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توسط  نور  پراكنده سازي  بر خصوصيات  اين روش  اساس 
از آن ها )شکل۲(  نيز بر نشر فلورسانس  سلول ها )شکل۱( و 
به  ليزر  نور  پيداست،  اين شکل ها  از  استوار است. همچنانکه 
نمونه تابيده مي شود و در نتيجه مولکول هاي فلورسانس نمونه 
يا سطح سلول، نورهايي در جهات مختلف پراكنده مي كنندكه با 
آشکارسازي آن ها و تبديل آن ها به ولتاژ قابل خوانش مي توان 
اطلاعات مفيدي را به دست آورد. نشر فلورسانس مي تواند با 
استفاده مستقيم از مواد رنگ كننده فلورسانس حاصل شود )مثل 
فلورسانس  RNA كه هم خصوصيت  يا   DNA رنگ كننده های 
كدام  به  كه  مي كنند  انتخاب  خود  هم  و  است  دارا  را  بودن 
با  فلورسانس  رنگ  از  تركيبي  يا  شوند(  متصل  سلولي  جزء 
آنتي بادي هاي تك دودماني )مونوكلونال( كه تحت نام عمومي 

كونژوگه مورد استفاده قرار مي گيرد. 
در  اندكي  فلورسانس  داراي  بخودي خود  سلول ها  چه  اگر 
برخي طول موج ها هستند، اما بدون به كارگيري نور تهييج كننده 
ردياب هاي  به  و  توليد  سيگنالي  هيچ  است  ليزر  اغلب  كه 
توسط  شده  رديابي  سيگنال هاي  شد.  نخواهد  ارسال  دستگاه 
دستگاه يا از منشا نور ليزر دستگاه است كه پس از برخورد به 
سلول در جهات مستقيم يا عمود بر محور تابش ليزر پراكنده 
شده و به ردياب ها مي رسد و يا از منشا فلوروكروم متصل به 
سطح ذره است. فلوروكروم هاي متصل شده به سطح يا داخل 
سلول بر اثر تابش نور ليزر تهييج شده و انرژي نور تابيده شده 
را جذب كرده و سپس در طول موج ديگري به صورت تابش 

فلورسانس آزاد مي سازد. 

شکل۱.پراكندهسازينورليزرتابيدهشدهتوسطسلولها.

نيازمند   Real time و   PCR وسترن بلات،  تکنيك های  در 
پروتئينی  محتوای  يا  و  سلول  ژنتيکی  محتوای  كل  به  دسترسی 
هستيم                    ، بنابراين بايد غشای سلول تخريب شود و درنتيجه ما خود 
سلول را ديگر نخواهيم داشت. اما برخی از تکنيك های شناسايی 
پروتئين وجود دارد كه بدون از بين رفتن غشای سلول می توانند 
در تشخيص سلول، محقق را ياری كنند. از جمله اين تکنيك ها 

می توان به فلوسايتومتری اشاره كرد. 
و  سريع  بسيار  ايمنولوژي  سنجش  روش  فلوسايتومتري 
ارزيابي  و  )سلول ها(  ذرات  شناسايي  براي  كه  است  قدرتمندي 
خصوصيات آن ها به كار مي رود. ذرات مورد آزمايش به صورت 
معلق در مايع با سرعتي حدود ۵ تا ۵۰ متر در ثانيه از ميان منفذي 
باريك و از مقابل پرتوي باريك از نور ليزر عبور مي كنند. بدين 
 ۵۰۰۰۰ تا    ۵۰۰۰ به  مربوط  اطلاعات  امکان جمع آوري  ترتيب 
سلول در هر ثانيه فراهم مي شود. اغلب حجم مورد نياز از نمونه 
مورد آزمايش نيز خيلي كم و حدود ۱۰۰ ميکروليتر است. در مورد 
دقت اين روش نيز بايد گفت كه قادر است تعداد ۱سلول سرطاني 
مغز  نمونة  در  موجود  عادي  تا ۱۰۰۰۰۰ سلول  ميان ۱۰۰۰۰  در 

استخوان را شناسايي كند.
فلوسايتومتري نقش مهمي در زمينه هاي مختلف آسيب شناسي، 
پيوند  بررسي  عفوني،  بيماري هاي  ايمني شناسي،  هماتولوژي، 
وقايع چرخه  بررسي  از طرفي  و  دارد  ژنتيك  و  نئوپلازيا  اعضا، 
انواع  تشخيص  جهت   DNA در  موجود  نقايص  و  سلولي 
است.  امکان پذير  فلوسيتومتري  وسيله  به  لنفوم ها  و  لوسمي ها 
پيش آگهي  تعيين  بيماري ها،  تشخيص  در  روش  اين  همچنين 
دارد.  كاربرد  بدخيمي ها  درمان  ارزيابي  براي  همچنين   و 
به وسيله اين دستگاه  می توان پاسخگويی سلول های سرطانی به 
داروهای ضد آن و نيز تغييرات ويروس HIV برروی گلبول های 
سفيد خون بيمار را مورد مطالعه قرار داد. فلوسيتومتری امکان آناليز 
بسيار سريع و دقيق سلول های بدن، فنوتيپ سلول های سرطانی، 
آناليز كروموزوم ها، ميزان DNA موجود در درون سلول ها، بررسی 
طبيعی و غيرطبيعی بودن DNA و كروموزوم ها، ميزان آنتی ژن های 
كاربران  از  بسياری  برای  را   ... و  سلولی  درون  و  سلولی  سطح 

فراهم ساخته است.  

مهندس احسان درخشان نیا

اصول فلوسايتومتري

  مقاله علمی فنی
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مهندس احسان درخشان نیا

كه شامل يك جريان مايع سريع تر است، محصور مي شود. اين 
حركت مايع غلافي، يك اثر كشندگي بزرگي را در باريك كردن 
مركز، يك  از  تغيير سرعت  اين  مي كند.  ايجاد  مركزي  اتاقك 
جريان سهمي وار كه داراي بيشترين سرعت در مركز و سرعت 
فهرست  يك  اثر  اين  مي كند.  ايجاد  كناره هاست،  در  صفر 
مايع  حركت  تمركز  آن  به  كه  مي كند  فراهم  ذرات  از  خطي 
مي گويند)شکل۴(. اگر از لوله هاي باريك تر جهت اطمينان از 
عبور  با  دارد  احتمال  استفاده شود،  تکرارپذير سلول ها  انتقال 
سلول هاي بزرگ تر منجر به بسته شدن مسير شود. براي حل 
 Hydrodynamic( اين مشکل از روش كانوني هيدروديناميك
از  آرامي  جريان  روش،  اين  در  مي شود.  استفاده   )focusing

سلول ها را به درون جريان حامل سريع، وارد مي كنند.

شکل۴.چگونگيمتمركزسازيهيدروديناميکيكهجريانيازتكذراتتهيهمیكند.

• سيستم نوري و آشكارسازها	
سيستم نوري فلوسايتومتر متشکل از يك يا چند منبع نوري 
به همراه يك سري از فيلترها )يا آينه ها( و آشکارسازهاست. 

منبع نوری
امروزه در بيشتر سيستم هاي فلوسايتومتري مدرن از ليزرها 
مي شود.  استفاده  نوري  منابع  به عنوان  قوسي  لامپ هاي  و 
در  كه  هستند  طول موج  تك رنگ-تك  نور  منبع  يك  ليزرها 
جداسازي نور پراكنده شده از نور فلورسانس كارآيي دارند. 
 ۴۸۸ موج  طول  با  آرگون  يون  ليزر  ليزرها،  پركاربردترين 
نانومتر و ليزر He-Ne با طول موج قرمز ۶۳۳ نانومتر هستند. 
ليزرهاي ديودي با طول موج ۶۳۵ نانومتر نيز به دليل پايداري 

و قيمت ارزان مورد استفاده قرار مي گيرند. 
و  هستند  ارزان تر  بسيار  ليزرها  به  نسبت  قوسي  لامپ هاي 
تابش هاي  لامپ،  يك  در  محصور  گاز  مشتعل كردن  به وسيله 

شکل۲.نشرفلورسانسازسلولتوسطنورليزرتابيدهشدهبهآن

اجزای فلوسايتومتر
كه  است  اصلي  قسمت  چهار  داراي  فلوسايتومتر  دستگاه  هر 
 ،)Fluidics system( سيال  يا  مايع  جريان  سيستم  از  عبارتند 
سيستم نوري و آشکارسازها )Optics and detecting(، سيستم 
تقسيم بندي  سيستم  و   )Signal processing( سيگنال  پردازش 
اين   .)Electrostatic cell sorting( سلول ها  ساكن  الکتريسيته 
را  كدام  هر  ادامه  در  و  شده اند  داده  نشان  شکل۳  در  قسمت ها 

به طور جداگانه مورد بررسي قرار مي دهيم.

شکل۳.نمايكليازيكسيستمفلوسايتومتروقسمتهايمختلفآن.

• سيستم جريان مايع يا سيال	
در  آن  توانايي  فلوسايتومتري،  كاربردهاي  ترين  مهم  از  يکي 
نمونه  يك  وقتي  است.  ذرات  تك تك  ويژگي هاي  اندازه گيري 
حل  شده به درون فلوسايتومتر تزريق مي شود، ذرات به صورت 
تصادفي در يك توزيع فضايي سه بعدي پخش مي شود. نمونه ها 
بايد به صورت تك تك از مقابل سيستم نوري دستگاه عبوركنند. 
سيستم  مي شود.  فراهم  مايع  جريان  سيستم  توسط  فرآيند  اين 
مسئول  كه  است  مركزي  كانال  يا  هسته  يك  شامل  مايع  جريان 
تزريق نمونه هاست، پس از آن نمونه به وسيله يك غلاف خارجي 
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آشكارسازها
سلول ها پس از مکش توسط دستگاه درنهايت با ليزر روبرو 
پراكندگی نور  به يك سلول،   ليزر  نور  نتيجه برخورد  می شود. 
در جهت های مختلف است كه گاهی با تغيير در طول موج نيز 
ليزر به ذره ای برخورد  همراه است. در حقيقت زمانی كه نور 
با همان طول موج از جوانب  ليزر  از پرتوهای  می كند، برخی 
سلول گذشته و در زوايای ۲ تا ۱۰ درجه در مقابل سلول پراكنده 
 )Forward Scatter, FSC( جلويی  پراكندگی  آن  به  كه  می شود 
گفته می شود و در حقيقت بيانگر اندازه )Size( سلول است كه 
می توان به وسيله ی آن، اندازه ی سلول را مورد بررسی قرار داد. 
همچنين با استفاده از آن مي توان سلول هاي سالم را از سلول هاي 
درون  به  نيز  ليزر  پرتوهای  از  برخی  داد.  تشخيص  ناسالم 
سلول وارد شده و به ساختارهای درونی سلول مثل گرانول ها، 
و  كرده  برخورد  درون سلولی  و ساختارهای  واكوئل ها، هسته 
پراكندگی ها  اين  می شود.  پراكنده  درجه   ۹۰ تا   ۱۰ زوايای  در 
كه نشان دهنده ی پيچيدگی های درون سلول هستند، پراكندگی 
جانبی )Side Scatter,SSC( نام دارد و در حقيقت نشان دهنده ميزان 
گرانولوسيتی سلول است. طول موج پراكندگی جانبی نيز برابر 
با طول موج تابيده به سلول است. هر دوي پراكندگی جلويی و 
پراكندگي جانبي، اطلاعات مفيدي از ذرات را فراهم مي كنند و با 
تركيب اين اطلاعات به دست آمده مي توان تفاوت بين سلول هاي 

مختلف موجود در يك نمونه ناهمگون را اندازه گيري كرد.
به طور كلی هر ذره ای كه از مقابل نور ليزر عبور می كند، 
دارای يك اندازه و گرانوليتی مشخص است كه در نمودارهای 
اگر  مثال  به طور  نمايش است؛  قابل رديابی و  فلوسايتومتری 
فلوسايتومتری  دستگاه  در  را  انسان  محيطی  خون  سلول های 
جمله  از  سلولی  مختلف  جمعيت های  شاهد  كنيم  بررسی 
كه  بود  خواهيم  لنفوسيت ها  و  گرانولوسيت ها  مونوسيت ها، 
بسته به اندازه و گرانوليتی شان در نمودار فلوسايتومتری قابل 

تميز از هم هستند )شکل۶(.

شکل۶.جمعيتهایمختلفسلولیازجملهمونوسيتها،گرانولوسيتها
ولنفوسيتكهبستهبهاندازهوگرانوليتیشاندرنمودارفلوسايتومتری

قابلتميزازهمهستند.

بيشتر  جيوه  و  زنون  لامپ هاي  از  معمولاً  مي كنند.  ايجاد  رنگي 
اين وجود نور حاصل شده نوري بي ثبات و  با  استفاده مي شود. 
براي  و  است  مختلف  طول موج هاي  از  مخلوطي  و  ناهمدوس 

استفاده از آن بايد از فيلترهاي نوري استفاده شود.
فيلترها

اندازه گيري و  انتقال نور منبع به نقطه  يا آينه ها جهت  فيلترها 
انتقال نور پراكنده و فلورسانس از نقطه اندازه گيري به  نيز براي 

آشکارسازها به كار مي رود.
اين فيلترها نوع خاصی از آينه ها است كه طول موج خاصی را 
از خود عبور داده و طول موج خاصی را منعکس می كند. به اين 
گونه فيلتر ها يا آينه ها، Dichroic mirror گفته می شود. بسته به 
اينکه اين آينه ها چه طول موج خاص را عبور و يا منعکس می كنند 

به سه دسته تقسيم بندی می شوند:
Long Pass فيلترهای

بيشتر  يا  برابر  با طول موج های  فيلترها طيف نوری  اين گونه 
از مقدار مشخصی را از خود عبور می دهند و مابقی را منعکس 
طول  با  نوری  طيف های   BP ۵۰۰ فيلتر  مثال  عنوان  به  می كنند. 
موج های برابر يا بيشتر از ۵۰۰ نانومتر را از خود عبور می دهد و 

طول موج های كمتر از آن را منعکس می كند.
 Short Pass 1- فيلترهای

در اين فيلترها طيف های نوری با طول موج های برابر يا كمتر از 
مقدار تعيين شده عبور می كنند و غير از آن منعکس می شود، برای 
مثال فيلترSP ۵۰۰ طيف های نوری با طول موج های برابر يا كمتر 
از ۵۰۰ نانومتر را از خود عبور می دهد و طول موج های بيشتر را 

منعکس می كند.
 Band Pass 2-فيلترهای

فيلترهايی هستندكه محدوده مشخصی از طيف نوری را از خود 
عبور می دهند. برای مثال فيلترBP ۵۰۰/۵۰ طيف نوری بين ۴7۵ تا 
۵۲۵ نانومتر را عبور می دهد و غير از آن را منعکس می كند )شکل۵(.

شکل۵.فيلترهاینوریفقططولموجخاصیراعبوردادهومانععبورطول
LongPassموجهایديگرمیشود.دراينشکلنحوهعملکردفيلترهای

ShortPass,BandPass,نشاندادهشدهاست.
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كننده هاي  تقويت  يك سري  توسط  ولتاژ  اين  شده اند. سپس 
به  آنالوگ  مبدل  يك  با  و  شده  تقويت  لگاريتمي  يا  خطي 
قابليت  كه  مي شود  تبديل  الکتريکي  سيگنال  يك  به  ديجيتال 

نمايش را داشته باشد. 
فلورسانسي  مطالعات  در  لگاريتمي  تقويت كننده هاي  اصولاً 
تقويت كننده ها  نوع  اين  زيرا  مي گيرد،  قرار  استفاده  مورد 
فشرده  را  قوي  و سيگنال هاي  را گسترده  سيگنال هاي ضعيف 
مي كنند. اين ويژگي در نمايش هيستوگرام، خود را نشان مي دهد. 
كمي  گستردگي  كه  سيگنال هايي  در  خطي  كننده هاي  تقويت 

 .)DNA دارند، مفيد و قابل استفاده است )برای مثال در تحليل
مثل  پارامتر،  يك  نشانگر  آشکارساز،  هر  اندازه گيري 
است.  فلورسانس  و  جانبي  پراكندگي  جلويی،  پراكندگي 
وقايع،  عنوان  تحت  پارامتر  هر  در  شده  جمع آوري  داده هاي 
نشان دهنده تعداد سلول هايي است كه داراي ويژگي هاي خاص 

فيزيکي يا نشانگرهاي مورد نظر است.

• سيستم تقسيم بندي الكتريسيته ساكن سلول ها	
جداسازي  فلوسايتومتري  كاربردهاي  ترين  مهم  از  يکي 
سلول ها براساس زيرمجموعه يا شکل ظاهري براي مطالعات 
حركت  روش  با  نمونه  آنکه  از  پس  است.  بيشتر  بيولوژيکي 
مايع متمركز شد و هر ذره به وسيله پرتو نوري مورد بررسي 
با  آن  از  ناشي  فلورسانس  و  پراكندگي  سيگنال  گرفت،  قرار 
معيارهاي طبقه بندي شده دستگاه مقايسه مي شود. اگر داده هاي 
ذره مورد نظر با معيارهاي انتخابي هماهنگ بود، جريان سيال 
مي شود.  باردار  مايع،  جريان  سيستم  دهانه  خروجي  نقطه  در 
بارداري الکتريسيته ساكن در زمان دقيقي به نام نقطه شکست 

)break-off point( رخ می دهد. 
براي اجتناب از جابه جا شدن تصادفي نقطه شکست و اندازه 
مي كند.  نوسان  بالايي  فركانس  با يك  دهانه  مشابه،  قطره هاي 
پس از اين مرحله، قطره ها از يك ميدان الکتريسيته ساكن قوي 
عبور مي كنند كه بر اساس نوع و ميزان بار، مسير حركت آنها به 

سمت چپ يا راست منحرف مي شود )شکل7(.

شکل۷.دستهبندي
جريانسلوليبااستفاده

ازالکتريسيتهساكن

را  سلول ها  نمی توان  موارد  اكثر  در  كه  است  ذكر  قابل  اما 
بر حسب اندازه و گرانوليتی آن ها با هم قياس كرد زيرا بسياری از 
آنها شبيه هم هستند و اندازه و گرانوليتی مشابه دارند. به راحتی 
به  پی  سلول  يك  گرانوليتی  و  اندازه  و  سايز  روی  از  نمی توان 
ماهيت آن برد. يکی از مهم ترين كليدها در رفع اين مشکل استفاده 
از آنتی بادی و آنتی ژن و واكنش بين اين دو با هم است به طوری 
آنتی بادی  موردنظر خود  سلول  شناسايی  برای  بتوانيم  ما  اگر  كه 
اختصاصی عليه آنتی ژن را شناسايی و آن آنتی بادی را به رنگی يا 
فلوروكرومی متصل كنيم خواهيم توانست سلول مورد هدف را 
به چه شکل می تواند رنگ مورد  اين دستگاه  اما  شناسايی كنيم. 
استفاده را شناسايی كند؟ همان طور كه می دانيم هر مولکول در 
اطراف خود دارای الکترون هايی است كه در اطراف هسته در حال 
ليزر  الکترون ها توسط منبع نوری مانند  گردش اند. حال اگر اين 
بالاتر  به مدار  از لايه اصلی خود خارج شده و  برانگيخته شود، 
را  بالاتر  در لايه های  ماندن  به  تمايل  الکترون ها  اين  اما  می رود. 
نداشته و تمايل دارند به لايه خود حركت كنند. اين برگشت از 
يك لايه بالاتر به لايه پايين تر با از دست دادن انرژی همراه است. 
حال اگر اين مولکول يك فلوركروم باشد بنابراين انرژی از دست 

رفته را به شکل نور نمايش خواهد داد.
گوناگون  رنگ های  اتصال  و  سلول ها  آماده سازی  هنگام  به 
از برخورد تغيير  تابيده شده پس  فلورسانس به سلول،  پرتوهای 
طول موج داده و در زوايای ۱۰ تا ۹۰ درجه پراكنده می شود كه آن 
 )Fluorescence Scatter( را به عنوان پراكندگی های فلورسانس
می شناسند. طول موج بازتابی در اين نوع پراكنش با توجه به رنگ 
فلورسانس به كار رفته متغير است. سپس طيف های نوری ايجاد 
  )Detector(شده توسط فيلترها و آيينه ها به سمت آشکارسازها

هدايت شده و سيگنال های ايجاد شده را ثبت می كنند. 
فلوسايتومتر از كانال هاي فلورسانسي جداگانه اي براي مشاهده 
نور تابشي استفاده مي كند. تعداد اين آشکارسازها بسيار متفاوت 
است و معمولاً از ديودهاي نوري سيليکوني و از لوله هاي افزاينده  
نوري  ديودهاي  هستند.   )Photomultiplier tubes( نوري 
سيليکوني بيشتر براي اندازه گيري نورهاي پراكنده جلويی استفاده 
مي شود، به ويژه زماني كه شدت سيگنال هاي دريافتي زياد باشد. 
لوله هاي افزاينده نوري حساس تر هستند و براي خوانش پرتوهاي 

پراكنده و فلورسانس مناسبند.

• پردازش سيگنال	
با يك آشکارساز نوري برخورد مي كند، يك  نور  هنگامي كه 
جريان بسيار كوچك در حد چند ميکروآمپر توليد مي كند. مجموع 
با  ايجاد مي كند كه دامنه آن متناسب  اين برخوردها يك ولتاژي 
دريافت  آشکارساز  توسط  كه  است  نوري  فوتون هاي  مجموع 
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مختلف  بخش هاي  سرعت  بهبود  اما  باشد.  داشته  آگاهي 
افزايش  باعث  كم  انرژي  و مصرف  ابعاد  كاهش  الکترونيکي، 
سرعت و حساسيت بيشتر اين دستگاه ها شده است. خودكار 
زيادي  اطلاعات  به  نياز  قبلًا  كه  پيچيده اي  فرايندهاي  كردن 
استفاده كاربران  نيز  بيشتر كاربرد آن و  افزايش  باعث  داشت، 

بيشتري از آن شده است. 
به سه قسمت اصلي تقسيم بندي  الکترونيك دستگاه  بخش 
مي شود كه عبارتند از: الکترونيك بخش آشکارسازي، مدارهاي 

اندازه گيري و مدارهاي محاسباتي.
فوتون  تغييرات  شامل  آشکارسازي  بخش  الکترونيك 
ذخيره سازي،  ولتاژ،  به  جريان  تبديلات  فوتوالکترون،  به 
به ويژه  اندازه گيري  مشکل  است.  تمايزكننده  و  تقويت كننده 
اندازه گيري ها  كه  است  اين  ميرا  و  كم نور  فلورسانس  براي 
الکترونيکي(  و  نوري  )نويزهاي  نويز  از  پر  محيطي  در  بايد 
قرار  بالا  زمينه  نويز  انجام گيرند. وقتي سيگنال ضعيفي روي 
مي گيرد، تغييرات سيگنال زمينه، دقت اندازه گيري سيگنال هاي 
محدوديت  رفته،  روي هم  مي كند.  محدود  را  كوچك  اصلي 
زمينه  نويز  خطاي  توسط  كوچك  سيگنال هاي  آشکارسازي 
تعيين مي شود. وظيفه قسمت الکترونيك آشکارساز اين است 
كه نسبت سيگنال به نويز را در اندازه گيري به بيشترين مقدار 

ممکن برساند، يعني بتواند نويز زمينه را حذف كند. 
در  نوري  افزاينده   لوله هاي  و  نوري  ديود  آشکارسازهاي 
پاسخ به ورودي نوري، جريان يا شار الکترون توليد مي كنند. 
به دليل اين كه سيستم هاي الکترونيکي، ولتاژ را اندازه گيري و 
مقايسه مي كنند، بايد خروجي آشکارساز به ولتاژ تبديل شود. 
تبديل جريان به ولتاژ با عبور جريان يا شار الکتريکي از يك 
توليد شده  ولتاژ  اهم،  قانون  اساس  بر  انجام مي گيرد.  مقاومت 
مقدار  چون  و  است  مقاومت  در  جريان  ضرب  حاصل  برابر 
مقاومت ثابت است، ولتاژ خروجي به طور مستقيم متناسب با 
جريان ورودي است. مدار الکترونيکي كه اين تبديل را انجام 
مي دهد، تقويت كننده نام دارد كه مي تواند در لوله هاي افزاينده 
نوري مدار جاسازي شود. اين مدار جريان فوتوالکترون ها را به 

ولتاژ تبديل كرده و تقويت خطي ولتاژ را فراهم مي كند.
ثبت  آنالوگ  به شکل  قديمی  سيستم های  در  سيگنال ها 
ديجيتال  به  آنالوگ  مبدل  يك  امروزه  كه  حالی  در  می شدند 
داده های  به  را  آنها   )Analogue to Digital Converter )ADC

كيفيت  به  توجه  با  كه  شکل  اين  به  می كند،  تبديل  ديجيتالی 
از  ولتاژ، حجمی  مقدار  هر  برای  آشکارساز  در  سيگنال  ثبت 
داده كامپيوتری به صورت بايت )Byte( درنظر می گيرد به اين 
بيشتر  قابليت  امر  اين  تبديل می شود.  بايت  به  معنی كه ولت 

 روش انجام فلوسايتومتري
با  سلول ها  ابتدا  كه  است  لازم  فلوسايتومتري  انجام  براي   
فلوروكروم ها نشاندار شود. از طرفي براي نشاندار كردن اجزای 
داخلي سلول بايد اقدامات خاصي را انجام داد تا آنها در دسترس 
رنگ آميزي  روش هاي  گيرند.  قرار  فلورسانس  ماده  يا  آنتي بادي 
براي  متنوع  كننده  ی  نفوذپذير  مواد  از  استفاده  فلوروكروم ها و  با 
نفوذپذير كردن سلول ها خود بحث ديگري است كه بايد جداگانه 
براي  استفاده  مورد  فلوروكروم هاي  تعداد  شود.  پرداخته  آن  به 
فلوسايتومتري در طي ساليان متمادي به طور مرتب افزايش يافته 
است و اين احتمال وجود دارد كه در آينده، تعداد فلوروكروم هاي 
يابد.  افزايش  نيز  اين  از  بيش  سلول ها  آناليز  براي  استفاده  مورد 
هر  معايب  و  مزيت ها  از  آگاهي  و  فلوروكروم ها  انواع  شناخت 
كدام تنها راه استفاده بهينه از آنها براي دستيابي به مقاصد علمي 

تحقيقاتي است. 
براي انجام هر نوع فلوسايتومتري ابتدا بايد سلول ها را آماده كرد 
به طوري كه سلول ها به صورت تکي در آمده و در محيط مناسبي 
معلق شده باشند. بعضاً يك مرحله تخليص براي بالا بردن غلظت 
مي كند. روش هاي  پيدا  نمونه ضرورت  در  نظر  مورد  سلول هاي 
دارند و  آماده سازي سلول وجود  تهيه، تخليص و  براي  مختلفي 

روش انتخاب شده به نوع سلول مورد ارزيابي بستگي دارد.
مواد  با  بايد  سلول ها  مناسب،  سوسپانسيون  تهيه  از  پس 
فلورسانس رنگ شده و يا با آنتي بادي هاي كونژوگه با فلوروكروم 
نشاندار شود. روش نشانداركردن تحت تاثير عوامل زيادي قرار 
مي گيرد كه از جمله آن ها مي توان ميزان اختصاصي  بودن آنتي بادي 
و غلظت آنتي ژن در سطح يا داخل سلول، مناسب بودن غلظت 
منفي  و  مثبت  كنترل هاي  بردن  به كار  و  استفاده  مورد  آنتي بادي 

مناسب در آناليز سلو ل ها را نام برد.
در فلوسايتومتري طي دو مرحلة جمع آوري اطلاعات و مرحلة 
روش  به كارگيري  با  كه  دارد  وجود  خطا  امکان  اطلاعات  آناليز 
از  مي توان  دستگاه  دقيق  تنظيم  و  سلولي  نمونه  تهية  صحيح 
كرد.  جلوگيري  اطلاعات  مرحلة جمع آوری  به  مربوط  خطاهاي 
اما توانايي كاربر در طراحي صحيح آزمايش، تنها جنبه اي از كسب 
ندارد.  كنترل خطا وجود  آن روش هاي  براي  اطلاعات است كه 
فلوروكروم  انتخاب  و  مناسب  آنتي بادي  انتخاب  كه  معني  بدين 
متناسب با غلظت و موقعيت آنتي ژن نيازمند تجربيات و اطلاعاتي 

است كه بايد توسط محقق كسب شوند.

بخش الکترونیکی دستگاه فلوسايتومتری
براي  كاربر  و  نبوده  فلوسايتومتري خودكار  دستگاه های  اولين 
علمي  نظر  از  دستگاه  مختلف  بخش هاي  به  مي بايست  كاركردن 



اندازه گيري  و  رديابي  دليل  همين  به  و  دارد  زيادي  اهميت 
مي كند.  پيدا  اهميت  باليني  موارد  و  تحقيقات  در  آپوپتوز 
قابل  كه  دارند  زيادي  نشانه هاي  آپوپتوز  حال  در  سلول هاي 

اندازه گيري با فلوسايتومتري هستند. اين نشانه ها عبارتند از:
تغييرات در غشای پلاسمايي سلول، تغييرات در نفوذپذيري 
غشای پلاسمايي، تغييرات در نفوذپذيري غشای ميتوكندري، 

فعالسازي كاسپازها و شکستگي هاي DNA سلولي.
شناسايي هر يك از اين تغييرات به تنهايي يا تركيبي از آن ها 
اندازه گيري  و  شناسايي  امکان  فلوسايتومتري،  ی  وسيله  به 
سلول هاي آپوپتوتيك را از ميان مخلوطي از سلول هاي ديگر 
مسير  باره ی  در  ارزشي  با  اطلاعات  همچنين  مي كند.  فراهم 

مولکولي مرگ سلول ها به دست مي آيد.

 آناليز DNA، شناسايی سلول ها و ارزيابي فعاليت آنها
و  خطي  صورت  به  كه  فلورسانس  رنگ هاي  به  دسترسي 
متناسب با غلظت به DNA سلولي متصل مي شود، فلوسايتومتري 
را براي آناليز DNA توانمند ساخته است. امروزه تعيين كمي 
حالت  در  نرمال  ديپلوئيد  سلول هاي  شناسايي   ،DNA مقدار 
سنتز   DNA فعال  طور  به  كه  سلول هايي  شناسايي  استراحت، 
مي كنند و شناسايي سلول هايي كه در مرحلة پيش ميتوز و يا 

ميتوز هستند توسط فلوسايتومتر امکان پذير شده است. 
تعداد  افزون  روز  افزايش  ی  سايه  در  فلوسايتومتري  روش 
آنتي بادي ها، تترامرها )tetramers( و رنگ هاي توليد شده براي 
استفاده در ارزيابي فعاليت سلول ها به عنوان يك ابزار مهم در 
مطالعه ی سلول هاي سيستم ايمني درآمده است. فلوسايتومتري 
چند رنگي اين امکان را فراهم آورده است كه انواع سلول هاي 
تفکيك  به  يا سلول هاي كشت شده  نمونه ی خون  در  موجود 
مورد ارزيابي قرار گيرند. سلول هاي تحت مطالعه با استفاده از 
آنتي بادي هاي اختصاصي معرف زير  گروه هاي سلولي، شناسايي 
مي شود و خصوصيات رفتاري آنها نيز با استفاده از آنتي بادي هاي 
اختصاصي )مثلًا ضد سايتوكين( و يا رنگ هاي ارزيابي كننده ی 
حيات سلولي تعيين مي شود. با استفاده همزمان از دو روش آناليز 
سلولي و جداساز سلولي امکان مطالعه بيشتر و كشت سلول هاي 

كاملا شناخته شده از نظر فنوتايپي يا رفتاري فراهم مي شود.
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می سازد.  ميسر  را  آن ها  تضعيف  يا  و  تقويت  سيگنال ها،  آناليز 
روی  بر  می كند  عبور  نوری  منبع  مقابل  از  كه يك سلول  زمانی 
تمام آشکارسازها سيگنال ايجاد می كند كه همان پالس الکتريکی 
منبع  مقابل  از ذره در  ميزان  اين كه چه  اساس  بر  )ولتاژ( است. 
نوری قرار گيرد، پالس ايجاد شده می تواند ضعيف يا قوی باشد. 
هر سلول رسم شود  برای  زمان  بر حسب  ولتاژ  نمودار  چنانچه 
است. هر  پيك  واجد يك  كه  بود  پالس خواهد  به صورت يك 
 )Width;W( پهنا ، )Height;H( پالس دارای ويژگی های ارتفاع

و سطح زير نمودار )Area;A( است )شکل۸(.

شکل۸.نمودارولتاژبرحسبزمانبرایهرسلولبهصورتيكپالس
خواهدبودكهواجديكپيكاست.هرپالسدارایويژگیهایارتفاع،پهناو

سطحزيرنموداراست.

كاربردها
 امكان شناسايي و اندازه گيري سلول هاي آپوپتوتيك

غشای  سيتوپلاسمي،  غشای  مثل  مختلفي  اجزای  از  سلول ها 
تقريبی  طور  به  و  مي شود  تشکيل  سيتوپلاسم  و  هسته  هسته اي، 
همه مولکول هاي موجود در قسمت هاي مختلف سلول را مي توان 
معمولاً  كرد.  مقدار  تعيين  و  رديابي  فلوسايتومتري  از  استفاده  با 
مولکول هاي سطحي موجود در غشای سيتوپلاسمي به راحتي در 
دسترس آنتي بادي قرار مي گيرد ولي براي رسيدن آنتي بادي يا ماده 
ی فلورسانس به مولکول هاي دروني سلول، روش هاي مطمئن و 
بر  كه  نوع و تخصصي  بر حسب  است. هر سلولي  موثري لازم 
عهده دارد مولکول هاي مختص به خود را بيان مي كند. بدين معني 
كه همه ی ژن ها در همه ی سلول ها بيان نمي شود. بلکه برحسب 
وظيفه اي كه در طي تمايز بر عهده ی سلول گذاشته شده است و 
بر حسب محيطي كه در آن قرار مي گيرد هر سلولي خود انتخاب 
سازد.  فعال  را  ژن  كدام  محيطي  شرايط  به  پاسخ  در  كه  مي كند 
بيان ژن ها هم در  از  بنابراين رديابي پروتئين هاي سلولي حاصل 
براي  سطح و هم در درون سلول مي تواند وسيله اي بسيار مفيد 

شناسايي سلول باشد.
آپوپتوز يکي از شکل هاي مرگ سلول است كه از نظر بيولوژي 


