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اصول و مبانی الایزا

معرفی تکنیک الایزا ✓

اجزای تست الایزا ✓

انواع روش های الایزا ✓

عیب یابی در انجام تست✓



Immunofluorescence (1941)—آغاز مدرن تشخیص ایمونولوژیک : ۱مرحله 

.کردندفلوئورسنت استفاده همکارانش اولین بار از آنتی بادی های برچسب دار با رنگ و  Albert H. Coons، ۱۹۴۱در سال 

(Fluorescent dye-labeled antibodies)

.کار بردندبه این روش را برای شناسایی آنتی ژن ها در برش های بافتی آن ها 

شماربه شناخته می شود و نخستین روش تصویربرداری مبتنی بر ایمونولوژی Immunofluorescenceاین روش امروزه به نام 
.می رود

رای اندازه گیری بببینیم، ولی هدف را در بافت یا سلول ها مولکول های روش نشان داد که می توان با استفاده از اختصاصیت آنتی بادی این 
.  نبودمناسب ( Quantitative)کمّی 

تاریخچه





Radioimmunoassay (RIA) (1960)—اندازه گیری کمّی با مواد رادیواکتیو : ۲مرحله 

Solomon،۱۹۶۰سالدر BersonوRosalyn Yalowنیویورکبازنشستگانادارهبیمارستاندر،

RadioimmunoAssayروش (RIA)کردندمعرفیرا.

.شدطراحی این روش برای اندازه گیری مقدار انسولین پلاسمای اندوژنوس 

RIA  نداندازه گیری کرا می کرد و قادر بود غلظت های بسیار کم استفاده آنتی بادی های برچسب دار با ایزوتوپ های رادیواکتیو از.

.  نیاز به ذخیره سازی ویژه، و محدودیت های قانونی داشت،ایمنیخطرات که از مواد رادیواکتیو استفاده RIAاصلی مشکل 

.دنیا آمدبه  ELISAاینجا بود که و مشکل، دانشمندان را به جستجوی یک جایگزین ایمن تر واقعی ترغیب کرد این 

تاریخچه



Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (1971)—تولد الایزا : ۳مرحله 

ی کمّی ، دو گروه مستقل و همزمان، روشی را ابداع کردند که بدون نیاز به مواد رادیواکتیو، قادر به تشخیص و اندازه گیر۱۹۷۱در سال 
:پروتئین ها باشد

استکهلم، سوئددر Peter Perlmannو Eva Engvall: اولگروه ✓

Enzyme-Linked ImmunoSorbentدرباره علمی مقاله اولین  Assay (ELISA)  منتشر کردندرا.
در سرم خرگوش را  IgGکردند و موفق شدند مقدار استفاده ( Reporter enzyme)گزارشگر عنوان آنزیم آلکالن فسفاتاز به آن ها از 

.کننداندازه گیری 
تفاده آنتی ژن برای تشخیص اس-انجام می شد و از واکنش آنتی بادی( پلی استایرنمعمولاً -Solid-phase)این روش بر روی سطح جامد 

.می کرد
Baukeو Anton Schuurs: دومگروه ✓ Van Weemen هلنددر

Enzyme ImmunoAssayدر همان سال، روشی به نام  (EIA)  معرفی کردندرا.
دهند تشخیص ادراردر را hCGعنوان آنزیم گزارشگر استفاده کردند و موفق شدند به  horseradish peroxidase (HRP)آن ها از 

.امروزه در تست های بارداری استفاده می شودکه 
.  آنتی بادیواکنش اختصاصی+ فاز جامد برای جداسازی + استفاده از آنزیم به جای رادیواکتیو : دو کشف، پایه های الایزا را گذاشتنداین 

تاریخچه



(۱978–۱976)فرمت های مختلف الایزا توسعه : ۴مرحله 
:پس از معرفی اولیه، الایزا به سرعت به چندین فرمت مختلف توسعه یافت

۱۹۷۶ :Competitive ELISA

.اتصال به آنتی بادی رقابت می کندبرای پروتئین هدف با شده سوبسترای کونژوگه در این روش، یک 

hCGبرای تشخیص هورمون هایی مثل  (Human chorionic gonadotropin)  شداستفاده.

۱۹۷۷ :Sandwich ELISA

Detection antibodyدیگری برای تشخیص و  Coating antibodyیکی برای تثبیت : در این فرمت، دو آنتی بادی استفاده می شود

.، بسیار مناسب استهستند Multiple epitopesاپی توپاین روش برای پروتئین هایی که دارای چند 

.شدتست اولین بار برای تشخیص آلبومین سرم انسانی 

۱۹۷۸ :Indirect ELISA

.استفاده می شودPrimary antibodyاولیهبا آنزیم برچسب دار شده است، برای تشخیص آنتی بادی که  Secondary antibodyثانویهدر این روش، یک آنتی بادی 

.مؤثر استبسیار  IgG, IgMمثل این روش برای اندازه گیری آنتی بادی های موجود در نمونه 

.  از تشخیص هورمون ها تا تشخیص عفونت ها—فرمت ها باعث شدند که الایزا انعطاف پذیرتر و قابل استفاده در کاربردهای گوناگون شود این 

تاریخچه



تکنسین یا مصرف کننده کیت

طراح و توسعه هنده کیت



:عبارت انگلیسی زیر استمخفف  ELISAالایزا 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(.تلفظ رایج در فارسی)الایزا یا آنزیم آزمون ایمونوسوربنت مرتبط با 



Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

.داردآنتی ژن هایاآنتی بادی هاازاستفادهوایمنیسیستمبهاشاره«Immunoایمونو»

(لاستیکیپمیکروتیترپلیتیکمعمولاً)جامدسطحبه(آنتی ژنیاآنتی بادیمعمولاً)واکنشاجزایازیکیکهمعنیاینبه«Sorbentسوربنت»
.استشده(جذب)متصل

مناسب،سوبسترایحضوردرکهاستمتصل(APیاHRPمثل)آنزیمیکبهدومآنتی ژنیاآنتی بادییعنی«Enzyme-Linkedآنزیمبامرتبط»
.می کندتولید(رنگیمعمولاً)اندازه گیریقابلسیگنال

وتشخیصایبرکهاستبالینیپزشکیوایمونولوژیزیست شناسی،درآزمایشگاهیروش هایمعتبرترینورایج ترینازیکیالایزا
به کاربیولوژیکینمونه هایدرترکیباتسایروهورمون ها،پروتئین ها،آنتی ژن ها،آنتی بادی هامانندخاصیمولکول هایاندازه گیری

.می رود



.است(Immunoassay)ایمونواسیالایزا یک تکنیک 
نند، همان می کعمل آنتی ژنو آنتی بادیایمونواسی ها آزمایش هایی هستند که بر اساس تعامل اختصاصی بین 

آن استفاده از ( امثل ویروس ها یا باکتری ه)برای شناسایی و مبارزه با عوامل بیگانه سیستم ایمنی بدن تعاملی که 
.می کند

یکچاهک هایکفمعمولاً)جامدسطوحیکرویوآزمایشگاهیکنترل شدهشرایطدرواکنشاینالایزا،در
.می شودانجام(پلاستیکیمیکروتیترپلیت



.می شودمتصلپلیتسطحبه(آنتی بادییاآنتی ژن)واکنشاجزایازیکی:(Immobilization)تثبیت✓

نمونهدرهدفمولکولاگر.می شوداضافهپلیتبه(نخاعی-مغزیمایعیابزاقادرار،خون،مثل)بیولوژیکینمونه:نمونهافزودن✓
.می شودمتصلتثبیت شدهجزءبهباشد،داشتهوجود

کمپلکسبهومی شوداضافه(enzyme-linked)استمتصلآنزیمبهکهدومآنتی بادییک:(Detection)تشخیص✓
.می چسبدتشکیل شده

.می شودرنگبهتبدیلآنزیمتوسطکهمی شوداضافهرنگ زاسوبستراییک:سیگنالتولید✓
مثبتنتیجه=رنگوجود
(کمّیتست هایدر)هدفمولکولغلظتبامتناسب=رنگشدت



الایزا
غیر رقابتی

مستقیم

مغیرمستقی
رقابتی

ساندویچی



Direct ELISAمستقیم الایزای 

.روی سطح پلیت تثبیت می شودمستقیماً هدف آنتی ژن یا پروتئین 
.سپس یک آنتی بادی اولیه کونژوگه شده با آنزیم اضافه می شود که مستقیماً به آنتی ژن متصل می شود

.پس از شستشو، سوبسترای رنگ زا اضافه شده و سیگنال رنگی اندازه گیری می شود
:مزایا

(تعداد مراحل کم)سریع 
(عدم نیاز به آنتی بادی ثانویه)کاهش احتمال واکنش غیراختصاصی 

:معایب
(گران و زمان بر)نیاز به کونژوگه کردن آنتی بادی اولیه 

حساسیت کمتر نسبت به روش های غیرمستقیم

(مثل ویروس ها در نمونه های خالص)آنتی ژن های فراوان تشخیص 



Indirect ELISالایزای غیرمستقیم 

.روی پلیت تثبیت می شودآنتی ژن 

.به آنتی ژن متصل می شود( غیرکونژوگه)آنتی بادی اولیه 

.سپس یک آنتی بادی ثانویه کونژوگه شده با آنزیم که علیه ایزوتایپ آنتی بادی اولیه است، اضافه می شود

.پس از شستشو و افزودن سوبسترای، سیگنال اندازه گیری می شود

:مزایا
حساسیت بالاتر→ چندین آنتی بادی ثانویه می توانند به یک آنتی بادی اولیه متصل شوند : تقویت سیگنال
.شوداستفاده (  IgGمثلاً ضد انسانی )یک آنتی بادی ثانویه کونژوگه می تواند برای انواع آنتی بادی های اولیه از یک گونه : انعطاف پذیری

:معایب
بالاتر واکنش غیراختصاصیاحتمال 

زمان بیشتر به دلیل یک مرحله اضافه

(سرم بیماردر  HIVمثل آنتی بادی ضد )آنتی بادی های سرمیتشخیص 



Indirect ELISالایزای غیرمستقیم 

(سرم بیماردر  HIVمثل آنتی بادی ضد )آنتی بادی های سرمیتشخیص 



Sandwich ELISAالایزای ساندویچی 

.پلیت تثبیت می شودنارنجی، روی (  Capture antibody)کاپچر آنتی بادی یک 

.نمونه حاوی آنتی ژن هدف اضافه می شود و به آنتی بادی کاپچر متصل می شود

.ودعلیه اپی توپ دیگری از همان آنتی ژن است و با آنزیم کونژوگه شده، اضافه می شسبز، که ( Detection antibody)تشخیصی سپس یک آنتی بادی 

.مانند یک ساندویچ—می افتد "گیر"آنتی ژن بین دو آنتی بادی : نتیجه

:مزایا
(نیاز به تشخیص دو اپی توپ مجزا)بالاترین اختصاصیت و حساسیت 
بدون نیاز به خالص سازی آنتی ژن( مثل سرم، ادرار)مناسب برای نمونه های پیچیده 

.داشته باشد تا هر دو آنتی بادی بتوانند همزمان به آن متصل شوندحداقل دو اپی توپ اختصاصیآنتی ژن باید : ضروریشرط 

(مثل سایتوکاین ها، هورمون ها، مارکرهای تومور)پروتئین های محلول اندازه گیری 





Competitive ELISAالایزای رقابتی 

.آنتی بادی خاص روی پلیت تثبیت می شودیک 

. شوندنمونه حاوی آنتی ژن ناشناخته و یک مقدار ثابت از آنتی ژن کونژوگه شده با آنزیم با هم مخلوط شده و به پلیت اضافه می

.آنتی ژن نمونه و آنتی ژن کونژوگه برای اتصال به آنتی بادی ثابت شده رقابت می کنند

:رابطه معکوس��

(.پایینOD)رنگ کمتر → هرچه غلظت آنتی ژن در نمونه بیشتر باشد، مقدار آنتی ژن کونژوگه شده متصل شده کمتر است 

(.بالاOD)رنگ بیشتر → هرچه غلظت آنتی ژن در نمونه کمتر باشد، آنتی ژن کونژوگه بیشتر به آنتی بادی متصل می شود 

:مزایا
.ستندکه فقط یک اپی توپ دارند و در ساندویچی قابل استفاده نی( مثل هورمون ها، داروها، سموم، هیستامین)مناسب برای مولکول های کوچک 

تحمل بالا در برابر ناخالصی های نمونه

(Low molecular weight antigens)آنتی ژن های با  وزن مولکولی کم اندازه گیری 



الایزا
کمی

کیفی



:ست ازعبارتنیاز است، وسایل و تجهیزاتی که جهت انجام آزمایشات به روش الایزا 

الایزاکیت -الف
خانه ای 96یک یا دوعدد پلیت -۱
مثبتویال های استاندارد، کنترل منفی و -۲
Sample Diluentsرقیق کننده نمونه-۳
کونژوگه نشاندار شده با آنزیم-۴
محلول شستشو -5
کروموژن-محلول سوبسترا-6
(Stopping or Blocking Solution)بلوکرمحلول متوقف کننده یا -7
بروشور کیت-8

ELISA Readerدستگاه خوانشگرالایزا یا -ب





کیت الایزا
خانه ای 96یک یا دوعدد پلیت -۱

خانه ایهشتستونهرو(Well)چاهکراازخانه هایکهر.قرارگرفته اندخانه ایهشتستون۱2درکهخانه ای۹۶پلیتدوعددیایک
.گویند(Strip)استریپیکرا

گودتهیاوصافتهاشکالبهوداشتهcm1حدودعمقیبوده،پلی پروپیلنیاوکلرایدپلی وینیلپلی استیرن،ازچاهک هاجنس
ارد،دوجودرنگپیشرفتآنهادرکهسنجش هاییدراسپکتروفتومتریقرائتبرایصافتهچاهک هایآلبطورایدهکهمی باشند،
.نمی باشندمناسباسپکتروفتومتریقرائتبرایگودتهچاهک هایلذا.می شودپیشنهاد



کیت الایزا
خانه ای 96یا دوعدد پلیت یک 



الایزاکیت
آنزیمباشدهنشاندارکونژوگه

وفسفاتازآلکالن،HRPیاکوهیتربپراکسیدازازمی توانالایزادراستفادهموردآنزیم هایمهم ترینازکهآنزیمباشدهنشاندارکونژوگه
بایستی.می شودفادهاستتحقیقاتیکارهایدرگرانی،بعلتفسفاتازآلکالنازوشدهاستفادهپراکسیدازاز”عمدتاکهبردنامسیلینازپنی

.ارددمتوقف کنندهمحلولنوعنیزوسوبسترانوعتعییندرمهمینقشنشاندارسازی،برایاستفادهموردآنزیمکهشدمتذکر

ELISAآنزیم های رایج در 
•HRP (Horseradish peroxidase)  بنزیدین با سوبسترای تترامتیل(TMB)رنگ آبی تولید می کند.
•ALP (Alkaline phosphatase)  پارانیتروفنل با(PNP) زرد می دهدرنگ.



کیت الایزا
Sample Diluentsنمونهرقیق کننده 



کیت الایزا
محلول شستشو



کیت الایزا
.که می تواند هم بصورت منفک از یکدیگر و یا بصورت ترکیبی باشدکروموژن -سوبسترامحلول 

الایزاسنجشدرکهباشد؛غیرمحلولیامحلولمی تواندحلالیت،اساسبرسوبستراآنزیمی،واکنش هایدرکهاستبذکرلازم
ونمودقرائتدرالایزارییاالایزاخوانشگردستگاهبارامحصولتواننمیباشد،غیرمحلولاگرزیراباشد،محلولسوبسترابایستی
.داردکاربردبلاتینگوالایزاداتروشدرغیرمحلولسوبسترایاینکه،توضیح

HRPآنزیمیوگهکونژاگرلذاوداشتهآنزیمیکونژوگهبهبستگیسوبسترانوعداشت،نظردربایستینیزسوبسترانوعمورددر
خواهدآبیآنزیمیواکنشازحاصلرنگوبوده(OPD)آمیندیارتوفنلیاو(TMB)بنزیدینتترامتیلمی تواندسوبسترا،باشد
.شدخواهدزردنیز،واکنشازحاصلرنگوبوده(PNP)پارانیتروفنلسوبسترا،باشدALPآنزیمیکونژوگهاگراماشد،



کیت الایزا
مثبتاستاندارد، کنترل منفی و ویال های 



:وسایل و تجهیزاتی که جهت انجام آزمایشات به روش الایزا انجام می گیرد، عبارتست از
کیت الایزا-الف

ELISA Readerیا دستگاه خوانشگرالایزا -ب





شستشو

Uیا Vچاهک 



مشاهده خطای بک گراند در همه چاهک ها



رسوب و ایجاد نمک در مخزن شستشو 



دمای اتاق 
( Edge Effect)اثر لبه 



عدم آلوده کردن کل محلول



چک کردن کلی کیت




