
در آمدی بر فلوسایتومتری، اصول کلی و روش ها
فشرده ای از فلوسایتومتری و برخی از روشهای پرکاربرد

بیمارستان فوق تخصصی
خاتم الانبیاء )ص(



: عنوان و نام پديدآور	

: 	 مشخصات نشر	
: مشخصات ظاهري	
: 	 شابك	
: وضعيت فهرست نويسي	
: 	 یادداشت	
: 	 یادداشت	
: 	 عنوان دیگر	
: 	 موضوع	
: 	 موضوع	
: 	 شناسه افزوده	
: 	 شناسه افزوده	
: 	 شناسه افزوده	

رده بندي كنگره	:
: رده بندي ديويي	
: شماره كتابشناسي ملي	

درآمدی بر فلوسایتومتری، اصول کلی و روش‌ها: فشرده‌ای از فلوسایتومتری و برخی از روش‌های 
پرکاربرد/ تالیف شاهین محمدصادقی... ]و دیگران[؛ ‏‫ویراستار بابک یکتاپرست؛ ‏‫]برای[ بیمارستان 

تخصصی و فوق تخصصی خاتم‌الانبیاء )ص(، مرکز تحقیقات علوم اعصاب شفا.‬ 
۱۳۹۲تهران : میرماه ، ‏‫.‬ 
۵۶‏‫ ص.‬: ‏‫مصور )رنگی(.‬ 

۵۰۰۰۰ ریال : 978-600-333-025-2 
فیپا 

‏‫تالیف شاهین محمدصادقی، عبدالرسول ملک‌پور، سعیده زاهدی، علی رستمی، هادی کاظمی.‬ 
کتابنامه: ص. ۵۳.‬ 

‏‫فشرده‌ای از فلوسایتومتری و برخی از روش‌های پرکاربرد.‬ 
فلوسایتومتری 

فلوسایتومتری -- کاربرد تشخیصی 
محمدصادقی، شاهین 

یکتاپرست، بابک، ویراستار 
بیمارستان تخصصی و فوق تخصصی خاتم‌الانبیاء )ص(. مرکز تحقیقات علوم اعصاب شفا 

QH 585/5/1392 4 د 8 ف
‭۶۱۶/۰۷۵۸۲‏‫‬‮ 
 ‭ ۳۲۷۲۶۷۶



در آمدی بر فلوسایتومتری، اصول کلی و روش ها
فشرده ای از فلوسایتومتری و برخی از روشهای پرکاربرد

دکتر شاهین محمدصادقی
عضو هیئت علمی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی

دکتر عبدالرسول ملک پور
مرکز تحقیقات گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شیراز

سعیده زاهدی
مرکز تحقیقات گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شیراز

علی رستمی
مرکز تحقیقات گوارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکی شیراز

دکتر هادی کاظمی 
رییس مرکز تحقیقات علوم اعصاب شفا،عضو هیئت علمی دانشگاه شاهد

ویراستار:

دکتر بابک یکتاپرست

1392 خورشیدی

تألیف:



تألیف : دکتر شاهین محمدصادقی، دکتر عبدالرسول ملک پور، سعیده زاهدی، علی رستمی، دکتر هادی کاظمی
ویراستار : دکتر بابک یکتاپرست
ناشر: میرماه )22722901-2 (

 گرافیک جلد و متن: مهدیه ناظم زاده
ليتوگرافي و چاپ: قائم چاپ جوربند

صحافي: عطف
نوبت و سال انتشار: نخست/ 1392

شمارگان: 1000 نسخه
قيمت:  5000 تومان

شابك:  2- 978-600-333-025                         

تمام حقوق اثر برای مركز تحقيقات علوم اعصاب شفاء محفوظ است.
خيابان وليعصر)عج( - خيابان رشيد ياسمي- بيمارستان فوق تخصصي خاتم الانبياء )ص (

تلفن: 88884040

بیمارستان فوق تخصصی
خاتم الانبیاء )ص(

در آمدی بر فلوسایتومتری، اصول کلی و روش ها
فشرده ای از فلوسایتومتری و برخی از روشهای پرکاربـرد



در طي سال هاي دهة 60 ميلادي تلاش جمعي از دانشمندان فعال در عرصه سلول شناسی، 
منجر به ابداع روشی با عنوان فلوسايتومتري گرديد که امکان شناسايي ذرات )سلول‌ها( و ارزيابي 
خصوصيّات آن‌ها را امکان پذیر می ساخت. سرعت و دقت بالای این تکنیک، موجب شد تا خیلی 
زود جایگاه ویژه‌ای را در رشته‌های مختلفی چون آسيب شناسي، هماتولوژي، ايمني‌شناسي، 
ژنتیک، بررسی های آزمایشگاهی برای پیوند اعضاء، اقدامات تشخیص بیماری‌های عفونی و  ... 

به خود اختصاص دهد. 
 همچنین با توجه به امکان بررسي وقايع چرخة سلولي و نقايص موجود در فرایندهای سلولی 
به وسیله فلوسايتومتري، تشخيص انواع لوسمي ها و لنفوم ها نیز به یکی از کاربردهای مهم 
فلوسایتومتری در پزشکی تبدیل شده است. بر این اساس از فلوسایتومتری، هم به منظور 

تشخيص بدخیمی ها و تعيين پيش آگهي آنها و هم براي ارزيابي درمان استفاده می شود. 
علاوه بر موارد یادشده برخی از انواع فلوسايتومتري که دارای ظرفيت جداسازي انتخابي سلولها 

می باشند، در مراکز پژوهشی و پروژه های تحقيقاتي مورد استفاده می گیرند. 
این کتاب با هـدف ارائه یک دستـورالعمـل ساده و کاربـردی، برای آشنـایی با مفاهیم اولیـه 

فلوستومتری و اصول و مبانی کار با دستگاه فلوسایتومتر به رشته تحریر در آمده.
در ابتدای کتاب سعی شده تا اصول بنیادی و کلیدی فلوسایتومتری و عملکرد دستگاه به 
شیوه‌ای ساده و روان برای افراد مبتدی و علاقمند به این روش بیان گردد و در ادامه نیز به برخی 

پروتکل‌های رایج مورد استفاده، مشکلات احتمالی موجود و راه حل‌های آن ها اشاره شده. 
امید است بهره‌گیری از محتوای این کتاب و به کار بستن آن‌ها، بتواند زمینه ساز گام‌های موثری 

در عرصه پژوهش، تشخیص، کنترل و درمان بیماری‌ها باشد.
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سیستم های مایع )سیال(
اندازه گیری خواص ذرات به صورت انفرادی، یکی از اصول بنیادین در فلوسایتومتری است. زمانی 
که یک نمونه از یک محلول به فلوسایتومتر تزریق می گردد، ذرات بصورت تصادفی در فضای سه 
بعدی پراکنده می شوند. بر این اساس نمونه باید به جریانی از ذرات مجزا )منفرد( تبدیل شود تا بتواند 

در معرض سیستم تشخیصی دستگاه قرار گیرد. این روند به‌وسیلة سیستم سیال به وقوع می پیوندد.
سیستم سیال فلوسایتومتر، دارای یک کانال مرکزی )Central Core( است که نمونه از طریق 
آن به دستگاه تزریق می شود. این کانال مرکزی، به وسیله یک غلاف خارجی حاوی مایعی با سرعت 
جریان بسیار بالا احاطه می شود. سرعت بالای جریان مایع در این غلاف، با اثر کششی عظیمی که بر 

نمونه تزریق شده وارد می کند، نقش مهمی در ایجاد یک جریان منفرد سلولی برعهده دارد.
به عبارت دیگر تاثیر این سیستم بر روی جریان مایع مرکزی موجب می شود که به صورت سهمی، 
بیشترین شدت جریان را در مرکـز کانال و جریانی نزدیک به صفــر را در نزدیکـی دیواره های کانال  
داشته باشیم )شکل 1(. این پدیده که تمرکز هیدرودینامیک نامیده می شود، موجب ایجاد جریانی از 
سلول های منفرد در دستگاه فلوسایتومتر می گردد. تحت شرایط ایده آل )جریان لایه ای( مایع کانال 

مرکزی با مایع غلاف خارجی مخلوط نمی گردد. 

فصل اول

اصول فلوسایتومتری
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شکل1-تمرکز هیدرودینامیک باعث بوجود آمدن یک جریان منفرد سلولی می شود. 

خصوصیات جریان مایع مرکزی را می توان با نمره Re)Reynold( ، از طریق فرمول زیر محاسبه 
نمود:

 

= ویسکوزیته مایع D = قطر لوله        V = جریان متوسط مایع           

تا زمانی که Re کمتر از 2300 باشد ، جریان همیشه به صورت لایه ای خواهد بود. اما اگر Re از 
2300 بیشتر شود، جریان آشفته ای بوجود خواهد آمد که موجب انتشار ذرات می شود.

بدون تمرکز هیدرودینامیک، نازل مسدود شده و بررسی سلول در چنین شرایطی مقدور نخواهد بود.

اپتیک و تشخیص:
پس از تمرکز هیدرودینامیک، هر یک از ذرات، در معرض تشعشع یک یا چند پرتو نوری قرار 
می گیرند. چنانچه یک آنتی ژن از سطح یا درون سلول، با یک فلوروکروم نشاندار شده باشد، انتشار 

فلورسانس یا تشعشع نوری، اطلاعاتی را در مورد ویژگی‌های آن ذره )سلول( به ما می‌دهد. 
پرتوهای لیزری و لامپ Arc بیشترین منابع نوری هستند که در فلوسایتومتری مــدرن استفاده 

می‌شوند.
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لامپ های لیزری، امواجی با طول موج منفرد را در یک یا چند فرکانس تولید می‌کنند )نور منسجم(. 
لامپهای Arc ارزان‌تر از لامپهای لیزری بوده و مکانیسم انتشار نور در آنها از طریق اشتعال گاز 
محبوس در یک لوله صورت می‌گیرد. ضمن اینکه لامپهای Arc، امواجی با چند طول موج متفاوت 
تولید می‌کنند. در نتیجه نور ناشی ازاین لامپ‌ها ناپایدار و نامنسجم بوده و در نهایت نیازمند فیلتراسیون 

است.
نوری که در مسیر مستقیم تابیده می‌شود معمولًا حدود 20 درجه از محور تابش لیـزر منحــرف 
می‌گردد. لذا این پرتوها به وسیلة یک لنز مجتمع شده و دسته پرتو حاصل با عنوان کانال مستقیم 

تابش )FSC( نامیده می‌شود.
شدت FCS با اندازه ذره متناسب بوده و می‌تواند به منظور تشخیص و افتراق بین سلول‌های مرده 

)تکه سلول های مرده( و سلول‌های زنده مورد استفاده قرار گیرد.
تابش جانبی  را  اندازه‌گیری می‌شود  برانگیختگی  به خط  نسبت  زاویه‌ی 90 درجه  در  نوری که 
می‌نامند. کانال تابش جانبی )SSC( 1، اطلاعاتی در زمینه محتوای گرانولی یک ذره را به ما می‌دهد. 
شاخص‌های FSC و SSC برای هر ذره منحصر به فرد بوده و از مقایسه این دو شاخص، می‌توان 

به منظور تمایز انواع مختلف سلول در یک نمونه‌ هتروژن استفاده کرد.
اندازه‌گیری‌های فلورسانس که در طول موج‌های مختلف انجام می شوند، می‌توانند اطلاعات کیفی 
و کمی را در مورد گیرنده‌های سطح سلول )که با فلوروکروم نشاندار شده‌اند( و همچنین مولکول‌های 

درون سلولی )مانند DNA و ستیوکین‌ها( در اختیار ما قرار دهند.
فلوسایتومترها برای تشخیص نوری که تابش شده، از کانال‌های فلورسانس مجزا استفاده می‌کنند. 
تعداد دتکتورها بر اساس نوع دستگاه و کارخانه سازنده آن متفاوت است. همچنین این دتکتورها ممکن 
)PMT( باشند. فوتودیودهای سیلیکونی  یا فوتومالتی پلایر  نوع فوتودیودهای سیلیکونی  از  است 
معمولًا زمانی که سیگنال قوی باشد و به منظور سنجش تابش مستقیم، به کار گرفته می‌شوند. 
فوتومالتی پلایرها تجهیزاتی حساس تر بوده و به منظور سنجش‌های فلورسانس و پراکنده مورد 

استفاده قرار می‌گیرند.
ویژگی و اختصاصی بودن تشخیص به وسیله فیلترهای اپیتکی کنترل می‌شود. این فیلترها از عبور 

طول موج‌های خاصی جلوگیری کرده و طول موج‌های مورد نظر را عبور می دهند. 
معمولا فیلترها را بر حسب طول موجی که از خود عبور می‌دهند به سه دسته تقسیم می‌کنند. 

فیلترهای long pass به امواجی با طول موج‌های بالاتر از حد موردنظر اجازه عبور می‌دهند در 
حالی که فیلترهای short pass به امواجی با طول موج‌های پایین‌تر اجازه عبور می‌دهند. دسته 

  1. Side Scatter Channel
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سوم، فیلترهای band pass  هستند که تنها امواجی با طول موج مخصوص و در یک طیف باریک 
)پهنای باند مشخص( از آن‌ها عبور می کنند. همة این فیلترها از طریق مکانیسم جذب نور از عبور 

آن جلوگیری می‌کنند.

شکل2- انواع متفاوت فیلتر های اپتیکی

 زمانی که فیلتر با زاویه 45 درجه در مسیر پرتو نور ورودی قرار می‌گیرد، حالت دوگانه آینه و فیلتر 
را پیدا خواهد کرد. در چنین شرایطی فیلتر دو عمل انجام می دهد. اول اینکه امواج با طول موج مورد 
نظر را در جهت مستقیم از خود عبور می دهد و دوم اینکه امواج نور ناخواسته را با زاویه‌ 90 درجه 

نسبت به زاویه تابش اولیه منعکس و منحرف می‌کند.
برای تشخیص چندین سیگنال به طور همزمان، سفارش و انتخاب دقیق فیلترها امری بسیار مهم 

و ضروری است.

پردازش سیگنال
برخورد اشعه نور به فوتودتکتور، موجب ایجاد جریان الکتریکی ضعیفی در حد میکرو آمپر می‌شود 

که ولتاژ آن با تعداد کل فوتون‌های نوری دریافت شده بوسیله فوتودتکتور تناسب دارد.
این ولتاژ سپس به وسیله یک سری آمپلی فایرهای خطی یا لگارتیمی تقویت شده و از طـریق 
مبدل‌های دیجیتال آنالوگ به جریان‌ها و سیگنال‌های الکتریکی در حدی که به صورت گرافیکی قابل 

رسم باشند )10- 5 ولت(، تبدیل می‌شوند.
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تقویت لگاریتمی معمولا به منظور مطالعات فلورسانس استفاده می‌شود، زیرا این روش سیگنال‌های 
ضعیف را تقویت کرده و سیگنال‌های قوی را متراکم و فشرده می‌کند. در نتیجه منجر به توزیع شده 
و به راحتی بر روی هستیوگرام قابل مشاهده خواهد بود. اما در مواردی مانند آنالیز DNA که طیف 

وسیعی از سیگنال‌ها وجود دارد استفاده از روش مقیاس گذاری خطی مناسب‌تر است.
مقادیر به‌دست آمده از هر دتکتور به عنوان یک پارامتر در نظر گرفته می‌شود. به عنوان مثال تابش 

مستقیم، تابش جانبی یا فلورسانس.
اطلاعات مورد نیاز هر پارامتر به عنوان یک رویداد شناخته شده و به تعداد سلول‌هایی که یک 

مشخصه فیزیکی را بیان می‌کنند و یا مرتبط با مارکر مورد نظر می‌باشند بستگی دارد.

شکل3- شمای کلی یک دستگاه فلوسایتومتری

 

دسته بندی الکترواستاتیک سلول‌ها 1
یکی از مهمترین کاربردهای فلوسایتومتری جداسازی سلول‌ها بر اساس زیرگروه‌ها یا بیان اپی توپ 
به منظور استفاده در مطالعات بیولوژیکی می‌باشد. این عملِ فلوسایتومتر را جداسازی سلول یا آنالیز 

FACS 2 می‌نامند.
پس از اینکه نمونه از نظر هیدرودینامیکی متمرکز شد، هر ذره به وسیله تابش نور نشاندار می‌شود. 
سیگنال‌های پراکنده و امواج فلورسانسِ ساطع شده از سلول‌های مد نظر، بر اساس مجموعه ضوابط 
1.  Electrostatic Cell Sorting
2. Fluorscent Activating Cell Sorting
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مقرر دستگاه فلوسایتومتر، دسته بندی و مقایسه می شوند. اگر ذره با ضوابط مطابقت داشت، جریان 
مایع هنگام خروج از نازل سیستم سیال، شارژ الکتریکی می گردد.

در واقع شارژ الکترواستاتیکی درست در زمانی اتفاق می افتد که قطره حاوی ذره یا سلول خاص از 
جریان مایع جدا می شود. این لحظه را نقطه انفصال می نامند.

معمولا به منظور جلوگیری از بروز نقطه انفصال در فواصل نامنظم و همچنین به منظور ثابت 
نگهداشتن اندازه قطرات، نازل با بسامد )فرکانس( زیاد می لرزد.

سرانجام قطرات از یک فیلد قوی الکترواستاتیک عبور کرده و بر اساس شارژ الکتریکی شان به 
سمت چپ یا راست منحرف می شوند. )شکل 4(

 

شکل4- جداسازی الکترواستاتیک سلول ها

اندازه ذرات و سرعت تشکیل قطرات  سرعت جداسازی جریان به فاکتورهای مختلفی از جمله 
بستگی دارد. یک نازل معمولی در حدود 50 تا 70 میکرومتر قطر دارد، که بسته به شدت فوران 
)پرتاب(، می‌تواند تعداد 30 هزار تا 100 هزار قطره را در ثانیه تولید کند، و این میزان برای جداسازی 
خلوص  میزان  و  شده  نازل  دهانه  انسداد  موجب  می‌تواند  فوران  رفتن شدت  بالاتر  است.  مناسب 

آماده‌سازی نمونه را کاهش دهد.



فلوروکروم ها و نور
فلوروکروم ها اصولًا رنگیزه‌هایی هستند که انرژی نور را در یک طول موج خاص )به عنوان مثال از 
لیزر( دریافت کرده و آن را در یک طول موج بالاتر و بزرگتر تابش می‌کنند. این دو پدیده را انگیختگی1 
و انتشار2 می نامند. پدیده  تابش خیلی سریع و در حد نانوثانیه رخ می‌دهد و آن را فلورسانس می‌نامند. 

قبل از آشنایی با انواع فلوروکروم‌ها، بهتر است با اصول تابش و جذب نور بیشتر آشنا شویم.

نور چیست؟
نور، نوعی از انرژی الکترومغناطیسی است که بصورت امواج ساطع شده و با فرکانس و طول موج 
مشخص در فضا حرکت می کند. طول موج پرتوها، رنگ نور را مشخص می سازد. نوری که به وسیله 
چشم انسان قابل مشاهده است در یک محدوده مشخص با طول موج  380 تا 700 نانومتر )بین امواج 

فرا بنفش و فرو سرخ ( قرار می گیرد. )شکل 5(
 

شکل5- طیف الکترومغناطیس

فصل دوم

اصول فلورسانس

1. Excitation
2. Emission
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نور خورشید دارای امواج فرابنفش )UV( و مادون قرمز )IR( نیز هست که چشم انسان قادر به 
مشاهده آنها نیست. ولی می توان آنها را بصورت گرما بر روی پوست احساس کرد و یا به وسیلة 

فوتودتکتورها قابل سنجش هستند.
محدودة نور مرئی را همچنین می‌توان بر اساس رنگ پرتو نوری به زیر گروههایی تقسیم نمود. 
کلمه اختصاری ROYGBV می‌تواند در به خاطر سپردن رنگ‌های تشکیل دهنده این طیف )قرمز، 
نارنجی، زرد، سبز، آبی بنفش( مفید باشد. نور قرمز دارای بیشترین طول موج و کمترین انرژی بوده و 

نور بنفش دارای بیشترین انرژی و کمترین طول موج می‌باشد.

تغییر استوکس1 
وقتی که نور بوسیلة یک فلوروکروم جذب می‌شود، الکترون‌های آن بر انگیخته شده و از یک حالت 
استراحت به لایه‌ای با سطح انرژی بالاتر حرکت می‌کنند. به این حالت، انگیختگی الکترون2 گفته 

می‌شود. )شکل 6(
باید توجه داشت میزان انرژی مورد نیاز برای ایجاد انگیختگی، در هر فلوروکروم متفاوت خواهد بود. 
حالت انگیختگی تنها برای مدت10-1 ثانیه باقی خواهد ماند، زیرا فلوروکروم دچار تغییرات ساختاری 
درونی شده و به همین دلیل مقداری از انرژی جنبشی آن بصورت حرارت از دست خواهد رفت. در 
نتیجه الکترونها نیز به لایه هایی با انرژی پایین تر و پایدارتر سقوط می‌کنند. به این حالت، استراحت 
الکترونی3 گفته می شود. زمانی که الکترونها به مدار اولیه خود بر می‌گردند، باقی مانده انرژی تابشی 

به صورت فلورسانس آزاد می‌شود. 
پایین تری  انرژی  )EEmission( فلوروکروم، دارای سطح  انرژی برون فرست  آنجایی که  از 
نسبت به انرژی انگیختگی اولیه )EExcitation( می‌باشد، رنگ نور متفاوتی نسبت به این سطح 

انرژی انگیختگی از خود بروز خواهد داد.
از آنجایی که فلوروکروم در حالتEEmission  دارای انرژی پایین‌تری نسبت به حالت اولیه است 
رنگ نور متفاوتی نسبت به EExcitation خواهد داشت. در واقع طول موج تابش هر فلوروکروم 
بلندتر از طول موج آن در حالت برانگیختگی است. تفاوت بین طول موج در حالت EEmssion و 
EExcition به عنوان تغییر بنیادین نامیده می‌شود. این مقدار طول موج، اصولًا )بصورت پایه‌ای( 

مشخص می‌کند که یک فلوروکروم برای مطالعات فلورسانس مناسب است یا خیر.
 

1. Stockes shift
2. Excited electronic singlet state
3. Relaxed electronic singlet state
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شکل6- تغییراستوکس

پس تمایز نور تولید شده به وسیله تابش، از نوری که به منظور انگیختگی استفاده می‌شود امری 
ضروری است. تشخیص این تفاوت در مواردی که مولکولهای فلورسانس دارای تغییرات استوکس 

بزرگتر باشند راحت‌تر خواهدبود. )شکل 6(

حداکثر جذب و حداکثر تابش:
طول موج انگیختگی به تعداد کل فوتون هایی که یک فوتوکروم جذب می کند، بستگی دارد:

FITC شکل 7-جذب نور)سمت چپ(و تابش نور)سمت راست( در مورد

به عنوان مثال FITC ، پرتو های نوری با طول موج بین 400 تا 450 نانومتر را جذب می‌کند، اما 
در مورد پرتوهای با طول موج 490 نانومتر بیشترین جذب را دارد.

زمانی که تعداد فوتون‌های بیشتری جذب شوند فلورسانس قوی‌تری به دست خواهد آمد.
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این شرایط بهینه را با عناوین بیشترین جذب و بیشترین طول موج‌های تابش می‌شناسند. بیشترین 
جذب معمولا خط طیف مناسب برای انگیختگی را نیز نشان می دهد.

در مورد FITC، بیشینه در طیف آبی قرار می گیرد. لیزر آبی رنگ آهن - آرگون معمولًا با این 
فلوروکروم استفاده می شود که در طول موج 488 نانومتر دچار انگیختگی شده و نزدیک به حداکثر 

جذب فلوروکروم لیزر FITC یعنی 490 نانومتر است.
تابش فلورسانس FITC، در محدودة 475 تا 700 نانومتر رخ می‌دهد و بیشینه آن در 525 نانومتر 
است که همان طیف سبز می‌باشد. همان طور که در شکل7 مشاهده می‌شود، اگر از فیلترهایی استفاده 
شود که همه پرتوهای نوری را جذب کرده و تنها به نوری که از طریق کانال A که در بیشینه آن 
اندازه‌گیری می‌شود اجازه عبور می‌دهند، FITC بصورت سبز دیده می‌شود. حال اگر فلورسانس 
FITC به وسیله کانال B سنجیده شود، نور آن به رنگ نارنجی و در قدرت بسیار ضعیف‌تر مشاهده 
خواهد شد. از این رو رنگ فلورسانس، به رنگی اطلاق می‌شود که یک فلوروکروم در بالاترین طول 
اندازه‌گیری  برای  فلوسایتومتر  تنظیم  واقع چگونگی  از خود ساطع می‌کند. در  پایدار  با حالت  موج 

فلورسانس، رنگ فلوروکروم را مشخص خواهد نمود.

چرا از یک پروب فلورسنت استفاده می شود؟ 
هدف از تولید یک پروب فلورسنت مانند یک آنتی بادی متصل به یک فلوروکروم این است که 
یک اپی توپ )آنتی ژن( خاص را مورد هدف قرار دهد. با اتصال پروب به این آنتی ژن و با استفاده 
از یک فلوستیومتر، ویژگی های بیوشیمایی و بیولوژیکی آن آنتی ژن و حامل آن )سلول( را می‌توان 

ارزیابی کرد.
پروب های فلورسنت دارای کاربردهای بسیار گسترده‌ای هستند که برخی از مهمترین آن‌ها عبارتند 

از:
- شناسایی و شمارش دقیق سلول‌ها، گیرنده‌های سطح سلولی یا ارگانل‌های داخل سلولی

- دسته‌بندی و جداسازی سلولی
- تعیین فنوتیپ ایمونولوژیکی سلولی

- آزمایش‌های نفوذ کلسیم
- مشخص کردن محتوای اسید نوکلئیکی سلول

- اندازه‌گیری فعالیت آنزیمی
- مطالعه فعالیت آپوپتوزی
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با تغییر نور انگیختگی و استفاده از دو یا چند فلوروکروم، می‌توان چند پارامتر از نمونه را در آن واحد 
ارزیابی کرد. این موضوع اساس مطالعات فلورسانس چند رنگی می‌باشد.

کدام فلوروکروم ها برای فلوسایتومتری مناسب هستند؟
تعداد مولکول‌های فلورسنتی که قابلیت کاربرد در فلوسایتومتری را دارا باشند، بسیار زیاد است و 
بحث در مورد همه آن‌ها، خارج از حوصله این کتاب. اما مشخصات برخی از آن‌ها، که بیشترین استفاده 
را در تشخیص اپی توپ‌های درون سلولی یا سطح سلولی دارند، در جدول صفحه 21 آمده است. این 
جدول شامل رنگیزه‌های غالب و آخرین دستاوردها در زمینه پروب‌های فلورسنت بوده و از تنوع کافی 

برای پاسخگویی به نیازهای محققین برخوردار می باشد.

رنگیزه های تک:
برخی از رنگیزه‌های تک، مانند FITC در طول 30 سال اخیر کاربرد فراوان داشته اند، اما اکنون 
رقیبانی مانند Alexa four که دارای پرتوهای نوری پایدارتر و قدرت فلورسنس بیشتر هستند، 

جایگزین آنها شده‌اند.

شکل 8-رنگیزه های تک

رنگیزه های )توام( جفت:
در رنگیزه های توام، یک فلوروکروم کوچک بر پشت یک فلوروکروم بزرگتر سوار می شود. بدین 
ترتیب زمانی که رنگیزة اول انگیخته شده و به بالاترین حد انرژی خود می‌رسد، همة انرژی حاصل را 
به رنگیزه دوم که در مجاورت آن قرار دارد منتقل می‌کند. این عمل رنگیزة دوم را فعال کرده، موجب 
تابش فلورسانس می‌گردد. در واقع این روش، یک راهکار هوشمندانه برای ایجاد تغییرات بنیادی بالاتر 
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است. از این طریق تعداد رنگ‌هایی که از یک طول موج لیرز می‌توان آنالیز کرد، افزایش خواهد یافت.
مهمترین رنگیزة جفت، برای پرتوهای لیزری با طول موج 488 نانومتر تولید شده و استفاده از آن 
در اغلب فلوسایتومتری ها رایج است. رنگیزه های جفت به منظور مطالعات فلورسانس چند رنگی، 
 percp ,PE-Cy7 به ویژه در ترکیب با تک رنگیزه ها بسیار مفید و کارا هستند. به عنوان مثال
phycoerythrin ,Alexa four,--cYy5.5 488 همگی می توانند در طول موج 488 نانومتر 
انگیخته شوند، اما تابش های ناشی از آن ها، به رنگ سبز، زرد، بنفش و فروسرخ می باشند که هر 

کدام به وسیلة دتکتور مجزا سنجیده می شوند.

همبستگی فلورسانس:
باید توجه داشت که در مطالعات فلورسانس چند رنگی ، این امکان وجود دارد که هم پوشانی هایی رخ 
دهد. در صورت استفاده همزمان از دو یا چند فلوروکروم در یک آزمایش، این احتمال هست که پروفایل 
تابشی آنها بر هم منطبق شود . در چنین شرایطی سنجش صحیح فلورسانس تابش شده برای هر یک 
از فلوروکروم ها کار دشواری خواهد بود. البته می توان با به کاربردن فلوروکروم‌ها در انتهای طیف از بروز 
این پدیده جلوگیری کرد )به عنوان مثال phycoerythrin وAlexa four 405 (، اما این روش 

همیشه عملی نیست.
در عوض پروسه‌ای تحت عنوان همبستگی فلورسانس در آنالیز داده‌ها به کار گرفته می‌شود، که 
درصد تداخل یک فلوروکروم در کانالی که به سنجش آن اختصاص نیافته است را محاسبه می‌کند. 
شکل 8 به درک بهتر این مطلب کمک می‌کند. نمودارها، پروفایل تابشی دو فلوروکروم A  و B که 

به وسیلة کانالهای FL-1 و FL-2  سنجیده می‌شوند را نشان می‌دهند.
 A به دلیل اینکه پروفایل‌های تابشی این دو بسیار به یکدیگر نزدیک هستند، قسمتی از پروفایل



21فصل دوم : اصول فلورسانس

بر B همپوشانی دارد )سایه قرمز( و قسمتی از تابش‌های فلوروکروم B به کانال FL-1 )سایه‌ی آبی 
تیره( می‌رسد. 

در مواردی که هر دو فلوروکروم به طور همزمان به کار گرفته شوند، به منظور محاسبة میزان نیاز 
به جبران فلورسانس در مجموعة داده‌ها، باید در ابتدا مقدار کنترل های اولیه از مقدار کل کسر شود.

بدین ترتیب که ابتدا فلوروکروم A را به تنهایی استفاده کرده و درصدی از کل تابش که در کانال 
FL-2 به دست می آید را مشخص می کنیم. سپس این روش برای فلوروکروم B نیز تکرار می شود، 

با این تفاوت که در این زمان کانال FL-1 در حالت Spillover است.
مثال: فرض کنید نتایج حاصل از بررسی های بالا به شرح زیر باشد.

 

در این مثال، که دو فلوروکروم به منظور آزمایش دو رنگی مورد استفاده قرار گرفته اند، سنجش 
صحیح فلورسانس برای فلوروکروم A در کانال 1 ، ازطریق فرمول زیر محاسبه می شود.

A = )FL1 میزان کل فلورسانس سنجیده شده در( -) B 5% از کل فلورسانس(

و بر اساس همین فرمول، سنجش صحیح فلوروکروم B  در کانال FL-2 به روش زیر محاسبه 
خواهد شد. 

B = )FL2 میزان کل فلورسانس در( -)A 17% فلورسانس کل فلوروکروم(
خوشبختانه امروزه به کارگیری نرم افزارهای آنالیزور فلوسایتومتری مدرن، که محاسبات جبران 

فلورسانس را به طور خودکار انجام می دهند، از مشکلات کار به میزان  قابل توجهی کاسته است.
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شکل 8- همبستگی فلورسانس، A در کانال FL-1 و B در کانال FL-2 سنجیده می شود.



دروازه‌ها و نواحی
بررسی انتخابی سلول‌های مورد نظر و حذف نتایج مرتبط با سلول‌های ناخواسته مثل سلول‌های 

مرده و دبرمان، یکی از مهمترین اصول فلوسایتومتری است. این اصل را Gating می‌نامند.
درگذشته جدا سازی سلول‌ها با روشهای سنتی و بر اساس خواص فیزیکی صورت می‌گرفت. به 
عنوان مثال جداسازی دبریس‌های سلولی و توده‌ها از سلول‌های منفرد، براساس تفاوت اندازه‌شان و 
از طریق پراکنش مستقیم انجام می‌گرفت. )سلول‌های مرده‌دارای پراکنش مستقیم کمتر و پراکنش 

جانبی بیشتری نسبت به سلول‌های زنده هستند(
آنالیز سلول‌های خونی کاملًا لیز شده، مهمترین کاربرد Gating است. شکل 9 نمودارهای نسبت 

SSC به FSC، در مواردی که از تعداد زیادی سلول استفاده می‌شود را نشان می‌دهد. 

FSC/SSC شکل9- آنالیز خون کامل لیز شده با استفاده از

فصل سوم

آنالیز داده‌ها
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تفاوت ویژگی‌های فیزیکی گرانولوسیت‌ها، مونوسیت‌ها و لنفوسیت‌ها،  افتراق این سلول‌ها را از 
یکدیگر و همچنین از آلاینده‌های سلولی امکان پذیر می‌سازد.

در نمودار تراکم، هر نقطه نمایندة یک سلول است که از دستگاه عبور کرده. نقاط داغ )سبز / زرد( 
نشاندهندة تعداد زیاد فرایندهایی است که از جمعیت صحیح سلولی منتج می شود. رنگ‌ها به نمودار 
وجهة سه بعدی می‌بخشند. پس از یک تجربة کوچک، تمایز انواع زیر گروه‌های سلول‌های خونی نیز  

نستباً ساده و قابل انجام است.
در روش های جدیدتر Gating، از پارامترهای فلورسانس به همراه پارامترهای پراکنده استفاده 
می‌شود. نمودار سمت چپ شکل 10، یک نقشه FSC/SSC برای سلول‌های خون کامل همولیز 

شده، )که دارای تعداد سلول‌های کمتری نسبت به شکل 9 است( را نشان می دهد.
 R2 ، R1( .لنفوسیتها، مونوسیتها و گرانولوسیتها به ترتیب در نواحی 1، 2 و 3 جدا سازی شده اند

)R3و
ناحیه، به یک محدوده روی نقشه گفته می شود که اطلاعات فلوسایتومتری را بیان می کند. 

شکل10- آنالیز خون کامل لیز شده با استفاده از فلورسانس و تابش پراکنده

در سمت راست، همان سلول‌ها بر روی نموداری نمایش داده شده‌اند که در آن محورy  ها، بیانگر 
SSC و محور x ها بیانگر میزان فلورسانس CD54 است. 

CD54 مارکری است که بر روی همه گلبول های سفید وجود دارد، اما تراکم آن در این سلول‌ها 
یکسان نیست. همچنین گلبولهای قرمز فاقد این مولکول در سطح خود هستند.

 .)R4(بالایی هستند CD54 پایین و مقدار فلورسانس SSC در یک تعریف سنتی لنفوسیت‌ها دارای
گرانولوسیت‌ها دارای SSC بالا و مقدار فلورسانس CD54 پایین هستند)R6(، و مونوسیت‌ها چیزی 

.)R5( بین این دو هستند
تفاوت مهم لنفوسیت‌هایی که در R1 قرار گرفته‌اند و آنهایی که در R4 قرار گرفته‌اند، فقدان 
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گلبول‌های قرمز در گروه دوم است. در واقع گروه دوم دارای خلوص بالاتری می‌باشند. 
این موضوع، اهمیت آن دسته از استراتژی‌های Gating را نشان می دهد، که در آنها یک پارامتر 

تابشی پراکنده را با یک پارامتر فلورسانس ترکیب می‌کنند.

هیستوگرام های تک پارامتری
هیستوگرام های تک پارامتری نمودارهایی هستند که سنجش یک پارامتر )فلورسانس نسبی شدت 
پراکندگی نور( را بر روی محور x ها و تعداد فرآیندها )سلول‌های شمرده شده( را بر روی محور y ها 

نشان می‌دهند.
نمونه هیستوگرام شکل 11 به منظور ارزیابی تعداد کل سلول‌های یک نمونه که دارای ویژگی‌های 
منتخب و مد نظر هستند و هر کدام یک نشانگر )آنتی ژن( خاص را بیان می‌کنند، استفاده می‌شود. 
در واقع تعداد سلول‌هایی که دارای ویژگی‌های مورد نظر هستند، به عنوان موارد مثبت مجموعة داده 

تلقی می‌شوند.
در حالت ایده آل، فلوسایتومتری به ما یک Peak واضح می‌دهد که می‌توان آن را به عنوان داده 

مثبت در نظر گرفت. 
در بسیاری از موارد، آنالیز جریان بر روی مخلوطی از سلول‌ها انجام می‌شود که چندین Peak را 

بر روی هیستوگرام به ما می‌دهند.
 

شکل11- یک هیستوگرام تک پارامتری

به منظور شناسایی داده مثبت، باید فلوسایتومتری را در حضور کنترل‌های منفی ایزوتیپ‌ها نیز تکرار 
کرد. )شکل 12(
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شکل 12- کدام یک داده مثبت تلقی می شود؟ در سمت چپ از آنتی بادی موش صحرایی علیه موش 
F4/80 که با FITC کانژوگه شده است استفاده شده تا به وسیلهء آن ماکروفاژهای صفاقی را رنگ آمیزی 
 IgG2b( کند. این نمودار دو پیک را نشان می دهد. در سمت راست با استفاده از ایزوتوپ کنترل مناسب
موش صحرائی کنترل منفی مستقل FITC( که تصویر آن بر روی هیستوگرام هم پوشانی داشته)خطوط 

آبی(، داده های مثبت را می توان Peak قرمز بلند تر در نظر گرفت.

بسته های نرم افزاری آنالیز، که دستگاه‌های فلوسایتومتری را پشتیبانی می‌کنند، اندازه‌گیری درصد 
رنگ آمیزی مثبت سلول‌ها را در هیستوگرام آسان می‌سازند. به عنوان مثال هیستوگرام F4/80 در شکل 
13، نشان دهنده آمارهای R3 و R2 می‌باشد که در این نوع نمودار به عنوان نواحی وسیله‌ای شناخته 

می شوند. )تجزیة آماری(
در شکل 13، میزان 99/83 % از نمونه‌های سلولی به عنوان کنترل منفی در ناحیه R2 هیستوگرام 
 )R2( رنگ‌آمیزی منفی F4/80 نیز برای پروب )قرار دارند )ناحیة آبی(. % 28/4 سلول‌ها ) سایه قرمز

.)R3( داشته و در مقایسه با آن % 71/86 سلول‌ها در جمع داده‌های مثبت قرار دارند
آمار بیشتر در مورد پیک‌ها ) انحراف معیار و میانی( بصورت اتوماتیکی در اینجا فراهم است اما اینها 

در هر نرم افزار متفاومت خواهد بود.
این چنین آنالیز را می توان برای هستیوگرام های دو پارامتری نیز بکار گرفت.

هسیتوگرام‌های دو بعدی )2 پارامتری(
هسیتوگرام‌های دو بعدی، نمودارهایی هستند که دو پارامتر سنجشی را نشان می دهند. در این نوع 
نمودار محور x ها نشانگر یکی از پارامترها و محور y ها نشانگر پارامتر دیگر بوده و میزان و تعداد سلول‌ها، 

بر اساس تراکم نقاط در نواحی مخصوص به خود بر روی نمودار مشخص خواهند بود.
این پارامترها می‌توانند FSC ، SSC یا فلورسانس باشند. در شکل های 9 و 10، چند نمونه از 
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هیستوگرام دو پارامتری نشان داده شده اند.

شکل13- آنالیز آماری

هیستوگرام فلورسانس دو رنگی که در شکل 14 دیده می شود مثال دیگری در این زمینه است. 
لنفوسیت‌ها با آنتی بادی علیه آنتی ژن CD3 که با FITC کانژوگه شده است رنگ آمیزی شده، 
 PE که اطلاعات آن بوسیله کانال y نشان داده می‌شود. بر روی محور x نتایج آن بر روی محور
این  آنتی‌ژن HLA-DR مسئول شناسایی سلول‌های حامل  بادی علیه  آنتی  مشخص می‌شود، 

آنتی‌ژن می‌باشد. ) HLA-DR و CD3 مارکرهایی برای شناسایی سلول‌های T و B هستند.( 
 

شکل 14- هسیتوگرام دو پارامتری- فلورسانس دو رنگی
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در شکل 14، ناحیة R2 دارای سلول‌های B است که با استفاده از PE نشاندار شده‌اند و مثبت بودن 
 FITC است که با T مربوط به سلول‌های R مشخص است. ناحیة PE وجود آنها در طول محور
نشاندار شده و در طول محور FITC به صورت مثبت نشان داده شده اند. در بالا و راست نمودار، تعداد 
کمی Tcell فعال ) حدود 4%( وجود دارند که آنها نیز HLA-DR را بر سطح خود بیان کرده‌اند. و از 
آنجایی که با هر دو مارکر آنتی بادی رنگ آمیزی می‌شوند، در ناحیة خاص خود )R3( قرار می‌گیرند. 
ناحیه R4 مربوط به سلول‌هایی است که نسبت به هر دو رنگ PE و FITC منفی بوده‌اند. امروزه 
روش‌های نوین فلوسایتومتری، ارزیابی همزمان 17 مارکر فلورسانس بر روی نمونه‌ها را به صورت 
همزمان امکان پذیر ساخته‌اند. لذا با انجام دادن تنها یک آزمایش و با استفاده از هیستوگرام‌های دو 

پارامتری می‌توان داده‌های فراوانی را در آنالیز نمونه به دست آورد.

آنتی ژن های درون سلولی
رنگ آمیزی آنتی ژن‌های درون سلولی امری دشوار است. زیرا پروب‌های تولید شده بر پایه آنتی‌بادی 
نمی‌توانند به راحتی و با میزان مناسب از مرز غشای سلولی به داخل سلول نفوذ یابند. به منظور تسهیل 
شرایط، سلول‌ها را قبل از اضافه کردن فلوروکروم، در یک سوسپانسیون قرار میدهند تا فیکس شده و 
دیواره آن‌ها نفوذ پذیر شود. با این روش بدون اینکه تغییری در ویژگی‌های ساختاری سلول رخ دهد، 

امکان دستیابی پروب‌ها به ساختارهای درون سلولی فراهم خواهد شد.
امروزه بسیاری از کیت‌های تجاری موجود در بازار مانند Leucoperm™، معرف‌هایی را جهت 

انجام این مراحل بسیار سخت فراهم ساخته اند. )شکل 15(. 
 

شکل 15- کیت Lencoperm™ در ترکیب با یک آنتی بادی ، جهت شناسایی MOMA2 که یک آنتی ژن 
درون سلولی ماکروفاژها و مونوسیت های موش است استفاده شده. توجه کنید که پس از فیکس کردن نمونه 

و ایجاد نفوذ پذیری )b( ، چگونه داده‌های مثبت به‌دست آمده اند.



29فصل سوم : آنالیز داده ها

تعیین ایمونولوژیکی فنوتیپ
تمام سلول‌های نرمال، بسته به نوع رده سلولی و میزان بلوغ، دارای مارکرهای متنوعی بر روی 
سطح خود هستند. رشد سلول‌های ناهنجار موجب بروز تداخلاتی در بیان طبیعی مارکرها می‌شود. این 

پدیده منجر به بیان بیش از حد برخی از مارکرها و بیان کمتر برخی دیگر می‌شود.
تعیین ایمونولوژیک فنوتیپ سلول‌ها به کمک فلوسایتومتر یکی از راه‌های افتراق سلول‌های بیمار 
از سلول‌های سالم است و امروزه استفاده از این روش به عنوان یکی از مهمترین کاربردهای کلینیکی 

فلوسایتومتری در تشخیص میلوما، لنفوما و لوسمی بسیار رایج می‌باشد.
همچنین می‌توان از فلوسایتومتری به منظور ارزیابی میزان اثربخشی اقدامات درمانی، در مبتلایان 

به بیماری‌های فوق و یا سایر سرطان‌ها استفاده کرد.
به عنوان مثال در شکل 16 تفاوت بین پروفایل خونی یک فرد سالم و فردی که از لوسمی رنج 

می‌برد، با استفاده از نقاط FSC و SSC قابل مشاهده است.
 

شکل16- تعیین ایمنولوژیک فنوتیپ

در یک فرد سالم انواع سلول‌های خونی به خوبی تعریف شده‌اند، در حالی که این مسئله در مورد 
خون یک فرد دارای لوسمی، غیر عادی بوده و از پروفایل عادی و معمولی آن تبعیت نمی‌کند. آزمایش 
لنفوسیت‌های بیمار به منظور تشخیص مارکرهای خاص سطح سلولی نیز اطلاعات بیشتری را در 

مورد این شرایط به ما می‌دهد.
CD3 : خون یک فردسالم، دارای نسبت بالایی از لنفوسیت‌های CD3 مثبت هستند. در حالی 

که در خون بیمار مبتلا به لوسمی، علائمی از آنتی ژن CD3 مشاهده نمی‌شود.
CD20 : در افراد دارای لوسمی سلول‌های زیادی وجود دارند که با رنگ آمیزی CD20، مثبت 

می‌شوند، در حالی که در افراد سالم میزان کمی از سلول‌ها مارکر CD20 را نشان می‌دهند.
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HLA-DR : در فرد مبتلا به لوسمی رنگ آمیزی HLA-DR مثبت است. اما در فرد سالم 
تنها تعداد بسیار اندکی از سلول ها با رنگ آمیزی HLA-DR مثبت می شوند.

و   CD20: pos ،CD3: neg آمیزی  رنگ  نتایج  فرد،  یک  خونی  پروفایل  در  که  زمانی 
HLA-DR: pos باشد، یک متخصص باید تشخیص دهد که این بیمار از لنفوما یا لوسمی ردۀ 

سلولی B رنج می برد.
البته دسته بندی دقیق نوع بیماری ممکن است نیاز به آنتی بادی مارکرهای بیشتری داشته باشد. 

شکل17- تشخیص لوسمی



آناليز همزمان DNA و RNA با فلوسایتومتری، اطلاعاتی از وضعيت رونويسي سلول‌ها و نيز 
محتواي DNA به ما مي دهد. اين كار را مي توان با استفاده از فلوروكروم هاي متاكروماتیک كه به 
 DNA تك رشته اي متصل شده و به روش جاگيري بين لايه‌ها با RNA طور الكتروستاتكي به
هیبرید مي‌شوند، انجام داد. از آن جا كه زنده بودن سلول شرط لازم براي آناليز است،‌ بايد از سلول‌هاي 
و  ارزيابي  طبقه‌بندي،  در  مي‌توان   DNA/RNA همزمان  آناليز  از  کرد.  استفاده  شده  تهيه  تازه 

تشخيص بيولوژكي بدخيمي‌هاي هماتو رتكيولار شامل ميلوماهاي چندگانه استفاده کرد.
فلوروكروم  از  استفاده  با  مي‌تواند   RNA و   DNA همزمان  آناليز  شد  گفته  که  طور  همان 
متاكروماتیک اكريدين نارنجيAO( 1( كه كيي از مشهورترين اعضاي خانواده فلورسنت تئاكريدين 
است صورت گيرد. AO كي فلوروکروم منحصر به فرد و همه كاره است كه مي تواند در تشخيص 
انواع گسترده اي از اجزاي سلولي استفاده شود. با تريكب ميزان سنجي DNA و RNA و با استفاده 
از AO مي‌توان بين جمعيت‌هاي سلولي با محتواي DNA  كيسان، تفاوت قائل شد و فعاليت 
ترجمه‌اي، تكثير سلولي و وضعيت تمايز آن‌ها را ارزيابي نمودAO .11 كي ترکیب 3، 6 دي متيل 
آمينو آكريدين است كه صرف نظر از تريكب اصلي يا نوع اتصال، به نوكلئكي اسيدهاي دو رشته‌اي 
مي‌چسبد. سلول‌هايي كه قرار است رنگ شوند، بايد با شوينده غير يوني در PH پايين و با پروتئين‌هاي 
 AO با اين روش مي‌توان به منظور دسترسي بهتر .)Triton X-100سرمي نفوذپذير گردند)مثلا
به DNA ، هيستون‌ها را از کروموزوم ها جدا کرد. فلوروکروم در حضور EDTA در تريكب دو 
رشته‌اي نوكلئكي اسيدها جا مي‌گيرد و به طور الكتروستاتكي به مقدار زياد بر روي RNA جمع 

فصل چهارم

آناليز همزمان DNA و RNA با استفاده از فلوسایتومتری 

1.Acridine Orange
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 RNA حداكثر طول موج 530 نانومتر )سبز( را ساطع ميك‌ند و DNA ،مي‌شود. در حین انگیختگی
با نشر حداكثر، طول موج بالاي 630 نانومتر )قرمز( را ساطع ميك‌ند. AO هم چنين مي‌تواند به 
RNA دو رشته‌اي سلول متصل شده و باعث افزايش كاذب اندازه‌گيري محتواي DNA شود. لذا از 
آن جا كه rRNA و tRNA سلولي ساختار دورشته‌اي دارند، بايد قبل از مرحله پردازش با استفاده 

از EDTA، به طور انتخابي تخريب شوند. 

آناليز:
 ابزارها و کاربردها:

 AO بين 455 و 490 نانومتر حاصل می شود. از آن جا كه طول موج انتشاري AO انگیختگی
متصل به DNA با فلورسانس قرمز ناشي از RNA همپوشاني دارد، براي به حداقل رساندن اين 

رخداد بايد از تريكب فيلترها استفاده شود.
كي  با  رنگ  كي  longpass (LP)-550 دو  از  استفاده  گزینه  بهترین  مورد  این  در  که 
 RNA 630 براي فلورسانس-LP و كي DNA 525  براي فلورسانس-bandpass (BP)
می باشد. اقدامات جبراني ديگري نيز ممكن است براي كاهش تابش همپوشان نياز باشد. )یادداشت 

5 را ببينيد(
در صورت نیاز باید از گزینش دوگانه استفاده کرد. ) شکل 18(

 

انتگرال  ازاي  به  )پكي  است  دوگانه  تفریق  هيستوگرام  كي  كه  معمول  فراگير  پروتكل  كي   :18 شکل 
فلورسانس( )A(، تظاهر دو مقداري )DNA/RNA (B، و هيستوگرام كي مقداري DNA و RNA )به ترتيب 

)C و D
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RNA استاندارد محتوي
محتواي DNA و RNA سلولي را مي‌توان از طريق مقايسه مقادیر این مولکول‌ها با ميزان آن‌ها در 
سلول‌هاي بيولوژكيي استاندارد مانند لنفوسیت‌ها، رده‌های سلولی و سلول‌هایی از این دست، به صورت كمّي 
اندازه گيري کرد. لنفوسيت‌هاي تازه جمع آوری شده، رايج ترين و پايدارترين كنترل براي چنين منظوري 

هستند.
استانداردهايي كه به وسيله RNase تيمار شده يا تيمار نشده اند، بايد استفاده شده و همـزمان 
اندازه گيري شوند. RNA و DNA موجود در سلول‌هاي مورد آزمايش را بايد تحت شرايط مشابه با 
آنچه كه در مورد نمونه‌هاي كنترل انجام مي شود، اندازه‌گيري کرد. محتوي RNA از تقسيم سطح 
آزمايشي آن به سطح كنترل به دست مي‌آيد. هم چنين از لنفوسيت‌ها مي‌توان براي كاليبره كردن 

محتوي DNA به منظور مشخص شدن شاخص‌هاي DNA استفاده کرد.

استانداردهای سلولی
لنفوسيت‌هاي نرمــال خون محيطـي به عنوان كي كنتــرل بیولوژیک براي تشخيص يكفيت 

رنگ‌آميزي AO و پايداري دوگانه G1/G0 متوسط كانال‌ها استفاده مي‌شوند. )شکل 19(
 

RNA وDNA هیستوگرام های تک پارامتری )C و B( 	  DNA/RNA هیستوگرام دو پارامتری  )A( –19 شكل

از لنفوسيت‌هايی که بعد از جداسازي درجه بندي شده فكيول- هايپك و شمارش سلولي به دست 
آمده اند، و در میزان 106 سلول در ميلي ليتر آماده سازی شده اند، مي‌توان براي ساخت درجاتي از 

ارقام متوسط كانالي قابل قبول RNA استفاده کرد. )یادداشت 6  را ببينيد(
سوسپانسيون لنفوسيت‌ها بايد به صورت همزمان رنگ آميزي شده و به صورت همزمان با هر دسته 

از نمونه‌ها آناليز شود.
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همچنين مي‌توان از NPBLs جهت تعيين تعداد کروموزوم‌های هسته، خصوصا در تومورهايي با 
Peak های نزدیک به سلول‌های دیپلوئید استفاده کرد. )یادداشت 7 و 8 را ببينيد( قسمت‌هاي مساوي 
از NPBL )يعني 100 از هر كدام( و سوسپانسيون سلول‌هاي توموري بايد با هم مخلوط شده و با 

Acridine Orange رنگ‌آميزي شوند. )شکل 20(
)A) DNA/RNA شکل20- دو پارامتر  

                            )B( تک پارامتر 
 ،NPBLs نمونه تومور قبل از مخلوط شدن با DNA هیستوگرام )D و C(                                 
آنالیز AO بعد از مخلوط شدن مقادیر مساوی از سوسپانسیون سلول‌های توموری با NPBLs. به 

افزایش در تعداد سلول های دیپلوئید G1/G0  در )D( توجه کنید.

تفسير هيستوگرام:
شاخص هاي DNA و اطلاعات چرخه سلولي را مي‌توان از طريق برنامه‌های نرم افزاري تجاري 
يا به صورت دستي اندازه‌گيري کرد. براي آناليز دستي، مكان‌نما بايد بر روي پ‌كيهاي G1/G0 و 
 )x-axis( با تقسيم ارزش كانالي متوسط DNA قرار گيرد. شاخص‌هاي M/S+G2 محل هاي

براي پكي آنپلوئیدی، ارزش متوسط كانالي براي پكي ديپلوئيد داخلي G1/G0 محاسبه مي‌گردد.
به صورت تئوری شاخص DNA ديپلوئيد برابر با یک است. درصد سكيل سلولی را می‌توان با 

استفاده از تعداد حقيقي سلول ها شامل سطح زير نمودار محاسبه کرد.
شاخص‌هاي RNA توسط تقسيم متوسط فلورسانس G1/G0 و RNAي نمونه آزمایشی بر 

متوسط فلورسانس RNA G1/G0ی NPBL محاسبه مي‌شوند.

:RNA اصول آناليز محتوي
اندازه گيري RNA ، در واقع كي تخمين از محتوي RNA ريبوزومي است كه بيش از 80 % 
از محتوي RNA سلولي را شامل می‌شود. اين به كي انعكاس غيرمستقيم از قدرت‌هاي ترجمه‌اي 

سلول‌هاي مورد آناليز بر مي گردد. 
آناليز RNA مي‌تواند در موارد زير استفاده شود:

1- شناسایی جمعیت‌هاي مختلف سلولي )لنفوسیت host cell و سلول توموری( در نمونه‌ها
2-  ارزيابي موقعيت سكيلی سلول‌ها. )پیشرفت سكيل سلولي ‌با افزایش مقدار RNA كه در 
طول G1/G0 اتفاق مي‌افتد همراه است. RNA سلولي مي‌تواند در هيستوگرام DNA به منظور 

تشخیص تعداد سلول‌هاي در حال گذراندن مراحل سكيل مورد استفاده قرارگیرد.(
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RNA به DNA کاربرد های رایج آناليز 
• ارزيابي تمايز سلولي فنوتيپ‌هاي سلولي 

• تعيين فاز سكيل سلولي 
• ارزيابي بيولوژكي بدخيمي‌هاي هماتولوژیک و تومورهاي سخت

DNA وابسته به يكفيت شرايط آماده‌سازي و رنگ‌آميزي 
RNA

• اندازه‌گيري قابل بازيافت محتويات  
نمونه

بدخيمي‌هاي لنفو - رتیکولار
سلول‌هاي لوسمی از فاز لوسمی لنفوما به طرز مشخصي متحدالشكل بوده و نيازي به پردازش 
ندارند، در نتیجه براي چنين آناليزي ايده‌آل هستند. با اين حال، آناليز نمونه‌هاي مغز استخوان، بسته به 
  RNA ميزان انتشار بافت سرطاني و اجزاي باقيمانده مغز استخوان بسيار متنوع است. بايد از مقادیر
و پروفایل هيستوگرام نمونه‌هاي آسپيره شدة مغز استخوان طبيعي، براي راهنمايي در تفسير اطلاعات 

جمع شده از اين نوع نمونه‌ها، استفاده شود.
مقادیر DNA/RNA مي‌توانند براي تشخيص و ارزيابي بيولوژكي میلومای چندگانه، لوسمي 
حاد و مزمن و لوسمی ميلوئيد مزمن به کار گرفته شوند. )31-15(. نمونه‌هايي از رنگ‌آميزي AO در 

بدخيمي‌هاي هماتولوژكي مختلف در تصاویر 21 و 22 نشان داده شده اند.
 

تومورهاي جامد
تقارن سلول  تومورها عدم  این گونه  زيرا در  پيچيده‌تر است  نئوپلاسم‌هاي جامد،  آناليزAO در 
توموري، شكست غشاي سلولي و آلودگي با سلول‌هاي طبيعي میزبان وجود دارد. ارزيابي رنگ آميزي 
نمونه‌های سيتوسپين با رايت- گيمسا در يكفيت نمونه‌ها و تفسير اين نتيجه‌ها، اهميت حياتي دارد. 
اندازة كافي موجود باشند، تفسير  ببينيد.( اگر سلول‌هاي دست نخورده توموري به  )یاداشت 10 را 
هيستوگرام مي‌تواند با اطمينان آناليز گردد. برای این منظور حداقل 70 % سلول‌هاي كي نمونه بايد 
حاوي اجزاي سرطاني بوده و از بين آنها، 60 % بايد دست نخورده باشند. همچنین باید شاخص‌هاي 
RNA براي خط سلولي ديپلوئيد در هيستوگرام‌هاي ديپلوئيد DNA و خط سلولي آنپلوئید براي 

هيستوگرام‌هاي آنپلوئید گزارش شوند.

یاداشت ها:
 AO 1- براي اين كه شما بتوانيد در استفاده از اين روش به موفقيت برسيد، خالص بودن محلول
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بسيار مهم است. همچنین بهتر است كه AO از شرکت های معتبر تهیه شده باشد.
2- براي رسيدن به بهترين رنگ آمیزی باید رقت هاي مختلفي از اين محلول را تهيه كرد تا بتوان 

به مناسب ترین غلظت محلول كاري دست پيدا كرد.
استفاده  اسيد  در  محلول  پروتئين‌های  كردن  خارج  و  سلول‌ها  نفوذپذيري  براي   A محلول   -3
مي‌شود. مايع استخراج شده را در دماي 4-0 درجه سانتیگراد انکوبه ميك‌نيم. محلول را بعد از خارج 
با تلاطم شديد باعث مي‌شود كه سلول‌هاي   Vortex .ميك‌نيم vortex ،انکوباسیون از  كردن 

حساس به محلول A، غشاي سلولي خودشان را از دست بدهند.
4- بعد از استفاده از محلول AO ، به محلولی برای تميز کردن فلوسایتومتر نياز است. اگر از دستگاه 
برای مصارف ديگري هم استفاده می‌شود، تايكد بيشتري بر شستشو وجود دارد. شستشوي منظم با 
مايع سفيد كننده مي‌تواند ميزان انتقال  AO را كاهش دهد. اگر مشكل بعدي تميز كردن هم چنان 

ادامه داشت، مي توان بعد از هر پروتكل لوله‌ها را تعويض كرد. 
5- نمونه هاي دو تایی تيمار شده با و بدون RNase و DNase باید با AO رنگ آميزي شوند. 
اين كار با دو هدف انجام می‌شود: دست يابي به رنگ آميزي اختصاصی و تعيين مقدار روي هم 
افتادگي طيف رنگي. بهتر است آماده سازي‌ها با DNase تيمار شده انجام شوند تا از اختصاصی بودن 
AO براي RNA اطمینان حاصل شود )فلورسانس با رنگ قرمز(. در مقابل، آماده سازي با تیمار 
RNase  باید به منظور  جمع آوري فلورسنس DNA )سبز( انجام شود. همچنین نمونه ها باید به 
صورت متوالي و مستقل از هم جمع آوري شده و لنفوسيت ها، با و بدون RNase آماده سازي گردند. 

اين داده ها در تعيين گسترة روی هم افتادگي طيف رنگي و به جهت جبران اختلاف اهميت دارند.
6- بعد از تعيين روی هم افتادگي طيف رنگي براي فلوسایتومتری DNA و RNA، كي سري 

عملیات آماده‌سازي لنفوسيت‌ها انجام می‌شود تا گستره قابل قبولي از مقادير RNA تعيين شود. 
7- غلظت سلول، به ویژه براي تريكب‌هاي توموري و لنفوسيتي از اهمیت بالایی برخوردار است. 
 ‌DNA برای طبقه‌بندي دقيق جمعيت‌هاي نزدكي به ديپلوئيد، به دو دسته‌ي هایپوپلوئید )با شاخص
كمتر از 1( يا هایپرپلوئید )با شاخص DNA بيشتر از 1( نسبت‌هاي كيساني از هر كي ضروري 

است.
8- تنوع تراكم كروماتين در سلول‌هاي توموري جامد و NPBLsها می‌تواند ناشي از طبقه‌بندي 
رنگ  اجازه  است  ممكن  ايپتيلوم  از  گرفته  منشا  توموري  سلول‌هاي  باشد.  هيستوگرام  نادرست 

بيشتری را به خود بگیرند، بنابراين فلورسانس آنها درخشان‌تر از NPBLs ها خواهد بود.
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شكل A-C( -21( الگوهاي لوسمي لنفوسيتي حاد تيپك، چپ DNA/RNA    وسط: هيستوگرام DNA تك 
پارامتري     راست: انتشار RNA كي پارامتري 

)A( كي جزء تكثيري بالا و محتوي RNA پايين را نشان مي دهد. 
)B( محتواي RNA در حال افزايش با فعاليت تكثيري پايين تر را نشان مي دهد. 

)C( كي الگوي آنوپلوئيدي ALL كلاسكي DNA را نشان مي دهد. 

DNA ي بالا و انديس هاي مختلف RNA دو مورد انتشار ميلوماي چندگانه با سطوح )B  و A(  -22 شكل
با RNA بالا و تكثير بالا )چپ: DNA/RNA، وسط: هيستوگرام DNA تك   AML الگوي پيتكي  )C(

پارامتري،    راست: انتشار RNA تك پارامتري(
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9- آلودگــي با بافت‌ها، يا گلبول‌هاي قرمز خــون در سمت چپ جمعيت ديپلوئيدي بر روي 
هيستوگرام‌ها ديده مي‌شوند و ممكن است با برآورد پكي هايپوديپلوئيدي تداخل داشته و يا باعث 
كـــردن  برطرف  برای  موجود  تجاري  برنامه‌هاي  از  استفاده  ولي  شوند؛‌   F فاز  نادرست  مقادير 

دبرمان1 ها و مدل‌هاي مجتمع، در حل این مشکلات موثر خواهد بود.
10- نمونه‌هاي حاوی بيش از 30%  اجزاي غير نئوپلاستكي را باید حذف کرد. اگر لنفوسيت‌ها غالب 
هستند، بهتر است دريچة سنجش نور را باز كرده و فلورسانس DNA/RNA را دوباره محاسبه کرد. 
اگر میزان هسته عریان بیش از 40% باشد، نمونه ممكن است براي ارزيابي RNA نامناسب باشد. چنین 

نمونه‌هایی تنها براي آناليز پلوئيدي DNA و چرخة سلول به کار می‌روند.

1.Debries



برای عبور سلول‌ها از مجاری باریک فلوسایتومتر و همچنین به منظور جلوگیری از انسداد لوله‌های 
آن، نمونه باید به شکل مخلوطی از سلول های منفرد معلق با غلظت 107-105 سلول در میلی‌لیتر 
آماده شود. علاوه بر این، غلظت سلولی بر سرعت جریان دسته بندی سلول ها، که معمولا 2000 تا 
20000 سلول در ثانیه است نیز تاثیر می‌گذارد. البته باید توجه داشت که انجام عملیات جداسازی و 

دسته‌بندی با سرعت‌های بالاتر، می‌تواند منجر به کاهش خلوص آماده‌سازی شود.
بافر سالین فسفات، یک بافر سوسپانسیون رایج بوده و معمولًا آسان ترین نمونه‌ها برای فلوسایتومتری 

عبارتند از سلول های به هم نچسبیدة کشت سلولی میکروارگانسیم‌های آب، باکتری‌ها و مخمرها. 
حتی آنالیز خون نیز در فلوسایتومتری کار ساده‌ای است. گلبولهای قرمز در یک مرحله همولیز از 
محلول جدا سازی و خارج می شوند؛ پس از آن شناسایی لنفوسیت‌ها، گرانولوسیت‌ها و مونوسیت‌ها با 

ویژگی‌های SSC ,FSC شان بسیار آسان خواهد بود.
البته در برخی مواقع محققین نیاز دارند تا سلول‌های کشت شده در محیط جامد مانند سلول‌های 
کبدی و سلول‌های توموری را آنالیز کنند. در چنین مواردی به منظور تولید سلول‌های تک، مواد جامد 

بایستی زدوده شوند. این عمل را می‌توان به روش مکانیکی یا آنزیمی انجام داد.
دارند.  ضعیفی  سلولی  اتصالات  که  است  مناسب  ساختارهایی  برای  مکانیکی  روش  از  استفاده 
لنفاوی. در این روش،  مانند سلول‌های متصل در کشت سلولی، سلول‌های مغز استخوان و بافت 
سوسپانسوین بافت جدا شده را باید چندین مرتبه از یک نیدل با اندازه کوچک عبور داد. و پس از آن 

در صورت لزوم، سونیکاسون و آسیاب کردن انجام می‌شود. 

فصل پنجم

پروتوکل های رایج درفلوسایتومتری
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همچنین به منظور جدا کردن اتصالات پروتئین - پروتئین و ماتریکس خارج سلولی )که سلول‌ها را 
به یکدیگر متصل می‌کند(، از آنزیمهای خاصی استفاده  می شود. 

عملکرد این آنزیم ها بستگی به فاکتورهایی مانند PH، دما و کوفاکتورها دارد. لذا در انتخاب یک 
آنزیم باید دقت لازم صورت گیرد. به عنوان مثال پپسین بهترین فعالیت را در PH  مابین 2/5 - 1/5  
دارد، اما قرار گرفتن در محیط اسیدی برای مدت طولانی به سلول آسیب زده و می‌تواند موجب از بین 

رفتن آنتی ژن‌های سطحی سلول )که مد نظر ما هستند( شود.
جاذب‌های یونی مانند 1EGTA و2EDTA می‌توانند کاتیون‌های دو ظرفیتی که مسئول نگهداری 
فعالیت سلولی و قوام آنها هستند را از محیط جمع کنند. اما حضور آنها ممکن است فعالیت برخی 

آنزیم‌های مشخص را مهار کند. به عنوان مثال کلاژناز برای فعالیت خود به + Ca 2  نیاز دارد. 
باید توجه داشت که تراکم زدایی مکانیکی و آنزیمی سلول‌ها اغلب تلاشی است که حاوی اشتباهاتی 
بوده و در عین حال این روش‌ها باعث می‌شوند که جدا سازی اپی توپ‌ها و سلول‌های مد نظر تحت 

شرایط تحقیقاتی به حد مطلوب خود برسد.
به هنگام مطالعة ساختارهای درون سلولی مانند سیتوکین‌ها از طریق فلوسایتومتری، غشای سلولی 
)پلاسمایی( باید نفوذ پذیر شده تا به رنگیزه ها یا مولکول‌های آنتی بادی، در زمانی که سلول قوام 
پایین )حدود 0/1%(  این منظور غلظت‌های  به  اجازه ورود دهد.  تا سری خود را حفظ می‌کند  سر 

پاک‌کننده‌های غیر یونی مانند ساپونین معمولًا مناسب هستند. 

روش آماده سازی نمونه
به طور خلاصه روش آماده سازی نمونه بستگی به مواد آغازی و همچنین ماهیت اپی توپ دارد. 
البته شرح مفصل تمام جزئیات مراحل آماده سازی در این مقال نمی‌گنجد، اما برخی از رایج ترین 

پروتوکل‌های استاندارد در این فصل مطرح خواهند شد.

دستور آماده سازی سلول ها
الف( سلول های ذخیره شده در نیتروژن مایع 

1- بافر PBS/BSA )بافر سالین فسفات PH 7/4 و BSA 1%( را آماده‌سازی کنید.
2- سلول ها را با دقت از نیتروژن مایع خارج کنید.

3- سریعاً با استفاده از بافر PBS/BSA یخ سلول‌ها را ذوب کرده و در لوله‌های مخروطی 0/5 
میلی‌لیتری سانتریفیوژ بریزید.

1. Ethyleneglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
2. Ethylenediaminetetraacetic acid
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4- محلول تهیه شده سلول‌ها را به مدت 5 دقیقه با سرعت g 400، سانتریفیوژ کنید.
5- مایع رویی را دور بریزید و پلت سلولی بدست آمده را در حجم مناسبی از PBS/BSA حل کنید. 

ب( رده سلولی کشت بافت در سوسپانسیون
1- بافر PBS/BSA )بافر سالین فسفات PH 7/4 و BSA 1%( را آماده سازی کنید.

2( سلول ها را از فلاسک کشت سلول به داخل لوله های مخروطی 15 میلی لیتری سانتریفیوژ 
وارد سازید.

3- به مدت 5 دقیقه در دور  g 400 سانتریفیوژ کنید.
4- مایع رویی را دور ریخته و پلت را در بافر PBS/BSAحل کنید.

5- به مدت 5 دقیقه و با دور g 400 سانتریفیوژ کنید.
6- مایع رویی را دور ریخته و سلول ها را در میزان مناسبی از بافر PBS/BSA حل کنید.

ج( رده های سلولی متصل در کشت بافت:
1- بافر PBS/BSA )بافر سالین فسفات PH 7/4 و BSA 1%( را آماده سازی کنید.

2- سلول‌های کشت شده را با حرکات آرام و با استفاده از 2 میلی لیتر بافر PBS/BSA برداشت 
کنید.

3- سلول‌ها را به لولة مخروطی 15 میلی لیتر وارد ساخته و تا 10 میلی لیتر بافر به آن اضافه کنید.
4- با دور g 400 به مدت 5 دقیقه سانترفیوژ کنید.

5- مایع رویی را دور ریخته و پلت سلولی را در PBS/BSA تازه حل کنید.
6- به مدت 5 دقیقه با دور g 400 سانتریفیوژ کنید.

7- مایع رویی را دور ریخته و پلت را در میزان مناسب PBS/BSA حل کنید.

)د( آماده سازی سلول ها از بافت های جامد لنفاوی 
1- بافت را در یک پتری دیش استریل قرار داده و سلول ها را با استفاده از سرنگ و نیدل حاوی 

حدود 5 میلی لیتر PBS/BSA ، با حرکات آرام رفت و برگشتی پیستون سرنگ از بافت جدا کنید.
2- سوسپانسیون سلولی را از پتری دیش به یک لولة مخروطی سانتریفیوژ با حجم 15 میلی لیتر 

انتقال دهید.
3- به مدت 5 دقیقه به دور g 400 سانتر فیوژ کنید.

4- مایع رویی را دور ریخته و پلت را در PBS/BSA حل کنید.
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5-  10میلی لیتر از بافر لیز کنندة آمونیوم کلراید را به آن اضافه کنید.
6- آن را مخلوط کرده و به مدت 2 دقیقه نگهداری کنید. )دقت کنید که زمان نگهداری از دو 

دقیقه بیشتر نشود(
7- به مدت 5 دقیقه در دور g 400 سانتریفیوژ کند.

8- 10 میلی لیتر از PBS/BSA اضافه کرده و مخلوط کنید.
9- دوباره در دور g 400 و به مدت 5 دقیقه سانتر فیوژ کنید.

10- مایع رویی را دور ریخته، پلت را با حجم نهایی 10 میلی لیتر PBS/BSA حل کنید. 
11- با استفاده از لام هموسیتومتر سلول ها را شمارش کنید. 

12- سوسپـانسیون سلولــی را در صورت لــزوم طــوری تنظیم کنیــد تا تعــداد سلولــها 
107 × )1/2- 0/7( باشد.  Cell/ml

رنگ آمیزی مستقیم ایمونوفلورسنس سلول‌ها و خون
این تکنیک در مواردی که فلوروکروم مستقیماً به آنتی بادی اولیه متصل است کاربرد دارد . مثل 

          Alexa four و PE ، FITC مشتقات
توجه: روش مخصوص رنگ آمیزی سلول‌های خونی، در ]  [ آمده است.

1- سلول‌ها را با روش مخصوص خود آماده سازی کنید. ) قسمت قبل را ببینید( سپس غلظت 
سلول‌ها را به حد   cell / ml 106 برسانید. ) از بافر PBS/BSA که حاوی یک درصد BSA و7/4 

PBS  هستند استفاده کنید(
] نمونه خون کامل را می توان به صورت رقیق نشده استفاده کرد. اما در مواردی مثل لوسمی ها 
که شمارش سلولها بالا باشد، استفاده از ضد انعقادهایی مثل EDTA و هپارین کاربرد خواهد داشت.[

2- 100 میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی ]خون کامل[ را در لوله آزمایش، بریزید.
3- آنتی بادی را در رقت های توصیه شده اضافه کرده و به خوبی هم بزنید، و به مدت 30 دقیقه 

در دمای اتاق انکوبه کنید.
4-سلول ها را با 2 میلی لیتر از PBS/BSA شسته و به مدت 5 دقیقه در دور400g سانتریفیوژ 

کنید. سپس مایع رویی را دور بریزید. 
 AbD Serotec میلی‌لیتر   2 مثلا  قرمز،  گلبول‌های  کنندة  لیز  بافر  کامل،  خون  ]به 
Erythrolyse اضافه کنید و به خوبی هم بزنید. مخلوط حاصل را به مدت 10 دقیقه در دمای 
اتاق نگه داشته و پس از آن به مدت 5 دقیقه در دور400g  سانتریفیوژ کنید. سپس مایع رویی را 

دور بریزید[
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سلول‌ها را در ml 5/2 بافر PBS/BSA و یا در صورت نیاز در محلول PBS/BSA حاوی 0/2 
میلی‌لیتر از پارا فرمالدئید  0/5% حل کنید.

اطلاعات مورد نیاز را از طریق فلوسایتومتری به‌دست آورید. توجه داشته باشید که استانداردهای 
مناسب را همیشه باید در نظر گرفت. به عنوان مثال یک نمونه کنترل جفت شده با ایزوتیپ.

رنگ آمیزی ایمونوفلورسانس غیر مستقیم سلول ها و خون 
این تکنیک زمانی کاربرد دارد که از آنتی بادی های پلی کلونال و مونوکلونال غیر کانژوگه یا 
کانژوگه با بیوتین استفاده می شود. معمولا در این موارد باید از یک عامل ثانویه به منظور مشخص 

.Biotin در مورد Avidin  کردن آنتی بادی اولیه استفاده شود. به عنوان مثال معرف
توجه: روش های اختصاصی خون در داخل ]  [ آمده است.

PBS/ 1- سلول ها را به طور مناسب آماده سازی کنید و سوسپانسیون سلولی را با استفاده از بافر
BSA به غلظت   cell / ml 106×1 برسانید.

]خون کامل ممکن است نیازی به رقیق سازی نداشته باشد. اما در مواردی مانند لوسمی که شمارش 
سلول‌های خون بالا است، استفاده از مواد ضد انعقادی مثل EDTA و هپارین توصیه می شود. [

2- 100 میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی ]خون کامل[ را در لوله آزمایش بریزید.
3- آنتی بادی اولیه را در زمان های سفارش شده اضافه کرده، به خوبی هم زده و به مدت 30 دقیقه 

در دمای اتاق نگه  دارید.
ml -4 2 از بافر PBS/BSA را اضافه کرده و به مدت 5 دقیقه با دور 400g سانتریفیوژ کنید. 

سپس مایع رویی را دور  بریزید.
 5- معرف ثانویه را در غلظت سفارش شده اضافه کرده، به خوبی هم زده و به مدت 30 دقیقه در 

دمای اتاق قرار دهید.
6- سلول ها را با ml 2 از PBS/BSA شسته و به مدت 5 دقیقه، با دور 400g سانتریفیوژ کنید. 

سپس مایع رویی را دور  بریزید.
 Serotec’s به سوسپانسیون خون، بافر لیز کنندة تازه گلبول قرمز )مثلا 2میلی لیتر از محلول [
Erythrolyse ( اضافه کنید و به خوبی هم بزنید. مخلوط حاصل را به مدت 10 دقیقه در دمای 

اتاق انکوبه کنید. سپس به مدت 5 دقیقه با دور 400g سانتریفیوژ کرده و مایع رویی را دور بریزید[.
7- سلول ها را در ml 0/2 از PBS/BSA ، یا محلول PBS/BSA به همراه  0/5 % پارافرمالدئید 

)در صورت نیاز( دوباره حل کنید.
8- اطلاعات مورد نیاز را به وسیلة فلوسایتومتری کسب کنید. همیشه باید استانداردهای مناسب 

مثل نمونه‌های کنترل جفت شده با ایزوتیپ را مد نظر قرار داد.
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رنگ آمیزی زنجیره های لامبدا و کاپا در خون کامل
در این روش از معرف‌های دو رنگی و کانژوگة مستقیم که زنجیره‌های سبک )لامبدا و کاپای 

ایمونوگلوبولین‌های انسانی را شناسایی می‌کنند( استفاده می‌شود.
برای  روش‌هایی  نیازمند   ،B لنفوسیت‌های  اختصاصی سطح  ایمونوگلوبولین‌های  بیان  شناسایی 
زدودن ایمونوگلوبولین‌های سرمی است، در غیر این صورت شاهد اختلالاتی در نتایج آزمایش خواهیم 

بود.
1- خون را در لوله‌های حاوی مواد ضد انعقاد مانند EDTA، هپارین یا اسید سیترات دکستروز 

جمع‌آوری کنید.
2- دو تا سه میلی لیتر از خون کامل را در یک لوله 25 میلی لیتری بریزید. پس از آن 20 تا 25 
میلی لیتر از PBS/BSA )با فرمولاسیون ذکر شده در روش‌های قبل( به آن اضافه کنید. سپس 
 400g 37 گرم کرده، به خوبی هم زده، به مدت 5 دقیقه در دور OC مخلوط حاصل را تا دمای

سانتریفیوژ کنید.
3-  حالا مایع رویی را با دقت بکشید. مواظب باشید که پلت سلولی را به هم نزنید. سپس پلت را 

در باقی ماندة مایع رویی حل کنید.
4- مراحل شستشوی 1 ، 2 و 3  را دو باره تکرار کنید.

5- 100 میکرولیتر از خون شسته شده را در تعداد مورد نیاز از لوله های آزمایش بریزید. آنتی بادی 
را در غلظت‌های پیشنهادی به آنها اضافه کنید و به خوبی هم زده، به مدت 30 دقیقه در دمای اتاق 

نگه دارید.
 Serotec’s Erythrolyse 6- به آن‌ها بافر لیزکننده گلبول قرمز مثل 2 میلی‌لیتر از محلول
اضافه کنید و به خوبی هم بزنید. مخلوط حاصل را به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق نگه دارید و پس 

از آن، در دور 400g به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ کنید. سپس مایع رویی را دور بریزید.
 400g شستشو دهید و به مدت 5 دقیقه در دور PBS/BSA لیتر با 2 میلی  را  7- سلول ها 

سانتریفیوژ کنید. سپس مایع رویی را دور بریزید.
8- سلول ها را در 0/2 میلی لیتر PBS/BSA به همراه  0/5 % پارافرمالدئید در PBS  )در صورت 

نیاز( محلول کنید.
9- اطلاعات مورد نیاز را به وسیله دستگاه فلوسایتومتری به دست آورید. همیشه باید استانداردهای 

لازم مثل نمونه کنترل جفت شده با ایزوتیپ را مد نظر قرار داد.
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آنالیز آنتی ژن‌ها )سیتوکین‌های درون سلولی خون کامل(
به وسیلة  ارزیابی سیتوکین‌های درون سلولی  آنتی ژن‌ها یک روش سریع و آسان جهت  آنالیز 
فلوسایتومتری است. این روش، ارزیابی نمونه‌های کوچک را امکان پذیر می‌سازد. و احتمال بروز نتایج 
ناخواسته )که در فرایند جداسازی سلول‌های خون محیطی با روش سانتریفیوژ بر اساس شیب چگالی 
 TNFα ،IL-2رخ می‌دهند( را به  حداقل می‌رساند. شرایط القایی که در این جا شرح داده شده برای

و IFN-γ مناسب است. و سایر سیتوکین‌ها به شرایط متفاوتی نیاز دارند.
این روش، نیازمند کیت‌های آزمایشگاهی است که به منظور فیکس و نفوذپذیر کردن سلول‌ها به 

کار می روند. 
 EDTA توجه : برای جمع آوری نمونه‌های خونی باید از لوله‌های حاوی هپارین استفاده شود. زیرا

موجب بروز اختلالاتی در روند تحریک و انگیختگی سلول خواهد شد.
1- دو لوله آزمایش انتخاب کرده و در هریک، نیم میلی لیتر خون بریزید. سپس به آنها نیم میلی‌لیتر 

از محیط کشت سلولی فاقد هر گونه افزودنی اضافه کنید.
2- به یکی از لوله‌ها )گروه راکد(، تا حد غلظت 3mM ، موننسین اضافه کنید.

3- به لوله دیگر )سلول‌های فعال(، Ionomycin ، PMA و موننسین اضافه کنید تا حداکثر 
، 2mM و 3mM برسد. 10 ng / ml   غلظتشان به ترتیب به

 CO2 37 ، در شرایطی جوی با 5 درصدo C 4- مخلوط حاصل را به مدت 2 تا 4 ساعت در دمای
نگهداری کنید.

5- پس از پایان انکوباسیون، 100 میکرولیتر از نمونه را در تعداد مناسب از لوله‌ها بریزید.
6- در این مرحله آنتی‌بادی‌های سطح سلولی را اضافه کرده )در صورتی که در آزمایشتان مورد نیاز 

است( و به مدت 5 دقیقه انکوبه کنید.
7- 100 میکرولیتر از معرف LeucopermTM B  )که موجب نفوذپذیری سلول‌ها می‌شود(، و 

به میزان کافی آنتی بادی‌های ضد سیتوکین را نیز اضافه کنید.
8- مخلوط حاصل را به مدت 20 دقیقه انکوبه نمائید.

9- نمونه را دو بار با بافر PBS شتسشو داده و سپس به وسیلة فلوسایتومتری ارزیابی کنید.

رنگ آمیزی مستقیم آنتی ژن های درون سلولی 
ارزیابی و بررسی آنتی ژن‌های درون سلولی قبل از رنگ آمیزی، نیاز به عملیاتی برای نفوذ پذیر کردن 
سلول دارد. روشی که در زیر توصیف می‌شود نتایج خوبی را به همراه خواهد داشت. البته روش‌ها و 
تکنیکهای دیگری نیز جهت نفوذ پذیر کردن سلول‌ها به کارمی روند که می‌توانند با نتایج موفقی همراه 

شوند.
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مراحل انجام کار:
1- سلول‌ها را جمع آوری کرده و تعداد کل آنها را مشخص نمائید.

2- آنها را دو بار با بافر شستشو )PBS حاوی یک درصد BSA و %0/1 سدیم آزاید( بشوئید. 
3- در صورت نیاز، آنتی‌ژن‌های سطح سلول را با استفاده از آنتی بادی مونوکلونال کانژوگه مناسب 
رنگ آمیزی کنید. پس از رنگ آمیزی سلول‌ها را یک مرتبه در PBS شسته و مایع رویی را دور 

بریزید.
4- معرفLeucopermTM A  )که یک محلول فیکس کننده سلول‌ها است( را به میزان 
100 میکرولیتر به ازای هر 106سلول، به مخلوط حاصل اضافه کرده سپس به مدت 15 دقیقه در 

دمای اتاق انکوبه کنید.
5- سلول‌ها را یک بار با محلول شستشو بشوئید.

نفوذپذیری سلول هاست(  را در معرف LeucopermTM B )که یک محلول  6- سلول‌ها 
طوری حل کنید که از 50µl به ازای هر 106 سلول استفاده شود.

7- 50 میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی را در تعداد دلخواه لوله حاوی آنتی بادی‌های کانژوگه 
ریخته و به مدت 30 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمائید.

 %0/5 حاوی   PBS از  میلی‌لیتر   0/25 در  سپس  و  بشوئید  شستشو  محلول  با  مرتبه  یک   -8
پارافرمالدئید محلول کنید.

9- تا زمان استفاده از فلوسایتومتر در دمای o C 4 نگهداری کنید ) ترجیحاً به مدت 24 ساعت(.

رنگ آمیزی مستقیم آنتی ژن های درون سلولی: روش متانول
 PCNA 67 و-Ki این روش خصوصاً به منظور بررسی و آنالیز برخی آنتی ژنهای هسته ای مانند

کاربرد خوبی دارد.
توجه: انجام این روش به منظور تشخیص آنتی ژن های سطح سلول با استفاده از کانژوگه های 

Phycoerythrin با پاسخ مناسب همراه نخواهد بود.

1- سلول ها را جمع آوری کرده و تعداد نهایی ) تعداد کل( آنها را مشخص کنید.
2- دو بار با بافر شستشو بشوئید. )PBS حاوی یک درصد BSA و  0/1% سدیم آزاید(.

3- در صورت نیاز در این مرحله آنتی‌ژن‌های سلولی را با استفاده از آنتی‌بادی‌های مونوکلونال 
کانژوگه رنگ آمیزی کنید. پس از رنگ آمیزی سلول‌ها را یک مرتبه با PBS شسته و مایع رویی را 

دور بریزید.
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8o c-2 در معرف LeucopermTM ) به میزان 100 میکرولیتر آن  4- سلول ها را در در دمای 
به ازای هر 106 سلول ( حل کنید. سپس به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمائید.

5- 500 میکرولیتر از متانول مطلق سرد را به آن اضافه کرده، به هم زده و به مدت 10 دقیقه در 
دمای 8o c-2  نگهداری کنید.

6- یک مرتبه آن را  با بافر شستشو بشوئید.
7- سلول ها را در معرف LeucopermTM محلول کنید. به طوری که به ازای هر106 سلول از 

100 میکرولیتر معرف استفاده شود.
8- 50 میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی را در تعداد دلخواه لوله های آزمایش، که حاوی آنتی بادی های 

کانژوگه مستقیم است ریخته و به مدت 30 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمائید.
9- یک مرتبه با بافر شستشو شسته و در 0/25 میلی لیتر از PBS حاوی 0/5% پارافرمالدئید 

محلول کنید.
4o c نگهداری کنید ) ترجیحاً به مدت 24 ساعت(. 10- تا زمان استفاده از فلوسایتومتر در دمای 

آناليز همزمان DNA و RNA با استفاده از فلوسایتومتری 
برخی اصول كلي: 

1- همه محلول هاي ذخيره اي، به جز محلول كار AO را قبل از آماده سازي نمونه، تهيه كنيد. 
AO بايد در زمان رنگ آميزي نمونه آماده شود.

 RNase free 2- تمام ظروف شيشه اي كه براي آماده سازي محلول ها استفاده مي شوند، بايد
باشند.

Ficol-3- از لنفوسيت هاي خوني محيطي و آسپيره هاي مغز استخوان، بعد از سانتريفیوژ شیب
Hypaque  نمونه برداري مي شود. تومورهاي جامد و بيوپسي هاي مغز استخوان را بايد به دقت 

خرد و مخلوط کرده تا به صورت سلول هاي منفرد در آیند.
4- مايعات و آسپيره هايي كه به خوبي با سرنگ جمع آوری شده اند يا مستقيما در بافر حل شده و 
يا به دليل وجود گلبول های قرمز خون، با استفاده از سانتريفیوژ گرادیان، نسبت به جداسازی گلبول 

های قرمز از محلول اقدام می شود.
5- نمونه ها بايد در نمك بافري فسفات )PBS( همراه با MgCl2 شسته شوند و غلظت سلولي 
به 106 سلول در ميلي ليتر برسد. اگر قرار باشد از نشانه گذارهاي غشاي سطحي استفاده شود، مراحل 

PBS و MgCl2  بايد حذف شوند.
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محلول هاي ذخيره ای
1- محلول كي ميلي گرم بر ميلي‌لیتر AO:AO كي ماده موتاژن است. خواص شيميايي، فيزكيي 

و تويكسكولوژكي اين ماده، هنوز به طورکامل بررسی نشده است، لذا با احتياط استفاده شود.
50 ميلي‌گرم از پودر AO را برداشته و در كي بشر شيشه‌اي تميز بريزيد. 50 میلی‌لیتر آب مقطر 
بيفزاييد. روی بشر را با فويل آلومينيومي بپوشانيد و محلول را تا زماني كه كاملا حل شود، به هم بزنيد. 
دقت کنید که نبايد نور به آن برسد. محلول را با كي كاغذ صافي واتمن شماره 1 صاف كنيد. سپس آن 
را در دماي 4 درجه و دور از تابش نور )پوشيده شده در كي ورقة آلومينيومي(، نگه داريد. اين محلول 

تا 1 سال ماندگاري خواهد داشت )یادداشت 2 را ببينيد(.
2- محلول مولار اسيد سيتركي 2% : 19/21 گرم اسيد سيتركي را به 500 ميلي ليتر آب مقطر 
بيفزاييد و تا زماني كه كاملا حل شود به هم بزنيد . محلول حاصل را در دمای 4 درجه سانتيگراد نگه 

داريد. این محلول تا دو ماه ماندگاري خواهد داشت.
3- محلول 10 ميلي مولار اتيلن دي آمين تترااستكي اسيد )EDTA( : 2/17گرم EDTA را به  
500 میلی لیتر آب مقطر اضافه كنيد. محلول را تا زمان حل شدن به هم بزنيد و سپس در دماي 4 

درجه نگه داريد. این محلول تا دو ماه ماندگاري خواهد داشت.
4- محلول PBS با 2 میلی مولار MgCl2 : محلولX 10PBS، فاقد نمك هاي كلسيم و 
 PBS به هر ليتر MgCl2 رقيق كنيد. 408 ميلي ليتر محلول 9/4 مولار X1 منيزيم را تا غلظت
بيفزاييد PH را به 2/7-4/7 برسانيد. حجم هاي توليد شده مي توانند تا 3 ماه در دماي اتاق نگهداري 

شوند. )در موقع كار دما باید 4 درجه باشد.(
 5- محلول یک مولار سديم كلريد)Nacl( : 29گرم نمك طعام را به 500 ميلي لیتر آب مقطر 
بيفزاييد و به هم بزنيد تا كاملا حل شود. سپس در دماي 4 درجه سانتیگراد نگه داريد. این محلول تا 

3 ماه ماندگاری خواهد داشت.
 Na2HPO4 از گرم   28/39 :)Na2HPO4( بازي  دو  فسفات  6- محلول 0/4مولار سديم 
بزنيد در 22 درجه  به هم  تا حل شدن كامل  و  افزوده  لیتر آب مقطر  به 500میلی  را   )Fisher(

سانتیگراد )دماي اتاق( نگه داريد. این محلول تا یک ماه ماندگار است.
7- محلول Triton 10 X: 10 میلی لیتر از تريتون 10X را به 90 ميلي ليتر آب مقطر بيافزايید 

و در دماي 4 درجه نگه داريد. این محلول تا 3 ماه ماندگاري خواهد داشت.

محلول هاي كار:
محلول هاي كار از محلول هاي ذخيره ای كه در بالا توضيح داده شده، تهيه مي شوند.
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 15 ،HCL 10، 8 ميلي ليتر از محلول 1 نرمالX Triton كي ميلي ليتر از : A 1- محلول
ميلي‌متر از محلول 1 مولار NaCL را به 76 ميلي متر آب مقطر بيافزاييد. PH را بر 1/2 )به وسيله 
محلول 1 نرمال HCL( تنظيم كنيد و در 4 درجه سانتیگراد نگه داريد. این محلول 2 هفته ماندگاري 

دارد.
2- محلول B: 50 ميلي ليتر از محلول 10 ميلي مولار EDTA، 75 ميلي متر محلول 10 مولار 
Nacl، 175/5 ميلي ليتر از محلول 0/4 مولار Na2HPO، 92/5 ميلي ليتر از محلول 0/2 مولار 
سيتركي اسيد به 120 ميلي ليتر آب مقطر افزوده PH را روي 6 تنظيم كنيد. )با محلول 1 نرمال 

NaOH يا HCL( در 4 درجه سانتیگراد نگه داريد.این محلول یک ماه ماندگار است.
3- محلول كار AO: 0/1 ميلي متر از محلول AO ذخيره را با 9/9 ميلي ليتر از محلول B مخلوط 
 RNA در حال واكنش با AO به EDTA .كنيد. محلول را روزانه تهيه كنيد و روي يخ نگه داريد

مي چسبد تا نمونه هاي فشرده ايجاد كند.

روش كار:
رنگ آميزي:

مراحلي كه ذكر مي شود بايد در دماي 4-0 درجه سانتیگراد و در لوله هاي شيشه اي انجام شود:
1- سوسپانسيون سلولي را به كي غلظت 106 سلول بر ميلي ليتر در PBS  با محلول 2 ميلي مولار 
MgCl2 برسانيد. سلول ها مي توانند در اتانول فكيس شده و يا با Triton 100X، نفوذ پذير گردند.

2- محلول A و AO كاري را روي يخ نگه داريد.
3-0/2 ميلي ليتر از سوسپانسيون سلولي تازه تهيه شده را برداشته و در كي لوله شيشه اي 75×12 

ميلي متري، بريزيد.
4- 0/4 ميلي ليتر از محلول A را افزوده. 45 ثانيه در دماي 4-0 درجه سانتیگراد انكوبه كنيد.

 5- 1/2ميلي ليتر از محلول كاري AO را افزوده و فورا آناليز كنيد.
6- مراحل 5-3 را براي هر نمونه تكرار كنيد.

7- فلوسيتومتر را با سفيد كننده تمیز کرده و بادقت با آب مقطر شستشو دهيد.



اگر در روند آزمایش مشکلی پیش آمد و نتایج مد نظر کسب نشد لیست زیر را چک کرده تا به راه 
حل مشکل دست یابید.

عدم رنگ آمیزی: 
1- مطمئن شوید که همه آنتی بادی ها در شرایط سفارش شده بوسیله کارخانه سازنده آن نگهداری 

شده اند.
2- مطمئن شوید که از تاریخ انقضاء آنتی بادی های خریداری شده نگذشته باشد.

3- مطمئن شوید که آنتی بادی های اولیه و ثانویه مناسب به فرآیند واکنش اضافه شده باشند.
4- مطمئن شوید که آنتی بادی به یک فلوروکروم کانژوگه شده باشد. اگر نه، مطمئن شوید که آنتی 

بادی ثانویه به همراه فلورکروم مناسب استفاده شده باشد.
5- مطمئن شوید که آنتی بادی ثانویه فعال و کارا است . آیا با آنتی بادی های اولیه دیگر با موفقیت 

جواب داده است؟
6- مطمئن شوید که از آنتی بادی ثانویه مناسب که آنتی بادی اولیه شما را تشخیص می دهد 

استفاده شده است یا خیر؟
7- اگر فلوکروم شما Phycoerythrin یا Allophycoerythrin است مطمئن شوید که 

این ماده قبلًا یخ نزده باشد.
8- آیا آنتی ژن هدف بر روی بافت یا سلول نمونه موجود است؟ مقالات گذشته را جهت بیان 

فصل ششم

رفع مشکلات و موانع احتمالی
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آنتی‌ژن چک کنید و از یک کنترل مثبت شناخته شده در بیان آن آنتی ژن در کنار نمونه های آزمایش 
استفاده کنید.

9- آیا آنتی بادی آنتی ژن را در نمونه‌های آزمایش شناسایی می‌کند؟ واکنش‌های متقاطع آنتی بادی با 
آنتی‌ژن‌های موجود در نمونه را چک کنید. همه آنتی‌بادی‌ها با گونه‌های موجود واکنش متقاطع نخواهند داد.

10- مطمئن شوید که جهت انگیختن فلوروکروم از لیرز مناسب استفاده شده یا خیر و همچنین آیا 
کانال مناسب جهت آنالیز تابش ها استفاده شده است؟

آنتی‌بادی‌های کانژوگه با PE رنگ‌آمیزی موفقی ندارند در حالی که آنتی‌بادی‌های مشابه کانژوگه 
FITC نتایج مناسبی دارند:

1- آنتی بادی‌های کانژوگه با PE ممکن است یخ زده باشند. ویال دیگری از آنتی بادی بخرید. 
2- ممکن است اشکال از پارافرمالدئید باشد )PFA(. شکسته شدن PFA ممکن است تولید متانول 
کند. که بر روی رنگ‌آمیزی تاثیر می‌گذارد. محلول تازه‌ای از پارافرمالدئید )PFA( تهیه کنید. سلول‌ها 

را می‌توان خیلی سریع بدون فیکس کردن ارزیابی کرد.

رنگ آمیزی غیر اختصاصی
1- رنگ آمیزی غیر اختصاصی ممکن است به دلیل فلورسانس خود بخودی باشد. راه حل این 
موضوع این است که میزان فلورسانس خودبخودی را با یک لوله که یک حاوی سلول هایی بدون 

آنتی بادی های کانژوگه است ارزیابی کنید.
اتصال  تمایل  با   CD32/FC CD16 گیرنده‌های دارای  سلولی مشخص  رده‌های  برخی   -2
کمتری هستند که از طریق قسمت FC به آنتی‌بادی متصل می‌شود. برای سلول‌های موش، آنتی 

بادی را در محلولSeroblock رقیق کنید.
3- رنگ آمیزی غیر اختصاصی ممکن است به دلیل واکنش‌های مربوط به آنتی بادی ثانویه باشد. 

آنتی بادی ثانویه‌ای را انتخاب کنید که با بافت هدف واکنش متقاطع ندهد.
4- مطمئن شوند که در مراحل شستشو این عمل را به اندازه کافی انجام داده اید.

5- آنتی بادی آزمایش را به دقت تیتر کنید. رنگ آمیزی غیر اختصاصی را می توان با کاهش غلظت 
آنتی بادی کم تر کرد.

رنگ آمیزی ضعیف:
1- رنگ آمیزی ضعیف می تواند در اثر رقیق کردن بیش از حد آنتی بادی ها ایجاد شود. مطمئن شوید که 
آنتی‌بادی‌ها را در غلظت مناسب بکار برده اید و این کار را با تیتر کردن آنتی‌بادی قبل از استفاده انجام دهید.
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2- رنگ آمیزی ضعیف در سیستم های غیر مستقیم رنگ آمیزی سلول می تواند به دلیل اثر 
Prozoning باشد که در آن غلظت خیلی بالای آنتی بادی ها ممکن است نتایج ضعیفی به ما 

بدهد. لذا آنتی بادی ها را به دقت تیتر کنید.
3- رنگ آمیزی ضعیف ممکن است به دلیل تعداد بیش از حد سلول‌ها باشد. تعداد و غلظت سلول ها 

را در حد توصیه شده فراهم کنید.
4- رنگ آمیزی ضعیف سلول‌ها را می توان همچنین به دلیل بیان آنتی ژن‌ها باشد. میزان مورد 

انتظار آنتی ژن بیان شده و ثبت شده را بررسی کنید.
5- اگر بیان آنتی ژن ضعیف باشد، آنتی بادی‌هایی را انتخاب کنید که با یک فلوروکروم درخشان‌تر 

کانژوگه شده باشند.
6- استفاده از آنتی بادی‌هایی که با بیش از یک آنتی ژن خاص بافتی واکنش متقاطع می‌دهند، 

منجر به بروز رنگ آمیزی ضیعف می شود.
7- مدت زمان و دمای انکوباسیون باید با آنتی بادی اولیه و ثانویه متناسب باشد.

پروفایل تابش پراکنده غیر معمول
1- مطمئن شوید که سلول های استفاده شده در فلوسایتومتری تا حد ممکن تازه هستند. پروفیل 

تابشی ممکن است سلول های مرده یا دبرمان ) دبریس یا بقایای سلولی( را نشان دهد.
2- روش های فعال سازی ممکن است برخصوصیات تابشی سلول ها اثر گذار باشد.

3- اگر شما از محلول لیز کننده استفاده می کنید. مطمئن شوید که این محلول تازه بوده و با دقت 
تهیه شده است.

رنگ آمیزی غیر منتظره ) غیره دلخواه(
1- برخی معرف‌ها ممکن است بر برخی آنتی‌ژن‌های خاص اثر بگذارد، بنابراین ممکن است نیاز 
به بازبینی پیش آید. به عنوان مثال EDTA بر روی برخی از مارکرهای پلاکت ها تاثیر گذار است.

2- محلول‌های لیز کننده نیز ممکن است بر برخی آنتی‌ژن‌ها اثر گذار باشند. روشی را انتخاب کنید 
که با شناسایی و تشخیص آنتی ژن تداخل ایجاد نمی کند.

3- برخی آنتی ژن‌ها بصورت درون سلولی بیان می شوند. در نتیجه باید از روش‌هایی برای افزایش 
نفوذ پذیری غشای سلولی استفاده شود. اطلاعات مربوط به سازندگان معرف‌ها را مطالعه کرده و معرف 

مناسب نفوذ پذیرکردن سلولی را انتخاب کنید.
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 هدف اصلی از تالیف و نگارش این کتاب در دسترس قرار گرفتن اطلاعات فلوسایتومتری بصورت 
مفید و ساده برای دانشجویان و تکنسین هایی است که می خواهند با روش بسیار جذاب و پرکاربرد 
فلوسایتومتری آشنا گردند. این کتاب با در اختیار گذاشتن اطلاعات مفید و اصولی درباره فلوسایتومتری 
و کاربرد های آن مشکلات بسیاری از افراد علاقمند و مبتدی در این زمینه را مرتفع خواهد ساخت. 
همچنین برخی از پروتکل‌های پرکاربرد نیز به منظور استفاده در آزمایشگاه ها در این کتاب گنجانده 

شده است.


