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برای  استفاده مي شود.  فلوروكروم  با  منوكلونال كونژوگه 
عبارتند  پلاكت  هاي  سلول  سطحي  ماركرهاي  نمونه 
نام  همين  با  آنتي بادي هايي  و   CD51,CD41,CD61 از 
اين مولكول ها را در سطح سلول شناسايي كنند.  قادرند 
سيتوپلاسمي،  غشاء  مثل  مختلفي  اجزای  از  سلول ها 
و  مي شود  تشكيل  سيتوپلاسم  و  هسته  هسته اي،  غشاء 
مختلف  قسمت هاي  در  موجود  مولكول هاي  همه  تقريبا 
و  رديابي  فلوسايتومتري  از  استفاده  با  مي توان  را  سلول 
موجود  سطحي  مولكول هاي  معمولاً  كرد.  مقدار  تعيين 
آنتي بادي  دسترس  در  راحتي  به  سيتوپلاسمي  غشاء  در 
ماده  يا  آنتي بادي  رسيدن  براي  ولي  مي گيرد  قرار 
روش هاي  سلول،  دروني  مولكول هاي  به  فلورسانس 
اساس  بر  تكنيک  اين  است.  لازم  موثري  و  مطمئن 
و  آزمايش  مورد  سلول های  توسط  نور  سازی  پراكنده 
فلورسانس  نشر  است.  استوار  آنها  از  فلورسانس  انتشار 
شونده  متصل  فلوروكروم های  از  مستقيم  استفاده  با 
آنتی  با  فلورسنت  رنگ  از  تركيبی  يا  سلولی  اجزای  به 
بادی های مونوكلونال حاصل می شود. اين آنتی بادی های 
سطحی  مولكول های  می توانند  فلورسانس  با  كونژوگه 
آنها  به  و  كرده  رديابی  داخلی سلول ها را  تركيبات  يا  و 
انواع سلول های موجود در يک  متصل شود و شناسايی 
جمعيت سلولی متنوع را توسط فلوسايتومتری امكان پذير 
می سازند. فلوسايتومتری در دهه اخير در آزمايشگاه های 
تشخيص طبی، جهت تشخيص انواع لوسمی های خونی، 
 DHR بيماری های نقص سيستم ايمنی )برای مثال; تست

      امروزه به کارگیری تکنولوژی های مدرن به جهت افزایش 
سرعت، دقت و سهولت انجام آزمایشات، روز به روز در حال گسترش 

است. این روش توسط ایمونولوژیست  هایی ابداع شد که تلاش 
می کردند جمعیت های خالص سلول ها را از یکدیگر جدا کنند و پس 
از تکثیر آنها در محیط کشت سلولی، نقش هر سلول را در سیستم 

ایمنی بررسی کنند. فلوسایتومتری روشی دقیق و با کارایی بالا که برای 
شناسایی سلول ها )ذرات( و ارزیابی خصوصیاّت آنها به کار می رود. هر 
سلولي بر حسب نوع و تخصصي که بر عهده دارد مولکول هاي مختص 
به خود را بیان مي کند، یعني همة ژن ها در همه سلول ها بیان نمي شود 
بلکه برحسب وظیفه اي که در طي تمایز بر عهده سلول گذاشته شده 

است و بر حسب محیطي که در آن قرار مي گیرد، هر سلولي خود انتخاب 
مي کند که در پاسخ به شرایط محیطي کدام ژن را فعال سازد.

 بنابراين رديابي پروتئين هاي سلولي حاصل از بيان ژن ها 
هم در سطح و هم در درون سلول مي تواند وسيله اي بسيار 
سطحي  مولكول هاي  باشد.  سلول  شناسايي  براي  مفيد 
 CD(Cluster Differentiation) سلول ها تحت نام عمومي
آنتي بادي هاي  از  آنها  رديابي  براي  و  مي شود  شناخته 
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 اصول آزمایش وتهیه سلول برای فلوسایتومتری
سوسپانسيون  ساختن  نمونه،  تهيه  از  بعد  اول  قدم 
حاوی  معمول  حالت  در  خون  نمونه  است.  يكنواخت 
به صورت  در پلاسمای خون  كه  است  منفرد  سلول های 
معلق هستند. نمونه های به دست آمده از مغز استخوان را 
سوسپانسيون  صورت  به  مكرر  كردن  پت  پی  با  می توان 
و  جامد  بافت های  نمونه   در  آورد.  در  منفرد  سلول های 
لنفوئيدی، اتصالات سلول به سلول يا سلول به بستر بايد 
شكسته شود و سلول ها كاملا آزاد شوند. قدم دوم اين است 
كه تا زمان آناليز نمونه، خصوصيات و عملكرد سلول های 
تحت بررسی بايد در حالت طبيعی و دست نخورده حفظ 
با  بايد  سلول ها  مناسب،  تهيه سوسپانسيون  از  پس  شود. 
آنتی بادی های مونوكلونال كونژوگه نشاندار، مجاور شوند. 
قرار  زيادی  فاكتورهای  تاثير  تحت  كردن  نشاندار  روش 
می گيرد از جمله ميزان اختصاصی بودن آنتی بادی و غلظت 
آنتی ژن در سطح يا داخل سلول. محيط اطراف سلول ها 
۱۰۵ تا  بين  سلولی  غلظت  و   ۷/۳ برابر   pH با  معمولا 
تهيه می شود و تحت چنين  ليتر  ميلی  در هر  ۱۰۶سلول 

شرايطی سلول ها به صورت يک به يک از مقابل محور 
تابش نور ليزر عبور خواهند كرد. چنانچه واكنشی صورت 
گرفته باشد سطح سلول دارای خاصيت فلورسانس شده و 
با جذب نور ليزر برانگيخته و طول موج بلندتری بازتاب 
می كند. نور بازيافتی در زوايای مختلف مورد سنجش قرار 
برای   )۰/2-۱ml( نمونه  از  كمی  معمولا حجم  می گيرد. 
در  بايد  شده  ارزيابی  سلول های  قطر  است.  لازم  آناليز 
محدوده ۱ تا۳۰ ميكرون باشد. فلوسايتومترهای معمولی كه 
جهت آناليز سلول های خونی طراحی شده اند برای ارزيابی 
ذرات كوچک تر از۱ميكرون حساسيت لازم را ندارند، از 
طرفی وجود ذرات درشت تر از ۳۰ ميكرون، موجب انسداد 
جريان مايع در دستگاه خواهد شد. عاملی كه فلوسايتومتری 

فاگوسيتوز  توانايی  بررسی  جهت  فلوسيتومتری  روش  به 
نوتروفيل ها در كودكان و افراد مبتلا به بيماری های گرانولو 
انسان به كار گرفته می شود. همچنين در  ماتوز مزمن( در 
و  بيماری ها  آگهی  پيش  تعيين  برای  پژوهشی،  بخش های 

ارزيابی درمان بدخيمی ها استفاده می شود.

کاربردهای فلوسایتومتری
ارزيابی  جهت  ها  سلول  دقيق  شمارش  و  شناسايی 
آنزيمی، مطالعه  فعاليت  اندازه گيری  شاخص های سلولی، 
كردن  مشخص  سلولی(،  ومير  )مرگ  آپوپتوزی  فعاليت 
كلسيم  نفوذ  های  سلول،آزمايش  نوكلئيک  اسيد  محتوای 

كاربرد دارد.

جدول شناسایی مارکرها توسط فلوسایتومتری 
آنتی ژن های سطحی خود  بيان  براساس  سلول ها معمولاً 

شناسايی می شوند. برای مثال; 

 نکاتی در مورد نوع وحجم نمونه های فلوسیتومتری
آسپيره مغز استخوان - خون محيطی- مايعات مختلف از 

جمله CSF مايع پلور و….
فلوسايتومتری  آزمايشات  انجام  برای  نياز  مورد  حجم   
2mlخون كامل همانند نمونه CBC و EDTA بهترين ضدانعقاد 
برای نمونه های خون محيطی و مغز استخوان است ولی از 
نمونه گرفته شده با هپارين نيز می توان استفاده كرد. آزمايش 
از  بعد  بهتر است  انجام شود و  از 24 ساعت  بايد در كمتر 
انجام نمونه گيری، نمونه بلافاصله به آزمايشگاه ارسال شود. 
نمونه هايی كه 24 ساعت از نمونه گيری آن ها گذشته قابل 
پذيرش نيست. از فريزكردن نمونه خودداری شود زيرا انجماد 
باعث ليز سلولی شده و ارزيابی را غير ممكن می سازد. نمونه 
بايد در درجه حرارت اتاق )ċ 24-2۰( به آزمايشگاه انتقال 

داده شود. )رعايت زنجيره سرد(
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برای  يا  و  اطلاعات  از  بعدی  يا سه  دو  نمودارهای يک، 
انجام محاسبات رياضی و آماری بر روی اطلاعات به كار 
برده شوند.  دستگاه فلوسايتومتر نوع و ميزان فلورسانس 
و همچنين درجه و يا مسير پراكنده شدن پرتوهای نوری 
آناليز  و  گيری  اندازه  متعاقب  كند.  می  گيری  اندازه  را 
پارامترهای به دست آمده از سلول و يا ذره عبوری از مقابل 
پرتوهای نوری، اطلاعاتی از اندازه، شكل، ساختار سلول و 
يا ذره مورد مطالعه به دست می آيد. اجزای دقيق نوری و 
الكترونيكی دستگاه فلوسايتومتر، سيگنال های فلورسانس 
و پرتوهای نوری پراكنده را توسط لنزهای مناسب جمع 
آوری كرده، سپس با استفاده از فيلتر های مناسب هر يک 
از سيگنال های نوری به سوی آشكارساز مناسب هدايت 
می شود. سپس سيگنال های اخير توسط نرم افزار پردازش 

و آناليز می شود.

فلوروکروم های مورد استفاده در فلوسایتومتری
  رايــج ترين فلوروكــروم هايی كه در فلوســايتومتری 
 CTIF )etanaycoihtosI niecseroulF( استفاده می شــود
و Phycoerythrin( PE(است. اين رنگ های فلوئورسانس 
در محــدوده 488nm طيف های جذبــی دارد. بنابراين 
يــک طول موج تحريكی ليزری، می تواند اين دو رنگ را 

تحريک كند.

شاخص نتایج
نموادرها نشان دهنده نمايش كمی بيان شاخص های سلولی 
است، جهت بررسی انتخابی سلول های مورد نظر و حذف 
نتايج مرتبط با سلول های ناخواسته نظير سلول های مرده 
توسطGating كه از مهم ترين اصول فلوسايتومتری است 
انجام می گيرد. هر دستگاه فلوسايتومتری نرم افزار خاصی را 

برای نمايش و آناليز داده ها بر روی سيستم خود داراست. 
- نقطه ای: در اين نمودار هر ذره و نقطه نشان دهنده ی 

را به عنوان يک تكنيک فوق العاده در مطالعات كلينيكی در 
می آورد اين است كه سرعت جريان نمونه )۵ تا ۵۰ متر در 
ثانيه( امكان جمع آوری اطلاعات مربوط به ۵۰۰۰ تا۵۰۰۰۰ 

سلول را در هر ثانيه فراهم می نمايد. 

اصول کلی فلوسایتومتری
اجزای اصلی دستگاه فلوسایتومتر  

-سیستم Fluidics: در روش فلوسايتومتری برای بررسی 
سلول ها بايد آنها در يک صف و به صورت تكی درآمده و 
در سيال مناسبی به صورت معلق از مقابل پرتوی نور )ليزر( 
عبور نمايند. به طور كلی اين سيستم، جريان آرامی از سلول ها 
حامل،  مايع  می كند.  وارد  سريع  حامل  جريان  درون  به  را 
سلول ها را در مركز لوله متمركز می كند، بنابراين سلول ها به 
طور منظم و در يک مسير مجازی به نقطه اندازه گيری منتقل 
می شود. اين پديده كه در دستگاه فلوسايتومتر موجب ايجاد 
اطلاعات منحصربه فرد از يک ذره يا سلول می شود، به نام 

اثر هيدروديناميک كانونی خوانده می شود. 
-  منبع نوری )اپتیک(: اين سيستم به طور معمول متشكل 
از يک يا چند منبع نوری ليزر آرگون به همراه تعدادی عدسی ، 
فيلتر و آشكارساز است. عدسی ها و فيلترها جهت متمركز 
نمودن و انتقال نور منبع به نقطه اندازه گيری و نيز برای جمع 
آوری و هدايت سيگنال های نورفلورسانس ساطع شده از 

نقطه اندازه گيری به آشكارسازها به كار می روند.
های  سيگنال  های  مبدل  شامل  الکترونیک:  سیستم   -
توسط  پردازش  قابل  الكترونيک  های  سيگنال  به  نوری 
كامپيوتراست. هنگامی كه سيگنال های نوری به الكترونيكی 
استاندارد  قالب  نام  به  استاندارد  قالبی  اساس  بر  تبديل شد، 
های  سيگنال  از  حاصل  اطلاعات   ،)FCS(فلوسايتومتری
الكترونيكی ذخيره می شود و با استفاده از نرم افزارهای حاضر 
ترسيم  آنها،  پردازش  و  اطلاعات  برای جمع آوری  می توانند 
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يک سلول و هر جمعيت سلولی به صورت تجمعی از نقاط 
به صورت پرتراكم يا كم تراكم ديده می شود. جايگاه اين 
سيگنال  ضعف  و  شدت  اساس  بر  نمودار  روی  بر  ذرات 

توسط آشكار ساز دريافت وثبت می شود.
- نقشه ای: در نمودارنقشه ای تجمع نقاط )سلول ها( به 
صورت خطوط نشان داده می شود وتجمعات سلولی چون 
گرانولوسيت ها،مونوسيت ها ولنفوسيت ها به طور مستقل 

ومشخص شبيه نقشه های جغرافيا به نظر می رسد.
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