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 ۱         ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران  

 
 

بررسي تهيه ماتريکس جايگزين سرم انسان براي تهيه استانداردهاي کيت ايمونوراديومتريک اسي 
 آنتي ژن ويژه پروستات

 
 

 ۲، دکتر محمد حسين بابائي۱و۲، دکتر رضا نجفي۱هاله فروتن

 
 

 اي،  اي، بخش راديوايزوتوپ، مرکز تحقيقات هسته گروه بيومولکول هسته۲گروه راديوايمونواسي، ۱

  زمان انرژي اتمي ايران، تهران، ايرانسا

 )۴/۱۱/۸۴:  ، تاريخ پذيرش۲۵/۱۰/۸۴:  ، تاريخ اصلاح۱۵/۸/۸۴: تاريخ دريافت(

 
 

 چکيده 
يکي از روشهاي معمول و دقيق         )  IRMA(کيت آناليز ايمونوراديومتريک اسي         :مقدمه

در روش  .  ي است در آزمايشگاههاي تشخيصي پزشک   )  PSA(گيري آنتي ژن ويژه پروستات        اندازه
IRMA،  PSA      لذا بايد ماتريکس استانداردها معادل با سرم       .   در سرم خون انسان اندازه گيري مي شود

بعلت مشکلات عديده اي از قبيل احتمال آلودگي سرم، عدم پايداري آنتي ژن              .  خون انسان باشد  
 عدم دسترسي    بالا، رسوب دهي بعد از گذشت زمان،        (NSB)در آن، ميزان اتصال غير اختصاصي        

 تحقيقاتي در   موجب گشت تا در اين پژوهش،     ...  هميشگي و آسان به سرم خون بدون آلودگي و         
 .صورت گيرد سرم خون انسان گزينجايعنوان زمينه تهيه ماتريکس مصنوعي ب

 در اين پژوهش ماتريکس هاي مختلف با استفاده از مواد با ترکيب درصد هاي              :روش بررسي 
انداردهاي کيت، جايگزين سرم انساني تهيه شد و اثرات آنها در روش               متفاوت جهت تهيه است   

تکرار .  اندازه گيري آنتي ژن ويژه پروستات در مقايسه با سرم خون انسان مورد مطالعه قرار گرفت               
 بطور کامل بررسي    NBSپذيري، دقت و صحت، شرايط نگهداري و ميزان پايداري استانداردها و             

 . شد
 ميلي گرم بر    ۲۰/۳۳  ±  ۳۸/۰  (۸ت بدست آمده با ماتريکس مصنوعي شماره         تنها غلظ  :يافته ها

)  ميلي گرم بر ميلي ليتر      ۶۰/۳۳  ±  ۲۷/۰( غلظت بدست آمده با سرم خون انسان         هب)  ميلي ليتر 
لذا اين ماتريکس در تهيه استانداردها مشابهت خوبي با سرم . نزديک و ازنظر آماري قابل قبول بود     

%  ) NSB  )  ۱۲/۰  علاوه بر ايجاد منحني کاليبراسيون مناسب از           ۸ شماره   ماتريکس.  انساني دارد 
 . نسبتا خوبي نيز برخوردار است

با توجه به نتايج بدست آمده اين ماتريکس مشکلات سرم انساني از قبيل عدم                  :نتيجه گيري
 ـ               ت پايداري، رسوب دهي، احتمال آلودگي و عدم دسترسي آسان را ندارد و استانداردهاي بدس

 . آمده از آن تمامي خواص يک استاندارد مطلوب و ايده آل را دارا مي باشند
 

 انسانيسرم ،  ماتريکس استاندارد ، PSA ،  RIA،  پروستات:کليديواژه هاي 
 
 
 

له فروتن، تهران، خ کارگر شمالي، سازمان انرژي اتمي ايران، مرکز تحقيقات هسته اي،        هـا  :نويـسنده مـسئول   
 E-mail: halehfroutan@yahoo.com. وپبخش راديوايزوت

mailto:halehfroutan@yahoo.com
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 فروتن و همكاران ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران          ٢

 مقدمه
سـرطان پروسـتات شـشمين سرطان رايج در دنيا و در        
مردان سومين نوع سرطان متداول و خطرناک محسوب        
مي شود که بيشترين موارد آن در اروپا، آمريکاي شمالي   

 ميلادي حدود   ۲۰۰۰در سال   . و آفريقا ديده شده است    
 اين بيماري بوده اند که    پانـصد هـزار نفر در دنيا دچار         

از کل سرطان ها در مردان را شامل مي شده است            % ۷/۹
در % ۳/۴از کـــشورهاي توســـعه يافـــته و   % ۳/۱۵( 

انجمن سرطان آمريکا . )۱ ()کـشورهاي در حال توسعه   
ــال    ــه در س ــت ک ــزارش داده اس ــيلادي از ۲۰۰۲گ  م

 نفر از اين    ۳۰۲۰۰ مـورد سـرطان پروسـتات        ۱۸۹۱۰۰
از اينرو  . )۲( را از دست داده اند         بـيماري جـان خـود     

و متاستاز به ساير  تـشخيص بموقـع قـبل از پيـشرفت      
پيشگيري و پيگيري بيماري بسيار حائز      نقـاط بدن جهت     

  .اهميت مي باشد
ــتات  ــژه پروس ــي ژن وي  Prostate specific)آنت

Antigen, PSA) پروتئينـي است با جرم مولکولي KDa 
ــلوله  ۳۴-۳۳ ــط س ــصاراً توس ــه انح ــيال   ک ــي تل اي اپ

پروسـتات در حالتهاي مختلف از بافت پروستات حتي       
 درصد  ۵۰ تا   ۳۰. )۳ (در حالـت عـادي ترشح مي شود       

بيمارانـي کـه داراي هيپـرپلازي خوش خيم پروستات          
(Benign Prostatic Hyperplasia, BPH) ۲۵ هستند و 

 درصـد بيمارانـي کـه سـرطان پروستات بدخيم        ۹۰تـا   
(Prostatic Carcinoma) دارند، داراي غلظت بالائي از 

PSA       از اينرو اندازه گيري .  )۴( در سـرم خـون هـستند
 در ســرم خــون مــي تــواند حــساس تــرين PSAميــزان 

شـاخص در رديابـي و پيگيري سرطان پروستات و نيز       
 . )۵(جواب به درمان باشد 

 با روشهاي بيوشيميائي و     PSAانـدازه گيـري ميزان      
ــيل راديوا ــي از قبـــــ ــي ايمونواســـــ يمونواســـــ

(Radioimmunoassay, RIA)ــزا -Enzyme)  و الايــ

linked immunosorbent assay, ELISA)   انجـام  قابـل
ــد   ــي باش ــشگاههاي  . )۶(م ــال حاضــر در آزماي در ح

 توســــط روش PSAتـــشخيص پزشــــکي ميـــزان   
 که يکي از روشهاي (IRMA) ايمونوراديومتـريک اسـي   

RIA         ليز در يک کيت آنا   .  اسـت، انـدازه گيـري مـي شود
IRMAچهار جزء اصلي وجود دارد : 
بـراي مثال لوله هائي از جنس مواد    ( فـاز جامـد      -۱

 پوشش داده شده با آنتي بادي مونوکلونال ) پليمري 
 ۱۲۵ –بادي مونوکلونال نشاندار با يد  جفت آنتي-۲
ــشخص  -۳ ــا غلظــتهاي م ــتانداردهاي ب   ســري اس

)ng/ml ۱۰۰-۰(   
 شده  نمونه هاي کنترل ليوفيليزه -۴

يکـي از اجـزاي مهـم در يـک کـيت آناليـز، سري         
استانداردهاي مناسب و پايدار مي باشد که از حل کردن        

 Human)آنتي ژن خالص تهيه شده از مايع مني انسان  

Seminal Liquid)   ماتريکس( در يـک محـيط مناسب (
مشخصات يک  . در غلظـتهاي مـتفاوت بدسـت مي آيد        

زيکي و شيميائي آن ماتريکس ايده آل شامل مشابهت في
، هماهنگي  )سرم خون انسان  (با ماتريکس نمونه واقعي     

و يکنواختـي اسـتاندارد تهيه شده از آن، بدون هر گونه     
مواد تداخل گر در واکنش اختصاصي آنتي بادي و آنتي    
ژن، پايــداري آنتــي ژن بمــدت طولانــي در آن، ايجــاد 

ي منحنـي کاليبراسـيون مناسـب و پايدار با استانداردها         
 ،(NSB)تهـيه شـده، ميـزان کم واکنش غير اختصاصي           

  وارزان و قابــل دســترس بــودن تــرکيبات ســازنده آن
 . براي کاربر مي باشدراحتي استفاده از آن

ــسان  IRMA، PSAدر روش  ــون انـ ــرم خـ  در سـ
لذا بايد ماتريکس استانداردها    . انـدازه گيـري مـي شـود       

با (ن سرم خون بانوا.  معـادل بـا سرم خون انسان باشد     
ماتريکس جهت   ترين   راحت)  در حد صفر   PSAميـزان   

سـاخت اسـتانداردها مـي باشـد چـون انـواع زيادي از              
تـرکيبات و پـروتئين هـاي مختلف درسرم خون وجود           
دارد کـه تهيه ماتريکس مصنوعي معادل سرم را مشکل          

در ابتدا در آزمايشگاه جهت تهيه استانداردها       .  مي سازد 
فاده مي شد ولي بعلت مشکلات از سرم خون بانوان است    

عديـده اي از قبـيل احـتمال آلودگي سرم، عدم پايداري     
 بـالا، رسوب دهي بعد از    NSBآنتـي ژن در آن، ميـزان        

گذشـت زمان، عدم دسترسي هميشگي و آسان به سرم        
مـوجب گــشت تــا در ايــن  ... خـون بــدون آلودگــي و 

 تحقيقاتـي در زمينه تهيه ماتريکس مصنوعي        پـژوهش، 
 .صورت گيرد سرم خون انسان گزينجاي عنوانب

 
 روش بررسي

 :مواد و دستگاه ها
 Merck,تمامـي مواد شيميائي به قرار زير از شرکتهاي           

Aldrich و Fluka  ــوص تهــيه ــرين درجــه خل ــا بالات  ب
 .شدند
 ،X-۱۰۰ تريتون، تريس، سديم آزيد، کلريد سديم -
 . آلبومين سرم گاوي، آلبومين سرم انساني،اوره

، )PBS(  بافر فسفات    ،گلايـسين  –تـريس    بافـر    -
ــيل متــيل ســولفونيل   ،Hank'sمحلــول  ــر دياليــز فن باف
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 ٣         ۱۳۸۴  سال● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران  IRMA بروش  PSAتهيه ماتريكس مصنوعي جهت اندازه گيري      

 

 فلورايد 
- Blue F3G-A immobilized on Sepharose)  

(Cibacron َAffigel-Blue  
  کــيت راديومتــريک اســي بــا نــام تجــاري      -

Immunotech 
 High Performance Liquid  دســــتگاه -

Chromatography Gel- Filtration ) مدلPharmacia/ 

Uppsala/ Sweden ( 
 Akfield Instrumentsمدل ( دسـتگاه گاماکانتـر   -

LTD( 
 )Mettlerمدل (  گرم ۱۰ -۵ ترازو با دقت -
 

  :جمع آوري سرم خون و مايع مني انسان
 در آن صفر مي باشد از    PSAسرم خون بانوان که مقدار      
رم که عاري   اين س .  شد تهيهسـازمان انتقال خون ايران      

ــاي    ــشگاه در دم ــود در آزماي ــي ب ــه -۴از آلودگ  درج
 -۷۰سـانتيگراد و بـراي زمانهـاي طولاني تر در دماي             

درجـه سـانتيگراد بمنظور جلوگيري از فساد و رسوب          
مايع مني انسان نيز از بيمارستان    . دهـي نگهـداري شـد     

 .تهيه گرديددي تهران 
 

  : خالص از مايع مني انسانPSAتهيه آنتي ژن 
خالص سازي آنتي ژن ويژه پروستات طي دو مرحله با       

مايـع مني    . دو روش کروماتوگرافـي صـورت گـرفت       
توسط بافر دياليز فنيل     وري شـده بعد از دياليز     آجمـع   

 ميلي مول بر ليتر، از ستون       ۱/۰متيل سولفونيل فلورايد    
Affigel-Blue   ــريق ژل ــپس ازط ــد و س ــبور داده ش  ع

ــي   ــيون کروماتوگراف ــالا   فيلتراس ــي ب ــا کارائ ــع ب  ماي
 . )۷(سازي شد خالص
 

 با استفاده از روش     PSAروش انـدازه گيري     
IRMA: 

PSA     در نمونه ها و استانداردهاي تهيه شده با استفاده از 
در اين روش يک . ، انـدازه گيـري مي شود    IRMAکـيت   

جفـت آنتـي بـادي مونوکلونال با دو اپي توپ متفاوت        
 را دربر   PSAي   بصورت ساندويچ  PSAعلـيه مولکـول     

يکي از آنتي باديها بر روي فاز جامد پوشش         . مي گيرند 
.  نشاندار شده است ۱۲۵ -داده مي شود و ديگري با يد        

آنتي ژن ويژه پروستات در نمونه ها و استانداردها با اين  
دو آنتـي بادي پس از گذشت زمان انکوباسيون مناسب         

ندار  آنتي بادي نشا    از شستشو دادن   واکـنش داده و پس    

 ميزان اکتيويته باقي    ،واکـنش داده شـده از سـطح لـوله         
گاماکانتــر  مانــده بــر روي فــاز جامــد توســط دســتگاه

غلظت واقعي نمونه ها با استفاده از    . اندازه گيري مي شود   
. منحنـي کاليبراسيون استانداردهاي کيت بدست مي آيد       

 PSAمنحنـي کاليبراسيون براساس ميزان شمارش کلي        
 ـ    شـمارش بر دقيقه  ([ ر روي فـاز جامـد    واکـنش داده ب

[(CPM)        بـر حـسب غلظت استانداردها (ng/ml)  رسم
 . )۸(مي شود

 
 : تهيه ماتريکس مصنوعي
 محلول آبي  کلريد   شاملترکيبات اصلي اين ماتريکس     

بافر  ،)mmol/L  ۵/۱۲( تريس   ،)  mmol/L)  ۷۵سديم  
  ( X-۱۰۰،  تريتون    )mmol/L۲۵( گلايسين     –تريس  

ml/L۵/۰  (  سديم آزيد    و)g/L۱(   و   تعيين گرديدند 
 در  (BSA)   يا گاوي  (HAS)  سپس آلبومين سرم انساني   

 l(و اوره با غلظت      )  g/L      ۵/۲-۰(محدوده غلظت   
mol/  ۳-۰  (    اثرات هر يک از اين     .  اضافه شدند  به آن

مواد در مقايسه با سرم انساني مورد بررسي قرار گرفت       
يده آل انتخاب   و بهترين ترکيب جهت تهيه استاندارد ا       

همچنين نتايج با استانداردهاي تهيه شده با             .  شد
  شامل[  (PBS)  ماتريکس هاي حاوي بافر فسفات       

)g/L۲/۰(- KCl   )g/L  ۰/۸(NaCl  - )g/L۲/۰(  PO4  
2   KHو  )  g/L  ۱۵/۱(  Na2HPO4  [     و محلولHank's 

 – g/L)  ۲/۰    (O   2  7 H.4 MgSO –)  g/L۴/۰ (KCl  [شامل  
)g/L  ۸  (NaCl  -    %)۱(3  NaN  -  )g/L۲/۰(  -PO4  
2  g/L) – Na  ۶۰/۰(4  PO  2  KH  -  )g/L  ۱۵/۰(   O   2   H 
.2 CaCl [ به همراه آلبومين سرم انساني مقايسه شد . 
 

  :روش تهيه استانداردها
با استفاده از   (master standard)ابـتدا اسـتاندارد اوليه  

 در سرم خون انساني تهيه شد و      PSAآنتـي ژن خالص     
 ng/mlسـتانداردهاي رقـيق تـر با غلظتهاي بين          سـاير ا  

غلظت آنتي ژن .  از استاندارد اوليه بدست آمدند۱۰۰-۰
خالص سازي شده با روش کروماتوگرافي توسط کيت        

.  شدندايمونوتک و استانداردهاي تهيه شده تخمين زده        
سـپس با توجه به غلظت بدست آمده استانداردهائي با          

ستانداردهاي تهيه شده   ا. ماتـريکس مـصنوعي تهيه شد     
بـا ماتـريکس مـصنوعي توسـط کيت ايمونوتک تعيين           
غلظت شده و بعد از بررسي نتايج، ماتريکس با شرايط        
ايـده آل انتخاب شد و ساير مطالعات با اين ماتريکس           

 . صورت گرفت
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 فروتن و همكاران ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران          ٤

 :  ماتريکس هاNSBبررسي ميزان 
) استاندارد صفر (تمامي ماتريكس ها بدون آنتي ژن       

ميــزان واكــنش غيــر  ( NSBعيــين ميــزان بــه مــنظور ت
توسـط کـيت ايمونـوتک انـدازه گيري و          ) اختـصاصي   

 .ميزان شمارش آنها با يکديگر مقايسه شد
 

بررسـي پايـداري، شرايط نگهداري و تکرار        
 : پذيري استانداردها

اسـتانداردهاي کيت ايمونوتک، استانداردهاي تهيه شده       
ر طي يکسال   با سرم خون انسان و ماتريکس انتخابي د       

ــن    ــداري اي ــزان پاي ــرفت و مي ــرار گ ــورد بررســي ق م
 . استانداردها در شرايط متفاوت مقايسه شد

ــرايط    ــصنوعي در ش ــريکس م ــا مات ــتانداردها ب اس
ــاق  ــاي ات ــتفاوت در دم ــانتيگراد۲۵( م ــه س ، در ) درج

  درجه   -۴( در فريزر  ،) درجه سانتيگراد  ۲-۸(يخچـال   
يـزر نگهــداري  و بـصورت ليوفيليـزه در فر  ) سـانتيگراد 

شـدند و بعـد از گذشـت چند ماه، بهترين و آسانترين             
 .شرايط جهت نگهداري استانداردها بدست آمد

 ليوفيـزه شده چندين بار      PSAاز آنتـي ژن خـالص       
 استاندارد تهيه شد و     ، نمونه توسـط ماتريکس مصنوعي   

نـتايج جهـت تعيـين ميزان تکرار پذيري مورد ارزيابي           
 .قرار گرفت

 
ي نمـونه هـاي کنترل و واقعي با     انـدازه گيـر   

ــده   ــيه ش ــتانداردهاي ته ــريکس ازاس  مات
 :مصنوعي

نمـونه هاي کنترل کيت ايمونوتک و نمونه هاي واقعي با     
 ماتريکس مصنوعي مورد    ازاسـتانداردهاي تهـيه شـده       

ارزيابـي قرارگـرفت و سـپس غلظـت آنها بعد از رقيق        
و سازي با اين ماتريکس نيز اندازه گيري شد تا صحت           

دقـت روش انـدازه گيـري با اين  استانداردها مشخص            
 . گردد

 
 و بحثيافته ها 

مقايسه ماتريکس هاي متفاوت با سرم خون       
 : انسان

ــي  ــول هاي ــدودهمحل ــت در مح از  ng/ml۱۰۰-۰  غلظ
  با استفاده  ماتـريکس هاي مصنوعي و سرم خون بانوان،       

ميزان  ۱در شکل   . از اسـتانداردهاي اولـيه تهـيه شـدند        
 ـ ي غلظـت اولــيه آنتـي ژن خــالص توسـط ايــن    تخمين

در . اسـتانداردها  بطـور جداگانـه نـشان داده شـده اند            

قابل قبول ) bias(ميـزان تـورش   % ۹۵فاصـله اطميـنان    
براي غلظت آنتي ژن با استانداردهاي تهيه شده از سرم          

 بدست آمد   ± ۳۰/۰خون انسان  با سه بار تکرار مقدار         
 تنها غلظت بدست آمده که با توجه به اين ميزان تورش  
 ميلي  ۲۰/۳۳ ± ۳۸/۰ ( ۸با ماتريکس مصنوعي شماره     

 غلظت بدست آمده با سرم خون    اب) گـرم بـر ميلي ليتر     
نزديک )  ميلي گرم بر ميلي ليتر    ۶۰/۳۳ ± ۲۷/۰( انسان

لذا اين ماتريکس در . و ازنظـر آمـاري قابـل قـبول بود         
 . اردتهيه استانداردها مشابهت خوبي با سرم انساني د

استاندارد (ميـزان شمارش ماتريکس بدون آنتي ژن       
مـي تـواند شـاخص خوبي جهت تخمين ميزان          ) صـفر 
NSB      ميزان شمارش  ۱در جدول   .  ماتـريکس هـا باشـد 

در واقع  .  اسـتانداردها آمده است    NSBکلـي و درصـد      
 نـشان مـي دهد که آنتي بادي و آنتي ژن تا     NSBميـزان   

همانطور که از   چـه حـد اختصاصي واکنش مي دهند و          
 علاوه بر ايجاد ۸نـتايج بـر مـي آيـد ماتـريکس شماره         

%) ۱۲/۰ (NSBاز ) ۲شکل (منحني کاليبراسيون مناسب    
از اينـرو ماتريکس مصنوعي     . خوبـي بـرخوردار اسـت     

 از نظر خواص فيزيکي و شيميائي مشابهت و         ۸شماره  
تطابق خوبي با ماتريکس سرم انسان دارد در صورتيکه         

دارد صفر سرم خون بانوان بطور نسبي       شـمارش اسـتان   
برخوردار است و لذا   % ) ۴۰/۰(  بالاتري   NSBبالا و از    

 . نتايج بدست آمده از آن با خطا همراه مي باشد
 

تأثيــر تــرکيبات مخــتلف در ماتــريکس    
 : مصنوعي

طـبق تحقـيقات بعمل آمده هر يک از ترکيبات سازنده           
 با ايـن ماتـريکس نقـش بـسزائي در تطابق خواص آن           

ترکيب کلريد سديم جهت    . سـرم خـون ايفـا مـي کنند        
ايجـاد محيط الکتروليتي مناسب و معادل با سرم انسان          

بافـرهاي تريس و تريس گلايسين، تريتون       . نقـش دارد  
۱۰۰-X       و سديم آزيد به ترتيب بعنوان تنظيم کننده pH 

)۴/۷(pH=   وعامـل ايجـاد کـشش سـطحي مناسـب      ، 
ــري از   ــت جلوگيـ ــده جهـ ــواع  ر نگهدارنـ ــد انـ شـ

آلبومين سرم  . ميکروارگانيسم ها در محيط بکار مي روند      
انساني يک پروتئين حامل بسيار مهم است،  اين ماده از 
پيوند اختصاصي آنتي بادي با محيط جلوگيري مي نمايد 

اوره نيز به نظر  . و آنتـي بـادي را پايـدار نگـه مـي دارد            
مـي رسـد بـا حفـظ فـشار اسـمزي مناسب در واکنش               

  مهمـي ايفا    نقـش صي آنتـي بـادي و آنتـي ژن          اختـصا 
 نشان داده شده حضور  ۱همانطور که در شکل . کندمي 
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 ٥         ۱۳۸۴  سال● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران  IRMA بروش  PSAتهيه ماتريكس مصنوعي جهت اندازه گيري      
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 تخمين غلظت آنتي ژن خالص با  استانداردهاي تهيه شده از ماتريكس هاي متفاوت: ۱ - شكل
۱:Free serum   
۲  :mmol/L) ۲۵Tris-glycine (  
۳  :mmol/L) ۲۵Tris-glycine () + mmol/L ۷۵ (NaCl 
۴ :mmol/L) ۲۵Tris-glycine () + mmol/L ۷۵ (NaCl)+ mmol/L ۵/۱۲ (Tris 
 ۵ :mmol/L) ۲۵Tris-glycine() + mmol/L ۷۵ (NaCl)+ mmol/L ۵/۱۲ (Tris) ml/L۵/۰TritonX-100 (  
۶ :mmol/L) ۲۵Tris-glycine() + mmol/L ۷۵ (NaCl)+ mmol/L ۵/۱۲ (Tris) +ml/L۵/۰TritonX-100 + (  

)g/L ۲۵/۱ (HSA 
۷ :mmol/L) ۲۵Tris-glycine() + mmol/L ۷۵ (NaCl)+ mmol/L ۵/۱۲ (Tris) +ml/L۵/۰TritonX-100 + (  

)mol/L ۵/۰ (Urea  
۸ :mmol/L) ۲۵Tris-glycine() + mmol/L ۷۵ (NaCl)+ mmol/L ۵/۱۲ (Tris) +ml/L۵/۰TritonX-100 + (  

)g/L ۲۵/۱ (HSA+ ) mol/L ۵/۰ (Urea  
۹ ) :mol/L ۱ (PBS ) + + g/L ۲۵/۱ (HSA 

۱۰ :solution  HankK's  ) + + g/L ۲۵/۱ (HSA 
*  3 NaN ) g/L۱ (به تمام ماتريكس ها اضافه شده است. 
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 فروتن و همكاران ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران          ٦

تمامـي ايـن مـواد بـراي نيل به نتيجه مطلوب ضروري       
است ولي تاثير ميزان آلبومين سرم انساني و اوره بسيار          

 تاثيـر ميزان آلبومين  ۳در شـکل  . مـشاهده شـد   مهمتـر   
ــساني و در شــکل  ــين  ۴ان ــزان اوره در تخم ــر مي   تاثي

. ه اند صحيح غلظت آنتي ژن خالص اوليه مشخص شد       
 گرم بر   ۲۵/۱(بهترين غلظت براي آلبومين سرم انساني       

با . بدست آمد )   مـول بر ليتر    ۵/۰(و بـراي اوره     ) ليتـر 

 اوره در واكنش  وHSAافـزايش غلظـت، هردو تركيب       
مـي كنند و در    آنتـي ژن و آنتـي آبـادي تـداخل ايجـاد           

تخمـين غلظـت آنتـي ژن خالص خطاي منفي خواهيم       
 نــشان داده شــده کــه جايگزينــي ۵در شــکل . داشــت

ــساني    ــين ســرم ان ــاوي بجــاي آلبوم ــين ســرم گ آلبوم
 .پذير مي باشد امکان

 
 

 س هاي مختلف و سرم خون انسانيماتريک) پيوند غير اختصاصي  ( NSB مقايسه :۱ - جدول
 

 نوع ماتريکس
 شمارش استاندارد صفر

)CPM( 
% NSB a 

۱ ۵۷۴ ۴۰/۰ 

۲ ۴۱۳ ۲۸/۰ 

۳ ۴۱۱ ۲۸/۰ 

۴ ۳۸۲ ۲۵/۰ 

۵ ۳۷۰ ۲۵/۰ 

۶ ۲۳۵ ۱۴/۰ 

۷ ۲۴۰ ۱۵/۰ 

۸ ۲۱۲ ۱۲/۰ 

۹ ۴۰۲ ۲۷/۰ 

۱۰ ۵۰۲ ۳۵/۰ 
 
 a)cpm ( ۱۲۹۷۸۱  = شمارش کلي )بر حسب شمارش در دقيقه( 
)cpm (۵۰ = شمارش زمينه )برحسب شمارش بر دقيقه( 

 NSB%=) شمارش استاندارد صفر–شمارش زمينه ( / ) شمارش کلي–شمارش زمينه ( × ۱۰۰
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Conc.PSA:
 25.20±0.43

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  منحني كاليبراسيون استانداردهاي تهيه شده با ماتريكس مصنوعي انتخابي: ۲ - شكل
 
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
با سرم انساني غلظت  ( خالص PSA آلبومين سرم انساني بر تخمين غلظت  تأ ثير ميزان:۳ - شكل

PSA ساير تركيبات موجود در ماتريكس ها يكسان   . ميلي گرم بر ليتر بدست آمد۲۸/۲۵ ± ۵۳/۰ خالص
 . ) مول برليتردر نظر گرفته شد۵/۰و غلظت اوره 
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 فروتن و همكاران ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران          ٨
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  خالص PSAلظت  تأ ثير ميزان اوره بر تخمين غ:۴ - شكل
 . ميلي گرم بر ليتر بدست آمد۲۸/۲۵ ± ۵۳/۰ خالص PSA با سرم انساني غلظت -
 . گرم برليتردر نظر گرفته شدHSA ۲۵/۱ ساير تركيبات موجود در ماتريكس ها يكسان  و غلظت  -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  در تهيه ماتريكس استانداردBSA و HSAمقايسه اثر : ۵ - شكل

 ) ميلي گرم بر ليتر بود۶۱/۰ليه آنتي ژن غلظت او( 
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شماره استاندارد

بررسـي ميـزان پايداري و شرايط نگهداري        
 : استانداردها

بمـدت يکـسال بفواصـل مخـتلف استانداردهاي کيت          
ايمونـوتک و استانداردهاي تهيه شده با ماتريکس سرم         
خــون انــسان و ماتــريکس مــصنوعي انتخابــي کــه در 

نگهداري شده  درجه سانتيگراد  ۸-۲يخچـال در دمـاي      
بــودند، همــزمان مــورد بررســي قــرار گــرفتند کــه در  

  به ترتيب نتايج استانداردهاي تهيه شده     ۷و۶شکل هاي   
با ماتريکس مصنوعي و سرم انساني نشان داده شده اند      

 ميـزان افـت غلظـت اولـيه آنتي ژن در      ۲و در جـدول     
اسـتانداردهاي کيت ايمونوتک، استانداردهاي تهيه شده       

س مـصنوعي و  سـرم انـساني مقايسه شده         بـا ماتـريک   
ــشان مــي دهــند کــه . اســت ــته هــا ن ــن ياف ــداري اي  پاي

 تهيه شده با سرم خون انسان در طي اين  ياسـتانداردها 

به نظر مي رسد    .  مـدت کاهش چشمگيري داشته است     
و در سـرم خون     بـوده    بـسيار حـساس      PSAآنتـي ژن    

انـسان که حاوي ترکيبات مختلفي است تجزيه شده و          
. يابد چشمگيري کاهش مي      بطـور  ظـت اسـتانداردها   غل

 مي توان از استانداردهاي کيت ايـن در حالـي اسـت که      
ايمونــوتک و اســتانداردهاي تهــيه شــده بــا ماتــريکس 
مـصنوعي بمـدت يکـسال حتـي بيشتر بدون تغيير در             

 . منحني کاليبراسيون و نتايج نهائي استفاده نمود
 بهتــــرين و آســــانترين شــــرايط نگهــــداري از

ــتانداردها ــصنوعي در يخچــالياس ــريکس م  ۲-۸( مات
۴البته در دماي    ). ۲جدول    ( مي باشد ) درجه سانتيگراد 

 درجه سانتيگراد و بصورت ليوفيليزه هم بدون مشکل   -
 را نگهداري کرد ولي نگهداري در يخچال        هاآن مي توان 

 .براي کاربران ساده تر خواهد بود
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 رسي پايداري استانداردهاي تهيه شده از ماتريكس مصنوعيبر: ۶ - شكل
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 بررسي پايداري استانداردهاي تهيه شده از سرم خون انسان: ۷ - شكل
 
 

 
 مقايسه پايداري استانداردهاي کيت، استانداردهاي تهيه شده با  سرم خون و ماتريکس :۲ – جدول

 مصنوعي در شرايط مختلف بمدت يک سال
 

 )درصد ( افت غلظت اوليه  استاندارد
Immunotec 

 
۳۴/۰± ۳۴/۱۶ 

F 
 

۴۶/۰ ±  ۷۵/۷۶ 

۱A 
 

۵۶/۰ ±  ۶۹/۱۳ 

۲A 
 

۳۲/۰ ±  ۲۷/۱۴ 

۳A 
 

۲۹/۰ ±  ۱۵/۱۳ 

 
Immunotec :استاندارد كيت ايمونوتك كه در يخچال نگهداري شده است. 

F :ري شده استاستاندارد تهيه شده با سرم خون انسان که در يخچال نگهدا. 
۱A : درجه سانتيگراد۲-۸دماي ( استاندارد تهيه شده با ماتريکس مصنوعي نگهداري شده در يخچال ( 
۲A : درجه سانتيگراد -۴دماي ( استاندارد تهيه شده با ماتريکس مصنوعي نگهداري شده در فريزر  ( 
۳A :درجه سانتيگراد -۴يزه در دماي استاندارد تهيه شده با ماتريکس مصنوعي نگهداري شده بصورت ليوفيل  
۴A : درجه سانتيگراد۲۵(استاندارد تهيه شده با ماتريکس مصنوعي  نگهداري شده در دماي اتاق ( 
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 ١١         ۱۳۸۴  سال● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران  IRMA بروش  PSAتهيه ماتريكس مصنوعي جهت اندازه گيري      

 : بررسي تکرار پذيري استانداردها
جهـت بررسـي تکـرار پذيـري آزمايـشات، با آنتي ژن         

 درجه سانتيگراد -۷۰خالص ليوفيليزه شده که در دماي    
يـري از تجـزيه شـدن آن نگهداري شده    بمـنظور جلوگ  

بـود، سه بار استاندارد با ماتريکس انتخابي تهيه شد که          
 غلظـت آنتـي ژن از اين آزمايشات با ضريب واريانس           

)۳۱/۰ = %(CV ۲۶/۰ ± ۴۳/۳۳  ميلــي گــرم برليتــر) بــا
بدسـت آمد که نشان مي دهد        %) ۹۵محـدوده اطميـنان     

کـرار پذيري  تهـيه اسـتانداردها بـا ايـن ماتـريکس از ت      
 . خوبي برخوردار مي باشد

 
 : تعيين  صحت آزمايشات

نمـونه هـاي کنترل کيت که در واقع نمونه هاي واقعي و         

ليوفيليـزه شـده مي باشند و همچنين تعدادي نمونه هاي           
سـرم انـساني تـازه توسـط اسـتانداردهاي تهيه شده با             
ماتـريکس مـصنوعي و کـيت ايمونـوتک انـدازه گيري            

ين نمونه ها توسط اين ماتريکس رقيق       شـدند و سپس ا    
و  جوابها مورد بررسي قرار ) نصف غلظت اوليه  (شـده   

نتايج نشان مي دهد که آناليز توسط   ) ۳جدول  ( گـرفت   
اين  استانداردها از تکرارپذيري مناسب  و جواب ها ي        

در . بدسـت آمـده از دقـت خوبـي برخوردار مي باشند            
مورد نظر هيچ نتـيجه مـي تـوان نتيجه گرفت ماتريکس         

گـونه تداخلي در واکنش آنتي بادي و آنتي ژن از خود            
نـشان نمـي دهد و از نظر شيميائي و سنيتيکي و ساير             

 . خواص با سرم خون انسان مطابقت دارد

 
 
 

 مقايسه نتايج آناليز با استفاده از استانداردهاي کيت واستانداردهاي داخلي تهيه شده با :۳ - جدول
 ماتريکس مصنوعي

 

 نمونه
محدوده غلظت با استانداردهاي کيت 

 )نانوگرم بر ليتر( ايمونوتک 

غلظت با استانداردهاي 
نانوگرم بر (داخلي 

 )ميلي ليتر

۱C ۸۲/۷ -  ۶۲/۳ ۱۱/۰ ±  ۰۹/۴ 

۲C ۳۴/۲۰ - ۴۵/۱۳ ۲۲/۰ ±  ۳۵/۱۵ 

۲ /۱C ۹۱/۳ - ۸۱/۱ ۳۴/۰ ±  ۹۷/۱ 

۲/۲C ۱۷/۱۰ -  ۷/۶ ۵۱/۰ ±  ۳۸/۷ 

۱S ۰۱/۰ ±  ۵۲/۰ ۰۲/۰ ±  ۴۹/۰ 

۲S ۱۲/۰ ±  ۲۲/۱ ۲۱/۰ ±  ۴۶/۱ 

۳S ۴۱/۰ ±  ۵۱/۳ ۳۶/۰ ±  ۶۰/۳ 

۴S ۲۳/۰ ±  ۳۳/۵ ۴۲/۰  ± ۰۱/۵ 

۵S ۵۶/۰ ±  ۷۷/۱۰ ۴۷/۰  ± ۰۶/۱۰ 
 

)۱C   ۲ وC      ۲/۱ نمونه هاي كنترل كيت بصورت ليوفيليزهC۲/۲  وCنمونه هاي كنترل رقيق شده با ماتريكس مصنوعي   ،
۵S - ۱Sهاي سرم انساني تازه نمونه ( 
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 نتيجه گيري
اسـتانداردهاي تهـيه شـده از اين ماتريکس داراي تمام           
خواص يک استاندارد مطلوب از قبيل مشابهت فيزيکي      

، )سرم خون   ( و شـيميائي بـا ماتـريکس نمونه واقعي          
محـصولي يکـنواخت با پايداري عالي، دقت و صحت          

ط نگهداري  پائـين، شراي   NSBدر نـتايج نهائـي، ميـزان        
ــازنده آن      ــرکيبات س ــي ت ــي و ارزان ــان و دسترس آس

 . مي باشند
 

 تشکر و قدرداني
بدينوسيله از زحمات  همکاران محترم گروه        

بـيومولکول هـسته اي و گروه راديوايمونواسي خصوصاً     
 شعبان   و آقايـان مـسعود محـرم زاده، موسي پورعبدي        

 . هنرمند صميمانه تشکر و قدرداني مي شود
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Preparation of an Artificial Matrix to Replace Human 
Standards of Prostate Specific Antigen IRMA Assay Kit 

 

 
H. Foroutan BSc1, R. Najafi PhD, M. Babaei PhD 

 
1Radioimmunoassay Lab., 2Nuclear Biomolecules Lab., Radioisotope Department, Nuclear  Research Center, Atomic  

Energy Organization of Iran, Tehran, Iran 

 

 

ABSTRACT 
Introduction: Prostate specific antigen (PSA) is one of the most sensitive markers for diagnosis 

of prostate cancer. Immunoradiometric kit (IRMA) is a common and sensitive method for 

determination of PSA in clinical laboratories. This kit has four major components: solid phase coated 

with monocolonal antibody, pair antibody labelled with I-125, series of standards in different ranges 

of concentration and lyophilized control samples. In IRMA method, PSA is determined in human 

serum. Therefore, matrix of standards have to be similar to human serum. Using human serum as 

standard has many shortcomings namely biohazard contamination, instability, serum protein 

precipitation and unavailability. Artificial matrix however, is an ideal substitute for human serum.  
Methods: In this study, we used an artificial matrix as standard sample and evaluated its effects 

including reproducibility, sensitivity, precision and stability for  determination of PSA in comparision 

to human serum.   

Results: The specificity, sensitivity, storage condition and the stability of these standards 

prepared with artificial matrix were studied. Similar results in comparison to human serum was 

observed.  

Conclusion: The prepared standards with this matrix had suitable and ideal properties and it can 

be used as standard in PSA assay kit.  

 
Key words: Prostate, PSA, RIA, Standard matrix, Human serum 
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