
 

 

 

 

 



 

 

 

 تأييديه اعضاي هيأت داوران حاضر در جلسه دفاع

 

 .و بعد اسكن نماييددانشكده دريافت  يژوهش  بعد از دفاع از حوزه پ

 

 



 نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علمي آيين

 دانشگاه تربيت مدرس
 

ر راستاي تحقق عدالت و كرامت انسانها كه لازمه هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه د با عنايت به سياست مقدمه:
شكوفايي علمي و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي، 

، رساله و  نامه آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشهاي علمي كه تحت عناوين پايان دانشجويان، دانش
 تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، موارد زير را رعايت نمايند:طرحهاي 

حق نشر و تكثير پايان نامه/ رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي  -1ماده 
 پديد آورندگان محفوظ خواهد بود.

ه/ رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه در مجامع نام انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -2ماده 
بايد به نام دانشگاه بوده و با تاييد استاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجوي مسئول  علمي 

ما و دانشجو مي مكاتبات مقاله باشد. ولي مسئوليت علمي مقاله مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهن
 باشد.

نامه/ رساله نيز  آموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پايان در مقالاتي كه پس از دانش تبصره:
 شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود. منتشر مي

حاصل از نتايج  و نمايشنامه()اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي  انتشار كتاب و يا نرم افزار و يا  آثار ويژه -3ماده 
نامه/ رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكده  پايان

هاي نامهها، پارك علم و فناوري و ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي دانشگاه و براساس آئين
 .مصوب انجام شود

المللي كه حاصل  اي و بين هاي ملي، منطقه ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته ها در جشنواره -4ماده 
هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجري طرح از  نامه/ رساله و تمامي طرح نتايج مستخرج از پايان

 .طريق معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد
در هيأت  32/4/78در شوراي پژوهشي و در تاريخ  1/4/78ماده و يك تبصره در تاريخ 5نامه در  اين آيين -5ماده 

شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب در   15/8/78رئيسه دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ 
 الاجرا است. شوراي دانشگاه لازم

مقطع  1331ورودي سال تحصيلي  بيوشيمي بالينيدانشجوي رشته  تبارنازنين وزيرياينجانب »

متعهد مي شوم كليه نكات مندرج در آيين نامه حق مالكيت مادي و  علوم پزشكيدانشكده کارشناسي ارشد 
/ معنوي در مورد نتايج پژوهش هاي علمي دانشگاه تربيت مدرس را در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه 

رساله تحصيلي خود رعايت نمايم. در صورت تخلف از مفاد آيين نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت و نمايندگي مي 
دهم كه از طرف اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع بنام بنده و يا هرگونه امتياز ديگر و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام 

و زيان حاصله براساس برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و بدينوسيله حق نمايد. ضمناً نسبت به جبران فوري ضرر 
 «.هرگونه اعتراض را از خود سلب نمودم 

 
 

 امضا
 تاريخ 

 



 

 هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس نامه )رساله( نامه پايان آئين
 

ه تربيت مدرس، مبين بخشي از نامه )رساله(هاي تحصيلي دانشجويان دانشگا نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان
پژوهشي دانشگاه است. بنابراين به منظور آگاهي و رعايت حقوق دانشگاه، دانش آموختگان  هاي علمي فعاليت

 شوند:  اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي
دفتر نشر آثار “به دفتر  طور كتبي نامه )رساله(ي خود، مراتب را قبلاً به : در صورت اقدام به چاپ پايان 1ماده 
 دانشگاه اطلاع دهد.” علمي

 
 : در صفحه سوم كتاب )پس از برگ شناسنامه(، عبارت ذيل را چاپ كند: 3ماده 

است كه در سال  بيوشيمي بالينينگارنده در رشته نامه کارشناسي ارشد  پايانكتاب حاضر، حاصل “ 

 -، مشاوره  دکتر محمدجواد رساييراهنمايي  در دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به 1333
 از آن دفاع شده است.

 
هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصد شمارگان كتاب )در هر  : به منظور جبران بخشي از هزينه 2ماده 

كز نشر تواند مازاد نياز خود را به نفع مر دانشگاه اهداء كند. دانشگاه مي” دفتر نشر آثار علمي“نوبت چاپ( را به 
 در معرض فروش قرار دهد.

 
عنوان خسارت به دانشگاه      % بهاي شمارگان چاپ شده را به55، 2در صورت عدم رعايت ماده   : 4ماده 

 تربيت مدرس، تاديه كند.
 

بهاي خسارت، دانشگاه مذكور را از  هاي كند در صورت خودداري از پرداخت دانشجو تعهد و قبول مي  : 5ماده 
دهد به منظور استيفاي حقوق خود، از  ع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق ميطريق مراج

را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده نگارنده براي فروش، تامين  4طريق دادگاه، معادل وجه مذكور در ماده 
 نمايد.

 

تعهد کارشناسي ارشد قطع م بيوشيمي بالينيدانشجوي رشته  تبارنازنين وزيري: اينجانب  6ماده 

 شوم. فوق و ضمانت اجرايي آن را قبول كرده، به آن ملتزم مي
 
 
 

 نام و نام خانوادگي
 تاريخ و امضا



 
 
 

نامهپايان

بیوشیميبالینيكارشناسيارشددررشتهدوره

 

 

عنوان

طراحي سنجش ايمنوکروماتوگرافي براي اندازه گيري باليني 

 انسان امين در نمونه بزاقتامف

 
 

نگارش

 تبارنازنین وزیری

 

استادراهنما

 محمد جواد رسایی دكتر


 

 

 3131تیر



 

 تقدیم:

گامی مادر دلسوز و مهربانمبر با درود فراوان   پدر بزرگوارم وسپاس بیکران بر همدلی و همراهی و هم

 گل محبت را در وجودم پروراند انکه سجده ی ایثارش

 ربانی را به من آموخت.لحظه های مه  انودامان گهربارش

 به پاس قلب های بزرگشان که فریاد رس است

  و سرگردانی و ترس در پناهشان به شجاعت می گراید

 .و به پاس محبت های بی دریغشان که هرگز فروکش نمی کند

 .تقدیم می کنم سانازعزیزم  و خواهرعزیزم پدر و مادر این مجموعه را به 

 

 



 تشکر و قدردانی

 

 زسه وجود مقدس:با سپاس ا

 ...آنان که ناتوان شدند تا ما به توانايی برسيم

 ...موهايشان سپید شد تا ماروسفید شویم

 ...و عاشقانه سوختند تا گرمابخش وجود ما و روشنگر راهمان باشند

    پدرانمان

 مادرانمان                                     

 استادانمان                          



 چكيده

 

-ترين مواد مخدر سراسر جهان ميامفتامين يك محرك عصبي است و يكي از اصلي: متمقدمه

امفتامين به شدت افزايش يافته و اين امر هاي اخير توليد صنعتي و سوء مصرف متباشد. در دهه

موجب تهديد سلامت و رفاه اجتماعي در جهان شده است. براي كاهش رشد روز افزون سوء مصرف 

هاي كارآمدي براي شناسايي سوء مصرف كنندگان تامفتامين و اثرات مخرب آن بر اجتماع به روشم

هاي ايمني به دليل سادگي، حساسيت مناسب و در دسترس بودن امفتامين نياز است. سنجشمت

هاي زيستي براي سوء مصرف مواد مخدر مورد ها، در غربالگري نمونههاي سنجش درمكان آنروش

-گيرند. در تحقيق حاضر طراحي سنجش ايمنوكروماتوگرافي براي شناسايي مته قرار مياستفاد

 امفتامين در نمونه بزاق انساني انجام شد.

 

امفتامين ژن مورد استفاده در سنجش مشتق كربوكسيله متبراي تهيه آنتي ها:مواد و روش

(METH) ي ايميد با آلبومين سرم گاوديسنتز شد و توسط روش كربو(BSA) ژن مزدوج گرديد. آنتي

بادي توليدي نوبت تزريق شد. آنتي 11كلونال به دو خرگوش در بادي پليتهيه شده براي تهيه آنتي

ژن توسط روش الايزا بررسي شد و پس از تخليص به نانوذرات طلا متصل گرديد. با ثابت كردن آنتي

دار با ذرات طلا بادي نشانو قرار دادن آنتيتهيه شده در جايگاه خط تست بر روي غشاء نيتروسلولز 

امفتامين در نمونه بزاق طراحي در جايگاه پد نمونه، سنجش ايمنوكروماتوگرافي براي شناسايي مت

 شد.

اسپكتروسكوپي، سنتز مشتق كربوكسيله  IRهاي اطلاعات بدست آمده از طيف :نتايج و بحث

را  BSA-METHنانومتر تشكيل مزدوج  387ومتري در اسپكتروفت UVامفتامين را تاييد كرد. طيف مت

امفتامين بود. با كلونال بر عليه متبادي پليهاي حاصل از الايزا نشان دهنده توليد آنتينشان داد. داده

امفتامين در بادي توليدي سنجش ايمنوكروماتوگرافي براي شناسايي متژن و آنتياستفاده از آنتي

امفتامين در مناسبي براي شناسايي مت cut offليتر، كه نانوگرم در ميلي 55برابر  cut offنمونه بزاق با 

 باشد، طراحي شد.بزاق مي

 

 هاي ايمنوكروماتوگرافيهاي ايمني، سنجشامفتامين، سنجشمت كلمات كليدي:
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 اعتياد. 1-1
شود. اعتياد ناشي از مخرب آن اعتياد گفته مياز اثرات رغم آگاهي به مصرف اجباري دارو علي 

گردد. مصرف مزمن دارو سبب تغييرات بيولوژيك و فيزيولوژيك بدن است و يك بيماري تلقي مي

گردد و فرد را براي طبيعي نگه هاي فرد مصرف كننده ميها و سيستمتحميل تغييراتي در سلول

وابستگي فيزيكي گفته  به آنكه در اصطلاح  مايدنداشتن عملكرد بدن ناچار به مصرف مكرر دارو مي

مصرف  .[1] باشد فرد معتاد علاوه بر وابستگي فيزيكي داراي وابستگي رواني به دارو نيز مي شود.مي

شود بلكه سبب بروز مصرف كننده مي يستم بيولوژيك فردمواد مخدر نه تنها سبب اثرات مخرب بر س

ناشي از مصرف مواد مخدر باعث مستعد شدن رواني اثرات  .گرددمي نيزناهنجار اجتماعي رفتارهاي 

شود به گونه اي كه ارتباط مستقيمي ميان ميزان فرد مصرف كننده براي ارتكاب جرم و خودكشي مي

 .[3]و ارتكاب جرم در جامعه وجود داردمصرف مواد مخدر 

 

 . آمار اعتياد در جهان و ايران1 -1 -1

ده است. اي جهاني است و تمام جوامع بشري را درگير خود نموقاچاق مواد مخدر مساله واعتياد 

ر تجربه حداقل يكبا 3515درصد جميت جهاني( در سال  5ميليون نفر )  325شود تخمين زده مي

باشد. اند. در اين بين بيشترين سوء مصرف مربوط به مشتقات حشيش ميتهمصرف مواد مخدر را داش

ند. رشد سريع باشن گروه از مواد مورد سوء مصرف ميهاي شبه آمفتاميني به عنوان دوميمحرك

ناشي از افزايش در توليد اين مواد است به گونه اي كه از اعتياد به اين گروه از مواد مخدر صنعتي ، 

تن در سال رسيده  45تن در سال به  5/31از توليد شده  امفتامينميزان مت 3515تا  3557سال 

مصرف مواد صنعتي نيز به شدت افزايش يافته  ، تنوعه بر افزايش نرخ اعتياد در ايران. علاو[2]است

 66اي كه گردد به گونههاي عفوني ميشيوه تزريقي  مصرف اين مواد سبب انتقال برخي بيماري .است

مربوط به استفاده از سرنگ تزريقي مشترك بوده  1279درصد موارد گزارش شده مثبت ايدز در سال 
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درصد جرايم انجام  45باشد و حدود درصدي جهان مي 5خ ن بالاتر از نراست. درصد معتادان در ايرا

 است.با پديده اعتياد در ارتباط  شده در كشور

 

 . اثرات رواني مواد مخدر2 -1 -1

هاي اقتصادي و اجتماعي ارتباط دارند، هاي اجتماعي با برخي شاخصهمانگونه كه برخي آسيب 

له هاي اجتماعي از جماحساسبرخي رفتارها و  ارواني هم ب هاي رفتاري ورسد كه اختلالنظر ميه ب

يابد كه از ديدگاه علمي به ساز و كار نباشد. اين موضوع زماني اهميت ميارتباط هاي جامعه، بيهيجان

تاثير مواد مخدر بنگريم و دريابيم كه دست كم پنج ويژگي زير در رابطه با اثرات مثبت كاذب و موقت 

 :ندهيجاني مواد مخدر دخالت دار

 نشاط افزايي )شادابي(: مقابله با هيجان غم واندوه. 

 اضطراب زدايي )آرامش(: مقابله باهيجان ترس و انتظار. 

 درد زدايي )تسكين(: مقابله با هيجان و عاطفه منفي خستگي و خمودگي.  

 جسارت زايي )اعتماد به نفس(: مقابله باهيجان ناكامي و احساس حقارت. 

 هاي منفي. يي(: مقابله با خشم و ساير هيجانوامهارگسيختگي )بي پر

اي رسد جامعه ايراني، از ديدگاه روان شناختي و جامعه شناختي، جامعهاز سوي ديگر، به نظر مي

ي، كه هاي زير باشد: هيجاني، نگران، غمگين، حرمت شكن و غير قابل پيش بينبا بخشي از ويژگي

مصرف مواد  رواني و سوء-هاي رفتاريخطر در بروز اختلالده، از عوامل هاي منفي ياد شهمه هيجان

هاي جامعه و اثرات مواد مخدر لزوم لذا با توجه به نرخ رشد اعتياد، ويژگي .[4]روند به شمار ميمخدر 

درمان افراد شناسايي و هاي مبارزه با توليد و قاچاق مواد مخدر و همچنين تحقيق در مورد روش

 گردد.لقي ميمعتاد يك نياز اساسي براي كشور ت

 

 . انواع مواد مخدر1-3 -1
 گردند. گروه تقسيم مي 6كنند به كه ايجاد مي روانيبر اساس اثرات  مواد مورد سوء مصرف عموماً

 ( مواد ضد درد 1

ردند. ترياك و مواد مشتق شده از آن در اين ي توانند سبب سركوب يا كاهش درد گاين مواد م

به عنوان يك ماده  براي مثال  طبيعي ندارند. هروئين منشأ گروه الزاماً گيرند. اعضاي اينگروه قرار مي

باشند. سنتزي مي گردد. متادون، بوپرنورفين و پنتازوسين كاملاًنيمه سنتزي از مورفين سنتز مي
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سبب ها آنباشد. مصرف مزمن اثرات كوتاه مدت اين مواد شامل سرخوشي، اختلال در قضاوت مي

 باشد.، يبوست و اختلالات تنفسي مي، كاهش ميل جنسياختلالات رفتاري

  (1گرهاي هيجانات )دپرسانت( سرکوب2

يا سركوبگر   دپرسانتتحت عنوان  ،موادي كه سبب كاهش فعاليت سيستم عصبي مركزي گردند

رف ها در اين گروه قرار دارند. مصها و باربيتورات، الكل، بنزوديازپينGHBشوند. هيجانات شناخته مي

اين مواد همراه با سرخوشي و احساس آرامش است. اختلال در قضاوت، تخريب حافظه كوتاه مدت و 

 تپق زدن از علائم مصرف اين مواد است.

 2زا( توهم3

LSDتوهم زايي به  باشند.، سيلوسايبين، فن سيكليدين و كتامين از جمله اعضاي اين گروه مي

يا اكستازي علاوه بر اثرات  مفتامينااكسي متديد. متيلنباشاقعيت مييا و وؤمعناي عدم تشخيص ر

 باشد.توهم زايي داراي اثر تحريكي بر سيستم عصبي مركزي نيز مي

 ( حشيش34

در اين گروه قرار مي گيرند. اين مواد شامل  ،شوندانه مشتق ميتمام موادي كه از گياه شاهد

سوء مصرف مربوط به اعضاي اين گروه است.  باشند. بيشترينحشيش، ماري جوانا، گراس و بنگ مي

هاي ديگر در عدم ايجاد وابستگي فيزيكي است و صرفا وابستگي رواني ايجاد تفاوت اين گروه با گروه

، قرمزي چشم و عدم دليلسبب سرخوشي ملايم، نشاط و خوشحالي بي كنند. مصرف اين موادمي

 ادراك زمان و مكان است. 

 4( مواد فرار5

هاي رار هيدروكربني مشتق شده از نفت خام مانند اتر، استون، مواد پاك كننده و حلالمواد ف

 در بعضي مواردشود. سرخوشي، گيجي، هيجان و ها سبب وابستگي ميصنعتي هستند كه تنفس آن

هاي شديد زايي از اثرات مصرف اين مواد است. سوء مصرف طولاني مدت اين مواد سبب نارساييتوهم

 گردد. مي (سايكوز)ناهنجاريهاي عصبي  لبي و انواع ريوي، ق

                                                      
1  Depressants   
2 Hallucinogens   
3 Cannabis 
4 Volatile solvents 
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 1ها(  محرک6

 و به دسته از مواد گفته مي شود كه سبب افزايش فعاليت سيستم عصبي سايكوتيكهاي محرك

-نفرين در سيناپس نوروني ميمركزي مي گردند. اين اثر به دليل افزايش نوراپي ناهنجاريهاي عصبي

، افزايش فشار خون و دماي ، كاهش اشتهاافزايش انرژي بدن، سرخوشيباشد. مصرف اين مواد سبب 

كائين مفتاميني، اكستازي و نيكوتين از اعضاي اين گروه هستند. كوآگردد. كوكائين، مشتقات بدن مي

-ها و اكستازي به صورت شيميايي توليد ميطبيعي دارند و آمفتامين و نيكوتين در اين گروه منشأ

 .[5] گردند

  هاامفتامين .2 -1

ها از باشند. تمامي اعضاي گروه امفتامينها ميآميناتيلها گروهي از مشتقات فنيلامفتامين

آيند و داراي درجه مختلفي از فعاليت به شمار مي (CNSهاي مهم سيستم عصبي مركزي )محرك

نشان داده شده است. در تحقيق  1-1اين گروه در شكل  باشند.ساختار بسياري از اعضايتحريكي مي

بيشترين اعضاي اين گروه از ميان انتخاب شد زيرا امفتامين مت ها،از بين اعضا گروه امفتامين حاضر

 .[6] باشدمي امفتامينسوء مصرف مربوط به مت

 2امفتامين. فارماکولوژي مولكولي مت1 -2 -1

مهمترين از ، (1-1شكل آمين ) -3-فنيل پروپان  -1-متيل  -Nمفتامين با نام ايوپاك امت

امفتامين دراراي فعاليت تحريكي بسيار مت ،هادر بين امفتامين باشد.ها مياعضاي گروه امفتامين

-گونيست غيرمستقيم رسپتورهاي دوپامين، نورآدرنالين و سروتونين ميامفتامين آباشد. متزيادي مي

دهد كه متامفتامين سبب افزايش ترشح نورآدرنالين، دوپامين و سروتونين مطالعات نشان مي .باشد

متامفتامين يك داروي آن با نام لوو  Lامفتامين يك تركيب كايرال است و ايزومرمت.[7, 8]مي شود

متم عصبي ندارد. تحريك سيستم عصبي ناشي از بر سيست باشد و اثر تحريكيضداحتقان مي

به صورت امفتامين مت. ]6[ هاي راسميك استموجود در نمونه Dمربوط به ايزومر امفتامين 

كريستالي به دليل خلوص بالاتر كريستال، پودر ، قرص و مايع مورد سوء مصرف قرار مي گيرد. فرم 

                                                      
1 Stimulants 
2 Methamphetamine 
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نسبت به ديگر فرم ها قدرت اعتياد آوري بيشتري دارد. شيشه ، يخ ، مت ، شابو ، تينا و يابا از اسامي 

 باشند.خياباني اين تركيب مي

 

 

 امفتامين. تاريخچه و اپيدميولوژي مت2 -2 -1
 كولوژيست ژاپني( از افدرين سنتزتوسط ناگايي )فارما 1792براي اولين بار در سال  امفتامينمت

مزمن و  الكليسم، افسردگي، ناركولپسيجهت درمان  امفتامينگرديد. قبل از جنگ جهاني دوم مت

هاي امريكا، ژاپن و آلمان از متقرار گرفت. طي جنگ جهاني دوم نيرو FDAچاقي مورد تاييد 

-مت 1941كردند. ژاپن در سال مي ادهبراي بالا بردن انرژي و تمركز سربازان در جنگ استف امفتامين

-در خلال سال امفتامينر دارويي نمود و اولين اپيدمي متمفتامين را با نام تجاري فيلپون وارد بازاا

د از جمعيت ژاپن دچار سوءمصرف درص 5اي كه در ژاپن شكل گرفت به گونه 1958تا  1945هاي 

 . [11-9] ممنوع شد امفتامينز متاستفاده باليني ا 1985ر سال . دندشد امفتامينمت

سال به  دركيلوگرم  27از  3557تا سال  3558سنتز شده در ايران از سال امفتامين متميزان 

است. امفتامين بودهمين توليدكننده متپنچ 3515سال رسيده است كه در سال  دركيلوگرم  1555

 ((.a)3 -1)شكل تن رسيده است 4به  3511در سال امفتامين متميزان توليد 

 ها(ها )امفتامينآميناتيلساختار فنيل. 1-1شكل 
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سنتز متامفتامين و اكستازي ميزان متامفتامين از ميان مشتقات آمفتاميني شامل آمفتامين ، 

تواند روش كه دليل اصلي آن مي ين داشته استشده افزايش سالانه بيشتري از اكستازي و آمفتام

در سالهاي امفتامين متآسان سنتز و راحتي دسترسي به مواد پيش ساز )افدرين( باشد. افزايش توليد 

 .[13] ن ماده و افزايش خلوص آن شده استسبب كاهش قيمت اي 3515تا  3558

اند كه امفتامين بودهمتحدود شانزده ميليون نفر در جهان دچار سوء مصرف  3559تا سال 

 بعد از امفتامين متبيشتر از اعتياد به كوكائين و هروئين است. در بين مواد مخدر كشف شده 

دومين جايگاه را دارد. روش سنتز ساده، قيمت پائين مواد اوليه و محصول، ( يدها كانابينوئحشيش )

طولاني از جمله عواملي است كه سبب افزايش مصرف  اثرات قوي تحريكي بر مغز و طول اثر نسبتاً

به عنوان اولين ماده مورد امفتامين متو محبوبيت اين ماده در بين افراد معتاد شده است. متامفتامين 

است. شرق و جنوب شرقي آسيا مسير اصلي شدهاسلواكي شناختهو، چك، كاناداسوءمصرف در استراليا

امفتامين مربوط به اين ناحيه شود نيمي از مصرف كنندگان مته ميحمل اين مواد است و تخمين زد

گيرد. رت مي% در مكزيك صو95تا  85با خلوص (  Ice يخ ) با نام امفتامينباشند. بيشترين سنتز مت

امفتامين مصرف متسال در امريكا حداقل يكبار  13% جمعيت بالاي 7/13دهند آمارها نشان مي

گردد كه ناشي از استفاده از وسايل سبب افزايش ابتلا به بيماري ايدز ميامفتامين متمصرف  اند.كرده

 .[12] مشترك تزريق و افزايش ميل جنسي متعاقب مصرف است

-2111امفتامين را دارند در سال مت بط( نمودار کشورهايي که بيشترين کشف و ضa. 1-1نمودار 

2111 ،b ان در بط متامفتامين جهاني در آمريكاي شمالي و ديگر کشورهاي جهض( نسبت کشف و

 ,UNODC UN. World drug report. Publication UN  سالهاي مختلف   .اقتباس از گزارش:

editor. 2013 
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 امفتامين و اثرات فيزيولوژيک آنهاي هدف مت. گيرنده3 -2 -1

 ،نفريني، سروتونيني و نوراپيهاي دوپامينيعلاوه بر اثر آگونسيتي بر گيرنده امفتامينمت

 يدهنده( غشاي نورون و انتقالNETنفريني )، نوراپي(DATهاي دوپاميني )دهندهانتقال سوبستراي

 pHبه درون وزيكول سبب تغيير امفتامين متباشد. ورود ( ميVAMT-2) 3مونوآميني وزيكولي نوع 

به درون  VMAT-2گردد و ذخاير نوروترانسميتري درون وزيكول با عمل معكوس درون وزيكول مي

 ، NETها سبب عكس شدن مسير انتقالي مينفزايش درون سيتوزولي مونوآگردد. اسيتوزول تخليه مي

DAT  وSERT رهاي مونوآميني در سيناپس امفتامين سبب افزايش نوروترانسميتمتگردد. لذا مي

گردد. مطالعات برون تني اكسيژناز نيز ميمينامفتامين همچنين سبب مهار آنزيم مونوآمتگردد. مي

نفرين سيناپسي دو برابر دوپامين و شصت امفتامين در افزايش سطح نوراپيمتدهد قدرت نشان مي

 .]8و  6[ برابر سروتونين است

 

 هاي سميت. مكانيسم4 -2 -1

 استرس اکسيداتيو. 1 -4 -2 -1

امفتامين متناشي از شباهت ساختاري آن با دوپامين است. امفتامين متاثرات سمي  احتمالاً

گردد و افزايش سطح هاي پيش سيناپسي به درون سيتوپلاسم ميسبب خروج دوپامين از وزيكول

است. تركيبات مهار كننده تيروزين امفتامين متلي سميت دوپامين در سيتوپلاسم دليل اص

هاي استرياتوم در برابر باعث محافظت نورون ،دهندهيدروكسيلاز كه ميزان دوپامين را كاهش مي

. دهدرا افزايش ميامفتامين متسميت   L-DOPAاز طرفي تجويز و گردندميامفتامين متسميت 

 .]12[گردد سترس اكسيداتيو ميدوپامين در سيتوپلاسم باعث ايجاد ا

 

 سميت تحريكي. 2 -4 -2 -1

باشد. تمام همچنين به دليل سميت تحريكي ناشي از گلوتامات ميامفتامين متسميت عصبي 

هاي عصبي سبب افزايش ترشح گلوتامات در نواحي مختلف داروهاي مورد سوءاستفاده از دسته محرك

متهاي نورودژنراتيو رنده گلوتامات سبب كاهش آسيبآنتاگونيست گي  MK-801گردند. مغزي مي

زايش ترشح شود. افميمفتامين امتالقا شده توسط  ،ميتوكندري 3و رفع مهار كمپلكس امفتامين 

 .]12[ تشود كه ناشي از افزايش فعاليت نورون اسدر مغز مي گلوتامات سبب هيپرترمي
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 . سميت ميتوکندريايي3 -4 -2 -1

شود. تجمع كاتيوني است كه به راحتي وارد ميتوكندري مي تركيب ليپوفيل يكامفتامين مت

را  pHشود و دري سبب از بين رفتن گراديان الكتريكي غشا ميتوكندري ميامفتامين در ميتوكنمت

ه دار شدن هاي فعال در ميتوكندري سبب حفره. توليد گونگرددميمتوقف  ATPو سنتز  دادهافزايش 

زاد شدن كلسيم ذخيره شود. آسازي سيتوكروم اكسيداز در سيتوپلاسم ميو آزاد غشاي ميتوكندري

 .]12[  كندپتوزي را فعال ميوميتوكندري و سيتوكروم اكسيداز، مسيرهاي آپ

 التهاب مغزي. 4 -4 -2 -1

-گردد. ميكروگليا با آزادسازي گونهسازي ميكروگليا سبب افزايش آسيب ميبا فعالامفتامين مت

امفتامين مت . احتمالاًشودعال نيتروژني و اكسيژني سبب افزايش بيشتر استرس اكسيداتيو ميهاي ف

)آنتاگونيست گيرنده  MK-801شود زيرا ميميكروگليا واسطه افزايش گلوتامات باعث فعالسازي  به

NMDA ) 12[  كندجلوگيري ميامفتامين متاز فعالسازي ميكروگلياها با[. 

 

 امفتامينت. عوارض م5 -2 -1

نشان مي دهد مرگ در امفتامين ناشي از مصرف مت ير م مطالعات موردي در ارتباط با مرگ و

، خفگي به دليل آسپيراسيون راد مصرف كننده ناشي از ادم ريوي، خونريزي مغزي، انفراكتوس قلبياف

هاي قال بيماريترين عامل انتدهد اصليمحتويات معده و فيبريلاسيون بطني است. آمارها نشان مي

دليل مرگ و مير مرتبط  عفوني مانند ايدز و هپاتيت استفاده از وسايل تزريقي مشترك است. اگرچه

، خودكشي و قتل اثرات سايكولوژيك و وقوع تصادفاتبيشتر مربوط به ايجاد  امفتامينبا مصرف مت

 است.

سندرم حاد كرونري و ناشي از افزايش فشار خون، آريتمي، امفتامين متسميت قلبي عروقي 

هاي كرونري با عوارض مزمن قلبي عروقي مانند بيماريمتامفتامين ايسكمي بطني است. مصرف مزمن 

امفتامين متو كارديوميوپاتي همراه است. احتمال ابتلا به بيماري كارديوميوپاتي در افراد معتاد به 

 .[14] برابر افراد عادي است 8/2

امفتامين سبب سرخوشي، برانگيختگي، متگرم( ميلي 25تا  5در دوزهاي پائين تا متوسط )

شود. دوزهاي بالا ولي افزايش دماي بدن و كاهش اشتها مي، افزايش ضربان قلب و فشار خون، ميدرياز

ود. شسبب اختلالات ذهني و بروز علائم سايكوتيك، رابدوميوليز و تشنج ميامفتامين متغيركشنده 

درصد  13تا  8درصد افراد، سايكوز حاد در  35علائم سايكوتيك شامل ايجاد رفتارهاي تهاجمي در 
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است. امفتامين متدرصد افراد با مصرف دوزهاي بالا از  13تا  6افراد و تمايل به خودكشي در 

اند ايجاد مصرف كردهامفتامين متدرصد افراد كه دوزهاي بالايي از  14رابدوميوليز ممكن است در 

 .]8[ شوددرصد افراد و به ندرت ايجاد مي 4تا  2گردد. تشنج در 

گردد. مكانيسم ي دوپامينرژيك و سروتونينرژيك ميهاسبب آسيب به آكسونامفتامين مت

سميت عصبي ممكن است ناشي از افزايش دوپامين و سروتونين درون سيتوزولي باشد. اكسيداسيون 

گردد. همچنين افزايش ا در سيتوزول سبب ايجاد استرس اكسيداتيو ميهخودبخودي اين مونوآمين

شود. مطالعات نشان هاي بيشتري به بافت مغز ميسبب آسيبامفتامين متدماي مغز ناشي از مصرف 

مطالعات يم نگردند. سال بعد از قطع مصرف نيز ترم هاي ايجاد شده ممكن است تا يكآسيبدهد مي

امفتامين دچار متافراد معتاد به  كه  دهدگار انتشار پوزيتروني نشان مينه پرتوبرداري به وسيلتصوير

، كاهش چگالي نوروني و كاهش ماركرهاي دوپامينرژيكي و سروتونينرژيكي هستند. اين التهاب مغزي

قطع مصرف  توانند وجود داشته باشند و بهبود بعد ازسال بعد از قطع مصرف نيز مي ها تا يكآسيب

سبب امفتامين متمصرف مزمن كه دهد گيرد. مطالعات رفتاري نشان ميورت كامل صورت نميبه ص

مغز سبب  پره فرونتالشود. آسيب به قشر اختلال در حافظه حين انجام كار و حافظه ضمني مي

 گردد. بهنجار در اين افراد ميترل رفتاري و انجام رفتارهاي ناكاهش كن

-متاز علائم رواني مصرف برد، از انجام آن لذت مي ه فرد قبلاًهايي كعدم علاقه به فعاليت

ماه بعد از قطع  6شود كه تا راد سبب ايجاد شيزوفرني ميدرصد اف 35است. مصرف مزمن در امفتامين 

گردد. مصرف نيز ممكن است وجود داشته باشد. افسردگي و انزوا اجتماعي نيز در اكثر افراد ايجاد مي

هاي شايع يي مانند فورميكشن )احساس حركت حشره بر سطح پوست( از سايكوزتوهمات حس بساوا

 كننده است.    در بين افراد مصرف

به دليل ايجاد هيپوكسي در جنين، كاهش انعطاف پذيري  در دوران حاملگيامفتامين متمصرف 

وزن دوران حاملگي سبب كاهش هاي عروق رحم، افزايش مصرف سيگار و همچنين كاهش مراقبت

-زمان بستري شدن بعد از زايمان ميافزايش  نوزاد، افزايش احتمال مرگ جنين، زايمان زود رس و

بيشتر از نوزادان با مادر امفتامين متگردد. احتمال ابتلا به سندرم داون در نوزاد با مادر معتاد به 

 .[15] طبيعي است

خشكي دهان، انقباض عروق و هيپوكسي، دندان قروچه و رعايت نكردن بهداشت دهان و دندان 

 .]8[ گرددميخم در لثه و خونريزي مكرر لثه  ها، ايجاد زسبب شكستگي دندان
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 امفتامين در بدن . جذب مت6 -2 -1

ساعت  2/6تا  1/2سريع است و بيشترين غلظت پلاسمايي آن در امفتامين متجذب خوراكي 

-ثر سريع تحريكي بر سيستم عصبي ميسبب ا1كشيدن به صورت متامفتامين گردد. مصرف ظاهر مي

امفتامين متاكسيزناژ اثرات آمينشتر و مقاومت نسبت به آنزيم مونوگردد. به دليل چربي دوستي بي

تري طولانيگردد و اين اثرات براي مدت هاي شبه آمفتاميني سريعتر ايجاد مينسبت به ديگر محرك

يابد. ميزان دوز مورد نياز براي ايجاد اثرات تحريكي مشابه در سيستم عصبي مركزي كمتر از ادامه مي

 . [16] هاي شبه آمفتاميني است و اثرات عصبي محيطي آن نيز كمتر استديگر محرك

 

 امفتامين. متابوليسم مت4 -2 -1

هاي واكنشكبد است و در آنجا تحت تاثير در  امفتامينمتاولين محل متابوليسم 

در  متابوليت 8. حداقل گيردقرار مي 3دآلكالاسيون- Nهيدروكسيلاسيون آروماتيك، دآميناسيون و 

%(، آمفتامين 5)2ك اسيدتوان به هيپوريهاي اصلي ميادرار شناسايي شده است كه از متابوليت

-4هاي جزئي شامل %(, اشاره كرد و متابوليت15) 4مفتاميناهيدروكسي مت-4%(،  2-3)فعال()

 2-1ند )شكلست%( ه3-1) 8هيدروكسي نورافدرين-4%(، 3) 6%(، نورافدرين1) 5هيدروكسي آمفتامين

 .[18] گرددساعت بعد از مصرف ايجاد مي  34الي  15ماكزيمم پيك غلظتي اين مواد  .(

ها دارد و بعد از آن كند و بيشترين پيك را در كليه و ششامفتامين در تمام بدن چرخش ميمت

 .[17] معده، پانكراس، طحال، كبد و كمترين مقدار در قلب و مغز است

                                                      
1 smoking 
2 N-dealkylation 
3 Hippuric acid 
4 4-hydroxymethamphetamine 
5 4-hydroxyamphetamine 
6 Norephedrine 
7 4-hydroxynorephedrine 



  13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 . نيمه عمر پاک سازي از خون 8 -2 -1

-ساعت گزارش شده است و دفع آن از طريق ادرار صورت مي 5-4بين  فتاميناممتنيمه عمر 

امفتامين  اسيدي باعث افزايش ترشح مت pH) ادرار متفاوت است pHگيرد كه سرعت دفع بسته به 

 .شود(مي

دهد كه  كل دفع ادراري را تشكيل مي درصد 54تا  25به صورت تغيير نيافته امفتامين متدفع 

 .]14[ كندادرار تغيير مي pHتحت تاثير  ،همانطور كه گفته شد

 

 امفتامين به بزاق . زمان ورود مت3 -2 -1

ساعت بعد از مصرف به صورت استنشاقي، كشيدن يا خوراكي در بزاق قابل  4تا  3متامفتامين 

 .[19] باشدناسب با غلظت آن در پلاسما ميامفتامين در بزاق متشناسايي است. غلظت مت

 

، I. در موش  IIو  Iهاي اصلي مفتامين. در انسان متابوليتامكانيسم احتمالي متابوليسم مت. 2-1شكل 

III  وVI هاي اصلي هستندمتابوليت 
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 سنجش آنهاي امفتامين و روش. اهميت سنجش مت3 -1

هاي پيشگيري از اعتياد و آثار شوم آن تشخيص صحيح و به هنگام سوء يكي از مهمترين راه

هاي بيولوژيكي مثل ادرار، امفتامين در نمونهگيري متباشد. اندازهمخدر مي كنندگان موادمصرف

-امفتامين( انجام مي)مت مد براي تشخيص اعتياد به شيشههاي جاخون، سرم، بزاق، عرق، مو و بافت

 [35]شود 

 

 . کروماتوگرافي1 -3 -1

 .[31]باشدمتحرك مياساس كروماتوگرافي جداسازي بر اساس دو فاز ساكن و 

 

 (TLC. کروماتوگرافي لايه نازک )1 -1 -1-3

ترين يكي از معمول TLCكروماتوگرافي لايه نازك نوعي كروماتوگرافي جذب سطحي است. 

هاي مورد استفاده جهت تفكيك و شناسايي مواد مخدر است. اين روش تقريباً سريع )اين آناليز روش

مورد استفاده براي طيف وسيعي از  هزينه ودقيقه طول مي كشد(، حساس، كم 25به ندرت بيش از 

-مواد مخدر است. با وجود مزاياي مختلف اين روش، در اكثر كشورها جواب آن به تنهايي معتبر نمي

امفتامين گزارش شده است. براي سنجش مت TLCباشد. بر اساس فاز متحرك و مواد مرجع سه نوع 

 .[33]ذكر شده است  TLC( مشخصات اين سه نوع 1-1در جدول )

 

 امفتامينبراي مت TLCهاي انواع سيستم . 1-1جدول 
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 (GC) 1. کروماتوگرافي گازي2 -1 -3 -1

 .[32]و اندازه گيري مواد مخدر م ي باش د  كروماتوگرافي گازي يك روش معتبر براي جداسازي 

شناسايي مواد مخدر در نمونه ه اي   Gold standardاسپكترومتري جرمي،  -روش كروماتوگرافي گازي

 .[34]باشدبيولوژيك مي

 GC-MS))2اسپكترومتري جرمي  -کروماتوگرافي گازي

GC-MS حساسيت اين  شود.امفتامين در نمونه محسوب ميترين روش تأييد وجود متقطعي

نانوگرم بر ميلي ليتر و ادرار  255نانوگرم بر ميلي ليتر، كبد و كليه  55هايي نظير خون روش در بافت

 .[35, 34]نانوگرم بر ميلي ليتر گزارش شده است  1نانوگرم بر ميلي ليتر و در پلاسما  555

 

3کروماتوگرافي مايع با فشار بالا. 1-3-1-3
(HPLC) 

گيري مواد مخدر هاي جداسازي و اندازهيكي از مهمترين روش  HPLCروش   GCعلاوه بر روش 

متر و سانتي  25با طولي كمتر    (C18است. در اين روش به طور معمول از ستون اكتادسيل سليكا )

)همراه با متانول يا  2-3برابر  pHر فسفات با شود و از بافمتر استفاده ميميلي 5قطري كمتر از 

ي مورد سنجش داراي گروه الكيل طويل درصد، در مواردي كه گروه الكيل در ماده 35-3استونيتريل 

شود . امفتامين(  استفاده ميباشد( به عنوان فاز متحرك براي مواد مخدر صنعتي )از جمله متمي

 يا دتكتور با طول موج متغير detector  Diode arrayدتكتور مورد استفاده در اين روش
است و براي 4

-ليتر ميگرم  در ميليميلي 5-55/5ساعت وقت لازم است . حساسيت اين روش  4تا  2هر آزمايش 

 .[36]باشد 

ها، هاي كروماتوگرافي براي مثال گران قيمت بودن دستگاهبا توجه به مشكلات كار در روش 

توانند به عنوان ها نمي(، اين روش HPLCو  GCمواد، وسائل و احتياج به نيروي متخصص )براي 

امفتامين در مايعات بيولوژيك بخصوص براي تعداد زياد نمونه و در هاي رايج تشخيص متروش

ها هاي سنجش ايمني، امروزه اين سنجشهاي تشخيص طبي كارآمد باشند و با ظهور روشيشگاهآزما

                                                      
1 Gas Chromatography 
2 Chromatography–mass spectrometry 
3 High-performance liquid chromatography 

 
4 Variable wavelength detector 
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-هاي آسان، در دسترس، ارزان قيمت و با حساسيت بالا و دقت مطلوب، جايگزين روشبه عنوان روش

 .[36]و پر هزينه كروماتوگرافي شده استگير هاي وقت

 

 . سنجش هاي ايمني2 -3 -1

هاي ايمني روشي براي تشخيص، تعيين غلظت و نوع آنتي بادي يا آنتي ژن هستند. آنتي سنجش

گر بيش از نيم قرن است كه مورد توجه بوده است. ولي كار و تحقيق ابادي به عنوان يك معرف شناس

 آغاز شد. 1959در سال  1برسون و يلوهاي ايمني به مفهوم امروزي آن از زمان در خصوص سنجش

گيري انسولين پلاسما از آنتي بادي ضد انسولين استفاده ندان براي اولين بار براي اندازهاين دانشم

گيري ر اندازهاستفاده از آنتي بادي د اي برايسال گذشته، تحقيقات گسترده 35در  . [38]كردند

 .[39, 37]...( انجام شده است  ها و مشتقات داروهانوروپيتيدها، هاپتن ها،)هورمون هاي مختلفملكول

هاي هاي مزدوج سازي، روش، اصلاح روشهاي تازهنشانهاي جديد، ، ابداع تكنيكدر اين بين

بادي همواره در كانون توجه دانشمندان اين حوزه بوده آزاد و متصل و توليد آنتي هاينشانجداسازي 

Hو يا I135 عناصر  راديو اكتيو  هاي ايمني به كمكش. اولين سنج [37] است
انجام  نشان3به عنوان   2

 هاي ايمني مورد استفاده قرار گرفتسنجشدر  هاي آنزيمي و مواد فلورسانسپس از آن، نشانه شدند.

[25]. 

به صورت مختصر هاي ايمني هستند كه در ذيل بادي دو جزء اصلي سنجشژن و آنتيآنتي

 بررسي مي شوند:

به آن بادي ژن كه آنتيال فضايي ويژه است. بخشي از آنتيماده خارجي حاوي اشك :ژنآنتي

ي را بر عليه ژني كه بتواند پاسخ ايمنگويند. به آنتيمي (توپ)اپي 2ژنيكشاخص آنتيشود را متصل مي

، معمولاً دالتون هستند 5555ي وزن كمتر از هايي كه داراايمونوژن گويند. مولكول ،خود تحريك كند

ها در صورت اتصال اين مولكول هايي هاپتن گويند.هاي خوبي نيستند به چنين مولكولايمونوژن

ند و كنت ايمونوژن پيدا ميشود، خاصيكه حامل گفته مي )پروتئيني( بزرگتر، كووالانت به يك مولكول

 .[21]شودعليه آن آنتي بادي  ساخته مي

ه كباشند ها ميها موسوم به ايمونوگلبولينروتئين سرمي از دسته گاماگلبولينگليكوپ :آنتي بادي

شود و قادر است اتصالي ويژه، ايمني بر عليه ايمونوژن ساخته ميبه عنوان بخشي از پاسخ 

                                                      
1  Yellow and Berson 
2 Marker 
3 Antigenic determinant 
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 25555 - 2555سرعت توليد آنتي بادي  .[23]غيركووالانس و برگشت پذير با آنتي ژن برقرار كند

 به ازاي هر سلول در ثانيه است. مولكول

اند و بادي ساخته شدههاي مختلف مولد آنتيبادي كه از سلولآنتي :کلونالبادي پليآنتي

 باشند.ژن ميهاي مختلف يك آنتياند كه عليه اپي توپهاي مختلفباديمجموعه ناهمگوني از آنتي

 كنند.هاي زنده كه در كنار هم زندگي ميمجموعه سلول :سلولي  کلون

-هاي كاملاً يكسان و مشابه كه همگي از يك سلول حاصل شدهاز سلولاي مجموعه :تک کلون

 اند.

ي كاملاً مجموعه است وشدهبادي كه فقط از يك تك كلون ساختهآنتي :نالبادي منوکلوآنتي

-توپ خاص مياند و همگي عليه يك اپيهايي است كه در تمام اجزاء مشابهبادييكنواختي از آنتي

 .[31] باشند

 ,IgA, IgG, IgD, IgEزنجيره سنگين به پنج كلاس اصلي:در ها بر اساس تفاوت ايمونوگلبولين

IgM  شوند.تقسيم مي IgG ژنهاي وابسته به در پاسخ ايمني ثانويه برضد آنتي باديترين آنتيمهم

باشند، در توليد ها ميژنگلوتيناسيون و پرسيپيتاسيون آنتي، آموس است كه قادر به اپسونيزاسيونتي

 عوامل چندي دخالت دارند كه شامل: ،پروتئين حامل-هاپتن مزدوجبادي بر عليه آنتي

 اررفته بين هاپتن و پروتئين حاملپل به ك فضايي شيميمحل و  (1

مولكول هاپتن به ازاي هر  15 - 25ترين نسبت )مناسب نسبت مولي هاپتن به پروتئين حامل (3

 مولكول حامل مي باشد(.

 رفته نوع و طول پل به كار (2

 نوع پروتئين حامل (4

 ش به كار رفته براي ايمونيزاسيونرو (5

هاي ايمني ين دو تركيب و پايه سنجشبادي مهمترين مشخصه اژن و آنتيواكنش بين آنتي (6

 باشد.مي

هاي اخير باشد. در دههبادي به يك عامل شناساگر نياز ميژن و آنتيبراي سنجش مولكول آنتي

ر رفته به دو به كا نشانبادي ابداع شده كه بر اساس نوع ژن يا آنتيهايي براي نشاندار كردن آنتيروش

 شوند:دسته كلي تقسيم مي

 ي راديواكتيوهانشان -1

 [31] هاي غيرراديواكتيونشان  -3
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 (RIA) 1هاهاي ايمني با راديوايزوتوپ. سنجش1 -2 -3 -1

RIA  هاي بادي با ايزوتوپژن يا آنتيابداع شد و در اين روش آنتي 1959اولين بار در سال

Iراديواكتيو مثل 
135، H

2، I121 وCo
و  هاي اين روش حساسيت، ويژگياند. از ويژگيشدهنشاندار  25

هاي نندگي محيط زيست بشري يكي از مهمترين مشكلات و ضعفكتكرارپذيري آن است ولي آلوده

 .[24, 22]باشد اين روش مي

 هاي ايمني غيرراديوايزوتوپيسنجش. 2 -2 -3 -1

ها، مواد اند، شامل: آنزيمها كه گسترش زيادي يافتهاستفاده شده دراين سنجش هاينشان

سازهاي فلورسانس، پيش هايكنندهخاموش هاي آنزيمي،، مهاركنندههاكوآنزيم زا،فلورسانس

هاي هاي فلزي و راديكالها، اتموزومهاي قرمز، ليپها، گلبولباكتريوفاژها، لاتكس مينسانس،كيمولو

 .[25] شوندپايدار، ميآزاد 

 

 (EIA)2سنجش ايمني با آنزيم. 3 -2 -3 -1

هاي بيولوژيكي و باليني كاربردهاي بات غيرراديواكتيواند كه در سنجشدسته از تركي ها يكآنزيم

باشد كه اولين بار در سال مي RIAمثل  EIAاند. اصول و حساسيت پيدا كرده نشانفراواني به عنوان 

ه در هاي پروتئيني با خاصيت كاتاليزوري هستند كها مولكولابداع گرديد. آنزيم 2توسط انگوال 1981

باشند و اين تبديل توجه سوبسترا به محصول واكنش مي مقادير ناچيز نيز قادر به تبديل ميزان قابل

سوبسترا يا يكي از اجزاء ديگر واكنش  ، فلورسانس يا لومينوسانس مشخص دررنگي گاهي با تغييرات

 همراه است.

ت و با آنتي ژن غيرنشاندار ، مولكول آنتي ژن با آنزيم نشاندار شده اسEIAدر واكنش اصلي در  

كند. ميزان تغييرات رنگي حاصل از تبديل سوبسترا به رقابت مي بادي ويژهبراي اتصال به آنتي 

محصول نشانگر ميزان آنتي ژن نشاندار متصل به آنتي بادي است و رابطه عكس با مقدار آنتي ژن 

 .[26, 31]  غيرنشاندار دارد

                                                      
1     Radioimmunoassay 
2    Enzyme Immunoassay 
3  Engvall 
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 هاي ايمني با آنزيمانواع سنجش

 شوند:شود به دو دسته تقسيم ميواكنش كلي كه در محلول انجام مي ها بر اساساين سنجش

   1سنجش ايمني آنزيمي همگن (1

 3سنجش ايمني آنزيمي ناهمگن   (3

فعاليت آنزيم اين تقسيم بندي براساس توانايي يا عدم توانايي آنتي بادي براي ايجاد تغييرات در 

 .[31]باشدتصل به آنتي ژن ميم

 همگن EIAسنجش  (1

 -ژنآنتيفعاليت آنزيم در اثر واكنش  در اين سيستم به جداسازي اجزاء واكنش نيازي نيست و

است. در اين روش ردياب يك  EMIT، همگن EIAترين نوع رايج گيرد.بادي تحت تأثير قرار ميآنتي

بب غيرفعال شدن آنزيم س -بادي به كمپلكس آنتي ژنمتصل به آنزيم است و اتصال آنتي آنتي ژن

كنند و فعاليت آنزيم در اتصال به آنتي بادي رقابت مي آنزيم مي شود. آنتي ژن نشاندار و غيرنشاندار

يزان شود. پس فعاليت آنزيم متناسب با مدر آنتي ژن نشاندار متصل نشده به آنتي بادي حفظ مي

 .[39, 31] باشد)آناليت( مي ژن غير استانداردغلظت آنتي

 ناهمگن EIAسنجش  (2

متصل بادي و غيرژن نشاندار متصل به آنتييستم چون بين علائم حاصل از آنتيدر اين س

اختلافي وجود ندارد، پس مرحله جداسازي اين دو جزء نياز است. براي جداكردن آنتي ژن نشاندار 

فات آمونيوم، )با سول هاي بالاي نمكهاي: رسوب با غلظتمتصل از روشبادي و غيرآنتيمتصل به 

-)با پلي ...(، رسوب دادن استن و )با متانول، اتانول، سولفات سديم(، دناتوره كردن و رسوب پروتئين

)با استفاده از  )لوله آزمايش، ذرات جامد(، جذب ليگاند آزاد بادي ثانويه(، فاز جامداتيلن گليكول، آنتي

 شود.ژ كردن، صاف كردن( استفاده مييفو)سانتر ...(، جداسازي فيزيكي تالك، ذغال، سيليكا و

  ELISAبه روي يك فاز جامد ثابت شده استبادي يا آنتي ژن ناهمگن كه آنتي EIAنوعي از  

 .[28, 31]شود ناميده مي

                                                      
1    Homogeneous 
2  Heterogeneous 
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 باشد.شامل: روش اتصال رقابتي، روش غيرمستقيم و روش ساندويچ ميناهمگن  EIAانواع 

 روش اتصال رقابتي( 1

 بادي ثابت شده برژن غيرنشاندار است به آنتيم نمونه مورد بررسي كه واجد آنتيدر اين سيست

شود. بعد نيز اضافه ميژن نشاندار مزمان و يا با فاصله زماني، آنتيشود و هروي سطح جامد اضافه مي

زودن اف باروي فاز جامد،  از انكوباسيون و شستشو )مرحله جداسازي(، فعاليت آنزيم باقيمانده بر

 ژن غيرنشاندار دارديت آنزيم رابطه عكس با غلظت آنتيشود. فعالسوبستراي اختصاصي سنجيده مي

[31 ,27] 

 ( روش غير مستقيم2

مورد بررسي طراحي شده است. با اضافه كردن  بادي در نمونهاين سيستم براي بررسي وجود آنتي

ژن ثابت شده روي سطح جامد و طي شدن زمان انكوباسيون، عمل بادي بر آنتينمونه حاوي آنتي

از انكوباسيون و شستشوي پس  .شودبادي ثانويه نشاندار افزوده ميشستشو را انجام داده و سپس آنتي

شود كه اي سنجيده ميجامد با اضافه كردن سوبستراي ويژهمجدد، فعاليت آنزيم باقي مانده بر سطح 

 .[27, 31] نسبت مستقيم با غلظت آنتي بادي موجود در نمونه دارد

 ( روش ساندويچ3

ثابت شده روي  بادييك دارد( برروي آنتي)كه بيشتر از يك شاخص آنتي ژن ژندر اين روش آنتي

توپ )عليه يك اپي بادي نشاندار دوميشود و بعد از انكوباسيون و شستشو، آنتيسطح جامد اضافه مي

شستشوي مجدد، فعاليت  افزايند و پس از انكوباسيون وباشد( را به سيستم ميديگر آنتي ژن مي

سنجند. مقدار فعاليت آنزيمي رابطه ژن را به كمك سوبستراي ويژه ميهاي متصل به آنتيآنزيم

 [27, 31]ژن موجود در نمونه دارد زان آنتيمستقيم با مي

 

 امفتامينهاي ايمني براي مت. انواع سنجش1-4

 

امفتامين، انواع وكلونال با تمايل مناسب براي متكلونال و منبادي هاي پلينتيبا توليد انواع آ

 امفتامين تهيه شده است.متهاي سنجش ايمني براي روش
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 راديوايمنواسي .1 -4 -1

در  ليترهاي در حد نانوگرم بر ميليلظتامفتامين را با غتوان متمي RIAبا استفاده از روش 

امفتامين در نمونه مو، با همچنين اين روش براي شناسايي مت [24]مايعات بيولوژيك شناسايي كرد

 .[29]شده است  گرم مو نيز گزارشميلي 15نانوگرم در  5حساسيت 

 

 لاتكس آگلوتيناسيون مهاري .2 -4 -1

-Latexامفتامين )استفاده از ذرات لاتكس پوشيده شده با آنتي بادي بر عليه مت در اين روش با

Abو مت )( امفتامين كنژوگه با آلبومين سرم خرگوشLatex-MA از طريق فرايند آگلوتيناسيون ،)

 4-5شود. جواب تست بعد از كننده شناسايي ميامفتامين در نمونه ادرار افراد سوءمصرفمهاري، مت

-شود. اگر در نمونه متپس از اضافه كردن ذرات لاتكس مذكور به نمونه ادرار فرد مشخص ميدقيقه 

بادي به يكديگر متصل شده و ژن و آنتيامفتامين وجود نداشته باشد، ذرات لاتكس حاوي آنتي

مين امفتادهد ولي اگر متامفتامين در نمونه وجود داشته باشد  انگاه با آنتي متآگلوتيناسيون رخ مي

امفتامين جلوگيري متصل به ذرات لاتكس واكنش داده و از اتصال آنها به ذرات لاتكس حاوي مت

ليتر ادرار ميكروگرم در ميلي 4/5دهد. حساسيت اين تست، كرده و در نتيجه آگلوتيناسيون رخ نمي

 .[45] گزارش شده است

 

 

 مهاري هماگلوتيناسيون .3 -4 -1

باشد ولي در اينجا آنتي ژن و آنتي بادي مي يمهار يناسيونلاتكس آگلوتاساس اين روش مشابه 

نانوگرم در  1امفتامين شوند. حساسيت اين تست براي متهاي قرمز گوسفند متصل ميبه گلبول

 .[41]ميلي ليتر ادرار گزارش شده است 
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 (EIA. سنجش ايمني با آنزيم )4 -4

 همگن EIA. سنجش 1 -4 -4 -1

امفتامين در ادرار ليتر( براي شناسايي متميكروگرم در ميلي 1) mg/L 1با حساسيت   EMITروش

 شود.فسفات دهيدروژناز استفاده مي 6در اين روش  از آنزيم گلوكز  .[43]گزارش شده است 

 

 ناهمگن EIA. سنجش 2 -4 -4 -1

شود امفتامين در مايعات بيولوژيك استفاده ميبه صورت گسترده براي شناسايي مت ELISAاز روش 

نانوگرم  1شود و حساسيت در حد _استفاده مي 1(HRPدر اين روشها از آنزيم پروكسيداز گياهي ). [42-45]

 ليتر گزارش شده است . در ميلي

 

 . ايمنوکروماتوگرافي5 -4 -1
هاي سنجش ايمني، ايمنوكروماتوگرافي است كه تلفيقي از روش كروماتوگرافي و يكي از روش

 .[46]باشد باشد و مزاياي هر دو روش را دارا مياي ايمني ميهسنجش

 

 2هاي سريعسنجش. 1-4-5-1

نياز به نيروي  عدم . استفاده راحت،باشند هاي سريع شكلي از ايمنوكروماتوگرافي ميسنجش

يع هاي سرسنجش ، از اين روهاي سريع هستندي سنجشهزينه كم و انجام سريع از مزايا متخصص،

                                                      
1 Horseradish peroxidase 
2    Rapid test 
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عرضه هاي سريع در بازار . امروزه محصولات بسيار متنوع از سنجشباشدداراي طرفداران زيادي مي

وز مطالعات در اين هن دارد ها وجوداين سنجش زمينهولي به دليل قابليت توسعه كه در شده است 

 گيرد. صورت ميادامه داشته و  حوزه 

 

 . ساختار يک نوار سنجش سريع1 -1 -5 -4 -1

 كه بهاول،  جزءست. نمونه به ( سنجش سريع از شش جزء مختلف تشكيل شده اstrip) يك نوار

ست در پد به پد كونژوگه متصل است. براساس نوع تپد نمونه شود. افزوده مي، نمونه موسوم است پد

شود. رد غشاء ميوابخش دار حضور دارد. نمونه بعد از عبور از اين ژن نشانهبادي يا آنتيكونژوگه آنتي

روي غشا خط تست و خط كنترل  .آن است خاصيت موئينيگي مهمترين عامل حركت نمونه در غشاء

انتهايي غشا جزء  . در قسمتباشدبراي تأييد صحت جواب تست مي عملكرد خط كنترل قرار دارد.

نمايد. كليات مربوط به هاي اضافي را جذب مياست و معرف جاذب معروف پد ششم قرار دارد كه به

 داده شده است.  نشان 4 -1سريع در شكل يك سنجش 

 

 

 

 

 

 

 

 باديآنتي (1

-كلونال و آنتيهاي سريع استفاده كرد: منوكلونال، پليتوان در سنجشبادي ميآنتي از سه نوع

هاي باديهاست. آنتيباديبندي براساس شيوه توليد اين آنتيهاي نوتركيب. اساس طبقهيباد

بادي را نداشته باشند، ولي لزوماً بادي كامل نباشند و همه اجزاي آنتينوتركيب ممكن است يك آنتي

شوند. نوتركيب توليد مي DNAهاي ها توسط تكنيكباديرا دارند. اين نوع از آنتي Fabهاي قسمت

 ( سنجش سريعstripوار )ن .3-1شكل 
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بادي را بتوان در سنجش سريع به كار برد، بايست آن را به شكل مطلوب تخليص براي اينكه يك آنتي

 .[48]منوكلونال بهترين انتخاب هستند  هايباديكرد. آنتي

 

 خط تست (2

گيرد. در بسياري از مواد نتايج تست يا آنتي بادي در خط تست قرار مي بنا به نوع تست، آنتي ژن

توان با چشم غيرمسلح نيز قرائت نمود و خط ايجاد شده حالت شفاف و واضح دارد. در صورتي را مي

خط تست داراي دقت كه خط تست واضح نباشد، نتايج نيز غيرقابل تفسير خواهند بود به منظور اينكه 

سازي شوند. در صورتي كه در تست، و كيفيت قابل اعتماد باشد بايست يك سري فاكتورها اپتيموم

 همان اصول بايست رعايت شود.   ،خط كنترل نيز باشد

نخست اينكه پروتئين متصل به غشاء در خط تست بايست به مقدار كافي باشد. در صورتي كه 

شود. تشكيل شده ضعيف بوده و موجب كاهش حساسيت تست مي مقدار پروتئين كم باشد، خط

هاي اتصال به پروتئين همچنين در صورتي كه مقدار زيادي پروتئين به غشاء متصل شود، تمام جايگاه

ها به نواحي مجاور منتشر شده و موجب شوند و از اين رو اين پروتئيندر منطقه خط تست اشباع مي

ها بايست در بافر انتخاب شده محلول باشند و قدرت يوني، پروتئين شود.افزايش عرض خط تست مي

به غشاء را تحت تأثير قرار دهند توانند اتصال پروتئين ها مياسيديته و عوامل رسوب دهنده پروتئين

[47]. 

 

 غشاء (3

-هاي سريع غشاي استفاده شده در اين سنجشمربوط به سنجش هايمهمترين قسمتيكي از 

ها، هاست. غشاء بسياري از نيازهاي مربوط به يك سيستم سنجش از قبيل فيكس نمودن مولكول

ثير بر ها با يكديگر در روي سطح )بدون تأنگهداري طولاني مدت و كوتاه مدت، برهمكنش مولكول

اتر سولفون و نايلون مورد سازد. سلولز، استات سلولز، پليمي ها( را فراهمآنشيميايي  خصوصيات

گيرد. تمامي غشاهاي مورد استفاده نيتروسلولز مورد استفاده قرار مي ازاند ولي اغلب آزمون قرار گرفته

ميكرومتر است  55/5 -15ها از ميكرومتر دارند و ميانگين اندازه منافذ آن 155عموماً ضخامتي حدود 

هاي مختلف متصل شوند. نيتروسلولز نسبت به غشاهاي توانند به مولكولو حداقل به صورت نسبي مي

هاي پروتئيني را در روي خود نگه دارد و از اين رو ژنبادي يا آنتيديگر قادر است مقدار بيشتري آنتي
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ك نمودن اين غشاها نسبت به شود. هم چنين بلونسبت به ساير غشاهاي سلولز ترجيح داده مي

 .[49]تر استاهاي نايلوني بسيار آسانغش

شروع شد. در اين دهه قابليت اتصال نيتروسلولز به  1965تاريخچه غشاهاي نيتروسلولزي از دهه 

-مورد توجه قرار گرفت. از آن زمان به بعد غشاهاي نيتروسلولز براي بلاتينگ و سنجش مواد مختلف

 .[55]گيرند مني مورد استفاده قررا ميهاي اي

 

 پد نمونه و پد کونژوگه (4

كت محلول نمونه بر پد كونژوگه را تضمين نمايد. همچنين اين عملكرد پد نمونه اين است كه حر

توان طوري طراحي نمود كه از ورود مايع اضافي به درون پد كونژوگه جلوگيري نمايد. يك پد پد را مي

توان آن را طوري پردازش نمود كه ويسكوزيته نمونه را شود و مينمونه از فيبرهاي سلولز ساخته مي

بادي كمك نمايد. عوامل بلوك آنتي -ژنتواند به اتصال آنتيش ويسكوزيته ميافزايش دهد. افزاي

توان بر روي پد نمونه قرار داد. پد كونژوگه معمولاً از فيلترهاي غيرمواج نظير فيبرهاي كننده را نيز مي

شود. اين فيلترها داراي ميل اتصال غيراختصاصي جزئي هستند، خصوصيات اي ساخته ميشيشه

 .[51]ابت است و حجم بستر مشخصي دارندها ثآن جريان

 

 پد جاذب (5

افزايش  ،نمايدعملكرد پد جاذب اين است كه مقدار و سرعت محلولي را كه از غشاء عبور مي

دهد. افزايش عبور مايع از دهد. در واقع پد جاذب حجم عبوري مايع از روي خط تست را افزايش مي

اند شستشو داده و از خوب به خط تست متصل نشده شود تا ذراتي را كهروي خط تست سبب مي

شود. جنس پد جاذب به زمينه تست ميرنگ روي خط تست حذف نمود. كه اين عمل موجب كاهش 

شود بايست خاصيت اهميت ندارد. هر چيزي كه به عنوان پد جاذب استفاده مي اجزاء تستاندازه بقيه 

توان براي پد جاذب استفاده نمود ي سلولز را ميجذب رطوبت را داشته باشد. براي مثال فيلترها

[51]. 

 

 نشانه   (6

ژن با چشم غيرمسلح و بادي به آنتيين دليل كه اتصال آنتيانشانه جزء اصلي تست است به 

ترين ذراتي هستند كه به عنوان نشانه در بدون استفاده از نشانه قابل رويت نيست. ذرات طلا معمول
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گيرند. اما ذرات ديگري مثل ذرات ماتوگرافي مورد استفاده قرار ميهاي سنجش سريع ايمنوكروتست

توانند در اين سيستم به كار گرفته شوند. ذرات پارامغناطيسي، نيز مي سلنيومو  لاتكس، كربن

اند. اگرچه اساس و هاي سريع مورد استفاده قرار گرفتههايي هستند كه در سنجشجديدترين نشانه

ها با هم متفاوت است اما هر مولكولي كه به عنوان نشانه به كار تمامي نشانه نيز رفتارهاي مولكولي

اي كه توليد بادي مورد نظر اتصال يابد. همچنين كونژوگهژن يا آنتيشود بايست بتواند به آنتيبرده مي

 .[53]پايداري قابل قبولي داشته باشد  شود بايست در شرايط محيطمي

در شرايط رطوبتي متفاوت و نيز در صورت اتصال به غشاء پايدار بماند. همچنين اندازه  نشانه بايد

آن بايست به اندازه كافي كوچك باشد تا بتواند براي استفاده در غشاء متناسب باشد. از آن جائي كه 

 .[52] هده باشدايست به راحتي قابل مشاسنجش سريع بايست سريع و نيز ارزان باشد مولكول نشانه ب

را  باً تمامي اين فاكتورهادر اين مطالعه نانوذرات طلا به عنوان نشان مورد استفاده قرار گرفتند كه تقري

 دارند. 

طلاي كلوئيدي، طلا در حد نانوذرات است كه به صورت يكنواخت در سرتاسر محلول پراكنده 

شده است و تفاوت هاي مختلفي با توده فلزي طلا دارد. مهمترين خصوصيت متفاوت آن تغيير رنگ 

متر باشد در نانو 15ها حدود آن است. طلاي فلزي زرد رنگ است اما نانوذرات طلا كه قطر تقريبي آن

نانومتر افزايش يابد يا  155محلول به رنگ قرمز تيره هستند.  در صورتي كه اندازه ذرات به حدود 

اي يابد. براي مثال ذرات كلوئيدي استوانهشكل نانوذرات تغيير نمايد رنگ محلول طلا نيز تغيير مي

به پديده جذب نور توجيه نمود. در توان با توجه شكل تقريباً رنگ آبي دارند. اين تغيير رفتار را مي

زماني كه  .[54]كنندها به صورت آزاد حركت ميسطح فلزات يك باند هادي وجود كه در آن الكترون

ها كه در روي ذرات مختلف قرار دارند كنار همديگر يابد اين الكترونقطر نانو ذرات طلا كاهش مي

نامند. سازند. اين پديده را پديده جذب پلاسمون سطحي ميقرار گرفته و زمينه جذب نور را فراهم مي

يار فراوان است. نانوذرات طلا هاي زيستي بسسازي ذرات كلوئيدي طلا در بانكمقالات مرتبط با آماده

توان يك توده طلا را با استفاده از . براي مثال ميكردتوان با استفاده از دو روش متفاوت توليدرا مي

توان با فرايندهاي شيميايي توليد هاي يوني از هم تجزيه نمود يا اينكه طلاي كلوئيدي را ميتابش

ندازه و شكل نانو ذرات توليد شده بسيار سخت است. نمود. در روش تابش يوني كنترل حجم و نيز ا

گيرند بايست اندازه ذرات بسيار هاي سريع مورد استفاده قرار ميزماني كه ذرات طلا در سنجش

هاي سنتتيك نزديك به هم باشد كه اين امر تنها از طريق مسير سنتتيك ميسر است. يكي از روش

 1982در سال  .[55]معرفي گرديد 1951ر در سال روش احياي سيترات است كه براي نخستين با

توان با توجه به مقدار طلا در مقايسه با ساير مواد كنترل مشخص گرديد كه اندازه نانوذرات طلا را مي
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توان با استفاده از شود. ذرات طلا را مينمود. به دليل سادگي روش هنوز از اين روش استفاده مي

توان براي مود. طلاي كلوئيدي را مين  هاي پايدار كننده، نيز احياءسديم بروهيدرات در حضور تيول

آميزي در صنعت شيشه كاربرد دارد. در شيمي اهداف مخلف توليد نمود. اين ماده به عنوان عامل رنگ

هاي شيميايي استفاده شود. استفاده از طلاي تواند براي كاتاليز برخي از واكنشطلاي كلوئيدي مي

آغاز گرديد. در اوايل محققين متوجه شدند كه مايع  ها حدود چند دهه پيشكونژوگه شده با پروتئين

نمايد و اگر مايع دچار اختلال بوده و طبيعي نباشد مغزي نخاعي از رسوب نانوذرات طلا جلوگيري مي

ي براي ايدي به عنوان نشانهئاين رسوب اتفاق خواهد افتاد. اين مشاهده موجب توسعه طلاي كلو

 .[56]هاي مختلف گرديد پروتئين

گيري متنوع مورد استفاده قرار گرفته است. هاي اندازهطلاي كلوئيدي به عنوان جزئي از سيستم

توان به عنوان جزئي از ها از اين ذرات ميبه دليل ظرفيت بالاي ذرات طلا براي اتصال به پروتئين

و سپس  ها اين است كه ذرات كلوئيدي طلا ساخته شوند. يكي از روشكردتكثير سيگنال استفاده 

ها با اين سطوح متصل شوند. رويكرد ديگر اين است كه از طلاي كلوئيدي به عنوان مولكول باديآنتي

-هاي نشانه استفاده شده است. در برخي مطالعات ذرات طلا با كمپسحامل براي بسياري از مولكول

شود ژن متصل ميبادي به آنتياست و زماني كه آنتي شده  پراكسيداز پوشانده -باديهاي آنتي

شود. علاوه بر موارد گذشته، سيگنال ايجاد شده را شود و سپس سيگنال تكثير ميسيگنال توليد مي

تواند براي افزايش توان با رسوب ذرات نقره بر سطح ذرات طلا تقويت نمود. اين استراتژي ميمي

 1بيوتين از  -دينسيستم استرپتوآويحساسيت حساسيت استفاده شود. براي مثال با اين روش 

هاي اي در محلولهاي نقرهليتر كاهش يافت. پوششميكروگرم بر ميلي 1/5ليتر به ميكروگرم بر ميلي

گيري كرد. هم چنين ذرات نقره ها را با ولتامترهاي آندي اندازهتوان آنشوند و مياسيدي حل مي

سازد. در تر ميدار هدايت جريان را آسانگيري مقتوانند مثل پل بين ذرات طلا قرار گيرند و اندازهمي

گيرند. ولي ما در اين سيستم از اين مطالعه طلاي كلوئيدي به عنوان نشانه مورد استفاده قرار مي

هاي افزايش سيگنال استفاده نخواهيم كرد. دليل استفاده از اين سيستم آن است كه بسيار مكانيسم

ايي سيگنال نياز دارد. هم چنين براي خواندن نتايج يه هيچ ساده بوده و تنها به يك مرحله براي شناس

-دستگاه ديگري نياز نيست. زمان مورد نياز براي انجام سنحش با اين روش بسيار كم است و كونژوگه

هاي طولاني قابل نگهداري است. هم چنين اين روش بسيار ارزان است. هاي توليد شده براي مدت

اند مطابقت پرداخته ELISAايسه طلاي كلوئيدي با نتايج حاصل از همچنين در مطالعاتي كه به مق

 بسيار زيادي يافته شده است. 
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 هاي سريعسنجش  . ساز و کار2 -1 -5 -4

 ساندويچي . روش1 -2 -1 -5 -4 -1

( مورد بررسي Ab-1هاي سريع، نانوذرات به آنتي بادي بر عليه آناليت )در اين فرمت از سنجش

( مورد نظر در Ab-2گيرند. آنتي بادي ديگري بر عليه آناليت )و در پد كنژوگه قرار مي شوندمتصل مي

 شود.گيرد و آنتي بادي بر عليه ايمنوگلوبولين در خط كنترل گذاشته ميخط تست قرار مي

( 4-1شود )شكل در صورت وجود آناليت مورد نظر در نمونه مورد سنجش خط تست تشكيل مي

[58]. 

 روش  رقابتي  .2 -2 -1 -5 -4 -1

هاي سريع نانوذرات به آنتي بادي بر عليه آناليت مورد بررسي متصل در اين فرمت از سنجش

گيرند. و آنتي ژني تهيه شده از آناليت مورد نظر در خط تست قرار شوند و در پد كنژوگه قرار ميمي

 شود.ميشود و خط كنترل نيز مانند فرمت ساندويچي بعد از خط تست گذاشته داده مي

در صورت وجود آناليت مورد نظر در نمونه مورد سنجش به آنتي بادي موجود در پد كنژوگه 

شود در نتيجه در نمونه هاي دار مذكور به خط تست ميمتصل شده و مانع اتصال آنتي بادي نشان

. اين فرمت از سنجش سريع مورد استفاده براي [58](1-4شود )شكل مثبت خط تست ديده نمي

 سنجش مواد مخدر بوده و در مطالعه حاضر نيز از همين فرمت استفاده شده است.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مقايسه فرمت رقابتي و ساندويچي در سنجش ايمنوکروماتوگرافي. 4-1شكل 
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 . نمونه مورد استفاده در آزمايشات اعتياد5 -1

، هاي بيولوژيكي متفاوت  مثل ادرارهمان طور كه ذكر شد آزمايشات اعتياد با استفاده از نمونه

شود، ولي در اين بين استفاده از نمونه ادرار هاي جامد انجام ميخون، سرم، بزاق، عرق، مو و بافت

 باشد.تر ميمعمول

 

 ادرار .1 -5 -1

داراي معايبي  استفاده از نمونه ادرارشود، ولي هاي اعتياد با نمونه ادرار انجام ميآزمايش معمولاً

 باشد: مي

توان در مي ،تواند به راحتي حضور داشته باشدگيري ناظر نميام نمونهبه دليل اينكه در هنگ( 1

 آن تقلب كرد.

 توان آن را رقيق كرد.به راحتي مي( 3

توان غلظت دارو در ادرار متناسب با غلظت آن در خون نيست و از طريق نمونه ادرار نمي( 2

 .[57] كه به تازگي مصرف كرده را شناسايي كرد فردي

اقع از در و مناسبتر است. براي آزمايشات اعتياد دهد كه استفاده از نمونه بزاقمطالعات نشان مي

استفاده  (oral fluid)هاي اعتياد اين علاقه وجود داشت كه از نمونه بزاق زمان به وجود آمدن آزمايش

به مصرف مواد مخدر هاي ايمني با موضوع غربالگري سوءسنجشيكي از اولين مقالاتي كه درباره  شود.

براي مواد مخدر در سنجش سريع اولين  1995در سال  چاپ رسيد از نمونه بزاق استفاده كرده بود.

 .[59] قابل توجهي در اين زمينه مشاهده شد هايپيشرفت 31نمونه بزاق توليد شد و در شروع قرن 

 

 بزاق. 2 -5 -1

 (6-1د )شكل شوجفت غده بزاقي ترشح مي 2از غالب آن بزاق يك تركيب پيچيده است كه 

فاكتورهاي كه در انتشار دارو به بزاق  شوند.از طريق انتشار ساده از خون وارد بزاق ميداروها  [65]

-ميزان دارو كه در پلاسما به پروتين متصل ميزه و شكل دارو و بار الكتريكي آن، اندا شامل: ،موثرند

 .[61, 57] خون و بزاق است pHو همچنين  يزان حلاليت دارو در چربيم، شود
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 :باشد موارد زير مي مزاياي استفاده از بزاق به عنوان نمونه براي آزمايشات اعتياد شامل

 نمونه گيري از بزاق يك روش غيرتهاجمي است ( 1

يرد امكان  ست و چون به راحتي در حضور ناظر انجام مير هر مكاني قابل نمونه گيري اد( 3

 تقلب در آن بسيار پايين است

بزاق متناسب با غلظت دارو در خون است دارو در غلظت  اين است كه ين مزيت آنمهمتر( 2

ز شود(. است در بزاق نيز يافت ميادر سرم قابل شناسايي  امفتامينمتدهد وقتي )مطالعات نشان مي

 اين طريق مي توان فردي كه به تازگي مواد مصرف كرده و اثر دارو در او وجود دارد را شناسايي كرد.

 .[62, 63] شناسايي رانندگان تحت تاثير مواد بسيار حائز اهميت است اين امر براي

ب وده و  از آنجا كه سنجش ايمنو كروماتوگرافي روشي دقيق و سريع براي تشخيص م واد مخ در   

باشد، از اين رو هدف ما در ها ميهمان طور كه ذكر شد بزاق نيز نمونه مناسبي براي اين گونه سنجش

 امفت امين به منظور اندازه گيري باليني م ت  حساس طراحي سنجش ايمنوكروماتوگرافيحاضر تحقيق 

 باشد.در نمونه بزاق مي

-1موقعيت آناتوميک سه جفت غده اصلي بزاقي.. 5-1شكل 

 غدد زيرزباني-3غدد تحت الفكي و  -2غدد بناگوشي 
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 ها مواد و روش
 

 

 فصل دوم : مواد و روشها
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 ها مواد، وسايل و دستگاه. 2-1
 

 (METHامفتامين )مواد شيميايي مورد نياز جهت سنتز مشتق مت .2-1-1

لريدريك كلرايد، اسيدك(، استيلTEAآمين )اتيل(، تريCH2Cl2مفتامين، دي كلرومتان )امت

(HClآب نمك اشباع، اتيل ،)مينيوموسوكسينيل كلرايد، آل( كلرايدAlCl3( منيزيم سولفات ،)MgSO4 ،)

(، Me3SiCl) 3كلرايدسيليلمتيل(، استونيتريل، تريNaBH4) 1بروهيدراتسديم (،THFهيدروفوران)تري

 (NaIسديم يدات)

 

 توليد آنتي بادي ( وBSA-METHمواد مورد نياز جهت سنتز ايمنوژن ) .2-1-2

-N(، EDC) 2دي ايميددي متيل آمينوپروپيل( كربو -2)-2-اتيل-1(، BSAآلبومين سرم گاوي )

4سوكسينمايدهيدروكسي
 (NHSدي،)متيل( فورماميدDMF بافر ،)PBS كيسه دياليز، ادجونت كامل ،

 فروند، ادجونت ناقص فروند

 

 ها بافرها و محلول .2-1-3

 ELISAبافرهاي . 2-1-3-1

در يك ليتر  KH2PO4گرم  KCl ،35/5گرم  Na2HPO4 ،35/5گرم  NaCl ،44/1گرم  PBS :15بافر 

 . 3/8pHآب، مقطر 

                                                      
1Sodium borohydride 
2
TrimethylSilylchloride 

31-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
4 N-hydroxysuccinimide 

http://en.wikipedia.org/wiki/N-hydroxysuccinimide
http://en.wikipedia.org/wiki/N-hydroxysuccinimide
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 . Tween 20% 1/5حاوي  PBSبافر  :PBSTبافر 

 .BSA % 1/5حاوي   EIA:PBSبافر 

 % شير خشك بدون چربي. 5حاوي  PBSبافر   کننده )بلاکر(: محلول بلاک

 نرمال اسيدكلريدريك. 3محلول  واکنش الايزا: محلول متوقف کننده

 

 معرف برادفورد. 2-1-3-2

متانول حل كرده و پس از صاف كردن با  ml55را در  G250گرم رنگ كوماسي بريليانت بلو  ميلي 155

افزوده و با آب مقطر به حجم يك  w /v) )74%اسيد فسفريك ml 155به آن  1فيلتر واتمن شماره 

 رسانيم. ليتر مي

 

 بادي بافرهاي تخليص آنتي .2-1-3-3

 مواد و محلول هاي مورد نياز: (1

  2/6pHمولار  و ميلي 5/18بافر فسفات  (3

در  Na2HPO4گرم از نمك 383/5و  NaH2PO4گرم از نمك  78/1براي تهيه اين بافر بايستي  (2

 آب مقطر حل و به حجم يك ليتر رسانده شود.

 نرمال 5/5محلول اسيد كلريدريك  (4

 نرمال 5/5وكسيد سديم محلول هيدر (5

 سولفات آمونيوم (6

 اتيل آمينو اتيل سلولز رزين دي (8

 

 SDS-PAGEبافرهاي . 2-1-3-4

 155گرم بيس اكريل آميد در  7/5گرم اكريل آميد و  25 محلول استوک اکريل آميد:

 صاف شد. 1ليتر آب مقطر حل شده و با كاغذ فيلتر واتمن شماره  ميلي

 .7/7pHليتر آب مقطر،  ميلي 155در  SDSگرم  4/5يس باز و گرم تر 3/17 بافر ژل پايين:

 .7/6pHليتر آب مقطر،  ميلي 155در  SDSگرم  4/5گرم تريس باز و  1/6بافر ژل بالا: 
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در يك ليتر آب مقطر.  SDSگرم  1گرم گلايسين و  4/14گرم تريس باز،  2 بافر مخزن:

2/7pH. 

 SDS، 5/5ليتر گليسرول، يك گرم  ميلي 5ل بالا، ليتر بافر ژ ميلي X5: 15بافر نمونه احيايي 

 35مركاپتواتانل. حجم نهايي به وسيله آب مقطر به -3ليتر  ميلي 1ليتر محلول بروموفنل و  ميلي

 ليتر رسانده شد. ميلي

ميكروليتر آب مقطر به صورت تازه  955در  TEMEDليتر ميكرو TEMED:155% 11محلول 

 آماده شد.

ميكروليتر آب مقطر به صورت تازه  1555گرم در  ميلي 155رسولفات: %آمونيوم پ11محلول 

 تهيه شد.

 آميزي کوماسي بلو هاي رنگ محلول .2-1-3-5

ليتر  ميلي 135در  R250گرم كوماسي بلو  R250 : 35/5آميزي کوماسي بلو  محلول رنگ

 ب مقطر اضافه شد.ليتر آ ميلي 155ليتر اسيد استيك گلاسيال و  ميلي 35اتانل حل شده و به آن 

ليتر  ميلي 755استيك گلاسيال و  ليتر اسيد ميلي 155 ،ليتر متانول ميلي 155 بر: محلول رنگ

 آب ديونيزه. 

 

 مواد مورد نياز جهت طراحي نوار هاي سنجش سريع. 2-1-4

 سنتز نانوذرات طلا کنژوگه به آنتي بادي. 2-1-4-1

 %، كربنات پتاسيم1 سيترات سديمطلا، كلريد 

 

 .اجزاء نوار سنجش سريع2-1-4-2

 1پد نمونه، كارت پشتيكاغذ نيتروسلولز، پد جاذب،پد كنژوگه،

 

                                                      
1
 Backing card 
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 وسايل. 2-1-5

 ml ،50 15(، فالكون )ml ،1.5 ml 0.5 ميكروتيوب )مورد رفلاكس، مگنت، فلاسك، دما سنج، دكانتور، 

ml( پيپت مدرج ،)1 ml ،2 ml ،5 ml،يزا )از نوع استوانه مدرج،پليت الا ارلن، (، بشرMaxisorp  محصول

Nunc... (، سرسمپلر )زرد، آبي، كريستالي(و 

 

 ها دستگاه. 2-1-6

دستگاه اسپكتروفتومتر، دستگاه سانتريفوژ ) معمولي(،، IRاستيرر، روتاري خلاء، دستگاه -هيتر

،جت يزاگر الا ، دستگاه قرائتدرجه،دستگاه الكتروفور -85معمولي و ، يخچال، فريزر تور، فورانكوبا

 و ... پيرينتر
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 ها روش .2-2

 . تهيه ايمنوژن2-2-1
محسوب مي شود. براي  مين، اين مولكول به عنوان هاپتنامفتابا توجه به وزن مولكولي پايين مت

تهيه ايمنوژن اين مولكول، بايد آن را از طريق يك پل چند كربنه به مولكول پروتيني بزرگ )حامل( 

)متيل -4- ]3-(s)امفتامين به مشتق ام اين كار ابتدا بايد متمتصل نماييم. در جهت انج

 باشد، تبديل شود.بنزنبوتانوئيك، كه حاوي گروه كربوكسيل مي ]آمينو(پروپيل

 

 (METH) هيدروکلرايدبوتانوئيکبنزن]آمينو(پروپيل)متيل-4-]2-(s) تهيه مشتق.2-2-1-1

،كه بر اساس طرح  1-3ه شده در شكل امفتامين از طريق واكنش هاي نشان دادمشتق مت

 .[64] ييد رسيدبه تأ IRدستگاه و  TLCاست، تهيه شد و محصول هر مرحله توسط  1بلانك-بايرنس

 

 

                                                      
1
 Byrnes-Blake 

 METH 6. مسير سنتز مشتق1-2 شكل
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 (2محصول )فنيل اتيل( استاميد -2-متيل-1)N-متيل-N-(s).  تهيه 2-2-1-1-1 

( حاوي CH2Cl2كلرومتان )ميلي ليتر دي 55ميلي مول ( در  67/6گرم، 1) (1)امفتامين متابتدا 

حل شد. به محلول حاصل در حال هم  (TEA)( تري اتيل آمين ليترميلي 3/5پنج اكي والنت )

دقيقه افزوده شد.  15ميلي مول( به صورت قطره قطره و طي  9گرم ،  63/5)خوردن، استيل كلرايد 

سپس محلول حاصل به مدت يك شب در دماي اتاق در حال هم خوردن توسط مگنت،باقي گذاشته 

ميلي ليتر دي كلرومتان حل  25شد.در مرحله بعد حلال توسط خلاء برداشته شد و مخلوط حاصل در 

خشك  MgSO4شد و توسط ، آب نمك اشباع و آب مقطر شسته نرمال كي HClشد و سپس دو بار با 

كه روغني با  (2ين)امفتاممتاستيل-S-)+(-Nو  كلرومتان توسط خلاء برداشته شدديدر نهايت شد.

 اي روشن مي باشد، حاصل شد .رنگ  قهوه

 

تيل ااسيد  اکسوبنزن بوتانوئيک- γ-])استيل متيل آمينو(پروپيل-4-]2-(S)تهيه  . 2-2-1-1-2

 (3محصول استر)
ميلي ليتر دي  35ميلي مول( در  17/4گرم ،  7/5محصول به دست آمده از مرحله اول )

گرم  6/1كلرايد )سوكسينل،اتيلاصل در دماي صفر درجه سانتي گرادكلرومتان حل شد.به محلول ح

ل( در سه بخش افزوده ميلي مو 26/34گرم ،  3/2) AlCl3ميلي مول( اضافه شد و به دنبال آن  82/9،

شد. سپس محلول حاصل به مدت يك شب در دماي اتاق در حال هم خوردن توسط مگنت، باقي 

ميلي ليتر( سه مولار و دي كلرومتان  13) HClگذاشته شد. سپس در دماي صفر درجه سانتي گراد 

 HCl (35بار با ميلي ليتر( به مخلوط واكنش اضافه شد. در مرحله بعد لايه آلي جدا شد و سه  35)

 خشك گرديد.MgSO4ميلي ليتر( شسته شد و در نهايت توسط  45ميلي ليتر( سه مولار و آب مقطر )

 

بوتانوات ]پروپيلاستاميد(متيل-N)-[-2-(S)-4-4-ليهيدروکس-4-اتيلهتهي.2-2-1-1-3

 (4)محصول 
ميلي مول(  5ران )ميلي مول( در هيدروفو 7/3گرم ،  6/5محصول به دست آمده از مرحله قبل )

ميلي مول( به آن اضافه شد. سپس محلول حاصل به مدت يك  5گرم ،  175/5) NaBH4حل شد و 

ميلي ليترHCl (13  )شب در دماي اتاق در حال هم خوردن توسط مگنت، باقي گذاشته شد. سپس 

يه آلي جدا شد ميلي ليتر( به مخلوط واكنش اضافه شد. در مرحله بعد لا 35كلرومتان )سه مولار و دي
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ميلي ليتر( شسته شد و در نهايت توسط  45ميلي ليتر( سه مولار و آب مقطر ) 35) HClو سه بار با 

MgSO4.خشك گرديد 

 (5 محصول) بوتانوات)متيلاستاميدو(پروپيل(فنيل(21)-4)-4-اتيل-(S) تهيه .2-2-1-1-4

ميلي  13گرم،  7/1)يدات سديمميلي مول(،  13گرم ،  54/1) كلرايدسيليلمتيلتريمخلوط 

 3گرم،  634/5ميلي مول( به محصول به دست آمده از مرحله قبل ) 13، 6/5مول( و استونيتريل )

ميلي مول( حل شده در هگزان اضافه شد. سپس محلول حاصل به مدت يك شب در دماي اتاق در 

توسط اتر حال هم خوردن توسط مگنت، باقي گذاشته شد. سپس توسط آب مقطر رقيق شده و 

 صل گرديد. ( حا5خالص شد و محصول )

 

 (6  محصول)بنزن بوتانوئيک هيدروکلرايد ])متيل آمينو(پروپيل-4-]2-(S) تهيه  .2-2-1-1-5

 83مولار حل شد و به مدت  HCl6ميلي ليتر  13ميلي مول( را در  3گرم ،  61/5) (5)محصول 

اق، حلال توسط خلاء برداشته شد.بعد ار ساعت رفلاكس گرديد. سپس بعد از سرد شدن در دماي ات

آن توسط كريستاله شدن با اتر و در پي آن استونيتريل خالص گرديد و در نهايت جامدي بي رنگ 

 درجه سانتي گراد حاصل شد. 123-125( با نقطه ذوب 6محصول )

 

( با METHبنزن بوتانوئيک هيدروکلرايد )])متيل آمينو(پروپيل-4-]2-(S)کردن مزدوج. 2-2-1-2

BSA به روش کربو دي ايميد 

ميلي گرم ( و  5/5بنزن بوتانوئيك هيدروكلرايد )  ])متيل آمينو(پروپيل-4- ]3-(S)ابتدا (1

EDC (5/5  و ) ميلي گرمNHS(5/5  در )ميلي  5/5ميلي ليتر آب مقطر حاوي  1ميلي گرم

تنظيم  pH=5نرمال ( در  HCl 5/5يا NaOHمحلول )توسط  pHحل شدند و سپس  DMFليتر 

 توسط مگنت به مدت يك ساعت هم زده شد. و گرديد

3) BSA (5/5  در )ميلي ليتر بافر  3ميلي گرمPBS  4/8با=pH .حل شد 

كه توسط مگنت در BSAدقيقه به محلول  25محلول مرحله يك به صورت قطره قطره و طي  (2

ماي حال مخلوط شدن مي باشد ، افزوده شده وسپس محلول حاصل به مدت يك شب در د

 درجه سانتي گراد )در يخچال( در حال مخلوط شدن توسط مگنت باقي گذاشته شد. 4

با  PBSساعت مقابل بافر  47سپس محلول مرحله قبل در كيسه دياليز ريخته و به مدت  (4

4/8=pH بار تعويض شد(. 4دياليز شد )بافر دياليز 
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مفتامين تجاري ، به منظور اهاي سنجش سريع متدر هر مرحله بافر دياليز توسط نوار :نكته

 امفتامين اضافه ) غير كونژوگه(  از كيسه دياليز، بررسي شد.تاييد خروج مت

 

 BSAبه متصل  METH. محاسبه تعداد  2-2-1-2-1

متصل METHنانومتر و بر طبق روش ارلنگر و همكاران تعداد  387با اندازه گيري جذب نوري در 

سان در با غلظت مشخص و يك BSAف جذب نوري ايمنوژن و به طريق زير محاسبه شد.اختلا BSAبه 

 مي باشد. BSAبه METHگر جذب نوري نانومتر نشان 387طول موج 

-نانومتر از معادله بير 387در  METHبا داشتن اين اختلاف جذب و نيز ضريب جذب خاموشي 

 . در نمونه ي ايمنوژن استفاده شد METHلامبرت براي محاسبه غلظت مولي 

 

 ها ايمن کردن خرگوش. 2 -2 -2

نوبت ايمنوژن سنتز شده تزريق  11شد و به هر يك در  ي رازي تهيه دو عدد خرگوش از موسسه

روز يكبار تزريق صورت گرفت. مقدار آنتي ژن  15روز وبعد از آن هر  25شد. فاصله تزريق اول و دوم 

م بود. در تزريق اول از ادجوانت ميكروگر 355هاي بعدي  ميكروگرم و در تزريق 555در تزريق اول 

شد. تزريق اول به صورت  هاي بعد از ادجوانت ناقص فروند استفاده كامل فروند استفاده شد، در تزريق

هاي بعدي به صورت  زيرپوستي و در ناحيه پشت، نزديك گردن در چند نقطه انجام شد و تزريق

روز قبل از تزريق و از تزريق سوم به بعد اي در ناحيه ران خرگوش انجام شد. خون گيري در  ماهيچه

به مدت يك ساعت  C°28هاي حاوي خون حيوانات در دمايچهار روز بعد از هر تزريق انجام شد. لوله

 دقيقه سرم جدا شد. 35به مدت  4555نگهداري شده و سپس با سانتريفوژ دور 
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  . تست هاي الايزا به منظور بررسي آنتي بادي2-2-3

شده در کف  1مناسب آنتي ژن کتيزا به منظور به دست آوردن غلظت . الا2-2-3-1

 هاچاهک

 155ميكروگرم در  1/5و  1،3 پروتئين حامل و ايمنوژن هر كدام در غلظت هاي ابتدا (1

ميكروليتر اضافه شد  155تهيه شد و به هر چاهك الايزا  (pH 9.6)ميكروليتر بافر بي كربنات

 رار گرفت.ق C28°و به مدت يك شب در دماي  

مانده محلول شستشو  انجام شد.باقي PBSبار شست و شو با  1شده و  محتويات پليت خالي (3

 .(Tapping)ها با كوباندن بر روي حوله تميز خالي شد  داخل  چاهك

 هاكاملاً پر شدند. ها اضافه شد به طوري كه چاهك بافر بلاك كننده به چاهك (2

 تكرار شد. 3مرحله  (4

 555/1،1555/1هاي    تزريق ايمنوژن و همچنين سرم نرمال با غلظتاز سرم حيوان پس از  (5

 (Duplicate)ميكروليتر به صورت دوتايي  155به مقدار  7555/1و   4555/1، 3555/1،

 اضافه شد.

 به آرامي شيك شد. C28°ساعت در  5/1پليت به مدت  (6

شد.باقي مانده  انجام PBSTيا  PBSبار شست و شو با  5تا  2محتويات پليت خالي شده و  (8

 محتويات چاهك ها با كوباندن روي حوله تميز خالي شد.

 ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد. 155آنتي بادي ثانويه بارقت مورد نظر به ميزان  (7

 به آرامي شيك شد. C28°دقيقه در  45پليت به مدت  (9

 تكرار شد. 8مراحل  (15

نگهداري  C28°شد و پليت در ميكروليتر به هر چاهك اضافه  55به مقدار TMBسوبستراي  (11

 شد تا واكنش رنگي به ميزان مناسب پيش رود.

نرمال به هر چاهك متوقف شد.جذب نوري  HCl 3ميكروليتر از  55واكنش با اضافه كردن  (13

 قرائت شد. nm455-625در 

 

                                                      
1
 coat 
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کلونال موجود در سرم از تزريق سوم به بعد بهه روش   بادي پلي تعيين تيترآنتي .2-2-3-2

 الايزا
 155ميكروگرم در  1/5غلظت  ز آنجا كه در مرحله قبل مناسبترين غلظت آنتي ژنا (1

 155ميكروگرم در  1/5پروتئين حامل و ايمنوژن هر كدام در غلظت ميكروليتر تعيين شد، 

ميكروليتر اضافه شد  155تهيه شد و به هر چاهك الايزا  (pH 9.6) ميكروليتر بافر بي كربنات

 قرار گرفت. C28° ي  و به مدت يك شب در دما

 تكرار گرديد. 1-2-3-3 مشابه پروتكل 13تا  3مراحل  (3

 

)تهيه بزاقدرحل شده  امفتامين توسط مت بادي آنتي . تعيين درصد مهار رقابتي2-2-3-3

 امفتامين(منحني استاندارد مت

به  BSAميكروگرم  1/5ميكروگرم از ايمنوژن كت گرديد ودر دو چاهك  1/5ر هر چاهك د (1

 ن كنترل كت شد.عنوا

 از پروتكل قبل تكرار شد. 4و  2، 3مراحل  (3

ميكروليتر از بزاق  حاوي  55و  1555/1ميكروليتر از آنتي بادي با غلظت  55در هر چاهك  (2

ميكروليتر  55در pg155،pg355،pg555 ng 1 ،ng 3 ،ng15هاي صفر،با غلظت امفتامينمت

و  1555/1كروليتر از آنتي بادي با غلظت مي  55مقدار  BSAهاي حاوي اضافه شد )به چاهك

 امفتامين اضافه شد( . فاقد مت ميكروليتر بزاق 55

 صورت گرفت. 1-2-3-3ساير مراحل مشابه پروتكل  (4

 

 امفتامينمت، براي تست الايزاي تشخيص 1سنجشبين تعيين تغييرات درون و . 2-2-3-4

 در بزاق

امفتامين در بزاق، الايزاي تشخيص مت جشسنسنجش براي  بينبراي تعيين تغييرات درون و 

هر روز سه بار هم زمان انجام شد و سپس با استفاده از  پروتكل مرحله قبل در دو روز متوالي و در

 نتايج حاصل ضريب تغييرات درون و بين سنجش محاسبه شد.

 

                                                      
1
Inter and intra assay variations 
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 بادي تخليص آنتي. 2-2-4

 اتيل سلولز مينوآ اتيل کننده آنيون دي سازي رزين مبادله آماده. 2-2-4-1

ليتر آب مقطر به آن  ميلي 155ليتري ريخته و حدود  ميلي 355سلولز را در يك بشر  DEAEگرم از  1

نشين  تر ته قرارداديم، تا اينكه ذرات درشت حركت آن را به آرامي هم زده و سپس مدتي بي افزوديم.

انته كردن همراه با آب مقطر خارج دكبا ذرات را شده، ولي ذرات ريز به صورت معلق باقي ماندند.اين 

نموديم.اين كار آن قدر تكرار شد تا اينكه محلول رويي صاف و شفاف ماند و سپس حدود  سه برابر  

نرمال افزوده و براي نيم ساعت آن را به آرامي به هم زديم و به دنبال آن،  HCl 5/5حجم ژل به آن 

محلول زير صافي  pHبا آب مقطر شستشو داديم تا  آن را بر روي كاغذ صافي معمولي ريخته و آن قدر

 كاملاً خنثي شد.

ي بعد، ژل را از روي كاغذ صافي به بشر انتقال داده و حدود سه برابر حجم ژل به آن محلول  در مرحله

NaOH 5/5  نرمال افزوده و مثل مراحلHCl  5/18عمل شد.ژل روي صافي را در بافر فسفات 

 حركت ور نموده و پس از هم زدن ملايم به مدت نيم ساعت، آن را بي وطهغ pH= 2/6مولار  و  ميلي

نشين شود.سپس بافر رويي را تعويض كرده و اين عمل را تكرار كرديم تا جايي كه  قرارداديم تا ژل ته

pH  شود.در اين حالت ژل آماده استفاده است. 2/6محلول رويي برابر 

 

 مراحل تخليص. 2-2-4-2

 ها از سرم:  جداسازي پروتئين (1

% گرم 22ليتر سرم  % استفاده شد.به ازاي هر ميلي22اين منظور از نمك سولفات آمونيوم براي         

آرام به سرم مورد  سولفات آمونيوم وزن كرده و به صورت پودر بسيار نرم در آورديم.سپس آن را آرام

.بعد از آن، به منظور كامل شدن نظر كه بر روي همزن مغناطيسي در حال به هم خوردن بود، افزوديم

 . ها، هم زدن ملايم نمونه را به مدت نيم ساعت ادامه يافت گذاريپروتئين عمل رسوب

دور در  2555گراد و سرعت  درجه سانتي35براي جدا كردن رسوب از محلول رويي آن را در دماي 

و رسوب را در حداقل مقدار دقيقه سانتريفوژ كرديم؛ محلول رويي را بيرون ريخته  25دقيقه به مدت 

 13ي منافذ  ي دياليز  با اندازه بافر فسفات مذكور حل نموديم؛ سپس اين محلول را به كيسه

ساعت با سه بار تعويض دياليز  34دالتون انتقال داده و در برابر همين بافر  فسفات به مدت  كيلو

 كرديم.
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 ي يوني: کننده اده از رزين مبادلهها با استف ها از ساير پروتئين جداسازي گاماگلوبولين (2

گيري شد.و با توجه به اينكه به  ابتدا ميزان پروتئين محلول دياليز شده به روش براد فورد اندازه

 15ليتر ژل لازم بود، ميزان مورد نياز ژل را در يك فالكون  ميلي 3گرم پروتئين   ميلي 85ازاي هر 

در آن انجام شد. بدين ترتيب كه پروتئين  Batchصورت  ليتري قرار داده و  كروماتوگرافي  به ميلي

حركت  دياليز شده را بر روي ژل قرار داده و چندين مرتبه فالكون را تكان داده و نيم ساعت آن رابي

 نشين شدن ژل فاز بالايي را كه حاوي گاماگلوبولين ها بود را جدا كرديم. گذاشتيم. پس از ته

 SDS-PAGEي تخليص شده بر روي ژل  روش برادفورد، نمونهپس از تعيين غلظت پروتئين به 

 آناليز شد.

 

 SDS-PAGEهاي  تهيه ژل .2-2-4-3

 عمل شد. 1-3% مطابق جدول 5/13كننده  براي تهيه ژل تفكيك
 

 SDS-PAGEکننده براي  مواد لازم جهت تهيه ژل تفكيک .1-2جدول 

محلول  افر ژل پايينب 

 آميداکريل 

 TEMEDمحلول  آب مقطر

11% 

آمونيوم  محلول

 %11پرسولفات 

 55/5 55/5 1/4 9/4 2 %5/12ژل

  
 SDS-PAGE 3کننده براي  . مواد لازم جهت تهيه ژل متراکم2-2جدول 

محلول  بافر ژل بالا 

 اکريل آميد

 TEMEDمحلول  آب مقطر

11% 

محلول آمونيوم پر 

 %11سولفات 

 51/5 55/5 55/2 65/5 35/1 %4ژل 

 

 آميزي ژل با کوماسي بلو رنگ.2-2-4-4

 آميزي قرار داده شد. ساعت در محلول رنگ 5/5ژل پس از شست و شو با آب مقطر به مدت 

شده و پس از شست و شو با آب مقطر محلول رنگ بر اضافه شد. محلول  تخليه آميزي محلول رنگ

 زماني كه زمينه ژل كاملاً شفاف شد.رنگ بر چند بار تعويض شد تا 
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 سنجش سريع1ارآماده کردن نو. 2-2-5      

 طلا نانوذرات تهيه.2-2-5-1

 آب مقطر ديونيزه حل گرديد. ميلي ليتر  15گرم از نمك طلا وزن شده و در  51/5ابتدا  (1

 آب مقطر ديونيزه به محلول فوق افزوده گرديد. ميلي ليتر  95 (3

 همراه با استير شدن حرارت داده شد.  x1 محلولدقيقه  5به مدت  (2

 به محلول فوق افزوده شد.  ٪1محلول سيترات سديم ميلي ليتر  3حدود  (4

 دقيقه مجدداً همراه با حرارت دادن استير گرديد.  15محلول فوق به مدت  (5

 رات طلا تشكيل شده است. ذزماني كه رنگ محلول به قرمز تيره درآمد نانو (6

 

 رات طلابادي با نانوذغلظت مناسب براي مزدوج ساختن آنتي و pH. تعيين 2-2-5-2

 خانه 96و غلظت آنتي بادي مناسب براي كونژوگاسيون ابتدا در يك پليت  pHبراي تعيين  (1

 ميكروگرم ايجاد شد.  5/13ميكروگرم تا  355از خالص  بادي الايزا شيب غلظت آنتي

ايجاد  ٪1حلول كربنات پتاسيم با استفاده از م pHها شيب سپس در روي همين غلظت (3

 از نانورات طلا تشكيل شده افزوده گرديد.  ميكروليتر 155گرديد. به هر چاهك حدود 

 افزوده گرديد.  M1از محلول سديم كلرايد  ميكروليتر155دقيقه به هر چاهك  15بعد از  (2

 

 بادي به نانوذرات طلااتصال آنتي. 3 -5 -2 -2

در دماي اتاق هم دقيقه  35رات طلا روي يك استيرر به مدت محلول از آنتي بادي با نانوذ (1

 زده شد. 

درجه در  4در دماي دقيقه  25منتقل شده و به مدت  15هاي سپس محلول فوق به فالكون (3

 سانتريفيوژ گرديد.  13555دوره 

 افزوده كرديد.  PBSمحلول رويي دور ريخته شد و هم حجم با محلول قبل محلول  (2

 سانتريفيوژ گرديد.  13555درجه در دوره  4در دماي دقيقه  25مجدداً به مدت  (4

                                                      
1strip 
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حل  PBSاز ميلي ليتر  3سپس محلول قبل همانند مرحله قبل خالي شده و به جاي آن در  (5

 ها استفاده گرديد. نوارگرديد. از اين محلول براي تهيه 

 

 هاي سنجش سريعتهيه نوار. 4 -5 -2 -2

 Aنتر روي كاغذ نيتروسلولز در جايگاه خط تست و پروتئين مورد نظر با دستگاه جت پريايمنوژن 

قرار گرفت. آنتي بادي  C°65كت گرديد و سپس به مدت يك ساعت در دماي در جايگاه خط كنترل

روي قسمت پد نمونه روي  ميكروليتر به ازاي هر نوار 15در حجم  دار شده با طلاتخليص شده نشان

 نوار قرار گرفت.

 

نشان دار  با استفاده از آنتي ژن توليدي و آنتي بادي تجاري ادراري نوارطراحي  .5 -2-2-5

 با نانوذرات طلا

در اين مرحله با استفاده از كاغذ نيتروسلولز كت شده با آنتي ژن سنتز شده و آنتي بادي تجاري 

)  امفتامينمتنشان دار شده با طلا، نوار تست تهيه شد. سپس نمونه ادرار با غلظت هاي مختلف 

و صفر نانوگرم بر ميلي ليتر ( تهيه شد و به مقدار  35، 55، 155، 355، 555، 1555، 3555، 4555

 تست تعيين گرديد. cut offميكروليتر از هر غلظت روي نوار ريخته شد و با اين روش نقطه 35

 

اي . طراحي نوار ادراري  آنتي بادي پلي کلونال توليدي نشان دار شده با طلا، بر6 -2-2-5

 امفتامين در ادرار و مقايسه آن با تست  تجاري مشابهتشخيص مت

در اين مرحله تست توسط آنتي بادي پلي كلونال تخليص شده از سرم خرگوش و نشان دار شده 

، 355، 555، 1555امفتامين) با نانوذرات طلا تهيه شد . سپس نمونه ادرار با غلظت هاي مختلف مت

نوار  يميكروليتر از هر غلظت رو 35بر ميلي ليتر ( تهيه شد و به مقدار و صفر نانوگرم 25، 65، 135

 تهيه شده و نوار تجاري ريخته شد.
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. طراحي نوار بزاقي با استفاده از آنتي ژن سنتز شده و  آنتي بادي پلي کلونال 4 -2-2-5

آن با امفتامين در نمونه بزاق و مقايسه توليدي نشان دار شده با طلا، براي تشخيص مت

 تست تجاري مشابه

استفاده از كاغذ نيتروسلولز كت شده با آنتي ژن سنتز شده و آنتي در اين مرحله نوار تست با 

بادي پلي كلونال تخليص شده از سرم خرگوش و نشان دار شده با نانوذرات طلا تهيه شد. سپس نمونه 

و صفر نانو گرم بر ميلي ليتر(  5 ،35، 55، 155، 355، 555امفتامين ) بزاق با غلظت هاي مختلف مت

ميكروليتر از هر غلظت  35( تهيه شد و به مقدار mg/ml 1) BSAو همچنين نمونه بزاق حاوي محلول 

 تعيين گرديد. سنجش cut offرو نوار تهيه شده و نوار تجاري ريخته شد و با اين روش نقطه 

 

 . تعيين اختصاصيت و حساسيت8 -2-2-5

امفتامين( فاقد مت)بزاق منفي نمونه  35تست طراحي شده، ت و حساسيت براي تعيين اختصاصي

استفاده گرديد.  نانوگرم بر ميلي ليتر مت امفتامين در آن حل شد( 55كه ميزان )مثبت نمونه  35و 

هاي ارائه شده در قسمت زيرين حساسيت و اختصاصيت تست در مرحله بعدي با استفاده از فرمول

 ابي قرار گرفت. مورد نظر مورد ارزي

 

 

 

 

 

 

 باديبررسي واكنش متقاطع آنتي.2-2-5-3

، ها نظير كورتيزولهاي دارويي و برخي استرويدبادي با مولكولدر اين مرحله واكنش آنتي

 تستسترون و پروژسترون، با استفاده از نوارهاي سنجش سريع بررسي شد.
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 ها نتايج و يافته
 

 

 

 ج و يافته هافصل سوم : نتاي
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 تهيه ايمنوژن. 3-1

   METH. سنتز مشتق3-1-1

شامل پنج مرحله مي باشد.  METHذكر شد، سنتز مشتق  1-1-3-3همان طور كه در بخش 

 به تاييد رسيد. IRمحصول هر مرحله توسط 

 (. متامفتامين1)

 بررسي شد. IRدر ابتدا ماده اوليه مورد استفاده، توسط 

 8مربوط به متامفتامين اوليه  IR. طيف 1-2شكل 
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 (2 .)(s)-N-متيل-N(1-استاميد-2-متيل )فنيل اتيل 

امفتامين، در مراحل بعدي مسير، در موجود در مت (-NH)گروه  كردن براي جلوگيري از شركت

ذكر شد،  1-1-1-3-3همان طور كه در بخش  بوده است. (-NH)پوشاندن گروه  اولين واكنش هدف

همان طور كه در شكل مشخص  فاده شد.كلرايد به عنوان عامل پوشاننده استبراي اين منظور از استيل

به گروه  لياتصال گروه است دي( مو يديآم C=Oدوگانه  ونديپ ي)كشش 58/1626هيدر ناح كيپاست، 

(NH-موجود در مت )باشد. يم نامفتامي 

 

 

 

 

کششي پيوند ) 54/1636فنيل اتيل( استاميد. پيک در ناحيه-2-متيل-1)N-متيل-N-(s)مربوط به  IR. طيف 2-3 شكل

 7امفتامين مي باشد.( موجود در مت-NHمويد اتصال گروه استيل به گروه ) آميدي ( C=Oدوگانه 
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(3 .)(S)-4-]2-استيل متيل آمينو(پروپيل([-γ-اکسوبنزن بوتانوئيک اسيد اتيل استر 

اتصال گروه اتيل سوكسينات به حلقه بنزن موجود در مولكول مورد نظر بوده در اين مرحله هدف 

 87/1675( و  ليكانژوگه با فن يكتون C=O وندي)جذب پ 11/1824 يدر نواح كيوجود پ است.

 يمولكول مورد نظر م ليبه گروه فن ناتيسوكس لياتصال گروه ات دي( مو ياستر  C=O وندي)جذب پ

 باشد.

 

 

 

اکسوبنزن بوتانوئيک اسيد اتيل استر. وجود پيک در - γ-])استيل متيل آمينو(پروپيل-4- ]2-(S)مربوط به  IR. طيف 3-3شكل 

استري ( مويد اتصال گروه اتيل   C=O)جذب پيوند  48/1685کتوني کانژوگه با فنيل ( و  C=O)جذب پيوند  11/1434نواحي 

 3سوکسينات به گروه فنيل مولكول مورد نظر مي باشد.
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 بوتانوات ]متيل استاميد( پروپيل-N)-[-2-(S)-4-4-هيدروکسل -4-اتيل  (.4)

در اين مرحله هدف احياي گروه كتون متصل به فنيل به گروه هيدروكسيل بوده است . براي اين 

در  O-H ي) كشش 22/2418 هيدر ناح كيوجود پ استفاده شد. NaBH4منظور از عامل احيا كننده 

 باشد. يم ليدروكسيبه گروه ه يكتونگروه  ياياح دي(  موليبنز تيموقع

 

 

 

بوتانوات. وجود  ]متيل استاميد( پروپيل-N)-[-2-(S)-4-4-هيدروکسل -4-مربوط به اتيل  IR. طيف 4-3شكل  

در موقعيت بنزيل(  مويد احياي گروه کتوني به گروه هيدروکسيل مي  O-H) کششي  33/3414ناحيه  پيک در

 11 باشد.
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(5.) (S)-متيل استاميدو(پروپيل(فنيل( بوتانوات21)-4)-4-اتيل( 

حذف پيك مربوط به گروه هيدروكسيل  در اين مرحل هدف احياي گروه هيدروكسل بوده است.

 .باشدمويد انجام واكنش احيا مي 22/2418در ناحيه 

 

)متيل استاميدو(پروپيل(فنيل( بوتانوات. حذف پيک مربوط به گروه هيدروکسيل 21)-4)-4-اتيل-(Sمربوط به ) IR. طيف 5-3 شكل

 11 ام واکنش احيا مي باشد.مويد انج 33/3414در ناحيه 
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(6.) (S)-4- ]2-بنزن بوتانوئيک هيدروکلرايد ]روپيل)متيل آمينو(پ (METH) 

و تشكيل گروه كربوكسيل در انتهاي ( -NH)در مرحله آخر هدف حذف استيل پوشاننده گروه 

 ليبرداشته شدن عامل است ديمو 58/1626 هيدر ناح كيحذف پ زنجيره كربني اضافه شده، بوده است.

( يدياس C=O وندي)جذب پ 55/1639 يدر نواح كيوجود پ نيباشد. همچن ي( م-NHگروه) ياز رو

 باشند يم ليگروه كربوكس ليتشك دي( مو يدياس O-H ي)كشش 15/2421و  

 

 

( -NHمويد برداشته شدن عامل استيل از روي گروه) 54/1636. حذف پيک در ناحيه METHمربوط به مشتق  IR. طيف 6-3شكل 

كيل اسيدي ( مويد تش O-H)کششي  11/3431 اسيدي ( و  C=O)جذب پيوند  15/1623مي باشد. همچنين وجود پيک در نواحي 

 12 گروه کربوکسيل مي باشند.
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متصل  METHو محاسبه تعداد  BSAبا  METH. مزدوج کردن مشتق 3-1-2

 BSAشده به 

نانومتر با   255-355در گستره طول موج  METHو  METH-BSA ،BSAجذب نوري مزدوج 

(. سپس با 8-2ليتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر بررسي شد )شكل ميلي 1گرم در ميلي 1غلظت 

نانومتر و همچنين  387ر طول موج ( د95/1 )METH-BSAو BSA ( 78/5)استفاده از جذب نوري 

 METHعداد ، ت لامبرت-بيرنانومتر با استفاده از قانون  387در METH (2953 ) ضريب خاموشي 

  اسبه شد.مح BSAمتصل شده به 

 

A=ɛCl 

A=   جذب نوري

ɛ = ضریب خاموشی مولی 

C = غلظت مولار نمونه 

l= طول مسیر عبور نور از نمونه   (1 cm) 

A  =  

C =      = مولار    

 

 برابر:  BSAدالتون فرض شده در نتیجه غلظت مولار  BSA 00566وزن مولکولی 

غلظت مولار     BSA  =  مولار 

عداد ت  METH متصل شده به   BSA  =  

 

 متصل شده است METHمولكول  BSA ،17-18به هر مولكول 

 

 METH-BSA 13. طيف جذب نوري مزدوج 8-2شكل 
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با استفاده از آنتي بادي تجاري   METH-BSAتاييد تشكيل مزدوج . 3 -1 -3

 ي نوار سنجش سريعدار با نانوذرات طلا  بر رونشان

( روي كاغذ نيتروسلولز كت شد و METH-BSAدر اين مرحله ايمنوژن سنتز شده ) مزدوج 

 (.7-2واكنش آن با آنتي بادي تجاري  نشان دار با نانوذرات طلا  مورد بررسي قرار گرفت )شكل 

 

 . نتايج ايمن سازي خرگوش ها 3-2

 . جدول زمان بندي تزريق و خون گيري3-2-1

 11ذكر شد، به دو خرگوش تهيه شده از موسسه رازي در  3-3-3ان طور  كه در بخش هم 

گيري نوبت خون 9نوبت ايمنوژن سنتز شده تزريق شد و پس از تزريق سوم از هر دو خرگوش، در 

 گرد آوري شده است. 1-2گيري هاي انجام شده در جدول ها و خونبندي تزريقصورت گرفت. زمان

با آنتي بادي تجاري  نشان دار با نانوذرات طلا  بر روي نوار سنجش سريع.  METH-BSA. واکنش مزدوج 8-3شكل 

 14  شد.مي با METH-BSAتشكيل خط مويد تشكيل مزدوج 
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به ايمنوژن کلونال بعد از سومين تزريق پلي بادي تر آنتيتعيين تي.3-2-3

  هاخرگوش

های  گیری، رقتگیری انجام شد. در هر نوبت خونها، خونپس از تزریق سوم به خرگوش

از سرم حیوان ایمن شده در مقابل سرم حیوان ایمن   0555/1و   0555/1،  0555/1، 1555/1، 055/1

 نتایج تعیین تیتر را نشان می دهند. 9-3تا  1-3مودارهای نشده، تعیین تیتر انجام شد.ن

بادی تعیین شد. نتایج ژن به آنتی% اتصال آنتی05بادی در نقطه ی با توجه به نمودارها تیتر آنتی

        .نشان داده شده است 15-3و نمودار  0-3آن در جدول 

 

5  . زمان بندي تزريق و خون گيري1-3جدول          باديژن به آنتي% اتصال آنتي51. 2-43 جدول

 

 

% 51تيتر 

 (R2اتصال )
% 51تيتر 

 (R1اتصال)

خون 

 گيري

زمان 

 )روز(

 51 اول 1 1

  - 61 

 65 دوم 1 1

  - 45 

 81 سوم 2111/1 2111/1

  - 31 

 35 چهارم 3511/1 3511/1

  - 115 

 111 پنجم 6111/1 6111/1

  - 121 

 125 ششم 8111/1 8111/1

  - 135 

 141 هفتم 8111/1 8111/1

  - 151 

 155 هشتم 8111/1 8111/1

  - 161 

 141 همن 8111/1 8111/1

 زمان )روز( تزريق خون گيري

 صفر اول -

 31 دوم -

 45 سوم -

 51 - اول

 61 چهارم -

 65 - دوم 

 45 پنجم -

 81 - سوم

 31 ششم -

 35 - چهارم

 115 هفتم -

 111 - پنجم

 121 هشتم -

 125 - ششم

 135 نهم -

 141 - هفتم

 151 دهم -

 155 - هشتم

 161 يازدهم -

 141 - نهم
R1 و  1: خرگوش شمارهR2 خرگوش شماره : 

2 
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: خرگوش  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 51گيري اول )روز بادي در خون. تيتر آنتي1-3نمودار 

 .2  .2شماره 

: خرگوش  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 65گيري دوم )روز بادي در خون. تيتر آنتي2-3 نمودار

 4 . 2شماره 

: خرگوش  R2و  1وش شماره خرگ: R1(. 81گيري سوم )روز بادي در خون. تيتر آنتي3-3نمودار 

 3  .2شماره 
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: خرگوش  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 35گيري چهارم )روز بادي در خون. تيتر آنتي4-3نمودار 

    5.    2شماره 

: خرگوش  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 111گيري پنجم )روز بادي در خون. تيتر آنتي5-3نمودار 

 2.4شماره 

 6.   2: خرگوش شماره  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 125گيري ششم)روز بادي در خون. تيتر آنتي6-3نمودار 
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: خرگوش  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 141گيري هفتم ) روز بادي در خون. تيتر آنتي4-3نمودار 

 11.   2شماره 

 3.    2: خرگوش شماره  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 155گيري هشتم)روز بادي در خون. تيتر آنتي8-3نمودار 

 8.    2: خرگوش شماره  R2و  1خرگوش شماره : R1(. 141)روز  گيري نهمبادي در خون. تيتر آنتي3-3نمودار 
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ها با  پروتئين دهي به روش رسوبهاي سرم  تخليص ايمونوگلوبولين .3-3

 ده از آمونيوم سولفات و کروماتوگرافي تعويض يوني:استفا

 
% 22هاي سرم با استفاده از آمونيوم سولفات  پروتئين نسبتاً خالص كلونال پلي بادي براي داشتن آنتي

دياليز انجام  pH 2/6ساعت در مقابل بافر فسفات اسيدي  34رسوب داده شدند و به مدت 

 Batchباردار شده  به صورت  DEAE celluloseه و از ستون دياليز را خارج كرد ي شد.محتويات كيسه

هاي سرم با روش برادفورد  قبل از  جهت كروماتوگرافي تعويض يوني استفاده شد. غلظت پروتئين

هاي سرم را  % از پروتئين15ليتر ارزيابي شد. با توجه به اينكه   گرم در ميلي ميلي13تخليص 

 1675% بودن بازده  بايد  155پس از تخليص در صورت  دهند، ها تشكيل مي ايمونوگلوبولين

گرم سنجيده شد.در  ميلي 3555ميكروگرم ايمونوگلوبولين داشته باشيم. غلظت پروتئين تخليص شده 

 شود. هاي مختلف پس از تخليص مشاهده مي تصوير زير فركشن

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  مارکر . M. تخليص ايمونوگلوبولينهاي سرم خرگوشي با استفاده از کروماتوگرافي تعويض يوني3-3شكل

   ايمونوگلوبولين تخليص شده در اولين فرکشن.F1استاندارد پروتئيني بر حسب کيلو دالتون. 

F2ايمونوگلوبولين تخليص شده در دومين فرکشن. F3  . شده در سومين فرکشايمونوگلوبولين تخليص S سرم .

 15.  خرگوش ايمن شده قبل از تخليص
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 بادي تخليص شده. تعيين تيتر آنتي3-3-1

بادي تخليص شده از آنتي 7555/1و   4555/1،  3555/1، 1555/1، 555/1هاي  رقت

در مقابل سرم حيوان ايمن نشده، تعيين تيتر انجام ( ايمونوگلوبولين تخليص شده در اولين فركشن)

 .باشدشد.نمودار زير بيانگر آن مي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بادي تخليص شدهامفتامين در بزاق با استفاده از آنتي. الايزاي مت3-5

 امفتامين در بزاق. منحني استاندارد مت3-5-1
امفتامين در بزاق، از روش الايزا استفاده شد و در هر چاهك براي رسم منحني استاندارد مت

 55و  1555/1ميكروليتر از آنتي بادي با غلظت  BSA-METH ،55ژن ميكروگرم آنتي 1/5حاوي 

، pg155،pg355،pg555 ng 1 ،ng 3فر،هاي صامفتامين با غلظتميكروليتر از بزاق  حاوي مت

ng15 هاي حاوي ميكروليتر اضافه شد )به چاهك 55درBSA  ميكروليتر از آنتي بادي با   55مقدار

 امفتامين اضافه شد( . ميكروليتر بزاق فاقد مت 55و  1555/1غلظت 

ها در X سپس بعد از بدست آمدن جواب الايزا، براي رسم نمودار، در محور مختصاتي كه محور

)  باشد و عرض نقاط، از فرمول ميبا مقياس لگاريتمي هاي مختلف استاندارد غلظتآن 

Bهاي استاندارد = شدت جذب هر يك از غلظتB0 )بدست آمد،  = شدت جذب غلظت استاندارد صفر

ها ي به )داده(. 11-2كنيم )نمودار منحني مربوطه را رسم مي Yو  Xاستفاده شد . سپس با داشتن 

 باشند.(بار تكرار مي 6كار رفته در نمودار 

 11   .(ايمونوگلوبولين تخليص شده در اولين فرکشنتخلیصشده)بادي . تيتر آنتي11-3نمودار 
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-براي الايزاي مت 1. محاسبه ضريب تغييرات درون و بين سنجشي3-5-2

 امفتامين در بزاق

براي محاسبه ضريب تغييرات درون سنجشي از دو كنترل ضريب تغيرات درون سنجشي :  -1

( Duplicateنوري با سه بار تكرار به صورت دوتايي ) ترين جذببا بالاترين جذب نوري و پايين

، براي هر سه جذب نوري حاصل ميانگين و انحراف معيار و 2-2استفاده شد. مطابق جدول 

ضريب تغييرات محاسبه شد. در نهايت از ضريب تغييرات كترل با بالاترين جذب نوري و 

ضريب تغييرات درون سنجشي  ترين جذب نوري ميانگين گرفته شد. عدد حاصل برابرپايين

 باشد( .قابل قبول مي 15كمتر از  CV % باشد )مي

 . محاسبه ضريب تغييرات درون سنجشي3-3جدول  6 جدول

 

 

 

 

 

                                                      
1
 Inter- and Intra-Assay Coefficients of Variability  (CV) 

Control OD Control 0D 

High 1.1 Low 0.46 

High 1.26 Low 0.57 

High 1.28 Low 0.44 

Inter assay CV 

Mean of Means 1.2133  0.49 

STD of Means 0.0986  0.07 

% CV of Means 8.1311  14.28571 

Inter-assay CV (n=3) 11.2084   

  .   امفتامين در بزاق. منحني استاندارد مت11-3نمودار 
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-است قابل قبول مي 15محاسبه شد و از انجا كه كمتر از  53/11ضريب تغييرات درون سنجش 

 باشد.

از تمام تكرار محاسبه ضريب تغييرات بين سنجشي  برايضريب تغييرات بين سنجشي: -2

امفتامين در بزاق در دو روز متوالي بدست آمد، هاي استاندارد متهاي دوتايي كه براي غلظت

هاي بدست آمده شود. ميانگين ضريب تغييراتميانگين، انحراف مقيار و ضريب تغييرات محاسبه مي

 باشد(.قابل قبول مي 15كمتر از  CV %باشد) برابر با ضريب تغييرات بين سنجشي مي

Intra-assay CV (n=48) = average % CV = 8.10 
 

-است قابل قبول مي 15محاسبه شد و از انجا كه كمتر از  15/7سنجش  بينضريب تغييرات 

 باشد.

 

 ار سنجش سريعنو. نتايج مربوط به طراحي 3-5

 سازي نانوذرات طلاآماده. 3-5-1

آماده شد. اين محلول رنگ زرد  HAuCl4 لاريك ميلي مو سازي نانوذرات طلا محلولبراي آماده

 هدقيق 5است. سپس محلول سيترات سديم افزوده شد. بعد از افزودن اين محلول و جوشاندن به مدت 

باشد  ل نانوذرات طلا ميرنگ محلول به قرمز تيره در آمد. تغيير رنگ به قرمز تيره نشان دهنده تشكي

 (.15-2)شكل

 

 

 

 

 

 
تشكيل نانوذرات  .11-3شكل 

 طلا با محلول سيترات سديم

.16 
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بادي با نانوذرات ظت مناسب براي مزدوج ساختن آنتيو غل pHتعيين . 3-5-2

 طلا

 و شيب غلظت pHالايزا، شيب خانه 96پليت ژن با نانوذرات طلاء، ابتدا در يك براي اتصال آنتي

ميكروليتر از محلول طلاي تهيه شده افزوده شد. اين  155ايجاد شد. سپس به هر چاهك  آنتي بادي

مولار  NaCl 1ميكروليتر از  155كوبه گرديد. سپس به هر چاهك دقيقه در دماي اتاق ان 15محلول 

ها نانوذرات طلا با هايي بودند كه در آنه بود چاهكماندباقي قرمز هايي كه به رنگ افزوده شد. چاهك

 . (11-2)شكل ها به خوبي كونژوگه شده بودندباديآنتي

   

 
 

         

 

 

 

 

14  .باديت طلا به آنتيسازي اتصال نانوذرا: بهينه11-3شكل 

 هاي سنجش سريع. تهيه نوار3-5-3

نشان دار  با استفاده از آنتي ژن توليدي و آنتي بادي تجاري ادراري نوارطراحي . 3-5-3-1

 با نانوذرات طلا

ي تجاري در اين مرحله با استفاده از كاغذ نيتروسلولز كت شده با ايمنوژن سنتز شده و آنتي باد

ميكروليتر از ادرار حاوي غلظت  35نشان دار شده با طلا، نوار تست تهيه شد. سپس روي نوارها 

 cut offديده مي شود نقطه  13-2هاي مختلف متامفتامين ريخته شد. همان طور كه در شكل 
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نفتامين امناسبي براي سنجش ادراري مت cut offليتر تعيين گرديد كه نانوگرم در ميلي 555معادل 

 محسوب مي شود.

 
 18.  . نوار ادراري با استفاده از ايمنوژن سنتز شده و آنتي بادي تجاري نشان دار با طلا12-3 شكل

 

دار شده با آنتي بادي پلي کلونال توليدي نشان با استفاده ازطراحي نوار ادراري . 3-5-3-2

 درار و مقايسه آن با تست  تجاري مشابهامفتامين در اطلا، براي تشخيص مت

توسط آنتي بادي پلي كلونال تخليص شده از سرم خرگوش و نشان  نوار سنجشدر اين مرحله 

تهيه شد و به  امفتاميندار شده با نانوذرات طلا تهيه شد . سپس نمونه ادرار با غلظت هاي مختلف مت

 12-2نتايج آن در شكل  و نوار تجاري ريخته شد.ميكروليتر از هر غلظت رو نوار تهيه شده  35مقدار 

 نشان داده شده است.

 cutبادي تصل به نانوذرات طلا  و طراحي مجدد نوارهاي سنجش نقطه  سپس با رقيق ساختن آنتي

off  نانوگرم در ميلي ليتر تعيين گرديد كه همان طور كه گفته شد،  555معادلcut off  مناسبي

 (.14-2تامين محسوب مي شود)شكل انفبراي تست ادراري مت
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امفتهامين در ادرار و  دار شده با طلا، براي تشخيص مهت کلونال توليدي نشاننوار ادراري  آنتي بادي پلي.  13-3 شكل

 13.  مقايسه آن با سنجش تجاري مشابه
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Negative 

+500 ng 

metamphetamine 

 

نوار ادراري تهيه شده  با آنتي بادي پلي کلونال توليدي نشان دار  .14-3 شكل

 21  8/1و  4/1، 2/1شده با طلا با رقت 
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. طراحي نوار بزاقي با استفاده از آنتي ژن سنتز شده و  آنتي بادي پلي کلونال 3-5-3-3

امفتامين در نمونه بزاق و مقايسه آن با توليدي نشان دار شده با طلا، براي تشخيص مت

 تست تجاري مشابه

استفاده از كاغذ نيتروسلولز كت شده با آنتي ژن سنتز شده و آنتي ست با در اين مرحله نوار ت

بادي پلي كلونال تخليص شده از سرم خرگوش و نشان دار شده با نانوذرات طلا تهيه شد. سپس نمونه 

و صفر نانو گرم بر ميلي ليتر(  5 ،35، 55، 155، 355، 555امفتامين ) بزاق با غلظت هاي مختلف مت

ميكروليتر از هر غلظت  35( تهيه شد و به مقدار mg/ml 1) BSAنمونه بزاق حاوي محلول و همچنين 

 (.15-2)شكل رو نوار تهيه شده و نوار تجاري ريخته شد

مناسبي براي  cut offليتر تعيين شد كه نانوگرم در ميلي 55سنجش معادل  cut offنقطه 

 شود.امفتامين محسوب ميهاي بزاقي متسنجش

 

 

طراحي نوار بزاقي با استفاده از آنتي ژن سنتز شده و  آنتي بادي پلي کلونال توليدي نشان . 15-3شكل

 21.  اي تشخيص متامفتامين در نمونه بزاق و مقايسه آن با تست تجاري مشابهدار شده با طلا، بر
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 تعيين اختصاصيت و حساسيت. 3-5-3-4

امفتامين( فاقد مت)بزاق منفي نمونه  35تست طراحي شده، براي تعيين اختصاصيت و حساسيت 

 استفاده گرديد. امفتامين در آن حل شد(نانوگرم بر ميلي ليتر مت 55كه ميزان )مثبت نمونه  35و 

 نشان داده شده است. 16-2و شكل  2-2نتايج حاصل در جدول 

 4 امفتامين با سنجش سريع طراحي شدههاي بزاقي فاقد و حاوي مت. نتايج حاصل از بررسي نمونه3-3جدول 

 جواب سنجش سريع طراحي شده تعداد نمونه

 مثبت منفي 51 بزاق

 2 25 25 امفتامينفاقد مت

 23 3 25 امفتامينحاوي مت

 

 22 امفتامين با نوارهاي سنجش طراحي شدههاي بزاقي فاقد و حاوي مت. نتايج حاصل از بررسي نمونه16-3شكل 
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 باديرسي واکنش متقاطع آنتي. بر3-5-3-5

و برخي  18-2هاي دارويي نشان داده شده در شكل بادي با مولكولواكنش آنتيدر اين مرحله 

، تستسترون و پروژسترون، با استفاده از نوارهاي سنجش سريع بررسي شد. ها نظير كورتيزولاسترويد

 شده است.آورده  4-2جدول و 19-2، شكل 17-2شكل  نتايج اين آزمايش در
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 Alparazolam                            Aspirin                       Diclofenac                        Loperamide     

 

 

 

 

Doxepin                             Methadone                    olanzapine                   Carbamazepine 

Metoprolol                          Actaminophen                 Naproxen                       Baclofen 

  Ibuprofen                              Codein                            Nortriptyline                   Indomethacin  

Levotyroxine                  Amantidine                 L-phenylalanine                    Testosterone 

 23 بادي توليدي بررسي شدهايي که واکنش متقاطع آنها با آنتيمولكول . ساختار14-3 شكل
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-3منفي -2امفتامين مت-1ها با آنتي بادي توليدي. . بررسي واکنش متقاطع برخي دارو18-3شكل 

-11کورتيزول -3تستسترون -8آلانين فنيل-L-4کدئين -6آسپرين  -5استامينوفن -4ايبوپروفن 

 24 پروژسترون

 25 هاروبادي توليدي با برخي از دا. بررسي واکنش متقاطع آنتي13-3 شكل

Metamphetamine     Negative        Loperamide         Diclofenac             Metoprolol        Alprazolam      Naproxen     Metadone 

Nortriptyline      Carbomazepine        Levotyroxine         Indomethacin        Olanzapine        Baclofen    Doxepin     Amantidine 
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 8   ي توليدي با برخي از داروهاباد. بررسي واکنش متقاطع آنتي4-3 جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 واکنش متقاطع غلظت   mg/ml مولكول

Testostrone 0.1 ندارد 

Cortisol 0.1 ندارد 

L-phenylalanine 0.1 ندارد 

Progesterone 0.1 ندارد 

Ibuprofen 15 ندارد 

Codein 15 ندارد 

Actaminophen 15 ندارد 

Aspirin 15 ندارد 

Alparazolam 1 ندارد 

Loperaminde 1 ندارد 

Diclofenac 1 ندارد 

Metadone 1 ندارد 

Metoprolol 1 ندارد 

Naproxen 1 ندارد 

Nortriptyline 1 ردندا  

Carbamazepine 1 ندارد 

Levotyroxine 0.1 ندارد 

Indomethacin 1 ندارد 

Baclofen 1 ندارد 

Doxepin 1 ندارد 

Amantidine 1 ندارد 

Olanzapine 1 ندارد 
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 گيري و بحث، نتيجه

 پيشنهادها
 

 

 

 فصل چهارم : بحث ، نتيجه گيري و پيشنهادها
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 بحث. 4-1

-( مي1-1و... )شكل  MDMAامفتامين، ها شامل امفتامين، متها گروهي از مولكولامفتامين

. در ميان اعضاء اين هاي اخير در سراسر جهان افزايش يافته استباشند كه سوء مصرف آنها در دهه

به دليل  باشد و اين امرامفتامين ميگروه بيشترين سوء مصرف، به خصوص در كشور ما، مربوط به مت

 .[66, 65]باشد قيمت كم) كه با سهولت ساخت صنعتي آن مرتبط است( و اثر تحريكي شديد آن مي

است و يك محرك مهم براي  هاآميناتيلاز مشتقات فنيلها مانند ساير امفتامين امفتامين مت

هاي سيستم عصبي مركزي، محرك امفتامين مانند سايرباشد. متمي (CNSسيستم عصبي مركزي )

 .[68] باشدداراي توان بالقوه بالا براي ايجاد وابستگي روحي و جسمي)اعتياد( مي

هاي كاري، كاهش رفاه و سلامت عمومي كه در محيط تهديد امنيت اجتماعي، كاهش بازدهي در

ها را مجبور به مقابله با سوء مصرف شود، دولتامفتامين حاصل ميپي مصرف مواد مخدري نظير مت

سازد. براي اين منظور شناسايي افراد سوء مصرف كننده مواد مخدر بسيار اين قبيل مواد مخدر مي

ها براي كاهش رشد روز افزون سوء مصرف مواد مخدر نيازمند لتحائز اهميت است. بنابراين امروزه دو

-امفتامين ميهاي سريع و دقيق براي شناسايي سوء مصرف كنندگان مواد مخدر از قبيل متروش

هاي باشند. براي دستيابي به يك روش سريع و دقيق، بررسي نمونه هاي مورد سنجش و روش

 .[67] شودسنجشي موجود يك امر ضروري محسوب مي
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 هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدرسنجش. نمونه هاي زيستي در 4-1-1

هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر بر مبناي استفاده از نمونه ادرار و امروزه اغلب سنجش

ها مورد اقبال باشد. يكي از مهمترين دلايلي كه نمونه ادرار و خون براي اين قبيل سنجشخون مي

-اما در سال باشد.هاي مذكور ميهاي آن در نمونهو متابوليت 1اند، غلظت بالاي داروعموم واقع شده

هايي از قبيل مو، عرق و بزاق نيز براي هاي سنجش با حساسيت بالا، نمونههاي اخير با ظهور روش

ها هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر مورد توجه واقع شدند. به كارگيري هر كدام از نمونهسنجش

باشند كه وط به سوء مصرف مواد مخدر داراي مزايا و معايبي ميهاي مربمورد استفاده براي سنجش

 . [69]گردآوري شده است 1-4در جدول 

 

 

 

 

 

                                                      
1
 Drug 
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 3 . هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدرده در سنجشهاي مورد استفا. مزايا و معايب هر کدام از نمونه1-4جدول 

                                                      
1
 contamination 

 معايب مزايا نمونه

 خون
Blood 

قابليت شناسايي افراد تحت تاثير 

 مواد )تازه مصرف کرده(

پذير نبودن تقلب در آنامكان  

 گيري تهاجمينمونه

 هاي آزمايشگاهينيازمند سنجش

مكان آن در دسترس )سنجش در

 ت(نيس
 

 ادرار
Urine 

به خوبي در مورد نمونه ادرار مطالعه 

هاي شده است،در نتيجه روش

باشد.سنجش آن استاندارد شده مي  

هاي سنجش آن کمتر است هزينه  

-هاي دردر دسترس بودن سنجش

 مكان براي نمونه ادرار
 

 داراي پنجره شناسايي کوتاه

 پذير بودن تقلب در آنامكان

 مو
Hair 

ره شناسايي طولاني )از داراي پنج

ها(ها تا ماههفته  

گيري غير تهاجمينمونه  

 پذير نبودن تقلب در آنامكان

هاپايداري نمونه براي سال  

گيري از اجسادقابليت نمونه  

 هاي آزمايشگاهينيازمند سنجش

مكان آن در دسترس )سنجش در

 نيست(

 هاي سنجشي گران قيمتروش
 

 عرق
Sweat 

-14سايي طولاني )داراي پنجره شنا

 روز( 3

 گيري غير تهاجمينمونه

 

 هاي آزمايشگاهينيازمند سنجش

مكان آن در دسترس )سنجش در

 نيست(

 هاي سنجشي گران قيمتروش

1احتمال وجود آلودگي
 

 بزاق
Saliva 

قابليت شناسايي افراد تحت تاثير 

 مواد )تازه مصرف کرده(

 پذير نبودن تقلب در آنامكان

 غير تهاجميگيري نمونه

-هاي دردر دسترس بودن سنجش

 مكان

 

 داراي پنجره شناسايي کوتاه

-هاي نمونهدست نبودن روشيک

 گيري

 احتمال وجود آلودگي



  87 

 

هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر داراي استفاده از نمونه ادرار براي سنجش نمونه ادرار:

 آورده شده است. 1-4ل باشد كه در جدومزاياي بسيار و همچنين معايبي نيز مي

يكي از مهمترين مشكلات استفاده از نمونه ادرار متناسب نبودن غلظت دارو در ادرار و پلاسما 

باشد. به دليل اين امر به طورمعمول زمان افزايش غلظت دارو در ادرار با زمان اثر دارو هماهنگ مي

ت تاثير مواد)تازه مصرف كرده( را توان افراد تحنيست و در نتيجه با استفاده از اين نمونه نمي

هاي جاده ايي كه هدف بررسي رفتار پرخطر و هايي از قبيل سنجششناسايي كرد. بنابراين در سنجش

باشد، استفاده از نمونه ي ادرار توصيه امفتامين ميشناسايي افراد تحت تاثير مواد محركي نظير مت

 .[85]شودنمي

Cut off [81]ليتر ادرار گزارش شده استميكروگرم در ميلي 555ي ادرار امفتامين در نمونهمت .

ليتر براي ميكروگرم در ميلي Cut off 555در تحقيق حاضر نيز سنجش ايمنوكروماتوگرافي با 

مفتامين در نمونه ادرار طراحي شد. سنجش طراحي شده قابل مقايسه با سنجش تجاري اتشخيص مت

 .امفتامين در ادرار( استمشابه )سنجش ايمنوكروماتوگرافي تشخيص مت

هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر روشي تقريبا استفاده از نمونه مو براي سنجش نمونه مو:

هاي آن در مو، براي استفاده از مو به شود. به دليل غلظت كم دارو و متابوليتجديد محسوب مي

هاي سنجشي حساس نياز است. در عنوان نمونه ي مورد سنجش براي شناسايي مواد مخدر، به روش

نشان داد  1هاي آن بيشنر است. اولين آزمايشات بر روي خوكچه هنديمو غلظت خود دارو از متابوليت

تواند يك نمونه حساس و ابزار براي . نمونه مو مي[83] توان در مو شناسايي كردها را ميكه امفتامين

 . [82]ها باشدارزيابي طولاني مدت مصرف امفتامين

                                                      
1
 Guinea pig 
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هاي درمكان براي نمونه مو و همچنين متناسب نبودن غلظت به دليل در دسترس نبودن سنجش

هاي جاده ايي هاي از قبيل سنجشدارو در مو و خون، اين نمونه نيز مانند نمونه ي ادرار براي سنجش

 باشد.مناسب نمي

Cut off [84]گرم مو گزارش شده استپيكوگرم در ميلي 555ي مو امفتامين در نمونهمت . 

گيري از عرق و همچنين هاي اخير با به وجود آمدن ابزار مناسب براي نمونهدر سال نمونه عرق:

هاي مربوط به سوء هاي سنجشي حساس، استفاده از نمونه عرق براي سنجشدر دسترس بودن روش

1گيري از عرق يك پد جاذبگرفته است. به طور معمول براي نمونه مصرف مواد مخدر مورد توجه قرار
 

روز( روي  14-8شود. اين پد براي يك بازه زماني )قابل نسب بر روي پوست بدن فرد استفاده مي  

هاي دارو در شوند ولي مولكولگيرد. در اين روش آب و ديگر مواد فرار تبخير ميپوست فرد قرار مي

هاي مخصوص در انتهاي بازه زماني مشخص شده، پد براي سنجش به آزمايشگاه مانند.پد باقي مي

 باشد.شود. انتشار غير فعال مكانيسم اصلي انتقال دارو به عرق ميفرستاده مي

هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر كه هاي مورد استفاده براي سنجشبرخلاف ديگر نمونه

دارند، نمونه عرق به دليل طولاني  (retrospective)ن گذشته براي بررسي مصرف مواد رويكردي به زما

گيري از عرق و سنجش دارد. بنابراين نمونه (prospective)گيري رويكردي به آينده بودن دوره نمونه

 . باشددر افراد تحت درمان و در حال ترك اعتياد مناسب مي  مصرف مواد 3دارو در آن براي بررسي

Cut off 35ي عرق در نمونه امفتامينمت ( نانوگرم در هر پدng/patch )84]گزارش شده است ,

85] . 

 

                                                      
1
 Sweat patch 

2
 monitoring 
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هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر امروزه بزاق به نمونه پرطرفداري براي سنجشنمونه بزاق: 

پذير نبودن تقلب قابليت شناسايي افراد تحت تاثير مواد )تازه مصرف كرده(، امكانت. تبديل شده اس

مكان براي نمونه بزاق هاي در، در دسترس بودن سنجشآسان و  گيري غير تهاجميدر آن، نمونه

 هاي جاده اييهاي از قبيل سنجشكه بزاق را به يك نمونه بسيار مناسب براي سنجشدلايلي است 

  .[86] تبديل كرده است

-ليتر، در بزاق قابل شناسايي مينانوگرم در ميلي 55برابر Cut offامفتامين و متامفتامين با 

در يك مطالعه كه در سال امفتامين در بزاق متناسب با غلظت آن در پلاسما است. غلظت مت باشند.

و همكاران اين امر به خوبي نشان داده شده است. در اين مطالعه  چند گروه  1توسط ماريلين 3558

امفتامين را به گرم( از متميلي 35گرم و ميلي 15هفته، روزانه دوزهاي مختلفي) 13داوطلب طي 

سما و ادرار آنها بررسي شد. نتايج اين امفتامين در بزاق، پلاصورت خوراكي دريافت كردند و وجود مت

گرم را دريافت ميلي 15امفتامين در بزاق زماني كه فرد دوز مطالعه نشان داد كه ماكزيمم غلظت مت

 35ساعت بعد از دريافت دارو و زماني كه دوز  7-3ساعت بعد از دريافت دارو و در پلاسما  7-4كرده 

ساعت پس از دريافت دارو و در  پلاسما نيز  13-3در بزاق  گرم را دريافت كرده ماكزيمم غلظت ميلي

 (.3-4و  1-4باشد )شكل همين زمان مي

                                                      
1
 Marilyn A. 

 24  امفتامين در پلاسما. غلظت مت2-4 شكل 26امفتامين در بزاق  .  غلظت مت1-4 شكل
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امفتامين از خون به بزاق اين هماهنگي غلظت در بزاق و پلاسما به دليل سرعت بالاي انتشار مت

ن به امفتامين و اتصال كم آدوستي متامفتامين به بزاق توسط خاصيت چربيباشد. ترشح متمي

 .[85] شودهاي پلاسما، تسهيل ميپروتئين

با استفاده از  ساعت گزارش شده است، بنابراين 13تا  6امفتامين در از از آنجا كه زمان اثر مت

 امفتامين را شناسايي كرد.توان افراد تحت تاثير مصرف متنمونه بزاق به درستي مي

Cutoff  [84] نشان داده شده است 3-4مواد مخدر مختلف در بزاق در جدول. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-ژن متطور كه ذكر شد در تحقيق حاضر نيز از نمونه بزاق استفاده شد. با استفاده آنتي همان

امفتامين در بادي توليدي بر عليه آن، سنجش الايزا براي تشخيص متز شده  و آنتيامفتامين سنت

محاسبه  53/11 طراحي شد. ضريب تغييرات درون سنجشي براي سنجش الايزاي طراحي شده بزاق 

باشد. ضريب تغييرات بين سنجشي نيز براي سنجش است قابل قبول مي 15شد و از انجا كه كمتر از 

 11  مواد مخدر مختلف در بزاق Cutoff. 2-4 جدول
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باشد. سپس با است قابل قبول مي 15محاسبه شد و از انجا كه كمتر از  1/7 ي شده الايزاي طراح

بادي توليدي بر عليه آن، سنجش امفتامين سنتز شده  و آنتيژن متاستفاده از استفاده آنتي

-نانوگرم در ميلي 55برابر  cut offامفتامين در نمونه بزاق با ايمنوكروماتوگرافي براي تشخيص مت

 بزاق طراحي شد.ليتر 

 

 هاي زيستيامفتامين در نمونههاي سنجش مت. روش4-1-2

  -1شوند : هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر به دو دسته تقسيم ميبه طور كلي سنجش

  3هاي تاييديسنجش  -3 1هاي ايمنياوليه با استفاده از سنجش سنجش

هاي هاي بيولوژيك ابتدا از روشر نمونههاي تشخيصي، براي بررسي مواد مخدر ددر آزمايشگاه

هاي سنجش ايمني در مطالعات شود. به دليل اختصاصيت كم روشسنجش ايمني استفاده مي

2قضايي
هايي بر بايد به وسيله روش هاي سنجش ايمنيهاي مثبت شناسايي شده توسط روشنمونه   

هاي حاوي مواد راي تاييد نمونهب Gold standard ، روشGC-MS)روش 4مبناي اسپكترومتري جرمي

 .]6[ باشد( تاييد شوندمخدر مي

 هاامفتامينهاي ايمني براي . سنجش4-1-2-1

باشند، به دليل سرعت، بادي ميژن وآنتيهاي سنجش ايمني كه بر مبناي واكنش آنتيروش

. اين گيرندهاي مربوط به سوءمصرف مواد مخدر مورد استفاده قرار ميحساسيت براي سنجش

براي شناسايي مواد مخدر  5هاي درمكانها هم به صورت آزمايشگاهي و هم به صورت سنجشسنجش

 شوند.هاي زيستي استفاده ميدر انواع مختلف نمونه

                                                      
1
 Initial test immunoassay 

2
 confirmation tests 

3
 Forensic study 

4
 Mass spectrometry 

5
 point-of-care or POC 
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هاي سنجش-1توان به دو گروه اصلي تقسيم كرد : ها را  ميهاي ايمني براي امفتامينسنجش

هاي ايمني كه سنجش -3شوند امين به تنهايي، طراحي ميامفتكه با هدف شناسايي امفتامين و مت

 و....( MDA,MDMA,MDEAها )مانند بالايي با ديگر اعضاي خانواده امفتامين cross-reactionداراي 

-هاي دسته اول استفاده ميدارند. در غربالگري براي سوء مصرف مواد مخدر به طور معمول از سنجش

هاي تاييدي هايي كه براي روشهاي دسته دوم حجم نمونهسنجش يرا در صورت استفاده اززشود 

 .]6[شود بسيار زياد و هزينه بر خواهد بودفرستاده مي

 هاي سريع. سنجش4-1-2-1-1

هاي درمكان( براي هاي سريع )يا سنجشامروزه علاقه بسيار زيادي براي استفاده از سنجش

هاي در مكان اغلب بر مبناي سنجش دارد.هاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر وجود سنجش

 باشند.( ميLateral flow immunoassayايمنوكروماتوگرافي )

هاي درمكان مربوط به سوء مصرف مواد مخدر در اورژانس بيمارستان، مراكز ترك اعتياد، سنجش

. صرفه جويي باشندهاي كار، مراكز قضايي و راهنمايي و رانندگي قابل استفاده ميغربالگري در محيط

-باشد زيرا حمل و نقل نمونه به مراكز هاي درمكان ميدر زمان از مهمترين مزاياي سنجش

 .[67]بر و پر هزينه استآزمايشگاهي زمان

نسبت به روش هاي ديگر از چند هاي ايمنوكرومااتوگرافي از بين روش هاي سنجش ايمني، روش

 جهت ارجح است:

 بل انجام است..اين روش به ابزار پيشرفته نياز ندارد و به راحتي در هر مكاني قا1

 .به مراحل پيچيده براي آماده كردن نمونه نياز ندارد.3

 و جواب آن با چشم غيرمسلح قابل رويت است دهد.به سرعت جواب را نشان مي2

 باشدها نياز به تفسير آزمايشگاهي ندارند و براي عموم قابل استفاده مينتايج اين سنجش .4

 . حساسيت و اختصاصيت مناسبي دارد5

 [86]قيمت آن ارزان است و بازار مصرف مناسبي دارد .6
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باشند. براي هاي در مكان اغلب بر مبناي ايمنوكروماتوگرافي مير شد، سنجشهمان طور كه ذك

شود. در ها استفاده ميهاي مربوط به سوء مصرف مواد مخدر از روش رقابتي اين گونه سنجشسنجش

آن در نمونه باشد، براي اتصال  cut offروش رقابتي، هنگاميكه غلظت داروي موجود در نمونه بيشتر از 

كند. در اين شرايط ژن ثابت شده روي غشا موجود در سنجش رقابت ميدار، با آنتيبادي نشانيبه آنت

 باشد.در محل خط تست رنگي مشاهده نشده و بنابراين عدم تشكيل خط نشانه مثبت بودن تست مي

امفتامين بسيار مناسب بوده ولي ها براي شناسايي مورفين و متاستفاده از اين گونه سنجش

از اين رو در تحقيق حاضر سنجش . [88] ي تشخيص مصرف حشيش كارايي ضعيفي دارندبرا

 امفتامين در نمونه بزاق انسان طراحي شد.ايمنوكروماتوگرافي براي شناسايي مت

ژن مواد مخدر تهيه آنتيبررسي سوء مصرف هاي سريع براي طراحي سنجش درمهمترين مرحله 

به عنوان هاپتن محسوب  و امفتامين جرم مولكولي كمي دارداز آنجا كه متباشد. مي بادي داروو آنتي

امفتامين متصل ساختن آن به يك هاي ايمني براي متسنجشاولين قدم در طراحي  بنابراين ،شودمي

( است. براي اين منظور ابتدا لازم است يك گروه فعال مانند گروه BSAپروتئين بزرگ )مانند 

-و همكاران، مت 1از روش چنگكربوكسيل يا آميد به آن متصل گردد. در اكثر مطالعات با استفاده 

 كنندامفتامين تبديل ميامينوبوتيل(مت-4)-Nبه مشتق  )بروموبوتيل(فتاليميد-Nتوسط  امفتامين را

با  BSAتصل نشدن اين مشتق به . در تحقيق حاضر نيز اين مشتق سنتز شد اما به دليل م[24]

امفتامين كارايي بالا، در مرحله بعد از روش بايرنس و همكاران براي توليد مشتق كربوكسيله مت

امفتامين، به با اين تفاوت كه در مرحله احيا گروه سوكسينيل اضافه شده به مت ،]64[ استفاده شد

امكانات استفاده از آن در دسترس نبود، از  جاي استفاده از گاز هيدروژن، كه بسيار خطرناك بوده و

 BSAبه امفتامين عامل احيا كننده سديم بروهيدرات استفاده شد. براي اتصال مشتق كربوكسيله مت

دار با انبادي تجاري نش. واكنش ايمنوژن سنتز شده با آنتي[44] ايميد استفاده شداز روش كربودي

 نانوذرات طلا بررسي شد و به تاييد رسيد.

                                                      
1 Cheng 
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هاي سريع در سنجش بادي نياز است.ژن، براي طراحي سنجش سريع به آنتيپس از تهيه آنتي

بادي منوكلونال بر عليه دارو هاي مثبت كاذب، به طور معمول از آنتيمواد مخدر، براي كاهش جواب

توليد شد. امفتامين كلونال بر عليه متپليبادي آنتي در تحقيق حاضر . اما[89, 87] شوداستفاده مي

ژن سنتز شده به دو خرگوش در فواصل زماني مشخص شده در كلونال، آنتيبادي پليبراي توليد آنتي

ها، از هر بادي در حيوانتزريق شد. پس از سومين تزريق براي بررسي وضعيت توليد آنتي 1-2جدول 

تا  555/1هاي صورت گرفت و سنجش الايزا با رقت گيريروز بعد هر تزريق، خون 5دو خرگوش 

بادي سرم در مقايسه با سرم نشان داد كه بعد از تزريق پنجم، تيتر آنتيسرم انجام شد. نتايج  7555/1

بادي بعد از تزريق دهم در بهترين حيوان قبل از تزريق مقدار قابل توجهي بالا رفت. ميزان آنتي

بادي استفاده شد. گيري براي تخليص آنتيم حاصل از اين خونوضعيت قرار گرفت بنابراين سر

دياليز و سپس آمونيوم سولفات، استفاده از هاي سرم با  پروتئين دهيرسوب بادي با روش تخليص آنتي

 كلونال باديپلي صورت گرفت و كيفيت آنتي در نهايت با استفاده از ستون كروماتوگرافي تعويض آنيوني

 .تأييد شد ژن و به دنبال آن الايزاي غيرمستقيم با آنتي SDS-PAGEيز روي ژل با آنال تخليص شده

امفتامين با وجود اختصاصيت هاي سريع براي متكلونال در سنجشبادي پلياستفاده از آنتي

هاي كلونال در سنجشبادي پليهاي استفاده از آنتيباشد. يكي از مزيتكمتر، داراي مزايايي نيز مي

واكنش متقاطع  امفتامين دارايصاصيت كمتر با متتاخ امفتامين اين است كه به دليلي متسريع برا

توان سوء مصرف ديگر اعضاي اين ها بوده، و با استفاده از آن ميامفتامينديگر اعضاي خانواده متبا 

امفتامين ه متكلونال ببادي پلينيز بررسي كرد. البته اختصاصيت كم آنتيرا خانواده مانند امفتامين 

هاي داروهاي حاوي افدرين و سودوافدرين، بيشتر دارو ممكن است منجر به جواب مثبت كاذب شود.

-بيش-يتوجهكم ، داروهاي محركي كه براي بيماران مبتلا به [75] ضد احتقان مانند فنيل افرين

شوند، داروهاي سركوبگر اشتها، بسياري از داروهاي روان يز ميتجو ) خواب بارگي(و ناركولپسي 1فعالي

 Bupropion [71] ،Phenothiazines [73]،  Trazodone[72]  ،Doxepin :درمانگر مانند

                                                      
1 attention deficit and hyperactivity disorder 



  76 

اند  ها گزارش شدههاي ايمني امفتامينگر در سنجشبه عنوان اخلال Desipramine [75]و  [74]

 ها شوند.به جواب مثبت كاذب در اين سنجش توانند منجرو مي

داراي شباهت  ( كه18-2بادي توليدي با برخي از داروها )شكل اين رو واكنش متقاطع آنتياز 

ها هاي ايمني امفتامينگر در سنجشآنها را به عنوان اخلال FDAامفتامين بوده و ساختاري با مت

هاي ليست شده بادي توليدي با هيچ كدام از دارويمعرفي كرد است، بررسي شد و واكنش متقاطع آنت

 ديده نشد. 4-2در جدول 

 cut offبادي مناسب، مرحله بعد طراحي نوار سنجش سريع با ژن و آنتياز تهيه آنتيپس 

دار گردد. همان طور كه در فصل اول ذكر بادي نشانابتدا بايد آنتي باشد. در اين مرحلهمناسب مي

شوند. نانوذرات طلا به كار ها محسوب ميترين نشان در اين گونه سنجشمعمول شد، نانوذرات طلا

شوند كه جواب بادي سبب ميها داراي رنگ قرمز تيره بوده و با اتصال به آنتيرفته در اين سنجش

همان طور كه ذكر شد در تحقيق حاضر نيز از نانوذرات سنجش با چشم غير مسلح قابل بررسي باشد. 

بادي نشاندار در ناحيه پد كنژوگه )متصل به پد نمونه( قرار نوان نشان استفاده شد. آنتيطلا به ع

به  Aژن تهيه شده در ناحيه خط تست روي غشاء نيتروسلولز قرار داده شد و از پروتئين گرفت و آنتي

وگرم در نان 55برابر  cut offعنوان خط كنترل استفاده شد. در نهايت سنجش ايمنوكروماتوگرافي با 

براي تعيين اختصاصيت و حساسيت  امفتامين در بزاق طراحي شد.ليتر براي شناسايي متميلي

 55كه ميزان )مثبت نمونه  35امفتامين( و فاقد مت)بزاق منفي نمونه  35سنجش طراحي شده، 

صل از اين با استفاده از نتايج حا استفاده گرديد. امفتامين در آن حل شد(نانوگرم بر ميلي ليتر مت

شد % محاسبه 96% با صحت 155% و اختصاصيت 93آزمايش حساسيت سنجش طراحي شده برابر 

 [.86باشد ]هاي مشابه مقدار قابل قبولي ميكه مقايسه با سنجش
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 گيري. نتيجه4-2

شود، به شدت منجر به رفتار پرخطري در فرد مصرف كننده ميامفتامين از آنجا كه مصرف مت

اندازد. از اين رو طراحي سنجشي كه قادر باشد در هر ت اجتماعي را به مخاطره ميامنيت و سلام

باشد، در يك نمونه سهل امفتامين در زمانيكه فرد تحت تاثير مصرف آن ميها( متمكاني )مانند جاده

-امفتامين ميالوصول زيستي)مانند بزاق( شناسايي كند، موجب كاهش عواقب فاجعه بار مصرف مت

  گردد.

از اين رو در تحقيق حاضر اقدام به طراحي سنجش درمكان )ايمنوكروماتوگرافي( براي شناسايي 

امفتامين متصل به امفتامين )متامفتامين در نمونه بزاق انساني شد و با سنتز ايمنوژن متمت

ه روش كلونال بر عليه آن، سنجش ايمنوكروماتوگرافي ببادي پليآلبومين سرم گاوي( و توليد آنتي

امفتامين مناسب براي سنجش مت cut offليتر بزاق كه نانوگرم در ميلي 55برابر  cut offرقابتي را با 

 باشد، طراحي شد.در بزاق مي

 . پيشنهادها4-5

 امفتامين استفاده شود.بادي منوكلونال بر عليه متبراي افزايش اختصاصيت سنجش از آنتي
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Abstract:  

 

Background: Methamphetamine is a psycho-stimulant and one of the main drugs 

around the world. In recent decades, industrial production and abuse of 

methamphetamine has increased dramatically, and this has led to a threat in world 

health and welfare. In order to reduce the growing methamphetamine abuse and its 

devastating effects on the community, effective methods for detecting 

methamphetamine abusers are required. Due to the simplicity, sensitivity, and the 

availability of suitable locations where immune-assays can be done, they are used for 

screening of biological samples for drug abuse detection. In this study an 

Immunochromatographic assay was designed to detect methamphetamine in human 

saliva samples.  

 

Material and Methods: In order to make the antigen which is used in the assay the 

carboxylate derivative of methamphetamine was synthesized and with carbodiimide-

method, it has been conjugated with BSA. The synthesized antigen was injected to two 

rabbits in 11 innings to produce the polyclonal antibody. The produced antibody was 

investigated by ELISA method and after purification was conjugated with (attached to) 

gold nanoparticles. By the immobilization of produced antigen at the test line on the 

nitrocellulose membrane and placing the gold labeled antibody in the sample pad 

position, immunochromatographic assay for methamphetamine detection in the saliva 

was designed. 

 

Discussion and conclusion: Data obtained from IR spectroscopy spectrums 

confirmed the synthesis of carboxylate derivative of methamphetamine.  UV 

spectrophotometry spectrums in 278 nm showed the formation of BSA-METH 

conjugate. The ELISA data indicated the production of polyclonal antibodies against 

methamphetamine. Using antigen and produced antibody, the immunochromatographic 

assay for identification of methamphetamin in saliva sample with 50 ng/ml cut off, 

which is a suitable cut off for detecting methamphetamin in the saliva, was designed. 
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