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 خداوند بخشنده و مهربان  بنام خداوند جان و جهان

درس  های. بطور معمول، کلاساستهای آموزش روشچگونگی تعامل با ، اساتید و دانشجویانیکی از مهمترین مسائل مورد ابتلای 

. کنندزیرا آنچه را که جنبه نظری دارد، بصورت عملی و قابل حس درک می اندآزمایشگاهی برای دانشجویان جذاب و مورد توجه

انشمندتر، باشد و استاد هرقدر ددیدگاه اساتید پیشکسوت این است که: تدریس یک هنر است؛ این هنر فراوردۀ دانش، سلیقه و تعهد می

 د.تر و متعهدتر باشد، کلاس درسش برای دانشجویان مفیدتر خواهد بوسلیقهخوش

ه بسیاری از باشند. این دروس به گفتهای علوم پزشکی میپزشکی و بیوشیمی بالینی جزو واحدهای درسی دانشجویان رشتهبیوشیمی 

-آشنایی با فیزیولوژی، زیست شناسی جانوری و سلولی گردند به این دلیل که: درک آنها نیازمند، دروسی دشوار محسوب میدانشجویان

آلی و معدنی، فیزیک حیاتی و برخی علوم دیگر است. لذا، گستره وسیعی از مرزهای دانش را در برگرفته و  مولکولی، ژنتیک، شیمی

 ."توانیم بیاموزیممطالب دشوار را با دقت و تکرار می"درک مباحث آن دربرخی موارد دشوار است. لیکن، فراموش نکنیم که 

لاش شده تا برخی باشد، تن، برخی تجربیات آموزشی و پژوهشی نویسندگان میهای معتبر و همچنیدر کتاب حاضر که مبتنی بر رفرانس

ه های مصوب وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی بهای درس بیوشیمی پزشکی و بالینی، مطابق سرفصلاز مباحث درسی سرفصل

 نحوی نگارش شوند که برای تدریس به دانشجویان محترم مفید باشند.

تری تردهشود. ویرایش بعدی کتاب که دارای محتوای گسکه این کتاب ویرایش اول بوده و بصورت آنلاین منتشر می لازم به توضیح است

 ای نزدیک، به یاری پروردگار، و با همتّ یکی دیگر از همکاران عزیز بصورت نسخه چاپی منتشر خواهد شد.خواهد بود، در آینده

یم، ا، که پیش از این نیز افتخار همکاری با ایشان در انتشار کتب دیگر را داشتهمپسرد سباستین کَبلازم است تا از جناب آقای دکتر 

گردد. از کلیه عزیزانی منتشر میبصورت رایگان   www.FreeBooks4Doctors.comوبگاه  تشکر و سپاسگزاری نمائیم. این کتاب از

ندان دریافت مهیچگونه مبلغی از علاقهکنند، خواهشمندیم، بابت انتشار این کتاب های خود منتشر میکه این کتاب را در وبگاه

 .نکنند

 : های ارزشمند خود آگاه سازندزیر ما را از دیدگاهپست الکترونیک با  تواننداساتید گرانقدر و دانشجویان عزیز می

a.r.absalan@gmail.com 
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 آشنایی با وسایل آزمایشگاهی

 

یزات اگر کاربرد هریک از این تجه برای کار در آزمایشگاه لازم است که با کاربرد هریک از تجهیزات و وسائل موجود در آزمایشگاه آشنا باشیم.

عمول در م را ندانیم، نخواهیم توانست به نحو صحیح آنها را بکار بگیریم. لذا، در ابتدا نگاهی اجمالی خواهیم داشت به برخی از تجهیزاتی که بطور

 آزمایشگاه با آنها سروکار داریم. 

 . ت(است )دقیق نیسبندی آن تقریبی و درجه شودمیاستفاده  حرارت دادن مواد، نگهداری و های مختلف که جهت برداشتنحجمظرفی در : رشِبِ

 

 

 

خص طور تقریبی مشبندی آن بهو درجه های مختلفی داشتهکه انواع و حجم حرارت دادن مایعاتظرفی مخلوطی شکل جهت انتقال و  :مایر نرلِاِ

 .)دقیق نیست( استشده
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سازی جهت به حجم رساندن در محلول)بالن حجمی( بالن ژوژه  برای مثال، ؛ای شیشه ای که انواع مختلف آن کاربردهای متفاوت داردوسیله بالن:

 ا جزو تجهیزاتیهبالناست. گیرد. حجم بالن با خطی در قسمت بالایی ظرف مشخص شدهگرد در تقطیر مورد استفاده قرار میرود. بالن تهبه کار می

 سازی از این ظروف استفاده کنید.باشند و بهتر است برای محلولهستند که دقیق می

 

 

 

 

 
 

 
 شود. شبیه به شیشه ساعت است و برای وزن کردن مواد جامد، حرارت دادن جهت خشک شدن استفاده می شیشه ساعت:

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

http://www.tebyan.net/bigimage.aspx?img=http://img1.tebyan.net/big/1390/05/2412027415615455114154218783419210171121141.jpg
http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=%D8%B4%DB%8C%D8%B4%D9%87 %D8%B3%D8%A7%D8%B9%D8%AA&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=3zA8r27bWgfWQM&tbnid=9gJ9B3J_yLgwwM:&ved=0CAUQjRw&url=http://microbshenas.blogfa.com/1390/06&ei=GWdaU4PRBoKftAb8xYCoBA&bvm=bv.65397613,d.Yms&psig=AFQjCNEBM09tUXnfblBsssPAEC20H1yfBw&ust=1398519858768425
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ای وجود دارد. برای انتقال مایعات یا مواد پودری یا گرانوله به ظرفهای دهانه باریک مثل ارلن یا بالن و یا بورت به صورت پلاستیکی یا شیشه قیف:

 شود.شود. همچنین با گذاشتن کاغذ صافی در قسمت مخروطی قیف و عبور دادن محلولها برای صاف کردن محلولها  استفاده میاستفاده می

 

 

 
ساده، پیپت  مانند پیپت حبابدار، پیپت ،های مختلفی داردای شکل، باریک و بلند است که انواع و حجمی لولهوسیله پیپت معمولی و حبابدار:

گیری اندازه ای برایترین وسیله شیشهشود. پیپت مدرج دقیقها جهت برداشتن و انتقال حجم معینی از مایعات استفاده میمور. از پیپتپیپت پاستور و 

بندی آن از بالا آغاز می شود. توجه داشته باشید که هیچگاه برای کشیدن مایعات بیولوژی )مانند خون، پلاسما و..( و شود و درجهحجم محسوب می

 استفاده نمایید.  پوآرنام ای بهمواد شیمیایی با پیپت از دهان استفاده نکنید بلکه از وسیله

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های مختلف مها و حجظرفی پلاستیکی با یک لوله در قسمت بالا یا کناری است که در طرح یا آبفشان: پیست

 شود.ا فشار از لوله آن خارج میی ظرف، مایع بوجود دارد. با فشردن تنه

 

 

  

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=%D8%B4%DB%8C%D8%B4%D9%87 %D8%B3%D8%A7%D8%B9%D8%AA&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=3zA8r27bWgfWQM&tbnid=9gJ9B3J_yLgwwM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=174273&ei=LWdaU_isComLswbBkIHABA&bvm=bv.65397613,d.Yms&psig=AFQjCNEBM09tUXnfblBsssPAEC20H1yfBw&ust=1398519858768425
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شود. از این وسیله جهت ایین شروع میبندی آن از پهای مختلف است که درجهای شکل با اندازهاستوانهایوسیله استوانه مدرج یا مزور:

 گردد. گیری حجم مایعات و انتقال آنها استفاده میاندازه

 

 

 
 

 

را از باب آنرا حدهد. ابتدا با فشردن همزمان قسمت حبابی پوآر شود و عمل مکش را انجام میای پلاستیکی است که به پیپت متصل میوسیله پوآر:

خارج پیپت  زادهیم تا حجم مورد نظر را به آرامی فشار میدکمه تخلیه آنکنیم، سپس پیپت متصل به آن را در مایع مورد نظر فرو برده و هوا تخلیه می

 طرز کار با آنرا بطور عملی از استاد خود بیاموزید. .شود

 

 
 

 

 

http://www.clip2ni.com/01/Public/Scientific/familiarity-with-laboratory-equipment
http://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=2-Wz4k-gr6uJDM&tbnid=AbPH6FdeiAsYDM:&ved=0CAgQjRw&url=http://pyrexfan.com/?portfolio=%D9%BE%D9%88%D8%A2%D8%B1%D9%BE%DB%8C%D9%BE%D8%AA-%D9%88%D8%A8%D9%88%D8%B1%D8%AA&ei=TYJaU_H_JM_EtAaYrIC4BA&psig=AFQjCNEr4QNP-OEoUAFdZ_EOkSgJaxYTAg&ust=1398526925655899
http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=%D9%BE%D9%88%D8%A7%D8%B1 %D9%88 %D9%BE%DB%8C%D9%BE%D8%AA&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=W_DBmkyuSq2daM&tbnid=WclI413_myvW_M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.irancode.ir/Home/PersonalPage?MemberCode=08075&gProduct-page=2&ei=E4NaU6ioGsGLtAbF1YGIBA&bvm=bv.65397613,d.Yms&psig=AFQjCNFV-QAyYPIpqSPZupUHuqROYw5u9Q&ust=1398526775416236
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ه یک ای جهت ریختن مایع دارد کمعمولا مواد سمی می باشد. یک مخزن شیشهیک دستگاه ساده برای انتقال حجم معینی از یک مایع و  تور:پیپ

حجم تعیین  یستونبار بالا و پایین کشیدن پتوان روی حجم مورد نظر تنظیم کرد و با هرگیرد. پیستون را میپیستون با یک لوله جانبی روی آن قرار می

 دهد.شود. در واقع پیپیتور کار پیپت و پوآر را به صورت سریع انجام میشده از لوله جانبی خارج می
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 علایم و هشدارها

اده مهای تحقیقاتی، بالینی و تولیدی بسیار مهم است. چنانچه از درجه خطر یک برای کار با همه مواد در آزمایشگاه و هشدارخطر علائم توجه به 

ود خ شیمیایی یا تجهیزات آزمایشگاهی اطلاع ندارید، به هیچ وجه با آن ماده کار نکنید و به آن دست نزنید. هرگز در آزمایشگاه از حس بویایی

اد مو برخی از مهمترین علائم خطری که روی استفاده نکنید و برای دست زدن به ماد شیمیایی یا بیولوژیک از دستکش مناسب استفاده کنید.

 شوند را در زیر مرور خواهیم کرد.بصورت برچسب زده می آزمایشگاهی

ی شیمیایی باید به علایم و نمادهای نوشته شده توسط شرکت سازنده بر روی ظرف توجه قبل از باز کردن درب ظرف و استفاده از هر گونه ماده

و یک عدد در کنار آن نشان  Rباشند. هشدارهای خطر به صورت می (Safty)( و هشدارهای ایمنی Riskنمود. این علایم شامل هشدارهای خطر)

به این معناست که امکان انفجار در صورت مخلوط  R9مثلا  استصورت توافقی برای هر عدد یک خطر یا آسیب تعریف شدهداده می شود که به

 باشد. Rدارای یک یا گاهی بیش از یک  باشد یا Rشیمیایی فاقد  ممکن است یک مادۀ شدن با مواد قابل اشتعال وجود دارد.

 

صورت توافقی برای هر عدد یک نکته ایمنی یا  حفاظتی یا مقابله با و یک عدد در کنار آن نشان داده می شود که به Sهشدارهای ایمنی به صورت 

باشد یا دارای  Sشیمیایی فاقد  مادۀممکن است یک به این معناست که ظروف را درجای خشک نگهداری کنید.  S8است مثلا حادثه تعریف شده

 باشد. Sیک یا گاهی بیش از یک 

 

ریک از ؛ نوشته زیر هشود که هر تصویر بیانگر یک پیام خطر است.مانند شکل زیر، نمادهای خطر به صورت تصویر نشان داده میSو  Rعلاوه بر 

  علائم را ترجمه کنید تا مفهوم آنرا دریابید. 

 

 
 

 

 

 

 

 

http://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=_xgRYAb036o2JM&tbnid=SMzEkb5cGNIr0M:&ved=0CAgQjRw4DQ&url=http://www.onsafelines.com/new-international-coshh-symbols.html&ei=CgpaU97ILMGGtAb9n4HgBA&psig=AFQjCNHaA7nPo_3t5sVSxnF9jFnXn_Elng&ust=1398496138794853
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شده است.  ی شیمیایی نوشتهیکی از نکات دیگری که باید به آن توجه شود تاریخ انقضا و دما و شرایط نگهداری است که بر روی ظرف حاوی ماده

 کرد تا از مواد به طرز صحیح و ایمن استفاده نمایید. های موجود در برچسب مواد به شما کمک خواهدی دقیق نوشتهبنابراین مطالعه

واد های مدر زیر دو نمونه از برچسب شود.طلاعات دیگری است که در برچسبها قید میکولی، فرمول مولکولی، درصد خلوص از جمله اوزن مول

دانید؟ اگر مفهوم این جملات یا اصطلاحات را نتوانستید درک کنید، از اند. آیا مفهوم جملاتی که روی آنها نوشته شده است را میشیمیایی آمده

 ود بخواهید برای شما مفهوم هریک را توضیح دهد. استاد خ
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 محلول سازیغلظت ها و 

 مقدار یک ماده مشخص در یک ترکیب؛ به صورتهای زیر عنوان می شود؛: (Concentration)غلظت

 وجود دارد. NaClگرم  11لیتر محلول  1یعنی در  NaClمحلول  g/l 15بر اساس جرم ماده حل شده در محلول؛ مثلاً  -1

)گرم در  g/100 15)گرم در دسی لیتر( یا همان  g/dl 15بر اساس ترکیب درصد یا تعداد واحدهای ماده حل شونده در محلول؛ مثلاً محلول  -2

 میلی لیتر حل شده است. 111در  NaClگرم از  11یعنی  NaClمیلی لیتر= سی سی( ماده  111

گرم(  51و مابقی )مقدار  NaClگرم  11گرم آب مقدار  111واحد حجم مشخص باشد( یعنی از هر )بدون آنکه  (NaCl)نمک طعام  %15محلول 

 نمک طعام است.

  در چیست؟ 15g/mlبا  15g/dlتفاوت  سؤال:

 

محلول  یترکیب دو یا چند ماده بطوریکه یکی بطور یکنواخت در دیگری حل شده باشد. مثلاً محلول آب قند در تمام قسمتها: (Solution) محلول

 غلظت یکنواخت دارد پس یک محلول است.

 ماده ای که ماده دیگری در آن حل می شود تا محلولی ساخته شود. :(Solvent) حلال

 : ماده ای که در محلول حل شده است.(Solute)حل شونده 

 گاز در مایع، مایع در مایع، جامد در مایع انواع محلولها:

واحد جرم هر ماده می باشد که برای ذرات متنوع و متعددی استفاده می شود )مثلاً برای اتمها، مولکولها، یونها، الکترونها و غیره(.  :(Mole) مول 

 (.Avogadroذره از آن ماده است )عدد  x 10 236.02مول از هر ماده، معادل  1

 برخی کاربردهای محلول سازی در علوم پزشکی:

محلولهای بافری به بیمار، تهیه و ساخت داروها، تهیه محلولهای شستشوی بدن و ضدعفونی پوست یا زخمها، تهیه محلولهای گندزدا تزریق دارو یا 

 برای استریل کردن محیط، تهیه محلولهای آزمایشگاهی )مثلاً برای رسم منحنی استاندارد، تهیه محلولهای ذخیره و محلول کار(و ....

محلولی که غلظت بالایی از ماده حل شونده داشته و در محل مناسبی ذخیره و نگهداری می شود. از این  :(Stock solution)محلول ذخیره 

م جمحلول برای تهیه محلول کار استفاده می شود. روش تهیه: پس از محاسبه، جرم یا حجم مشخصی از ماده حل شونده را در حلال حل کرده و به ح

ظت ماده حل شونده در حلال بالاست؛ مزیت این نوع تهیه محلول این است که چون غلظت ماده حل شونده در محلول می رسانیم. در این محلول غل

رمول زیر فبالاست )این محلولها غلیظ اند( احتمال رشد قارچها و باکتریها در آنها کمتر است. از طرفی برای رقیق کردن آنها می توان به راحتی از 

 کار تهیه شود. استفاده نمود تا محلول
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محلولی است که مستقیماً و بدون نیاز به رقیق سازی مورد استفاده قرار می گیرد )برای تزریق، ضد عفونی، تهیه استانداردها، گندزدایی  محلول کار:

 ه کرد:و....(. این محلول را می توان هر بار از مواد خالص تهیه نمود و یا از محلول ذخیره با استفاده از فرمول زیر تهی

C1V1 = C2V2 

 اساس تهیه محلولهای ذخیره یا محلولهای کار یکسان است و فقط غلظت آنها با یکدیگر متفاوت می باشد. ،به هر حال

 

نشان می دهند. این نوع  V/Vبیان می کنند لذا محلول مایع در مایع را بصورت  (V)مقدار مایع را بر اساس حجم  تهیه محلول مایع در مایع:

حجم الکل خالص و  01حجم محلول الکل  111درصد )درجه( الکل؛ یعنی از هر  01محلولها را عمدتاً بصورت درصد بیان می کنند. مثلاً: محلول 

 درصد الکل تهیه کنید؛ 01میلی لیتر محلول  11مثال:  حجم حلال )آب( است. 01

 الکل حجم نهایی محلول

111 01 

11 0X= 

 

 میلی لیتر می رسانیم. 11میلی لیتر الکل ریخته و حجم آنرا با حلال )که برای این ماده آب خالص است( به  0میلی لیتری مقدار  11در یک مزور 

 تا چندتا می شود؟ 1111تای آن پس از هر  1تا  111یعنی از هر  %1اتیلن گلیکول تهیه کنید؛  %1میلی لیتر محلول  1111مثال: 

 اتیلن گلیکول نهایی محلولحجم 

111 1 

1111 11X= 

می رسانیم  1111میلی لیتر اتیلن گلیکول ریخته و حجم آنرا با حلال )که برای این ماده آب خالص است( به  11میلی لیتری  1111پس در یک مزور 

 میلی لیتر آب اضافه می کنیم(. 011)یعنی 

گرم در لیتر  1111لیتر از محلول موجود است. مثلاً محلول  1یعنی چند گرم ماده در  :(g/l)محلول جامد در مایع بر حسب گرم در لیتر 

خشک مولکلول مهم است  (Weight = w)میلی لیتر حلال حل کرده اند(. در اینجا چون وزن  1111لیتر ) 1گرم گلوکز را در  1111گلوکز یعنی 

 کاربرد ندارد و نیاز به هیچ محاسبه ای برای تعیین مول نیست.آن لذا استفاده از جرم مولکولی ماده  (Mass = m)نه جرم 

مول ماده مورد  1لیتر آن  1محلولی که در هر  :((Molar Solution)مولار مولاریته )محلول مولار( )محلول جامد در مایع بر حسب 

 میلی لیتر( محلول. 1111لیتر ) 1( در NaClمول  1)جرم  NaClگرم  58.44یعنی  NaClمولار  1نظر وجود داشته باشد. مثلاً محلول 
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 با چند مولاریته مختلف در جدول زیر آمده است )جاهای خالی جدول را محاسبه کنید(: NaClمثال: روش تهیه محلول 

مقدار مورد نیاز 

 میلی لیتر 11برای 

مقدار مورد نیاز 

 میلی لیتر 21برای 

مقدار مورد نیاز 

 میلی لیتر 11برای 

 1نیاز برای مقدار مورد 

 میلی لیتر( 1111لیتر )
 مولاریته مورد نیاز محاسبه

  2.922g 58.44 g 1.0 x 58.44 g = 1.0 M NaCl 

   5.844g 0.1 x 58.44 g = 0.1M NaCl 

   29.22g 0.5 x 58.44 g = 0.5M NaCl 

   116.88g 2.0 x 58.44 g = 2M NaCl 

     1.5M NaCl 

  
 

در علوم پزشکی، مراکز بالینی و تشخیصی، مراکز تحقیقاتی، محلولها را بر اساس مولاریته تهیه می کنند. مول مهمترین واحد و محلولهای  اهمیت:

 تهیه شده بر اساس مولاریته مهمترین و پرکاربردترین واحد و نوع محلول می باشند. 

در حلال  NaClنرمال  0.15آن سرم نمکی و سرم فیزیولوژی است و درواقع محلول ؛ نامهای دیگر (Normal Saline)تهیه نرمال سالین  فعالیت:

ی اآب است. این محلول پرکاربردترین محلول در پزشکی است زیرا هم برای شستشو و تهیه برخی محلولها بکار می رود و هم از نوع استریل آن بر

 شود. این محلول را تهیه کنید. تهیه رقتهای دارویی و یا تزریق مستقیم به بیمار استفاده می 

مولکولهایی که فقط از یک نوع اتم تشکیل شده اند با مولکولهایی که از بیش از یک  اهمیت مولکلوهای خالص و مرکب در تهیه محلولها:

 ر اسمزی.اتم تشکیل شده اند از نظر خواص فیزیکی و شیمیایی و بویژه خواص فیزیولوژیک متفاوت اند؛ مثلاً از نظر ایجاد فشا

 کدام یک از مولکلوهای زیر فشار اسمزی بیشتری ایجاد می کند:

4HPO2Na ،NaCl 6(، گلوکزO12H6(C  

ن زهرقدر تعداد ذراتی که یک مولکلول می تواند وارد محلول نماید بیشتر باشد فشار اسمزی بیشتری نیز ایجاد می کند. فشار اسمزی ربطی به و

ه بستگی به تعداد ذرات تشکیل دهنده مولکلول وابسته است. هرقدر تعداد ذرات تشکیل دهنده مولکلول بیشتر باشند مولکلولی و نوع اتمها ندارد بلک

 فشار اسمزی بیشتری ایجاد می کند. مواد بالا به صورت زیر در آب حل می شوند:
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  C6H12O6 → C6H12O6    فقط یک ذره ایجاد می کند 

NaCl → Na+ + Cl-    تعداد 2 ذره ایجاد می کند 

Na2HPO4 → 2Na+ + HPO4
 تعداد 0 ذره ایجاد می کند )2 تا سدیم و 1 ذره هیدروژن فسفات(  -2

  

لیتر محلول؛ مثلاً در محلولهای اسیدی یا قلیایی  1تعداد مولهای مؤثره ماده )به عبارت بهتر تعداد اکی والانهای ماده( در  :(Normality)نرمالیته 

در  4SO2(H(مواد مؤثره می باشند. مثلاً سولفوریک اسید  OH-و  H+تعداد یونهای هیدروژن و یون هیدروکسید مهم تند زیرا در این محلولها 

مول هیدروژن قابل یونیزه شدن  2مول اسید سولفوریک می تواند  1دو یون هیدروژن آزاد کند )دوتا ظرفیت اسیدی دارد(= یعنی  محلول می تواند

 نرمال است. قسمتهای خالی جدول زیر را پر کنید: 2آزاد کند؛ پس 

 ماده مول نرمالیته
2 1 H2SO4 

1.2 0.6 H2SO4 

 2 H2SO4 

1 1 NaOH 

0.5  NaOH 

2 1 4PO2KH 

 0.3 4PO2KH 

1.2  4PO3H 

 

 

 دسته بندی اسیدها و بازها بر اساس تعداد پروتونها:

. اگر دو ظرفیت پروتونی داشته باشد به آن HClمی گویند مثل  monoproticاگر اسید یک ظرفیت اسیدی )تک پروتون( داشته باشد به آن 

diprotic  می گویند مثلH2SO4  اگر اسید سه پروتون اسیدی داشته باشد به آن .triprotic  می گویند؛ در کل اگر اسید بیش از دو پروتون

 می گویند. polyproticداشته باشد به آن 

تک  COOH3CHتوجه: پروتونها باید از نوع اسیدی )قابل یونیزه شدن( باشند وگرنه جزء ظرفیت اسیدی محسوب نمی شوند. مثلاً: استیک اسید  

 در می آید. COO3CH + +H-پروتونه و مونوپروتیک است زیرا موقع یونیزه شدن بصورت 

، اگر دو ظرفیت NaOH هیدروکسید سدیم مثل monobasicاگر ماده قلیایی یک ظرفیت هیدروکسیدی قابل یونیزه شدن داشته باشد به آن 

ظرفیت هیدروکسیدی قابل یونیزه شدن  اگر سه و Ca(OH)2 روکسید کلسیمهید مثل dibasicهیدروکسیدی قابل یونیزه شدن داشته باشد به آن 

 .Al(OH)3 هیدروکسید آلومینیوم گفته می شود مثل tribasicداشته باشد به آن 

 به زبان ساده یعنی تعداد اجزاء قابل تجزیه از یک مول ماده. رابطه ظرفیت، مولاریته و نرمالیته بصورت زیر است: ظرفیت:
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N = n × M 

     N = 2 × 2 = 4   ظرفیت اسیدی قابل یونیزه دارد بنابر این می شود 2مولار اینطور حساب می شود: چون  2مثلاً نرمالیته اسید سولفوریک

 در علوم پزشکی و بویژه تحقیقات پزشکی گاهی اوقات محلولها را بر مبنای نرمالیته محلول تهیه می کنند.  اهمیت:

جرم مولکولی و  mاکی والان نسبت جرم مولکولی ماده بر ظرفیت آن می باشد. درفرمول زیر : (Eq)اکی والان اکی والان و نحوه محاسبه 

n                       ظرفیت است   
n

m
Eq  

 توجه: اگر عنصر یا ماده مورد نظر تک ظرفیتی باشد، طبق فرمول فوق جرم مولکولی با اکی والان برابر است.

درمانی )و بطور کلی در علوم پزشکی( غلظت یونهای سدیم و پتاسیم در مایعات بدن را عمدتاً -در آزمایشگاههای بالینی و مراکز بهداشتی اهمیت:

در  K+و مقدار طبیعی  mEq/l-136 145در خون حدود  Na+)میلی اکی والان در لیتر( گزارش می کنند. مثلاً مقدار طبیعی  mEq/lبر اساس 

 می باشد. mEq/l 5.1-3.5خون 

می باشد.  00ولی اکی والان آن  05جرم مولکولی  4SO2Hظرفیت دارد. اما  1است زیرا فقط  01آن نیز  Eqاست و  NaOH 01مثلاً جرم مولکولی 

6.31ظرفیت دارد ) 1زیرا  31.6مقدار اکی والان آن می شود  115با جرم مولکولی  4KMnOبرای 
5

158
.) 

   Eq/l، برای نرمالیته g/lبرای مولاریته  واحدهای معمول برای مولاریته و نرمالیته:

آن                     (V)یک ماده در واحد حجم  (M)جرم  )جرم حجمی(: (Density)چگالی 
V

M
D  

لیتر آب مشخص می کند. با استفاده از چگالی می توان موادی را که  1چگالی جرم یک مول ماده را در  اهمیت چگالی برای تهیه محلولها:

 جرم بیشتری یا کمتری نسبت به آب دارند را مشخص نمود و برای تهیه محلول ها استفاده کرد. 

حجم معینی از ماده مرکب جرم معینی از ماده  برخی مواد آزمایشگاهی خالص نیستند، بنابراین در :(Purity degree)درصد یا درجه خلوص

 خالص وجود دارد. برای تهیه محلول این نوع مواد از شاخص درجه خلوص هم استفاده می شود.

روی ظروف حاوی مواد آزمایشگاهی یا برخی محلولها )مثلاً اسیدهای مایع( مشخصات کامل ماده نوشته شده است. مثلاً جرم مولکولی را با  توجه:

معمولاً نشان می  Purityیا  (%)نشان می دهند. درجه خلوص را نیز با علامت درصد  dمی نویسند؛ چگالی ماده را با علامت  FWیا  MWمت علا

 دهند. 

 به تمرین زیر دقت کنید:

 ؟(d=1.16 g/ml)را مشخص کنید  %31مولاریته اسید کلریدریک غلیظ 
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 گرم( آب است.  90و مابقی) HClگرم آن  01غلیظ داشته باشیم،  HClگرم   111حل: با توجه به درصد اسید، اگر 

 گرم اسید چند مول می شود: 01می باشد. پس  g/mol 36.46برابر  HClاز طرفی جرم مولکولی 

 HClمول  گرم

36.46 1 

31 X = 0.85 

 

 باشد چه حجمی دارد؟ g/ml 1.16گرم محلول که چگالی آن  111در مرحله بعد می گوئیم 

 

لیتر است. توجه کنید که واحد حجم در فرمول چگالی لیتر است لذا باید آنرا تبدیل  0.0862میلی لیتر که معادل  86.2پاسخ می شود 

 به لیتر کنید )مثل مثال بالا(.

 در نهایت طبق فرمول مولاریته تعداد مولهای ماده خالص را در واحد حجم به دست می آوریم:

 

 مولار است. 12نظر لذا محلول اسید مورد 

 سؤال: نرمالیته اسید فوق الذکر را بدست آورید؟

این موضوع اهمیت بسیار زیادی دارد زیرا در مراکز تشخیصی درمانی اشتباه در گزارش واحد اندازه گیری گاهاً منجر  تبدیل واحدهابه یکدیگر:

در موارد اورژانس می تواند جان بیمار را به خطر بیاندازد. مثلاً در کشور ما به تجویز غلظ یا عدم تجویز داروی ضروری برای بیمار می شود. این امر 

 115-74گزارش می کنند و مقدار طبیعی آن بین  (mg/dl))ایران( و برخی کشورهای جهان میزان قند خون را بر حسب میلی گرم در دسی لیتر 

mg/dl  است، در حالیکه در برخی کشورهای دیگر قند خون بر حسب میلی مول در لیتر(mmol/l)  گزارش می شود که مقدار طبیعی قند خون با

می شود. لذا برای تبدیل واحدها شما نیازمند آشنایی با مفاهیم محلول سازی هستید. با این وجود نحوه تبدیل  mmol/l 6.4-4.1این واحد حدود 

 یکدیگر در کتابهای مرجع آمده است.واحدها به 

100
86.2 0.0862

1.16

M
D

V

M g
V mL L

gD
mL



   

0.85
12

0.0826

mol molM
LL

 



 پرتو فرشته-سالان آب ی؛ عبدالرحیمینآزمایشگاه بیوشیمی پزشکی و بال                                                                                   14

 

رم جگاهی برای تبدیل واحدها به یکدیگر نیاز به دانستن اطلاعات اضافی غیر از ضرایب نیز هست؛ مثلاً برای تبدیل واحدهای گرم به مول باید 

 زارش کنیم. مولکولی یا فرمول مولکولی آنرا بدانیم، تا بتوانیم مقدار )غلظت( آنرا در یک محلول با واحدی مشخص گ

 1111 (mg/l)تبدیل ضرایب به یکدیگر نیز از اهمیت شایانی برخوردار است؛ شما باید بدانید که میلی گرم در لیتر  تبدیل ضرایب به یکدیگر:

تفاوت دارد. برای تبدیل  (mg/l)برابر با میلی گرم در لیتر  1111نیز  (g/l)تفاوت دارد؛ و یا گرم در لیتر  (mg/ml)برابر با میلی گرم در میلی لیتر 

  ضرایب به یکدیگر می توانید از جداول زیر استفاده کنید.

برای رقیق کردن اسیدها همیشه اسید را به آرامی و کم کم به آب اضافه می کنیم. موقع اضافه کردن اسید به آب ا ینکار را زیر هود نکات ایمنی: 

خارات سمی حتماً زیر هود کار کنید و سر، صورت و مسیر تنفسی خود را از رسیدن بخارات چنین انجام دهید. موقع برداشتن اسیدها و مواد دارای ب

 موادی دور نگه دارید. به علائم هشدار و ایمنی که روی ظروف محلولهاست توجه نمائید.

 

 

 

 

 

 

  

 ارتباط واحدهای حجم با یکدیگر
1,000,000 mL 1000 L 1 kiloliter 

1,000,000μL 100 mL 1 liter (L) 
100,000 μL 100 mL 1 deciliter (dL) 
1000,000 nL 1000 μL 1 milliliter (mL) 
1,000,000 pL 1000 nL 1 microliter (μL) 

 ارتباط واحدهای جرم با یکدیگر
1,000,000 mg 1000 g 1 kilogram (kg) 

1,000,000 μg 100 mg 1 gram (g) 
100,000 μg 100 mg 1 decigram (dg) 
1000,000 ng 1000 μg 1 milligram (mg) 
1,000,000 pg 1000 ng 1 microgram (μg) 
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 :(Serial Dilution)رقت سازی متوالی

رقت سازی متوالی یکی از روشهای بسیار مناسب با ضریب خطای کم برای رسم منحنی های استاندارد و بدست آوردن غلظت یا تیتر یک ماده خاص 

 آزمایشی است که در آن هر مولکلول از ماده مورد نظر با یک )یا تعداد کاملاً مشخصی( از ماده واکنشگر واکنش (Titration)می باشد. تیتر کردن 

 واکنش می دهد. NaOHبا دو مولکلول   4SO2Hواکنش می دهد؛ یا یک مولکول  NaOHبا یک مولکول  HClمی دهد. مثلاً یک مولکول 

 مثال رقت سازی متوالی:

میلی لیتر آب مقطر )یا  3مقدار  3لوله آزمایش را به ترتیب شماره گذاری نمائید و به همه لوله ها به جز لوله شماره  6تعداد 

 ل اضافه کنید(؛ توجه کنید که تمام مراحل زیر را با استفاده از پی پت مدرج و با دقت بسیار زیاد انجام دهید:حلا

 ی گرم در دسی لیتر گلوکز بریزید؛ غلظت قند در این لوله چقدر است؟میل 111میلی لیتر محلول  2در لوله لوله اول 

 ؛ غلظت قند در این لوله چقدر است؟وم بریزید و بخوبی مخلوط کنیدمیلی لیتر از محلول لوله اول را در لوله د 1مقدار 

 اضافه کنید و بخوبی هم بزنید؛ غلظت قند در این لوله چقدر است؟ 0ه را به لوله شمار 2میلی لیتر از محلول لوله شماره  1مقدار 

 بی هم بزنید؛ غلظت قند در این لوله چقدر است؟اضافه کنید و بخو 0را به لوله شماره  0میلی لیتر از محلول لوله شماره  1مقدار 

 اضافه کنید و بخوبی هم بزنید؛ غلظت قند در این لوله چقدر است؟ 1ه را به لوله شمار 0میلی لیتر از محلول لوله شماره  1مقدار 

 قند در این لوله چقدر است؟غلظت اضافه کنید و بخوبی هم بزنید؛  9ه را به لوله شمار 1میلی لیتر از محول لوله شماره  1مقدار 

 را دور بریزید؛ غلظت قند در این لوله چقدر است؟ 9حلول لوله شماره میلی لیتر از م 1مقدار 

با توجه به اینکه در هر مرحله از مراحل فوق محلول قندی با ضریب ثابتی و بطور متوالی رقیق تر می شود این روش را رقیق 

 ی گویند.م (Serial Dilution)سازی متوالی 

غلظت قند را برای هر لوله مشخص  روبرودر شکل 

 نمائید؟
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را سنجید و منحنی  (Absorbance)پس از مشخص شدن غلظت گلوکز در هر لوله می توان با روشهای سنجش گلوکز مقدار جذب نوری  

 استاندارد رسم نمود.

لوله را در نظر بگیرید و  9لوله یا کمتر از  9استفاده می کنند. شما می توانید بیش از از این روش رقیق سازی در بیوشیمی و سرولوژی به مقدار فراوان 

  برای هر یک غلظت ماده حل شونده را بدست آورید. توجه کنید که غلظت محلول اولیه چقدر بوده است.

لوله  4حل شونده را برای  میلی گرم در دسی لیتر از یک ماده 022فعالیت: رقتهای متوالی از یک محلول با غلظت اولیه 

 بنویسید؟ 

برای رقیق کردن اسیدها همیشه اسید را به آرامی و کم کم به آب اضافه می کنیم. موقع اضافه کردن اسید به آب ا ینکار را زیر هود نکات ایمنی: 

و مسیر تنفسی خود را از رسیدن بخارات چنین  انجام دهید. موقع برداشتن اسیدها و مواد دارای بخارات سمی حتماً زیر هود کار کنید و سر، صورت

 موادی دور نگه دارید. به علائم هشدار و ایمنی که روی ظروف محلولهاست توجه نمائید.
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 اصول اسپکتروفتومتری )سنجش طیف نوری( و رسم منحنی استاندارد

ه ها کاربرد بسیاری داشتاست. این روش در آزمایشگاهیکی از روشهای مورد استفاده در سنجش مقادیر مواد روش سنجش طیف نوری 

کنند و فقط های پیشرفته امروزی نیز از این روش استفاده میو از گذشته تا به امروز اهمیت خود را حفظ نموده است. بسیاری از دستگاه 

 های برتری به آن افزوده شده است.تکنولوژی

 اساس سنجش طیف نوری:

سایر نورهاست لذا وقتی این نور را تجزیه کنیم طیفی از انواع نورها با رنگهای مختلف مشاهده خواهند شد. برای تجزیه نور  ای ازنور سفید مجموعه

نها تبه رنگهای مختلف می توان از منشور استفاده نمود. اگر نور سفید را از یک شیشه رنگی عبور دهیم همه نورها با رنگهای مختلف جذب شده و 

کند که هم رنگ شیشه است. شیشه رنگی که فقط یک نور از خود عبور می دهد را اصطلاحاً فیلتر می گویند. شکل زیر طیف نور را  نوری عبور می

رای انشان می دهد. اگر نور سفید از یک منشور عبور داده شود این نورهای رنگی را بدون نیاز به وسیله خاصی می توان مشاهده نمود. هر نوری د

ی است. نورهایی را که بدون نیاز به وسیله خاصی می توان مشاهده نمود در محدوده مرئی طول موج ها هستند. همانطور که در شکل طول موج خاص

 011نانومتر را فرابنفش می گویند و بالاتر از  011. پائین تر از می باشندنانومتر  011الی  011زیر مشاهده می شود طول موج نورهای مرئی حدوداً بین 

اصیت این خ انومتر را زیرقرمز می نامند. هر ماده رنگی می تواند در طول موج مربوط به رنگ خود مقداری از نور را جذب کند و مابقی را بتاباند. ازن

 شود. برای سنجش غلظت مواد رنگی استفاده می

 

 

 

 

 

 

 (Monochromator)سیستم های تک رنگ ساز 

سیستمهایی هستند که نور سفید از یک طرف به آنها برخورد کرده و از طرف دیگر طیف 

نوری می دهند که این طیف نوری از یک شکاف باریک عبور نموده و فقط نوری با یک 

رنگ خاص از شکاف رد می شود. شکل روبرو یک سیستم تک رنگ ساز را نشان می دهد. 

و به معنی شدت است  Intensityاز کلمه  Iان می دهد )شدت نور اولیه را نش 0Iدر این شکل 

 باشد. ادامه مطلب را مطالعه بفرمائید(.برای نشان دادن اولیه می 0و علامت 
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ده ااگر یک محلول رنگی را در لوله شیشه ای مناسب بریزیم و بعد نور تکی رنگی که همرنگ با محلول باشد از آن عبور دهیم، متناسب با غلظت م

. مقدار نور جذب شده می کند (Transmission)می شود و مابقی عبور  (Absorbing)مقداری از نور رنگی جذب  ،موجود در محلولرنگی 

می گویند. واضح است که هر قدر میزان جذب بیشتر  (Transmittance)و مقدار نور عبور کرده را میزان عبور  (Absorbance)را میزان جذب 

است. از آنجا که هر قدر غلظت ماده رنگی موجود در محلول بیشتر باشد میزان جذب نیز بیشتر خواهد بود و با توجه به اینکه باشد میزان عبور کمتر 

 (Optical Density)غلظت بیشتر به معنی وجود مقدار بیشتر و چگالتر بودن ماده رنگی در محلول است لذا به میزان جذب نوری، چگالی نوری 

ور خروجی از شدت نلگاریتم شدت نور پیش از ورود نور به لوله حاوی ماده رنگی منهای لگاریتم ر نور جذب شده برابر است با نیز می گویند. مقدا

  .لگاریتم شدت نور خروجی از لوله( -)میزان جذب نور توسط ماده رنگی= لگاریتم شدت نور پیش از ورود به لوله لوله حاوی ماده رنگی

 دخروجی را می توان با وسایلی مانند فتوسل و فتودیود  )دو نوع از مقاومت های نوری( سنجید؛ این وسایل در اثر برخورد نور، الکترون آزاشدت نور 

تقویت شده و بوسیله گالوانومتر نیز می توان شدت جریان الکترونی  (Amplifier)می کنند که این الکترونها توسط دستگاههای تقویت کننده 

تریکی( را سنجید. هر قدر نور کمتری از لوله رنگی عبور کرده باشد، جریان الکترونی کمتری برقرار خواهد شد و دستگاه گالوانومتر عدد )الک

کوچکتری را نشان می دهد. این موضوع نشان دهنده این است که محلول رنگی نور بیشتری را جذب کرده است و به عبارت بهتر غلظت بیشتری 

ور بیشتری را جذب و مقدار کمتری را عبور داده است. دستگاه های فتومتر یا اسپکتروفتومتر را به این صورت طراحی کرده اند و برای داشته که ن

تومتر فسنجش غلظت مواد از آنها استفاده می کنند. لیکن روابط فیزیکی در طراحی دستگاه استفاده شده اند. شکل زیر شمای کلی یک دستگاه اسپکترو

 نشان می دهد. را 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 :(Photocell)مکانیسم کارکرد یک فتوسل 

کند، الکترونها از جدار آن جدا شده و به هنگامیکه نور به قطب کاتد برخورد می

سمت آند جریان می یابند )یعنی جریان الکتریکی ایجاد می شود(. هر قدر نور 

شدیدتر باشد شدت این جریان بیشتر خواهد بود. شدت جریان توسط گالوانومتر 

 شود.  سنجیده می

 اجزاء یک دستگاه اسپکتروفتومتر

: منبع نور، سیستم تک رنگ کننده )منشور و شکاف(، جای نمونه )کووت(، مقاومت نوری، تقویت کننده، گالوانومتر از چپ به راست به ترتیب

 (.  نموده است A)در این شکل سیستمی نشان داده شده که شدت جریان را تبدیل به میزان جذب یا 
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 اسپکتروفتومتر )شکلهای بالا( و دو نمونه از دستگاههای آنالیز آنالیتهای بیوشیمیایی خون )شکلهای پائین( که سیستمهای روباتیک دارند.دو نمونه 

وژی لامروزه از سیستمهای روباتیک استفاده می شود که مبنای کار سنجش آنها همان مبانی ساده ای هستند که در اسپکتروفتومترها هست، فقط تکنو

 تر است.آنها پیشرفته
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 :در مورد جذب نور Beer and Lambertقانون 

به معنی جذب  Aبیر و لامبرت دو دانشمند بودند که در خصوص جذب نور توسط یک محلول قانون )فرمول( زیر را پیشنهاد دادند. در این فرمول 

است )که نشاندهنده ماهیت ماده است و برای هر ماده مقداری مشخص  (extinction coefficient)ضریب خاموشی ε ، (Absorbance)نور 

 باشد.     می (length)کند طول مسیری که نوری طی می lو  (concentration)غلظت ماده موجود در لوله آزمایش  cو متفاوت با سایر مواد است(، 

A = εcl 

 

ند. از طرفی کمفهوم این فرمول بیانگر این است که میزان جذب نوری یک ماده بستگی دارد به جنس ماده، غلظت آن و طول مسیری که نور طی می

(؛ لیکن = میزان جذب نور توسط ماده رنگی I-0Iشدت نور خروجی تناسب دارد )یعنی  -همانطور که ذکر شد، میزان جذب نور با  شدت نور اولیه

 این تناسب بصورت لگاریتمی است، لذا، می توان گفت:

log I-0A= log I  و همچنین  A = εcl  

 

 

 میزان جذب نوری )یا چگالی نوری( برابر است با 

 

 شودسانتی متر در نظر گرفته شود معادله بالا می 1اگر طول مسیر نوری )کووت(  

 

خواهد بود(.  OD = εرا می توان با آزمایش اندازه گیری نمود )اگر غلظت ماده موجود موجود در لوله آزمایش یک مول باشد آنوقت  εمقدار 

 غلظت ماده مورد نظر را بدست آورد. εمی توان با تقسیم جذب نوری بر  εپس از تعیین مقدار 

 

  

εcl = log I0 - log I  

𝑙𝑜𝑔
𝐼0

𝐼
=  𝜀𝑐𝑙 

 

𝑙𝑜𝑔
𝐼0

𝐼
= 𝐴 (𝑂𝐷) = 𝜀𝑐𝑙 

 

𝑙𝑜𝑔
𝐼0

𝐼
= 𝐴 (𝑂𝐷) = 𝜀𝑐 
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 :(A)یا همان جذب نوری  (OD)روش دیگر برای محاسبه چگالی نوری 

کند. میزان جذب با غلظت ماده نسبت دارد. اما با مقدار کند مقداری از آن جذب و مقداری عبور میهمانطور که گفته شد وقتی نور از لوله عبور می

رده نیز می با استفاده از مقدار نور عبور کنور عبور کرده نیز نسبت دارد زیرا هر قدر نور جذب شده بیشتر باشد، نور عبوری کمتر خواهد بود. از اینرو 

 توان میزان چگالی نوری را سنجید:

 دهند با شدت نور تابیده شده و عبوری دارای این رابطه است: نشان می Tکه با  (Transmittance)مقدار نور عبور کرده 

𝐼

𝐼0
= 𝑇  

 شود: ده( را نسبت به نور خروجی بسنجیم رابطه به این شکل میاگر لگاریتم را بخواهیم محاسبه کنیم و شدت نور اولیه )نور تابیده ش

𝑙𝑜𝑔
𝐼0

𝐼
= log

1

𝑇
 

𝑙𝑜𝑔دانیم همانطور که می
𝐼0

𝐼
 ، لذا خواهیم داشت:ODبرابر است با  

𝑂𝐷 = log
1

𝑇
 

آزمایش مقداری از آن جذب می شود و درصد در نظر بگیریم، با توجه به اینکه حین عبور از لوله  111اگر شدت نور اولیه )نور تابیده شده( را 

 کند، می توان روابط بالا را اینطور نوشت:مقداری عبور می

 

𝐼

𝐼0

=
%𝑇

100
    →    𝑙𝑜𝑔

𝐼

𝐼0

= 𝑙𝑜𝑔
%𝑇

100
       →       𝑙𝑜𝑔

𝐼0

𝐼
= 𝑙𝑜𝑔

100

%𝑇
       →    𝑂𝐷 = 𝑙𝑜𝑔

100

%𝑇
 

 

𝑂𝐷 = 𝑙𝑜𝑔 100 − log % 𝑇    →       𝐴(𝑶𝑫) = 𝟐 − 𝒍𝒐𝒈%𝑻 

 توان با سنجش شدت نور خروجی، میزان چگالی نور عبوری را سنجید.ه این ترتیب میب

 

 یا عبور برای سنجش غلظت یک ماده در محلول جذب کاربرد فرمول

 برای سنجش غلظت یک ماده در محلول، یکی از روشهای مورد استفاده روش اسپکتروفتومتری است. 

کند. هرقدر غلظت ماده رنگی موجود در محلول بیشتر باشد، نور بیشتری جذب را همرنگ خود را جذب میهر ماده رنگی در طول موج ویژه ای نور 

می شود. اگر غلظت ماده حل شده در یک محلول رنگی را بدانیم می توانیم محلولهای مشابه آنرا که غلظت ماده رنگی در آنها مشخص نیست را 
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ی مقایسه میزان جذب نوری دو محلول که یکی غلظت مشخص و دیگری غلظت نامشخص دارد استفاده تعیین کنیم. درواقع، از اسپکتروفتومتر برا

 کنند.می

شود. مبنای انتخاب طول موج بهینه برای سنجش رنگ روش به این شکل است که ابتدا طول موج مناسب برای سنجش رنگ محلول انتخاب می

آن طول موج ماده رنگی دارای بیشترین میزان جذب باشد، تا حین سنجش رنگ ماده ماکزیمم شود که در محلول این است که طول موجی انتخاب می

نور همرنگ تابیده شده جذب شود و سنجش دقیق باشد. فراموش نکنیم که مواد رنگی می توانند در بیش از یک طول موج دارای جذب نوری بالا 

 شود.ین میزان جذب در آن رخ میدهد. لذا، همان طول موج انتخاب میباشند ولی معمولاً فقط یکی از آن طول موجهاست که بیشتر

کنیم که غلظت مشخصی از آن ماده را دارد؛ به این محلول خواهیم مقدار یک ماده را بسنجیم. ابتدا از ماده مورد نظر محلولی تهیه میفرض کنید می

یکی غلظت مشخص )استاندارد( و دیگری غلظت نامشخص دارد )مجهول یا  شود محلول استاندارد. سپس، جذب نوری هر دو محلول را کهگفته می

 لامبرت بصورت زیر خواهد بود:-نمونه مورد آزمایش( را توسط دستگاه اسپکتروفتومتر می سنجیم. نتیجه براساس فرمول بیر

A1 = ε1c1l1 

A2 = ε2c2l2 

برابر است،  2εبا  1εورد آزمایش را بخواهیم با یکدیگر مقایسه کنیم، خواهیم دید که اگر مقادیر به دست آمده برای لیکن با نمونه استاندارد و نمونه م

و  1lو اگر از یک کووت برای هر سنجش هم استاندارد و هم نمونه مجهول استفاده کرده باشیم، طول مسیر نوری در هر دو یکی خواهد بود )یعنی 

2l:لذا مقایسه ما به این شکل خواهد شد .) 

 A1 =c1 

A2 = c2 

 سپس می توانیم بگوئیم:

A1   →   c1 

A2   →   c2 

غلظت محلول مجهول باشد، که غلظت آنرا نمی دانیم، لذا، با یک تناسب می  2cغلظت محلول استاندارد باشد، که غلظت آنرا می دانیم، و  1cاگر 

ر را وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر بسنجیم. برای مثال، این مقادیتوانیم بتوانیم غلظت نمونه مجهول را بدست آوریم، زیرا مقادیر جذب نوری را می

 :0.51A ،=0.32A ،=100 mg/dl1c=جایگزین می کنیم:  

𝑐2 =
𝑐1×𝐴2

𝐴1
  

 𝑐2 =
100×0.3

0.5
= 60 

 خواهد بود. mg/dl91لذا، غلظت ماده مورد نظر در نمونه مجهول 
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مجهول است، ولی تنها روش موجود نمی باشد و روشهای دیگری نیز وجود  روش بالا یکی از راههای محاسبه غلظت یک ماده مشخص با غلظت

 دارند. برای مثال، روش دیگری که بیشتر در سنجشهای دقیق استفاده می شود و از دقت بسیار بیشتری نسبت به روش فوق الذکر برخوردار است،

. ابتدا روش رقت سازی متوالی را شرح می دهیم که یکی از بهترین روشها روش استفاده از منحنی استاندارد بوده که در زیر به آن اشاره خواهد شد

 برای رسم منحنی استاندارد است.
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 با روش گلوکزاکسیداز قند خوناندازه گیری آزمایش 
 

 کند. سوختن قند منجر به تولید انرژیگلوکز، ماده ای است قندی که بدن از متابولیسم آن انرژی خود را تامین می

چنانچه متابولیسم گلوکز در بدن فردی مشکل داشته باشد )به علل بیماریهای مختلف یا  گردد.می ATPبصورت 

وکز که مهمترین منبع تولید انرژی برای بدن مولکول گلیابد. از آنجا شرایط فیزیولوژیک( غلظت قند خون تغییر می

وجب حفظ کند. هورمون گلوکاگن م محدوده طبیعیغلظت آنرا در کند تا باشد لذا، بدن به طرق مختلف تلاش میمی

ری های دیگشود. هورمونالقاء تولید قند گلوکز در بدن و هورمون انسولین موجب القاء مصرف گلوکز در بدن می

د، آدرنالین مانند هورمون رش توانند موجب القاء تولید گلوکز یا مصرف آن توسط بدن گردندود دارند که علاوه بر انسولین و گلوکاگن، مینیز وج

 و غیره.

الی  01دود )ح شودکند لیکن این غلظت معمولاً در افراد سالم در یک محدوده طبیعی حفظ میتواند تغییر در شرایط مختلف غلظت قند خون می

   .میلی گرم در دسی لیتر( 111

 (Hyperglycemia)آن بیش از حد نرمال را هیپرگلیسمی  و افزایش (Hypoglycemia)را هیپوگلیسمی کمتر از حد نرمال کاهش قند خون 

منجر به توانند حالتها به نوبه خود میحالتهای هیپرگلیسمی یاهیپوگلیسمی اگر پایدار بمانند نشاندهنده بیماری هستند؛ همچنین، این  گویند.می

یماریهای برخی ب دهنده قند خون یا در اثر گرسنگی طولانی مدت، مصرف بیش از حد داروهای کاهشممکن است هیپوگلیسمی شوند.  بیماریهایی

یابت رخ می دهد. قاعده د. هیپرگلیسمی نیز در اثر بیماریهایی مانند کنند( ایجاد شودمتابولیک )بیماریهایی که مسیرهای متابولیسمی بدن را درگیر می

ه محدوده نرمال آورد تا بو غلظت قند خون را پائین میعملکرد طبیعی بدن این است که با افزایش غلظت قند خون، انسولین از پانکراس ترشح شده 

عمولاً م دارند.کننده تولید قند در بدن قند خون را در حد طبیعی نگه میهای تحریک چنانچه، قند خون کاهش پیدا کند هورمونبرسد؛ همچنین، 

 mg/dlکنند که در ایران بیشتر برحسب گزارش می (mg/dl)گرم در دسی لیتر یا میلی (mmol/L)غلظت قند خون را بر حسب میلی مول در لیتر 

کولی ا به یکدیگر می توان از رابطه زیر استفاده نمود )که برمبنای جرم مولشود. برای تبدیل این واحدههای تشخیص طبی گزارش میتوسط آزمایشگاه

  گلوکز محاسبه شده است(:

1mmol/L = 18mg/dL    
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 انواع آزمایش قند خون

 :(Fasting Blood Sugar= FBS; Fasting Blood Glucose=FBG))گلوکز( خون ناشتا  قند

ساعت ماده غذایی مصرف نکرده باشد )مصرف آب ایرادی ندارد(.  12الی  5که فرد به مدت حداقل  شوددر این شرایط میزان قند خونی سنجیده می 

 mg/dl 70اگر غلظت قندخون از  میلی گرم در دسی لیتر است. 111الی  01مقدار طبیعی قند خون در افراد طبیعی و سالم معمولاً در این حالت بین 

باشد فرد دچار هیپرگلیسمی خواهد بود. در موارد هیپوگلیسمی فرد مواد  mg/dl 100د و اگر بیش از کمتر باشد، فرد دچار هیپوگلیسمی خواهد بو

کند و کاهش قند خون او جبران خواهد شد، یا اگر بیمار بستری در بیمارستان بوده یا کاهش قند خون او بسیار شدید باشد که  حاوی قند مصرف می

 شود.او استفاده می از سرم حاوی قند برای افزایش قند خون

ت شوند و در صورت تائید ابتلاء فرد به دیابت، با تجویز دارو دیاباگر غلظت قند خون فردی نیز بالا باشد، معمولاً ابتدا آزمونهای تائیدی انجام می 

 گیرد.فرد تحت کنترل قرار می

 :(2hPP= 2 hours Post Prandial)ساعت پس از مصرف گلوکز(  0ساعته ) 0قند خون 

قند، قند صی مقدار مشخاساس این آزمایش بر این اصل استوار است که هنگام مصرف  رود.این آزمایش برای تائید تشخیص بیماری دیابت بکار می 

لوکز گشود که این امر باعث برداشت میشود. با ورود گلوکز به جریان خون، ترشح انسولین تحریک خوراکی جذب شده و وارد جریان خون می

شود. گلوکز جذب شده توسط سلول معمولاً بصورت گلیکوژن در سلول ذخیره توسط سلولهای مختلف بدن ازجمله عضلات، بافت چربی و کبد می

 2. لذا، در نهایت در افراد سالم بعد از مصرف گلوکز خالص، چنانچه، انسولین بخوبی ترشح شده باشد، غلظت قند خون بعد از گذشت شودمی

بالاتر  mg/dl 140خواهد بود. اما در افراد دیابتی یا کسانی که در ابتدای روند دیابتی شدن هستند، مقدار آن از  mg/dl 140کمتر از  ساعت،

 خواهد شد.

 دهد.جدول زیر معیارهای تشخیص دیابت را برمبنای تفسیر نتایج نشان می

 

 

 

 

 

 

 

 

Category of a 

person  

Fasting Value  Post Prandial  

Minimum Value  Maximum Value  
Value 2 hours after 

consuming glucose  

Normal  70  100  Less than 140  

Early Diabetes  101  126  140 to 200  

Established 

Diabetes  
More than 126  -  More than 200 
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 روش سنجش قند خون:

لیکن، در گذشته روشهای شیمیایی  شود.های تشخیص طبی از روشهای آنزیماتیک استفاده میآزمایشگاهبرای اندازه گیری قند خون در 

های بالینی دو روش آنزیمی که امروزه در آزمایشگاههای تشخیص طبی ندارند. )اورتوتولوئیدین( نیز موجود بود که امروزه کاربردی در آزمایشگاه

باشند. در روش هگزوکیناز از واکنش فسفوریله کردن گلوکز توسط آنزیم هگزوکیناز گلوکزاکسیداز می شوند روشهای هگزوکیناز واستفاده می

ود. با عنایت به اینکه شاستفاده می شود درحالیکه در روش گلوکزاکسیداز از واکنش اکسید شدن گلوکز توسط آنزیم گلوکز اکسیداز استفاده می

 دهیم:شود، اساس این روش را در زیر شرح میتفاده میامروزه بیشتر از واکنش گلوکزاکسیداز اس

ابتدا تحت تاثیر آنزیم گلوکزاکسیداز، اکسیده شده و تبدیل به که فرم طبیعی گلوکز در بدن است،  ß-D-Glucoseدر این روش مولکول 

 H2O2گردد. می (H2O2)دروژن پراکسید شود. سپس، گلوکونولاکتون با آب واکنش داده و تبدیل به گلوکونیک اسید + هیگلوکونولاکتون می

حمله کرده و با تشکیل پیوند بین این دو ماده یک ماده  Aminoantipyrine-4و ماده دیگری بنام  فنولتواند به ساختار ای فعال است که میماده

همگی موادی تقریباً بی رنگ هستند لیکن، ماده  H2O2و  Aminoantipyrin-4و  فنولتشکیل دهد. گلوکز،  Quinoneimineجدید بنام 

Quinoneimine توان گفت، هر قدر غلظت گلوکز در رنگ قرمز صورتی دارد. با توجه به اینکه محصول این واکنش یک ماده رنگی است، می

تروفتومتری دقیق غلظت نیز از روش اسپکیک محلول )مثلاً سرم یا پلاسمای بیمار( بیشتر باشد، ماده رنگی بیشتری تولید خواهد شد. برای سنجش 

 ایم.رد که پیش از این توضیح دادهتوان استفاده کمی
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 روش کار:

نویسیم. سپس مقادیر زیر را به هریک )تست( می T)استاندارد( و  S)بلانک یا شاهد(،  Bابتدا سه لوله آزمایش انتخاب نموده و روی آنها به ترتیب 

 افزائیم:از لوله ها می

 میلی گرم در دسی لیتر است. 111غلظت گلوکز در محلول استاندارد معادل  وجه:ت

 و فنول Aminoantipyrin-4محلول حاوی آنزیم،  حجم ماده افزودنی نام لوله

B )میلی لیتر 1 میکرولیتر 21آب مقطر  )بلانک یا شاهد 

S )میلی لیتر 1 میکرولیتر 21محلول استاندارد  )استاندارد 

T )میلی لیتر 1 میکرولیتر 21سرم یا پلاسمای بیمار  )تست 

  

درجه سانتی گراد( نگه می داریم. سپس، دستگاه اسپکتروفتومتر  00دقیقه در دمای  11دقیقه در دمای آزمایشگاه )یا به مدت  01ها را به مدت کلیه لوله

میزان در آن طول موج بیشترین توانایی جذب نور را دارد( و Quinoneimine نانومتر تنظیم نموده )طول موجی که ماده  111را برای طول موج 

سپس، جذب نوری محلولهای استاندار و تست را بصورت جداگانه توسط دستگاه  نمائیم.جذب نوری دستگاه را با محلول بلانک روی صفر تنظیم می

توان غلظت قند گلوکز در نمونه تست را بدست آورد. این کار را انجام بدهید و جواب قرائت و یاداشت می نمائیم. با استفاده از فرمول تناسب می

 آزمایش خود را گزارش نمائید.

 ار هیپر، هیپو یا نرموگلیسمی است؟مشخص کنید فرد مورد آزمایش دچ

 

 چارت زیر نشاندهنده چه چیزی است؟ در مورد محتوای این چارت توضیح دهید. فعالیت فوق برنامه:
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 و ادرار خون (UREA)اوره  آزمایش اندازه گیری

نامند روتئینی میدو ماده را ترکیبات نیتروژنی غیرپ ها و اسیدهای نوکلئیک در بدن منتهی به تشکیل اوره و آمونیوم می شود؛ اینکاتابولیسم پروتئین

ز آزمایشگاه ها آزمایش سنجش اوره را اپزشک بالینی برای بررسی وضعیت عملکرد کلیه ها هستند.دار موجود در بدن پروتئینزیرا عمده مواد نیتروژن

در  دالتون، عمده ترین ترکیب حاصل از کاتابولیسم 91و وزن مولکولی  2CO(NH(2اوره با فرمول نماید. تشخیص طبی برای بیمار درخواست می

 شود لیکن تا پیش از دفع از بدن به تنظیم فشار اسمزی مایع میان بافتی وانسان است که بعنوان یک ماده دفعی محسوب شده و از طریق ادرار دفع می

حد معمول بالا رود تنظیم فشار اسمزی بهم خورده و فشار اسمزی آب میان  نماید. چنانچه غلظت این ماده در جریان خون بیش ازخون کمک می

د باعث حالت آید. این فراینهای بدن فرد بیمار به دلیل تجمع اوره در آنها بالا رفته و آب از جریان خون به درون فضای میان بافتی میبافتی بافت

Edema دوده طبیعی معمولاً عوارض بیماریزا به همراه ندارد و از جنبه بالینی اهمیت ندارد اما گردد. کاهش غلظت اوره کمتر از مح)خیز یا ادم( می

 شود.افزایش غلظت آن بیشتر در موارد نارسایی کلیوی مشاهده می

وسط واکنشهای ت باشند که بخش آمین آنهاحاصل تجزیه پروتئینها، آمینواسیدها میشود؛ ها درون بدن تشکیل میاوره طی فرایند تجزیه پروتئین

ی و در آنجا طی یک سر یافتهابتدا به کبد انتقال ترانس آمیناسیون )انتقال عامل آمین( و دآمیناسیون )جداشدن عامل آمین( از آنها جداشده، 

از  ، عمدتاًنهایت ، و درشتهمجدداً وارد جریان خون گسپس،  میگردد؛ تبدیل به اوره که به آن چرخه اوره گفته می شود، های بیوشیمیاییواکنش

  .ددگرمقدار ناچیزی هم از طریق مسیر گوارش و پوست دفع می ، لیکن،شود(اوره به این طریق دفع می %01)بیش از  شودطریق کلیه و ادرار دفع می

 واکنش سنتز اوره در سلولهای کبدی:

شود، یون همانطور که در شکل مقابل مشاهده می

+(آمونیوم 
4(NH  2وCO  درون میتوکندری با

یکدیگر واکنش داده، توسط یک واکنش آنزیمی 

س . سپگردندتبدیل به کرباموئیل فسفات می

کرباموئیل فسفات از درون میتوکندری به سیتوپلاسم 

شود و طی یکسری واکنشهای آنزیمی دیگر برده می

 د.شودر نهایت اوره درون سلولهای کبدی ساخته می

 

 

 

ذا ل اوره بدن کلیه ها هستندعمده  ازآنجا که مسیر دفع

می شود؛ ازاینرو، از اوره بعنوان شاخصی برای ارزیابی عملکرد کلیه ها در خون هرگونه اختلالی در عملکرد کلیه ها منجر به افزایش غلظت اوره 

که گویند. سالهاست می (Azotemic state)یا حالت ازتمی  (Uremic state)افزایش غلظت اوره در خون را حالت اورمی  نمایند.استفاده می
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ه استفاده برای اریابی عملکرد کلیاز سنجش کراتینین نیز همچنین،  شود.از اندازه گیری اوره خون و ادرار برای ارزیابی عملکرد کلیه استفاده می

 شود.می

 

 BUNسنجش اوره یا  اهمیت بالینی

 یابد:در موارد زیر افزایش می BUNمقدار 

، (acute and chronic nephritis)ها که شامل موارد التهاب حاد و مزمن نفرون :(Renal insufficiency)نارسایی کلیه  -3

 Urinary)، انسداد مسیر ادراری (acute renal failure (tubular necrosis))های کلیوی( نارسایی حاد کلیوی )نکروز لوله

tract obstruction) شوند و بزرگ شدن پروستاتها ، تومورهای کلیوی که منجر به انسداد یا ناکارایی نفرون1گ کلیهمثلاً در اثر سن 

اهش آب بدن به هر ک افزایش متابولیسم نیتروژن همراه با کاهش جریان خون کلیوی یا ناکارآمدی عملکرد کلیه: -0

 شی آزاد شده باشد و همراه با کاهش جریان خون کلیویعلتی که باشد، خونریزی مسیر گوارشی همراه با جذب خونی که در مسیرگوار

 احتقانی قلب گذرای، نارسایی (adrenal insufficiency)شوک، نارسایی غده فوق کلیوی  کاهش جریان خون کلیوی: -1

ایزونیازید، ندومتاسین، گوانتیدین، متیل دوپا، ایکنند:ها را مختل میهایی که عملکرد کلیهمصرف بسیاری از آنتی بیوتیک -4

 شوند(های قوی )که باعث کاهش حجم خون و جریان خون کلیوی میپروپرانولول، و دیورتیک

 یابند:کاهش می BUNمواردی که اوره یا 

 نارسایی کبدی -3

 نفروزی که هنوز منجر به نارسایی کلیوی نشده باشد -0

 باشدای میده و دچار ضعف و نارسایی تغذیهحالتی است که سلامت عمومی فرد افُت کر :(Cachexia)لاغری مفرط -1

 

 

 

  

                                                           
1 - nephrolithiasis 
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 روش سنجش اوره در آزمایشگاه تشخیص طبی

  توضیح:

 BUNشود بلکه مقدار نیتروژن اوره خون که به اصطلاح تحت عنوان های تشخیص طبی معمولاً بطور مستقیم اوره اندازه گیری نمیدر آزمایشگاه

(Blood Urea Nitrogen)  2(است سنجیده و برای پزشک گزارش می گردد. با توجه به اینکه هر مولکول اورهNH-CO-N2(H تواند دو می

+(بصورت یون آمونیوم پس از واکنش با آب مولکول نیتروژن آزاد کند، که آنهم 
4(NH  ،وان محاسبه نمود. را میمقدار اوره لذا، در محلول است

رای ببا عنایت به اینکه برای پزشک معالج ملاک مقدار نرمال ماده مورد سنجش است، چندان تفاوتی ندارد که اوره یا محتوای نیتروژن اوره خون 

ر خون های موجود دلیتهای تشخیص طبی مقادیر و محدوده های طبیعی برای هریک از آناپزشک گزارش گردد. با توجه به اینکه در آزمایشگاه

 آید.با اوره پیش نمی (BUN)شود لذا، مشکل عدم تطابق مقادیر طبیعی نیتروژن اوره خون روبروی جواب بیمار نوشته می

خواهد بود. نیتروژن  2گرم آن وزن  25گرم جرم داشته که  91مولکول گرم اوره  1مولکول نیتروژن است؛  2مول( اوره حاوی  1مولکول گرم ) 1 

توان برای تبدیل مقادیر نیتروژن اوره خون به اوره خون استفاده نمود آید که از این عدد میبدست می 10/2تقسیم کنیم، عدد  25را بر  91اگر عدد 

 (.10/2×20=00است ) 00باشد مقدار اوره خون او حدود  20او  (BUN)یا بلعکس. مثلاً فردی که نیتروژن اوره خون 

خون و ادرار شامل روشهای مستقیم و غیرمستقیم هستند. امروزه روشهای غیرمستقیم استفاده بیشتری دارند زیرا مبتنی بر  روشهای سنجش اوره در

 آزورهاابتدا اوره توسط آنزیم  شود که در آناز واکنشی استفاده می واکنشهای آنزیمهای اختصاصی هستند. برای سنجش اوره در مایعات بدن

(Urease) شودیون آمونیوم می 2دو مولکول آب تجزیه و تبدیل به در حضور  و  

 

 

 

در و آزمون آنزیمی گلوتامات دهیدروژناز است که  (Berthelot Reaction) لتسنجش آمونیوم شامل واکنش برت روش اسپکتروفتومتری برای

این روش بعنوان روش مرجع شناخته شده و  شود.استفاده می 2NADHو  NADیا   2NADPHو  NADPاحیاء -آن از سیستم اکسیداسیون

+(های اتوماتیک عموماً برای این روش طراحی شده اند. در این روش، یون آمونیوم دستگاه
4(NH آز با یک ماده حاصل از واکنش آنزیم اوره

یا   2NADPHو  NADPاحیاء -سیداُکسوگلوتارات تحت اثر آنزیم گلوتامات دهیدروژناز و در حضور سیستم کوآنزیم اک-2واکنشگر دیگر مثل 

NAD  2وNADH 2 آیند.، واکنش داده و آمینواسید گلوتامات و آب حاصل میNADPH   نانومتر )که در محدوده فرابنفش  001در طول موج

بیشتر و در نتیجه  2NADPHاُکسوگلوتارات بیشتر و مصرف -2است( جذب داشته و لذا هر قدر غلظت اوره بیشتر باشد، آمونیوم بیشتر، واکنش با 

و طبق همان روش تناسب که در بحث اسپکتروفتومتری ذکر  میزان جذب نوری کمتر خواهد بود. غلظت نمونه مجهول در مقایسه با نمونه استاندارد

   گردد.گردید محاسبه می
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 BUNروشهای دیگر برای سنجش اوره یا 

وجود داشته اند که امروزه برخی از آنها نیز کاربرد دارند. لیکن  BUNهم در گذشته و هم در حال حاضر روشهای دیگری نیز برای سنجش اوره و 

اساس بیشتر آنها مبتنی بر آزاد شدن یون آمونیوم از اوره و سپس جفت کردن چند واکنش است که در نهایت فراورده دارای جذب نوری تشکیل 

برای  های دیگریبه مثال دیگری که در زیر آمده است و سیستم جفت کردن واکنشکه شدت نور جذبی آن شاخصی از غلظت اوره باشد. شود 

 دهد دقت بفرمائید:سنجش اوره را نشان می

 

 

 

این ماده مقدار اوره را نانومتر دارای ماکزیمم جذب است. لذا، با سنجش میزان جذب  911دی کربوکسی ایندوفنل، در طول موج -2،2ماده 

 توان محاسبه نمود.می

 روش انجام آزمایش

 دتواننمونه مورد استفاده می)نمونه مجهول یا تست(.  T)استاندارد( و  S)بلانک(،  Bابتدا سه لوله آزمایش انتخاب نموده و روی آنها می نویسیم 

 موجود در خون  طبق جدول زیر عمل کنید: BUNسرم، پلاسما یا ادرار باشد )بسته به درخواست پزشک معالج(. برای سنجش میزان اوره یا 
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 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 21آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 21محلول استاندارد 

 میکرولیتر

سرم یا پلاسمای 

 میکرولیتر 21بیمار 

 محلول حاوی آنزیم

 آزاوره
 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1

 دقیقه در دمای آزمایشگاه نگه داری کنید 1به مدت 

محلول سالیسیلات، 

هیپوکلریت و محلول 

 بافری

 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1

 دقیقه در دمای آزمایشگاه نگه داری کنید 11الی  11مدتبه ها را در پایان کار بخوبی مخلوط نموده، لوله

 

 

 Sو  Tرا صفر و سپس جذب نوری هر یک از لوله های  Bنانومتر میزان جذب نوری برای لوله  911با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر و طول موج 

 را گزارش کنید. BUNرا قرائت کنید. محاسبات را با استفاده از تناسب انجام داده و غلظت اوره و 

 را بدانیم!  Sدر لوله  BUNبایستی غلظت  T در لوله BUNبرای محاسبه غلظت اوره یا  فراموش نکنید:

 

 محدوده مرجع

میلی مول در لیتر برحسب اوره(  1/0الی  1/2)یعنی معادل  (mg/dl)میلی گرم در دسی لیتر   21الی  9در افراد بالغ غلظت نیتروژن اوره خون معادل 

غلظت اوره  باشد.میلی مول در لیتر اوره( می 2/5الی  0/2میلی گرم در دسی لیتر )یعنی معادل  20الی  5سال مقدار مرجع بین  91و در افراد بالای 

 ن است.اردار مقداری کمتر از بالغیآقایان مقداری بیشتر از خانمها و غلظت اوره کودکان و زنان ب

گویند که از نظر بالینی میلی گرم دردسی لیتر(، می 20یا  21ی )غلظت بیش از را حالت اورمیک یا هیپراورم)یانیتروژن اوره( خون غلظت بالای اوره 

 از نظر بالینی اهمیت ندارد و فقط افزایش آن مورد توجه پزشک است. حائز اهمیت است. کاهش غلظت اوره خون
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 کراتینین خون و ادرار گیریاندازهآزمایش 

ها و لیهود. کراتین بعد از تولید درون کبد، کشمیها و پانکراس تولید کراتین ماده ای است که توسط کبد، کلیه

سفوریله یابد. در عضله و مغز کراتین فپانکراس از طریق جریان خون به سایر بافتها و بویژه عضلات و مغز انتقال می

یک  ATPرا بعهده دارد. این ماده همانند  این بافتهاوظیفه ذخیره انرژی در  که شودراتین تولید میشده و فسفوک

برای عضله محسوب شده و قدرت انقباضی عضله حین فعالیت را برای مدت طولانی تری حفظ مهمّ منبع انرژی 

  کند.می

کیناز تبدیل  از تولید و انتقال به بافت عضلانی، توسط آنزیم کراتینپس که  توان به این شکل شرح دادسرگذشت متابولیسم کراتین را می

به مقدار کافی وجود دارد، فسفر  ATPدر شرایط استرحت سلول عضلانی که  ،شود. برای فسفوریله کردن کراتینبه فسفوکراتین می

که همانند  ،وکراتینفسفکند. اتین استفاده میرود و آنزیم کراتین کیناز از این فسفر برای فسفوریله کردن کربکار می ATPپرانرژی 

ATP انرژی موجود در فسفر آن آزاد دهد و فسفر خود را ازدست میحین فعالیت انقباضی عضله  ،شودیک منبع انرژی محسوب می

دهد تا صرف انقباض می ATP)مجدداً به  دهدهنگامیکه فسفر خود را از دست می ،فسفوکراتینشود. تا صرف حرکت عضلانی شده 

کراتینی که ین و فسفوکراتهمچنین،  د.گرددفع می ،و بویژه از طریق ادرار ،شود که از بدنای بنام کراتینین میتبدیل به ماده عضله گردد(

 لاحظه بفرمائید:را م اکنشهای زیرند؛ وند بصورت خودبخودی تبدیل به کراتینین گشته و از بدن دفع شونتواباشد نیز میفسفوریله نمی

بستگی  هر فرد تقریباً ثابت بوده ومیزان تولید کراتینین در روز برای 

به حجم توده عضلانی دارد. هرقدر توده عضلانی فرد بیشتر باشد، 

مقدار کراتینین تولید شده در طول روز بیشتر خواهد بود. اما، در 

قدار مکنند، افراد سالمی که مواد مکمل مانند کراتین مصرف نمی

ت خواهد ماند و اینطور نیس یکراتینین عموماً در محدوده طبیعی باق

که در چنین افرادی مقدار کراتینین آنها از حد طبیعی بالاتر رود. 

 لذا، افزایش غلظت کراتینین در خون نشاندهنده حالت بیماری است. 

ه و به ها فیلتر شدکراتینین در تمام مایعات بدن وجود دارد، از کلیه

شود؛ تمام این خصوصیات باعث شده تا در طب بالینی از کراتینین بعنوان یک های کلیوی بازجذب نمیمیزان قابل توجهی توسط لوله

ف پیش ها به علل بیماریهای مختلها استفاده شود زیرا در مواردی که اختلال عملکرد کلیهیابی عملکرد کلیهمولکول مناسب برای ارز

اهمیت هاست. ای )نه بطور کامل( متناسب با شدّت آسیب کلیهراتینین افزایش یافته و این افزایش حتی تا اندازهآید، غلظت خونی کمی

نارسایی کلیوی را به  تلاگیرند بیمار مباتینین تصمیم میسنجش کراتینین آنقدر نزد پزشکان بالینی بالاست که برمبنای جواب آزمایش کر

 از به دیالیز ندارد.دیالیز کنند یا اینکه بیمار نی
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شد. کیفیت عملکرد باها میهاست میزان تصفیه مواد زائد یا سمیّ مانند کراتینین توسط کلیهآنچه که نشاندهنده کیفیت عملکرد کلیه

ها به لیهکها به سالم بودن نفرونها، سرعت جریان خون کلیوی، سرعت فیلترشدن خون از نفرونها و مواردی از این قبیل بستگی دارد. کلیه

کرد باشد. لذا، سنجش عملشوند که اختلال در عملکرد آنها تهدیدکننده حیات فرد میعنوان یکی از مهمترین اعضاء بدن محسوب می

صفیه ای در ارزیابی عملکرد کلیه و سرعت تآن بسیار حائز اهمیت است. کراتینین در کنار اوره و برخی مولکولهای دیگر از اهمیت ویژه

هر قدر سرعت تصفیه کلیوی بیشتر باشد موادی که تجمع  برخوردار است. (Glomerular Filtration Rate)های کلیوی گلومرول

شوند؛ مانند اوره و کراتینین. سرعت تصفیه گلومرولی به عوامل بسیار زیادی ربط دارد؛ آنها برای بدن مضر است سریعتر از بدن دفع می

ریایی، مسمومیت های باکتها، بیماریهایی مثل دیابت، بیماریهای ایمنولوژیک، عفونت، کارآیی نفرونمثلاً، قدرت پمپاژ قلب، فشار خون

را کاهش دهند موجب  GFRاست. عواملی که  GFRکند میزان با مواد شیمیایی، و..... درواقع در همه این موارد آنچه که تغییر می

ه کیفیت کار تواند نشاندهندهای عملکرد کلیه می، کراتینین بعنوان یکی از شاخصشوند. لذابیشتر باقی ماندن مواد سمیّ درون بدن می

 ها باشد.کلیه

مشخص کنید کاهش یا افزایش، وجود یا عدم وجود هرکدام از عوامل زیر احتمالاً چه تاثیر بر غلظت اوره و کراتینین خواهد پرسش: 

 داشت؟ چرا؟

 کاهش قدرت پمپاژ قلب:

 بیماری دیابت:

 عفونت ادراری طولانی مدت:

 مارگزیدیگی )سم مار( که منجر به رسوب پروتئین در نفرونها گردد:

 فشار خون پائین:
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 روش سنجش کراتینین

ترین روشها یپردازیم که یکی از قدیمدر این جا به شرح روش شیمیایی کراتینین میبرای سنجش کراتینین روشهای مختلفی وجود دارد. 

بوده ولی هنوز هم در آزمایشگاههای بالینی کاربرد دارد. در این روش کراتینین در محیط قلیایی با پیکرات واکنش داده و تولید کمپلکس 

هنوز هم دانشمندان ساختار واقعی (، 2110فه ابداع شد تا کنون )سال که این روش توسط ژا 1559از سال نماید. نارنجی می-رنگی زرد

  شود را نتوانسته اند به درستی شناسایی نمایند.کمپلکس رنگی که تشکیل می

Creatinine + Sodium Picrate → Creatinine-picrate complex (yellow-orange) 

 د.شودارای جذب نوری بوده که از این خاصیت برای سنجش مقدار کراتینین استفاده مینانومتر  111کمپلکس رنگی تشکیل شده در طول موج  

طبق جدول زیر سه لوله انتخاب و نامگذاری کنید. سپس، مقادیر نشان داده شده از هرکدام از محلولهای ذکر شده در جدول را به لوله  روش کار:

بایست ابتدا ار بسیار بالاتر از غلظت  آن در سرم است و برای سنجش غلظت کراتینین در ادرار میها اضافه نمائید. توجه نمائید: غلظت کراتینین در ادر

 آنرا رقیق نمود و بعد از سنجش ضریب رقت را در غلظت بدست آمده ضرب کرد تا مقدار واقعی غلظت کراتینین در ادرار محاسبه گردد. معمولاً 

 قابل سنجش باشد. کنند تابرابر رقیق می 11ادرار را به نسبت 

 

 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 211آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 211محلول استاندارد 

 میکرولیتر

 یا ادرار سرم یا پلاسما

 211بیمار )رقیق شده( 

 میکرولیتر

پیکریک محلول حاوی 

 اسید در بافر قلیایی
 لیترمیلی  1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1

دقیقه صبر کنید و مجدداً جذب  1ثانیه جذب آنها را بنخوانید. سپس، به مدت  01سریع مخلوط نموده و راس ها را لوله

 نوری لوله ها را قرائت کنید.

 

هایت باید رقیق نموده اید در نسپس از فرمول زیر مقدار کراتینین را محاسبه و گزارش نمائید. توجه؛ اگر از نمونه ادرار استفاده کرده اید، و نمونه را 

 پاسخ بدست آمده را در ضریب رقت ضرب کنید و جواب را گزارش نمائید.

𝐶𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛 (
𝑚𝑔

𝑑𝑙
) =

𝐴2𝑇 − 𝐴1𝑇

𝐴2𝑆 − 𝐴1𝑆
× 𝐶𝑆 

وب می نمایند و حالت را زنگ خطر محس 0/1میلی گرم در دسی لیتر است. لذا، مقادیر بالاتر از  0/1الی  0/1محدوده مرجع غلظت کراتینین بین 

کنند غلظت کراتینین در آنها ممکن است از حد نرمال بالاتر پاتولوژیک می دانند. توجه: گاهی اوقات ورزشکاران و بویژه افرادی که بدن سازی می

 ای توسط اینگونه افراد است.باشد که علت آن مصرف کراتین بصورت مکمل تغذیه
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 آزمایش سنجش کلسترول در خون

در بدن حیوانات  شود و استرول اصلیباشند لیکن، کلسترول صرفاً در حیوانات یافت میتقریباً تمام موجودات زنده دارای ترکیبات استرول میهرچند 

ات ر حیوانرول صرفاً دنامند. لیکن، کلستگیاهان نیز دارای استرولها هستند و استرول معروف موجود در آنها را فیتواسترول می گردد.محسوب می

ر منبع کلسترول موجود در خون یا مواد غذایی هستند و یا کلسترولی که د شود.میکلسترول تقریباً در تمام سلولها و مایعات بدن یافت موجود است. 

رول موجود در جریان تتقریباً نیمی از کلسهای زیادی در این مسیر وجود دارند. شود. مسیر سنتز کلسترول مسیری پیچیده بوده و واسطهبافتها تولید می

گردد. همه سلولهای هسته دار بدن توانایی تولید کلسترول را دارند. شود و مابقی آن از طریق خوراکی وارد بدن میخون توسط خود بدن تولید می

کوآنزیم -ترول در بدن استیلساز مولکولهای کلسپیششود. درصد از کلسترول تولید شده در داخل بدن ساخته می11حدود ها در بافتهای کبد و روده

A کوآنزیم استیل باشد. میA مسیر گردد. طی واکنشهایی تبدیل به موالونات شده و موالونات نیز طی واکنشهایی در نهایت تبدیل به کلسترول می

 بیوسنتز کلسترول بصورت زیر است:
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آیند. منبع دیگر کلسترول موجود در بدن از مواد غذایی است. مواد غذایی حاوی کلسترول موادی هستند که از منابع حیوانی، و نه گیاهی، بدست می

ای هساز هورمونهای استروئیدی )مثل هورمونهای کورتیزول، آلدوسترون، هورمونهای سلولی و هم بعنوان پیشکلسترول هم در تشکیل ساختار غشاء

دارای یک سر قطبی خواهد بود. سر در بخشی از ساختار خود  OHکلسترول با داشتن یک عامل نقش دارد.  جنسی استرادیول، تستوسترون و....(

دهند، لذا، کلسترول نیز همانند اسیدهای چرب یک مولکول آمفی میدیگر کلسترول گروهای متیل قرار دارند که خاصیت غیرقطبی به مولکول 

ها و هم برای کلسترول، هم برای حفظ ساختار بافت ازاینرو انتهای قطبی آن هیدروفیل و انتهای غیرقطبی آن هیدروفوب است. شود.پاتیک محسوب می

ی ترول براگردند. کلسشود. همچنین، اسیدهای صفراوی نیز از این مولکول مشتق میتولید هورمونهای استروئیدی در بدن بکار رفته و مصرف می

برسد، ها(، ءااینکه به بافتهایی که به آن نیاز دارند، یعنی بافتهای تولید کننده هورمونهای استروئیدی و بافتهای درحال تقسیم سلولی )برای ساخت غش

ول از قسمت گروه گیرد. همچنین، کلسترها صورت میبایستی در جریان خون حمل شود. کار انتقال کلسترول توسط ساختارهایی بنام لیپوپروتئینمی

-OH  توسط  مولکول کلسترول استریفیه یک اسید چرب واکنش داده و اصطلاحاً استریفیه شود )یعنی تولید استر نماید(.عامل اسیدی خود با

  شود.ها در جریان خون حمل میلیپوپروتئین

دهد. لیکن، اگر غلظت آن بیش از حد گردد، منجر به سخت  تواند سیالیت غشاء سلول را افزایشای میوجود کلسترول در ساختار غشاء تا اندازه

همچنین، ذخیره بیش از حد کلسترول در سلولها ماکروفاژ موجود در دیواره رگها باعث اختلال ساختار دیواره رگها شود. شدن غشاء سلول می

یواره رگها و ضخیم شدن آن باعث تشکیل لخته خون و شود. اختلال ساختار دگردد. اختلال ساختار دیواره رگها و ضخیم شدن دیواره رگ میمی

ود.  انسداد رگها و شانسداد مسیر جریان خون، توقف خون رسانی به بافت مبتلا، آنوکسی )قطع اکسیژن رسانی به بافت( و در نهایت مرگ بافت می

گویند. لذا، افزایش بیش از حد کلسترول در جریان خون، به مرور می (Infarction)عدم خون رسانی به بافتها را به اصطلاح سکته یا انفارکتوس 

ت. برد. سنجش غلظت کلسترول خون به این دلیل حائز اهمیت اسزمان احتمال بروز سکته را در افراد مبتلا به افزایش بیش از حد کلسترول بالا می

نی کاهش بیش ازحد طبیعی کلسترول در جریان خون نیز در طولاگویند. غلظت بیش از حد طبیعی کلسترول در جریان خون را هیپرکلسترولمی می

توانند متفاوت باشند. هرچند، نوع هورمون، علائم بالینی میگردد که متناسب با مدت باعث اختلال در تولید هورمونهای استروئیدی می

 افتد.هیپوکلسترولمی )کاهش غلظت کلسترول در جریان خون( به ندرت اتفاق می

ند نیماران مبتلا به هیپرکلسترولمی یا مقدار کلسترول خون آنها آنقدر بالاست که باید داروهای قوی کاهش دهنده غلظت کلسترول خون دریافت کب

 یتوانند با تنظیم رژیم غذایی غلظت کلسترول خون را در حد مناسب نگه دارند. لیکن، مواردو یا اینکه غلظت کلسترول آنها در حدی است که می

 نیز وجود دارند که کلسترول فرد به دلیل استعداد ژنتیکی و ارثی بالا خواهد بود که این افراد نیز ملاحظات درمانی خاص خواهند داشت.
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 روش سنجش کلسترول

روش سنجش آنها توضیح داده شد، کلسترول نیز تحت تاثیر واکنشهای نشان داده شده در زیر و تحت تاثیر آنهای  ند مولکولهای دیگری که قبلاًهمان

شود. هرقدر ای رنگی از واکنشهای آن حاصل میکند که فراوردهدر نهایت به نحوی تغییر می گیری کلسترول موجوداندخاصی که در محلول اندازه

  بیشتر باشد، شدّت رنگ تولید شده بیشتر خواهد بود.غلظت کلسترول در جریان خون 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ههمانطور که در این شکل نشان داده شده است، کلسترول استر تحت تاثیر آنزیم کلسترول استراز و در حضور آب، به کلسترول و اسید چرب تجزی

کند که را تولید می 2O2Hاُن  و همچنین مولکول -0-سپس، کلسترول آزاد، تحت تاثیر آنزیم کلسترول اکسیداز اکسید شده و کلسترول شود.می

اد تحت تاثیر آنزیم پراکسیداز تجزیه شده و رادیکال آزاد ایجاد نماید. رادیکال آزتواند )مانند واکنشی که برای گلوکز ذکر شد( این مولکول نیز می

دت ش واکنش داده و کمپلکس قرمز رنگی را ایجاد نماید.شود این دو ماده با یکدیگر حمله کرده و باعث میآمینوآنتی پرین -0فنل و به ساختار 

 توان سنجید.می 109الی  111رنگ ایجاد شده را در طول موج 

 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 211آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 211محلول استاندارد 

 میکرولیتر

 211بیمار ی سرم یا پلاسما

 میکرولیتر
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حاوی آنزیمهای محلول 

مورد نیاز برای سنجش 

 کلسترول

 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1

 111سپس، جذب نوری آنها را در طول موج  دقیقه در محیط آزمایشگاه نگه دارید. 11بخوبی هم بزنید و حدود ها را لوله

 فراموش نکنید که از محلول بلانک برای صفر کردن دستگاه استفاده نمائید.خوانید. بنانومتر 

 

 جواب بدست آمده را تفسیر نموده و مشخص کنید که بیمار دارای غلظت کلسترول خون طبیعی، بالا یا پائین است؟
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 خونآزمایش سنجش تری گلیسرید در 

نشان  اگر به جای یکی از اسیدهای چرب در ساختار تری گلیسرید ها همانطور که از نامشان پیداست ترکیبی از گلیسرول و سه اسید چرب هستند.

د. ول نقش دارنشود که عمدتاً در تشکیل غشاءهای سلداده شده در زیر، یک مولکول فسفات متصل باشد، آنوقت فسفاتیدیل دی گلیسرول تشکیل می

ای دارد و بعنوان منبع اسیدهای چرب و گلیسرول در اما، خود تری گلیسرید، بیشتر نقش ذخیره

 یا ازتری گلیسریدهای موجود در بدن شود. ذخیره می سلولهای موجود در هر بافتبدن در 

وده، رشوند یا اینکه توسط بافتهایی مثل طریق روده بصورت اسید چب و گلیسرول وارد بدن می

گلیسرول یا از طریق مواد غذایی یا از طریق واسطه های مسیر گلیکولیز درون بدن برای تولید تری گلیسریدها گردند. سنتز می چربی و کبد بافت

 شوند.شوند یا اینکه توسط کمپلکس آنزیمی اسیدچرب سنتاز درون سلولها تولید میاسیدهای چرب نیز یا از طریق غذا وارد بدن می شود.تامین می

ب شوند و هرگاه نیاز باشد، تحت تاثیر آنزیم لیپاز )تجزیه کننده لیپیدها( به اسیدهای چرتری گلیسریدها عمدتاً درون سلولهای بافت چربی ذخیره می

 ATPتولید  وشوند. اسیدهای چرب در میتوکندری سلولهایی که به انرژی نیاز دارند در مسیر بتااکسیداسیون، اکسید شده و تری گلیسرید تجزیه می

یشتر و بعضاً کنند که این ویژگی به دلیل تعداد کرین بشود که اسیدهای چرب بیش از مولکول گلوکز انرژی تولید میکنند. بطور کلی گفته میمی

آنهم برای تولید  هاینک تواند برای تولید مجدد تری گلیسریدها مصرف شود یانوع پیوندهای موجود در ساختار اسیدهای چرب است. گلیسرول نیز می

ق تری گلیسریدها برای اینکه بتوانند از بافت چربی به سایر بافتها، مثل کبد، انتقال پیدا کنند باید از طریوارد مسیرهای کاتابولیسمی گردد. انرژی 

ها است تا با پروتئین ی به بافتهای دیگر لازماند و برای انتقال آنها از بافت چربجریان خون به سایر بافتها برسند. لیکن، تری گلیسریدها در آب نامحلول

الای تری گلیسریدها در غلظت بیابند. نقل و انتقال میلذا، تری گلیسریدها نیز همانند کلسترول بصورت لیپوپروتئینها در خون پیوند برقرار نمایند. 

الا باشد یا یعنی، اگر تولید این چربیها در بدن بچربی هاست. نشان دهنده اختلال در مسیر متابولیسم)که عمدتاً بصورت لیپوپروتئین هستند( خون 

  هاست.مصرف آنها کم بوده و درنتیجه غلظت آنها در جریان خون بالا باقی مانده باشد، این امر نشاندهنده اختلال متابولیسم چربی

لاتر باشد، ها در جریان خون بارقدر غلظت این نوع چربیها در بدن است. هاندازه گیری غلظت تری گلیسریدها شاخصی از وضعیت متابولیسم چربی

نها لذا، سنجش تری گلیسریدها، در کنار سنجش کلسترول و لیپوپروتئی عروقی خواهد بود.-فرد به میزان بیشتری در معرض خطر بیماریهای قلبی

 باشد.ها میعروقی و اختلال متابولیسم چربی-شاخصی برای تعیین میزان خطر بیماریهای قلبی

گلیسریدمی، و غلظت بیش از حد پائین تری گلیسریدها در خون را اصطلاحاً غلظت بالای تری گلیسریدها در خون را اصطلاحاً هیپرتری

گلیسریدمی فرد نیازمند رعایت رژیم غذایی و در موارد بسیار شدید نیازمند دریافت داروهای گویند. در حالت هیپرتریگلیبسریدمی میهیپوتری

ها نیز مشاهده شود که این امر ناشی از عدم تامین انرژی توسط کاهش دهنده چربی خون است. در افراد دیابتی ممکن است اختلال متابولیسم چربی

قند و بعوض آن سوخت هرچه بیشتر اسیدهای چرب حاصل از تری گلیسریدهاست. در موارد شدید ممکن است در بیمار دیابتی حالت اسیدوز ایجاد 

 تواند منجر به تولید کتواسیدها شود.شود و حیات فرد را تهدید نماید، زیرا، اکسیداسیون اسیدهای چرب مییم
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 روش کار سنجش تری گلیسریدها

 شود. شکل زیر روند و واکنشهای بیوشیمیایی سنجش تری گلیسریدها را نشانامروزه برای سنجش تری گلیسریدها نیز از روشهای آنزیم استفاده می

شود. اسید چرب تجزیه می 0اسید چرب است تحت تاثیر آنزیم لیپاز به گلیسرول و  0هر مولکول تری گلیسرید که کمپلکس گلیسرول با دهد. می

فسفات اکسیداز، گلیسرول -0شود. آنزیم دیگری بنام گلیسرول فسفات تبدیل می-0پس، گلیسرول تحت تاثیر آنزیم گلیسرول کیناز به گلیسرول س

های ذکر شده برای گلوکز و نماید. ادامه واکنش، همانند واکنشمی 2O2Hفسفات را اکسید کرده وایجاد دی هیدروکسی استون فسفات و -0

 ست.کلسترول ا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گلیسرید خون طبیعی، بالا یا پائین است؟تریجواب بدست آمده را تفسیر نموده و مشخص کنید که بیمار دارای غلظت 

 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 211آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 211محلول استاندارد 

 میکرولیتر

 211بیمار ی سرم یا پلاسما

 میکرولیتر

حاوی آنزیمهای محلول 

مورد نیاز برای سنجش 

 تری گلیسرید

 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1

 111دقیقه در محیط آزمایشگاه نگه دارید. سپس، جذب نوری آنها را در طول موج  11هم بزنید و حدود  ها را بخوبیلوله

 نانومتر بخوانید. فراموش نکنید که از محلول بلانک برای صفر کردن دستگاه استفاده نمائید.
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 اسید اوریک در خون آزمایش سنجش

شوند ترکیباتی تخریب می (RNA, DNA) اسیدهای نوکلئیک متشکل از بازهای آلی پورینی و پیریمیدینی هستند. هنگامیکه اسیدهای نوکلئیک

م سکنند؛ یکی از مهمترین مواد حاصل از کاتابولیحدواسط را ایجاد می

تولید بیش از حد این ترکیب در بدن باعث تجمع  پورینها اسید اوریک است.

 آن شده و نشاندهنده وجود اختلال در مسیر متابولیکی تولید آنهاست. در بدن

مسیرهایی برای بازیافت بازهای آلی و تبدیل آنها به نوکلئوتیدها وجود دارد. 

ه و بازیافت شکل روبرو و شکل زیر  مسیرهای بیوشیمیایی تجزی

 نوکلئوتیدهای پورینی را نشان می دهد.

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مسیر تجزیه بازهای پورینی و تولید اسید اوریک

 بازیافت نوکلئوتیدهای پورینیمسیر 
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هایی متابولیسم بازهای پورینی نهرگونه اختلال در مسیر کاتابولیسم یا بازیافت نوکلئوتیدهای پورینی منجر به تغییر غلظت اسید اوریک )که متابولیت 

، سرطان خون )لوسمی؛ (gout)هیپراوریسمی یا افزایش غلظت اسید اوریک در بیماریهایی مانند اختلال عملکرد کلیه، نقرس  گردد.است( می

یا برخی بیماریهای ید( یروئلوکمی(، پلی سیتمی )افزایش بیش از حد تولید گلبولهای قرمز(، آترواسکلروز، دیابت، هیپوتیروئیدیسم )کم کاری ت

لذا، در  گیرد.صورت می عمدتاً در کبدشود میتولید اسید اوریک که منجر به تجزیه بازهای پورینی )آدنین و گوانین(  شود.مشاهده میژنتیکی، 

  .تجمع مس در کبد است یابد؛ مثلاً در بیماری ویلسون که ناشی ازمواردی که بافت کبد دچار مشکل باشد، تولید اسید اوریک کاهش می

 روش کار سنجش اسید اوریک

ما نمایند. سپس، مقدار اسید اوریک موجود در سرم یا پلاسبرای سنجش اسید اوریک ابتدا از بیمار نمونه خون گرفته، سرم یا پلاسما را جداسازی می

کنند. اساس روش به این شکل است که اسید اوریک موجود در سرم یا پلاسما تحت تاثیر آنزیم گیری میاستفاده از یک روش آنزیمی اندازهرا با 

تولید شده تحت تاثیر آنزیم پراکسیداز تجزیه شده و  2O2Hنماید. می 2O2Hگیرد در حضور آب، اکسیده شده، تولید آلانتوئین و اوریکاز قرار می

 کمپلکس آمینوآنتی پرین متصل نموده و کمپلکس رنگی ایجاد نماید.-0تواند ترکیبی از بنزوئیک اسید را به کند که میرادیکال آزادی می لیدتو

توان غلظت اسیداوریک موجود در نانومتر دارای جذب نوری ماکزیمم است؛ لذا، با سنجش جذب نوری آن می 121رنگی حاصله در طول موج 

  در مقایسه با نمونه استاندارد تعیین نمود.نمونه را 

 

 

 

 

  مربوطه طبق جدول زیر مواد و معرفهای نشان داده شده در جدول را اضافه نمائید: هایبه لولهسه لوله آزمایش را طبق جدول زیر مشخص نموده و 

 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 21آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 21محلول استاندارد 

 میکرولیتر

 21بیمار ی سرم یا پلاسما

 میکرولیتر

حاوی آنزیم و معرفهای سنجش اسید محلول 

 (2O2Hاوریک )اوریکاز، پراکسیداز و 
 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1

نانومتر بخوانید.  121دقیقه در محیط آزمایشگاه نگه دارید. سپس، جذب نوری آنها را در طول موج  11ها را بخوبی هم بزنید و حدود لوله

 بلانک برای صفر کردن دستگاه استفاده نمائید.فراموش نکنید که از محلول 

 مقدار اسیداوریک موجود در لوله تست را با استفاده از جذب نوری بدست آمده برای استاندارد و تست و غلظت معین استاندارد بدست آورید.

 + O2+ H2O                            Allantoin+ H2O2 

H2O2+ polyhalogenated benzoic acid (PHBA) + 4-aminoantipyrine (4AAP) → Quinoneimeine +  4H2O 
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 آزمایش سنجش کلسیم خون

کلسیم به عنوان یکی از یونهای تنظیم باشد.  Ca)+2(ها یا بصورت آزاد و یونیزه تواند بصورت متصل به پروتئینکلسیم موجود در جریان خون می

کی از ی کننده انقباض عضلانی، انتقال پیامهای عصبی و فعال کننده برخی واکنشهای بیوشیمیایی مانند فعال کردن آنزیمهای دخیل در انعقاد خون

همچنین، نباید فراموش کرد که یکی از مهمترین نقشهای یون کلسیم حضور در بافت استخوان و دندان شود. یونهای فلزی محسوب می ترینحیاتی

افت نماید موجب استحکام بای کلاژن رسوب میبصورت هیدروکسی آپاتیت است؛ این ترکیب که در بافت استخوان و دندان در اطراف رشته

کاهش یا افزایش غلظت کلسیم موجود در  اختلالاتآورد که اسکلت بدن )استخوان( و دندان خواهد بود. ندی گشته و آن چیزی را پدید میپیو

تواند با بروز علائم شدید مانند تشنج  یا جریان خون می

با  اختلالات مزمن نیزگرفتگی شدید عضلانی همراه باشند. 

و نرمی  (osteoporosis)بیماریهای مانند پوکی استخوان 

 .انداستخوان همراه

 

 

 

 http://www.livtherapy.eu/education/osteoporosis.htmlمنبع شکل: 

 

درصد کلسیم بصورت آزاد )یونیزه( و بقیه آن 11در جریان خون حدود درصد کلسیم بدن در استخوانها و دندانها جای دارد.  00در انسان حدود 

سیم لغلظت کلسیم یونیزه بدن تحت تاثیر شرایط اسید و باز قرار دارد؛ هرقدر شرایط بافت اسیدی تر باشد میزان ک است.بصورت متصل به پروتئینه

 شود.یونیزه نیز بیشتر خواهد بود و در شرایط قلیایی میزان یونیزاسیون کلسیم کمتر می

هورمون پاراتورمون باشد، بطوریکه می Dغلظت کلسیم موجود در جریان خون تحت تاثیر هورمونهای پاراتیروئید )پاراتورمون(، کلسیتونین و ویتامین 

استخوان،  تباعث افزایش غلظت کلسیم یونیزه خون شده و کلسیتونین اثر معکوس دارد. پاراتورمون با اثر بر استخوان و فعال کردن فرایند تجزیه باف

شود. ها موجب افزایش غلظت کلسیم در جریان خون میافزایش جذب کلسیم از دستگاه گوارش و کاهش دفع آن و افزایش بازجذب کلسیم از کلیه

ع کلسیم دف از طرفی، کلسیتونین باعث افزایش کند.به جذب کلسیم تحت اثر هورمون پاراتورمون کمک میفعال )کلسی تریول فعال( نیز  Dویتامین 

 کند.را در بدن ایجاد می شده و بدین طریق تنظیم هورمونی شرایط هوموستاز کلسیم

به دلیل افزایش ترشح  (hyperparathyroidism)گویند که در موارد افزایش فعالیت غده پاراتیروئید می مییافزایش غلظت کلسیم را هیپرکلس

اژت ، استئوپورز، بیماری پنئوپلاستیک )مثل سرطان پستان، سرطان برونش، تومور پانکراس(، بیماریهای (Paratormon)هورمون پاراتیروئید 

(Paget’s disease)،  بیماری آدیسون(addison’s disease)  و مصرف بیش از حد ویتامینA  وD شود.ایجاد می 
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، اختلالات (hypoparathyroidism)هیپوپاراتیروئیدیسم نیز در موارد کم کاری غده پاراتیروئید یا در خون )هیپوکلسمی( کاهش غلظت کلسیم   

 شود.جدب، نارسایی مزمن کلیه، سندرم نفروتیک، سیروز کبدی و پانکراتیت حاد )التهاب حاد پانکراس( مشاهده می

لظت کلسیم کاهش غ است.عموماً تست سنجش کلسیم جزء تستهای اورژانس بویژه در مواردی است که فرد با علائم تشنج به پزشک مراجعه کرده 

هریک از  شود. از اینرو، سنجش کلسیم برای تشخیصهای عضلانی حاد یا مزمن میبه دلیل نقش آن در فرایند انقباض عضلانی، نیز منجر به گرفتگی

 الذکر ضروری است.اختلالات فوق

 روش سنجش کلسیم

ط کرزول فتالئین است که در این روش کلسیم با ماده مذکور و در محی-توشود، روش اورپرکاربردترین روشی که برای سنجش کلسیم استفاده می

 o-Cresolphthalein Complexone)کمپلکسون نماید. لذا، به این روش کرزول فتالئین قلیایی واکنش داده و کمپلکس رنگی ایجاد می

=CPC) ب را دارد.نانومتر ماکزیمم جذ 101کمپلکس رنگی ایجاد شده در طول موج  شود.گفته می 

های نکته حائز اهمیت در خصوص سنجش کلسیم این است که چون کلسیم به مقدار زیاد در گلبولهای قرمز موجود است لذا، همولیز بودن نمونه

ستفاده اها، سرسمپلرها و کلیه وسائل مورد پتبیماران موجب بروز خطا و گزارش مقدار بیش ازحد واقعی کلسیم خواهد شد. همچنین، ظروف، پی

کبار یدر سنجش نباید آغشته به کلسیم یا یونهای دیگر باشند. لذا، ظروف مورد استفاده را باید ابتدا شستشوی اسیدی نمود یا از ظروف و وسائل 

مصرف تمیز استفاده کرد. امروزه کیتهای تجاری طوری طراحی 

 رسانند، مثلاًها را به حداقل میاند که خطاهای ناشی از آلودگیشده

 اند.های آنها یکبار مصرف و آماده مصرفهای محتوی معرفلوله

به  لوله آزمایشبرای سنجش غلظت کلسیم در یک نمونه مجهول سه 

های شکل جدول زیر تهیه نموده و مقادیر معرفها را طبق جدول به لوله

 آزمایش اضافه نمائید.

 

 مقدار کلسیم موجود در لوله تست را با استفاده از جذب نوری بدست آمده برای استاندارد و تست و غلظت معین استاندارد بدست آورید.

 

 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 21آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 21محلول استاندارد 

 میکرولیتر

 21بیمار ی سرم یا پلاسما

 میکرولیتر

 میلی لیتر 1 لیترمیلی  1 میلی لیتر 1 کرزول فتالئین-حاوی اورتومحلول 

نانومتر بخوانید.  101دقیقه در محیط آزمایشگاه نگه دارید. سپس، جذب نوری آنها را در طول موج  1ها را بخوبی هم بزنید و حدود لوله

 فراموش نکنید که از محلول بلانک برای صفر کردن دستگاه استفاده نمائید.
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 خون آزمایش سنجش فسفر

 وابستگی شدیدی به کلسیم دارد، زیرا همانند کلسیم، بخش عمده فسفر در استخوانها و بصورت فسفات کلسیم موجود است. در بدن فسفرمتابولیسم 

درصد فسفر بدن در استخوانها موجود بوده و مابقی آن بصورت فسفاتهای آلی درون سلولی است که در ساختار فسفولیپیدها، اسیدهای  51حدود 

معمولاً در بدن بین غلظت کلسیم سرم و فسفات معدنی نوعی ارتباط  بیرون سلولی است.)معدنی( یا بصورت فسفات غیرآلی  ATPنوکلئیک و 

  دیگری.دفع یکی ازاین دو همراه است با و احتباس  جذب معکوس وجود دارد، یعنی

غلظت پائین آن نیز در بیماری  شود.مشاهده می Dتامین افزایش غلظت فسفر سرم در بیماری کلیوی، هیپوپاراتیروئیدیسم و مصرف بیش ازحد وی

 شود.، هیپرپاراتیروئیدیسم و کومای دیابتی مشاهده می(Adult Rickets)، نرمی استخوان یا ریکتز بالغین (Rickets)ریکتز 

مون دو کلسیتونین و پاراتورمون هور شود.فسفات در ساختار دندان و استخوان بصورت هیدروکسی آپاتیت موجود بوده و موجب استحکام آن می

لیکن، به دلیل اینکه منابع غنی از کلسیم و فسفات درون بدن وجود دارند، عموماً شرایط بالینی  فسفات نقش دارند. هورمونی هستند که در متابولیسم

ون را جبران توانند کاهش غلظت خونی این دو یافتد که کمبود شدید باشد و منابع موجود در بدن براحتی نکمبود کلسیم و فسفر موقعی اتفاق می

قلیایی موجب رسوب هرچه بیشتر آن  pHاسیدی در بافتهای استخوان و دندان موجب تجزیه و حل شدن هیدروکسی آپاتیت و  pHکنند. بطور کلی 

 .نمایدو استحکام بافت را تقویت می گرددمی

غنی از فسفر در بدن  تواند منابعافتد که علت آن میضعیت حاد بالینی شود به ندرت اتفاق میکمبود یا افزایش غلظت خونی فسفر که منجر به بروز و

 باشد. 

 گیریاساس روش اندازه

 باشد.  بسیاری از روشهای سنجش فسفات در سرم براساس تشکیل فسفومولیبدات و متعاقب آن احیاء شدن و تشکیل کمپلکس آبی رنگ می

 

 

 

 

 

 

 غلظت مقدار فسفر را مورد سنجش قرار دارد.توان میبا سنجش شدت رنگ کمپلکس آبی رنگ 

 ، برای سنجش فسفر از روشهایی استفادهاند تا کمپلکس دارای جذب نوری پایدارتر باقی بماند. ازاینروالذکر را اصلاح نمودهروش فوق امروزه 

 دهند.مینانومتر انجام  001دارند و سنجش آن را در طول موج های فرابنفش جذب نوری شود که در طول موج اشعهمی
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  روش انجام آزمایش:

 مراحل سنجش فسفر  را طبق دستورالعمل جدول زیر انجام دهید: 

 

 

های از جنس کوارتز گردند، لذا، باید از کووتهای معمولی بیش از حد دچار شکست میطول موجهای فرابنفش موقع عبور از شیشه توجه:

 نمایند.را جذب نمی UVاستفاده نمائید که نور 

 به غلظت نمونه استاندارد انجام داده و غلظت فسفر خون را گزارش دهید.مقدار فسفر یک نمونه سرم را بسنجید و محاسبات آنرا با توجه 

 . گویندافزایش غلظت فسفر در جریان خون را هیپرفسفاتمی و کاهش غلظت آنرا هیپوفسفاتمی می

 

 

 

 

  

  

 B )بلانک یا شاهد( S )استاندارد( T )تست( 

 میکرولیتر 21آب مقطر  حجم ماده افزودنی
 21محلول استاندارد 

 میکرولیتر

 21بیمار ی پلاسماسرم یا 

 میکرولیتر

 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 میلی لیتر 1 کرزول فتالئین-حاوی اورتومحلول 

نانومتر بخوانید.  001دقیقه در محیط آزمایشگاه نگه دارید. سپس، جذب نوری آنها را در طول موج  1ها را بخوبی هم بزنید و حدود لوله

 صفر کردن دستگاه استفاده نمائید.فراموش نکنید که از محلول بلانک برای 
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 عوامل مؤثر بر فعالیت آنزیمها 

 

بصورت  توانم واکنشها را افزایش می دهند. یک واکنش ساده آنزیمی را می آنزیمها را کاتالیزورهای حیاتی می نامند. این کاتالیزورها سرعت انجا

 زیر نشان داد:

E + S ↔ES↔ EP↔E+P 

کمپلکس آنزیم با پیش ماده است که در یک لحظه زمانی بسیار کوتاه  ES، (Substrate)پیش ماده  Sنشاندهنده آنزیم است،  Eدر واکنش بالا 

 Pپدید می آید.  EPه فراورد-تشکیل شده و بعد خیلی سریع پیش ماده دچار تغییر شده و توسط آنزیم تبدیل به فراورده می شود. لذا کمپلکس آنزیم

 تواند مجدداً با یک مولکلول سوبسترای دیگر وارد واکنش شود.  است که در نهایت از آنزیم جدا می شود و آنزیم می (Product)فراورد 

 توضیح: واکنشهای آنزیمی مدلهای متنوعی دارند که در اینجا جای بحث آنها نیست. 

 فعالیت: چه نکته ای در شکل بالا مشاهده می کنید که در این متن توضیح داده نشده است؟ این نکته را توضیح دهید؟  

مشخص کنید  -ستند؟ به هچ 0و  2، 1مشخص کنید سوبسترای آنزیمهای شماره  -ر قسمتی از مسیر گلیکولیز را نشان می دهد. الففعالیت: شکل زی

 ستند؟ ه هچ 0و  2، 1فراورده های آنزیمهای 
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مثلاً در مورد آنزیمها برخلاف مولکلوهای با وجود تنوع واکنشهای آنزیمی یک سری قوانین کلی در مورد آنزیمهای بدن موجودات زنده برقراراند. 

 شیمیایی موجود در بدن غلظت آنزیمها اهمیت ندارد بلکه فعالیت آنها مهم است زیرا ممکن است غلظت آنزیمی بالا باشد ولی ساختار آن دچار

 مشکل بوده و فعالیت کاتالیتیکی کمی داشته باشد. لذا فعالیت آنزیم مهم است نه غلظت آن.

یا چند  2یمها یک مولکول را می شکنند و آن را به دو یا چند فراورده تبدیل می کنند )مثلاً لیپازها، پروتئازها، نوکلئوتیدازها و...(. برخی برخی آنز

لذا  پلیمرازها و....(. RNAپلیمرازها،  DNAمولکول را به یکدیگر متصل کرده و پلیمر می سازند یا یک ماده مرکب می سازند )مثل ریبوزومها، 

 فعالیت آنزیمها ممکن است کاتابولیک یا آنابولیک باشد.

ها بصورت آنزیم عمل می کنند )مثلاً DNAها و حتی RNAساختار آنزیمها: عمده آنزیمها ساختار پروتئینی دارند ولی امروزه مشخص شده برخی 

RNA های کوچک موجود در هسته سلول کهhnRNA  را ویرایش کرده و تبدیل به mRNA کنند، یا میDNAzyme  که مولکولهایDNA 

 دارای فعالیت کاتالیتیکی هستند(.

ون دآنزیمها یا ساده اند یا مرکب. آنزیمهای ساده نیازی به هیچ عامل کمکی ندارند ولی آنزیمهای مرکب اجزاء کمکی در ساختارشان دارند که ب

 انجام می شود.این اجزاء یا واکنش آنزیمی اصلاً انجام نمی شود یا خیلی کند 

 (Co-Factor)اجزاء موجود در آنزیمهای مرکب: آنزیمها عموماً برای انجام فعالیت خود نیازمند عوامل کمکی هستند. این عوامل را عامل کمکی 

 می گویند. 

 ود. ر استفاده می شاگر کوفاکتور آنزیم یک مولکول شیمیایی مثل عنصر آهن، منیزیوم، روی، مس، و... باشد از همان اصلاح کوفاکتو -1

-Co)و ...( به آن کوآنزیم  K، ویتامین C، ویتامین A، ویتامین Bلیکن اگر ساختار کوفاکتور یک ساختار آلی باشد )مثل ویتامین های خانواده  -2

Enzyme) .گفته می شود 

از ساختار آنزیم  غیرپروتئینی بوده و بعنوان بخشیگروه پروستتیک: نوع دیگری از مولکولهای آلی هستند که اگرچه ویتامین نیستند ولی جزئی  -0

در ساختار آنزیمهای سیتوکروم اکسیداز. این گروهها بیشتر اوقات در کنار فلزاتی مثل مس و آهن نقش اصلی  (Heme)می باشند. مثلاً مولکول هم 

 کاتالیز واکنش آنزیمی را بعهده دارند.

اجزاء تشکیل یافته است: جزء دارای فعالیت آنزیمی که جایگاه فعال روی آن قرار دارد معمولاً از این  (Holoenzyme)یک آنزیم کامل 

(Apoenzyme.کوآنزیم یا کوفاکتور و یا هردو. شکل زیر را ملاحظه کنید ،) 
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ترا را به محلی که سوبساگر جایگاههای فعال یک آنزیم را از جنبه مولکولی بررسی کنیم مشاهده خواهیم کرد که در جایگاه فعال آنزیم )یعنی 

فعال مولکولهای یا حتی غیر ند که می توانند با گروههای فعالفراورده تبدیل می کند( گروههای فعال )مثلاً اسیدی، بازی، فنلی، تیولی، و...( وجود دار

 ازی هستند. ب-مانند واکنشهای اسیدیسوبسترا واکنش داده و پیوندهای آنها را بشکنند یا پیوندهای جدید تشکیل دهند. در واقع این واکنشها ه

 فعالیت: شکل زیر را بدقت بررسی کنید و توضیح دهید که چه نتیجه ای از این شکل می گیرید )فقط کلیات واکنش را در نظر بگیرید(:
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 .همانطور که در شکل بالا مشاهده می کنید واکنش جایگاه فعال آنزیم یک واکنش شیمیایی است لذا شرایط محیطی می تواند روی آن اثر بگذارد

د، یا یک ایزوالکتریک ببر pHمحیط می تواند آمینواسید را به سمت  pHمثلاً تغییرات دما می تواند میزان یونیزاسیون گروههای فعال را بیشتر کند. یا 

 گروه را خنثی کند یا یک گروه را یونیزه کند. 

به این مولکولها  .مهار کننده ها: برخی مولکولها می توانند با جایگاه فعال آنزیم یا جایگاههای دیگر روی آنزیم واکنش داده و آنزیم را از کار بیندازند

یی مورد استفاده در جنگ باعث مهار برخی آنزیمها می شوند. یا سموم دارای گفته می شود. مثلاً گازهای جنگی و شیمیا (Inhibitor)مهارکننده 

شد افسفر آلی )سموم ارگانوفسفره( که در کشاورزی کاربرد دارند باعث مهار برخی آنزیمهای بدن می شوند. هر قدر غلظت مهار کننده ها بیشتر ب

 میزان فعالیت مقدار مشخصی از آنزیم کمتر خواهد شد.
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تعداد مولکولهای سوبسترای بیشتری را می تواند به فراورده تبدیل نماید. لذا برای مقدار  ،زمان مشخصمدت در یک  ،ظت آنزیم بیشتر باشدهر قدر غل

 مشخصی از آنزیم میزان فعالیت بیشتری را مشاهده خواهیم نمود.

که آنزیم میزان فعالیت بیشتری را مشاهده خواهیم نمود تا اینبرای مقدار مشخصی از در یک مدت زمان مشخص، هر قدر غلظت سوبسترا بیشتر باشد 

 تمام مولکولهای آنزیم اشباع شده و دیگر با افزودن مقدار سوبسترای بیشتر افزایش فعالیت مشاهده نخواهد شد.

لیکن اگر دما  یم برخورد نموده و واکنش دهندبا افزایش دما فعالیت آنزیم بالا می رود زیرا انرژی جنبشی مولکولها بیشتر شده و بهتر می توانند با آنز

تعریف می  (Optimum)از حدی معین برای آنزیم بالاتر برود دناتوره شده یا فعالیت آن کم می شود لذا برای هر آنزیمی یک محدوده دمای بهینه 

 کنند )محدوده دمایی که درآن محدوده آنزیم بیشرین میزان فعالیت را دارد(.

که در آن آنزیم بیشترین میزان فعالیت  pHبهینه برای هر آنزیم تعریف می شود؛ یعنی محدوده ای از  pHشبیه به دما یک محدوده نیز  pHدر مورد 

 را دارد.

 آنزیمها برای اینکه بتوانند فعالیت خود را بخوبی انجام دهند باید در شرایط مناسب قرار گرفته باشند.

زمایش هم آنزیم و هم سوبسترا قرار می دهیم. همه شرایط جز یکی را ثابت می گیریم. سپس اثر شرایط متغیر برای بررسی فعالیت آنزیمها در لوله آ

 روی آنزیم مشخص می گردد.

 بطور کلی شرایطی که بر فعالیت آنزیمها تاثیر می گذارند عبارتند از:

 (Enzyme Concentration)غلظت آنزیم  -1
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 (Substrate Concentration)غلظت سوبسترا  -2

 

 (Inhibitors)مهارکننده ها  -0

 (Temperature)دما  -0
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1- pH 

 

 

 

 های عملیفعالیت

شود؛ آنزیم آمیلاز نشاسته را تجزیه و به واحدهای سازنده اش، برای بررسی شاخصهای فعالیت آنزیمی عموماً از مثال آنزیم آمیلاز بزاق استفاده می

توان از آنزیمهای دیگر نیز بهره برد. در مثالهای زیر ما از آنزیم گلوکز اکسیداز موجود در کیتهای تجاری لیکن میکند. یعنی گلوکز تبدیل می

ایم. آنزیم گلوکز اکسیداز گلوکز را اکسید نموده و واکنش کامل آن در روش سنجش گلوکز، پیش از این توضیح سنجش گلوکز استفاده نموده

 گلوکز خون مراجعه نمائید(. داده شده است )به مبحث سنجش

 اثر غلظت آنزیم:

 2ابتدا  Bمیلی لیتر محلول گلوکز اکسیداز و درون لوله  2مقدار  Aمشخص نمائید؛ درون لوله  Bو  Aلوله آزمایش را انتخاب نمائید و با علائم  2

ر محلول گلوکز اکسیداز بریزید )شما با اینکار آنزیم را در میکرولیت 11میکرولیتر آنرا خارج کنید و به جای آن  11میلی لیتر آب مقطر ریخته، سپس 

میلی گرم در میلی لیتر گلوکز )که بصورت آماده در کیتهای تجاری هست و یا  111میکرولیتر محلول استاندارد  21اید(. سپس رقیق کرده Bلوله 

لوکز را ها اضافه نموده )سعی کنید سریع و تقریباً همزمان با هم گام از لولهتوانید آنرا با استفاده از پودر گلوکز خالص تهیه نمائید( به هرکداینکه می

 شود؟ علت را توضیح دهید؟اضافه نمائید( و تغییرات را در هر لوله مشاهده نمائید. در کدام لوله رنگ قرمز صورتی سریعتر تشکیل می
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 اثر غلظت سوبسترا

میکرولیتر  A 111میلی لیتر محلول گلوکز اکسیداز بریزید. به لوله  2مشخص کنید. درون هرکدام از لوله ها  Bو  Aلوله آزمایش را با علامت  2 

میکرولیتر محلول استاندارد گلوکز اضافه نمائید )سعی کنید محلول گلوکز را همزمان با هم به هردو لوله  B 21محلول استاندارد گلوکز و به لوله 

 علت را توضیح دهید؟ شود؟وله رنگ قرمز صورتی سریعتر و شدیدتر ایجاد میاضافه نمائید(. در کدام ل

 

 اثر دما

 سپس،میلی لیتر محلول آنزیمی گلوکز اکسیداز بریزید.  2مشخص کنید. در هرکدام از لوله ها مقدار  C و A ،Bلوله آزمایش را با علائم  0تعداد 

درجه سانتی گراد  00را در محیط آزمایشگاه یا دمای  Cرا درون ظرف حاوی یخ، لوله  Bدقیقه در حمام آب جوش، لوله  11را به مدت  Aلوله 

درجه هستند  00ها در همان حالی که در حمام آب جوش، ظرف یخ و محیط آزمایشگاه یا دمای به هرکدام از لوله )مشابه دمای بدن( نگه دارید.

شود؟ و در کنید؟ در کدام لوله رنگ قرمز صورتی سریعتر تشکیل میتغییراتی را مشاهده می میکرولیتر استاندارد گلوکز اضافه نمائید. چه 21مقدار 

 کدام یک دیرتر؟ علت را توضیح دهید؟

 

 pHاثر 

میلی لیتر محلول آنزیمی گلوکز اکسیداز اضافه نمائید.  2ها مقدار مشخص کنید. درون هرکدام از لوله Cو  A ،Bلوله آزمایش را با علائم  0تعداد   

میلی  C 1نرمال اضافه کنید. به لوله  2میلی لیتر محلول سود  1مقدار  Bمیلی لیتر محلول اسید کلریدریک غلیظ و به لوله  1مقدار  Aسپس، به لوله 

ری ها چه تغییمیکرولیتر محلول استاندارد گلوکز اضافه نمائید. در هرکدام از لوله 21نهایت به هر کدام از لوله ها مقدار  لیتر آب مقطر اضافه کنید. در

 نمائید؟ علت را توضیح دهید؟ه میمشاهد

 

 اثر مهارکننده ها

ود که در ار کننده ها نیز مشابه آن چیزی خواهد ببررسی اثر مهارکننده های آنزیم نیازمند آزمایشگاه تخصصی بیوشیمی آنزیم است. لیکن اثرات مه

محیط را خنثی کنیم و آنزیم بتواند به حالت قبل برگردد، واکنش صورت خواهد  pHچنانچه  pHمربوط به اثر  A مشاهده نمودیم. در لوله pHمورد 

 مهارکننده در محیط باشد برای واکنش با آنزیم دردر خصوص مهارکننده ها نیز به همین شکل است؛ تا موقعی که  گردد.گرفت و قند اکسید می

ید چه اتفاقی خواهد ها پیشگوئی کندر مورد سایر مهارکننده رقابت با سوبسترا خواهد بود ولی با افزایش غلظت سوبسترا می توان اثر آنرا از بین برد.

 ار چه اتفاقی را خواهید داشت؟افتاد. به مطالب تئوری بحث بیوشیمی پزشکی مراجعه نموده و پیشگوئی کنید انتظ
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 (Chromatography))رنگ نگاری(  کروماتوگرافی

  کروماتوگرافی یکی از مهمترین و به جرأت می توان گفت پرکاربردترین روش جداسازی مواد مختلف از یک مخلوط یا محلول است.

. شد اختراع( Mikhail Semenovich Tsvett) تیسوت سمنوویچ بنام میخاییل روسی، شناس گیاه روش کروماتوگرافی توسط یک

ماتوگرافی را هستند، کرو هم به شبیه بسیار شیمیایی نظر از که گیاهان، های رنگدانه مخلوط جداسازی برای در کشور لهستان تیسوت

ی اههای تشخیص طباختراع نمود. امروزه از این روش برای جداسازی و اندازه گیری مولکولهای مختلف استفاده می شود. در آزمایشگ

ای داسازی اسیدهای نوکلئیک و آزمایشگاههف استفاده می شوند. همچنین برای جانواعی از این روش برای سنجش هموگلوبینهای مختل

 مولکولی از این روش استفاده می شود.

 اساس کروماتوگرافی:

وده و ثابت ببه زبان ساده کروماتوگرافی روشی است که در آن دو فاز وجود دارد که یکی 

دیگری متحرک است. فاز ثابت همانند غربالی می ماند که با عبور فاز متحرک مولکلوهای 

موجود در فاز متحرک می توانند غربال شوند. لذا سرعت حرکت هر مولکول می تواند متناسب 

باشد.  تبا وزن مولکولی آن یا میزان و نوع بار الکتریکی آن یا میزان تمایل آن به فاز ثابت متفاو

به این شکل مولکلوهایی که شرایط متفاوت داشته باشند از یکدیگر جدا می شوند. یکی دیگر 

از علل جداشدن مولکلوها تفاوت میزان حلالیت آنها در دو فاز متفاوت است؛ در 

کروماتوگرافی حلالهای متفاوتی استفاده می شود لذا مواد براساس میزان حلالیتشان در هر کدام 

 ها به نسبتهای متفاوتی حرکت می کنند.از حلال

 تفاوت سرعت حرکت مولکلوهای مختلف موجب حرکت سریعتر برخی مولکولها و حرکت آرامتر برخی دیگر می شود.

محیط، دمای محیط،  pHدر کروماتوگرافی میزان حلالیت مواد در حلالهای مختلف، اندازه مولکولها، بار الکتریکی مولکولها،  نکته:

تون یا جداری که مولکولها روی آن حرکت می کنند، میزان تمایل مولکولهای درحال حرکت به مولکلوهایی که در فاز ساکن شرایط س

 قرار دارند و عواملی از این قبیل می توانند نقش داشته باشند.

توان  کول چربی جدا شده باشد میبدیهی است پس از جداسازی باید با شناساگرهای مناسب هر مولکول را شناسایی نمود. مثلاً اگر مول

اشباع یا غیراشباع بودن آن را مشخص نمود. یا اگر قند جدا شده باشد می توان آنرا تعیین هویت نمود. برای سایر مولکولها نیز به همین 

 شکل است.

 



 پرتو فرشته-سالان آب ی؛ عبدالرحیمینآزمایشگاه بیوشیمی پزشکی و بال                                                                                   57

 

 اصول انواع روشهای کروماتوگرافی 

براساس نوع مولکولها یا نوع واکنش مولکولهایی که جدا می شوند کروماتوگرافی را می توان براساس نوع فازهای متحرک و ساکن، یا 

یا مکانیسم جداشدن مولکولها تقسیم بندی نمود. یک نوع تقسیم بندی ساده در زیر آمده است که برمبنای نوع فازهای متحرک و ساکن 

 است:

 جامد: شامل انواع؛ – مایع کروماتوگرافی •

 سطحی جذب کروماتوگرافی .1

 نازک لایه کروماتوگرافی .2

 یونی تبادل کروماتوگرافی .0

 ژلی کروماتوگرافی .0

 

 جامد – گاز کروماتوگرافی •

 

 مایع – مایع کروماتوگرافی •

 تقسیمی کروماتوگرافی .1

 کاغذی کروماتوگرافی .2

 

 مایع -گاز کروماتوگرافی •

 مایع – گاز کروماتوگرافی .1

 مویین ستون کروماتوگرافی .2

 نشان داده شده اند:اساس برخی از انواع کروماتوگرافی در شکل زیر 
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را قرار داده ایم. سپس کاغذ را در محلول بافری مناسبی   Cو  A ،Bدر نظر بگیرید طبق شکل زیر روی یک کاغذ صافی مولکلوهای 

گذارده و اجازه می دهیم تا بافر حرکت کند و به سمت بالای بیاید. همانطور که می دانید ساختار کاغذ صافی همانند غربال و لوله های 

ه سمت کاغذ را خیس کنند. همزمان با حرکت مایع ب موئینه می ماند که مایعات طبق خاصیت موئینه می توانند از این ساختارها بالا بیاند و

بالا مولکولهایی نیز که در مسیر حرکت مایع هستند با توجه به میزان حلالیتشان و با توجه به اندازه و وزن مولکولیشان و سایر عوامل 

ت زمان مشخصی )یعنی مدت حرکت نموده و بالا می آیند. اما این میزان حرکت برای هر مولکول متفاوت است. پس از گذشت مد

زمانی که مایع یا همان حلال بخوبی روی کاغذ صافی بالا آمده باشد( می توان این میزان حرکت را محاسبه نمود. این میزان حرکت را 

Rate of flow  یا میزان جریان می گویند و بصورتfR  رکت حنشان میدهند و برابر است با فاصله حرکت جسم از مبدأ تقسیم بر فاصله

 حلال از مبدأ:
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 مولکولهای مختلف می توان آنها را شناسایی نمود. fRبا اندازه گیری میزان 
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بدیهی است اگر در کنار نمونه های مجهول نمونه هایی که می دانیم ماهیتشان چیست قرار دهیم به این شکل می توانیم مولکولهایی 

دو مولکول بیشتر بهم نزدیک باشد احتمال  fRمجهول را شناسایی کنیم و یا حداقل حدس بزنیم که باید دنبال چه چیزی باشیم. هرقدر 

 .تشابه آنها بیشتر است

 کروماتوگرافی کاغذی اسیدهای آمینه:

 مواد مورد نیاز:

 میلی لیتری و ورق آلمینیوم بعنوان درپوش استفاده نمود( 111تانک کروماتوگرافی و درپوش آن )می توان از یک بشر  -1

 کاغذ کروماتوگرافی -2

 نمونه های آمینواسیدهای معلوم و مجهول -0

 0:1:1اسید: آب به نسبتهای الُ: استیک -1-حلال: شامل بوتان  -0

 سینی فلزی برای قرار دادن در آون -1

 مداد و خط کش، دستکش مناسب -9

 محلول معرف نین هیدرین -0

 درجه سانتی گراد 111آون  -5

 توجه: حتی الامکان لبه های کاغذ کروماتوگرافی را بگیرید و از دست زدن به صفحه وسط جداً خودداری نمائید.

 2سانتی متر از لبه پائین کاغذ کروماتوگرافی را همانند شکل مثال بالا خط کشی نمائید. سپس در فواصل  1/1مداد حدود با استفاده از 

 جایگاه با نقطه مشخص کنید. 0سانتی متری تعداد 

ا نیز در ه مجهول ربا استفاده از پیپتهای موئینه نمونه های آمینواسید معلوم را روی جایگاههای مشخص شده علامتگذاری کنید. نمون

جایگاهی که علامتگذاری نموده اید قرار دهید. سپس اجازه دهید تا اثر آنها کاملاً خشک شود. بهتر است کار نمونه گذاری در 

 جایگاههای قبلی را تکرار کنید تا مقدار بیشتری آمینواسید روی کاغذ قرار گیرد. اگر این کار را تکرار کردید مجدداً اجازه دهید کاغذ

 کاملاً خشک شود. 

 فراموش نکنید که جایگاههای علامتگذاری شده را با مداد مشخص نمایئد که مربوط به کدام آمینواسید است.



 پرتو فرشته-سالان آب ی؛ عبدالرحیمینآزمایشگاه بیوشیمی پزشکی و بال                                                                                   61

 

 پس از خشک شدن، لبه های کاغذ را بسورت لب به لب در کنار هم قرار داده و استوانه نمائید و با چسب کاغذی فیکس کنید.

سانتی متر حلال بریزید و انتهای کاغذ را همانند شکل مثال بالا در حلال  1اتوگرافی تا سطح در بشر آماده شده برای انجام کروم

 بصورت ایستاده قرار دهید.

درب بشر را با استفاده از ورق آلومینیومی کاملاً بپوشانید. این کار بسیار ضروری است زیرا باید محیط درون بشر از بافر اشباع شود. 

 ید تا بافر به سطح نزدیک به انتهای کاغذ صافی برسد. ساعت زمان بگیر 1حدود 

سپس کاغذ را از بشر خارج کرده و دو لبه انتهایی که اثر حرکت بافر روی آن مانده است را کاملاً مشخص نموده و با مداد علامت 

 نمائید. بزنید. سپس با استفاده از اسپری نین هیدرین کاغذ را آغشته به نین هیدرین نموده و در آون خشک

 را برای هر آمینواسید مشخص کنید و بر اساس آن پیشگوئی کنید که نمونه آمینواسید مجهول شما احتمالاً چه بوده است. fRمقدار 
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 یونی تعویض با استفاده از روش کروماتوگرافی)هموگلوبین متصل به قند( گلیکه   1A سنجش هموگلوبین

های پر از هموگلوبین هستند که در دانیم گلبولهای قرمز کیسهکنند. همانطور که میروز عمر می 121الی  01گلبولهای قرمز انسان حدود 

خود  1Aهموگلوبین  هستند. Fو  2A، و مقدار کمتری هموگلوبینهای 1Aدرصد از هموگلوبین از نوع هموگلوبین 00بیشتر افراد بیش از 

در جریان به نسبت دو نوع دیگر بیشتر است.  1cHbAکه مقدار  1cHbAو  1aHbA ،1bHbAنوع متفاوت است که عبارتند از:  0دارای 

از طریق  ی مولکول گلوکزتواند بصورت غیرآنزیمی گلیکه شود، یعندرصد از هموگلوبین موجود در گلبولهای قرمز می 1خون حدود 

ر رخ این واکنش بصورت خودبخودی و به شکل زی متصل گردد.( ß)زنجیره  پروتئین هموگلوبین ای آمینبه انتهکرین آلدئیدی خود 

به گلوکز متصل گردد. هموگلوبین متصل شده به گلوکز تواند می 1HbAدهد. هرقدر غلظت گلوکز خون بیشتر باشد مقدار بیشتری می

کن گیرد لیاتصال گلوکز به هموگلوبین هرچند خودبخودی صورت می گویند.می (Glycated hemoglobin)وگلوبین گلیکه را هم

اتصالی برگشت ناپذیر است و تاموقعی که هموگلوبین تخریب نشود )یعنی تا زمانی که طول عمر گلبول قرمز به اتمام نرسد(، این اتصال 

 ماند. باقی می

 

 

 

 

 

 

تواند بین و از آنجا که طول عمر گلبولهای قرمز میاست،  1Aهموگلوبین  از آنجا که عمده هوگلوبین موجود در گلبولهای قرمز از نوع

برای ارزیابی تغییرات غلظت قند خون طی حدوداً  1A )1C(HbAاز سنجش هموگلوبین گلیکه لذا، روز در انسان متغیر باشد،  121الی  01

 شود.فرد استفاده می در )یعنی تقریباً حدود طول عمر اغلب گلبولهای قرمز(سه ماه گذشته دو الی 

ماه گذشته رژیم مصرف قند یا تزریق انسولین خود را رعایت نکرده باشد یا به هرعلتی غلظت قند  0چنانچه فرد مبتلا به دیابت طی حدود 

 د.رتری برای ادامه روند درمان بگیکند تا پزشک معالج او تصمیم صحیحکمک می 1CHbAخون او بیش از حد بالا رفته باشد، سنجش 
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 1c(HbA(هموگلوبین گلیکه  روش سنجش

 توان به روشهای کروماتوگرافی تعویض یونی، کروماتوگرافیامروزه روشهای متنوعی برای سنجش این ماده وجود دارند که از این بین می

ی را از بین روشهای مذکور روش کروماتوگرافی تعویض یون والکتریک فوکوسینگ و ایمنواسَی اشاره نمود.تمایلی، الکتروفورز، ایز

 شوند.شرح خواهیم داد؛ این روش امروزه در اغلب آژمایشگاههای ایران کاربرد فراوان دارد و روشهای دیگر کمتر بکار برده می

 :1cHbAبرای جداسازی  Exchange Chromatography)-(Ion کروماتوگرافی تعویض یونی

فرد  در این روش ابتدا مقداری خون از توان براساس شارژ الکتریکی که دارند از یکدیگر جداسازی نمود.هموگلوبین را میمولکولهای 

شود. سپس، گلبولهای قرمز فرد را با استفاده از یک محلول ایزوتونیک سه بار شود و در ظرف حاوی ماده ضدانعقاد ریخته میگرفته می

ریزد. سپس با شوند تا هموگلوبین بیرون بهای پر از هموگلوبین هستند، تخریب میولهای قرمز، که کیسهشستشو داده و سپس غشاء گلب

را از سایر  1cHbAاستفاده از یک روش کروماتوگرافی تعویض یون و با استفاده از بافرهای مناسب در هر مرحله مولکولهای هموگلوبین 

 کنند.می کنند و درصد آنرا تعیینها جدا میهموگلوبین

شود بار الکتریکی آنها مثبت باشد )کاتیون(. لذا، آنها را وارد ستونی های آزاد شده در محلول بافری قرار دارند که باعث میهموگلوبین

به این . دهدیل میستون کروماتوگرافی را تشکفاز ثابت کنند که از جنس رزین خاصی با شارژ الکتریکی منفی بوده و میکروماتوگرافی 

ار الکتریکی شود، لیکن چون انواع هموگلوبین دارای بها( باعث اتصال انواع هموگلوبین به ستون میشکل بار مثبت کاتیونها )هموگلوبین

 متفاوتی هستند لذا، قدرت اتصال آنها به اجزاء دارای بار منفی در ستون کروماتوگرافی متفاوت است؛ چنانچه در مرحله بعد بافری استفاده

محلول بافری که هموگلوبین باقی بمانند، به این شکل با سنجش جذب نوری  HbAرا جدا کند ولی مابقی انواع  1cHbAشود که بتواند 

را جدا  1cHbAها را نسبت به انواع دیگر سنجید. درعمل فقط HbAتوان درصد یک نوع از کند، میز ستون جدا میشوید و و ارا می

صد مقایسه نموده و در ا با جذب نوری همان محلول همولیزات )محلولی که پس از شستشوی گلبولهای قرمز(کنند و جذب نوری آنرمی

1cHbA سنجند.را نسبت به کل محتوای هموگلوبین می 

در شکل روبرو بطور شماتیک روش جداسازی یک مولکول از ترکیبی چند 

اهده همانطور که در شکل مش مولکلول با استفاده از ستون نشان داده شده است.

 از دو مولکول دیگر جداشده است. 1شود، مولکلول شماره می
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 کار روش

  همولیز کردن نمونه: -الف

های حاوی رزین مخصوص )دی اتیل آمینواتیل توان استفاده نمود که بصورت ستونبرای انجام آزمایش از کیتهای تجاری موجود می

DEAEه ایم. چنانچه از کیتهای تجاری شرکتهای دیگر استفاداستفاده نموده شرکت درمان کاو تست ما از کیتدر این باشند. ( می

 کنید، طبق دستورالعمل روش کار همان کیت مراحل را انجام دهید. می

)بافری که  (1)شماره  یکمیکرولیتر از یک بافر هیپوتون 211یا هپارین را با  EDTAمیکرولیتر از خون تهیه شده روی ضدانعقاد  11مقدار 

 دهیم تا کاملاً همولیز گردد.نمائیم و اجازه میط میبتواند غشاء گلبولهای قرمز را تخریب کند( در یک لوله آزمایش تمیز مخلو

  :Total(Hb(گیری هموگلوبین تام اندازه -ب

نانومتر در مقابل  011کنیم و در طول موج افزوده و مخلوط میمیکرولیتر از نمونه همولیز شده  11میلی لیتر بافر همولیز کننده نمونه  12به 

 کنیم.نمائیم و ثبت میگیری میبلانک آب مقطر جذب آنرا اندازه

      تهیه ستون کروماتوگرافی:-ج

تونها را شود )این سای قرار دهید تا بافر درون آن خارج درب بالایی ستون را برداشته و نوک انتهایی آنرا بشکنید و آنرا درون لوله -1

دارای موادی مانند دی  این ستونها توانید خودتان نیز بسازید لیکن کار با ستونهای تجاری برای افراد مبتدی نتیجه بهتری بدنبال دارد(.می

را در مباحث قبل ملاحظه  (Ion Exchange)اتیل آمینواتیل هستند که یکی از انواع رزینهای تعویض یون است. شکل تعویض یون 

  بفرمائید.

میکرولیتر از نمونه همولیزات  11در قسمت بالای ستون آماده مصرف فیلتری قرار دارد که محل قرار دادن نمونه همولیزات است. مقدار  -2

 روی آن بریزید و اجازه بدهید تا کاملاً پائین بیاید و با رزین بخوبی واکنش دهد.

شود )که توسط شرکت سازنده تهیه شده و باعث می bHbAو  aHbAهموگلوبینهای ستون تر بافر شستشو دهنده میکرولی 211مقدار  -0

 تا هموگلوبین بخوبی با بارهای منفی ستون واکنش دهد( به ستون بیافزائید و اجازه بدهید کاملاً جذب ستون شود

و ستون را با آن شستشو دهید تا محلول به سطح رزین برسدو تا اینجا کلیه  دبه ستون بیافزائی (2)شماره  میلی لیتر از بافر شستشو 2 مقدار-0

متصل به  1cHbAاند و از ستون خارج شده bHbAو  aHbAتا این مرحله هموگلوبینهای محلولهای خارج شده از ستون را دور بریزید. 

 ستون باقی مانده است.
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آوری نمائید. باشد در یک لوله جمعمی 1cHbAبه ستون بیفزائید و محلول زیر ستون را که حاوی  0شماره میلی لیتر از بافر  0مقدار  -1

 لازم است اجازه دهید تا همه محلول از ستون خارج گردد.

 است. 1cHbAنانومتر در مقابل آب مقطر بسنجید. این میزان جذب مربوط به  011جذب نوری محلول حاصل را در موج -9

 از فرمول زیر استفاده نمائید: 1cHbAی محاسبه درصد برا -0

𝐻𝑏𝐴1𝑐 =  
𝑂𝐷𝐻𝑏 𝐴1𝑐

𝑂𝐷𝐻𝑏 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
 ×

4 𝑚𝑙

12 𝑚𝑙
 × 100 

 

 به این شکل درصد هموگوبین گلیکوزیله محاسبه خواهد شد.

 1/9الی  9اند این مقدار بین درصد است؛ در افرادی که دیابت خود را کنترل نموده 9الی  0در افراد غیردیابتی بین  1cHbAمقادیر نرمال 

درصد  5الی  1/9آنها حدود  1cHbAاند و باید مراقبت کنند مقدار درصد است؛ کسانی که به حد متوسط قند خود را کنترل  نموده 

 درصد نیز برسد. 5آنها ممکن است به بیش از  1cHbAاند ند خود نداشتهاست؛ و کسانی که کنترل خوبی روی ق

 گیرد.ای از یک روش کروماتوگرافی در آزمایشگاه بیوشیمی بالینی است که برمبنای تعویض یون سورت میبطور کلی این آزمایش نمونه

واند با واکنش تض یون است لذا، تغییرات دمایی میتوجه داشته باشید که این روش به دما حساس بوده و چون اساس آن مبتنی بر تعوی

 بیشتر یا کمتر یونها با ستون همراه باشد. 
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 (Electrophoresis) الکتروفورز

 از این روش برای جداسازی، شناسایی و تعیین مقدار مولکولهای شود.الکتروفورز به حرکت ذرات باردار در میدان الکتریکی گفته می

امروزه انواع بسیار زیادی روشهای الکتروفورز وجود دارند که هرکدام مبتنی بر اساس و اصول نمود.  توان استفادهبزرگ و کوچک می

ا، یا مبتنی با استفاده از میزان بار الکتریکی آنهخاصی طراحی شده است. مثلاً برخی از روشهای الکتروفورز مبتنی بر جداسازی مولکولها 

 باشد.ایزوالکتریک آنها می pHبر وزن مولکولی آنها، یا با استفاده از 

 دهد: ل کلی الکتروفورز را نشان میشکل روبرو اصو

 

 

 

 

توان جداسازی میاز جمله ملکولهایی هستند که با روش الکتروفورز  DNAو  RNAلیپوپروتئینها، پروتئینها، پپتیدها و اسیدهای آمینه، 

تات سلولز، د استواندهند؛ جنس این بستر میمحتوای ماده مورد نظر را روی بستر آغشته به بافر مناسب قرار میدر این روش نمونه  .نمود

از اینها بستگی دارد به ماهیت مولکلول مورد نظر و اساس  آمید یا موادی از این قبیل باشد که انتخاب هرکدامآکریلژل آگارز، ژل پلی

ها گردد که این جریان موجب حرکت مولکولگذاری روی بستر مناسب جریان الکتریکی برقرار میپس از نمونه جداسازی مولکلولها.

 کندجریان الکتریکی توسط منبع تغذیه الکتریکی که جریان مستقیم را برقرار می شوند.شده و مولکلولهای مختلف از یکدیگر جدا می

شود؛ چنانچه در این میدان الکتریکی مولکولهای دارای بار الکتریکی خالص مثبت موجود باشند، به سمت قطب منفی حرکت تامین می

رکت روند؛ آنها که بار الکتریکی خالص صفر دارند، حمیکنند؛ آنهاکه دارای بار التریکی خالص منفی هستند به سمت قطب مثبت می

بافر محیط الکتروفورز طوری تنظیم شده باشد که همه مولکولها دارای بار الکتریکی منفی باشند، همگی  pHمانند. نکرده و سرجایشان می

تعداد بارهای  روند لیکنبت میبه سمت قطب مثبت و چنانچه همگی دارای با الکتریکی خالص مثبت باشند همگی به سمت قطب مث

الکتریکی مثبت و منفی در این حالت حائز اهمیت و تعیین کننده سرعت مولکولهاست. هر قدر تعداد بار الکتریکی خالص یک مولکلول 

صشان با هم لبیشتر باشد سرعت حرکت آن نیز بیشتر است. با عنایت به اینکه بسیاری از مولکولهای مورد نظر ما تعداد بار الکتریکی خا

 توان از یکدیگر جداسازی نمود.فرق دارد، لذا، تعداد زیادی از مولکولها را به این شکل می

گردد مولکولها همگی دارای بار الکتریکی تقریباً یکسان باشند، سپس آنها را در شود که باعث میگاهی اوقات از موادی استفاده می

ت چون همگی دارای بار الکتریکی مشابه هستند، برمبنای وزن مولکولیشان از یکدیگر دهند؛ در این حالمیدان الکتریکی قرار می

 ازبین رفته است.بر فرایند جداسازی، ر بار الکتریکی یاثتشوند؛ درواقع در این روش جداسازی می
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خالص الکتریکی، وزن مولکولها(  ، بارpHها )در سایر انواع روشهای الکتروفورز نیز برای جداسازی مولکولهای مورد نظر یکی از شاخص

یی توان مولکلولهای مختلف را از یکدیگر تفکیک و شناساگردد. به این شکل میها حذف میتاثیرگذار خواهد بود و اثر مابقی شاخص

 نمود.

آنها، از  مقدار هستند؛ لذا، برای مشاهده بهتر و سنجش رنگپس از جداسازی مولکولها عموماً بیشتر مولکولها بی رنگ یا خیلی کم

کنند که های شیمیایی استفاده میکنند. مثلاً برای رنگ آمیزی پروتئینها از رنگآمیزی هر نوع مولکول خاص استفاده میروشهای رنگ

کنند؛ شوند پروتئینها رنگ گرفته و واضح شوند؛ در مرحله بعد نیز رنگهای اضافی را با استفاده از حلالهای خاصی پاک میباعث می

یکدیگر  کنید، چند پروتئین ازنتیجه کار بطور شماتیک در شکل زیر نشان داده شده است که در آن در هر ستون، همانطور که مشاهد می

وزن مولکولی مشخص داشته باشد، و نمونه استاندار محسوب  1پروتئین موجود در ستون شماره  جداشده اند.در شکل زیر  اگر فرض کنیم

گردد، پروتئینهایی که بعد از جداسازی توسط الکتروفورز، در سایر ستونها، مقابل این خط قرار گیرند، مشابه این پروتئین هستند. همین 

          .یا سایر بیومولکولها، بویژه ماکرومولکولها،  بکار برد DNA ،RANتوان برای روش را می

 

 

 

 

 

 

 کاربرد الکتروفورز در تشخیص بیماریها

باشد. پس از یهای تشخیص طبی و تحقیقاتی علوم پزشکی جزء روشهای بسیار پرکاربرد مامروزه روش الکتروفورز در آزمایشگاه

عنی بیومولکلول خاصی را مشاهده نمود؛ یتوان وجود یا عدم وجود میجداسازی و شناسایی بیومولکولها با استفاده از روش الکتروفورز 

 ت؟؟ آیا بیش از حدّ  طبیعی افزایش نیافته اسدباشتوان مشاهده کرد آیا مولکول مورد نظر ساخته شده است؟ آیا مقدار آن کافی میمی

  ؟اندکم و زیاد نشدهها( ها و ایزوفرم)ایزوآنزیم پروتئین آیا درصد انواع مختلف آن
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ت را برمبنای های تشخیص طبی استروفورز پروتئینهای سرم که جزء پرکاربردترین روشهای الکتروفورز در آزمایشگاهر ادامه روش الکد

ورز ام روش الکتروفسپس، مثالهایی از بیماریها را جهت تبیین ارزش انج توضیح خواهیم داد. Helenaدستورالعمل کیت تجاری شرکت 

   .کنیمرا ذکر می

 های سرمپروتئین الکتروفورزتهیه نمونه جهت 

تئینهای تغییرات انواع یا درصد پرو باشند.های مختلف میپروتئینهای سرم دارای انواع بسیار زیاد هستند که این انواع نیز دارای غلظت

ن گردند، بیمار یخون گاهی اوقات در شناسایی بیماریها کمک کننده است. لذا، در مواردی که لازم باشد تا نسبت پروتئینهای خون تعی

ده برای شود. سرم جدا شبه آزمایشگاه تشخیص طبی مراجعه نموده و پس از خونگیری از او سرم خون با استفاده از سانتریفوژ جدا می

ها را نهلیکن باید این قبیل نمو توان استفاده نمودروش زیر را برای مایع مغزی نخاعی و ادرار نیز می رود.آزمایش الکتروفورز بکار می

 تغلیظ کرد.

: ابتدا بافر الکتروفورز آماده مصرف، که از نوع ( آماده سازی ژل استات سلولز3

ودر بافر را در )پ نمائیمعمل کیت آماده میسیستم بافری باربیتورات است، طبق دستورال

. مقداری از بافر را درون ظرف رسانیم(بالن حجمی ریخته و آنرا به حجم یک لیتر می

 21مخصوص ژل قرار داده و آنرا به مدت  راکمناسبی ریخته و ژل از لبه ها گرفته، در 

 .(طبق شکل روبرو) سازید غوطه وردر بافر دقیقه 

 

میل لیتر(  111به مقدار مناسب )حدود  آماده سازی اتاقک الکتروفورز: (0 

انند مریزیم )اتاقک مخصوص الکتروفورز میبافر تهیه شده را نیز در دو طرف 

 (.شکل روبرو

 

 کنیم.توزیع میهای مخصوص های سرم بیماران را در چاهکنمونه آماده سازی نمونه: (1
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 دهیم )طبق شکل(برداری انجام میبا استفاده از سمپلر مخصوص، نمونه نمونه برداری:( 4

 

 

دهیم. سپس با استفاده گذاری قرار میاز ظرف بافر خارج نموده و در جایگاه نمونهژل مرطوب شده را  نمونه گذاری روی ژل: (5

 دهیم.گذاری را انجام میها عمل نمونهاز اَپلیکاتور آغشته به نمونه

 

 

 

 

ژل را در اتاقک الکتروفورز قرار داده و پس از بستن درب ( انجام فرایند الکتروفورز: 6

منبع تغذیه اه دستگامل شرایط، الکترودهای مثبت)آند( و منفی)کاتد( اتاقک و اطمینان از ایمنی ک

ولت قرار داده و به  151کنیم. سپس، ولتاژ دستگاه را روی را متصل نموده، دستگاه را روشن می

 .پروتئینهای موجود روی ژل از یکدیگر جدا شوند )شکل روبرو(دهیم تا دقیقه زمان می 11مدت 

کترودها کنیم، الموش کرده، سیم برق منبع تغذیه را از برق شهر جدا میسپس، منبع تغذیه را خا

ئیم. نماهای ژل را به آرامی گرفته و از ظرف خارج میکنیم. لبهرا خارج  و درب اتاقک را باز می

 اکنون ژل برای ظاهرسازی پروتئینها آماده است.

درون ظرف رنگ مناسب )کوماسی در راک مخصوص ژل قرار داده و ژل را  پس از اتمام الکتروفورز ها:( ظاهر سازی پروتئین7

رنگ گردد( در ظرف استیک زمینه ژل مقداری بیسپس، به مدت چند دقیقه )تا وقتی پس .دقیقه( 9) کنیمور می( غوطهSبلو یا پانسوآ 

دهیم تا رنگهای درصد است قرار می 1دهیم. در مرحله بعد ژل را ظرف دیگری که آنهم محتوی استیک اسید درصد قرار می 1اسید 

توان ژل را از حالت شیری رنگ به حالت کاملاً شفاف نیز تبدیل کرد؛ می اضافی کاملاً پاک شود و باندهای پروتئینی متظاهر گردند.

شود؛ سپس ل گرفته میشود. اگر ژل را ابتدا در متانل خالص قرار دهیم، آب موجود د ژبرای اینکار از محلول اتیلن گلیکول استفاده می

دهیم. حرارت باعث تغییر درجه قرار می 91الی  11دهیم. در مرحله بعد نیز، ژل را در فور )آون( ژل را در محلول اتیلن گلیکول قرار می

    دهد. نتیجه کار به شکل زیر خواهد بود.ظاهری شفاف به ژل میپیوندهای ژل استات سلولز شده و 
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استفاده از رنگ کوماسی آبی )کوماسی بلو( رنگ آمیزی شده  ژل استات سلولز که با

 . است

در ژل مقابل، هر ردیف مربوط به یک بیمار است. همانطور  تعیین درصد پروتئینها: (8

اند که اولین باند سمت راست مربوط به شود از باندهایی متظاهر شدهکه مشاهده می

-گلبولینها، سپس، بتا 2-ند، سپس باند آلفاگلبولینها هست 1-آلبومین است، بعد از آن آلفا

گلبولینها هستند. چنانکه مشاهده -در نهایت گاماگلبولینها و  2-باند بعدی بتاگلبولینها و 1

دهد شود، شدت رنگ گرفتن هر باند بین بیماران مختلف متفاوت است و این نشان میمی

نگ هر با استفاده از روشهای دانسیتومتری )عکس گرفتن از ژل و تعیین شدت ر کند.که غلظت آن نوع پروتئین با سایر پروتئینها فرق می

صورت افزارها بخروجی این نرم اند.افزارهایی نیز طراحی شدهدرصد تک تک باندها را تعیین نمود؛ برای این منظور نرمتوان باند( می

لگویی خاص دارند و چنانچه الگوی الکتروفورزی پروتئینهای سرم در در افراد سالم و طبیعی اها اند. این منحنیهایی قابل مشاهدهمنحنی

 شود. فردی مشابه این الگوهای نباشد، آن فرد بیمار در نر گرفته می

 تفسیر بالینی نتایج:

در تصویر مقابل الگوی الکتروفورزی دو فرد طبیعی و 

داده  های نشان. منحنیاندبیمار با یکدیگر مقایسه شده

ی افزار به تصوشکلهایی هستند که توسط نرمشده، 

 اند.درآمده

شود، در جایگاه باند همانطور که مشاهده می

که برای  Dو منحنی Bگاماگلبولینها، فرد بیمار )الگوی 

غلظت بیشتری وجود دارد. با توجه  (آن رسم شده است

به اینکه عمده پروتئینهای موجود در این ناجیه از نوع 

فزایش ا ایمنوگلبولینها هستند، لذا، این فرد دچار بیماری

بالغ یا  Bشود، سلولهای سازنده آنتی بادی )لنفوسیتهای ایمنوگلبولینهای خون است؛ در این بیماری که نوعی سرطان خون محسوب می

یها را در بادلذا، این آنتی نمایند.بادی می( تعدادشان بیش ازحد افزایش یافته است و مدام تولید آنتیPlasma cellsسلولهای پلاسما 

   توان بوضوح تشخیص داد.میباند گاماگلبولینها 
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 آزمایشهای سریع ادرار
شوند. از طریق مواد غذایی وارد بدن شده باشند، از طریق ادرار دفع میلید شده باشند و چه ، چه در بدن توتمام مواد دفعی بدن که محلول در آب باشند

به مولکلوهای قطبی مثل سولفات و گلوکورونیک اسید بصورت کننده موجود در کبد مواد نامحلول در آب نیز عمدتاً توسط آنزیمهای کونژوگه

را  لذا، تعدادی از مواد حائز اهمیت بالینی شوند.و درنهایت از توسط کلیه تصفیه و دفع میقطبی درآمده و بصورت محلول در آب وارد جریان خون 

 توان در ادرار جستجو نمود و تغییرات متابولیسمی بدن را از طریق سنجش آنها برآورد کرد.می

 حجم دفع ادرار:

ع تواند کم و زیاد باشد. عموماً دفنیز خود تحت تاثیر شرایط مختلف میلیتر در روز است، لیکن این مقدار  2الی  1/1مقدار دفع ادرار روزانه حدود 

میلی لیتر در روز  111بیش ازحد یا کاهش شدید حجم ادرار یا توقف دفع ادرار نشاندهنده وجود بیماری است. چنانچه دفع ادرار روزانه به کمتر از 

لیتر در روز  0و اگر به بیش از  (Oliguria)لیتر در روز باشد به آن اولیگوری یمیل 011الی  111اگر بین ، (Anuria)برسد، این حالت را آنوری 

 شود.گفته می (Polyuria)اوری برسد به آن پلی

د نیز به ادر بین مواد دفعی یک سری مواد بصورت دائم و با غلظت بالا وجود دارند، مانند اوره، کراتینین، اسید اوریک و ... وجود دارند. برخی مو

شوند که عمدتاً آنقدر غلظت آنها در فرد سالم پائین است که عملاً مقدار آنها را در آزمایشگاه درحد صفر در نظر مقدار بسیار ناچیز در ادرار دفع می

 گیرند؛ مانند، گلوکز، پروتئین، مواد کتونی و..... می

یک سری تستهای آزمایشگاهی ابداع شده اند که  شونددر ادرار دفع می هم در مورد موادی که با غلظت بالا وهم موادی که با غلظت بسیار ناچیز

عموماً اساس واکنشهای آنها همانند همان روشهای سنجش بیوشیمیایی است که پیش از این با استفاده از روشهای فتومتری در خصوص آنها بحث 

 شده است.

  (Urine Analysis = U/A)آزمایش ادرار 

ل مشاهده با یا مواد قابدو دسته از تستهای ماکروسکپی )خصوصیات ظاهری و فیزیکی ادرار( و میکروسکپی )اجزاء سلولی آزمایشهای ادرار شامل 

 ( هستند.میکروسکپ

 آزمایشهای ماکروسکپی ادرار:

 ادرار طبیعی باید رنگ زرد کهربایی، بوی آمونیاک و ظاهری شفاف داشته باشد. 

تغییرات رنگ ادرار ناشی از تغییرات میزان آب بدن یا وجود مواد دفعی غیرمعمول در ادرار است. پر رنگ شدن رنگ زرد  تغییرات رنگ ادرار:

رف تواند به دلیل لیز و از بین رفتن غیر طبیعی گلبولهای قرمز یا مصادرار در بیشتر اوقات ناشی از کمبود آب بدن )دهیدراته بودن( است، لیکن می

 شود. ادرار ممکندر برخی بیماریهای خاص نیز رنگ ادرار قرمز بنفش می یا مصرف غذایی برخی مواد شدیداً رنگزا باشد. Bنواده ویتامینهای خا

نیز باشد که هرکدام از این رنگها ممکن است حاصل مصرف مواد غذایی یا اختلالات متابولیکی یا بی رنگ است شیری رنگ، سبز، قرمز شفات 
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رنگ شدیداً زرد ادرار ممکن  باشند رنگ ادرار ممکن است حتی کاملاً بی نگ نیز باشد. ها به مقدار زیاد آب دفع کردهکلیهچنانچه  خاص باشد.

  روبین یا اوروبیلینوژن و بطور کلی پورفیرینها باشد.وجود موادی مانند بیلیاست ناشی از 

-تواند ناشی از وجود سلول )مثلاً سلولهای اپیتلیال مسیر تناسلیکدورت ادرار می ادرار طبیعی باید ظاهری کاملاً شفاف داشته باشد. ظاهر ادرار:

ناشی ) لذا، کدورت ادرار یا طبیعی است ادراری و بویژه در دوره قاعدگی( بوده یا به دلیل وجود باکتری، گلبول قرمز و سفید یا مجموعه اینها باشد.

 غیرطبیعی )عفونت ادراری(. ( یااز خونروش

ردد. مثلاً، گگاهی اوقات در برخی بیماریها بوی ادرار تغییر نموده و بوی خاص از آنها استشمام می دهد.ادرار طبیعی بوی آمونیاک می ادرار:بوی 

آید دار است همانطور که از نام آن برمیمسیر متابولیسم اسیدهای آمینه شاخهکه بیماری  (maple syrup urine disease)در بیماری شربت افرا 

آلانین است کتونوری که ناشی از اختلال در مسیر متابولیسمی فنیلهمچنین، بوی موش و کپک نیز در بیماری فنیلدهد. بوی خاص شربت افرا را می

 استشمام شود.
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 کروسکپی ادرار:آزمایشهای می

، که Castها اپیتلیال، گلبولهای قرمز، گلبولهای سفید، سیلندرها )یا کستبررسی میکروسکپی وجود سلولهای آزمایشات میکروسکپی ادرار شامل  

ادرار  باشد.های ادراری هستند(، باکتریها، انگلهای خاص، کریستالها و هرچیز غیر طبیعی در ادرار میناشی از ترشح پروتئین خاصی در مجرای لوله

ات برای مشاهده محتوی رسد.ده شده است و به همین دلیل ظاهر ادرار کاملاً شفاف به نظر میسلول از هرکدام از سلولهای نامبر 2الی  طبیعی دارای صفر

یی که او اجز سیلندرها ، کریستالها،در شکلهای زیر برخی از سلولهاشود. چشمی میکروسکپ استفاده می 01و  11های میکروسکپی ادرار از عدسی

 داده شده اند. در میکروسکپی ادرار ممکن است مشاهده شوند نشان

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

عموماً، در مواردی که فرد دچار خونریزی در  :(RBC)گلبولهای قرمز 

مجرای تناسلی باشد )دوره قاعدگی در خانمها(، در مواردی که فرد دچار 

خونریزی در مجاری ادراری باشد )مثلاً به دلیل وجود سنگهای مجاری 

عفونت  درشوند. ادراری(، یا دچار تخریب بخشی از بافت کلیه باشد، دیده می

ز ها یا مجاری ادراری گشته باشد نیر به آسیب بافت کلیهادراری نیز که منج

گلبول قرمز نیز  1بطور طبیعی، ممکن است تا شوند. گلبولهای قرمز مشاهده می

. وجود مقدار شیئی میکروسکپ در هر شاین مشاهده شود 01با عدسی شماره 

 گویند.می (Hematuria)زیاد خون در ادرار را اصطلاحاً هماچوری 

 

عموماً، در مواردی که فرد دچار عفونت در مجرای  :(WBC)گلبولهای سفید 

شوند. همچنین، در موارد خونریزی ادراری یا التهاب باشد مشاهده می-تناسلی

گردند. معمولاً، وجود گلبول سفید همراه با همراه با گلبولهای قرمز نیز مشاهده می

 1باکتری شاخصی از عفونت ادراری است. بطور طبیعی، ممکن است صفر تا 

 شیئی میکروسکپ در هر شاین مشاهده شود. 01گلبول سفید نیز با عدسی شماره 

 توان بعنوان  عفونت ادراریبیش از این مقدار را در صورت وجود علائم بالینی می

تلقی نمود و با انجام کشت ادرار ابتلاء به عفونت را تائید نمود. در این شکل 

بوط توان گفت این تصویر مر، لذا، میباکتریها نیز کاملاً واضح و مشخص هستند

 به فردی مبتلا به عفونت ادراری است. 

 

بطور  :(Squamous epithelial cells)لولهای اپیتلیال سنگفرشیس

 شود لیکن در خانمهایطبیعی تعداد محدودی سلول اپیتلیال در ادرار مشاهده می

خریب گردند که ناشی از تدچار فرایند قاعدگی به تعداد بسیار زیاد در ادرار دفع می

د در ادرار بزرگترین سلولهای موجولایه اندومتر است. سلولهای اپیتلیال سنگفرشی 

 هستند.
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 تلیالهای اپیتصاویر دیگری از سلول
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بطور طبیعی در ادرار  :(Bacilli form bacteria)ای شکلباکتریهای میله

نباید باکتری مشاهده شود، لیکن ازآنجا که برخی باکتریها بطور طبیعی در ابتدای 

اصول نمونه گیری ادرار را رعایت نکرده  مجرای ادراری موجود هستند، چنانچه فرد

باشد، ممکن است تعدادی باکتری که در ابتدای مجرای ادراری هستند وارد نمونه 

شوند. چنانچه در نمونه ادراری تهیه شده از بخش میانی ادرار باکتری موجود باشد، 

جه به ونشاندهنده عفونت ادراری است که باید با انجام کشت باکتریایی ادرار و با ت

 علائم بالینی وجود عفونت تائید شود. 

 

 :(Cocci form bacteria)باکتریهای گرد شکل

نوعی دیگری از باکتریهایی که در موارد عفونت ادراری در 

این تصویر باکتریهای گردشکل بطور  شوند. درادرار دیده می

 اند.وار در کنار یکدیگر قرار گرفتهزنجیره

 

مخمرها، سلولهای  :(Yeast)مخمرها 

قارچهای میکروسکپی هستند که گاهی اوقات 

شوند. این سلولها یا بصورت می در ادرار دیده

تک سلولی گرد یا بیضی هستند یا بصورت 

اند که ریسه کاذب سلولهای جوانه زده

(pseudo hypha) نمایند. گاهی ایجاد می

اوقات به دلیل آلوده شدن نمونه و به مدت 

طولانی باقی ماندن نمونه ادرار در نمونه دیده 

شوند لیکن چنانچه نمونه ادرار تازه باشد می

نشاندهنده عفونت قارچی است که بویژه در 

بیماران دچار نقص سیستم ایمنی مشاهده 

 شود. می
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 های معمول در ادرارکریستال

لیوی توانند بصورت شن کهای ادراری میجزو مواردی هستند که در میکروسکپی ادرار  ممکن است مشاهده شوند. کریستال های ادراریکریستال

 های کلیوی درآیند و عامل سوزش یا درد شدید در حین دفع باشند. یا سنگ

 هاکریستالجنس 

شوند، مانند: اگزالات کلسیم، کلسیم کربنات، اسید اوریک، آمونیوم اورات، آمونیوم فسفات، از مواد موجود در بدن تشکیل می های ادراریکریستال

ها ر تشکیل کریستالبرخلاف تصور عوام که مصرف آب پراز املاح ب بیلیروبین، برخی آمینواسیدها مانند کریستال سیستئین، کریستال کلسترول و غیره.

سم های کلیوی چندان به نوع آب آشامیدنی مربوط نیست؛ بلکه، اختلال متابولیها و شنشود، تشکیل این سنگگذارد و منجر به سنگ کلیه میاثر می

گاهی اوقات نوع رژیم  گذارند.های کلیوی اثر میادرار، و عواملی از این قبیل بر تشکیل سنگ pH، کم نوشیدن آب، ی مانند اسید اوریکمواد

زالات های کلسیم اگگذارد؛ برای مثال، فردی که ماست خورده، ممکن است در ادرار او کریستالی اثر میهای ادرارغذایی بر تشکیل کریستال

 فراوان دیده شود.  

ا ممکن هلذا، دفع خون، همراه با دفع کریستال .شودمی ،و دفع خون، به دلیل آسیب مجاری ادراریسوزش به  های ادراری گاهی منجردفع کریستال

ک های ادراری را مشاهده خواهیم نمود. سپس، برخی تصاویر پاتولوژیدر ادامه تصاویر برخی از کریستال پروتئین یا هموگلوبین نیز رخ دهد.است دفع 

 درار را نیز مرور خواهیم کرد.میکروسکپی ا

ار زیاد است. ها، اجزاء و شرایط پاتولوژیک نیازمند تجربه و دقت بسیهای مختلف کریستالفراموش نکنیم، میکروسکپی ادرار و تشخیص شکل نکته:

امل پاتولوژیک و سایر عو هاا، سلولها، سیلندرهازاینرو، آشنایی دانشجویان تنها در این حد که بطور مقدماتی با برخی اصطلاحات و تصاویر کریستال

جزیه ادرار، توصیه های تتر و اطلسهای تخصصیمندان را به مطالعه کتابآشنا باشند کافی است. به منظور کسب اطلاعات بیشتر در این زمینه، علاقه

 کنیم. می

  

 شوند.قلیایی مشاهده می pHها در های کلسیم کربنات؛ دوطرفه، متقاطع و گلِ رُز شکل. این کریستاکریستال
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های هشت وجهی؛ دارای اندازهای، هرمی شکل و شکل، چهار زاویهبصورت بی؛ های کلسیم اگزالاتکریستال

 شوند.مشاهده می اسیدی pHمختلف هستند و در 
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باشند. همچنین، به اشکال و گل رُز می های زرد رنگ که به شکل کلافسوزن؛ اسید اوریک کریستال

 کاملاً تیره.شوند. مثلاً به رنگ بنفش خاکستری یا مختلف دیگر نیز مشاهده می



 پرتو فرشته-سالان آب ی؛ عبدالرحیمینآزمایشگاه بیوشیمی پزشکی و بال                                                                                   79

 

  

باشند. همچنین، به اشکال و گل رُز می های زرد رنگ که به شکل کلافسوزن؛ اسید اوریک کریستال

 شوند. مثلاً به رنگ بنفش خاکستری یا کاملاً تیره.مختلف دیگر نیز مشاهده می
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؛ در شکل(های فسفات آمورف )بیکریستال

pH شوندخنثی مشاهده می 

-های کلسیم فسفات؛ بصورت منشور، مستطیلکریستال

خنثی  pHهای به هم چسبیده و در مانند یا دستههای رُز 

 شوندبیشتر مشاهده می

شکل(؛ در های اورات آمورف )بیکریستال

pH شونداسیدی مشاهده می 

 pHای هستند. در های آمونیوم اورات ؛ به شکل ریشهکریستال

شوند. در این شکل کریستال کلسیم اسیدی مشاهده می

 دارد.اگزالات هم وجود 
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اسیدی  pHهای آمونیوم اورات که در های کریستالسایر شکل

 شوند.مشاهده می
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 (Casts)سیلندرها 

روتئین شوند. این پهای مجاری ادراری ترشح میبوده و از سلول "فال-هورس-تام"ها اجزایی هستند که از جنس پروتئینی به نام یا کَست سیلندرها

قرمز یا  هایهای سفید، گلبولگردد. در حین ترشح اگر اجزای خون مانند گلبولگاهی به میزان فراوان توسط سیستم مجاری ادراری ترشح می

 RBC)، گلبول قرمز (WBC cast)های گلبول سفید ها گیر افتاده و کَستتلیال مجرای ادراری در مسیر باشند، در این پروتئینهای اپیسلول

cast) تلیال های اپیو سلول(Epithelial Cast) اگر تعداد سیلندرها در ادرار زیاد باشد، انتظار داریم که آزمایش پروتئین شوند. تشکیل می

 ادرار نیز مثبت شود.

  

 

 

 

 

 

 

  

های قرمز، مرکب؛ این سیلندر دارای گلبول (Cast)سیلندر 

های اورات بی شکل است. در سمت راست این فید و دانهس

 تلیال وجود دارد.شکل نیز تعدادی سلول اپی

واکسی؛ این سیلندرها شفاف هستند و اغلب  (Cast)سیلندر 

 شوند و نیاز به دقت کارشناس است.به راحتی دیده نمی

ها بصورت سیلندر؛ سیلندری که هیالین  و تجمع باکتری (Cast)سیلندر 

شفاف است از نوع هیالین بوده و در ادرار فرد سالم نیز ممکن است دیده 

لیل وجود باکتری، احتمال ابتلای فرد به عفونت شود؛ در این تصویر به د

 ادراری وجود دارد.

گرانولار: ناشی از تجمع  (Cast)سیلندر 

درون سیلندر بوده، به مرور های سفید گلبول

های سفید ازبین رفته و این غشای گلبول

 .شوندسیلندرها بصورت گرانولار دیده می
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د. باشنهای سفید دارای هسته میهای قرمز فاقد هسته و گلبولگلبول :(Hematuria) در ادرارو سفید های قرمز گلبول

های لشوند. اندازه و شکل گلبوهای قرمز اگر تعدادشان خیلی زیاد نباشد، زیر میکروسکوپ بصورت شفاف دیده میوللبگ

کنگره  های گرد و صاف(، مزرسّ )دارای غشایتواند متفاوت و متنوع باشند؛ برای مثال، شکل طبیعی )مقعرالطرفین با لبهقرمز می

 وند.شهای سفید در موارد عفونت و التهاب در ادرار ظاهر میمانند( یا برخی نیز میکروسیت )اندازه کوچک( باشند. گلبول

های سفید(؛ )گلبول سیلندر لکوسیت. 1ازچپ به راست به ترتیب انواعی از سیلندرها: 

 . سیلندر ذرات چربی0های قرمز؛ . سیلندر گلبول2

 های جنسی مردانهسلولاسپرماتوزوا: 
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 و شمای یک ادرار عفونی در ادرار  برخی انواع عوامل میکروبی

  

 ترشحات سیستم تناسلیدر  های گونوکوکباکتری های میکروکوکوس در ادرارباکتری

 ای( در ادرارهای باسیلوس )میلهباکتری های استافیلوکوکوس در ادرارتجمعات باکتری

ای که های میکروسکپی رشتهقارچ

 اندتشکیل میسیلیوم داده

ر، های سفید، سیلندرهای هیالین، گرانولاباکتری، گلبول یک ادرار عفونی:شمای 

 شوند. تلیال نیز مشاهده میگلبول سفید، و اپی
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 آزمایشهای بیوشیمیایی ادرار

 کنند لیکناند و گرچه از همان اساس آزمایشات بیوشیمیایی معمول تبعیت میطراحی شدهاین دسته از آزمایشات امروزه بصورت آزمایشات سریع 

تر و با دقت و حساسیت کمتر همراه است. عمده این آزمایشها با استفاده از نوارهایی که آغشته به چند معرف بیوشیمیایی بوده انجام انجام آنها ساده

قبل، با  های ذکر شده در مورد مولکولهای موجود در خون در بخشهایها حین واکنش با مواد موجود در ادرار همانند واکنشاین معرفشوند. می

شود که استفاده می pHشوند. عموماً در این واکنشها از معرفهای حساس به تغییر مولکول مورد نظر واکنش داده و موجب تغییر رنگ یک معرف می

محیط و نوار شده و لذا تغییر رنگ ویژه نوار نشاندهنده وجود مقادیر طبیعی یا  pHدر اثر واکنش آنزیمی یا شیمیایی مولکول مورد نظر منجر به تغییر 

 بالاتر از حد طبیعی است. 

گردند )مثل قند، اسیدهای یا چنانچه وارد شوند بازجذب می شوندموجود در بدن عموماً براحتی وارد ادرار نمیضروری دانیم مواد همانطور که می

ینین(؛ لذا، شوند )مانند اوره و کراتمینیز برای بدن مضر بوده و باید دفع گردند و لذا، از طریق ادرار دفع وجود برخی مواد ین با ا آمینه و پروتئینها(؛

یوشیمیایی تستهای سریع ب .وجود مقادیر بسیار زیاد از برخی مواد در ادرار امری طبیعی و وجود یا افزایش مقدار برخی مواد دیگر نشانه بیماری است

نند. این تستها کدرار برای تشخیص کیفی یا سنجش نیمه کمیّ موادی است که در حالت طبیعی در ادرار به مقدار بسیار ناچیز موجوداند کمک میا

 باشند. همانطور که پیش ازاین نیز اشاره شد بصورت نوارهای آغشته به معرفهایی در دسترس می

 ان داده شده است. یک نمونه از نوارهای ادراری در شکل مقابل نش

 طریقه استفاده از نوارهای ادراری

از این نوارها را در نمونه ادرار، تا کار با این نوارها به این شکل است که یک عدد طرز 

یم؛ کنسریع خارج میو حدی که تمام معرفهای رنگی به ادرار آغشته شوند، فرو برده 

ثانیه نوار ادرار در نمونه ادرار، معمولاً باعث خطا در نتیجه برخی  2الی  1داشتن بیش از نگه

های کنیم تا واکنشهای بیوشیمیایی بین معرفثانیه صبر می 01سپس، به مدت شود. از تستها می

فروبردن نوار در ثانیه از  01پس از گذشت مختلف و مواد موجود در ادرار انجام شوند. 

ر با قرار دادن نوار ادرار دثانیه بعد فرصت قرائت نتیجه را خواهیم داشت، لذا،  01ادرار، تا 

های نمائیم. در هر ردیف از رنگتست را قرائت می نتیجهآن و مقایسه رنگها،  ظرفنزدیکی 

نشان داده شده روی ظرف، یک نوع تست تعریف شده و در هر ستون رنگهای مختلف 

 ها است.اند که نشاندهنده شدت واکنشتعریف شده

نوارهای  شرکتهای حداقل تستهای زیر را درکنند، لیکن عمده این شرکتهای تولیدی نوارهای ادراری برای تستهای مختلفی نوارهای ادراری را تهیه می

 نمایند:ادراری تولیدی خود لحاظ می

ند. لذا، نیترات را به را تخمیر نمای توانند نیتراتباشد؛ اساس: برخی باکتریها میوجود برخی انواع باکتریهای بیماریزا می برای تشخیص نیتریت:

 هنده وجود باکتریهای تخمیرکننده نیترات است و عمده باکتریهای تخمیرکننده نیترات از نوعکنند. وجود نیتریت در ادرار نشاندنیتریت تبدیل می
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 بیماریزا هستند. از اینرو، چنانچه این تست مثبت شود )با درجات شدت و ضعف مختلف(، نشانه عفونت باکتریایی )عفونت ادراری( است، بویژه

 چنانچه گلبول سفید نیز در ادرار مشاهده شود. 

جود آنها در ادرار برای شناسایی و ند با معرفهای مختلف واکنش دهند؛ لذا،توانگلبولهای سفید دارای آنزیمهای خاصی هستند که می بول سفید:گل

د در معرفهای تواننمیکنند که با تحت اثر آنزیمهای موجود در گلبولهای سفید اند و معرفهایی را در نوار ادرار استفاده میهیافت بهره برداز این ره

 وجود گلبولهای سفید در ادرار نشاندهنده عفونت یا التهاب است.  رنگی تغییر رنگ ایجاد نمایند.

وزن مخصوص ادرار نشاندهنده میزان مواد محلول در ادرار است، که هر قدر این مواد بیشتر  :Specific Gravityوزن مخصوص )چگالی( 

کند که بطور تقریبی بداند چه میزان مواد محلول در ادرار یشتر خواهد بود. وزن مخصوص ادرار به پزشک کمک میادرار نیز بباشند، وزن مخصوص 

شود. این شاخص تحت تاثیر رژیم غذایی فرد نیز قرار دارد لیکن در موارد بیماریهای کلیوی که دفع مواد محلول در آنها بیش ازحد است دفع می

سنجند. بطور قراردادی، برای آب مقطر وزن شود. وزن مخصوص ادرار را با مقیاس آب میبد و از حد نرمال بیشتر مییاوزن مخصوص نیز  تغییر می

 باشد نشاندهنده کم بودن مواد محلول در ادرار است. 1یا نزدیک به  1گیرند، لذا، اگر وزن مخصوص درنظر می 1مخصوص را معادل 

pH ادرار: pH  باشد. این شاخص تحت تاثیر رژیم مصرفی مایعات است لیکن در مواردی مانند می 0الی  1ادرار معمولاً اسیدی تا خنثی و بین

 یابد.ادرار نیز تغییر می pHخون،  pHبرخی عفونتهای باکتریایی، یا تغییرات 

روبین یا ترکیبات تغییراتی یافته و همراه با مدفوع یا ادرار بصورت بیلی این حلقه در کبدباشند که گلبولهای قرمز دارای حلقه همِ می اوروبیلینوژن:

ن در روده است(، از طریق روبییا ترکیباتی مانند اوروبیلینوژن )که ماحصل تغییرات بیلی روبینشود. چنانچه کبد دچار مشکل باشد، بیلیآن دفع می

 ار در بیشتر موارد شاخصی از بیماری کبدی است.شوند. لذا، افزایش غلظت این ماده در ادرادرار دفع می

ه اختلالات شود. افزایش این ماده در ادرار نیز نشاندهندساز آن محسوب میمتابولیسم این ماده نیز همانند اوروبیلینوژن بوده و اصلاً پیش روبین:بیلی

 باشد.ازحد میو بیماریهای کبدی یا همولیز بیش

بیماران دیابتی دفع این  شود، لیکن دریعی توسط ادرار به مقادیر بسیار بسیار ناچیز و عموماً غیرقابل تشخیص دفع میگلوکز بطور طب قند )گلوکز(:

 ازاینرو، وجود قند در ادرار شاخصی از دیابت است. گردد.یابد زیرا حالت سرریز در خون پیداکرده و وارد ادرار میماده افزایش می

که بطور معمول به مقادیر بسیار ناچیز در ادرار وجود و با روشهای معمولی این مقدار ناچیز قابل سنجش نیست  پروتئین نیز ترکیبی است پروتئین:

 وجود پروتئین در ادرار نشاندهنده التهاب، تخریب بافت گلومرولهای کلیوی، شروع آسیب کلیوی بویژه در بیماران دیابتی، گاهی اوقات وجود

 اوری گویند.وجود پروتئین بیش ازحد معمول در ادرار  را به اصطلاح پروتئین تناسلی است.-یا خونریزی در سیستم ادراریعفونت 

هیدروکسی بوتریک اسید و استواستیک اسید هستند. تولید کتونها در بدن انسان ناشی از سوختن -کتونهای دفعی در ادرار شامل بتا مواد کتونی:

 pHشون. در این موارد ازحد نرمال در بدن بسوزند، کتونها تولید شده و در ادرار دفع میر مواردی که اسیدهای چرب بیشاسیدهای چرب است. د

شود.  مواد کتونی دفع شده در ادرار شاخص مهم و گاهی اوقات بسیار حیاتی از بروز کتواسیدوز، یعنی حالتی که سلولهای فرد خون نیز اسیدی می

 گویند.وجود مواد کتونی در ادرار را کتونوری می باشد.اند، مید شدید قند شده و اسیدهای چرب را سوزاندهدیابتی دچار کمبو
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تناسلی است. همچنین، وجود هموگلوبین در -دستگاه ادراری ریزی دروجود خون در ادرار نیز شاخصی از خون هموگلوبین و گلبول قرمز:

 است. ریزی در ادرارادرار نیز نشاندهنده خون

ثانیه پس از آغشته شدن نوار معرف  01اند. برای مثال چنانچه گلوکز در ادرار نباشد، یک نمونه از تغییرات رنگی معرفها در شکل زیر نشان داده شده

د )ردیف کنای تمایل پیدا میبه ادرار رنگ آن بصورت آبی است، لیکن هر مقدار گلوکز بیشتری در ادرار باشد رنگ آن به سمت سبز و سپس قهوه

معادل  pH( تا سبز تیره )1معادل  pHدهنده تغییرات رنگ از نارنجی )نشان pHمربوط به گلوکز را ملاحظه بفرمائید(. در مورد ردیف مربوط به 

 ( متغیر است.1/5

 

 

 

 

 

 

 

 

 انجام آزمایش:

-ناسلیابتدا نواحی بیرونی و سطح پوست عضو تشود باید به این شکل تهیه گردد: نمونه ادراری که برای انجام آزمایشات بکار برده می

و  کنیم. نمونه بایستی در ظرف مناسبادراری را شستشو داده و سپس بخشی از ادرار را دور ریخته و از بخش میانی ادرار، نمونه تهیه می

 اشد.مصرف ب آوری گردد. ظرف بایستی استریل و یکبارشود جمعمخصوصی که در آزمایشگاههای تشخیص طبی استفاده می

الذکر را با رعایت تمام ملاحظات بهداشت و ایمنی آزمایشگاه زیر نظر استاد آوری نموده و کلیه آزمایشهای فوقنمونه ادرار خود را جمع

 مربوطه انجام دهید و گزارش نمائید.

چنانچه فردی مشکوک به عفونت ادراری بوده باشد، پزشک از آزمایشگاه درخواست انجام  شناسی تخصصی:آزمایشات میکروب

کشت باکتریایی خواهد داشت. لذا، توجه نمائید که بویژه برای تست کشت باکتریایی بایستی درب ظرف نمونه حتماً بسته باشد. روش و 

   هید آموخت.خوا شناسی به تفصیلا در مباحث باکتریملاحظات کشت باکتریایی ر
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 (Immunoassays)سنجش ایمنی های آزمایش

است که بتواند  ایژن )پادگن( مادهبادی می باشند. آنتیای از آزمایشها هستند که مبتنی بر واکنش آنتی ژن و آنتیآزمایشهای سنجش ایمنی دسته

تواند به کند و میژن تولید میسیستم ایمنی بدن در پاسخ به آنتیای است که بادی )پادتن( مادهسیستم ایمنی و سلولهای آن را تحریک کنند؛ آنتی

ایی و تعیین مقدار بادی برای شناسژن و آنتیدر آزمایشگاه تشخیص طبی و بسیاری از آزمایشات تحقیقاتی از این خاصیت آنتی ژن متصل گردد.آنتی

و مقدار  شودژن در نظر گرفته میت که یک ماده مجهول به عنوان آنتیهای سنجش به این شکل اساساس روش برند.های مختلف بهره میمولکول

 شود.نماید سنجیده میبادی اختصاصی خود ایجاد میآن از طریق واکنشی که با آنتی

 بادیفرایند تولید آنتی

بادی ینماید( آنت بادیوادار به تولید آنتیتواند سیستم ایمنی را تحریک و ژن )مولکولی که میبطور خلاصه؛ اگر بخواهیم علیه یک مولکول آنتی

د حدر ابتدا لازم است آنرا با روشهای خاصی )مثلاً استفاده از اولتراسانتریفوژ، رسوب پروتئینها، الکتروفورز، و بویژه کروماتوگرافی( تاتولید کنیم، 

)مثلاً موش، رت، خرگوش، بز، اسب، گوسفند، شتر و ....( امکان، خالص نمائیم؛ سپس، مولکول نسبتاً خالص شده را به یک حیوان آزمایشگاهی 

ژن، بدن ق آنتیاز چندبار تزری معمولاً پس بادی نماید.تولید آنتی ژن()آنتی تزریق کنیم تا سیستم ایمنی بدن آن موجود علیه مولکلول مورد نظر ما

، مثل توان با روشهای خاصرا میبادی نماید که این آنتیبادی میتولید آنتی به میزان کافی تا چند ماه بعد هفته الی 2حیوان آزمایشگاهی حدود 

 ژن مثال زده شد، خالص نمود و برای کارهای بعدی )تشخیصی یا درمانی( بکار برد.روشهایی که برای آنتی

چون ماهیتّ  ریزند؛استیرن هستند میپلیمر پلیای خاصی که از چنس های شیشهها را درون ظرفبادیهای بیوتکنولوژی این آنتیعموماً در شرکت

انند به توها گلیکوپروتئینی است لذا، میبادیآنتی

استیرنی متصل شوند؛ در مراحل سطوح ظروف پلی

بعدی این اتصالات با پوشاندن مابقی سطوح آزاد و 

اده برای استف، داری در شرایط خشک پایدار نمودهنگه

تحقیقاتی قرار لینی و های بادر اختیار آزمایشگاه

  دهند.می

نوعی  ،Aئین بادی که برای تشخیص پروتدهد. در این شکل آنتیبادیهای متصل به آنرا نشان میشکل روبرو بصورت شماتیک یک ظرف حاوی آنتی

بعنوان  Aکل پروتئین در این ش استیرن متصل گردیده است.از جنس پلی یبه کف ظرف مولکول پروتئینی مورد استفاده در تحقیقات بیوتکنولوژی،

استیرنی متصل را به کف ظروف پلی Aپروتئین بادی ضدشود که بعداً باید تشخیص داده شود؛ لذا، در این شکل آنتیژن در نظر گرفته میآنتی

نیز در این شکل  A( ضد پروتئین بادی تک کلونی )منوکلونالگویند. آنتیمی Microtiter plateاستیرن را به اصلاح اند. ظروف ویژه پلینموده

 شده است.  نشان داده  anti-Protein A mAb-1بصورت 

منواَسی را باشند. طرحهای مختلفی برای واکنشهای ایها بصورت کیتهای تجاری آماده مصرف میدر آزمایشگاه تشخیص طبی و تحقیقاتی این پلیت 

در مایعات بیولوژیک بکار برد. یکی از طرحهای پرکاربرد در مجموعه شکلهای زیر نشان توان برای تشخیص مقادیر مختلف یک مولکول موجود می

های تجاری در کیت پردازیم.باشد به توضیح مختصر آن میدر این مثال که یکی از طرحهای پرکاربرد و ساده روشهای ایمنواَسی می داده شده است.
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ص خود را داشته که کارشناس آزمایشگاه یا فرد انجام دهنده آزمایش طبق دستورالعمل و آماده مصرف هر آزمایشی و هر شرکتی دستورالعمل خا

 آن شرکت کار خواهد کرد.

ظر بادی ضد پروتئین، هورمون یا مولکول مورد ندر روش نشان داده شده زیر، ابتدا نمونه سرم یا مایع بیولوژیک را درون پلیت مخصوص حاوی آنتی

صاصی پوشانده بادی اختژن مورد نظر ما در نمونه وجود داشته باشد بتواند با آنتینمائیم تا چنانچه آنتیصی انکوبه میبرای مدت زمان مشخ ریخته و

ها و ها واکنش دهد. در تصاویر زیر پلیت سمت چپ و راست مربوط به دو فرد )یا بیمار، یا نمونه( متفاوت است. پس از افزودن نمونهشده در پلیت

بادی ضد آن هستند وجود داشته باشد، چسبیده، سپس، محلول حاوی سایر مواد ها پوشانده از آنتینانچه مولکولی که علیه آن پلیتانکوبه کردن چ

 داریم.اند را بر میبادی نشدهاضافی که متصل به آنتی

را شناسایی نماید و  بادیآنتی-ژنکمپلکس آنتیشود که بتواند ناحیه دیگری از مولکول متصل به بادی خاص دیگری اضافه میدر مرحله بعد، آنتی

باشد. سپس، در قسمتی از مولکولش متصل به بیوتین میدوم بادی بادی دوم را تشکیل دهد؛ این آنتیآنتی-ژن اولآنتی-بادی اولکمپلکس آنتی

ته از اتمام واکنش مرحله دوم، مواد اضافی دور ریخ گیرد تا مولکولها بتوانند واکنش دهند؛ پسمجدداً به مدت زمان معینی انککوباسیون صورت می

تصل به پلیت چسبیده بادی اول مژن به آنتیدر ظرف باقی بماند که آنتی تواند درصورتیبادی متصل به بیوتین فقط میشوند؛ واضح است که آنتیمی

 باشد.

توانند با تمایل بسیار باشد. آویدین و ترکیباتی مانند استرپتاویدین میکنند که به آویدین )یا استرپتاویدین( متصل میدر مرحله بعد آنزیمی اضافه می

-بادی دومآنتی-(بالا به بیوتین متصل شوند؛ لذا، با اضافه کردن آنزیم متصل به آویدین )یا استرپتاویدین( بین کمپلکس آویدین )استرپتاویدین

باشند وگرنه با  کمپلکسهای قبلی تشکیل شدهشود؛ واضح است این کمپلکس در صورتی تشکیل خواهد شد که بادی اول تشکیل میآنتی-ژنآنتی

 شود.دور ریختن سایر مواد و شستشوی ظروف توسط بافر، آویدین )استرپتاویدین(  متصل به آنزیم نیز دور ریخته می

راورده تبدیل گردد؛ الذکر به فهای متصل به کمپلکس فوقشود تا سوبسترا توسط آنزیمشود و زمان داده میسوبسترای آنزیم اضافه میدر مرحله بعد 

یل تواند نوعی رنگ ایجاد کند. هر اندازه مقدار کمپلکس تشکشود که فراورده فعالیت آنزیم میولاً، تست از نظر بیوشیمیایی طوری طراحی میمعم

های هبادی اول بیشتر باشد، مقدار ( ماده رنگی نیز بیشتر خواهد بود. چنانچه از نمونآنتی-ژنآنتی-بادی دومآنتی-آویدین)استرپتاویدین(-از آنزیمشده 

ی استاندارد رسم منحن توانیم مقدار دقیق ماده مورد سنجش را باگیری را دارند استفاده نمائیم، میاستاندارد نیز که غلظت مشخصی از ماده مورد اندازه

ید مراحل انتهایی کننمائیم. همانطور که ملاحظه میتعیین نمائیم. برای سنجش شدت رنگ و ترسیم منحنی استاندار از روشهای فتومتری استفاده می

 م.یح دادیروش شبیه سنجشهای فتومتری است که پیش از این برای سنجش مولکولهایی مانند گلوکز، اوره، اسیداوریک و غیره توض

، لذا، به شودچون از آنزیم درمرحله نهایی استفاده میاند، در روش توضیح داده شد که بصورت شماتیک در صفحات بعد مراحل آن نشان داده شده

 ELISAگویند و به اختصار تحت عنوان می (Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay)آن آزمایش جذب ایمنی متصل به آنزیم 

امروزه روشهای متنوعی برای سنجشهای مبتنی بر  شود؛ در این روش نشانگر وجود و تعیین مقدار ماده، آنزیم و واکنش آنزیمی است. نامیده می

ن بین تری دارند که از ایحساسهای برتر و اند که اساس همه آنها مشابه ولی برخی تکنولوژیبادی وجود دارد و طراحی شدهآنتی-ژنواکنش آنتی

-RIA (Raidioشود؛ یا روش اشاره نمود که در آن از ماده فلورسنت استفاده می FIA (Florescent-Immuno-Assay)توان به روش می

Immuno Assay) ور هستند که آنها های ندیگری نیز مبتنی بر تولید فوتونروشهای  شود.که در آن از ماده رادیواکتیو به عنوان نشانگر استفاده می
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گویند. درهرحال، در همه این روشها، می Electro-Chemiluminescentو  (Chemiluminescent Immuno Assay)را به اصطلاح 

 تری دارند.های بهتر و حساساساس کار مشابه بوده و صرفاً برخی روشها، تکنولوژی

 کاربرد روشهای ایمنواسَی

، هورمونهای جنسی hCG (human Chorionic Gonadotropin)هورمونهای مختلف مانند  سنجش مقادیرروشهای سنجش ایمنی، برای 

، هورمون محرک T4و  T3)استرادیول، استریول(، پروژسترون، و هورمون جنسی مردانه تستوسترون، هورمونهای تیروئیدی  هازنانه مثل استروژن

های دخیل در ، هورمونIGF2و  IGF1، هورمونهای رشد شبه انسولین GHرمون رشد های کورتیزول، انسولین، هو، هورمونTSHتیروئید 

ژنها یا شود. همچنین، برای سنجش مقدار یا وجود آنتیغیره، استفاده می و Dتونین و ویتامین هورمون پاراتورمون، کلسی متابولیسم کلسیم مانند

شود. و غیره استفاده می (Cو  Bهای انواع هپاتیت )بویژه هپاتیت ، (HIV)ویروسهای نقص ایمنی اکتسابی بادیهای عوامل بیماریزایی مانند آنتی

( و غیره نیز DNAبادیهای ضد هسته سلول یا ژنهای میتوکندریایی، آنتیبادیهای ضد آنتیبادیهای ضد اجزاء سلولی )مانند برخی آنتیبعلاوه، آنتی

-ژنشوند؛ لذا، با توجه به تنوع بسیار زیاد تستهای مبتنی بر واکنش آنتیشوند نیز توسط این روش سنجیده میمیکه موجب بیماریهای خودایمن 

یسمی در تشخیص گستره بسیار زیادی از بیماریها از بیماریهای خودایمن گرفته تا اختلالات متابولرسد این قبیل تستها بادی همانطور که به نظر میآنتی

 یماریهای عفونی کاربرد دارد.و هورمونی یا ب

 ابا توجه به اینکه هر شرکت تولید کننده کیتهای تجاری آزمایشات ایمنواَسی روش و مراحل انجام تست آن با شرکت دیگر متفاوت است، لذا، ب

یده م دهید. در نهایت مقدار سنجموجود در کیت مراحل انجام تست را زیر نظر استاد مربوطه انجاتوجه به کیت موجود در آزمایشگاه و دستورالعمل 

    شده را به استاد خود گزارش نمائید. 
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