقادير)µg/ml(غلظت استاندارد

08362 8479 
25/07117 8363 
5/07420 7954 
5/28105 7874 

57129 7569 
10 7023 6822 
20 6421 5814 
100 2371 2270 
200 1446 1272 

شد به ازاء غلظت .هاي مختلف استانداردها در هر انكوباسيون آزمايش ده بار تكرار

.به صورت ميانگين گزارش شده است RLUتمام مقادير

و انكوباسيون سه ساعته بر اساس داده درانك برحسب غلظت RLU نمودار مقادير-1نمودار 2هاي جدول وباسيون دو ساعته
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و ليپيد ايران 361)4شماره(10؛ دوره 1390 ارديبهشت-فروردين. مجله ديابت

 با استفاده از روش پيشنهادي روز10در به دست آمده به ازاء هر غلظت استاندارد RLU مقادير-3جدول

 200 025/0151020100 غلظت استاندارد

 RLU 450±8479 871±8453 448±8054 686±7508 780±6209 557±5781 461±2270 214±1272رمقادي
.هاي استاندارد مي باشد نمونه است كه همان غلظت8:تعداد نمونه مورد مطالعه

و در هر روز10هر غلظت استاندارد به مدت شد2 روز . بار اندازه گيري
.مي باشد µg/mlواحد غلظت استاندارد بر حسب

. انحراف معيار بيان شده است±رد به صورت ميانگين به دست آمده به ازاء هرغلظت استانداRLUتمام مقادير

3هاي جدول روز با استفاده از روش پيشنهادي براساس داده10در RLU ميانگين مقادير نمودار غلظت برحسب-2نمودار
از را براي غلظتRLU برحسب مقدار(Cmax)نمودار داخلي مقدار بيشينه غلظت* ميµg/ml 1هاي كمتر در در اين غلظت.دهد نشان ها خطا

و تنها يك حد بالا براي غلظت قابل تشخيص است .حدي است كه مقدار دقيق غلظت قابل اندازه گيري نمي باشد

 دو نمونه ادرار2و بين سنجش1 نتايج ارزيابي درون سنجش-4جدول

 CV% بين سنجش CV% درون سنجش
µg/ml 4/148/0±4/1172/1±5/1110نمونه با غلظت

µg/ml 134 6±9769±959 نمونه با غلظت

 نمونه ادرار2:تعداد نمونه مورد مطالعه
شد10) درون سنجش، بين سنجش(غلظت آلبومين هر نمونه در هر ارزيابي . بار اندازه گيري

اس± مقادير غلظت در هر ارزيابي به صورت ميانگين .ت انحراف معيار بيان شده
CV )به صورت درصد بيان شده است) ضريب تغييرات.

1- Intra assay 
2- Inter assay 
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در-5جدول و روش پيشنهادي40 مقايسه نتايج سنجش غلظت آلبومين  نمونه ادرار در كيت تجاري

 رديف
غلظت در كيت

)µg/ml(تجاري 
غلظت در روش

)µg/ml(پيشنهادي
 رديف

غلظت در كيت
)µg/ml(تجاري

غلظت در روش
)µg/ml(پيشنهادي

از3كمتر از1 15 14 121كمتر
4/1412 3322كمتر از2
35/4623 8/158
45/322424 8/1819
58/453825 9/4429
6134 9326 6/5336
7226 200 27 1632 1244 
87/364128 6/67
33كمتر از 94/192029

10 2/201730 1/1417
11 3531 6/45
12 2/3632 8/54
13 5/3533 5/812
14 2/4434 1/45
15 8/5835 75
16 9/5536 4/35
17 5/7737 3/107
30كمتر از 8/8738 18
30كمتر از 3/10939 19
20 4/121040 55

 نمونه ادرار40:تعداد نمونه مورد مطالعه
شد)ش كيت تجاري، روش پيشنهاديرو(غلظت آلبومين هر نمونه در هر روش .دو بار اندازه گيري

.مقادير غلظت به صورت ميانگين گزارش شده است

5هاي جدول بر اساس داده(CS) برحسب غلظت در روش پيشنهادي(CC) منحني غلظت در كيت تجاري-3نمودار
rبا توجه به ضريب رگراسيون = .ي با هم دارند، اين دو غلظت ارتباط خطي مناسب 0/99

مي52شيب خط اين نمودار .باشد درجه
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(CS) برحسب غلظت در روش پيشنهادي(CC) منحني تمام لگاريتمي غلظت در كيت تجاري-4نمودار

 بحث

 خون است كـهين پروتئين پلاسمايتر سرم فراواننيآلبوم

و مهمشميديدر كبد تول م حجـميتنظـن نقـش آن،يتـر ود

نيـا. اسـتيدي ـكلوئيفـشار اسـمز حفظقيخون از طر

،ي محلـول در چربـيهـا به عنوان حامل هورمـون مولكول

 آزاد، چربيدهاياس،ن آزادي روبيليب،يوصفرايها نمك

. شــود مــياســتفاده از داروهــايو برخــهــاونيــ،ميكلــس

ازميرخي هنگامينوريكروآلبوميم ريه مقـاديـكل دهـد كـه

به ادرار نشتي از آلبوميكم  گيـري انـدازه.]11[دكنـمين

ايآلبــوم ت اســت كــه يــ اهمين جهــت دارايــن در ادرار از

بي در تــشخيشــاخص مهمــ وي عروقــ-ي قلبــيمــاريص

كليتشخ ديويص زود هنگام عارضه و افـراديابتي در افراد

.باشدميبا فشار خون بالا

ن در ادرار وجـودي آلبـوم گيـري اندازهي براي مختلفيها روش

وي معايدارد، كه هر كدام دارا ازيكـي. باشـد مـييياي ـمزاب

بـه. اسـت)HPLC(يكرومـاتوگراف روشهان روشيترقيدق

ا  كليتـوان ضـا مـين روش ي ـواسطه دريوي ـعات بيمـاران را

و افراد با فشار خون بالا  د4 ديابتي  هـا گر روشي سال زودتر از

ايمعا.]12، 13[ دادصيتشخ هزيب  انجـامينه بـالاين روش

و همچنيآزما .]14[د باشميمورد نظرن دستگاهيش

يدهـ رسـوبيهـا روشن،ي آلبـوم گيري اندازهگريديها روش

و سولفوساليك اسـي كلرواسـتيشامل جوشاندن، تـر كيليسيـد

ب1 شامل برادفـوردي رنگ سنجيها روشو]15[دياس و2ورهيـ،

ك شامليمونولوژيايها روش.]16[ باشد مي5803يآبنيآلبوم

اي، آنـز)RIA(4ياس ـمونويوايراد(يمونواسيا )]17[يمونواسـيم

ــومترايمونو ا)IN(5ينفلـ ــمونوتوربي، ــرا،)IT(6يدومتريـ ي بـ

و استري آلبومي كم گيري اندازه مـهينگيري اندازه به منظورهاپين

كيكم .]18، 19[ شودمياستفادهني آلبوميفيو

 گيـري انـدازهي مختلـف ارائـه شـده بـراي هـا از بين روش

و كدورت سـنجييها آلبومين روش ]15، 16[ رنگ سنجي

ي هـا داراي حساسيت مناسب نبـوده ولـي در عـوض روش

و و حساسيت مناسـبآراديو نزيم ايمونواسي داراي سادگي

و حتي كمتر در حد نانوگرم در ميلي  از طرفـي.دنباشميليتر

ي ايمونولوژيك فقط قادر بـه شناسـاييها كه روش در حالي 

  HPLCبـا روش ولـيكن،دنباشـ مـي مولكول كامل آلبـومين

از مي و قطعـاتي و حـساسيت بـالا آلبـومين تـوان بـا دقـت

ت آلبومين را كه  انـد شناسـايي ثيرپروتئازها قرار گرفتـهأتحت

 
1- Bradford 
2- Biuret 
3- Albumin Blue 580 
4- Radio Immuno Assay 
5- Immunonephelometric 
6- Immunoturbidometric 
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ي مختلفي براي طراحـيها در اين تحقيق آزمايش.]20[ كرد

 هـا يك روش رقابتي مناسب انجام شد، تفاوت اين آزمـايش

و فقط در مرحله انكوباسيون پليت حاوي مخلوط اسـتاندارد

اين مرحله از نظر شرايطي مانند درجه حرارت. كونژوگه بود 

و مخلوط كردن معرف   قبـلها انكوباسيون، زمان انكوباسيون

.و در طول مرحله انكوباسيون داراي اهميت است

ي انجام شده، انكوباسيون پليـت حـاويها بر اساس آزمايش

د و كونژوگـه 2 مـدتر دمـاي اتـاق بـه مخلوط اسـتاندارد

و ايــنســاعت روي شــيكر،  داراي نتــايج قابــل قبــولي بــود

از طرفـي. آزمايش به عنوان روش پيـشنهادي انتخـاب شـد

و صـحت روش پيـشنهادي نـشان  نتايج آزمون بررسي دقت

در مي  آلبـومين در ادرار داراي گيري اندازهدهد كه اين روش

و حساسيت مناسبي است .دقت

دري آلبـوم گيـري انـدازهي براي مختلفيها روش تا كنون ن

ــي1986 ســالدر اســت؛ادرار طراحــي شــده  روش ايمن

 آلبـومين در ادرار طراحـي گيري اندازهآنزيمي رقابتي براي

كه داراي انكوباسيون دو مرحله محـدوده قابـل. اي بود شد

ــن روش  ــنجش در اي آنµg/ml 78-5/0س ــساسيت و ح

µg/ml 5/0ايهمچن].21[ گزارش شده است ين سـالن در

 گيـري انـدازه روش ايمني آنزيمـي رقـابتي سـريعي بـراي 

كه محدوده قابـل سـنجش در آلبومين در ادرار طراحي شد

ازµg/ml 200-9/0آن  µg/ml 9/0و حساسيت آن كمتـر

ــده اســت ــزارش ش ــال.]22[گ جد1991در س ــ روش د ي

پايدومتريمونوتوربيا پلي بر گلياتيه حضور  6000كـوليلن

ايا پليجاد شد كه حضور اين نين آلبـوميبيمنيمر، كمپلكس

 1992در سـال.]23[ع كـردي را تـسري اختصاص بادي آنتيو

ايچنــــد ،يدومتريــــمونوتوربيا(يكيژمونولــــوين روش

ني آلبـوم گيري اندازهيبرا)ياسمونوياويراد،ينفلومترمونويا

ياهـ روش 2002در سال.]24[ شدندسهيدر ادرار با هم مقا

ــاتوگرافيا ويمونوكرومـ ــس ــتفاده از ذرات لاتكـ ــا اسـ  بـ

بايطلاپوشان و بـه بـازاريز طراحـين بادي آنتيده شده  شـده

 هر فـرد نـسبتاينه انجام تست برايعرضه شده است، اما هز

ا.]25[ است گران دوينكـه آلبـوميبا توجه بـه ن در ادرار بـه

غ1ريپذ شكل واكنش ايپذر واكنشيو  وجـود2يمنير از لحاظ

1- Immunochemically reactive  
2- Immunochemically nonreactive  

د،دارد پيابتي در افراد  غلظـتينـوريكـرو آلبوميم شرفتي با

غيآلبوم حقيميشير افزايپذر واكنشين يقـت بـرايابـد، در

ديب اييتع2و1 نوعيابتيماران  بـه خـصوصنين آلبـوميـن

بي مزمن را به ترتينوريتواند شروع آلبوممي HPLCلهيبوس

پ4/2و9/3 يقاتين اساس تحقيابر. كندينيبشي سال زودتر

شديديها با روشHPLC روشسهينه مقايدر زم :گر انجام

در ســال،]IN  ]26و RIA ،IT بــا HPLC 2003در ســال

2004HPLC  با RIA ]27[2007در سالوHPLC با IN 

 روش كمولومينــسانس 2003در ســال.مقايــسه شــد]28[

و حساسي بـراي  مقـادير پـايين گيـري انـدازه رقابتي سريع

از. آلبــــومين در ادرار طراحــــي شــــد در ايــــن روش

ــده اســت  ــتفاده ش ــشانه اس ــوان ن ــه عن . اســتراكريدينيوم ب

به نظرميng/ml 10حساسيت اين روش رسدميباشد كه

به روش پيـشنهادي اسـت  داراي حساسيت بيشتري نسبت

 متصل به ذرات پـارا مغناطيـسي بادي آنتيدر اين روش از 

.]29[ استفاده شده است،منيبراي جداسازي كمپلكس اي

ــاران Woodhead 2005در ســــــــال روشو همكــــــ

 آلبـومين در ادرار گيري اندازهاي را براي كمولومينسانس ساده 

در اين روش هم از استر اكريدينيوم به عنوان. طراحي كردند

ــده اســت  ــتفاده ش ــشانه اس ــه. ن ــن روش داراي دو مرحل اي

نهادي داراي يك انكوباسيون است، در صورتي كه روش پيش 

 µg/mlحـساسيت ايـن روش. باشـد مـي مرحله انكوباسـيون 

آن016/0 و محــدوده قابــل ســنجش µg/ml 5-1/0 اســت

 غلظت آلبومين ادراري بـا گيري اندازهبنابراين براي. باشد مي

 برابـر رقيـق50 تـا10 بايـد هـا استفاده از اين روش، نمونـه

روش شــوند، در صــورتي كــه محــدوده قابــل ســنجش در

و تنها نمونهµg/ml 200-25/0 پيشنهادي ي بـالاتر هـا است

 به دست آمده از آزمـون CV. بايد رقيق شوندµg/ml  200از

در مـي%15ارزيابي بـين سـنجش در ايـن روش باشـد كـه

ي درصــد خطــاي نــسبي دارا،مقايــسه بــا روش پيــشنهادي

.]30[باشدميبيشتري

يسپاسگزار

و متابوليكز تحقمريت مالين طرح با حمايا سم ي ـقـات غـدد

محققين بـدين. انجام شده استدانشگاه علوم پزشكي تهران 

و قدرداني خود را از اين مركز اعلام مي .دارند وسيله تشكر
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