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فاز جامد  از  این روش  آنتی ژن است. در  یا  آنتی بادی و  براي تعیین مقدار یک مولکول  ایمنوشیمی  الایزا6 روشی  روش 
به کمپلکس آنزیم متصل  از  استفاده می شود و سپس  آنتی بادی  یا  و  آنتی ژن  اتصال7  برای  ایجاد بستری مناسب   به منظور 
 آنتی ژن - آنتی بادی به منظور تبدیل سوبسترا8 مناسب به محصول رنگی استفاده می شود. میزان تبدیل سوبسترا بدون رنگ به 
محصول رنگی توسط آنزیم را که نشانگر حضور یک آنتی ژن یا آنتی بادی و نیز غلظت آن است، می توان با اندازه گیری چگالی 
نوری9 با استفاده از یک دستگاه اسپکتروفتومتر تعیین کرد. این بررسی با هدف معرفی روش الایزا، کاربردهای آن، انواع روش 

الایزا، فواید، معایب و چالش ها و عوامل مهم در بهبود نتایج آزمون الایزا انجام می شود.
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  متدولوژی

اسـاس کار الایـزا، اسـتفاده از یـک آنتی بـادی یـا آنتـی ژن متصـل 
شـده بـا یـک آنزیم اسـت. این آنزیـم بعـد از واکنش با سوبسـترای، 
خـود محصـول رنگـی تولیـد می کنـد و تغییـر رنـگ بـا اسـتفاده از 
اسـپکتروفوتومتر21 مخصـوص سـنجیده شـده و در نتیجـه بـا توجه 
بـه شـدت رنـگ و میـزان جذب، مقـدار مـاده مورد سـنجش تعیین 
می شـود. البتـه حسـب طراحـی نوع آزمـون الایـزا، تثبیـت آنتی ژن 
یـا آنتی بـادی اختصاصـی آنالیت مـورد بررسـی در فاز جامـد، لازمه 
انجـام آزمـون اسـت. آنتـی ژن می توانـد یـک مولکـول زیسـتی یـا 
شـیمیایی باشـد ولـی آنتی بـادی پروتئینـی اسـت کـه تنها توسـط 
سیسـتم ایمنی موجـودات پروکاریوت یا پرسـلولی برعلیـه انواعی از 
آنتی ژن هـا تولیـد می شـود. این پروتئیـن دارای ناحیه خاصی اسـت 
کـه قابلیـت اتصـال بـه آنتـی ژن را داراسـت. آنتی بـادی اختصاصـی 
توانایـی اتصـال بـا آنتـی ژن مخصـوص خـود را دارد و کمپلکـس 

آنتـی ژن - آنتی بـادی را ایجـاد می کنـد. تشـکیل ایـن کمپلکـس 
اسـاس سـنجش بـر پایـه ایمنـی در روش الایـزا اسـت ]1 و 5[.

انجـام یـک آزمـون الایزا در سـاده ترین شـکل طراحی، شـامل 
)4( مرحلـه کلی اسـت:

1. پوشـش دهی22: جـذب آنتـی ژن یا آنتی بادی مـورد نظر در 
یـک فـاز جامـد23 فرآینـد پوشـش دهی نامیده می شـود. فـاز جامد 
شـامل میکروتیترپلیت هایـی از جنـس پلی اسـتایرن، پلی وینیـل و 
پلی پروپیلـن هسـتند کـه جنـس پلی اسـتایرن بـه دلیـل شـفافیت 
زیـاد چاهک هـا، ویژگی آب دوسـتی نسـبی برای جـذب پروتئین و 
همچنیـن قیمـت مناسـب، بیشـتر از سـایر میکروتیترپلیت ها مورد 
اسـتفاده قـرار می گیـرد. میکروتیترپلیت هـا به طـور معمـول دارای 
چاهک هـای 96 خانـه ای هسـتند. تعـداد چاهک هـای بـالا باعـث 
آنالیـز تعـداد زیـادی نمونـه به طـور هم زمـان می  شـود.  افزایـش 
میکروتیترپلیـت مـورد اسـتفاده بایـد توانایـی جـذب آنتـی ژن و 

آنتی بـادی را داشـته باشـد ]2 و 5[.

مه
قد

م

روش الایزا یکی از معروف ترین روش آزمون جذب ایمنی آنزیمی است که داراي حساسیت و ویژگي عالي بوده 
ایمني  به مولکول های سیستم  بردن  براي پي  بالیني  یا کاربردهاي  استاندارد در تحقیقات  و قدرتمندترین روش 
است. مفاهیم پایه ای روش های الایزا و رادیوایمنواسی به سال 1941 برمی گردد ]1[ و قبل از تکامل روش الایزا، 
اولین روش مورد استفاده در سنجش ایمنی روش رادیوایمنواسی10 بود که از مواد رادیواکتیو متصل به آنتی ژن و 
یا آنتی بادی به عنوان سیگنالی برای تشخیص حضور آنتی بادی یا آنتی ژن در نمونه استفاده می شد. آزمایش های 
بالینی مورد استفاده  ایمنواسی، پایه اصلی آزمایش هایی هستند که در مطالعه بیماری های عفونی و غددشناسی 
در  هورمون ها  مقدار  اندازه گیری  و  بیماری  اپیدمیولوژی  بیماری،  عوامل  تشخیص  برای  بنابراین،  می گیرند.  قرار 
گیاهی،  جانوری،  زیست شناسی  مختلف  علوم  در  الایزا  آزمون  می گیرند.  قرار  استفاده  مورد  فیزیولوژیکی  سطح 
ویروس شناسی، باکتری شناسی، انگل شناسی و سایر علوم مرتبط کاربرد دارد. روش رادیو ایمنواسی )RIA( اولین 
 ،RIA بار در سال 1960توسط یالو11 و برسون12 برای اندازه گیری انسولین پلاسما ارائه شد. در آغاز بکارگیری روش
از ماده رادیواکتیو ید 131 برای نشان دار کردن آنتی بادی یا آنتی ژن استفاده می شد و سپس ترکیب کم خطرتر ید 
125 برای این منظور مورد استفاده قرار گرفت. اما خطرناک بودن مواد رادیواکتیو و همچنین معضل دفع پسماند 
حاصل از این مواد، موجب شد روش های دیگری مانند ایمنواسی آنزیمی13 برای نشان دار کردن آنتی بادی یا آنتی ژن 

توسعه یافتند ]2[.
پایه  بر  اندازه گیری  ایمنواسی شد که  ایجاد جهشی در روش  – سوبسترا موجب  بر آنزیم  کشف روش مبتنی 
تغییرات رنگی قابل انجام بود و مخاطرات مواد رادیواکتیو را نداشت. روش مبتنی بر آنزیم - سوبسترا در سال 1969 
توسط آورامز14 معرفی شد که در واقع آنتی بادی  یا آنتی ژن )حسب روش طراحی آزمون( با آنزیم نشان دار می شدند. 
مفهوم  روش الایزا در سال 1971 در دانشگاه استکهلم در سوئد توسط انگوال15 و پرلمان16 و همچنین ویمن17 و 
شوورس18 در هلند به صورت مستقل از یکدیگر در مقالاتی بیان شد و اولین آزمایش نشان دار شده با آنزیم به صورت 

مرحله به مرحله توصیف شد ]3[.
انگوال و پرلمان اندازه گیری کمی مقدار19 در سرم خرگوش را با استفاده از آنزیم آلکالین فسفاتاز به عنوان آنزیم 
نشانگر در مقاله خود ارائه دادند. در حالی که ویمن و شوورس با استفاده از آنزیم هورسرادیش پراکسیداز20 غلظت 

هورمون گنادوتروپین کوریونی را در ادرار انسان مورد سنجش قرار دادند ]4[.
آزمون های برپایه ایمنی به طور معمول از حساسیت بالایی برخوردار هستند و به منظور شناسایی و کمی سازی 
ترکیبات مختلفی شامل آنتی بادی ها، آنتی ژن ها، پروتئین  ها، گلیکوپروتئین ها، هورمون ها و غیره به کار می روند ]1[. 
بر این اساس، امروزه این روش در زمینه های مختلفی کاربرد دارد و به عنوان یکی از روش های معمول مورد استفاده 

در آزمایشگاه های خدمات تخصصی آزمون، تشخیص طبی و تحقیقاتی است ]1[.
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2.مسـدود کردن24: پـس از پوشـش دهی، هنـوز بخش هایی 
بـرای  مناسـبی  محـل  می توانـد  کـه  می مانـد  خالـی  چاهـک  از 
اتصـال آنتی بـادی یـا آنتـی ژن ثانویـه و ایجـاد نتایج مثبـت کاذب 
باشـد. به منظـور افزایـش ویژگـی انتخابـی و جلوگیـری از اتصالات 
غیراختصاصی، مرحله مسدودسـازی بعد از پوشـش دهی در مرحله 
اول ضـروری اسـت. لـذا باید بـا اسـتفاده از یک بافر مسـدودکننده 
ایـن مرحلـه انجـام شـود. پروتئین هـای مسـدود کننـده بایـد یک 
آلبومیـن سـرم  از  معمـول  به طـور  کـه  باشـند  پروتئیـن خنثـی 
گاوی25، سـرم گوسـاله تـازه متولـد شـده26، کازئیـن، شیرخشـک 
بـدون چربـی و یا ژلاتین ماهی اسـتفاده می شـود. ایـن پروتئین ها 
بـه منافـذ خالی سـطح جامـد کـه توسـط مولکول های آنتـی ژن یا 
آنتی بـادی پوشـیده نشـده اند، اتصـال می یابـد و مانـع از اتصـال 
غیراختصاصـی سـایر مـواد در مراحـل بعـدی الایزا می شـوند ]2[.
3. تشـخیص27: بعـد از مرحلـه مسدودسـازی، انکوباسـیون 
بـا اسـتفاده از آنتی بـادی نشـان دار بـا آنزیـم صـورت می  گیـرد که 
بـه شـکل اختصاصـی بـه آنتی ژن هـدف خود کـه در کـف چاهک 
الایـزا  در  شناسـایی  می شـود.  متصـل  شده اسـت،  پوشـش دهی 
بعـد از اضافـه کـردن مـاده واکنـش دهنـده بـا آنزیـم قابـل انجـام 
اسـت. آنزیم هـای مختلفـی در الایـزا مورد اسـتفاده قـرار می گیرند 
پراکسـیداز30  اکسـیداز29،  گلوکـز  بتاگالاکتوزیـداز28،  کـه شـامل 
 و آلکالیـن فسـفاتاز31 هسـتند. آلکالیـن فسـفاتاز بـا سوبسـترای
در  کـه  می کنـد  زرد  رنـگ  تولیـد  فسـفات  فنیـل  نیتـرو-   -p
اندازه گیـری اسـت. سوبسـترای  واکنش هـای مثبـت الایـزا قابـل 
و  اسـید  آمینوسالسـیلیک  پراکسـیداز  آنزیـم  بـرای  مناسـب 
ارتوفنیلـن دی آمیـن اسـت کـه در واکنـش مثبـت، رنـگ قهوه ای 
تولیـد می کنـد. مـدت زمـان لازم برای تولیـد رنگ بیـن 30 تا 60 
دقیقـه اسـت. واکنـش آنزیـم بـا سوبسـترا بایـد به طـور هم زمـان 
در تمامـی چاهک هـا متوقـف شـود کـه ایـن فرآینـد با اسـتفاده از 
 ،)NaOH( محلول هـای متوقـف کننـده مانند هیدروکسـید سـدیم
اسـید هیدروکلریک )HCl( و یا اسـید سـولفوریک )H2SO4( انجام 

.]1[ می شـود 
بـه محیـط  افـزودن  از  بعـد  نتایـج: سوبسـترا  4. خوانـش 
ترکیبـی  سوبسـترا  می شـود.  هیدرولیـز  آنزیـم  توسـط  واکنـش 
کروموژنیـک یـا فلوروژنیـک اسـت که پـس از هیدرولیز بـه ترتیب 
توسـط  کـه  ایجـاد می نمایـد  فلئورسـنت  یـا  و  رنگـی  سـیگنالی 
دسـتگاه اسـپکتروفوتومتر مخصـوص با طول موج بیـن 400-600 

می شـود. اندازه گیـری  نانومتـر 
در مراحـل 1تـا 3 پس از اتمام هر مرحله، انکوباسـیون ضروری 
اسـت و می توانـد به صـورت سـاکن و یـا لرزشـی انجـام شـود. در 
طـول مدت انکوباسـیون بـه ویژه در حالـت لرزشـی واکنش پذیری 
به صـورت کامل انجام می شـود. پـس از انکوباسـیون مراحل 1، 2 و 
3 به منظـور خـارج کردن به ترتیـب آنتی ژن، پروتئیـن و آنتی بادی 
نشـان دار آزاد از محیـط واکنـش، شستشـو انجـام می  شـود. ایـن 
فرآینـد بـرای هـر چاهـک حداقـل سـه مرتبـه تکـرار می شـود. 
محلـول مورد اسـتفاده معمولا محلول بافرفسـفات سـالین32 اسـت 

کـه بیشـتر حـاوی یک دترجنـت مثـل توئین 20 اسـت ]6[.

  انواع الایزا

سیسـتم الایزا براسـاس متدولوژی چگونگی اتصال و شناسـایی 
آنتی ژن به چند دسـته تقسـیم می شـود کـه عبارتند از:

  الایزای مستقیم33
 الایزای غیرمستقیم34

 الایزای ساندویچ35
 الایزای رقابتی یا مهاری36

  الایزای مستقیم:
سـاده ترین روش الایـزا، روش مسـتقیم اسـت. در ایـن روش 
از یـک آنتی بـادی اختصاصـی نشـان دار شـده بـا آنزیـم به عنـوان 
انجـام  اولیـه اسـتفاده می شـود )شـکل )1((. مراحـل  آنتی بـادی 

روش مسـتقیم بـه شـرح زیـر اسـت:
• پوشش دهی؛

• مسدود کردن؛
• افـزودن آنتی بـادی اختصاصـی کنژوگـه بـا آنزیـم به عنـوان 

اولیـه؛ آنتی بـادی 
• افزودن سوبسترا و خوانش نتایج.

اگرچـه مراحـل ایـن روش کمتـر اسـت و بـه دلیل وجـود تنها 
یـک آنتی بـادی، واکنـش متقاطع با آنتی بـادی ثانویه وجـود ندارد، 
امـا معایبـی دارد کـه سـبب محدودیـت اسـتفاده از آن شده اسـت. 
نشـان دار کـردن آنتی بـادی اولیـه با آنزیـم علاوه بر اینکـه فرآیندی 
زمان بـر و پـر هزینـه اسـت و تولیـد آنتی بـادی بـرای آنتی ژن هـای 
بـر قـدرت  بـا محدودیـت مواجـه می کنـد، می توانـد  مختلـف را 
اتصـال آن بـه آنتی ژن تاثیر منفی داشـته باشـد. همچنیـن در این 
روش، شـدت سـیگنال تولید شـده کمتر از سـایر روش هاسـت. لذا 
ایـن روش فاقد ارزش تشـخیصی اسـت و صرفا در حـوزه تحقیقات 
کاربـرد دارد ]7[. به منظـور رفـع معایـب روش مسـتقیم در سـایر 
روش هـا از آنتی بـادی ثانویه اسـتفاده شده اسـت. آنتی بـادی ثانویه 
غیـر اختصاصـی بـوده و زنجیره ثابـت آنتی بادی اولیه را شناسـایی 
می کنـد. از آنجایـی که آنتی بادی ها شـامل 5 کلاس هسـتند، تنوع 
آنتی بادی هـای ثانویـه محدود و مشـخص اسـت. بنابرایـن، می توان 
آنتی بـادی ثانویـه نشـان دار بـا آنزیـم را در حجم بالا تولیـد و برای 
طیـف گسـترده ای از آنتی بادی هـای اختصاصـی اولیـه بـه کار برد.

شکل )1(: روش الایزای مستقیم. )1(: تثبیت آنتی ژن )2(: افزودن آنتی بادی 
اولیه نشان دار با آنزیم )3(: افزودن سوبسترا و دریافت سیگنال.
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  الایزای غیرمستقیم:
شناسـایی  مرحلـه  دو  طـی  آنتـی ژن  غیرمسـتقیم،  روش  در 
اولیـه  اختصاصـی  آنتی بـادی  توسـط  آنتـی  ژن  ابتـدا  می شـود. 
شناسـایی شـده و سـپس آنتی بادی ثانویه نشـان دار شـده با آنزیم، 
آنتی بـادی اولیـه را مـورد شناسـایی قـرار می دهـد )شـکل )2((. 

مراحـل انجـام روش غیرمسـتقیم بـه شـرح زیـر اسـت:
• پوشش دهی؛

• مسدود کردن؛
• افزودن آنتی بادی اختصاصی اولیه؛

• افزودن آنتی بادی ثانویه نشان دار شده با آنزیم؛
• افزودن سوبسترا و خوانش نتایج.

روش غیرمسـتقیم مزایای متعـددی دارد. آنتی بادی های ثانویه 
نشـان دار شـده با آنزیـم، به سـهولت به صورت تجاری در دسـترس 
هسـتند و می تـوان برای شناسـایی طیف وسـیعی از آنتی بادی های 
اولیـه از یـک نوع آنتی بادی ثانویه نشـان دار شـده با آنزیم اسـتفاده 
نمود. بنابراین، روش غیرمسـتقیم از انعطاف پذیری بالایی برخوردار 
اسـت. از طرفـی بـا اتصـال اپی توپ هـای مختلـف آنتی بـادی اولیه 
ثانویـه نشـان دار شـده، سـیگنال تقویـت شـده و  بـه آنتی بـادی 
اولیـه  آنتی بـادی  همچنیـن  می یابـد.  افزایـش  روش  حساسـیت 
نشـان دار نشـده و حداکثـر واکنـش ایمنـی آنتی بـادی اولیـه حفظ 
می شـود. البتـه از معایـب ایـن روش می تـوان بـه ایجـاد واکنـش 
متقابـل در اثـر حضـور آنتی بـادی ثانویـه اشـاره کرد کـه در برخی 

مـوارد منجـر بـه ایجـاد سـیگنال غیراختصاصی می شـود ]7[.

شـکل )2(: روش الایـزای غیرمسـتقیم. )1(: تثبیت آنتـی ژن، )2(: افزودن 
آنتی بـادی اولیـه، )3(: افـزودن آنتی بـادی ثانویه نشـان دار با آنزیـم، )4(: 

افزودن سوبسـترا و دریافت سـیگنال.

 
  الایزای ساندویچ:

اگرچـه روش غیرمسـتقیم محبوبیـت زیـادی دارد امـا یکـی از 
محدودیت هـای آن، غیـر اختصاصـی بـودن فرآیند تثبیـت آنتی ژن 
اسـت. بـه ویـژه هنـگام اسـتفاده از سـرم به عنـوان نمونـه آنتی ژنی 
کـه همـه پروتئین هـای موجـود در سـرم امـکان اتصال بـه چاهک 
را دارنـد. اگـر چاهـک قبـلا بـا آنتی بـادی مشـخصی کـه پذیرنـده 
آنتـی ژن مـورد نظر باشـد، پوشـیده شـود ایـن محدودیـت برطرف 
 .]8[ می گیـرد  انجـام  سـاندویچ  روش  در  آنچـه  ماننـد  می شـود 

مراحـل انجـام روش سـاندویچ بـه شـرح زیر اسـت )شـکل )3((:

• تیمار چاهک با آنتی بادی پذیرنده آنتی ژن؛
• مسدود کردن؛

• افـزودن نمونـه و اتصـال آنتـی ژن مـورد نظـر بـه آنتی بـادی 
پذیرنده؛

• افزودن آنتی بادی اولیه و اتصال به آنتی ژن مورد نظر؛
• افـزودن آنتی بـادی ثانویـه نشـان دار شـده بـا آنزیـم و اتصال 

اولیه؛ آنتی بـادی  بـه 
• افزودن سوبسترا و خوانش نتایج.

همان طـور که در شـکل )3( مشـاهده می شـود، آنتـی ژن مورد 
نظـر بیـن دو لایـه آنتی بـادی قـرار می  گیـرد. از ایـن رو، بـه ایـن 
آنتی  بـادی  از  اسـتفاده  مزیـت  می شـود.  گفتـه  سـاندویچ  روش، 
پذیرنـده بـالا، بـردن اختصاصیـت و حساسـیت روش اسـت چراکه 
آنتـی ژن مـورد نظـر را از میـان سـایر آنتی ژن هـا و پروتئین هـای 

موجـود در نمونـه بـه دام انداختـه و سـنجش می کنـد.

شـکل )3(: روش الایـزای سـاندویچ. )1(: تثبیـت آنتی بـادی پذیرنده، )2(: 
افـزودن آنتـی ژن، )3(: افـزودن آنتی بادی اولیـه، )4(: افـزودن آنتی بادی 

ثانویـه نشـان دار با آنزیـم، )5(: افزودن سوبسـترا و دریافت سـیگنال.

  الایزای روش رقابتی - مهاری:
روش رقابتـی یـا مهـاری به منظـور شناسـایی آنتی ژن هایـی بـا 
مقـدار کـم کـه قـادر بـه تولید سـیگنال های قوی نیسـتند توسـعه 
یافتـه اسـت. در روش رقابتـی یـا مهـاری همان گونـه کـه از نامش 
پیداسـت، دو آنتـی ژن بـرای اتصـال بـه یـک آنتی بـادی اولیـه بـا 
هـم رقابـت می کننـد. بدیـن ترتیـب کـه آنتـی ژن مـورد نظـر بـا 
آنتی بـادی اولیـه مجـاورت داده می شـود تـا بـه آن متصـل شـوند. 
آنتی بادی هـا  از  تعـدادی  محیـط،  در  آنتـی ژن  مقـدار  بـه  بسـته 
متصـل شـده و بقیـه بـه شـکل آزاد باقـی می ماننـد. حـال ایـن 
نمونـه وارد چاهک پوشـیده از آنتـی ژن دوم شـده و آنتی بادی های 
آزاد بـه ایـن آنتی ژن هـا متصـل می شـوند. بـا شستشـوی چاهـک، 
آنتی بادی هـای متصـل بـه آنتـی ژن مـورد نظـر از محیـط واکنـش 
بـه  متصـل  آنتی بادی هـای  می مانـد  باقـی  آنچـه  و  شـده  خـارج 
آنتی ژن هـای چاهـک اسـت. با افـزودن آنتی بـادی ثانویه نشـان دار 
تولیـد می شـود. شـدت  و سـپس سوبسـترا، سـیگنال  آنزیـم  بـا 
سـیگنال تولیـد شـده نشـان دهنده مقدار آنتـی ژن رقیـب آنتی ژن 
مـورد نظـر اسـت. لذا بـا مقـدار آنتـی ژن مـورد نظر نسـبت عکس 

دارد. مراحـل روش رقابتـی بـه شـرح زیـر اسـت ]5[:
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• مجاورت آنتی بادی اولیه با نمونه حاوی آنتی ژن مورد نظر؛
• افزودن محلول حاصل به چاهک پوشیده از آنتی ژن رقیب؛

• افـزودن آنتی  بـادی ثانویـه نشـان دار بـا آنزیـم و اتصـال بـه 
اولیـه؛ آنتی  بـادی 

• افزودن سوبسترا و خوانش نتایج.

شـکل )4(: روش الایـزای رقابتـی. )1(: مجـاورت آنتی بادی اولیه بـا نمونه، 
)2(: افـزودن مخلـوط بـه چاهک حـاوی آنتی ژن مهـاری، )3(: شستشـو، 
)4(: افـزودن آنتی بـادی ثانویه نشـان دار با آنزیـم، )5(: افزودن سوبسـترا 

و دریافت سـیگنال.

درصـورت حضـور آنتـی ژن در محیط )بـالا( سـیگنالی دریافت 
نمی شـود.

  کاربردهای الایزا

روش الایـزا کاربردهـای گسـترده ای دارد کـه از جملـه آنهـا 
صنعـت غـذا، تولیـد واکسـن، ایمونولوژی، تشـخیص، سم شناسـی، 
ردیابـی دارو، صنعـت داروسـازی و پیوند که در ادامـه بعضی از این 

کاربردهـا توضیـح داده می شـود.

  صنعت غذا 
الایزا نقش عمده ای در صنایع غذایی دارد و بستر اصلی برای 
بادام زمینی،  شیر،  در  موجود  غذایی  حساسیت زای  مواد  شناسایی 
گردو و تخم مرغ را فراهم می کند ]9[. پنگ37 و همکاران، الایزای 
ساندویچ مبتنی بر آنتی  بادی مونوکلونال را برای تشخیص اوالبومین 
در غذا استفاده کردند که بیشترین علت حساسیت غذایی به ویژه 
از  اصالت محصولات غذایی می توان  تایید  برای  در کودکان است. 
الایزا استفاده کرد. این روش کمک زیادی به جلوگیری از ضررهای 
اقتصادی ناشی از تقلبات غذایی می کند ]10[. در مورد گوشت و 
محصولات مبتنی بر گوشت، روش الایزا، روشی قابل اعتماد است 
هنگامی  ویژه  به  می کند،  فراهم  را  محصول  بر  دقیق  کنترل  که 
بعلاوه  باشد.  مهم  غذایی  مواد  انتخاب  در  مذهبی  جنبه های  که 
محصولات  و  شیر  ماهی،  کیفیت  کنترل  در  مهم  روش  یک  الایزا 
مشتق از آن، غذاهای اصلاح شده ژنتیکی، غذاهای اشعه یافته یا 
سایر اجزای مضر غذایی که می توانند به انسان منتقل شوند، است؛ 
پروتئین های غیرگوشتی مانند سویا ارزش تغذیه ای بالایی دارند، با 

این وجود به دلیل شباهت به محصول اصلی به ندرت به محصولات 
از  استفاده  با  بر محصولات  دقیق  نظارت  می شوند.  اضافه  گوشتی 
روش الایزا می تواند از چنین تقلباتی جلوگیری کند ]10[. تولید 
کیت های الایزا برای کاربردهای صنایع غذایی چالش برانگیز است، 
زیرا انتخاب دقیق نمونه های کنترل و استاندارد برای کالیبراسیون 
نوع  چندین  می تواند  الایزا  این،  علاوه بر  است.  لازم  آزمون  دقیق 
آنالیت را در نمونه غذایی هدف قرار دهد،؛ بنابراین، تولیدکنندگان 
باید یک مجموعه کامل از اجزای کیت را برای مولکول های زیستی 

هدف فراهم کنند ]11[.
پـارک38  و همـکاران روش الایزا را برای تشـخیص سـه جنس 
مختلـف کپـک کـه بـا تولیـد مایکوتوکسـین در مواد غذایی سـبب 

کاهـش کیفیـت مواد غذایی می شـوند، اسـتفاده نمودنـد ]12[.
بـرای شناسـایی E. coli O157: H7 در غـذا، روش های برپایه 
کشـت و واکنش زنجیره ای پلیمراز39 به عنوان روش های اسـتاندارد 
اسـتفاده می   شـوند. روش هـای بـر پایـه کشـت نتایـج صحیحـی را 
می دهـد درحالـی کـه PCR حساسـیت و اختصاصیـت بالایی دارد. 
بـا ایـن وجـود به دلیـل روش هـای پیش غنی سـازی، هـر دو روش 
زمان بـر و نیـاز به شـرایط آزمایشـگاهی برای جلوگیـری از آلودگی 
دارد. پانـگ40 و همـکاران در سـال 2017 روش الایـزا مبتنـی بـر 
کاغـذ را بـرای شناسـایی E. coli O157: H7 اسـتفاده کردند. این 
روش کم هزینـه، سـریع، اختصاصـی و حسـاس بـوده و نتایـج بـا 

چشـم غیرمسـلح قابل بررسی اسـت ]13[.

  تولید واکسن
الایـزا به عنـوان یـک کاندیـد عالـی در تولیـد واکسـن عمـل 
می کنـد. نمونـه سـرم از مـدل حیوانـی یـا انسـانی ایمـن شـده 
می توانـد بـرای تشـخیص حضـور آنتی بـادی در برابر انـواع خاصی 
از آنتی ژن هـای تزریـق شـده بـه میزبـان بـا روش الایـزا آزمایـش 
شـود ]12[. به طـور معمـول آنتی ژن هـای مختلفـی بـرای تولیـد 
واکنش هـای ایمنـی در میزبـان اسـتفاده می شـود. در ایـن میـان 
مـواردی کـه پاسـخ محافظتـی بالاتـر و اثـرات جانبـی کمتـری را 
نشـان دهنـد، انتخاب می شـوند. چالش اصلـی در اسـتفاده از الایزا 
در تولیـد واکسـن، انتخـاب مناسـب کنترل هـای مثبـت و منفـی 
اسـت. در مرحلـه آزمایشـی تولیـد واکسـن و هنـگام برخـورد بـا 
نمونه هـای ناشـناخته، تحلیـل صحیـح در این زمینه دشـوار اسـت 
]13[. بـا ایـن وجـود، الایـزا به عنـوان یـک روش منحصـر بفـرد 
در تشـخیص پاسـخ های ایمنـی تولیـد شـده، تاییـد شده اسـت و 
به طـور گسـترده ای بـرای آزمایش هـای واکسـن در سراسـر جهـان 

اسـتفاده می شـود ]14 و 15[.

  ایمونولوژی
سیسـتم ایمنـی بـدن می تواند به صورت سـلولی یـا هومورال41  
کنتـرل  و  اندازه گیـری   .]16[ کنـد  عمـل  اکتسـابی(  یـا  )ذاتـی 
تغییـرات پاسـخ ایمنـی زیربنـای تشـخیص بیماری هـای ایمنـی 
اسـت. مطالعـات مختلـف الایـزا را به عنـوان یـک روش اسـتاندارد 
سـریع و مقـرون بـه صرفـه در ایـن اندازه گیری هـا نشـان داده ا نـد 
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ایمونولـوژی  ]17[. مطالعـات زیـادی در مـورد کاربـرد الایـزا در 
گـزارش شده اسـت کـه بعضـی از آنهـا روی بهینه سـازی بیشـتر 
در  آن  اختصاصیـت  و  اعتبارسـنجی، حساسـیت  الایـزا،  پروتـکل 
آزمایش هـای بالینـی تمرکـز کرده انـد ]18[. در این بخـش، برخی 

از ایـن نمونه هـا را شـرح می دهیـم.

 خودایمنـی: عفونت   هـای متعـدد، عوامـل محیطـی و نقص 
ایمنـی از طریـق  ایمنـی بـدن سـبب پاسـخ های خـود  سیسـتم 
فعال سـازی کنتـرل نشـده سیسـتم ایمنـی می شـود ]18[. بـدن 
در پاسـخ بـه انـواع مختلـف عوامل بیمـاری زای خارجـی آنتی بادی 

تولیـد می کنـد.
ایـن عوامـل بیمـاری زای خارجـی می تواننـد ذرات یـا اپی توپ 
باشـند کـه به سـلول ها نفـوذ می کننـد اما بعداً بخشـی از سـاختار 
برابـر  در  آنتی بادی هـا  شـرایطی  چنیـن  در  می شـوند.  سـلول ها 
سـلول های خـودی واکنـش نشـان می دهنـد و منجـر بـه فنوتیـپ 

نقـص ایمنـی می شـوند.
پولمونـری آلوئـولار پروتیینوزیـس42 مثالـی از یـک بیمـاری 
خـود ایمنـی اسـت که بـا تجمـع سـورفاکتانت در سیسـتم آلوئول 
مشـخص می شـود. در ایـن بیمـاری آنتی بادی های خـودی در برابر 
عامـل تحریـک کلنـی گرانولوسـیت/ ماکروفـاژ43 تولیـد می شـوند. 
 GM-CSF تنفسـی می شـود،  وارد سیسـتم  پاتـوژن  وقتـی یـک 
بـرای تنظیـم عفونـت لازم اسـت ]19[. بـرای مطالعـه PAP، آنالیز 
رادیولـوژی و سـیتولوژی می توانـد مناسـب باشـد، عـلاوه بـر ایـن، 
الایـزا می توانـد بـه پزشـکان در شناسـایی آسـتانه های مرتبـط بـا 

خطـر در ایـن بیمـاری کمـک کند.
پمفیگوئیـد تاولـی44 یـک بیماری حاد پوسـتی، نمونـه دیگری 
از بیمـاری خودایمنـی اسـت کـه میـزان مـرگ و میر بالایـی دارد. 
و  بالینـی  ویژگی هـای  طریـق  از  بیمـاری  ایـن  معمـول  به طـور 
آنالیـز بافت شناسـی تشـخیص داده می شـود. بـا ایـن حـال، الایـزا 
حساسـیت و اختصاصیـت بالایـی را در شناسـایی آنتی بادی هـای 
خـودی در برابـر اپی تـوپ مربـوط بـه ایـن بیمـاری نشـان می دهد 

.]20[
ویـروس ایـدز نیـز توسـط سیسـتم های تحلیلـی بـر پایـه الایزا 
مطالعـه شده اسـت. بیمـاران مبتـلا به ایـدز، بیشـتر در معرض خطر 
ابتـلا بـه انـواع عفونت هـا هسـتند. آزمایش الایـزا نشـان می دهد که 
پاسـخ کـم آنتی بـادی ایمونوگلوبولیـن G، ممکن اسـت نقص اصلی 
در ایـن نوع بیمـاری باشـد ]21[. تعدادی از آزمایش هـای مبتنی بر 
الایـزا بـرای شناسـایی ایدز به بـازار عرضه شـده اند که در دسـترس 
بـرای کاربـران نهایـی در کلینیک ها و بیمارسـتان ها قـرار گرفته اند.

 ایمنـی هومورال: الایـزا پتانسـیل بالایی در مطالعه پاسـخ 
ایمنـی هومـورال در انـواع مختلفـی از عفونت هـا نشـان می دهـد. 
پاسـخ ایمنـی هومورال شـامل آنتی بادی و سـایر اجزایی اسـت که 
در مایعـات بـدن وجود دارد. کنتـرل و اندازه گیری این اجزا بسـیار 

دارد ]22[. اهمیت 
ــان اســت و  ــل درم ــت قاب ــک عفون ــال، جــذام ی ــوان مث به عن

ــناخته  ــعه ش ــال توس ــورهای در ح ــده در کش ــاری عم ــک بیم ی
می شــود ]23[. الایــزا به  طــور گســترده ای بــرای پیش بینــی 
ــت.  ــتفاده شده ا س ــوده اس ــراد آل ــاری در اف ــن بیم ــرفت ای پیش
بــرای  تســت  نوارهــای  و  الایــزا  بــر  مبتنــی  سیســتم های 
تشــخیص ایــن امــر بخصــوص در مناطقــی بــا دسترســی محــدود 
ــزا همچنیــن  ــه آزمایشــگاه های متمرکــز اســتفاده می شــود. الای ب
ــای  ــه پپتیده ــماتیک علی ــای پلاس ــخیص آنتی بادی ه ــرای تش ب
آنتی ژنیــک رتروویــروس داخلــی انســانی45 همــراه بــا علــت 
ــق  ــرل دقی ــل اســکلروزیس اســتفاده شده اســت ]24[.کنت مولتیپ
مارکرهــای زیســتی ایمنــی مرتبــط بــا HERV از اهمیــت بســزایی 
ــا  ــان ب ــی درم ــوص در ط ــاری بخص ــرفت بیم ــز پیش ــرای آنالی ب

ــت ]24[. ــوردار اس ــا برخ ــرون بت اینترف

  تشخیص
در ایـن زمینـه، الایـزا ثابـت کـرده اسـت کـه می تواند روشـی 
کاربـردی در سراسـر جهـان بـرای تشـخیص انـواع بیماری هـای 
انسـانی و حیوانـی باشـد. تعـدادی از کیت هـای تجاری الایـزا برای 
شناسـایی ایـدز ]25[، آنفلوانـزا ]26[، تـب دانـگ ]27-30[، ابـولا 
]31[، بیمـاری چـاگاس]11 و 32[. لیشـمانیوز ]33[، بیماری لایم 
]34[، ویـروس نیـل غربـی ]35[ در بـازار موجـود اسـت. حتی در 
زمینـه پاتولـوژی گیاهـان، روش الایـزا توجـه زیـادی را بـه خـود 
از کاربردهـای  ایـن بخـش، خلاصـه ای  جلـب می کنـد ]36[. در 

تشـخیصی الایـزا آورده شده اسـت.

زیسـتی  مولکول هـای  از  تعـدادی  بـارداری:  تشـخیص   
مختلـف از جملـه گنادوتروپیـن جفتی انسـان46، هورمـون لوتئینه 
کننـده47، هورمـون محـرک فولیکـول48، اسـتریول49 و هورمـون 
تحریـک کننـده تیروتروپیـن50 می تواننـد بـه دلیل بـارداری تولید 
شـوند ]37[. الایـزا می توانـد برخـی از ایـن پروتئین هـا را از خـون 
مـادر، بـزاق یا ادرار در مراحـل اولیه بارداری تشـخیص دهد ]38[. 
HCG یکـی از هورمون هـای رایج اسـت کـه می توانـد در اولین ماه 
پـس از لقـاح بـا روش الایزا تشـخیص داده شـود. مولکول زیسـتی 
دیگـر مرتبـط بـا بـارداری، اسـتریول اسـت کـه در بـزاق در هفتـه 
آزمایش هـای  اسـت.  قابـل تشـخیص  الایـزا  بـا روش  بـارداری   6
اختصاصـی بـارداری بـا الایـزا بـرای حیوانات نیـز انجام شده اسـت 
قابـل  روش  یـک  به عنـوان  می توانـد  همچنیـن  الایـزا   ]39[
اطمینـان بـرای اندازه گیـری عفونت هـای مـادرزادی ماننـد ایدز یا 

توکسوپلاسـموز در دوران بـارداری اسـتفاده شـود ]40 و 41[.
بـرای بـه حداکثـر رسـاندن حساسـیت و دقت تشـخیص برای 
شناسـایی بـارداری در مراحل اولیه، پنل های نشـانگر بـر پایه الایزا 
سـاخته شـده اند که قـادر به کنتـرل و اندازه گیری چندین نشـانگر 

به صـورت هم زمـان در نمونه هسـتند ]42[.

سـرطان  دقیـق  بسـیار  تشـخیص  سـرطان:  تشـخیص   
در مراحـل اولیـه بـرای بقـای بیمـار حیاتـی اسـت. بـا ایـن حـال، 
زیسـتی  مولکول هـای  بیشـترین  سـرطان،  زیسـتی  نشـانگرهای 
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در  الایـزا  روش  پیشـرفت  هسـتند.  هـدف  آنالیـت  به عنـوان 
بـوده  موفـق  بسـیار  سـرطان  زیسـتی  نشـانگرهای  آشکارسـازی 
اسـت. ژو و همکارانـش، لایه هـای نانـوذره طـلا را در الایـزا بـرای 
تقویـت سـیگنال تشـخیص و کاهـش حد آشکارسـازی51 اسـتفاده 
آنتـی ژن  بـا  شـده  اسـپایک  پلاسـمای  روش،  ایـن  در  کردنـد. 
کارسـینوآمبریونیک52 به عنـوان نشـانگر زیسـتی نمایشـگر، ثابـت 
کـرد کـه الایـزای سـاندویچی مبتنـی بـر ایـن نانـوذرات سـاده و 
مقـرون بـه صرفـه در آزمایش هـای بالینـی اسـت ]43[. گاهـی به 
سـختی می تـوان نمونه هـای آزمایـش را به دسـت آورد. بنابرایـن، 
حتـی حجـم کـم نمونـه بسـیار ارزشـمند اسـت. به عنـوان مثـال، 
در مـورد سـرطان تخمـدان، گلیکوپروتئیـن CA125 موجـود در 
سـرم، مارکر مناسـبی برای تشـخیص به موقع اسـت ]44[. شـولر 
و همـکاران آزمایشـی مقـرون بـه صرفـه مبتنـی بـر الایـزا بـرای 
تشـخیص CA125 گسـترش دادنـد کـه تنهـا بـه چنـد میکرولیتر 

سـرم نیـاز دارد ]44[.

امـروز،  بـه  تـا  حتـی  تشـخیص بیماری هـای عفونـی:   
معتبـر  از روش هـای  یکـی  الایـزا  بـر  مبتنـی  عفونـی  سـرولوژی 
گـروه  سـه  در  الایـزا  اسـت.  پیش بینـی  و  تشـخیص  زمینـه  در 
بیماری هـای عفونـی، تـوان تشـخیصی بالایـی را ارائـه داده اسـت 

.]12[
• بیماری های مقاربتی53؛

آنهـا  بـه  بیشـتر  کـه  بومـی،  یـا  منطقـه ای  بیماری هـای   •
می شـود؛ گفتـه  گرمسـیری  بیماری هـای 

• توکسوپلاسما؛

  سم شناسی
سم شناسـی شـامل مطالعـه اثـرات جانبـی ترکیبات شـیمیایی 
بهبـود  و  تشـخیص  قسـمت  ایـن  اسـت.  زنـده  موجـودات  روی 
اثـرات سـموم )عوامـل آنتی ژنـی بـا منشـا گیاهـی یـا حیوانـی( و 
همچنین مواد سـمی )مواد سـمی آزاد شـده به محیط( را پوشـش 
می دهـد. ارتبـاط بیـن دوز ماده سـمی و اثـرات آن روی ارگانیسـم 
در معـرض، مسـیرهای در معـرض قرارگیـری، منشـا مواد سـمی و 
تعییـن ویژگـی اندام هـای تحت تاثیر قـرار گرفته، اهـداف اصلی در 
مطالعـات سم شناسـی اسـت. در ادامـه تعـداد کمی از ایـن مثال ها 

ذکـر شده اسـت.
آفلاتوکسـین  تشـخیص  در  سـابقه طولانـی  رقابتـی  الایـزای 
دارد. آفلاتوکسـین B1 یکـی از سـموم شـناخته شـده برنج اسـت. 
اختصاصـی،  آفلاتوکسـین  کنتـرل  بـرای  ایمنـی  آزمایش هـای 

حسـاس و در عیـن حـال سـریع و سـاده اسـت ]45[.
در مطالعـه دیگـری، از روش الایـزا مسـتقیم Bio-Quant برای 
غربالگـری منظـم داروهایـی ماننـد آمفتامیـن و متامفتامیـن در 
مایعـات زیسـتی اسـتفاده شـد ]46[ بـرای آنالیـز واکنـش متقابل 
ترکیبـات، غلظت های از پیش تعیین شـده مـوادی مانند آمفتامین 
و آمین هـای فاسـد اندازه گیـری شـدند. داده هـای به دسـت آمـده 
نشـان داد کـه روش الایـزا مسـتقیم Bio-Quant سـریع و قابـل 

در  متامفتامیـن  و  آمفتامیـن  احتمالـی  غربالگـری  بـرای  اعتمـاد 
نمونه هـای پزشـکی قانونـی اسـت ]47[.

  لیسـت خدمـات تخصصـی آزمـون بـر پایـه روش 
الایـزا ثبـت شـده در شـبکه آزمایشـگاهی فناوری هـای 

راهبـردی
خدمات آزمایشـگاهی که با روش الایزا توسـط آزمایشـگاه های 
انجـام می شـود بسـیار  ارائـه دهنـده خدمـات تخصصـی آزمـون 
متنوع اسـت. شـبکه آزمایشـگاهی فناوری های راهبـردی، به عنوان 
پلتفـرم به اشـتراک گذاری دسـتگاه ها و ارایه خدمات آزمایشـگاهی 
کشـور، تاکنـون 20 عنـوان خدمت و آزمـون مرتبط بـا روش الایزا 

را بـه شـرح ذیـل به ثبت رسـانیده اسـت:
• آزمـون اندازه گیـری آنتی بیوتیک هـا در شـیر و فرآورده هـای 

آن بـا خوانش گـر الایزا54؛
• آزمـون اندازه گیـری حداکثر اکسـیژن مصرفی55 بـا خوانش گر 

الایزا؛
• آزمـون اندازه گیـری سـموم قارچـی آفلاتوکسـین بـه روش 

؛ الایزا
• آزمـون اندازه گیـری پروتئیـن )کل( در  زیسـتی بـا خوانش گر 

الایـزا )میکروپلیت(؛
نمونه هـای  انـواع  آنتی اکسـیدان  میـزان  بررسـی  آزمـون   •

الایـزا؛ خوانش گـر  بـا  غیـره(  و  بافـت  )سـلول،  زیسـتی 
• آزمـون بررسـی میـزان اسـترس اکسـیداتیو انـواع نمونه های 
زیسـتی )سـلول، بافت، تخمـدان، بیضه، اسـپرم، تخمـک، جنین و 

غیـره( بـا خوانش گـر الایزا؛
• آزمـون بررسـی میزان پراکسیداسـیون لیپیـد56  با خوانش گر 

الایزا؛
• آزمون تشخیص بیماری یون در گاوها به روش الایزا؛

• آزمـون شناسـایی مایکوتوکسـین ها در شـیر و فرآورده هـای 
آن بـا خوانش گـر الایـزا؛

• آنالیز اندازه گیری مایکوتوکسـین )آفلاتوکسـین، اکراتوکسین، 
زیرالنون، داکسـی نیوالنول و غیـره( به روش الایزا؛

و  خوراکـی  مـواد  در  مایکوتوکسـین ها  اندازه  گیـری  آنالیـز   •
خـوراک دام، طیـور و آبزیـان بـه روش الایـزا؛

• آنالیـز سـنجش فعالیـت کاتـالاز57 در نمونه هـای زیسـتی بـا 
خوانش گـر الایـزا؛

• آنالیز شناسایی آنتی بادی و آنتی ژن ها با خوانش گر الایزا؛
• آنالیز شناسایی آنتی ژن ها با خوانش گر الایزا؛

• آنالیز شناسایی انواع آنتی بادی ها با خوانش گر الایزا؛
• آنالیز متابولیت ها با خوانش گر الایزا؛
• آنالیز هورمون ها با خوانش گر الایزا؛

• آزمون التهاب برای بررسـی بازسـازی اپیدرم انسـانی با روش 
اندازه گیـری IL-1 α  بـر پایه سـنجش ایمنی بـا روش الایزا؛

ریـدر،  )میکروپلیـت  الایـزا  خوانش گـر  آنالیـز  خدمـات   •
ریـدر(؛ الایـزا  ریـدر،  پلیـت  میکروفتومتریـک 

• خدمات شستشوی الایزا.
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پی نوشت

1. دانشجوی دکترای تخصصی میکروبیولوژی، پارک علم و فناوری 
یزد)شرکت آراپژوهان امین یزد(

2. کارشناسی ارشد بیوتکنولوژی، دانشگاه علوم پزشکی دزفول
3. دانشجوی دکترای تخصصی بیوتکنولوژی، موسسه پژوهشی علوم و 

صنایع غذایی مشهد، آزمایشگاه بیوتکنولوژی
4. دکترای تخصصی نانوفناوری پزشکی، مرکز تحقیقات ریزفناوری 
زیستی، پژوهشگاه فناوری های نوین علوم زیستی جهاد دانشگاهی-

ابن سینا
5. عضو کارگروه زیست فناوری

6. ELISA(Enzyme Linked Immunosorbent assay)
7. immobilize
8. subs trate
9. optical density(OD)
10. radioimmunoassay (RIA)
11. Yalow
12. Berson
13.Enzyme Immunoassay (EIA)
14. Avrameas
15. Engval
16. Perlmann
17. weemen
18. Schuurs
19. Immunoglobulin G (IgG)
20. Horseradish peroxidase (HRP)
21. Spectrophotometer
22. Coating
23. Solid phase
24. Blocking
25. Bovine serum albumin (BSA)
26. Newborn calf serum (NBCS)
27. Detection(or Probing)
28. Beta galactosidase
29. Glucose oxidase
30. Peroxidase
31. Alkaline phosphatase
32. Phosphate-buffered saline containing 0.05% 
Tween-20. (PBS t)
33. Direct ELISA
34. Indirect ELISA
35. Sandwich ELISA

36. Competitive ELISA
37. Peng
38. Park
39. Polymerase Chain Reaction (PCR)
40. Pang
41. Homoral
42. Pulmonary alveolar proteinosis (PAP)
43. Granulocyte Macrophage Colony-S timulating 
Factor (GM-CSF)
44. Bullous pemphigoid
45. Human endogenous retroviruses (HERV)
46. Human Chorionic Gonadotropin (hCG)
47. Luteinizing Hormone (LH)
48. Follicle-s timulating hormone (FSH)
49. Es triol (E3)
50. Thyroid-s timulating hormone (TSH)
51. Limit of detection (LOD)
52. Carcinoembryonic Antigen (CEA)
53. Sexual Transmitted Disease (S tDs)
54. ELISA reader
55. VO2 max(Maximal oxygen consumption)
56. Malondialdehyde (MDA)
57. Catalase (CAT)
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The ELISA technique is an immunochemi-
cal method for determining the amount of an 
antibody or antigen molecule. In this tech-
nique, the solid phase is used to create a 
suitable subs trate for binding to an antigen or 
antibody. The enzyme attached to the antigen-
antibody complex is then used to convert the 
appropriate subs trate into a dye product. The 
rate of conversion of a colorless subs trate to 
a dye product by an enzyme, which indicates 
the presence of an antigen or antibody and 
also its concentration, it can be determined by 
measuring the optical density with a spectro-
photometer. This s tudy aims to introduce the 
ELISA technique, its applications, advantag-
es, disadvantages, challenges and important  
parameters in improving the results.
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