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 به نام خدا

 استاندارد ایران یملآشنایی با سازمان 

، 3159شاده در د  مااه   قانون تقویت و توسعه نظاا  اساتاندارد ، ابالا     9به موجب بند یک مادۀ سازمان ملی استاندارد ایران 

  .روزرسانی و نشر استانداردها  ملی را بر عهده داردوظیفۀ تعیین، تدوین، به

مؤسساا   ز و کا نظاران مرا صااحب  ،ارشناسان سازمانکب از کمر یفن  ها ونیسیمکها  مختلف در ن استاندارد در حوزهیتدو

،  دیا ط تولیو با توجه به شارا  یملشود و کوششی همگا  با مصالح آگاه و مرتبط انجا  می  و اقتصاد  دی، تولی، پژوهشیعلم

ننادگان،  کننادگان، مصار   کدیصااحبان حاو و نفاع، شاامل تول     ۀت آگاهاناه و منصافان  کو تجار  است کاه از مشاار    فناور

س یناو  شیشاود. پا  دولتی حاصال مای  و غیر یدولت  ها، نهادها، سازمانیو تخصص یز علمککنندگان، مراصادرکنندگان و وارد

افات  یشاود و پاس از در   یمربوط ارساا  ما    ها ونیسیمک  نفع و اعضا به مراجع ذ یایران برا  نظرخواه یمل  استانداردها

( ایران چاا  و  ی)رسم یملاستاندارد به عنوان  ،بیمرتبط با آن رشته طرح و در صور  تصو یمل ۀتیمکشنهادها در ینظرها و پ

 شود.یمنتشر م

کنناد   یه ما یا ن شاده ته یای ت ضوابط تعینیز با رعا صلاحذ مند و  علاقه  ها ه مؤسسا  و سازمانک ییس استانداردهاینو شیپ

ب، یا ن ترتیشاود. باد   چاا  و منتشار مای    ایاران  یملا  ب، باه عناوان اساتاندارد   یو درصور  تصاو  یبررس ،طرح یملدرکمیته 

استاندارد مرباوط   یمل ۀن و در کمیتیتدو 9 رۀایران شما یملاستاندارد  را  مقره بر اساس کشود یم یتلق یمل ییاستانداردها

 ده باشد.یب رسیبه تصو شود یل مکیتشایران استاندارد  یملدر سازمان ه ک

(ISO) استاندارد یالملل نیسازمان ب یاصل  ران از اعضایاد استاندار یملسازمان 
 2(IEC) المللی الکتروتکنیاک  کمیسیون بین ،3

(OIML) شناسی قانونی المللی اندازه و سازمان بین
(CAC) کمیسیون کدکس غذایی 5است و به عنوان تنها رابط 1

در کشاور   9

ن یشاور، از آخار  کخاا     هاا   ازمناد یو ن یلا کط یایران ضمن تاوجه باه شارا   یمل  ن استانداردهایکند. در تدو فعالیت می

 شود. گیر  می بهره یالملل نیب  جهان و استانداردها یو صنعت ی، فنیعلم  ها شرفتیپ

کنندگان، حفظ سالامت   ت از مصر یشده در قانون، برا  حما ینیب شین پیت موازیتواند با رعا یران میاستاندارد ا یملسازمان 

از  یبعضا   ، اجارا  و اقتصااد  یطا یمح سات یت محصاوت  و ملاحظاا  ز  یا فکینان از ی، حصو  اطمیو عموم  فرد یمنیو ا

  ایران را برا  محصوت  تولید  داخل کشور و/یا اقلا  وارداتی، با تصویب شورا  عاالی اساتاندارد، اجباار    یملاستانداردها  

و  یصاادرات   اتهاا کاساتاندارد    شاور، اجارا  کمحصاوت     بارا  یالمللا  نیبا   تواند به منظور حفظ بازارهاا ی. سازمان مکند

ها و مؤسسا  فعاا  در   نندگان از خدما  سازمانک به استفاده بخشیدننان ین برا  اطمی. همچنکند  آن را اجبار  بند رجهد

هاا و   شگاهی، آزمایطیمح ستیت زیریت و مدیفکیت یریمد ها سیستم یگواه و صدور  زی، ممیمشاوره، آموزش، بازرس ۀنیزم

ها و مؤسسا  را بر اسااس ضاوابط نظاا      گونه سازمان نیاستاندارد ا یملسازمان وسایل سنجش،  (الیبراسیون)کمراکز واسنجی 

هاا  رد آنکها اعطا و بر عملت به آنید صلاحیینامۀ تأیط تز ، گواهیکند و در صور  احراز شرا می یابیران ارزیت اید صلاحییتأ

  اربردکا قا  یار فلزا  گرانبها و انجا  تحقین عییل سنجش، تعیاها، واسنجی وسایک یالملل نیج دستگاه بیکند. ترو ینظار  م

 .است سازمانن یف ایایران از دیگر وظا یمل  سطح استانداردها  ارتقا  برا

                                                 

1- International Organization for Standardization 

2- International Electrotechnical Commission 

3- International Organization of Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legals) 

4- Contact point 

5- Codex Alimentarius Commission  
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 کمیسیون فنی تدوین استاندارد

با استفاده از  یستیز یها سنجی مولکول کمیّ یعملکرد برا یابشیارز الزامات -نانو  یفناور»

 «یمیستوشیمونوهیدر ا فلورسانتنانوذرات 

 

 سمت و/یا محل اشتغال: رئیس:

  شبنم، رضو 

 (دکتر  تخصصی بیوتکنولوژ  پزشکی)

 دانشکده پزشکی دانشگاه علو  پزشکی ایران -علمی ئتیهعضو 

  

  دبیر:

  صدیقه ،حسنی دقصا

 الکتروشیمی(-تجزیهشیمی   کترد)

 شرکت آرا  تجهیز آزما -مدیر تحقیو و توسعه

  

  ترتیب حرو  الفبا( )اسامی به اعضا:

 هاله پور، یاسلام

 (یشناس ستیز ارشد ی )کارشناس 

 نانو  فناور ویژه ستادایمنی استاندارد و  گروه -سئو م کارشناس

 و میکرو
  

 آباد ، مریم   حسینی حسن

 میکروبیولوژ ( ارشد ی کارشناس)

 مرکز تحقیقا  دانشگاه علو  پزشکی مشهد -کارشناس

  

 دارابی، عادله

 (دکتر  تخصصی فیزیک)

 عضو مستقل

  

 رحیمی، فرزانه

 (دکتر  تخصصی شیمی معدنی)

 طوسی الدیندانشگاه خواجه نصیر -پژوهشگر پسادکتر 

  

 سهرابی جهرمی، ابوذر

 (دکتر  فناور  نانو)

 ها  پیشرفته شرکت راصد توسعه فناور  هیئت مدیره -رئیس

  

 سیفی، مهوش 

 دولتی(ارشد مدیریت  )کارشناسی 

و  گروه استاندارد و ایمنی ستاد ویژه توساعه فنااور  ناانو    -مشاور

 میکرو

  

 بناء، رابعه منهاج

 شناسی( )دکتر  تخصصی سم

 شرکت راهبران توسعه سبز -عامل مدیر

  

 نجفی اصلی پاشاکی، شبنم

 )دکتر  شیمی تجزیه(

ها  کاربرد  علو  زماین   ها  مرکز پژوهش آزمایشگاه -مدیر فنی

 البرز
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 سمت و/یا محل اشتغال: )اسامی به ترتیب حرو  الفبا(  اعضا:

 هادیان، پروین

 (تجزیه )کارشناسی ارشد شیمی

 پژوهشگاه بیوتکنولوژ  کشاورز  -آزمایشگاه نانو -مسئو 

  

  

 ویراستار:
 

  شمهو ،سیفی

 لتی(دو مدیریت شدار شناسیر)کا

و  ویژه توساعه فنااور  ناانو   گروه استاندارد و ایمنی ستاد  -مشاور

  میکرو
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 مندرجات فهرست

 صفحه عنوان

 ز گفتار شیپ

 ح مقدمه

 3 هد  و دامنۀ کاربرد   3

 3 مراجع الزامی   2

 3 اصطلاحا  و تعاریف   1

 1 اصو    5

 9 انتخاب نانوذرا  فلورسانت   9

 9 کلیا  9-3      

 9 ها  نانوذرهمشخصه 9-2      

 9 سنجی کمّیسامانه    9

 9 طراحی کلی 9-3      

 4 پادتن 9-2      

 32 آمیز  روش اجرایی رنگ 9-1      

 32 پردازش تصویر 9-5      

 35 پذیر  نتایج  مقایسه   9

 35 تنظیم منبع نور 9-3      

 35 مرجع هدما 9-2      

 39 ها  عملکرد  مشخصه   4

 39 زمینه پس 4-3      

 39 ها  وابسته به مواد مرجع شاخص 4-2      

 34 روش استوار  4-1      

 34 گذار  و تصدیو صحه   5

 34 کلیا  5-3      

 35 دقت آزمایشگاه منفرد 5-2      

 35 تجدیدپذیر  5-1      

 28 دهی گزارش   38

 23 مرجع ادهم ی ازهنده(   مثالد)آگاهیپیوست الف 

 21 دهنده(   مثالی از روش ارزشیابی کلوخگی/انبوهش نانوذرهپیو  ب )آگاهی

 29  نامه کتاب
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 گفتار پیش

باا اساتفاده از    یسات یز  هاا  سانجی مولکاو    کمّای   عملکرد بارا  یابشیارز الزاما  -فناور  نانو»استاندارد 

ها  مربوط بار مبناا  پاذیرش    نویس آن در کمیسیون که پیش« یمیستوشیمونوهیدر ا فلورسانتنانوذرا  

، 9شاده در ماورد الاف، بناد      عنوان استاندارد ملی ایران به روش اشاره ا  به منطقه المللی/ استانداردها  بین

اساتاندارد  اجلاسایه کمیتاۀ ملای     یکماین وصدو سییک شده، در تدوینتهیه و  9استاندارد ملی ایران شمارۀ 

قاانون تقویات و    9ب شد. اینک این استاندارد به استناد بند یک ماادۀ  تصوی89/85/3582 فناور  نانو مورخ

 شود. عنوان استاندارد ملی ایران منتشر می ، به3159شده در د  ماه  توسعه نظا  استاندارد، ابلا 

سااختار و شایوۀ    -تانداردها  ملی ایاران )اس 9استانداردها  ملی ایران براساس استاندارد ملی ایران شمارۀ 

ها  ملی و جهانی در زمیناه   شوند. برا  حفظ همگامی و هماهنگی با تحوت  و پیشرفتنگارش( تدوین می

صنایع، علو  و خدما ، استانداردها  ملی ایران در صور  لزو  تجدیدنظر خواهند شد و هر پیشنهاد  کاه  

ارائه شود، در هنگا  تجدیدنظر در کمیسیون فنی مرباوط، موردتوجاه    برا  اصلاح یا تکمیل این استانداردها

 قرار خواهد گرفت. بنابراین، باید همواره از آخرین تجدیدنظر استانداردها  ملی ایران استفاده کرد.

شاده و   تهیه و تدوین« معاد  یکسان»المللی زیر به روش  این استاندارد ملی بر مبنا  پذیرش استاندارد بین

المللای مزباور    باشد و معاد  یکسان اساتاندارد باین  ترجمه تخصصی کامل متن آن به زبان فارسی می شامل

 است:

ISO/TS 23366: 2023, Nanotechnologies-Performance evaluation requirements for  quantifying 

biomolecules using fluorescent nanoparticles in immunohistochemistry 
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 مقدمه

 3 زیا آم رناگ  گاذار  برچساب مااده   عناوان  باه فنااور ،   و زیسات  پژوهشای   ها نهیدر زم نتانانوذرا  فلورس

 در حا  گسترش بازار خود هستند. یمیستوشیمونوهیا

 نینت(، رودامااافلورساا انا یوساایزوتیا) FITCنت مختلااف، از جملااه افلورساا  هااا رنااگطااور معمااو ،  بااه

 اناد.  اساتفاده شاده   یمیستوشا یمونوهیا آمیاز     رنگ، برادیکلر دیاس 383 نیو سولفورودام انا یوسیزوتیا

 تحلیال   برا تاًعمد مثا ، عنوان هد ، به   زیستیها مولکو  2یابی مکان  هنوز هم برا  نتافلورس  ها رنگ

باا   لفیاو ت و کمّای  لیا تحل  بارا  نیهمچنا  هساتند و    ، ابزار قدرتمندقند  ها رهیها و زنج نیپروتئ یفیک

 .ناد رو یمکار  بههد   زیستی  ها مولکو  مربوط به مقدار گنا یمحاسبه شد  س  مختلف برا  ها تمیالگور

و  1یو عکاسا  یکروساکوپ یم مشااهده  ، زیا آم نمونه، رناگ   ساز شامل آماده یطور کل به سنجی کمّی امانهس

  بارا  نشان داده شده اسات.  3که در شکل  طور هماناست،  کمّی جیدست آوردن نتابه  برا ریپردازش تصو

 دارتریا پا  نوراز لحاظ تر و  درخشاننت افلورس  ها رنگ ،سنجی کمّی  ریگ اندازه جینتا بودن  5پذیر اطمینان

 هستند. تر مناسب 9برانگیزشنور  مواجهه بادر 

نت افلورسا   هاا  باا رناگ   ساه یدر مقا ،یطاور کلا   به. هستندنت در بازار موجود انانوذرا  فلورس  ادیتعداد ز

 هاا   مشخصههستند.  تر مقاو  9بر  نور رنگ و در برابر دهند یاز خود نشان م  باتتر یدرخشندگ ،یمعمول

  هاا  باا روش   هاد  یسات یز  هاا  مولکاو   سانجی  کمّای   بارا  تیا مز کیا  تواناد  ینت ما انانوذرا  فلورس

 ینت معماول افلورسا   ها با رنگ سنجی کمّی  شده برا استفاده تمیباشد که با همان الگور یمیستوشیمونوهیا

 .[4][3][2][1] شود یم لفیوت

توساعه  مختلف  سنجی کمّی  ها امانهنت و سابا نانوذرا  فلورس یمختلف  زیآم رنگ  ها تیک نه،یزم نیدر ا

  هاا  ناه یمختلاف در زم   هاا  امانهسا   باه درک ساازگار   ازیا ن ن،یبنابرا .[5] هستندو در بازار موجود  یافته

 در حا  گسترش است. یو صنعت پژوهشی

باا اساتفاده از ناانوذرا     هاا  عملکارد محصاوت  و کاربرد   یابیشا ارز  برا الزاما  کمینه به استاندارد نیدر ا

 سانجی  کمّای  جینتا سهیمقاقابلیت دهد که از  یارائه م یاطلاعات استاندارد نینت پرداخته شده است. اافلورس

 .حاصل شود نانینت اطمابا استفاده از نانوذرا  فلورس ینسب

 یسات یز  هاا  مولکاو    ریگ اندازه 9گردش کار  صنعت را برابخش  ویژه  عملکرد  ارهایمع استاندارد نیا

 یبررسا   زیا را نصانعت   ویژهود جمو  توانند استانداردها یم نیهمچن . درصور  لزو ، کاربرانکند یارائه نم

 کنند.

                                                 

1- Staining 

2  - Localization 

3- Photography 

4- Reliable  

5  - Excitation light 

6- Photobleaching 

7- Workflow 
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 نتاهدف با استفاده از نانوذرات فلورس سنجی کمّیفرایند  -3شکل 



 3244)چاپ اول(: سال 41232استاندارد ملی ایران شمارۀ 

  3 

با  یستیز یها مولکول سنجی کمّی یعملکرد برا یابشیارز الزامات -فناوری نانو

 یمیستوشیمونوهیدر ا فلورسانتنانوذرات استفاده از 

 هدف و دامنۀ کاربرد 3

یر  ناانوذرا  فلورساانت   کارگ برا  ارزشیابی عملکرد به الزاما  کمینه توصیفن استاندارد، ین ایهد  از تدو

 است. کمّیهیستوشیمی در ایمونو

 مراجع الزامی 4

 در این استاندارد هیچ مرجع الزامی وجود ندارد.

 و تعاریف اصطلاحات 1

 :3رودکار میتعاریف زیر به ودر این استاندارد، اصطلاحا  

1-3  

 نتاذره فلورسنانو

fluorescent nanoparticle 

 . شود یم ختهیبرانگ خا موج  طو با   نور وسیله به و 2دده می نشر فلورسانس  ا  که نانوذره

1-4  

 آرایه بلوک سلولی

cell block array 

ی پاارافین  شاده   جاساز تعلیقه سلولی از شده ها  متعدد خارج استوانهبا  جاساز  شده بلوک پارافینی دوباره

   است.ستوپاتولوژیه برا 

 

                                                 

دساترس   قابال  www.electropedia.org و www.iso.org/obp هاا    در وبگااه  IEC وISO  کاررفته در استانداردها  اصطلاحا  و تعاریف به -3

 است.

2- Emitting 

http://www.iso.org/obp
http://www.electropedia.org/
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1-1  

 یبلوک سلول هیآرابخش 

cell block array section 

دسات   باه  3کروتاو  یباا اساتفاده از م   یبلوک سالول  هیآرا از بریدنکه  است یبلوک سلول هیاز آرا یبرش نازک 

 شود. ینصب م  ا شهیش ت  کی  روو  دیآ یم

1-2  

 کلوخه

agglomerate 

 ساطح  مسااحت  که طور بهاند،  به یکدیگر متصل شده یا نسبتا قو  فیضع یشکلبه که ذرا از   ا مجموعه

 .باشد دهنده تشکیل  اجزا تک تک سطوح مساحت مجموع مشابه آنهاحاصله  خارجی

یاا   و دروالاس وان نیروهاا   مانناد  هساتند  ضعیفی نیروها  دارد، مینگه یکدیگر به نزدیک را کلوخه که نیروهایی -3 یادآوری

 .  فیزیکی ساده ها  تافتگی درهم

 شوند. می نامیده  نوع او  ذرا  منشاء، اصلی ذرا  شوند و نیز درنظرگرفته می ثانویه ذرا  عنوان به ها کلوخه -4 یادآوری

 [ISO 26824: 2022 استاندارد ،3.1.2زیربند ]

1-5  

 خگیکلو

agglomeration  

 شوند. ها تشکیل می کلوخه طی آن فرایند  که

1-6  

 انبوهه

aggregate 

طاور   آنهاا باه   منتجاه کاه مسااحت ساطح خاارجی      خاورده   متشکل از ذراتی با پیوندها  قو  یا جوش ذره

 دهنده باشد. تک اجزاء تشکیل ا  کمتر از مجموع مساحت سطوح تک ملاحظه قابل

یاا   یا یونی وکوواتنسی  پیوندها  ثلام هستند، قو  دارد نیروها می نگه یکدیگر کنار را انبوهه یک که نیروهایی -3 یادآوری

   .یا درغیر این صور ، ذرا  به هم چسبیده قبلیپیچیده فیزیکی خوردگی  گره و خوردننتیجه جوش

                                                 

1- Microtome 
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 شوند. می نامیده اولیه ذرا منشاء،  اصلی ذرا  و شوند ثانویه نیز درنظر گرفته می ذرا  عنوان به ها انبوهه -4 یادآوری

 [مطابقت داده شده است 3یادآور   -ISO 26824: 2022 استاندارد ،3.1.3بند زیرمنبع: ]

1-7  

 انبوهش

aggregation 

 د.شون ها تشکیل می انبوهه طی آن فرایند  که

1-8  

 ه کوانتومیازدب

quantum yield 

 .است شده کوانتو  جذب  شده به ازا لیگس  ها  تعداد کوانتو

 [ISO 22493: 2014 استاندارد ،6.6.9: زیربند ]منبع

1-9  

 ضریب خاموشی مولی

molar extinction coefficient 

 است. جذب سل  نور ریمس از متر یسانتدر هر یک  موتریک  نتاماده فلورس چگالی نور 

1-34  

 نوری رنگبری

photobleaching  

 شود. می کاهش فلورسانس نمونهکه منجر به  نور باها  مولکو  یرفتن خوا  فلورسانس نیاز ب

 [ISO 10934:2020 استاندارد ،3.2.31: زیربند ]منبع 

 ل واص 2

هساتند کاه    خاا    هاا  پاادتن بافت با  ی ازنازک  ها بخش  زیآم گرنبر  یمبتنمونوفلورسانس ای  ها وشر

ی واناتیح  ساز منیابا  خا   ها پادتن .دهند تشخیص میها و قندها را  نیپروتئ مانندموردنظر   ها مولکو 

 منوکلوناا    هاا   بااد  یکاه آنتا   یدرحاال  .شاوند  مای  آماده هد   ها موش، با مولکو  ایبز، خرگوش  مانند
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باا   دیا ها با پادتنشود،  یاستفاده م مونوفلورسانسیا  ها روش  برا )چنددودمانی( کلونا  یو پل دودمانی( )تک

  هاا  مولکاو   یاابی  و مکان تیکم یرسبر  برا .شوند گذار  نانوذرا  برچسب ایها  رنگمانند نت امواد فلورس

 یشاوند. دو روش اساسا   یما   زیا آم رنگ ،فلورسانس شده گذار  برچسب  ها پادتنبافت با  ها  بخش هد ،

و  میمسااتق مونوفلورسااانسیروش ا :دارد وجااود شاادهگااذار  برچسااب  هااا پااادتنبااا   زیااآم رنااگ  باارا

منفاارد   پااادتن  کیاا بااا اسااتفاده از    میمسااتق  مونوفلورسااانس یا روش .میمسااتق ریغ مونوفلورسااانسیا

روش  شاود.  یکناد، انجاا  ما    یما  ییهاد  را شناساا    هاا  باا فلورساانس کاه مولکاو     شاده   گذار  برچسب

 پاادتن ( و یهاول پادتنهد  )  ها مولکو  ییشناسا ، بدون برچسب پادتن کیبا  میمستقریغ مونوفلورسانسیا

( IgG)مانند اولیه  پادتنکه  یشود. هنگام یم کند، انجا  یم ییشناسارا  اولیه پادتنکه ( ثانویه پادتن) دیگر 

 ن،یبارا  انتخااب شاود. عالاوه    ثانویاه  پاادتن  عناوان  هبا  دیا با ،ماوش  IgGضاد   پادتن، شود می دیتولدر موش 

عناوان   در بازار موجود هستند. باه  زید نننک یم تقویتفلورسانس را  گنا یکه س  گرید یمولکول ها  یستمس

 ،یال نیوتیب-نیدیآو ستمیاست. در س  شناخته شده یکاربرد به خوب نیا  برا یلنیوتیب-نیدیآو ستمیس، مثا 

نت از جملاه  افلورسا  با ماواد  3شدهمزدوج نیدیکرد و با آو گذار  برچسب یلنیوتیتوان با ب یرا م ثانویه پادتن

ناانومتر واکانش داد.   باا انادازه چناد     رساانا  مهیذرا  ن یعنی(، QD) ینقاط کوانتوم، عنوان مثا  به نانوذرا ،

 نشار  کمتار  نررر   رنگبری  با   فلورسانس قو گنا یس کی، QD-نیدیآو-ثانویه پادتن–اولیه پادتن کمپلکس

 .شود یداده م حیترج QDاستفاده از نانوذرا  از جمله  ،هد   ها مولکو سنجی  کمّی  برا د.ده یم

 یاک که  شود می گیر  اندازه فلورسانس میکروسکوپی وسیله به ،شده آمیز  رنگ آزمونه از فلورسانس سیگنا 

 دورباین  از اساتفاده  باا  را دیاد  میدان از نشریافته فلورسانس همزمان طور به و است نور  تصویربردار  روش

 در شاد   مقادار  یاک  عناوان  باه  تواناد  مای  ،هیافتنشار  فلورسانس یعنی فلورسانس، شد  .دهد می تشخیص

 در انفراد  ها  پیکسل از گروهی از شد  مقادیر کردن جمع با که شود گیر  اندازه فلورسانس میکروسکوپی

 شاد   گیار   انادازه  بار  عالاوه  .شاود  مای  دوربین رقمی محاسبه از استفاده با آمده دست رقمی به تصویر یک

 .شود می استفاده هد  زیستی ها  مولکو  سنجی کمّی برا  روشن نقاط شمارش از یکپارچه، فلورسانس

 ساامانه  کل مناسب عملکرد و صحیح آزمایشی طراحی به روشن، نقاط تعداد یا شد  ها  داده کمّی مقایسه

 یاک  یاا  3(CCD)شاده   جفات بار افازاره  رقمای، مانناد یاک    دورباین  جملاه  از ،نیااز دارد  کمّی 2نورسنجشی

 شاد  شاامل    هاا  داده کمّای  سهیمربوط به مقا . مسائل4 (sCMOS) مکمل مرجع  فلز اکسید رسانا  نیمه

 نیتخم  برا رهیت شده شمارش ریاز تصاو  ا مجموعه جملهاز ، رقمی نیدوربو  گر  کنتر  فزارا نر  ما یتنظ

مجموعاه    کیا اپت و برانگیازش تما    9زنای  محاک  ناه، یزم حیمساطح، تصاح  -دانیم حی، تصح9ساز  متوازن

 .شده است داده حی[ توض15نت در مرجع ]افلورس

                                                 

1- Conjugated 

2- Photometric 

3- Charge coupled device 

4- Scientific complementary 

5- Offset 

6- Benchmarking 
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توان با مقادار   میکروسکوپی ایمونوفلورسانس، شد  فلورسانس یا تعداد نقاط روشن را می اب کمّیبرا  آنالیز 

شاده باا    سالو  فعاا    کنناده  مرتاب »یا  1(ELISA) «به آنزیم مرتبط جاذبایمونو سنجش» اشده ب گیر  اندازه

مراجعه شاود(.   1-)به زیربند الف دکرمقایسه  ،شده ترسیممنحنی کالیبراسیون  و یک 2 (FACS) «فلورسانت

باا    شاده  آمیاز   رناگ » ناازک   بارش  از را درخشاان  نقاط تعداد یا فلورسانس شد  ،فلورسانس میکروسکوپی

 را سالو   هار  در ها  زیستی مولکو  تعداد ،هرچند .کند می گیر  اندازه ها سلو  و ها بافت 1«ایمنی مکانیسم

از بارش   یاک  در درخشاان  نقااط  تعداد یا فلورسانس شد  این روش میکروسکوپی،در  .کند نمی گیر  اندازه

 تعاداد از  درخشاان  نقااط  تعاداد  یا فلورسانس شد  که هنگامی گرچه ،شود می گیر  اندازه ها سلو  جمعیت

 از. همبساتگی دارد  ها سلو  در زیستی ها  مولکو  تعداد با شود، گیر  اندازه دید میدان یک در سلو  کافی

 .است نسبی گیر  اندازه یک درخشان نقاط تعداد یا فلورسانس شد  میکروسکوپی گیر  اندازه نظر، این

 یاک  زیارا ، ( نیسات SI) المللای یکاهاا   باین  دساتگاه  در، دارا  یکا  مرتبط خود خود  به فلورسانس شد 

 .اسات  نسبی گیر  اندازه یک اصل در اما است «یک یکا » دارا  روشن نقاط تعداد .است نسبی گیر  اندازه

نقطه  به روشن یک نقطه شمارش یا شد  گیر  اندازه یک نسبت صور به 5(RIM) نسبی شد  گیر  اندازه

 آزموناه  تما  یا بخشی 9ندگیتاب نسبت از درستی تخمین فلورسانس، شد  گیر  اندازه. شود می تعیین دیگر

 باه  تاوان  می را نتایج روشن، نقاط شمارش برا . است دیگر آزمونه یا آزمونه همان همه یا بخشی ندگیتاب به

  .کرد تفسیر یکپارچه فلورسانس شد  ها  گیر  اندازه با مشابه روشی

 بین پذیر  مقایسه درک برا ( سلولی بلوک آرایه) CBA کاربرد و کمّی مقادیر عملکرد یابیشارز ها  شاخص

 .است  شده داده توضیح زیر بندها  در ،دهند می تشکیل را مختلف سنجی کمّی ها  امانهس که مقادیر 

 فلورسانتانتخاب نانوذرات  5

 کلیات   5-3

 کمیت به توجه با نانوذرا  نیاز مورد عملکرد. شوند انتخاب سنجی کمّی امانهس هد  با متناسب باید نانوذرا 

 برانگیازش  هاا   ماوج  طاو   شاامل حساسایت،   تصاویربردار   ها  امانهس عملکرد هد ، ها  زیستی مولکو 

 هاا   پاادتن  انتخااب  بارا  . اسات  متفااو   چندرنگ،با  آمیز  رنگ جمله از آمیز  رنگ برا  ها رنگ موجود،

 و ناانوذرا   عملکارد  باازار،  در موجاود  شاده  گذار  برچسب ها  پادتن جمله از ،هنانوذر با شده گذار  برچسب

 .مراجعه شود( 2-9)به زیربند  شوند ارزشیابی باید ها میزان تیتر پادتن

                                                 

1- Enzyme-linked immuno-sorbent assay 

2- Fluorescence activated cell sorter 
3- Immunostained 

4- Relative intensity measurement 

5- Irradiance 
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 هنانوذرهای  مشخصه 5-4

 انتخااب  آن ها  مشخصه براساس باید نانوذره شود، می انجا  آزمایشگاه در هنانوذر گذار  برچسب که هنگامی

 .شود نمی نیز محدود آنها به اما باشد زیر موارد شامل باید شوند می ارزشیابی که نانوذراتیها   مشخصه. شود

 3درخشش -الف

 درخشاش . است مهم ایمونوهیستوشیمی استفاده از با زیستی ها  مولکو  سنجی کمّی برا  درخشش

 است نسبی درخشش یک این. شود استفاده نانوذرا  انتخاب برا  مشخصه یک عنوانبه تواندمی اولیه

 یعنر   پارامتیهرا،  این نانرذرات، انتخاب برا . است متناسب کوانتومی بازده و مولی خاموشی ضریب با که

  .شرند ارزشیاب  باید کرانترم ، بازده و مرل  خامرش  ضییب

 مسایر  از متار  سانتی یک هر موتر در یک فلورسانت ماده نور  چگالی عنوان به مولی خاموشی ضریب

 عناوان  باه  کوانتومی بازده. شود می گیر  اندازه جذبی نورسنجی با که شود می تعریف جذب سل نور 

فلورسانت  نورسنج طیف با توان می و شود می تعریف شده جذب کوانتو  بر شده گسیل ها  کوانتو  تعداد

   .کرد گیر  اندازه

  ینور یزمان رنگبر -ب

 شاوند،  پرتاودهی  برانگیازش  ناور  وسایله  باه  ماداو   طور به نانوذرا  یا فلورسانت ها  رنگ که هنگامی

در  هیافتا  نشر ها  فوتون تعداد که زمانی. شوند رنگ می بی نهایت در و یابد می کاهش آنها نشر خروجی

  .کرد یابی همشخص شدن رنگ بی عمر نیمه با را آن توان می شوند، نصف ساعت

 اندازه عیتوز و ذره اندازه -پ

 پراکنادگی  از تاوان مای  آناالیز،  ایان  برا . شود آنالیز (CV) ا تغییر ضریب با باید هاندازه ذر متوسط

 برخای  SEM آناالیز  برا . کرد استفاده 1(SEMروبشی ) الکترونی یمیکروسکوپ و 2(DLS) نور  پویا

 .هستند مفید[ 16] استانداردها

   یکلوخگ و انبوهش -ت

 باا پیوناد   وهساتند   از ذرا   ا مجموعاه  که است هایی کلوخه تشکیل از ا درجه یا فرآیند ،کلوخگی

 مشابه شده،حاصل خارجی مساحت سطح ،کلوخگی. در اند به یکدیگر متصل شده یا نسبتا قو  فیضع

 تشاکیل  از ا درجاه  یاا  فرآیناد  انباوهش  .است دهنده تشکیل  اجزا تک تک سطوح مساحت مجموع

در انباوهش، مسااحت    .هساتند  خورده جوش یا قو  پیوند با آن از متشکل ذرا  که است هایی انبوهه

تاک اجازاء    تاک  حومسااحت ساط   کمتر از مجماوع ا   ملاحظهطور قابل  به شده،حاصلسطح خارجی 

  مراجعه شود(. 1)به بند  است دهنده تشکیل

                                                 

1- Brightness 

2- Dynamic light scattering 

3- Scanning electron microscopy  
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 .است شده داده نشان ب پیوست در انبوهش ارزشیابی روش از مثالی

[ 8[ ]7] .مانند سایر انواع نانوذرا  استه[ 6ها  زیستی ]نقاط کوانتومی در محیط مثا  بات شامل انبوهه و کلوخه -یادآوری

 .[11] کرد حذ  و جدا توانمی را اضافی شده [ نقاط کوانتومی انبوهه10[ ]9]

          نانوذرات یراختصاصیغ جذب -ث

 تصااویر  کیفیات  باشاد،  زمیناه   نوفاه  از بخشای  تواناد  مای  فلورساانت  ناانوذرا   غیراختصاصای  جذب

 غیراختصاصای  جاذب . شاود مای  سنجی نسبی کمّیآنالیز  مانع و دهدمی کاهش را فلورومیکروسکوپی

 (.مراجعه شود 3-9زیربند  به) شود ارزشیابی باید نانوذرا 

   نانوذرات یکنواختی -ج

 همبستگی سطح تواند می هذر اندازه در تغییر د،نشومی استفاده فلورسانت مواد عنوانبه نانوذرا  وقتی

ضاریب   باا  هماراه  بایاد ه ذر انادازه . دهد کاهش را فلورسانس شد  و زیستی ا ه مولکو  کمیت بین

 .شود گزارش و یابیشارز (CVتغییرا  )

 سنجی کمّی امانهس 6

 3کلی طراحی   6-3

 و تعریاف  بایاد  نظار  ماورد  کااربرد  انتخاابی،  فلورسانت نانوذرا  برا  سنجی کمّیسامانه  یک طراحی هنگا 

 اساتفاده  ایمونوهیستوشایمی  فنااور   از ،استاندارد این در شده داده توضیح سنجی کمّی امانهس. شود مستند

 هد  را زیستی مولکو  خا  طور به که ها بافت نازکی از 2سطح مقطع آمیز  رنگبرا   این فناور ، .کندمی

 ها  جاساز  و منجمدشده در پارافین بافت از توان می را نازک مقطع .برد میکار  به پادتن را ،کند می مشخص

 در. شاوند  مای  آمیاز   رنگ نانوذرا  با مرتبط ها پادتن با مقطع نازکسپس . کرد تهیه فرمالین با شده ثابت

 آشکارسااز   بارا   آویادین -بیاوتین  شادن  مزدوج جمله از دیگر  مولکولی سیستمتوان از  می موارد، برخی

 هاا   ت  ،سنجی کمّی برا (. دشو مراجعه 3-2-9زیربند  به) دکر استفاده هد  ها  مولکو  به متصل پادتن

 گرفتاه  هاا  بافات  تصااویر  رقمای،  دورباین باا   و شاوند  می مشاهده فلورسانس میکروسکو  با شده آمیز  رنگ

. شاود  می انجا  تصویر، تحلیل افزار نر  از تصویر بافت با فلورسانس ها  سیگنا  سنجی کمّیسپس  و شوند می

 شاده  گیار   انادازه  مقاادیر  و شاده  آماده مقاطع بافت از فرآیند، مراحل تما  باید سنجی، کمّی سامانه طراحی

  .دهد پوشش را پردازش افزار نر  با ها داده نهایی سنجی کمّی و تصویر پردازش تا تجربی،

 و اساتفاده  ماورد  فلورساانت  هناانوذر : نباشد آن به محدود اما باشد زیر مشخصا  شامل باید طراحی صیفتو

 هنگاا   برچساب  هاا  بادون   پاادتن  و نانوذره باشده  گذار  ها  برچسب پادتن شامل هایی پادتن آن، عملکرد

                                                 

1- Overall design  
2- Sections 
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 ناور  منباع  طیفای  هاا  مشخصه تصویربردار ، تجهیزا  با میکروسکو  امانهس آمیز ، رنگ شرایط استفاده،

 .شود بازنگر  ،سامانه الزاما  با 3انطباق از اطمینان برا  باید طرح. تصویر تحلیل افزار نر  و شدهاستفاده

 تصاویربردار   مواجهاه  زمان کمینه. شودباید توصیف  افزار نر  الزاما  تصویر، پردازش افزار نر  انتخاب برا  

 ،5-9زیربناد   در شاده  بیان دستگاه 2تنظیما  سایر همچنین و افزار نر  وسیله به تصویر پردازش کیفیت برا 

 رگاهه. نیستند یکدیگر از مستقل تصویر پردازش افزار نر  و تصویربردار  آمیز ، رنگ اجرایی روش. است مهم

 .شود بررسی باید طراحی صیفتو ،یابد تغییر یا یافته توسعه از نو سنجی کمّی آنالیز روش

 پادتن 6-4

 کلیات 6-4-3

 منفاارد پااادتن یااک مثااا ، عنااوانبااه. شااوند ماای اسااتفاده ایمونوهیستوشاایمی در مختلفاای هااا  پااادتن

 کاه  اولیه پادتن شامل پادتن دو از ا  مجموعه و مستقیم ایمونوفلورسانس ها  روش برا  شده گذار  برچسب

 را پاادتن اولیاه   مولکاو   که شده گذار  برچسب ثانویه پادتن و کند می شناسایی را هد  زیستی مولکو  یک

 باه  متصال  هاا   مولکاو  باا   یاا  مساتقیم  طاور  به نانوذره یک با ،شده گذار  برچسب پادتن. کند می شناسایی

 زیستی مولکو  که پادتن ،روش هر با .شود می مزدوج آویدین، به متصل بیوتین مثا  برا  دیگر، ها  مولکو 

 هام  به ،زیستی هد  ها  مولکو  گذار  علامت برا  آمیز  رنگ از پس دهد، می تشخیص را هد  نانوذره و

 .شوند می متصل

 باه  معماو   گذار  برچسب ها  طرح. برد کار به ایمونوهیستوشیمی برا  توان می را گذار  برچسب مختلف ها  طرح -یادآوری

 .است زیر شرح

 دار؛آویدین نانوذرا  -داربیوتینیل ثانویه پادتن –اولیه پادتن -الف

 دار؛آویدین نانوذرا -دار پادتن بیوتینیل -ب

 .سطح به متصل اولیه باد آنتی با نانوذرا  -پ

 هاا   گونه روش، در کاربرد قابلیت هد ، پادگن ،پادتن نوع شامل مختلف ها  مشخصه براساس باید ها پادتن

 توضایح  زیار  در کاه  خاصی موضوعا . شوند انتخاب ترکیبی میل و میزان تیتر ایمونوگلوبولین، نوع حیوانی،

 .دنشو گرفته درنظر باید است شده داده

 پادتننوع  6-4-4

 .شود گرفته باید درنظر کلونا پلی مقابل در مونوکلونا  یعنی ،پادتن نوع سنجی، کمّی روش انتخاب برا 

                                                 

1- Conformity 

2- Configurations 
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 باه  منجار  کاه  شاوند  می متصل( منفرد 3تو  اپی) منفرد شناسایی مکان یک به عموماً مونوکلونا  ها  پادتن

 عناوان مثاا    باه ) مساتقیم  سانجی  کمّای  امکاان  و شاود  می زیستی نشانگر ها  به مولکو  نسبت 3:3 نسبت

 .کند می فراهم را( فلورسانس شد  وسیله به

 مزایایی که شوند متصل زیستی مولکو  همان در  تو  اپی به چندین توانند می کلونا  پلی ها  پادتن مقابل، در

. کنناد  مای  جلاوگیر   شد  بر مبتنی سنجی کمّی هرگونه از اما کنند، می ارائه 2گذار نشان کارایی نظر از را

 زیستی ها  مولکو  سنجی کمّی برا  توانند می همچنان کلونا  پلی ها  پادتن پذیر  فضایی، بسته به تفکیک

 باااه زیربناااد) شاااوند اساااتفاده تصاااویر در فلورساااانت نقااااط تعاااداد شااامارش روش از اساااتفاده باااا

 (.شود مراجعه 9-5-2

 ن هدفپادگ 6-4-1

 .شود می انتخاب آمیز  رنگ فرآیند در استفاده مورد پادتن نقش به جهتو با هد  پادگن

 روش بارا   هاایی  پاادتن  مثاا ،  عناوان  به شود، استفاده زیستی ها  مولکو  شناسایی برا  پادتن اینکه برا 

 عناوان  باه  بایاد  پاادگن  غیرمستقیم، ایمونوفلورسانس روش برا  اولیه ها  پادتن و مستقیم ایمونوفلورسانس

 .شود تایید زیستی هد  مولکو 

توان  لزو  می درصور . دهد می تشخیص است، پادگن از بخش خاصی که را توپی اپی مونوکلونا ، پادتن یک

 تاو   اپای  باه  مرباوط  اطلاعا [. 14[]13] کرد تعیین تو  اپی بردار  نقشه مختلف ها  فناور  با را تو اپی

 .باشد مفید زیستی ها  مولکو  سنجی کمّی برا  تواند می

قابلیت . هستند هد  زیستی ها  مولکو  دهنده تشخیص اولیه ها  پادتن ثانویه، پادتن پادگن دیگر، سو  از

 نوع و( مراجعه شود 9-2-9به زیربند ) حیوانی ها  گونه وسیله به عمدتاً اولیه، ها  پادتن پادگنی

 .شود می تعیین( مراجعه شود 9-2-9به زیر بند ) ایمونوگلوبولین

 روش در پادتن کاربردپذیری 6-4-2

 تأییاد  ایمونوهیستوشایمی  در بایاد باا کاربردپاذیر  آن    میکروسکوپی سنجی کمّی مورد استفاده برا  پادتن

 ،1بالا   وساترن  جملاه  از خاا   کاربردهاا   بارا   موجاود  تجاار   هاا   تنپااد  موارد، از بسیار  در .شود

 گاذار   صاحه  ایمونوهیستوشایمی  و 9(ChIP« )کرومااتین  ایمنای گاذار    رساوب  سنجش» ،5فلوسایتومتر 

 کاربردپاذیر   ،اساتفاده  از قبلباید  باشد، شدهگذار   صحه ایمونوهیستوشیمی برا  پادتن اگر حتی. اند شده

  .شود  تایید با هد  بودن تناسبم برا  پادتن

                                                 

1-  Epitope 

2- Tagging 

3- Western blotting 

4- Flow cytometry 

5- Chromatin immunoprecipitation assay 
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 های حیوانیگونه 6-4-5

 ایموناوژن  برابار  در حیواناا   ایمنای  واکانش  براساس ایمونوهیستوشیمی در استفاده برا  پادتن یک معموتً

 هاا   سالو   باا  مونوکلونا  پادتن یک .شود می تهیه شده ایمن حیوان سر  از کلونا  پلی پادتن .شود می تولید

 2فااژ   نماایش  و 3هیبریادوما  هاا   فنااور   جمله از مختلف ها  فناور  با شده، ایمن حیوان از آمده دست به

 ایمونوفلورساانس  روش در. است شده حیوان ایمن پادتن ،ایمونوگلوبولین منشا مورد، دو هر در. شود می تولید

 انتخااب  شاده  دادهتشاخیص   پاادگن  براسااس  ایمنای  با مکانیسم آمیز  رنگ برا  پادتن ثانویه غیرمستقیم،

 IgG و ماوش  IgG مثاا :  عناوان  باه  است، اولیه پادتن ایمونوگلوبولین ثانویه، پادتن پادگن بنابراین،. شود می

 .خرگوش

 ینوله ایمونوگلوبطبق 6-4-6

 و IgG، IgM، IgA، IgD شاامل  هاا  از ایمونوگلوباولین ( طبقاه  یا) 1جورمونه() ایزوتی  پنج به عمدتاً ها پادتن

IgE طبقه 5جایی جابهبا  یافتهساختار پادتن مولکو  در سنگین زنجیره انواع براساس که شوند می بند  طبقه 

 هاا  ایمونوگلوبولین این سنگین، زنجیره پپتیدها  پلی در هایی تفاو  دلیل به .شوند می بند  تقسیم ی،مولکول

 مونومرهاا   تعداد در هایی تفاو . کنند ایفا ایمنی پاسخ خا  فرآیندها  در را متفاوتی ها  نقش توانند می

Y تشاکیل  کامال  پاروتئین  یاک  در سانگین  زنجیاره  دو و سابک  زنجیاره  دولفیو ت از که دارد وجود شکل 

 از IgG مولکاو   کهدرحالی است، شده تشکیل شکل Y مونومر پنج از IgM مولکو  مثا ، عنوان به. است شده

 .است شده تشکیل مونومر منفرد یک

 رده شااود، ماای اسااتفاده غیرمسااتقیم ایمونوفلورسااانس روش باارا  مونوکلونااا  پااادتن یااک کااه هنگااامی

شاود،   می استفاده اولیه پادتن برا  کلونا  پلی پادتن که زمانی. است مهمی حاو  داده ایمونوگلوبولین پادتن،

 پاادتن  تولیدکنناده  سالو   9کلون یک از مونوکلونا  پادتن تر خواهد بود. اگرچه، راحت IgGانتخاب ایزوتی  

 پاادتن  یاک  کاه  هنگاامی  .کناد می تولید ایمونوگلوبولین از منفرد ایزوتی  یک کلون، بنابراین. شود می تولید

انتخااب   بارا   تولیدکنناده،  پاادتن  این ایمونوگلوبولین کردن ایزوتی  مشخص شود، می استفاده مونوکلونا 

 عناوان  باه  شاود،  انتخااب  اولیاه  پادتن ایزوتی  با متناسب یدبا ثانویه ها  پادتن. انجا  شودباید  ثانویه پادتن

 انتخااب  ماوش  هیبریدوما  از تولیدشده اولیه مونوکلونا  پادتن برا  توان می را موش IgG ضد پادتن مثا ،

 .کرد

                                                 

1- Hybridoma 

2- Phage display 

3- Isotype 

4- Switching 

5- Clone  
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 تیتر یزانم 6-4-7

 بارا   گیار   اندازه از قبل تا شوند ارزشیابی باید دو هر یا میزان تیتر غلظت، استفاده، مورد پادتن به توجه با

 .باشند مناسب ،آمیز  هد  رنگ

 پادتن غلظت. است پادتن کارکرد درجه به توجه بدون حجم واحد بر( پروتئین) پادتن کل مقدار پادتن غلظت

 چگاالی ناور    رود مای  انتظاار . زد تخمین nm 248 (، درODگیر  چگالی نور  ) ندازها با توان می را خالص

 نیاز  تجاار  موجاود   پاروتئین  سنجش ها  از کیت. باشد 35 تا 31 ، برابر با(mg/ml 38) 3پادتن %  محلو 

 با شده زده تخمینکارکرد   غلظت عنوانبه توان می را تیترمیزان . کرد استفاده غلظت تخمین برا  توان می

 .کرد تعریف ELISA جمله از ایمونوگلوبولین خا  گیر  اندازه روش

 عرضاه  مختلاف  کاربردهاا   بارا   شاده  توصیه ها  رقت با فقط و تیتر میزان و غلظت بدون ها پادتن ،اگرچه

 جاا   به پادتن کارکرد شاخص عنوان به پادتن 3ذخیره محلو  رقت فاکتور از توان می موارد این در ،شوند می

 .کرد استفاده آن تیتر

 وسایله  سانجی باه   کمّای  از پایدار نتایج آوردن دست به برا  رقت فاکتورها  و تیتر غلظت، مورد در اطلاعا 

 .است مفید آمیز  رنگ ها فرآیند جمله از ،فلورسانس ایمونوهیستوشیمی

 2ویژگی 6-4-8

 :است شده داده نشان زیر شرح به هامثا . کرد یابیشارز مختلفی ها  روش با توان می را پادتن یک ویژگی

 ؛وسترن بلا  -

 هد ؛ زیستی ها  مولکو  بیان برا  شده شناخته ها سلو  با آنالیز -

 آنالیز رقابتی با پپتید سنتزشده؛ -

 سنج جرمی؛طیف -گذار  ایمنی رسوب -

 حیوانا ؛ تضعیف با کاهش بررسی یا از بین بردن با بودن منفی بررسی -

 آرایه پپتید ؛ -

 ؛گذشته استفاده شده در ها  پادتن سایر با مقایسه -

 خا . دار کردن پادتن فسفریل اصلاح برا  فسفاتاز با 1تیمارشده ها  سلو  یا ها بافت آنالیز -

 پادتن سازنده توسط ویژگی یابیشارز عمل، در. نیست بینانه واقع شده خریدار  ها  پادتن مجدد یابیشارز

 شود که امکان، توصیه می درصور . گیرد قرار استفاده مورد پادتن انتخاب برا  ا  عنوان مقدمهبه تواند می

بلا   استفاده مانند وسترن مورد سنجی کمیّ روش از غیر مناسبی روش با شده، تهیه ها  اصلی پادتن

  شوند. ارزشیابی

                                                 

1- Stock 

2- Specificity 

3- Treated 
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 آمیزیروش اجرایی رنگ 6-1

 آمیزیشرایط رنگ 6-1-3

 :دشو توجه زیر نکا  به باید آمیز  اجرایی رنگ روش طراحی برا 

 زدایی؛ آور  شامل پارافین عمل پیششرایط  -

 ژن؛بازیابی آنتی -

 مسدود کردن و شرایط شستشو پس از مسدود شدن.واکنشگر مسدودکننده، زمان  -

   .شود می استفاده ثانویه پادتن با مطابو حیوانی گونه یک سر  از مسدودکردن برا  اغلب ،معمو  ها روش در -یادآوری

 ؛شستشو شرایط و پادتن آمیز  رنگ زمان ها، پادتن غلظت -

 .ا  شیشه پوشدر از استفاده شامل نصب اجرایی روش -

 خطای  رابطاه  و مثبات  ها  نمونه ها  سیگنا  کردن بیشینه با شرایط آمیز ، رنگ اجرایی روش طراحی برا 

. شاوند  مای  بهیناه  منفای،  هاا   نموناه  غیراختصاصی اتصا  کردن کمینه و سیگنا  شد  و هد  کمیت بین

 .دارد وجود 3هایی تفاو  موارد عضی ازب در ،اگرچه

 آمیزیاجرایی رنگ روش 2شرایطاستواری  6-1-4

 تاأثیر  شاود  توصایه مای   ،ویاژه  به. شود گرفته درنظر باید آناستوار   ،آمیز  رنگ روش اجرایی طراحی برا 

 یکساان  مطبوع تهویه وجود و هوایی و آب منطقه به توجه با اتاق دما . شود گرفته نظر در آزمایشگاه دما 

 ،آمیاز   رناگ  روش اجرایی در .است مهم آمیز  رنگ فرآینداستوار   مشخص کردن برا  دما گستره. نیست

 آمیاز   رناگ  اگار . شاود  اساتفاده  ربا  یا خودکار آمیز  رنگ از باید ،سنجی کمّی رستید بهبود برا  ویژه به

  .شود لحاظ باید پایداریپایدار برآورد  در آنها  مهار  شود،  انجا  کارکنان توسط

 پردازش تصویر 6-2

 مرتبط عوامل و تصویر کیفیت 6-2-3

 توانناد  می، پیکسل پذیر  تفکیک و شد  شدگی اشباع ،فهنو به سیگنا  نسبتشامل  تصویر ذاتی پارامترها 

 محادود ایان ماوارد    باه فقاط   اماا  ،ساازند  مای  ممکن را تصویر پردازش که باشند تصویر کیفیت ها  شاخص

 .شود نمی

 تحت توانند می ،گیرند می قرار استفاده مورد ((RIM نسبی شد  گیر  اندازه کمّی مقایسه برا  که تصاویر 

 [:15] باشند زیر عوامل تأثیر

                                                 

1- Trade-offs 

2- Robustness 
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 ؛میکروسکو  دید میدان سراسر در سیگنا  ها  شد  یکنواختی عد  -

 ؛شده ثبت رقمی تصویر در پیکسل مقادیر در  ساز متوازن  وجود -

 دوربین؛ خطی گستره پویا  از بیش شد  در تصویر، ها  سیگنا  -

ساز   فشرده عملیا  مانند عواملی دلیلبه تصویر داده ها  فایل در پیکسل مقادیر نادرست ثبت -

 فایل؛ هر ذخیره هنگا  پیکسل عمو بیت غیرمنتظره اصلاح یا اتلافی

 ؛شده گیر  اندازه نور ها  سیگنا  شد  نوفه به سیگنا  نسبت کم -

 .روشنایی منبع نور  توان در ناپایدار  -

 باه  سایگنا   ذاتای  سااز   متوازن به مربوط اصلاحا  باید تصویر تحلیل پروتکل سیگنا ، شد  تعیین برا 

 بررسای  را آشکارسااز  ممکان  شادگی  اشباع و میدان سراسر در غیریکنواخت سیگنا  آشکارساز  آشکارساز،

 .است شده داده توضیح[ 15] مرجع در 3ساز  )بهنجارش( ممکن نرما  راهبردها  و مسائل این. کند

 و تنظیم مناسب طور به باید شکا  اندازه و پویا گستره ،رقمی بهره ،برانگیزش شد  مانند دستگاه، تنظیما 

 .شود ثبت

 مقدار عنوان به توان می را درخشان نقاط تعداد هستند، دسترس در تر درخشان و تر بزرگ نانوذرا  که هنگامی

درخشاان،   نقطه یک آشکارساز  حالت، برا  این در. کرد استفاده فلورسانس شد  جا  به شده گیر  اندازه

 .باشد تصویر کیفیت نماینده دتوان می درخشان نقطهتک یک پذیر  تفکیک

 تصویر پردازش افزار نرم انتخاب 6-2-4

ایان  اسات،   موجاود  مولکاو  زیساتی   آشکارسااز   برا  مختلفی سنجی  کمّی ها  الگوریتم و ها روش اگرچه

مراجعاه   3-9به زیربند ) باشند مناسب سامانه مستندشده هد  برا  که شوند انتخاب ا  گونه به باید ها روش

 شاد   براسااس  هاایی  گیر  تر، اندازه به بیان دقیو دارد، سنجی وجود کمّیها   روش از دسته دو[ 1] .(شود

 .[5[]4] فلورسانت نقاط تعداد شمارش و[ 3] شده آشکارساز  فلورسانس سیگنا 

بند  بیاان   تخصیص موضعی حیطه/ سریع نمایی تفریو )الگوریتم RESA/PLACEها   الگوریتم مثا ، برا 

 و هاد   فلورساانس  سیگنا  تعریف ها الگوریتم این[ 12.]شوند می استفاده سنجی کمّی در( مبتنی بر پیکسل

 شناساایی  و( «تومور پنهان») 2افزار هیستواسپا  نر  در تومور محل شناسایی با را یابی تعریف مکان همچنین

 .دهند می انجا ( سیتوپلاسم ها، غشاء ها، هسته مثا  عنوان به) زیرسلولی ها  بخش

 گیار   انادازه  نانوذرا  تعداد شمارش با توان می را زیستی هد  مولکو  سیگنا ، سنجی شد  کمّی بر علاوه

 مرحلاه  ساه  باا  تاوان  مای  را فلورساانس  تصویر یک در درخشان نقطه در نانوذرا  تعداد مثا ، عنوانبه. کرد

 تعریاف  باشاد، ننوفاه   از و اسات  ناانوذرا   فلورسانس از ناشی درخشان نقطه یک مایزت شامل که زد تخمین

 .[3]است  درخشان نقطه در نانوذرا  تعداد تخمین و نانوذرا  از برگرفته درخشان نقطه یک مساحت

                                                 

1- Normalization 

2- Histospot 
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 نتایج پذیری مقایسه 7

 تنظیم منبع نور 7-3

مناسبی  ورط دید میکروسکو  را بهمیدان م شود تا تنظی د، منبع نور باینسبی سنجی کمّیبرا  مقایسه نتایج 

 روشن کند. 

روشان   داریشد  فلورسانس مواد فلورسانس پا ایشد  نور از منبع نور  میمستق پایشتوان با  میمنبع نور را 

 در ردیاابی  یات شاده باا قابل   کالیبره 3سنج توانیک  با توان میرا شد  منبع نور  کرد. میشده با منبع نور تنظ

اساتاندارد تجاار  و قابال دساترس      فلورساانت  ت گیر  کارد. از یاک    ، اندازه(SI) المللی یکاها بین دستگاه

 ن ماده فلورسانس پایدار استفاده کرد.عنواتوان به می

 یکروسکوپیم درمورد استفاده  روشناییشد   گرتواند نشان یشد  فلورسانس م ایشده   ریگ شد  نور اندازه

فلورسانس پایدار  ریدست آوردن تصاو به  منبع نور در شد  نور ثابت برا نحوه کار باباشد.  ینسب سنجی کمّی

گیر  شاد    ج اندازهباید نتای .است دیمف سنجی کمّی جینتا پذیر  سهیدرنظر گرفتن مقاهمچنین،  مهم است.

 د.ننور یا شد  فلورسانس ثبت شو

 ماده مرجع 7-4

کاه   یزماان  بدون یکاا اسات و   ده اندازهنسبی است.  سنجی کمّییک  ،فلورسانس یبا میکروسکوپ سنجی کمّی

 .دارد کساان ینسبت به شاد  فلورساانس    یمتفاوت ریمقاد، شوند ی استفاده میمتفاوت  ریگ اندازه ها  امانهس

ا  مختلف، باید ه گیر  مختلف یا آزمایشگاه اندازه ها  امانهدست آمده از س به سنجی کمّیبرا  مقایسه نتایج 

متفااو ،   سانجی  کمّای از نمونه یکسان، یعنی مواد مرجاع باا ساامانه    اساس نتایج حاصل ل را برضریب تبدی

 د.کرمحاسبه 

نیز باید در سامانه مرجع  ادهم ،مختلف سنجی کمّی  ها امانهحاصل از س جینتا پذیر  سهیاز مقا نانیاطم  برا

 .قرار گیرد

 .(شودمراجعه  الف وستیمرجع استفاده کرد )به پ وادم ه عنوانتوان ب یرا م CBA - نکته

خاصیت عنوان یک  هد ، به زیستی ها  مولکو مقدار که بتوان ماده مرجع مناسب را شناسایی کرد،  هنگامی

و وساترن    FACS،ELISAشاده از جملاه    گیر  طراحی اندازه  از ماده مرجع، باید با روشی غیر از روش ویژه

ایمونوفلورسانس  یبا میکروسکوپ سنجی کمّی. از آنجا که (شودمراجعه  الف وستی)به پگیر  شود  بلا  اندازه

  هاا  روش ریباا ساا   میمساتق طاور   باه تاوان   ینما شاده را   گیار   انادازه  مقادیرنسبی است،  سنجی کمّییک 

 زیساتی   هاا  مولکاو  از مقدار  یبینشانه تقر کیفقط مقدار  نیکرد. ا سهیمقا در بات، شده اشاره سنجی کمّی

 یهاد  در برخا    هاا  سالو   ایها  در بافت یستیز  ها مولکو  یانبحث در مورد فراو  تواند برا یاست، اما م

 باشد. دیموارد مف

                                                 

1- Power meter 
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 دیا بارش با  ضخامتگیرد. ها قرار  سلو  تراواییو  FFPEضخامت برش  ریتحت تأث دتوان یشد  فلورسانس م

  ها بافت تراوایی. (کرومتریم 5شود )مثلاً  میشود تنظ یاستفاده م سنجی کمّی  که معموتً برا یضخامت  رو

تاوان   یم مورد نیدر ا. با دقت انتخاب شوند ها اگر سلو  ی، حتباشد کشت  ها سلو مانند تواند  یمختلف نم

 .درنظر گرفت تراواییاثر  کاهش  تر را برا نازک  ها برش

ها  تطبیقی بین بهر موجود و بهر جدید از مواد  دادهباید درنظر گرفته شود. مرجع  مواد 3بهر بهربه ها  تفاو 

 مرجع برا  تنظیم اختلافا  بین بهرها تز  است.

 های عملکردی مشخصه 8

 زمینه پس 8-3

 کلیات 8-3-3

تصاویر   شاود  تعیاین شاود. توصایه مای    ، بایاد  شود میگیر   زمینه برا  هر بافتی که اندازه شد  فلورسانس

 ناه یزم پاس  نیای تع  برا هیاولشده با نانوذرا  بدون پادتن  ها  مزدوج آمیز  با مولکو  دست آمده از رنگ به

 پااادتنکااه از  باارا  مثااا ، هنگااامیشااود سااه نشااانگر در نظاار گرفتااه شااود.  توصاایه ماای اسااتفاده شااود.

توان از تصاویر   را میزمینه  استفاده شده، پس نیدیآوشده با نشاندارنانوذرا   -لینیوتیب با شده گذار  برچسب

 تشخیص داد. ها  اولیه و ثانویه، شده، بدون پادتندار بافت نشان

توان از  یرا م نهیزم پسشود،  یاستفاده م شده لینیوتیب پادتن-آویدینی نانوذرا  گذار  که از برچسب یهنگام

 کرد. نییتع ثانویه،و  یهاول  بادیبدون آنت نییدیفقط با نانوذرا  آو  شده  زیآم رنگ ییها بافت ریتصو

 نشانگر زیر که بر زمینه اثرگذار هستند باید ارزشیابی شوند:سه 

 ؛فلورسانس خودکار -الف

 جذب غیراختصاصی نانوذرا ؛ -ب

 ها. جذب غیراختصاصی پادتن -پ

از   آماار  لیا کاه تحل  آنجااز د. شویابی شارز شود، گیر  اندازههر شاخص برا  هر بافتی که باید تز  است، 

 .شوند یم دییحداقل در سه نما تأ  ریگ با اندازه 2پَر نقاط  ست،ین یعملچند نما 

 کارفلورسانس خود 8-3-4

 شاده باا ناانوذار ، ارزشایابی     ها  مزدوج پادتن اولیه و مولکو  آمیز  با رنگتوان با  میرا  کارخود فلورسانس

 پاادتن ، شاده باا پاادتن اولیاه     آمیز  رنگها   کرد. برا  مثا ، بیشینه شد  فلورسانس از سه نما برا  بافت

                                                 

1- Lot-to-lot 

2- Outliers 
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بافات  کاار  عنوان فلورساانس خود  توان به را می یآویدین بدون نانوذرا  شده با بیوتینیل گذار  برچسبثانویه 

 .استفاده کرد

 نانوذرات اختصاصیجذب غیر 8-3-1

کرد.  شده با نانوذرا  ارزشیابی ها  مزدوج آمیز  مولکو  فقط با رنگتوان  نانوذرا  را می اختصاصیجذب غیر

 یههایی که فقط با نانوذرا  آویدینی بدون پادتن اول برا  مثا ، بیشینه شد  فلورسانس از سه نما برا  بافت

جذب غیراختصاصی نانوذرا  مورد  عنوان مقدارتوان به اند را می آمیز  شده شده ثانویه رنگ لینیوتیبو پادتن 

 استفاده قرار داد.

 ها پادتن اختصاصیریجذب غ 8-3-2

و ناانوذرا ، و   هاا  پاادتن از  لفیاو یکساان  ت از طریاو   زیا آم با رناگ  توان یرا م ها پادتن اختصاصیریغجذب 

 یابیشارز نیست، هد  که ویژه )دسته یا گروه پادتن(  یزوتیپادتن ا کیبا  پادتن کی ینیگزیجا ای  ریجلوگ

  کرد.

 کیا شاده باا     زیا آم رناگ   ها نمونه  ریگ توان با اندازه یعنوان مثا  م را به اولیه پادتن یراختصاصیجذب غ

  هاا  مناساب باا مولکاو     هیا هاد  و پاادتن ثانو   یپاادتن اختصاصا    هد  باه جاا  ریغ ویژه  یزوتیاپادتن 

 بیشینهاستفاده کرد.  یفیک لیعنوان کنتر  تحل بهتوان  یم تلفیو نیکرد. از ا یابشینانوذرا  ارز شده با مزدوج

 استفاده شود. اولیه پادتن ویژهریعنوان مقدار جذب غ تواند به یم  زیآم رنگ  شد  فلورسانس از سه نما

کاه فقاط باا     ییهاا  نموناه   ها گنا یس  ریگ مثا  با اندازه  برا توان یرا م ثانویهپادتن  اختصاصیریجذب غ

کارد.   یابشای هاد  ارز  ویژهشده، بدون پادتن   زیآم رنگشده با نانوذرا   مزدوج  ها و مولکو  ثانویهپادتن 

استفاده  ثانویه پادتن ویژه ریجذب غ ارعنوان مقد تواند به یم  زیآم رنگ  شد  فلورسانس از سه نما بیشینه

 شود.

 ها شدت و تداخلتلاف ا 8-3-5

 عمار  مهینتواند به تدریج کاهش یابد.  شد  فلورسانس می، استطور پیوسته روشن  که میدان دید به هنگامی

از کااهش   یتواناد شاخصا   یما   ریگ اندازه شده برا  استفاده( مراجعه شود 2-9 زیربند نانوذرا  )به رنگبر 

 شد  باشد.

استفاده از ناانوذره فلورساانت جاایگزین، روشانایی کمتار، زماان مواجهاه کمتار،         ، کاهش اتلا  شد برا  

تاوان ماورد    )بهنجارش( مطابو منحنی رنگبر  نور  فلورسانس و مواد ضد رنگبر  نور  را مای  ساز  نرما 

  توجه قرار داد.

 درنظر گرفته شود. دیبا زین وادجذب م ای شدن خاموش لیبه دل سیگنا از دست دادن شد  
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 درخشاان قااط  شمارش ن  برا ها ، از دست دادن شد  و تداخلدرخشانشمارش نقاط  ها   ریگ اندازه برا 

کاه   یتاا زماان   تاوان  یکاهش شاد  فلورساانس ناانوذرا  را ما    برا  رسیدن به این هد ،  است. مهم اریبس

 گرفت. دهیشمارش حفظ شود، ناد  ریگ نانوذرا  در طو  اندازه یکاف درخشش

 های وابسته به مواد مرجع شاخص 8-4

 کلیات 8-4-3

اسات.   یکاشده بدون  گیر  زهامقدار اند است.نسبی  سنجی کمّییک در میکروسکو  فلورسانس،  سنجی کمّی

ماواد مرجاع یکساانی    معتبر هستند که از  فقط درصورتی اند توصیف شدههایی که در اینجا  بنابراین، شاخص

 استفاده شود. 

 (LODآشکارسازی )حد  8-4-4

 ناه یزم  پاس   هاا  گنا یسا ( SDمعیاار )  براسااس انحارا     LOD، شاود. در عمال   باید انجاا   LODتخمین 

 هاا   شد  نیانگیمجموع م  توان رو یرا م LODمثا ،   برا .شود یم لیتحل دید دانیم کیدر  شده نییتع

  تاوان رو  یرا ما  LOD ،سانجی  کمّای   شمارش برادر روش  کرد. میتنظ SDو سه برابر  نهیزم پس گنا یس

عناوان مثاا     ، باه مرجاع  ادهکرد. ما  میتنظ SDبه اضافه سه برابر  نهیزم  تعداد نانوذرا  در هر نما نیانگیم

CBA شود.  ریجلوگ ها ت تفاو  در ایجاد استفاده شود تا از  نهیزم پس  ها گنا یس  ریگ اندازه  برا دیبا 

LOD ن باا  درخشاا نقطاه   آشکارساز  ، شاملدرخشاننقاط شمارش  جینتا ریتفس  برا نیشده همچن نییتع

 مفید است. ،ریتصو لیتحل

 و گزارش شود. ساز مستند دیشود، با یاستفاده م LODاز   گرید فیکه از تعر یهنگام

 (LOQ) سنجی کمیّ حد 8-4-1

  هاا  فلورسانس را در بارش  نیتر فیکه ضع ا  برش استوانه کی ازفلورسانس  ینهکم در دیباسنجی  کمّیحد 

CBA ها   ی از استوانهدر یک ها سلو  شود. نییتع ،دده یم نشرCBA  باید از آنهایی باشند که یک مقدار باه 

 بیان کنند. سنجی کمّی ها  زیستی هد  را برا  کافی کوچک از مولکو  اندازه

کاه میازان    بساتگی دارد. هنگاامی   درخشاان نقااط   آشکارسااز  به حد  LOQ، درخشان اطبرا  شمارش نق

 شود. تک نقطه درنظر گرفته میعنوان به  LOQکافی باشد، درخشاننقاط  آشکارساز برا   هنانوذر درخشش

 گستره پویاخطی بودن و  8-4-2

شاد    گیار   انادازه باا   شده گیر  اندازه پیش از و مقادیر کمّیها   گیر  بین نتایج اندازه رسم نمودار ارتباط

باا   هاا از ابتادا   پروتئینوح بیان هایی که در آنها سط از سلو شده و آمادهشده  آمیز  رنگ CBAفلورسانس از 

 .امکانپذیر استشده(،  گیر  شده است )یعنی مقدار داده دازهان ELISAیا  FACSها  دیگر  مانند  روش
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شاوند، یاک خاط رگرسایون       صور  نماودار رسام مای   شده به دادهو مقدار شده  گیر  که مقدار اندازه هنگامی

واناد نشاانگر خطای    ت گیر  از خط رگرسیون مای  توان رسم کرد. مجموع فواصل هر نقطه اندازه )وایازش( می

، فاصاله از خاط   سشاد  فلورساان   باات   با شد  فلورسانس کام و غلظات    ریگ در نقاط اندازهبودن باشد. 

گیر  با فاصله زیااد از   توان یک مقدار آستانه تعیین کرد و نقطه اندازه زیاد است. دراین صور ، می رگرسیون

وسیله گروهی از نقاط که فاصله آنها  شده به خط رگرسیون راحذ  کرد. در نهایت، یک خط رگرسیون ترسیم

تواند از کمترین شد  فلورسانس تاا   آید، و گستره پویا می دست می قدر کافی از خط رگرسیون کم است بهبه

اسات کاه    تز ، یاگستره پو اندازه مناسب بیشترین شد  در خط رگرسیون تنظیم شود. بنابراین، برا  تأیید

، تهیه شود. در هر ماورد  ها  زیستی هد  زیاد از مولکو به اندازه کافی کم یا  با سطح بیانسلولی  یک خط

 شاینه و کمیناه  بایاد بی  CBAدر  ا  بارش اساتوانه  شده از یک  گیر  شد  فلورسانس اندازه شینه و کمینهبی

 باشند.گستره پویا شد  فلورسانس در 

شد  فلورسانس با  یجایگزین با همان روش،توان به  درخشان را میشمارش نقاط بودن و گستره پویا   خطی

 د.کرن تعیین درخشاتعداد نقاط 

 روشاستواری  8-1

 روش و نتاایج بار عملکارد    مرباوط روش  انحرافا  کوچاک در پاارامتر   ریتأث باید ،روش استوار برا  تعیین 

رتناد از غلظات   گذارناد عبا  گیر ، مورد بررسی قرار گیرد. پارامترها  روش مربوط که بر نتایج اثار مای   اندازه

سنجی غیرمستقیم ایمونوفلورسانس(، مقادار شستشاو، و    کمّی)هم پادتن اولیه و هم پادتن ثانویه برا  پادتن 

 تغییر کند. پایدار در طو  آزمون  دیبابرانگیزش )لیزر( که  شد  نور

ناشی  برانگیخته و فرونشانی فلورسانتها   غیرفعا  کردن مولکو  فرایند در بر این، فرآیند نورشیمیاییوهعلا

یابد. این کار  دما افزایش میتاثیر دما قرار دارد و با تحت ، با مواد فرونشاننده فلورسانت ها  لکو برخورد مو از

مرحلاه   برشامل بررسی اثرا  دما  نه تنهااستوار  ارزشیابی شود. بنابراین،  شد  فلورسانس می کاهشباعث 

را نیاز   واقعای  گیار   مرحله تصویربردار  فلورسانس و انادازه  ،به نوع دستگاه هبستشود، بلکه  آمیز  می رنگ

 نیستند.شده  ا دما  کنتر   با خانه یا مرحله ها دارا  گر  زیرا همه دستگاه ،شود شامل می

نقاط درخشان، اثرا  دما باید ارزشیابی شود تا اطمیناان حاصال شاود کاه در محادوده      برا  شمارش تعداد 

 ها، دما بر آشکارساز  نقاط درخشان اثر ندارد. گیر  ازهانجا  اند

  3و تصدیق گذاری صحه 9

 کلیات  9-3

گذار  شود. در آغاز فرآیند  صحهبا استفاده از نانوذرا  فلورسانت  یسنج کمّیسامانه  ، باید ریگ اندازهقبل از 

بایاد بارا    ، CBAگیر  و الزاما  هاد ، بایاد تعریاف شاوند. مااده مرجاع مانناد         گذار ، هد  اندازه صحه

                                                 

1- Verification 
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و  کارده سنجی الزاما  را بارآورده   کمّیشود تا اثبا  شود که سامانه  طور مناسب طراحی آور  داده، به جمع

شاده    داده ها  عملکارد  توضایح   گذار ، مشخصه ندها  صحهگیر  مناسب است. طی فرآی برا  هد  اندازه

 شوند. باید ارزشیابی 4در بند 

  ارهاا یاست، مع جینتا ریتفس ازجملهبیشتر    ریگ میتصم  ندهایشامل فرآ سنجی کمّیکه هد   یهنگام

 د.نشو یطراح یینها میتصم ندیابراساس فر دیبا گذار  صحه رشیپذ

قبال از اساتفاده بارا     بایاد   ،گیرناد  که بدون اصلاحا  مورد اساتفاده قارار مای    3شدهگذار ها  صحه روش

 در بیشتر ماوارد  گذار  صحه ندیافرشوند. تصدیو طور مستقل توسط کاربران آن روش  به اهدا ، گیر  اندازه

  کناد.  یشدن الزاما  ارائاه شاوند، روشان ما    از برآورده نانیاطم  برا گذار  صحه نیدر ح بایدرا که  یاهداف

ماورد   مواد مرجاع توان همان ها  عملکرد ، می مقایسه از لحاظ مشخصهقابل  ها  آور  دادهمنظور جمعبه

 .تصدیو استفاده کرد(  را برا گذار  صحه ندیفرآاستفاده در 

 منفرد آزمایشگاه دقت 9-4

یکسان تحات شارایط   ها  مستقل است که برا  نمونه  گیر  تغییرپذیر  در نتایج اندازهبرا   ، معیار دقت

  دست آمده است. معین به

برا  مثا ، مااده مرجعای مانناد    تعیین شود.  دیبا وسیله نانوذرا  فلورسانت سنجی به کمّیتکرارپذیر  روش 

CBA هاا    گیر  باید برا  زماان  شود. اندازه تکرارپذیر  آنالیزها  نمونه بافت استفادهتواند برا  تعیین  می

 گیر  مستقل برا  سه نمونه تکرار شود. ثا  یک اندازه، برا  مآمار  معنادار

سنجی نسبی مفید است. تخمین دقات متوساط را    کمّیارزشیابی عملکرد روش دقت متوسط همچنین برا  

طراحای   ،در سه روز مختلاف  گیر ، برا  مثا  ازهاند توان براساس تکرارپذیر  با تغییر کاربران یا روزها  می

 ی،نساب  سانجی  کمّای  امانهباا سا    ریا گ دقت متوسط بسته به هد  اندازه نییتع  برا CBA نیهمچن کرد. 

 شود. یاستفاده م

 تجدیدپذیری 9-1

ساانجی نساابی اساات و نتااایج   کمّاایایمونوهیستوشاایمی، یااک روش بااا   کمّاای فلورسااانس یمیکروسااکوپ

طاور مساتقیم باا ساایر      توانناد باه   فلورسانس یا تعداد نقاط درخشان، نمی  ها، مثل شد  سیگنا  گیر  اندازه

 ها  دیگر مقایسه شوند. ویژه در آزمایشگاه سنجی به کمّیها   سامانه

ها  دیگار مقایساه    آزمایشگاهویژه در  سنجی دیگر، به کمّیها   سنجی با نتایج سامانه کمّیهنگامی که نتایج 

ضاریب تبادیل بایاد     ه قرار گیرد و برا  مقایساه مورد استفاد باید CBAشوند، ماده مرجع یکسانی مانند  می

 شوند.محاسبه 

                                                 

1- Validated 
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باا درنظار گارفتن     دیا با تجدیدپذیر  ن،یبنابراآمیز  وجود دارد.  رنگ یندادرجه باتیی از تغییرپذیر  در فر

 شود. یابیشارز (کردن گرن) 3رزش ندیفرآ

 دهی گزارش 34

 را فراهم کند.هد   سنجی کمّی جیمستقل نتا یابیباشد تا امکان ارز یکاف ا یجزئ شامل دیگزارش داده با

 :شودینم محدود موارد نیا به فقط اماباشد،  ریشامل موارد ز دیبا یده عناصر گزارش

 ،توصیف منبع؛ شماره شناسه نمونه 

 ؛2بهر شمارۀها، منبع،  نا  واکنشگر 

 ؛میرمستقیغ مونوفلورسانسیا  برا ثانویهو  یهاول  ها پادتن –ها  پادتن 

 شده؛ مرجع استفاده ادهم 

 ها  مربوط به آن؛ شاخص زمینه و سپ 

 LOD ،LOQ ،؛(شودمراجعه  2-4 زیربند )به گستره پویا 

 دو؛ هر ای ،تصدیو ،گذار  صحه جهینت 

 ؛ ریگ اندازه امانهکل س توصیف 

 منتظره.مشاهدا  غیر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 

1- Dyeing 

2- Lot 
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 الفوست یپ

 (دهنده آگاهی)

 مثالی از مواد مرجع

 لواص   3-الف

با  3یستیز  ها سنجی مولکو  کمّی  ها روش یابشیارز  مرجع برا ادهاز م مثالیتواند  یم یبلوک سلول هیآرا

 استفاده از نانوذرا  فلورسانت باشد.

 شده های کشت سلول   4-الف

 کلیات 3-4-الف

بتواناد   شود، یم لیتشک ونیبراسیکال یکه منحن یتا زمان شوند یهد  انتخاب م انیبراساس سطح بها  سلو 

 باشد. ندهینما گنا یس کی

 ها سلول 4-4-الف

 ،MCF7 (ATCC HTB-22)، T47D (ATCC HTB-113) انسان، یپستان غدد از مشتو 2یمخاط  ها سلو 

CAMA-1 (ATCC HTB21)، ZR-75 (ATCC CRL-1500)، (UACC-812 (ATCC CRL-1897، و 

 .شدند استفاده ،KPL4 ،ینه التهابیس سرطان از شده مشتو  ها سلو 

 آرایه بلوک سلولی 1-4-الف

 حااو   نیپااراف از اساتوانه جاماد    کیا . شاوند  یما   جاساز نیپارافدر  مجزاصور  شده به انتخاب  ها سلو 

از  لفیقی. تشود نامیده می «یبلوک سلول» استوانه نیشود. ا یجدا م یبخش متراکم شده سلول کیها از  سلو 

 یسااخت منحنا    رابا  ناده ینماعناوان  بهغلظت هد  است که هر   شده یطراح  ا گونه به یسلول  ها بلوک

 جاساااز  نیدوباااره در پااارافشااده و آرایااه ومرتااب   یساالول  هااا مناسااب باشااد. بلااوک  ونیبراساایکال

 .شود یآماده م ،برش نازک بلوک حاصل یک با یبلوک سلول هیآرا بخش کی. ندشومی

 منحنی کالیبراسیون   1-الف

توان  یرا مدرخشان تعداد نقاط  ایشد  فلورسانس  مونوفلورسانس،یا یکروسکوپیم وسیله به کمّی آنالیز  برا

کنناده سالو     )مرتاب  FACS ایا ( میمرتبط با آناز  جاذبمونویا سنجش) ELISA باشده  ریگ با مقدار اندازه

 یاز منحنا  مثاالی  3-الاف  کارد. شاکل   ساه یمقا ونیبراسا یکال یمنحنا  دیا تول  شده با فلورسانس( بارا  فعا 

                                                 

1- Biomolecules 

2 - Epithelial 
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 ساه یمقا FACSشاده از    ریا گ انادازه  گنا یرا باا سا   درخشاان دهد که تعداد نقاط  یرا نشان م ونیبراسیکال

 کند. یم

 

 
 :راهنما  

 X گنا یس FACS 
 Y یسنج کمیّ گنا یس (PID) 

 3 روز    

 2 روز    

 1 روز    

 5 روز    

 9 روز   

 فلورسانتنانوذرات  سنجی کمّی برحسب FACS : ونیبراسیکال یاز منحن یمثال  3-شکل الف
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 ب وستیپ

 (دهنده یآگاه)

 مثالی از روش ارزشیابی کلوخگی/انبوهش نانوذره

 

 کلیات   3-ب

کمتار   بوهش/انکلوخگی تیگذارد. اغلب نانوذرا  با قابل یم ریبر عملکرد نانوذرا  تاث بوهش/انکلوخگی  درجه

  .شوند یانتخاب م سنجی کمّی  ها امانهس  برا

 ارائه شده است. بوهش/انکلوخگی یابیشاز روش ارز مثالی

 روش پراکندگی نور   4-ب

 روش اجرایی 3-4-ب

 و شاده  ریا گ انادازه  ریتصاو   از رو رهقطر ذ عیشوند. توز یم  ربرداریتصو یالکترون کروسکو یمنانوذرا  با 

در آب باا اساتفاده از    شاده  وههاندازه خوشه انب عیتوز ،نیشود. همچن یمحاسبه م عیقطر ذرا  از توز توسطم

متوساط   شیشاود. افازا   یمحاسابه ما   شده وههاندازه خوشه انب توسطشده و م ریگ نور اندازه یروش پراکندگ

 است. بوهش/انکلوخگیدهنده  نشان ،هذر قطر متوسط در مقایسه بااندازه خوشه 

از رود انتظاار مای  ناور اساتفاده کارد.     ایساتا   یپراکندگ اینور   ایپو یتوان از پراکندگ یم  ریگ اندازه  برا

 .استفاده شود استاندارد( رنیاستا یعنوان مثا  ذرا  پل شده با مواد مرجع )به برهیکال زا یتجه

 مثالی از نتیجه 4-4-ب

 نشان داده شده است. 3-ب در شکل هنانوذر  ها نمونه  ریگ اندازه جهینت

 و قطار متوساط آن   دهاد  مای  را نشاان  )ریزنگار( کروگرا یم کیشده با   ریگ اندازه هذر قطر عیتوز توپر خط

نمونه  شده انبوههخوشه  ها  اندازه بیبه ترت عیتوز چین و نقطه نیچ خط وطخط شود. ینانومتر محاسبه م 41

 وساط مت هاا   اناد. انادازه   شده  ریگ نور اندازه یبر پراکندگ یکه با روش مبتن دهند مینشان را  2و نمونه  3

  نانومتر محاسبه شده است. 299نانومتر و  335 بیها به ترت خوشه

از دو برابر  شیکه اندازه متوسط خوشه ب شود یم فیتعر یعنوان حالتبه کلوخگی/انبوهش، حالت مورد نیا در

در حالت  2حالت پراکنده و نمونه  در 3شود که نمونه  یم  ریگ جهینت نی. بنابراابدی شیافزا هقطر متوسط ذر

 .است کلوخگی/انبوهش
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 :راهنما

X  قطر ذره یا اندازه خوشه(nm) 
Y ها تعداد بهنجارشده ذرا  یا خوشه 

 شده با میکروگرا  )ریزنگار( گیر  اندازه 3

 3نمونه  2

 2نمونه  1

 شده و قطر ذره خوشه انبوهه اندازهتوزیع   3-بشکل 

 تحلیلافزار  اندازه آنها با نر   ریگ و اندازه یروبش یالکترون کروسکو یم وسیله هذرا  ب  ریگ با اندازه هطر ذرق

، یروبشا  یالکترونا  کروساکو  یاز آنجا کاه در عکاس م   .ندمحاسبه شد یکیالکترون  ها سیکول ای هاندازه ذر

 شدند.   ریگ عنوان ذرا  مستقل اندازه به را همه ذ ،ممکن نیست اند انبوهه شده ذرا اینکه  نییتع

شاد. انادازه خوشاه      ریا گ نور انادازه  گیپراکنده اندازه ذر لگریتحل کیبا استفاده از  شده وههاندازه خوشه انب

 . شد  ریگ اندازه افزاره نیبا استفاده از ا شده هانبوه
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