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و آلبومين با استفاده از روش بهينهگيري نيمه كمي ميزان اندازه شده ايمونوكروماتوگرافي
 نانوذرات طلا

*1، كبري اميدفر1 زنجاني امجد سادات، فاطمه1زاده، زهرا ميرزايي1زاده، فاطمه قلي1 فارسانيزينب شيرواني

 چكيده

به ذرات (HSA)بادي اختصاصي عليه آلبومين سرم انساني صال آنتياتبر اساس ) ICG(روش ايمونوكروماتوگرافي:مقدمه

)mAb(بادي مونوكلونال آنتي. در ادرار مشخص شده استHSAد آن براي تشخيص اوليهرو كاربشكل گرفتهكلوئيدي طلا

ب از سلول،HAS عليهاختصاصي و برايههاي كلون شده هيبريدوما .ديد استفاده گرICG روش طراحيدست آمد

ب20طلاي نانوكلوئيدي با متوسط قطر:ها روش و آنه نانومتر سنتز شد داربه عنوان يك عامل تشخيصي نشانmAbوسيله

ب آنتي- ئيديدار حاوي طلاي كلو محلول نشان. گشت و آنتيبادي، روي پد كنژوگه غذكابر روي HSAژن كار برده شد

. آماده شدICG نوارهاي تست گرديد، بدين ترتيب ثابتهندبه دام اندازعنوان عاملبهنيتروسلولزي

به آلبومين در اين روش. دقيقه است10مدتبهمدت زمان لازم براي شناسايي نيمه كمي آلبومين ادرار:ها يافته حساسيت

ينه ادرار نمو40 بر رويICGوسيله انجام تستهب طراحي شده تشخيصي روشكارايي.شدتعيينµg/mL 20 ادرار، حدود

و نتايج . با نتايج حاصل از ايمونوتوربيديمتري مقايسه گرديدآنانجام

و دقيق HSA براي تشخيص سريع ICG كه روش طور خلاصه نتايج تحقيق نشان دادبه:گيري نتيجه در ادرار بسيار حساس

.است

، ميكروآلبومينوريوكروماتوگرافي آلبومين سرم انسان، نانوذرات طلا، سنجش ايمون:واژگان كليدي

 است رسيده چاپبه 2011 سال2 شماره،30 دوره Hybridoma مجلهدر مقاله اين انگليسي نسخه

و متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكي تهرانپژوهشكده علوم غدد/ مركز تحقيقات غدد-1
و متابوليـسم تهـران، خيابـان كـارگر شـمالي، بيمارسـتان شـريعتي، طبقـه پـنجم، مركـز تحقيقـات غـدد درون : نشاني∗ : كدپـستي،ريـز

 omidfar@tums.ac.ir:، پست الكترونيك021-88220052:، نمابر021-88220037-8: تلفن،1411413137
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 مقدمه

با فراوان،)HSA(آلبومين سرم انسان ترين پروتئين پلاسمايي

ميKD 66وزن مولكولي  يك. شود است كه در كبد سنتز در

طريق كل پروتئيني كه از فرد سالم، آلبومين مقدار كمي از 

ميرا شود ادرار دفع مي حد بالاي نرمال دفع. گيرد در بر

هاي خاصي مانند از طريق روشآلبومين كه معمولاً

و ايمونواسي ) HPLC(كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 

مي اندازه . استµg/min20 يا h24/mg30،شود گيري

 آلبومين درون ادرار دفع غيرطبيعي،)MAU(ميكروآلبومينوري

)µg/min200-20)mg/day300-30است كه مقدار آن بين

مي مي و احتمال زياد آسيب كليه را نشان و يكي از دهد باشد

در ترين شاخص ابتدايي  بيماران%30-40هاي نفروپاتي ديابتي

در،MAUعلاوهبه. است2و1ديابتي نوع  كاربرد تشخيصي

 مسموميت حاملگي پيشگويانه نگرنشا يك عنوان بارداري به

هاي بالاتر عوارض بيماريخطرهايو در شناسايي داشته

بر عروقي حتي در بيماران غير-قلبي عهده ديابتي نقش مهمي

.]2،1[ دارد

و قطعات آن در نمونه مي سطح آلبومين تواند هاي بيولوژي

، بر اساس رنگتوسط چندين روش مانند سنجش اتصال 

HPLC3-11[ گيري شودي ايمونوشيمي اندازههاو روش[.

HPLCبه دهد اما وقت مقادير دقيقي ارائه مي و گير بوده

گيري براي اندازه.]6،5[ ابزارهاي گران قيمت نياز دارد

MAU با  ايمونواسي ساده، حساس،؛HPLCدر مقايسه

و مؤثر در نمونه .باشدميهاي كم حجم اختصاصي

و)FIA(فلوروايمونواسي،)IT(ايمونوتوربيديمتري ، الايزا

گيري كمي آلبومين همه براي اندازه) RIA(راديوايمونواسي

ها اغلب اين وجود، اين روشبا.اند گذاري شده ادرار پايه

و  و مواد خاص نياز دارند به زمان طولاني واكنش، وسايل

و Choiاخيراً.]7-11[باشند شامل چندين مرحله مي

روش ايمونوكروماتوگرافي فلورسانسيك]3[همكارانش

)ICG ( معرفيرا گيري كمي آلبومين ادرار اندازهبراي

بر. نمودند  براي سنجش نوارهاي تستاساس روش آنها

در يك كارتريج، ) FICA(ايمونوكروماتوگرافي فلورسانس

و يك قرائتيك  گر فلورسانس ليزري بنا نشانگر فلورسنت

بهروش سنجشكاربرد اين. نهاده شده است ،

و لوازم آناليز آزمايشگاه هايي محدود شده كه با وسايل

به در سال.اندهمجهز شد  براي ICGهاي اخير علاقمندي

آن شناسايي سريع آناليت ها زياد شده است زيرا كاربرد

و هم در علوآ و نقطه پاياني قابل رؤيت است  بالينيم سان

عو هم در علوم پايه فواي به و نوان يك ابزار دي دارد

،]12[ براي تعيين ماركرهاي توموريكلينيكتشخيصي در 

 ها،، باكتري]15-17[ها، ويروس]14،13[ها هورمون

و سمومـو شناس]18-22[هاي انگليژن آنتي ايي داروها

ميـاستففراوانيبه]26-23[  انجام اين تست.شود اده

از هاي جديدي جنبهعلتبه.و آسان شده استسريع

ICGبه جفت اتصاليش رويل يك واكنشكه به انتقا دهنده

 اين تكنيك اغلب استريپ يك سطح غشايي وابسته است،

مي يا سنجش) Strip assay(اسي .شود جريان جانبي ناميده

كه خصوصيات ايناساس  روش ايمونوكروماتوگرافي است

و موجب شناسايي سريع بادي را بكار آنتي–ژن آنتي برده

مييك  اين تكنيك چندين مزيت را باهم دارد.گردد آناليت

 بلندجمله راحتي كار با آن، زمان كوتاه سنجش، پايداري از

و بهرمحدودهمدت در اين.وري بيشتره وسيعي از شرايط

در،مشخصات ب اين روش را براي تشخيص وسيلههجا

 يك روش ابداعپس.ال نموده است افراد مبتدي ايده

،گيري سريع آلبومين ادرار راحت براي اندازهتشخيصي

بهو تواند بسيار مطلوب باشد مي مي در اين زمان رسد نظر

.كه روش بسيار جالبي است

و با HSA عليه mAbدر مطالعه حاضر، نانوذرات توليد

 سريع ICG كنژوگه شد تا يك روش استريپ كلوئيدي طلا

و اندازهو يك مرحله و نيمهگي اي براي غربالگري ري كمي

و غيرديابتيMAUكمي   در تشخيص اوليه نفروپاتي ديابتي

. گرددبررسي

ها روش
، سرم جنين HAuCl4(،RPMI1640(كلرواوريك اسيد

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

 موشي كنژوگه IgG، هموگلوبين، آنتي BSA(،HSA(گاو 

پ)HRP(با پراكسيداز و سديم سيترات ازGروتئين، ستون

هاي پليت. تهيه شدند)st.Louis,MO,USA(شركت سيگما

و ديگر وسايل پلاستيكي از شركت)اي خانه96(الايزا 

)Nanc, MAX, ISORP, Roskilde, Denmark(نانك
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اي غشاهاي نيتروسلولزي، فيبرهاي شيشه.خريداري گرديد

 Schleicher & Schell GmbHو پدهاي جاذب از شركت

)Dassel, Germany ( و شركتWhatman)Fairfield, 

NJ, USA (ش .دتهيه

و تخليص آنتي  بادي منوكلونال توليد

بادي كننده آنتي جزئيات توليد هيبريدوماهاي ترشح

است ذكر گرديده در مقالات ديگر HSAمونوكلونال عليه 

براي ايمونيزاسيون خالص HSA طور خلاصههب.]27[

و BALB/cيها موش ب استفاده شد  وسيلهههيبريدوماها

 دستهب SP2/0 هاي ميلوما هاي طحال با سلول ادغام سلول

پذيري سوپرنتانت هيبريدوماها براي آزمايش واكنش.آمدند

اختصاصيژن آنتيعنوان بهHSA استفاده شد كه HSAبا 

اختصاصي در روش غيرژن آنتيعنوانو هموگلوبين به

 از طريق دو رقت HSAعليه mAbs.ر برده شدندكابالايزا 

در سلول.شدندمتوالي انتخاب ليتر ميلي50هاي هيبريدوما

و براي FCS%3محيط كشت حاوي   كشت داده شدند

 مايع رويي كشت سلولي از ستونها بادي آنتيتخليص

 G)HiTrap)Sigma كروماتوگرافي تمايلي داراي پروتئين

Aldrich, St. Louis, MO (شد هاي بادي آنتي. عبور داده

.دياليز شدند) PBS( نمكي فسفاتشده در مقابل بافر جدا

. استفاده گرديدEMRC1 كلون ازICGبراي طراحي كيت

 سنتز طلاي كلوئيدي

 01/0W/V(%يك محلول آبي از كلرواوريك اسيد

HAuCl4 (سديمو سيترات %)1w/v (دو تقطير بار در آب

20ذرات كلوئيدي طلا با متوسط قطر انون. آماده شد

 اما با تغييراتو همكارانشZhangنانومتر مشابه روش

بدين منظور، محلول كلرواوريك.]28[، تهيه گرديدجزئي

گرم وسيلههب) mL100(اسيد درون يك ارلن با يك مگنت 

به نقطه جوش برسدكننده ، الكتريكي حرارت داده شد تا

به محتواي ارلن%1سديم سيترات از محلولmL 3 سپس

شدrpm 1000استيرينگ با سرعت 2زمان واكنش. اضافه

در طول اين مدت رنگ محلول از زرد روشن. دقيقه بود

ميشرابيبه قرمز  6كه جوشيدن بعد از اين.كند تغيير

 طلاي كلوئيدي كامل احيايدقيقه ديگر ادامه يافت تا

تاذره طلا سرد محلول نانوگردد، به دماي آزمايشگاه شد

و 5/8، مولار01/0 آن توسط پتاسيم كربنات pHبرسد

%01/0، سپس سديم آزايد با غلظت نهايي تنظيم گرديد

)W/V ( و در دماي تاC˚4اضافه  در يك ظرف تيره رنگ

 اين محلول تا چندين ماه در دماي.زمان استفاده ذخيره شد

C˚4قابل نگهداري است .

 طلاي كلوئيدي-بادي كنژوگه آنتيسازي آماده

mAbشد با نانو .ذرات كلوئيدي طلا با روش زير كنژوگه

 براي اتصال به mAbقبل از كنژوگاسيون غلظت بهينه

ب محلول: وسيله مراحل زير تعيين گرديدهنانوذرات طلا

mAb با غلظت mg/mL05/0-01/0از به يك سري

 نانوذرات محلولmL1 ليتري حاوي ميلي2هايهلول

ها براي اين لوله.شدتنظيم شده اضافه pHكلوئيدي طلا با

500و سپست در دماي آزمايشگاه انكوبه شدنداعس1

و برايNaCl 10%ميكروليتر از  دقيقه1 به هر لوله اضافه

از.شدهم زدهديگر  دقيقه ميزان جذب در طول5 بعد

گيريزهاندا) A580-A520( نانومتر 580و520هاي موج

از وسيله تغييرهبmAbحداقل مقدار. گرديد به قرمزرنگ

دار براي نشانmAb غلظت بهينه.آبي تخمين زده شد

كه تغيير mAb غلظت ترين پايينكردن طلاي كلوئيدي، 

ميرنگ نداده است 600 براي كنژوگاسيون.باشد،

)pH 5/7، در فسفات بافر،mAb)µg/mL30ميكروگرم از

شده تنظيم pH از محلول طلاي كلوئيدي با mL20به

 ساعت به آرامي هم زده3 مخلوط به مدت.اضافه گرديد

هاي اضافه شد تا سطح باقيماندهBSA 10%ازmL 4وشد

20 سپس مخلوط.نانوذرات كلوئيدي طلا را بلوكه كند

آ شددقيقه در دماي در.زمايشگاه انكوبه  rpm بعد از آن

در دقي45 براي 13000 . بار سانتريفيوژ گرديدسهC˚4قه

درپس از آخرين سانتريفيوژ  بافرmL 2، رسوب طلا

وBSA 1%، حاويpH 2/7 با mM10 بافر(فسفات رقيق

در)%05/0سديم آزايد و دانسيته نوري آن  حل شد

nm520شد8كننده، توسط بافر رقيق  پروب اين. تنظيم

 تا زمان HSA عليه mAb طلاي كلوئيدي كوت شده با

. ذخيره گرديدC˚4استفاده در
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ها تعيين خصوصيت كنژوگه

 UV-vis آناليزهاي اسپكتروسكوپي

و  طلاي كلوئيدي كوت شده تشكيل نانوذرات كلوئيدي طلا

ب با آنتي -UV-vis )nm700وسيله اسپكتروسكوپيهبادي

) Shimadzo-uv-3100(و با استفاده از اسپكتروفتومتر) 200

و محلول.كنترل شد هاي طلا بلافاصله بعد از كنژوگاسيون

و بعد از آگلوتيناسيون حل شدن كنژوگه ها در بافرهاي مناسب

. كنترل گرديديموشبادي بزي عليه آنتيبادي با آنتي

و فعاليت بررسي  پايداري حرارتي

و و پايداري حرارتي پروب كنژوگه حساسيت، فعاليت

تا(هاي مختلف انكوباسيون بعد از زمان،بادي آزاد آنتي

 با استفاده از الايزايC˚37در دماي) ساعت100حدود

و مطابق با روش شرح داده شده توسط غير رقابتي مستقيم

و همكاران ور، بدين منظ. تعيين گرديد]30،29[اميدفر

هردرHSA Lµ100)µg1بايزاالا هاي پليت چاهك

به) چاهك ي در فسفات بافر سالين C˚37ك شب در مدت

هاي اتصالي دنبال بلوكه كردن جايگاهبه. شدندانكوبه

 با HSAعليه mAbكنژوگه به هر چاهكغيراختصاصي، 

و آنتي هرµg1 غلظتبابادي آزاد طلاي كلوئيدي  در

دراضافهچاهك .ندشد انكوبهC˚37و مانند شرايط قبل

با اتصالات باقيمانده توسط آنتي  HRPبادي كنژوگه

بش و صورت درصدي از مقدار دانسيتههناسايي شدند

و.ن گرديدانوري بي براي ارزيابي توانايي پروب كنژوگه

 ناپذير، گرمايي برگشتتخريب نسبتبادي آزاد آنتي

g/mLµ50در آنتي  ساعت4مدت بهPBSبادي رقيق شده

)C˚70وC˚4،C˚40،C˚50،C˚60( مختلفيدر دماها

باپوشيدههاي الايزاي پليتبه سپس،انكوبه شد  شده

µL100/µg1به بقيه آزمايش.ژن انتقال داده شدند آنتي ها

در.داده شد، انجام گرديد شرح صورتي كه در بالا

 هاي ديگر اين مطالعه، پايداري حرارتي ايمونو قسمت

،%3(هاي مختلف سوكروز هاي تيمارشده با غلظت استريپ

و يك سال بعدC˚60ره در يك ماه بعد از ذخي)%8و5%

و با محلول فاقد از ذخيره در دماي آزمايشگاه تعيين

.سوكروز مقايسه شد

 توگرافيما ايمونوكرونوارهاي تستسازي آماده

از يك پد نمونه، يك پد طراحي شده نوارهاي تست

ب و يك كاغذكنژوگه و يك پد جاذب ا شناساگر

و كنترل تشكيل . شده استنيتروسلولزي با خطوط تست

 نوارهاي تستسازي، دياگرام شماتيكي از آماده1شكل

ICGدهد را نشان مي.

هاي از غلظتLµ1 كننده، دستگاه پخشبا استفاده از يك

) 10mg/mLوPBS)1،3،5 رقيق شده در HSAمختلف 

 كنژوگه با mAbعنوان يك عامل گيرنده براي اتصال به

. ثابت گرديدروسلولزي نيتكاغذروي ذرات كلوئيدي طلا،

mg/mL1با غلظت موشي بادي بادي بزي عليه آنتي آنتي

 ثابت كاغذ نيتروسلولزي نيز روي PBSرقيق شده در

براي تأييد موفقيت عنوان عامل گيرنده گرديد كه به

ب.شدهآزمايش استفاد  وسيله توزيعه اين عوامل گيرنده

 روسلولزيكاغذ نيت روي يك Biojet Quanti 3000كننده

و ديگري برايهب صورت دو ناحيه مجزا، يكي براي كنترل

مي تست،  سطح باقيمانده روي غشا توسط.شوند توزيع

به%05/0و سديم آزايد PBSدرBSA 1%انكوباسيون با

شد دقيقه در دماي آزمايشگاه30مدت يك.بلوكه  نوارها

و خشك شدندPBSبار با دار بادي نشان پروب آنتي. شسته

و بدون رقيقLµ4(شده با طلا بر روي) سازي در هر نوار

در فيبر شيشه و  ذرات.گرديد خشكC˚45اي ريخته شده

15 در HSAعليه mAbكوت شده با كلوئيدي طلا

و سپس خشك متري پايين فيبر شيشه ميلي شد اي قرار داده

، كاغذ نيتروسلولزي. گشتو بدين ترتيب پد كنژوگه آماده

بهپد جا و پد كنژوگه و ذب عنوان نوارهاي آزمايش خشك

هاي پلاستيكي اي به پليت هاي لايه ورقه.آوري شدند جمع

ب و سپس صورت نوارهاي منفرد بريدههچسبانده شدند

نوارها در يك بسته.)متر است ميلي5/3عرض نوارها(شد

در كننده بسته پلاستيكي همراه ژل خشك و C˚37بندي

شدذ .خيره

وـايمونوك وارهاي تستـناسـاس روماتوگرافي

 تعيين ميكروآلبومينوري

اين سنجش براساس تئوري واكنش رقابتي انجام شد

نظر از محلول استاندارد يا نمونه موردLµ90).1شكل(
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ب. روي پد نوار آزمايش اضافه گشت صورتهسپس نوارها

بهگرفخوابيده قرار  كن تند تا محلول .ددرون كاغذ نفوذ

و آناليت بلافاصله اتفاق - mAbواكنش بين طلاي كلوئيدي

و همراه چسب ثابت به افتاد  كاغذ نيتروسلولزيدرون كننده

و.حركت نمود  روي نوار تست براي ثابت HSA آناليت

از اتصال به دارشده نشان HSAعليه mAbمقدار محدودي

 هرچه ميزان.كنند با طلاي كلوئيدي با هم رقابت مي

 تستخط در نمونه وجود داشته باشد، HSAتري از بيش

به ضعيف مي تر  HSA- آنتيmAbمقدار اضافي.رسد نظر

و توسط آنتي نشان  IgGهاي بادي دار، بيشتر مهاجرت كرده

بهخطدريموشبادي بزي ضد آنتي به.افتادند دام كنترل

به بالاي محض اين  معمولاً(ايمونواستريپكه همه محلول

در) دقيقه10از كمتر خط رسيد، يك رنگ قابل رؤيت

و يا   در نهايت، سنجش.گرددمي ظاهرخط تستكنترل

انجام شد تا سطح آلبومين ) Randox(توربيديمتري ايمونو

با نمونه مختلف ادرار اندازه40در  گيري گردد، نتايج آنها

شدايمونواستريپ نتايج حاصل از  .مقايسه

هاهتياف

و تع  HSA ها عليه بادي يين خصوصيت آنتيتوليد

 MAU براي غربالگري ICGطراحي يك كيت سنجش

و غير مقادير فراواني ديابتي تشخيص اوليه نفروپاتي ديابتي

براي دستيابي به اين هدف،. دارديازنmAbاز 

وسيلههب HSAبادي عليهي توليدكننده آنتيهيبريدوماها

 ردهبا ايمونيزه شده هاي هاي طحال از موش ادغام سلول

از.حاصل شدند) SP2(سلولي ميلوماي موشي  پس

با كلون توليدكننده آنتي3 هاي متعدد، آزمايش هاي نام بادي

EMRC1-3 هاكه با ديگر پروتئينشناسايي گرديدند

 IgGها از كلاس اين كلون. داشتندواكنش متقاطع كمي

و زنجيره سبك  اين تعيين زيركلاس. داشتندκبودند

هر بادي آنتي ب3ها نشان داد كه شح ترIgG1صورته نوع

و EMRC1 نتايج تخليص تمايلي براي دو كلون.شدند مي

EMRC3 به، تمايل بالاي آنها راHSA شان داد بدون اينن 

. داشته باشندها با ديگر پروتئين متقاطعي كه هيچ واكنش

در HSA- آنتيmAbهيبريدوماهاي پايدار ترشح كننده

 تا مقادير زيادي از كشت داده شدند mL50هاي فلاسك

 هاي استاندارد منحني.هاي مورد نياز توليد گردد بادي آنتي

. رسم شدندng100-pg10،آنها در محدوده

 تعيين خصوصيت ذرات كلوئيدي طلا

با وسيله فشردههبذرات كلوئيدي طلا و سازي شيميايي

.سنتز شدند) HAuCl4(د استفاده از احياي كلرواوريك اسي

به اتم هاي طلا احيا كلرواوريك اسيد توسط سديم سيترات

بهو تعداد زيادي از اين اتمشد طلا نانوصورت ها ذرات

ب.جمع شدند گيري وسيله اندازهه قطر ذرات كلوئيدي طلا

UV-vis نانومتر20و ميكروسكوپ الكتروني انتقالي 

ز شددتخمين در جذب نوري2Aشكل.ه كنژوگه

مي هاي مختلف آنتي غلظت هع در مطال.دهد بادي را نشان

عنوان حداقل غلظت برايبه بادي از آنتيgµ30حاضر

.پايداري طلاي كلوئيدي، تعيين گرديد

و طيف هاي محلول طلاي كلوئيدي قبل از كنژوگاسيون

به- بادي آنتيكنژوگه  از ذرات كلوئيدي طلا و بعد تنهايي

در بادي موشي بزي ضد آنتي بادي يون با آنتيآگلوتيناس

-UV آناليز اسپكتروسكوپي. نشان داده شده است2Bشكل 

vis ماكزيمم جذب را در ،nm520و تصاوير نشان داد

د كه متوسط قطر ميكروسكوپ الكتروني انتقالي، نشان دا

كه. استnm20 ذرات كلوئيدي طلا  اين نتايج نشان داد

و توليدم،ذرات كلوئيدي طلا بناي لازم براي تهيه پروب

. را تأمين نمودندسيگنال در نوار تست،

و پايداري حرارتي  In vitroفعاليت

و وضعيت بررسيبراي و پايداري حرارتي پروب كنژوگه

و همكاران آزاد بادي آنتي ]30،29[مطابق روش اميدفر

به آنتيد.عمل شد  mAbژنر اين روش، فعاليت اتصال

100(هاي مختلفو پروب كنژوگه بعد از زمانآزاد

در)ساعت هاي بادي آنتي. تعيين گرديدC˚37 انكوباسيون

از%40آزاد، حدود   ساعت50 از عملكرد خود را بعد

كه پروب از دست دادندC˚37 در انكوباسيون  درحالي

به آنتي از ماكزيمم ظرفيت%70كنژوگه را اتصال ژن خود

ان80بعد از  .)3Aشكل(كوباسيون حفظ نمود ساعت

بادي آزاد تا حدود دنيچرهو آنتيپايداري پروب كنژوگه
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ب شدن گرمايي برگشت وسيله تعيين فعاليت اتصالهناپذير،

ببه آنتي درهژن بها محدودهدنبال انكوباسيون ي از دماها

هم. ساعت، آزمايش گرديد4مدت و  هم پروب كنژوگه

تخريب، مقاومت قابل توجهي در برابر آزادبادي آنتي

به.ناپذير از خود نشان دادند برگشت  يعني هركدام از آنها

ب%68و%88ترتيب دنباله از فعاليت اتصالي خود را

 همچنين. ساعت حفظ كردند4 برايC˚60انكوباسيون در 

از%70هر كدام از آنها بيشتر از 4 عملكرد خود را بعد

 نتايج.)3Bشكل( از دست دادندC˚80وC˚70ساعت در

كه ايمونواستريپ، توانايي شناساگري خود را در نشان داد

وC˚60 سوكروز در دماي%3غلظت   براي حداقل يك ماه

ميدر دماي آزمايشگاه براي يك سال .كند حفظ

 استريپايمونوحساسيت روش

وسيله آزمايشهبايمونواستريپ طراحي شده حساسيت

 ذخيره محلول. تعيين گرديدHSA استاندارد هاي نمونه

و با نمونه)mg/mL 1(آلبومين هاي نرمال ادرار، رقيق شده

200و10،15،20،65،80،150،180هاي نهايي غلظت

g/mLµبدين ترتيب تركيبات استاندارد آماده،دست آمدهب 

هاي استاندارد با چشم غيرمسلح سپس اين نمونه.شدند

به دوز.دبررسي شدن در( پديده پاسخ  خط شدت رنگ

هاي استاندارد تعيين وسيله نمونههبICGدر روش) تست

 در HSA با افزايش غلظت خط تست شدت رنگ.گرديد

در).4شكل(كاهش يافت هاي استاندارد نمونه اين تفاوت

به غلظت   نشانگريعنوان بهHSAشدت رنگ در پاسخ

 در اين تست، غلظت.شده نتايج استفاد كردنبراي كمي

 اگر شدت رنگ. بهينه بودHSAبراي،g/mLµ5كوتينگ

آلبومين، غلظت باشد كنترلخط تست بيشتر از خط

g/mLµ10،خط اگر يك باند با شدت رنگ مشابه در

و تست مشاهده گردد و اگرg/mLµ20-18، غلظت كنترل

از تست ضعيفخطشدت رنگ ، غلظت كنترل باشدتر

ب  علاوه.دوش در نظر گرفتهg/mLµ30-25يشتر از آلبومين

 يا بيشتر آلبومين هيچ g/mLµ200اين، در غلظت بر

. تست مشاهده نشدخطباندي در

 استريپايمونواختصاصيت

، اوره بررسي اثر مواد مداخله كننده در آزمايشبراي

)mol/L1(كراتينين ،)gr/L10(هموگلوبين انسان ،)mg/L10(،

،)gr/L20(گلوكز،)mg/L10(بولين انسان ايمونوگلو

به ادرار) mg/L200(مينوفناو است)mg/L200(تتراسايكلين

اضافه) در ادرارآلبومينبا افزايش ميزان غلظت(فرد سالم 

با نتايج حاصل نتايج نشان داد كه هيچ يك از مواد بالا.شدند

.نداز كيت نيمه كمي تست ميكروآلبومينوري تداخل نداشت

 نمونه25آزمايش براي طراحي شده ICG هاي استريپ

و كه. كنترل منفي استفاده گرديدند15مثبت ادرار  همانطور

با23 براي نشان داده شده است،1 در جدول  بيمار

ب، جواب تستآلبومينوريا و با2راي مثبت  در MAU بيمار

بg/mLµ25-20 محدوده  براي.دست آمده جواب منفي

اد نمونه رار كنترل از افراد سالم، دو باند مشاهده هاي

به) تستخط(باند پاييني: گرديد رنگ شديدتري نسبت

.داشت) كنترلخط(باند بالايي 

باـرومـايمونوكاستريپ تست ايسهـمق اتوگرافي

 سنجش ايمونوتوربيديمتري

40 با ICGوسيله انجام تستهبطراحي شده اعتبار روش

ن و مقايسه  بررسي ITتايج آن با نتايج حاصل از نمونه ادرار

 نتايج نشان داد كه هر دو روش تطابق).1جدول(گرديد

كه. در تشخيص دارندداري معني  نتايج همچنين نشان داد

ICG اعتبار%83 درصدي، اختصاصيت92، حساسيت ،

. دارد%83گويي منفيو اعتبار پيش%100گويي مثبت پيش
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و اجزاي تشكيل دهنده طرح شماتي-1شكل آنك از كيت ايمونوكروماتوگرافي
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(بادي هاي مختلف آنتي جذب نوري كنژوگه در غلظت)A(-2شكل .B(اسپكتروسكوپيUV-vis و كنژوگه  كلوئيد طلا، كنژوگه
خط-بادي كنژوگه آنتي: كلوئيد طلا؛ خط ممتد: چين نقطه. بادي ثانويه بادي بعد از اگلوتينه شدن با آنتي آنتي-طلا : نقطه- طلا؛

.نمونه آگلوتينه شده

A

B
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از فعاليت ايمني آنتي)A(-3شكل و پروب كنژوگه بعد (C˚37 ساعت انكوباسيون در 100بادي آزاد .B(بررسي پايداري
و پروب كنژوگه در برابر تخريب حرارتي برگشت ناپذير آنتي با توجه به يك كنترل بدون فعاليت اتصالي آنتي بادي. بادي آزاد

شد همه سنجش. ساعت تعيين گرديد4تيمار به دنبال انكوباسيون در يك محدوده دمايي براي  .ها به صورت دوتايي انجام

]3[؛g/mlµ15]2[؛g/mlµ10]1[هاي مختلف در ادرار با استفاده از نوارها نتايج تست استانداردهاي كار با غلظت-4شكل
g/mlµ204[؛[g/mlµ65؛]5[g/mlµ80؛]6[g/mlµ150 ؛]7[g/mlµ180 و]8[g/mlµ200 [غلظت پروتئين كوت كنندهLµ1و1از

mg/ml 5و خط تست . به ترتيب براي خط كنترل
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و نوار ايمونوكروماتوگرافي-1جدول  تعيين آلبومين ادرار به وسيله ايمونوتوربيديمتري
 اندش بررسي شده دقيقه بعد از آزماي10همه نتايج

كل نوع سنجش  ماكروآلبومينوري ميكروآلبومينوري طبيعي تعداد

15241 40 ايمونوتوربيديمتري

17221 40 نوار ايمونوكروماتوگرافي

 بحث

و ضرورت فشار ناشي از هزينه و تشخيصي هاي پزشكي

به موجب گسترش سيستم،اتوماسيون بيشتر و هاي اطلاعاتي

هاي تشخيصي مراحل آزمايش در آزمايشگاه حداقل رساندن

هاي پزشكي، در واقع يك راه براي كاهش هزينه.ه استشد

و تشخيصي است كه از طريق كاهش هزينه هاي آزمايشگاهي

و طراحي روش ، هاي سريع بكارگيري وسايل ساده ايمونواسي

و حساس .]30[گرددمي براي تشخيص ميسر دقيق
مونوكروماتوگرافي بنا، بر اساس روش ايICGسنجش

كه  ب آنتي-بادي آنتينهاده شده است صورتهژن را

.جديدي بكار گرفته تا تشخيص سريع آناليت فراهم گردد

استريپ يك ايمونوذرات كلوئيدي طلا براي توسعه

هاي آلي مثل مولكول.اي بكار برده شده است مرحله

مي آنتي ل شام غيركووالان هايتوانند توسط پيوند بادي

و برهمكنش  مستقيماًهاي هيدروفوبيك، نيروي واندروالاس

تعادل بين دافعه.ذرات طلا متصل گردندبه نانو

و جاذبه  به، در بين ذراتواندروالسالكترواستاتيك  منجر

دازه ذراتنا.گردد تشكيل محلول طلاي كلوئيدي مي

بهطور مستقيم به مقدا كلوئيدي طلا به ر محلول سيترات

ذ و.رات يوني بستگي داردعنوان  شدت رنگ به اندازه

 وقتي.]30،31[مقدار ذرات كلوئيدي طلا مرتبط است

از شود نيروي جاذبه بزرگ محلول يوني اضافه مي تر

و تغيير رنگ  به تجمع ذرات كه منجر برهمكنش مواد شده

 A580(به آبي)A520nm, 520max ~λ(از قرمز 

nm,580max ~λ(ازتمي.]31[گرددمي پايدارينااين وان

 توسط پوشاندن سطح كلوئيدي با ذرات كلوئيدي طلا

.جلوگيري كردبادي هاي پروتئيني مانند آنتي مولكول

و مي  mAbتوان از تشكيل يك كنژوگه پايدار طلاي كلوئيدي

 بنابراين،.بادي ممانعت نمود وسيله حداقل مقدار آنتيهب

تهاي آزمايش ازيعيين حداقل غلظت اوليه رقت سريالي براي

ميبادي آنتي كه انجام  بين براي داشتن يك جذب قويشوند

و آنتي ميبادي كنژوگه طلا سطوح با مقياس نانو،.باشد كافي

مياكه توسط ذرات كلوئيدي طلا فر تواند واكنش هم شدند،

و شدتراژن آنتي-بادي آنتي به ميزان كافي سرعت بخشيده

اي سيگنال .]31[دهد مونواسي افزايش ها را براي
ايمونوكروماتوگرافي براي روش يك در مطالعه حاضر،

يك.تعيين آلبومين ادرار طراحي گرديد  اين سنجش

براساس واكنش ايمونوشيمي رقابتي بين آلبوميناي مرحله

و آلبومين در نمونه به شده روي كاغذثابتهاي ادرار

.بنا شده است جهت اتصال با شناساگر

به ذرات كلوئيدي طلا متصل شده آلب ومين حاضر در ادرار

ژن به درون كاغذ نيتروسلولزي آنتي-باديو كمپلكس آنتي

 از طريق شناسايي چشمي نوارهاي تست اين.كند نفوذ مي

و آسان آلبومين ادرار در خط  تست، يك تشخيص ساده

مي دقيقه را امكان10مدت خط كه وجود يك سازد پذير

ميكنترل اعتب و عملكرد آزمايش را تأييد  در مقادير.كند ار

 تستخطبه كم آلبومين در نمونه، اين نانوذرات طلا

و يك باند قرمز رنگ روي كاغذ ايجاد مي .كنند متصل شده

ميهمانطور كه مقدار آلبومين در نانوذرات يابد، ادرار افزايش

ونفوذ كرده) تستخط(كلوئيدي بيشتري به درون باند اول 

مي) كنترلخط(به باند دوم از.شود متصل  دقيقه،10 بعد

 با هم كاغذ نيتروسلولزيتيرگي يا شدت دو باند قرمز روي

با تست بيشترخط اگر شدت رنگ.گردد مقايسه مي  يا برابر

و خط .بالعكس كنترل باشد، تست منفي است

 تست هاي ايمونوكروماتوگرافي طراحي شده در اين تحقيق

با ذرات كلوئيديگه كنژوEMRC1 به نام mAbاده از با استف

 را MAUحساسيت بالايي براي تشخيص نانومتري،20طلا 

. بودµg/ml20، تقريباًنوارهاي تستدقت تشخيص.نشان داد
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و اختصاصيت زياد اين تست قابليت توليد بالا، حساسيت

و  ا با استفاده از نمونهسريع، ارزيابي شد ز بيماران هايي

بهم و افراد سالم ).1جدول(تأييد گرديد عنوان كنترل ختلف

هاي با ديگر پروتئينمتقاطعي هيچ واكنش نوارهاي تست

دربر علاوه.هاي بيولوژيكي نشان نداد انسان در محدوده اين

و ديگر حضور پروتئين و داروهاي متداول هاي متنوع انسان

درهي در ادرار وجود دارند، موادي كه احتمالاً چ تداخلي

كه. تشخيص آلبومين مشاهده نشد تست اين نتايج نشان داد

 MAUبراي تشخيص آلبومين ادراري در محدوده ICGنواري 

. استاختصاصيوساده، معتبر

 سپاسگزاري

پژوهش حاضر با حمايت مالي مركز تحقيقات غدد درون ريز

.و متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شده است
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