
1 

 

 
 

 

 ايمونولوژي عملي

 

 گروه ايمونولوژي

 دانشكده پزشكي 

 دانشگاه علوم پزشكي تهران 

 پزشكيرشته 

 نيم واحد

 94 -95 دومنيمسال  

 .94.12.12تاريخ بازبيني

 

 

 



2 

 

 

 فهرست مطالب  

 عنوان صفحه

 مقدمات 3

 ي تك هسته اي خون محيطيتكنيك هاي جداسازي سلولها 7

 RFو  CRPو رايت-نواكنشهاي آگلوتيناسيو 10

 انتقال خون -واكنشهاي هماگلوتيناسيون 18

 و تست شيك و مالوني ASO -نوتراليزاسيون 23

 ايمونوپرسي پيتاسيون 31

 الايزا 42

 ايمونوفوئورسانس و فلوسايتومتري 46

 DNA، تكثير ِزمونهاي ملكوليآ 57

 با ويرايش: 

جواد جواد  -فريماه معصومي -هيئت علمي گروه ايمونولوژي( ياعضا)، افشينه لطيفي نياكبري بامداد مهرباني

 (ايمونولوژي پزشكي PhD)دانشجويان موسوي

  كبري بامداد مهربانيتدوين: 

 



3 

 

 آزمايشگاه ايمونولوژي

 مقدمات

 تعاريف:

 ولوژيك هستيم.هر ماده، تركيب يا عنصري كه بدنبال بررسي وجود يا فقدان و يا سنجش ميزان آن در مايعات بي :آناليت

 كمترين ميزان آناليت كه به وسيله يك روش قابل اندازه گيري باشد. :حساسيت آناليتيكي

توانائي يك روش ي در اندازه گيري اختصاصي يك آناليت مشخص و بعبارت ديگر توانائي تمايز آناليت هاي  :گي آناليتيكيويژ

 مشابه از يكديگر.

براي سنجش ميزان يا بود و نبود يك يا چند آناليت بررسي مي شود. نمونه ها از منابع   هر نمونه اي كه نمونه هاي بيولوژيك:

، مايع آسيت، مايع پريتوان، مايع (CSF)نخاعي-مختلف تهيه مي شود از جمله نمونه هاي خون كامل، سرم، پلاسما،مايع مغزي

مثل سوپ روئي كشت سلول و  IN-Vitroه ها از سيستم هاي سينويال و بيوپسي از بافتها كه از بيماران تهيه ميشود يا اينكه نمون

 بافت و امثال آن تهيه مي شود. 

In-Vivo : به بررسي هايي كه در بدن موجود زنده انجام مي گيرد اصطلاحا آزمايشات در محيطIn-Vivo  گفته مي شود مثل

 بررسي پاسخ ايمني به مايكوباكتريوم ها(. )براي PPDآزمون هاي پريك )براي بررسي حساسيت به آلرژن هاي خاص( يا تست 

In-Vitro:  به بررسي هايي كه در خارج بدن موجود زنده و در محيط با فراهم كردن محيط مشابه سيستم زنده انجام مي گيرد

 گفته مي شود. In-Vitroاصطلاحا آزمايشات در محيط 

در نوبت هاي مختلف چقدر به يكديگر نزديك است به عبارت نمايانگر اين است كه اندازه گيري يك آناليت  :(Precision)دقت 

  ديگر بيانگر ميزان تكرار پذيري يك روش مي باشد.

  بيانگر اين است كه اساسا اندازه گيري ها چقدر به ميزان واقعي آناليت در نمونه نزديك است. :(Accuracy)صحت

 كاربردهاي دانش ايمونولوژي:

 .ستفاده از دانش ايمونولوژي طراحي و اجراء مي شوند درچهار حوزه علوم پزشكي و زيستي كاربرد دارندپروتكل ها و روش هائي كه با ا

استفاده از روشهاي ايمونولوژي از قديم براي تشخيص بيماري هاي مختلف و سنجش آناليت هاي مختلف استفاده  الف( تشخيص:

بيشتري پيدا كرده است بطوري كه به تحقيق  در تشخيص بيماري ها اهميتآن نيز مي شده اما امروزه با پيشرفت ايمونولوژي، كاربرد 

 استفاده مي شوند. آزمايشگاهيكه روشهاي ايمونولوژيك در اكثريت سنجش هاي  گفت مي توان

متداول  كاربرد ايمونوگلوبولين ها و آنتي بادي هاي مونوكلونال در درمان بيماري هاي نقص ايمني و سرطانها امروزه جزء ب(درمان:

ترين درمانها محسوب مي شود كه كارائي اين درمان ها نياز به تسلط پزشك معالج به اساس روشهاي توليد و استفاده اين فراورده ها 

 كه امروزه از آنها بعنوان دارو ياد مي شود، دارد.

اي علم ايمونولوژي بحساب مي آيد. واكسيناسيون بعنوان موثرترين راه پيشگيري از بيماريها جزء اولين دستاورده پيشگيري:ج(

 توليد واكسن ها مستلزم بكار گيري مجموعه اي از روشهاي مختلف  ايمونولوژي است كه امروزه در موسسات مختلف انجام مي شود.
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يكي از بازوهاي بسيار ضروري و كارآمد پژوهش در حوزه هاي مختلف علوم زيستي، علوم و فن آوري هاي مبتني بر  تحقيق:د(

يمونولوژي است. از اين جهت كساني كه روياي ورود در پژوهش هاي علوم پزشكي را در سر دارند گريزي از آموختن عميق مباحث و ا

 روشهاي ايمونولوژي ندارند. 

  بهداشت و سلامت كار در  ايمونولوژي:

ت مگر آنكه با روشهاي مناسب از سلامت آن خطرناك و آلوده كننده اس  آزمايشگاهقبل از هرچيز بايد به خاطر داشت كه هر نمونه در

ي و آزمايشگاه در محيط هاي آننيازمند اطلاع كامل از خطرات و تهديدات ناشي از  ازمايشگاه. از اين جهت كار در شويممطمئن 

اع مواد شيميائي و آگاهي از روش هاي پيش گيري و مواجهه با خطرات احتمالي است .كار در  ايمونولوژي مستلزم استفاده مداوم از انو

بيولوژيك است. براي حفظ سلامتي خود و اطرافيان بايد با اصول، مفاهيم و علائم هشدار دهنده مرتبط با ايمني فردي آشنائي كامل 

 داشت. 

 (Material Safety Data Sheet) :(MSDS) مواد ايمني اطلاعات هاي برگه

 ريخته يا رها شدن استشمام، بلع، پوستي، تماس نظير مختلف حوادث بروز امكان ميكنيم كار مختلف شيميايي مواد با كه هنگامي

 اطلاعات. نمود عمل بايد چگونه حوادث اين با مقابله در بدانيم كه است مهم بسيار بنابراين. دارد وجود غيره و محيط در مواد شدن

 اضطراري موارد در كه ميگردد آوري جمع MSDS مانه يا مواد ايمني اطلاعات هاي برگه بنام هايي برگه در منظور اين براي لازم

 . نمود مطالبه آنها كنندگان توليد از توان مي را مختلف مواد MSDS .نمود استفاده آنها از ميتوان

 ايمني اطلاعات هاي برگه بايد ميشوند، واقع نياز مورد قبلي بيني پيش بدون و اضطراري بصورت گاهي اطلاعات اينگونه آنجاييكه از

 آزمايشگاه در عموم دسترس قابل محل در زونكن يك در آنها آيوپاك نام بترتيب و نموده پرينت را استفاده مورد شيميايي مواد

  .باشد فراهم آنها به سريع دسترسي امكان نياز، صورت در تا نمود نگهداري

 ناشي احتمالي خطرات و آن با كافي آشنايي بايد ابتدا شيميايي ماده يك با كار از پيش محققين و دانشجويان صحيح، فرآيند يك در

 خطرات و خواص با آشنايي براي شده صرف وقت هيچگاه سيستمي چنين در. بپردازند مراحل ساير به سپس و نمايند كسب را آن از

لي ناشي از مواد رعايت اصول ايمني و بهداشتي بروز خطرات احتما از طرفي .گردد نمي محسوب شده تلف و رفته دست از وقت ماده،

به ارگانيسم ها و يا مواد مشتق از آنها اطلاق مي شود كه تهديدي براي  Biohazard. كاهش مي دهدرا  Biohazard) (بيولوژيك 

 سطح  چهاربه  را BioHazard عوامل ،از نظر شدت ريسك بدين سبب .محسوب مي شوندسلامتي انسان و بهداشت محيط اطراف 

براي رعايت اصول ايمني سطح يك .  چهار از همه بالاتر استيك از همه پايينتر و ريسك طبقه يسك سطح ر. دكننطبقه بندي مي 

ها مناسب است زيرا عوامل زنده آنو انواع ديگري از  علوم پايههاي آموزشي دوره كلاسعوامل، تجهيزات و امكانات مورد مصرف در كار با 

اين عوامل ممكن است باعث با اين حال انسانهاي سالم ايجاد بيماري مي كنند  به كار برده شده در ان مشخص بوده و كمتر در

واكسنها نبايد انها را صد در  مختلف منجمله  با سويه هايلذا هنگام كار  .بيماري در افراد سالم و يا افراد با ضعف ايمني و غيره شوند

د از نظر رعايت اصول ايمني در سطح يك قرار مي نانجام شو نداردصد غير بيماريزا دانست. آزمايشهاي ميكربشناسي اگر به طور استا

آزمايشگاههاي  گيرند كه در اين صورت نياز به ايجاد شرايط خاص ندارند مگر يك سينك براي شستن دستها. اما كار معمولي در

يعني اين طبقه بندي مي شود.  دو معمولا در سطح زيستياز نظر رعايت اصول ايمني نظير  ايمونولوژي  باليني و تشخيصي و اموزشي

لذا هنگام كار با فراورده هاي خوني و مايعات بدن و بافتها و  رعايت مي شود كه نسبتا خطر ساز هستندسطح براي تجهيزات و عواملي 

ش مي ايمني ضروري است. بدين سبب رعايت قوانين ذيل احتمال خطر را كاه دوسطح اصول رده هاي سلولي اوليه انساني رعايت 

 :دهد
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 بكار مي روند.  BioHazardعلامتهاي زير براي اخطار 

    
 سلاح بيولوژيكي سلاح شيميايي سلاح هسته اي كمك هاي اوليه احياي قلبي

    
 خطر زيست محيطي ماده منفجره محل شستشوي چشم محل نگهداري پتوي ضد حريق

 
   

 كمك هاي اوليه قابل اشتعال ده(مواد مضر )آزارن اشعه يونيزه كننده

    
 تشعشع ليزر اكسيد كننده سم محل نصب دوش ايمني

  
 

 
 تشعشع راديواكتيويته مواد سمي خورنده
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 قوانين كار در  ايمونولوژي:

 يد. حتي اگر مايع مورد نظر آب باشد.شهرگز با دهان پي پت نك -1

 بخوانيد و مطالب آنها را بكار گيريد.بروشورهاي مواد شيميائي مورد استفاده را  -2

 همواره از پوشش مناسب و دستكش استفاده كنيد.  -3

 را بشناسيد و طرز كار آن را ياد بگيريد. ازمايشگاهتجهيزات ايمني تعبيه شده در  -4

 مواد شيميايي را به روش صحيح و توصيه شده اختصاصي آنها دور بريزيد. -5

 ناب كنيد.از خوردن و آشاميدن اجت ازمايشگاهدر  -6

خودداري كنيد و بهنگام ساختن محلولها، مواد شيميايي را به ترتيبي كه در  ̋از مخلوط كردن تصادفي مواد شيميائي جدا -7

 دستور كار شما آمده است اضافه كنيد.

 اطلاعات بدست آمده و كارهاي انجام شده را يادداشت كنيد.  آزمايشگاه در طول حضور در -8

 ي ميز آزمايش خودداري نمايند. از گذاشتن وسايل شخصي رو -9

   تفسير نتايج: 

يكي از مهمترين چالش هاي استفاده از آزمايش هاي ايمونولوژي در تشخيص بيماريها يا پي گيري درمان، بحث تفسير نتايج است.  

 براي اينكه تفسير بدرستي انجام بگيرد:

 :نتايج كامل شامل موارد زير استبايد نتايج را بصورت صحيح و كامل گزارش نمايد. يك گزارش   -1

 الف( مشخصات كامل دموگرافيك بيمار و زمان دقيق سيكل هورموني در مورد خانم ها

 ب( تاريخ نمونه گيري و تاريخ گزارش نتايج

 ج( عنوان كامل آزمايش انجام شده

 .........و يا ELISAيا RIA مثلا  د( روش انجام آزمايش از جمله

 كيفي –نيمه كمي –ميه( تعيين نوع نتيجه ك

 و( گزارش دقيق واحد اندازه گيري

كه مطابقت كامل با اطلاعات دموگرافيك (Normal Range)يا طيف طبيعي  (Reference Interval)د( گزارش محدوده مرجع 

 دست آمده باشد.ه ب آزمايشگاه بيمار و روش اندازه گيري داشته و ترجيحا در همان 

كار كلاسي نياز به ذكر مشخصات دموگرافيك بيمار نيست، و دانشجو  به جاي ان بايد نام نمونه، نتيجه، لازم به ذكر است در گزارش 

  ) يعني علاوه بر موارد ذكر شده در بالا(. بيان نمايدنيز علت و اساس آزمايش را 

 

 پزشك معالج بايد دانش و اطلاعات كاملي از موارد زير داشته باشد: -2

 كار رفتهه گيري ب الف(اصول روش اندازه

 ب( حساسيت و ويژگي هاي روش هاي مختلف اندازه گيري

  آزمايشگاه ج( منابع خطا در

 در نتيجه آزمايش . Cross Reactionد( تداخلات داروئي و اثرات 
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 HLA Typingجداسازي سلول هاي تك هسته اي خون محيطي و 

 جداسازي سلول هاي تك هسته اي خون محيطي

گرانولوسيت  شامل ((PMNCsيا پلي مورفونوكلئار سلپلاسما و سلول ها ي مختلف نظير سلول هاي چند هسته اي  از خون متشكل

 PBMC =Peripheral Blood Mononuclear Cells شامل مونوسيت ها و لنفوسيت ها ) كه به  اي ها، سلول هاي تك هسته

بررسي هاي سيستم ايمني بر جداسازي سلول هاي تك هسته اي  و پلاكت مي باشد. از آنجا كه مبناي تعدادي از معروف هستند(

رقيق  1به  1به نسبت  PBSاستوار است. براي جدا سازي آنها خون هپارينه را با محلول هنكس و يا بافر  PBMCs)خون محيطي)

البته چون چگالي فايكول بيشتر  به طوري كه دو محلول با هم آميخته نشوند. كرده و به آرامي بر روي محلول فايكول اضافه مي كنند.

از خون كامل است، خون به صورت لايه اي بر روي فايكول قرار مي گيرد .اما پس از سانتريفوژ لوله ي حاوي خون و فايكول به صورت 

ها مي ، فايكول، گرانولوسيت ها و اريتروسيت PBMCلايه ي مختلف ديده مي شود كه به ترتيب از بالا شامل پلاسما، سلول هاي  5

را جدا كرده و با بافر شستشو مي دهند. پس ازآن ميتوان سلول ها را  PBMCباشند. پس حلقه ي ابري مانند مربوط به سلول هاي 

 شمارش كرده و با نسبت هاي مختلف براي انجام آزمون هاي بعدي مورد استفاده قرار داد. 

HLA Typing 
كد مي شود. اين مولكول ها اولين  (MHC)جموعه اصلي سازگاري بافتي توسط يك مجموعه ژني بنام م MHCسيستم آنتي ژني 

بار به عنوان ژن هاي مسئول رد پيوند بافتي بين موش هاي كانژنيك)موش هايي كه در همه ي لوكوس هاي ژني به جز الل هاي 

MHC  با هم يكسان هستند( توسط جرج اسنل و همكارانش شناخته شد. مولكول هايMHC  به دنبال جستجوي انسان نيز

و ژان وان رد  (Jan Dausset)مولكول هاي سطحي سلول هاي يك فرد كه او را از ديگري متمايز كند شناخته شدند. ژان دوسه 

(Jan Van Rood)  نشان دادند كه در سرم بيماران رد پيوند شده يا افرادي كه انتقال خون ناسازگار داشته اند آنتي بادي هايي

آلو آنتي "توانند با آنتي ژن هاي بافت پيوندي و بويژه لكوسيت هاي دهنده واكنش دهند. سرم چنين بيماراني را  وجود دارد كه مي

مي نامند. آلوآنتي ژن هاي مذكور همان  "آلو آنتي ژن"و مولكول هاي هدف را  "آلو آنتي بادي"و آنتي بادي هاي مورد نظر را  "سرم

 نام گرفتند. Human Leukocyte Antigen (HLA)بوده كه  MHCمولكول هاي 

 1111/1قرار داشته و با وسعتي حدود چهار سانتي مورگان  6در انسان بر روي بازوي كوتاه كروموزوم شماره  MHCمنطقه ژني  

باز مي باشد(. يكي از مهمترين ويژگي هاي مولكول هاي  3511كل ژنوم انساني را تشكيل مي دهد)طول اين ناحيه ي ژني حدود 

HLA  .مربوط به سيستم ژني كد كننده اين مولكول ها ميباشد كه داراي بيشترين پلي مورفيسم ژني در بين جانداران مي باشند

همانطور كه ذكر شد اين مجموعه ژني نقش اساسي در رد پيوند اعضا بازي نموده و در عين حال پاسخ ايمني عليه آنتي ژن هاي 

 گوناگون را تنظيم مي كند.

كلاس يك و دو را كد مي  MHCشامل دو دسته از ژن هاي پلي مرفيك مي باشد. اين دو دسته ژن مولكول هاي  MHC كوس  ول

كلاس يك و دو  MHCكنند،  اين تقسيم بندي بر اساس ساختمان، عملكرد و محل بروز آنتي ژن هاي فوق مي باشد. مولكول هاي 

 )كمكي( ايفاي نقش مي كنند. +TCD4سايتوتوكسيك( و +TCD8(هاي به ترتيب در عرضه ي پپتيد هاي آنتي ژني به لنفوسيت 

در  HLAكلاس يك و دو از پلي مرفيك ترين ژن هاي حاضر در ژنوم انسان مي باشند. تعداد كل الل هاي  MHCمولكول هاي 

 MHCلكول هاي مي باشد. بنيان هاي پلي مرفيك مو HLA-Bالل مربوط به  251الل مي باشد كه بيش از   3511جمعيت حدود 

 ميباشند. Tاتصال به پپتيد آنتي ژني و شناسايي توسط لنفوسيت  اختصاصي بودنتعيين كننده ي 
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مي باشد و هر فرد داراي دو الل براي هر لكوس  (co-dominant)بصورت هم غالب  MHCبا توجه به اينكه نحوه وراثت ژن هاي 

ت باشد( و از طرفي با توجه به پلي مورفيسم بالاي ژني اين سيستم، حتي ژني مي باشد )مگر اينكه آن فرد در آن لكوس هموزيگو

 افراد يك خانواده مي توانند هاپلوتايپ هاي متفاوتي نسبت به هم ولي مرتبط با پدر و مادر خود داشته باشند.

 HLA Typingكاربرد 

با  MHCك عامل بيگانه مي باشد. مولكول هاي رد عضو پيوندي بعلت بر انگيخته شدن سيستم دفاعي اين مهره داران در مقابل ي

سرنوشت و نوع پاسخ ايمني را تعيين مي كنند. بعلاوه، اين مولكولها نقشي تعيين كننده در ارتباط با  Tعرضه آنتي ژن به سلول هاي 

ايمني، پيشگيري و درمان اين  بيماري ها بويژه سرطان ها، عفونت ها و رد پيوند دارند. بنابراين با شناسايي مكانيسم كنترل پاسخ هاي

بيماري ها قابل اجرا خواهد بود. علاوه بر موارد فوق رديابي و بررسي اين مولكول ها در رابطه با رد ابوت، اثبات مجرميت، مطالعات 

 وسيع جمعيت شناسي، زير گروه هاي نژادي و تيره شناسي، ارزش بسيار زيادي دارد. 

 :HLA (HLA typing)روش هاي تعيين 

بررسي سازگاري آنتي ژني بين دهنده و گيرنده در روش هاي مختلف پيوند مي  HLAهمانطور كه گفته شد مهمترين دليل تعيين 

-HLAكلاس يك  MHCباشد كه البته مطالعات متعدد نشان مي دهد ارزش آن در انواع پيوند متفاوت است. تعيين آنتي ژن هاي 

A) ،B و  C )  ميكرو لنفو سايتوتوكسيسيتي( از اولين روش هايي است كه مورد استفاده قرار گرفته و در افراد بروش سرولوژيك(

(لازم باشد HLA-DQو  HLA-DR ، , HLA-DP) IIهنوز نيز مرسوم است. ولي در مواردي كه بررسي آنتي ژن هاي كلاس 

 استفاده مي شود.   DNA Sequencing)مثل پيوند مغز استخوان( از كشت مختلط لنفوسيتي و يا روش هاي مولكولي و 

كه با روش هاي سرولوژيك و مولكولي شناسايي مي شوند، سيستم جديدي براي  MHCبه علت پلي مرفيسم وسيع مولكول هاي 

ناميده شود كه  HLA-A*0201ممكن است   MHCنامگذاري اين مولكول ها ارائه شده است. براي مثال طبق روش جديد يك الل

 B1در ژن  DR4از الل   01به زير رده ي  HLA-DRB1*0401دارد. همينطور مولكول  HLA-A2از  01اشاره به زير رده ي 

 را نشان مي دهد. WHOاشاره دارد. شكل زير نيز نمايي از نام گذاري استاندارد ارائه شده توسط 

 

 :  Iتعيين سرولوژيك مولكول هاي كلاس 

سرولوژيك است كه از واكنش آنتي بادي در سرم خون عليه آنتي ژن هاي  ، روشHLAساده ترين و سريع ترين روش براي تعيين 

HLA  لكوسيتي استفاده مي شود. در نتيجه اين اتصال و فعال شدن كمپلمان، ليز سلولي اتفاق مي افتد. اين سلول هاي ليز شده با

 مي باشد. استفاده از رنگ حياتي در زير ميكروسكوپ داراي فاز كنتراست قابل مشاهده و شمارش 

مورد استفاده قرار مي  متداول انجام شد، امروزه بصورت 1664در سال  Terasakiمايش لنفوسايتوتوكسيسيتي كه اول بار توسط زآ

ند، امروزه درا عمدتا از زنان چند زا يا افراد داراي سابقه انتقال خون يا پيوند بدست مي آور HLA. در گذشته آنتي سرم هاي گيرد


