
دانش آزمایشگاهی ایران
شبکه آزمایشگاهی فناوری نانو

سال نهم    شماره   2  تابستان    1400  شماره پیاپی 34   ISSN 2538-3450

info@ijlk.ir
w w w. I J L K . i r

فصلنامه تخصصی

به اشتراک گذاری تجربیات کارشناسان آزمایشگاه ها؛  برنامه زنده 
اینترنتی شبکه آزمایشگاهی

معرفی روش آنالیز 
فلوسایتومتری

معرفی روش واکنش زنجیره ای پلیمراز 
هم زمان

معرفی آزمون خستگی فرتینگ یا خستگی - 
سایشی مواد با بارگذاری خمشی متناوب

کاربردهای جدید رزونانس مغناطیس هسته

 معرفی اصول عملکرد میکروسکوپ الکترونی
 عبوری محیطی درجا / بهنگام مجهز به سلول مایع

جداسازی و شناسایی اجزاء  تشکیل دهنده 
اسانس و اسیدهای چرب تری گلیسریدی 

در گیاه کلپوره به روش کروماتوگرافی گازی - 
طیف سنجی جرمی



سال نهم    شماره   2  تابستان   1400  شماره پیاپی 34    دانش آزمایشگاهی ایران
تخصصی

فصلنامه 
w

w
w

.I
JL

K
.i

r

5 3

ت 
الا

مق

معرفی روشمعرفی روش
آنالیز فلوسایتومتری آنالیز فلوسایتومتری 

فلوسایتومتری روشی کارآمد در سلول شناسی است که قادر به اندازه گیری و آنالیز هم زمان چندین عامل فیزیکی 
نظیر اندازه و گرانولیتی از یک سلول منفرد و یا هر ذره محلول دیگری است. علاوه بر این، کارایی این روش به ویژگی 
در  مولکول هدف  به  کنژوگه متصل  مونوکلونال  آنتی بادی های  یا  فلورسانس  رنگ های  از  منتشر شده  نوری  پرتوهای 
)لیزر و  اپتیکی  فلوسایتومتر شامل سیستم جریان سیال، سیستم  یا درون سلول بستگی دارد. اجزای دستگاه  سطح 
در  قدرتمند  ابزاری  مجموع  در  سلول،  الکتروستاتیکی  تقسیم بندی  سیستم  و  نرم افزار  سیگنال،  پردازشگر  فیلترها(، 
تحلیل دقیق جمعیت های سلولی پیچیده در مدت زمان کوتاه ایجاد کرده است. با توجه به اینکه این روش در زمینه های 

ایمنی  پزشکی،  تشخیص  جمله  از  مختلفی 
مولکولی،  بیولوژی  شناسی،  آسیب  شناسی، 
کاربرد  غیره  و  میکروبیولوژی  گیاهی،  علوم 

فلوسایتومتر، سلول، اندازه، گرانولیتی، رنگ فلورسانس.وسیعی دارد.

واژه های کلیدی

چکیده

نویسندگان

 مرضیه انعام 1و5*
شراره ستوده2و5

 فروغ چمائی نژاد3و5
محمد رضا نژاد مقدم4و5

peyamazadi@gmail.com٭

بخش اول

اساس روش و اجزای تشکیل دهنده دستگاه فلوسایتومتر
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در طـی سـال های دهـه 60 میـلادی، تـلاش جمعـی از دانشـمندان فعـال در عرصـه سلول شناسـی، منجر به ابداع روشـی 
بـا عنـوان فلوسـایتومتری شـد کـه امـکان شناسـایی ذرات از جملـه سـلول ها و ارزیابـی ویژگی هـای آنهـا را فراهـم آورد. 
سـرعت و دقـت بـالای ایـن روش موجب شـد تـا خیلـی زود جایگاه ویـژه ای در حوزه های مختلف علوم پزشـکی و زیسـتی 
بـه خـود اختصـاص دهـد ]1[. حاصـل تلاش هـای اولیـه در ایـن زمینـه، ایجـاد دسـتگاه تـک عاملـی بـود که فقـط اندازه 
سـلول ها را شناسـایی می کـرد. امـا امـروزه دسـتگاه های فلوسـایتومتری قدرتمنـدی پـا بـه عرصـه گذاشـته اند کـه قـادر 
بـه تشـخیص هم زمـان تـا 14 عامـل مختلـف از صدهـا هـزار ذره منفـرد در ثانیـه هسـتند ]2[. آنالیـز این حجم وسـیع از 
داده هـای حاصـل از هـر آزمون، کار بسـیار حسـاس و تخصصی اسـت و بـا گراف ها و نمودارهای به دسـت آمـده و به کمک 
نرم افزارهـای اختصاصـی تجزیه و تحلیل می شـوند. این روش، کاربرد زیادی در حوزه تشـخیص پزشـکی به ویژه تشـخیص 
و طبقه بنـدی سـلول های خونـی طبیعـی از غیرطبیعـی و لذا تشـخیص انواع بدخیمی های خونی، بررسـی پاسـخ به درمان 
در بدخیمی هـا و ایـدز و همچنیـن سـنجش عوامل اختصاصی در تشـخیص و پیش آگهی بیمـاری دارد. همچنین در حوزه 
تحقیقاتـی در بررسـی میـزان مـرگ سـلولی و آپاپتـوز/ نکروز، میـزان ماده ژنتیکـی/ DNA، بررسـی زنده مانی سـلول های 

کشـت و باکتـری، بررسـی رونـد سـیکل سـلولی، تعییـن کاریوتایپ و غیـره نیز مورد اسـتفاده قـرار می گیـرد ]3 تا 7[.
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  اساس روش

در روش فلوسـایتومتری، هدف، اندازه گیری ویژگی های فیزیکی و 
شـیمیایی ذرات بصورت منفرد اسـت. اگرچه ذرات سـنتتیک و اجزای 
جـدا شـده از سـلول و همچنیـن ذرات کوچکتر از سـلول را می توان با 
ایـن روش آنالیز نمود، غالبا سـلول های جانـوری، گیاهی و میکروبی با 
ایـن روش مـورد بررسـی قـرار می گیرند. سـلول های موجـود در نمونه 
پـس از تزریـق به دسـتگاه در جریانی از سـیال قرار گرفتـه و تک تک 
از مقابـل پرتـوی نـور لیـزر عبور می کننـد ]8[. نـور پس از برخـورد با 
هـر سـلول در زوایای مختلف شکسـته می شـود. پرتوهای نـوری که از 
امتداد لبه های سـلول عبور می کنند کمترین زاویه شکسـت را داشـته 
و تقریبـا رو بـه جلـو پراکنده می شـوند. این پراکندگی نـور، پراکندگی 
نـور رو بـه جلو6  نامیده شـده و می تواند معیاری از اندازه ذره یا سـلول 
باشـد. پرتوهـای نـوری کـه از میـان ذره یـا سـلول عبـور می کنند در 
اثـر برخـورد بـا محتـوای داخلـی آن در زوایای بزرگتری شکسـته و به 
اطـراف پراکنـده می شـود. ایـن پراکندگی های نـور کـه پراکندگی نور 
جانبـی7 نامیـده می شـود در زاویـه 90 درجـه نسـبت بـه پرتـوی نور 
لیـزر، اندازه گیـری شـده و میـزان پیچیدگـی سـاختاری درون سـلول 

مثـل گرانولیتی آن را نشـان می دهد )شـکل )1((.

شـکل )1(: شکسـت نور لیزر در برخـورد با سـلول و پراکندگـی آن در زوایای 
رو بـه جلو )FSC( و جانبی )SSC( )سـمت راسـت(، ایجاد نشـر فلورسـانس از 

آنتی بادی هـای کنژوگـه متصـل به سـلول )سـمت چپ(

در ایـن روش، عـلاوه بـر انـدازه و سـاختار سـلول، مارکرها یا 
همـان آنتی ژن هـای سـطحی و سیتوپلاسـمی سـلول ها نیـز حائز 
اهمیـت هسـتند. ایـن آنتی ژن هـا را می تـوان با آنتی بـادی متصل 
بـه رنـگ فلورسـانس یـا بـا اسـتفاده از فلوروکـروم آزاد نشـان دار 
کـرد. الکترون هـای موجود در سـاختار مولکولی رنگ فلورسـانس 
در برخـورد بـا نـور لیـزر تهییـج شـده و در بازگشـت بـه حالـت 
پایـه، دامنـه مشـخصی از نـور مرئی را منتشـر می سـازد. بنابراین، 
تابـش نـور لیـزر بـه سـلول های نشـان دار باعث نشـر فلورسـانس 
می شـود )شـکل )1((. شـدت های بالاتـر نشـر فلورسـانس، نشـان 
دهنـده حضـور بیشـتر آنتـی ژن در سـلول اسـت. بدیـن ترتیـب 
جمعیت هـای مختلـف سـلولی از نظـر انـدازه )FSC(، گرانولیتـی 
)SSC( و میـزان بیـان آنتـی ژن )نشـر فلورسـانس( از هـم افتراق 
و   SSC و   FSC شـکل  بـه  شـده  پراکنـده  نـور  می شـوند.  داده 
همچنین نشـر فلورسـانس توسـط فیلترها از هم تفکیک و توسـط 
آشکارسـازها جمـع آوری و بـه کمـک مبدل بـه جریـان الکتریکی 
)ولتـاژ( تبدیل می شـود. جریـان الکتریکی با اسـتفاده از سیسـتم 
توسـط  کـه  شـده  تبدیـل  دیجیتـال  داده هـای  بـه  پردازشـگر 
کامپیوتـر به صـورت نمـودار نمایـش داده می شـود ]9[. همچنین 
براسـاس  را  سـلول ها  قادرنـد  فلوسـایتومتر  دسـتگاه های  برخـی 
ویژگی هـای یـاد شـده به صـورت فیزیکـی و بـا ایجاد الکتریسـیته 
سـاکن بـر سـطح سـلول، از هـم تفکیـک نماینـد. در واقـع چنین 
دسـتگاه هایی مرتـب کننـده سـلول فعـال شـده بـا فلئورسـنت8 
بـوده و لـذا در جداسـازی رده هـای مختلف سـلولی کاربـرد دارند 
فلوسـایتومتری،  دسـتگاه های  اصلـی  قسـمت  پنـج  البتـه   .]2[
شـامل سیسـتم جریـان سـیال، سیسـتم اپتیکـی )لیزر-فیلترها(، 
پردازشـگر، بخش نرم افزاری و سیسـتم تقسـیم بندی الکتریسـیته 
سـاکن سلول هاسـت کـه در ادامـه دربـاره چگونگی عملکـرد آنها 

شـرح مختصـری ارائـه می شـود.
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  سیستم جریان سیال

فلوسـایتومتری  روش  توانایـی  شـد،  گفتـه  کـه  همان طـور 
از مهمتریـن  اندازه گیـری ویژگی هـای تـک تـک ذرات یکـی  در 
دسـتگاه  در   .]10[ اسـت  فلوسـایتومتری  روش  کاربردهـای 
فلوسـایتومتری یک سیسـتم جریان سـیال وجود دارد که بسـتری 
به منظـور حمـل سـلول ها )ذرات( از محـل ورود بـه دسـتگاه تـا 
محـل پرتـو لیزر و سـپس مخـزن ضایعات9 اسـت. سیسـتم جریان 
سـیال به گونـه ای طراحـی شـده تـا جریانـی از سـلول های منفـرد 
را ایجـاد نمایـد و بـه ایـن شـکل عمـل می کنـد؛ نمونـه بـه شـکل 
محلـول بـه دسـتگاه تزریـق شـده و ذرات موجـود در آن در یـک 
فضـای سـه بعدی بـه نام اتاقـک جریـان10 پخش می شـوند. اتاقک 
جریـان در دو نـوع مختلـف شـامل فلوسـل11 و نوک نـازل12 وجود 
دارد کـه بسـته بـه نوع فلوسـایتومتر )رومیـزی13 یا نـوع جریان در 
هـوا14( متفاوت اسـت. اتاقک جریـان با اسـتفاده از بخش بزرگتری 
حـاوی مایعی با سـرعت بسـیار بالا به نـام مایع پوششـی15  احاطه 
شده اسـت. مایـع حـاوی نمونـه با سـرعتی کمتـر از اتاقـک جریان 
خـارج شـده و در مرکـز جریـان مایـع پوششـی قـرار می گیـرد. در 
واقـع، عملکـرد جریـان مایـع پوششـی کـه همـواره سـرعتش از 
سـرعت مایـع حـاوی نمونـه بیشـتر اسـت، اثری بـه نام اثـر تمرکز 

هیدرودینامیکـی ایجـاد می کنـد ]8[ )شـکل )2((.

شکل )2(: نمایی از سیستم جریان سیال

تمرکـز هیدرودینامیکـی باعـث می شـود که سـلول ها یـا ذرات 
موجـود در مایـع نمونـه بعـد از کشـانده شـدن بـه داخـل جریـان 
به صـورت تـک تـک از سـوراخ انتهایی تـا نقطـه مقابل تابـش لیزر 
عبـور نماینـد. بـا قـرار گرفتـن سـلول )ذره( به صـورت منفـرد در 
مرکـز جریان سـیال، بهترین حالـت برای برخورد لیـزر و در نتیجه 

پراکندگـی نـور و نشـر فلورسـانس ایجـاد می شـود ]11[.
بـا تنظیـم فشـار مایـع پوششـی و مایـع حـاوی نمونه، بیشـتر 
سـلول ها از مرکـز اشـعه لیـزر عبـور می کننـد؛ بنابرایـن، نـور لیزر 
تابیده به سـلول ها و نشـر پراکنده شـده از آنهـا یکنواخت تر خواهد 
بـود. بـرای آنالیزهایـی کـه به دقـت و وضـوح بیشـتری نیازمندیم، 
ماننـد آنالیـز DNA، با همین تغییر نسـبت فشـار جریان پوششـی 

بـه جریـان نمونه، سـرعت عبـور ذرات از مقابل پرتو لیزر آهسـته تر 
شـده تا دقت آنالیز دسـتگاه بیشـتر شـود. بنابراین، فعالیت صحیح 
اجـزای سیسـتم جریـان سـیال دسـتگاه فلوسـایتومتری بـرای در 
مرکـز قـرار گرفتـن ذرات و در نتیجـه برخـورد مناسـب پرتـو لیزر 
بـه ذرات مـورد آنالیـز ضروری اسـت. همچنیـن در طـی آنالیز باید 
اطمینـان حاصـل شـود کـه سیسـتم مایـع فاقـد حباب هـای هـوا 
و ذرات ناخواسـته باشـد و در تمـام مـدت آزمایـش میـزان فشـار 

مناسـب و یکنواختـی اعمال شـود ]12[.

  سیستم اپتیکی )لیزر-فیلترها(

بخـش  دو  شـامل  فلوسـایتومتر  دسـتگاه  اپتیکـی  سیسـتم 
اسـت. بخـش اول، منبـع نـور لیـزر کـه موجـب برانگیختگـی رنگ 
فلورسـانس شـده و بخش دوم شـامل مجموعه ای از فیلترها اسـت 
که نشـر فلورسـانس حاصل را جمـع آوری و به آشکارسـاز16 منتقل 
می نمایـد )شـکل )3((. در این سیسـتم بـا قرار دادن عدسـی هایی 
در مسـیر منبـع نـور لیزر می تـوان پرتوهای نـوری را متمرکز نمود. 
سـکوی نـوری طراحی شـده در فلوسـایتومترها سـبب می شـود تا 
نقطـه تلاقـی پرتو لیزر در قسـمت مرکـزی جریان نمونـه ثابت نگه 
داشـته شـود. بنابرایـن می تـوان اطمینـان داشـت کـه لیـزر به طور 

صحیـح بـه ذرات موجـود در جریـان نمونـه برخـورد می کند.
شـامل  فلوسـایتومتر  در  رفتـه  بـکار  لیـزر  نـور  منبـع  انـواع 
لیزرهـای آبـی، قرمـز، زرد و بنفـش اسـت کـه بـه ترتیـب بـا طول 
موج هـای 488، 637، 405 و 561 نانومتـر کار می کننـد کـه هـر 
یـک می توانند طیفـی از رنگ هـای فلورسـانس را برانگیخته نماید. 
به عنـوان مثـال، فلورسـین ایزوتیوسـیانات17 کـه حداکثـر جذب را 
در طـول مـوج 488 نانومتـر دارد و به خوبی با لیـزر آبی برانگیخته 
می شـود. طـول مـوج 488 نانومتر در لیـزر آبی با یونیزاسـیون گاز 
آرگـون بـا اسـتفاده از پالس هـای الکتریکـی بـا ولتـاژ بـالا ایجـاد 

.]11[ می شـود 
نـور لیـزر از هـر منبعی، پس از برخورد با سـلول شکسـته شـده 
و در زوایـای مختلـف بـه اطراف پراکنده می شـود. میـزان این نوع از 
پراکندگی نور بسـتگی بـه ویژگی های ظاهری سـلول دارد. پرتوهای 
نـوری کـه در برخـورد بـا لبه های سـلول بـا کمترین زاویـه منحرف 
می شـود، در راسـتای منبـع نـور لیـزر منعکـس شـده و شـدت آن 
بیانگـر اندازه سـلول اسـت. این پراکندگـی FSC نـام دارد. پرتوهای 
نـوری کـه در برخـورد با محتویـات درونی سـلول با بیشـترین زاویه 
منحـرف می شـود در جهـات مختلـف منعکـس شـده و شـدت آن 
بیانگـر گرانولیتـی درون سـلول اسـت. ایـن پراکندگـی کـه در زاویه 
 SSC ،90 درجـه نسـبت بـه منبـع نـور لیـزر اندازه گیـری می شـود
نـام دارد. پرتوهـای FSC و SSC صرفـا پرتوهـای منعکـس شـده از 
سـلول در اثـر برخـورد لیـزر هسـتند و نشـان دهنـده ویژگی هـای 
فیزیکـی سـلول )انـدازه و میـزان گرانولیتـی( بـوده و هیـچ ارتباطی 
بـه مقـدار فلورسـانس سـلول –ناشـی از رنگ هـای متصـل شـده به 
اجـزای سـلولی- ندارنـد. بنابرایـن، از دسـتگاه فلوسـایتومتر بـرای 
بررسـی خـواص فیزیکـی سـلول هایی کـه بـا مـاده فلورسـانس هم 

رنگ آمیـزی نشـده باشـند، می تـوان اسـتفاده نمـود ]11 و 12[.
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شـکل )3(: نمـای کلـی از اجـزای تشـکیل دهنـده دسـتگاه فلوسـایتومتر، 
موقعیـت فیلترهـا و آشکارسـازها

وجـود آنتی ژن هـای اختصاصـی در هـر رده سـلولی مهمتریـن 
اسـت.  سـلولی  مختلـف  جمعیت هـای  تشـخیص  در  ویژگـی 
به عـلاوه میـزان بیـان آن نشـان دهنده مراحـل یـا شـرایطی اسـت 
کـه سـلول در آن قـرار دارد. بـر ایـن اسـاس می تـوان سـلول ها 
را بـا آنتی بادی هـای کنژوگـه بـا رنـگ فلورسـانس نشـان دار کـرد. 
رنـگ فلورسـانس در برخـورد بـا نـور لیزر تهییـج شـده و دامنه ای 
از نـور مرئـی را از خـود نشـر می دهـد. فلوسـایتومترها می تواننـد 
الگوهـای انتشـار نـور در طیـف مرئـی در محـدوده 350 الـی 800 
نانومتـر را ثبـت کننـد. اگرچه دسـتگاه فلوسـایتومتر قـادر به ثبت 
محـدوده خـارج از طیـف الکترومغناطیـس اسـت امـا اسـتفاده از 
طـول موج هایـی بـا انـرژی بالاتـر) اشـعه گامـا و اشـعه X( سـبب 
شکسـت پیونـد کـوالان در سیسـتم زیسـتی می شـود و امـواج بـا 
انـرژی کمتـر )مایکروویـو و امواج رادیویی( نشـر فلورسـانس کافی 

تولیـد نمی کننـد ]12 و 13[.
و همچنیـن   SSC و   FSC نـوری  پراکندگی هـای  نهایـت،  در 
نشـر فلورسـانس کـه پـس از برخورد نور لیـزر به یک سـلول ایجاد 
می شـود بـا اسـتفاده از فیلترهـا به صـورت اختصاصـی دریافت و از 

هـم تفکیک می شـوند.

 فیلترها
پراکندگـی نـور و نشـر فلورسـانس ایجـاد شـده از هـر سـلول 
بـه  و  تفکیـک شـده  نـوری  فیلترهـای  از  از طریـق مجموعـه ای 
به صـورت  فیلترهـا  از  یـک  هـر  می شـوند.  منتقـل  آشکارسـازها 
انتخابـی دامنـه مشـخصی از طیـف مرئـی را از خود عبـور می دهد. 
بنابرایـن، بـه هـر فیلتـر یـک عـدد اختصـاص می یابـد کـه بیانگـر 
می کنـد.  عبـور  فیلتـر  آن  از  کـه  اسـت  موجـی  محـدوده طـول 
به طـور کلـی پنج نوع فیلتـر در فلوسـایتومترها مورد اسـتفاده قرار 

می گیـرد.
فیلترهـای بندپـس18  کـه به اختصـار BP نامیده شـده و طول 
موج هـای محـدوده مشـخصی را عبـور می دهنـد. به عنـوان مثـال، 

فیلتـر BP530/30 کـه تنها طـول موج هایی در محـدوده 515 الی 
545 نانومتـر )nm 15±530( را از خـود عبـور می دهـد. ایـن نـوع 
از فیلترهـا رایج تـر هسـتند. فیلترهـای لانگ پـس19 که بـه اختصار 
LP نامیـده می شـوند، طـول موج های مسـاوی و یا بلندتـر از طول 
مـوج مـورد نظـر را عبـور می دهند. فیلترهـای شـورت پس20 که به 
اختصـار SP نامیـده شـده و طـول موج هـای مسـاوی یـا کوتاه تر از 
طـول مـوج مـورد نظـر را عبـور می دهنـد. به عنـوان مثـال، فیلتـر 
LP530 کـه طـول موج هـای 530 و بالاتـر و فیلتـر SP530 کـه 
طـول موج هـای 530 و پایین تـر از آن را از خـود عبـور می دهنـد.

آینه هـای دیکوروئیـک21 یـا بازتابنـده22 نوعـی فیلتـر آینـه ای 
بسـیار دقیـق هسـتند کـه بـا زاویـه 45 درجـه نسـبت بـه پرتوهای 
نـوری قـرار می گیرنـد. بخـش کوچکـی از پرتوهـای نـوری رسـیده 
بـه هـر آینـه بـا توجه بـه محـدوده طـول مـوج مربوطـه از آن عبور 
و مابقـی عمـود بـر آینـه بعـدی منعکـس می شـود. آینه بعـدی نیز 
پرتوهـای نـوری مربـوط به طول موج خـود را عبـور داده و باقیمانده 
را بـه آینـه بعدی منعکـس می کند. به ایـن ترتیب، یک دسـته پرتو 
کـه مخلوطـی از طـول موج های متفـاوت اسـت، به تدریـج به طول 

موج هـای مختلـف تفکیـک می شـوند ]11 و 13[ )شـکل )4((.

شکل )4(: نمایی از فیلترهای فلوسایتومتری.

فیلترهـای چگالـی خنثـی23 نیز بـا انعکاس یا جذب بخشـی از 
پرتوهـای نـوری در هـر طـول موجـی از شـدت آن کاسـته و آن را 
متعـادل می کنـد. در مقابـل هـر فیلتـر یک آشکارسـاز قـرار گرفته 

کـه پرتوهـای نـوری عبـور یافتـه از آن فیلتـر را دریافـت می کند.

  پردازشگر

دسـتگاه های فلوسـایتومتر قادرند بـدون محدودیـت، داده های 
فراوانـی را در زمانـی انـدک جمـع آوری کننـد. دریافـت و ثبـت 
حداقـل 11 داده مربـوط بـه نشـر فلورسـانس و 2 داده مربـوط بـه 
FSC و SSC، از هزاران سـلول در مدت یک ثانیه و ترسـیم نمودار 
حاصـل از ایـن داده هـا رایـج اسـت ]14[. داده های فلوسـایتومتری 
در ابتـدا پرتوهـای نوری منتشـر شـده از یک سـلول اسـت که باید 
بـه شـکلی مناسـب به منظـور نمایـش در بخـش نرم افـزاری تبدیل 
پردازشـگر شـامل  انجـام می دهـد.  را  کار  ایـن  پردازشـگر  شـود. 
آشکارسـازها و مبـدل اسـت. آشکارسـازها سـیگنال های نـوری را 
بـه جریـان الکتریکـی و مبـدل ایـن جریـان الکتریکـی را بـه داده 
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دیجیتـال تبدیـل می کنـد. داده دیجیتـال شـکل مناسـبی از داده 
بـرای نمایـش در بخـش نرم افـزاری اسـت.

می کننـد.  ایفـا  داده  پـردازش  در  مهمـی  نقـش  آشکارسـازها 
پرتوهـای نـوری حاصـل از یـک سـلول پـس از عبـور از فیلترهـا به 
شـکل تفکیک شـده روی هر آشکارسـاز منعکس و در آن آشکارساز 
جریانـی از الکترون هـا را ایجـاد می کنـد. دو نـوع آشکارسـاز بـا نـام 
دیودهـای نـوری24 و لوله هـای تشـدید کننـده نـوری25 براسـاس 
می گیرنـد.  قـرار  اسـتفاده  مـورد  دارنـد  کـه  حساسـیتی  میـزان 
اگرچـه PD مبدلـی کارآمـد در تبدیـل پرتوهـای نـوری بـه جریـان 
الکتـرون شـناخته می شـوند اما آشکارسـازهای PMT در مقایسـه با 
PD حساسـیت بیشـتری دارنـد. بـه همیـن علت، PD در تشـخیص 
سـیگنال های نـوری قـوی ایجاد شـده از FSC بکار مـی رود در حالی 
کـه PMT معمـولا سـیگنال های نـوری ضعیـف ایجاد شـده توسـط 
SSC و نشـر فلورسـانس را تشـخیص می دهـد. سـیگنال های نـوری 
دریافـت شـده توسـط PMT یـا PD، براسـاس شدت شـان تبدیل به 
تعـداد مناسـبی از الکترون ها شـده تا جریـان الکتریکی ایجاد شـود. 
جریـان الکتـرون ایجاد شـده با اسـتفاده از آشکارسـازها در واقع یک 
سـیگنال آنالوگ اسـت کـه به یک تشـدید کننده هدایـت و در آنجا 
تبدیـل بـه یـک پالـس الکتریکی قوی تـر یا ولتاژ می شـود. بیشـینه 
مقـدار سـیگنال نـوری )پراکندگـی نـور یا نشـر فلورسـانس( زمانی 
بـه دسـت می آیـد کـه یـک سـلول در مرکـز نـور لیـزر قـرار گیـرد. 
زمانـی کـه این سـلول منبـع نـور را ترک می کنـد پالـس الکتریکی 
دوبـاره بـه سـطح پایـه بـاز می گـردد )شـکل )5((. سـیگنال آنالوگ 
حاصـل به منظـور پـردازش بـا کامپیوتـر، ابتدا بـا یک مبـدل آنالوگ 
بـه دیجیتـال26 تبدیـل بـه یـک سـیگنال دیجیتال شـده و سـپس 
یـک داده دیجیتـال ایجـاد می کند کـه در نمودارهای نقطـه ای27  یا 

هیسـتوگرام ها28 نمایـش داده می شـود ]15[.

شـکل )5(: مقـدار پالس الکتریکـی )ولتـاژ( در مراحل مختلف عبور سـلول از 
لیزر. نـور  مقابل 

دو نـوع تشـدید کننـده ، خطـی29 و لگاریتمـی30 وجـود دارد. 
اگرچـه داده حاصـل از ایـن دو نـوع تشـدید کننده یکسـان اسـت، 
امـا بـا توجه بـه رویکرد مـورد اسـتفاده در تبدیل سـیگنال آنالوگ 
بـه داده دیجیتـال، توزیـع داده متفاوتـی دارنـد. همچنیـن دامنـه 
داینامیـک عامـل مهـم دیگـری در انتخـاب تشـدید کننده هـای 
خطـی یـا لگاریتمـی اسـت. دامنـه داینامیـک حداقـل و حداکثـر 

سـیگنال قابل تشـخیص اسـت. در مـواردی نظیر بررسـی محتوای 
DNA طـی سـیکل سـلولی، دامنـه داینامیـک محـدودی مـورد 
نیـاز بـوده )اختـلاف تنهـا دو برابـری در مقـدار DNA( و تشـدید 
کننده هـای خطـی مناسـب ترند در حالـی کـه تشـدید کننده هـای 
لگاریتمـی در مـواردی نظیـر بیان مارکرهای سـطحی کـه نیازمند 
دامنـه داینامیکـی وسـیع اسـت )اختـلاف بیـان 100 تـا 10000 

برابـری بیـن سـلول ها( کاربـرد دارنـد ]16[.
به طـور کلـی، طـول مـوج عبـوری از فیلتـر مطابق با طـول موج 
 FITC منتشـر شـده از رنگ فلورسـانس اسـت. به عنوان مثال، رنگ
پـس از تهییـج بـا لیـزر آبـی )488 نانومتـر( بازنشـر فلورسـانس بـا 
پیـک 519 نانومتـر دارد کـه به خوبـی از فیلتـر BP530/30 )دامنه 
515-545 نانومتـر( عبـور کرده و روی آشکارسـاز مقابـل این فیلتر 
منعکـس می شـود. بـا توجه بـه اینکه هر رنگ فلورسـانس به شـکل 
کنژوگـه بـا آنتی بـادی، مختص یک آنتی ژن سـلولی اسـت، بنابراین 
در یـک آزمایـش مشـخص، داده های حاصل از هر آشکارسـاز مربوط 

بـه یـک رنـگ فلورسـانس و نماینده حضـور یک آنتی ژن اسـت.

  بخش نرم افزاری

پس از آنکه پراکندگی نور و نشـر فلورسـانس توسـط سیسـتم 
اپتیکـی و شناسـاگرها به سـیگنال الکتریکی تبدیل شـد، اطلاعات 
بـه داده دیجیتـال تبدیل شـده و کامپیوتـر می تواند آنها را تفسـیر 
نمایـد. داده هـای مربـوط بـه هر سـلول شـامل FSC، SSC و نشـر 
فلورسـانس، به طـور مجـزا، بـا عنوان یک رویـداد31  ذخیره شـده و 
براسـاس متغیرهای تعیین شـده از سـوی کاربر پردازش می شـوند. 
حاصـل ایـن پردازش، نمودارهای نقطه ای و هیسـتوگرام ها هسـتند 

)شـکل های )6( و )7((.
بخـش نرم افزاری دسـتگاه فلوسـایتومتری اهمیـت بالایی دارد 
چراکـه آنالیـز داده هـا بـرای کاربر به کمـک این بخـش قابل درک 
و اسـتخراج می شـود. اصـل اساسـی در آنالیـز داده هـا، انتخـاب و 
نمایـش جمعیـت سـلولی مـورد نظـر و یافتـن آن از بیـن هـزاران 
سـلول دیگـر اسـت. بـه فراینـد انتخـاب یـک جمعیـت سـلولی، 
گتینـگ32 گفتـه می شـود. هـر گـت33 بخشـی از مسـاحت سـطح 
یـک نمـودار را به خـود اختصـاص داده و در برگیرنـده مجموعه ای 
از رویدادهاسـت کـه ویژگـی پراکندگـی نـور یـا نشـر فلورسـانس 
مشـابهی داشـته اند. لـذا مطابق با نـوع گتینگ، جمعیت یکدسـتی 
از سـلول ها بـرای آنالیزهـای بعدی انتخاب شـده و نتایـج مربوط به 
ذرات ناخواسـته ماننـد سـلول های مـرده و قطعات سـلولی از حوزه 
بررسـی خـارج می شـود. مثال بسـیار کاربـردی از گتینگ، بررسـی 
سـلول های سـفید خونـی شـامل گرانولوسـیت ها، مونوسـیت ها و 
لنفوسـیت ها اسـت کـه بـه دلیـل ویژگی هـای فیزیکـی )انـدازه و 
گرانولیتی( متفاوت شـان از هم قابل تشـخیص هسـتند. در صورتی 
کـه بخواهیـم جمعیت لنفوسـیت را بررسـی کنیـم، فرآیند گتینگ 
 SSC در مقابـل FSC روی نمـودار )FSC( براسـاس انـدازه سـلول

انجـام می شـود ]12[ )شـکل )6((.
بـه طـور کلـی بـرای انجـام فرآینـد گتینگ، دانسـتن مـواردی 
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نظیـر انـدازه سـلول های مورد نظـر، مارکرهـای سـطحی، تغییرات 
انـدازه سـلول در شـرایط مختلف و داشـتن کنترل مثبـت ضروری 
اسـت. بسـته بـه اینکـه هـدف از آنالیز، بررسـی یـک آنتـی ژن و یا 
بیـش از یـک آنتی ژن باشـد، می توان بـه ترتیـب از نمودارهای تک 

عاملـی یـا دو عاملی اسـتفاده نمود.

 نمودارهای تک عاملی
در صورتـی کـه سـلول ها بـا یـک رنـگ فلورسـانس نشـان دار 
شـده باشـند یا بخواهیـم سـلول ها را از منظر یک آنتی ژن بررسـی 
نماییـم، از نمـودار تـک عاملـی اسـتفاده می کنیـم. هیسـتوگرام، 
نمـوداری تـک عاملی اسـت که بـرای نمایـش داده هـای مربوط به 
یک آشکارسـاز ترسـیم می شـود. محور x شـدت سـیگنال دریافتی 
هـر رویـداد و محـور y تعـداد رویدادهـای خوانـش شـده را نشـان 
می دهد. رویدادهایی با شـدت سـیگنال مشـابه در محل مشـخصی 
از محـور x متمرکـز شـده و بـه شـکل قلـه، نشـان دهنده جمعیـت 
محـدوده  در  می توانـد  گتینـگ  فرآینـد  اسـت.  همسـان  سـلولی 

جمعیـت سـلولی همسـان انجام شـود ]12[ )شـکل )6((.

شـکل )6(: نمودار هیسـتوگرام؛ R1 و R2 چگونگی گتینگ دو جمعیت سـلولی 
را نشـان می دهد.

 نمودارهای دو عاملی
داده هـای  آنالیـز  در  دیگـری  رویکـرد  عاملـی  دو  نمودارهـای 
فلوسـایتومتری هسـتند. زمانـی که هـدف از آنالیز، بررسـی هم زمان 
دو یـا بیشـتر آنتـی ژن باشـد از ایـن رویکـرد اسـتفاده می شـود. هر 
یک از محورهای x و y در این نوع نمودار، شـدت سـیگنال دریافتی 
از یـک آشکارسـاز مجـزا را نشـان می دهنـد. تعـداد رویدادهـا نیـز 
به صـورت تراکمـی از نقـاط در سـطح نمـودار نمایش داده می شـود. 
بـه همیـن علت بـه نمودارهای دو عاملـی، نمودار نقطـه ای نیز گفته 
می شـود. هـر نقطـه می توانـد مربـوط بـه یـک رویـداد و یـا چنـد 
رویـداد کامـلا یکسـان باشـد. رویدادهایـی کـه از نظـر هـر دو عامل 
یکسـان باشـند در محـل مشـخصی از سـطح نمـودار ظاهر شـده و 

نشـان دهنده جمعیـت سـلولی همسـان اسـت ]12[ )شـکل )7((.

علامـت کوادرانـت سـطح نمـودار نقطـه ای را بـه چهـار منطقه 
تقسـیم کـرده تـا جمعیت هـای منفـی، تـک مثبتـه و دو مثبتـه از 
هـم تمیـز داده شـوند. جمعیـت منفـی، سـلول هایی هسـتند کـه 
ایجـاد کـرده و  بـرای هـر دو عامـل حداقـل شـدت سـیگنال را 
جمعیت هـای تـک مثبتـه و دو مثبتـه بـه ترتیـب برای یکـی از دو 
عامـل و هـر دو عامـل سـیگنال قـوی ایجـاد کرده انـد. موقعیت هر 

یـک از ایـن جمعیت هـا در شـکل )7( نشـان داده شده اسـت.

شـکل )7(: نمـودار FSC در مقابـل SSC سـلول های سـفید خـون و گتینـگ 
لنفوسـیت ها )سـمت راسـت(، موقعیـت جمعیت های منفـی، تک مثبتـه و دو 

مثبتـه بـا توجـه بـه کوادرانت )سـمت چپ(.

  سیستم تقسیم بندی الکتریسیته ساکن سلول ها

یکـی از عملکردهـای مهم فلوسـایتومتری، توانایـی جداکردن و 
دسـته بندی یـک زیرجمعیـت از سـلول هایی اسـت که بـا معیارهای 
متعـدد آنالیـز شـده اند. ایـن تفکیـک زمانـی صـورت می گیـرد کـه 
سـلول ها بـا فشـار از دهانـه محفظـه ای کـه در آن هسـتند خـارج 
شـوند. زمانـی کـه جریـان مایعی با فشـار از یک منفذ خارج شـود و 
با فرکانسـی مناسـب در معـرض لرزش قـرار گیـرد، می تواند به یک 
سـری قطـرات هم شـکل شکسـته شـود. در فلوسـایتومتری لـرزش 
محفظـه نمونـه بـا اسـتفاده از بلـور پیزوالکتریـک در یـک فرکانـس 
بـالا، جریـان سـیال را بـه یک سـری قطـرات هم شـکل می شـکند. 
ایـن قطـرات بـه حدی ریز هسـتند که هـر یک می توانـد تنها حاوی 
یـک سـلول باشـد. بدیـن ترتیب سـلول هایی کـه در طول دسـتگاه 
حرکـت می کننـد، بـه شـکل قطـرات ریـزی از هـم مجزا می شـوند. 
زمانـی کـه کامپیوتـر، سـلولی را شناسـایی کند که بـا عوامل تعیین 
شـده توسـط اپراتـور مطابقـت دارد، یـک شـارژ الکتریکـی روی آن 
قطـره اعمـال می شـود. منفـی یا مثبـت بودن ایـن شـارژ الکتریکی 
براسـاس معیارهـای خاصـی تعییـن می شـود. قطـرات بـاردار در اثر 
میـدان الکتریکـی بـه سـمت چـپ یا راسـت منحـرف شـده و بدین 
ترتیـب از هـم تفکیـک می شـوند. جمعیت هـای بـه شـدت خالـص 
سـلولی با سـرعت نسـبتا بالایی دسـته بندی می شـوند )شـکل )6((. 
اخیرا دسـتگاه BD سیسـتم جدیـدی را به خدمت گرفتـه که در آن 
سـلول ها بـا یـک تونـل گیرنـده چرخـان34  از جریان مایع برداشـت 
می شـوند. بـا این فنـاوری تا 300 سـلول در ثانیه تفکیک می شـوند. 
ایـن فنـاوری وابسـته به تشـکیل ذرات نبوده و در یک محیط بسـته 
انجـام می شـود. بنابرایـن، آئروسـلی تولیـد نشـده و خطـر ناشـی از 

نمونه هـای زیسـتی را رفـع می کنـد.
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پی نوشت

فنـاوری فلوسـایتومتری تاثیـر زیـادی در رونـد توسـعه حـوزه هـای مختلـف علوم زیسـتی و پزشـکی داشـته 
اسـت. فناوری هـای کمـی وجـود دارد کـه بتوانـد بـا مقـدار کـم و در بـازه زمانـی کوتـاه، عوامل متعـددی از یک 
نمونـه را ارزیابـی کنـد. اسـاس کار فلوسـایتومتری یعنـی ارزیابـی تـک تـک سـلول ها یـا ذرات عبـور یافتـه از 
مقابـل منبـع نـور لیـزر و سـپس ایجـاد و آنالیـز یـک مجموعـه داده بسـیار مرتبط بـه هم عـلاوه بر ایـن، توانایی 
جـدا کـردن فیزیکـی بخشـی از جمعیـت سـلولی در ایـن فنـاوری منحصـر به فـرد اسـت. فلوسـایتومتری دارای 
کاربردهـای متنـوع در حوزه هـای مختلـف نظیـر علـوم بالینـی، زیسـت شناسـی سـلولی، میکروبیولـوژی، علـوم 
گیاهـی و جانـوری، صنعـت داروسـازی، بیولـوژی تولیـد مثـل و غیـره اسـت. روش های عملـی در هر یـک از این 

حوزه هـا بـا توجـه بـه اهـداف کاربـردی توسـعه یافته اند.
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1. کارشناس ارشد بیوتکنولوژی، دانشگاه علوم پزشکی دزفول
2. دانشجوی دکترای تخصصی میکروبیولوژی، پارک علم و فناوری یزد )شرکت آرا  پژوهان امین یزد(

3. کارشناس ارشد بیوشیمی بالینی، دانشگاه علوم پزشکی دزفول
4. دکتری تخصصی نانوفناوری پزشکی، مرکز تحقیقات ریزفناوری زیستی، پژوهشگاه فناوری های نوین علوم زیستی جهاد دانشگاهی- ابن سینا

5. عضو کارگروه زیست فناوری
6. Forward Scatter (FSC) or Forward Angle Light Scatter (FALS)
7. Side Scatter (SSC) or Right Angle Light Scatter (RALS)
8. Fluorescent Activated Cell Sorter (FACS)
9. Wast
10. Flow Chamber
11. Flow cell
12. Nozzle tip
13. Bench top cytometer
14. Stream-in-air
15. Sheath Fluid
16. Detector
17. Fluorescein isothiocyanate (FITC)
18. Bandpass
19. Longpass
20. Shortpass
21. Dichroic mirrors
22. Reflective
23. Neutral Density filters (ND)
24. Photodiode (PDs)
25. Photomultiplier Tubes (PMTs)
26. Analog to Digital converter
27. Dot plot
28. Histogram
29. Linear
30. Logarithmic
31. Event
32. gating
33. gate
34. rotating catcher tube
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Flowcytometery is an efficient technique in cytology that is capable of simultaneously 
measuring and analyzing multiple physical properties such as size and granularity of a  
single cell or any other soluble particle. In addition, the efficiency of this technique  
depends on the light scattered features of fluorescence dyes or conjugated monoclonal 
antibody fluorescence that bind to the target molecule on surface or inside the cell. 

The flowcytometer components, including fluidics system, optics (laser and filters), 
signal processor, software and electrostatic cell sorting, together provide a powerful tool 
for accurate analysis of complex cell populations in a short time. Since this technique is 
widely used in various fields such as medical diagnosis, immunology, pathology, molecular 
biology, plant science, microbiology, etc., it is important to understand the components and 
function of flow cytometry.
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