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٩٢آبان–سومویرایش 

زایبه روش الاCEAت سنجش یک

مقدمه :

CEAتوسط 1965پروتئینی است که در سال یک مولکول گلیکوGold وFreedman.فامیل بزرگ کشف شدCEA پروتئین مختلف است که گلیکو36شامل حدود
نها بسیار شبیه به زنجیره سنگین ایمونوگلوبولین آساختمان دومن ) میباشد کهNCA(نتی ژن واکنش متقاطع دهنده غیر اختصاصیآو CEAپروتئینهاي اصلی آن شامل 

Gاست.CEA اسید آمینه می باشد. این 641درصد کربوهیدرات است و زنجیره پلی پپتیدي آن حاوي 45- 55کیلو دالتون حاوي 150- 300با وزن مولکولی
از تولد عمدتاً توسط سلولهاي اپی تلیال تولید می شود که در سطح لومینال این سلولها ظاهر گلیکوپروتئین در طی دوران جنینی توسط سلولهاي آندوتلیال و پس

وابسته به فاکتورهاي CEAسطح خونی .سطح غشاء سلول هم در سلولهاي کانسر کولون و هم در سلولهاي روده جنین یافت می شوددرعلاوه بر این. می گردد
CEAاسکولیزاسیون تومور و کاتابولیسم جه وتوسط تومور، نیمه عمر در جریان خون، درجه نکروز و درآنسازي ، آزادآن، میزان سنتزناز جمله سطح بیان ژمتعددي 

ه آدنوکارسینوم پیشرفته درصد از افراد مبتلا ب80بیش از .قایان بیشتر از خانم ها بوده و در افراد مسن بیشتر از افراد جوان استآدر CEAمیزان .می باشد توسط کبد 
بالا در CEAکانسر استفاده نمی شود و موارد مشکوك به تشخیصی براي تستتنهابه عنوان CEAبالاتر از حد طبیعی هستند. با این حال سنجش CEAکولون داراي 

این .در آنها افزایش می یابدCEAنیز وجود دارد که میزان افراد علامت دار نمی تواند به عنوان یک شاخص رشد تومور تفسیر شود چرا که شرایط خوش خیم دیگري 
، درصد موارد)30درصد موارد)، آمفیزم ریوي (در45، سیروز کبدي (در درصد موارد)50درصد موارد)، بیماري حاد کبدي (در 90شرایط شامل بیماري مزمن کبدي (در 

می یابد. با این حال در شرایط خوش خیم به ندرت در آنها افزایش CEAدرصد موارد) است که 15(در درصد موارد) و کولیت خونریزي دهنده 5پولیپ گوارشی (در 
درصد از 55درصد از موارد کانسر پستان، 40در CEAاست).نانوگرم در میلی لیتر10کمتر از CEAدیده می شود (در اکثر موارد میزان CEAافزایش بارز در میزان 
درصد از موارد کانسر رحم افزایش می یابد40درصد از موارد کانسر معده و 50، درصد از موارد کانسر تخمدان25، درصد از موارد کانسر ریه45، موارد کانسر پانکراس

.CEAما به عنوان یک تست نه تنها در تشخیص، بلکه در کمک به تعیین مرحله کانسر، پیگیري درمان و تعیین پیش آگهی کانسر کولورکتال نیز اهمیت دارد ا
با اختصاصیت و حساسیت بالا داراراCEAکیت حاضر قابلیت اندازه گیري و تیتراسیون غربالگري در تشخیص کانسرهاي کولورکتال از ارزش کمتري برخوردار است.

.می باشد

:شیاساس آزما

CEAک یژنیک شاخص آنتیه یعلییهایبادین روش چاهکها توسط آنتیباشد. در ایممونوکلوناليهایبادیچ و با استفاده از آنتیت به روش ساندوین کیاساس ا

CEAه ضد یثانويبادیآنت، ون و شستشویپس از انکوباس، پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور شدهيبادیماران با آنتی). نمونه بCoatingشوند (یپوشش داده م

پس از ،در نمونه ها متناسب استCEAل شده در چاهکها با غلظت یتشکیمنیمقدار کمپلکس ا.گرددیو انکوبه مبه چاهکها اضافه شده HRPم یمتصل به آنز
ل یتشکیمنید آمده متناسب با کمپلکس ایپدیشود که رنگ آبیخته می) وکروموژن است داخل چاهکها رH2O2د (یدروژن پراکسیهيمحلول رنگزا که محتو،شستشو

. نانومتر دارد450را در طول موج ين جذب نوریشود که بهتریل میبه زرد تبدیبا افزودن محلول متوقف کننده رنگ آب.استا شده در چاهکه

:تیات کیمحتو

.Anti-CEA)(CEACoated Plateضد يبادیپوشش داده شده با آنتيچاهکهايخانه حاو96ت یپل)1
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12يال حاویک وی: )Enzyme Conjugateم کنژوگه (یمحلول آنز) 2
کالیبره شده در مقابل استاندارد100ng/mlCEA‚50‚20‚5‚2‚0يال استاندارد با غلظتهایو6: شامل )Standard Setاستانداردها (يسر)3

1st IRP 73 / 601WHO باشند)یتر میلیلیم1ياستانداردها حاوسایرتر و یلیلیم2حاوي(استاندارد صفر.
. الیبرچسب ويتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر رویلیلیم1يحاوهر کدام ال یودو: سرم کنترل)4
.(آماده مصرف)تریلیلیم6يال حاویک وی:(Assay Buffer )بافریمحلول اس) 5
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12حاويال یویک: (Chromogen-Substrate)يک مرحله ایيمحلول رنگزا)6
از را با یمقدار مورد ن، آماده مصرفيه محلول شستشوی). جهت تهX20ظ (یغليتر محلول شستشویلیلیم50يال حاویک وی: (Wash Solution)محلول شستشو)7

.دییق نمایرق20/1آب مقطر به نسبت 
.نرمال 1اسید کلریدریک تریلیلیم12حاويال یک وی: )Stop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. تیبرچسب مخصوص پل)9

:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیمواد و وسا

.نانومتر630نانومتر و در صورت امکان 450با طول موج ریدرزایدستگاه الا) 1
.قیتر دقیکرولیم100و 50يسمپلر ها)2
.آب مقطر)3
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: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

شده است .طراحیت ین کیمصرف در هميت براین کیات ایمحتو)1
د .یینماياردمختلف جداً خوديتها با شماره ساختهایات کیاز مخلوط کردن محتو)2
، جهت باشندین عوامل میده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HCVي هاي ضدو آنتی بادHBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل)3

.   دنزیم با مواد بپرهیند از تماس مستقنکیت کار میکه با ککاربرانی اط  بهتر است یاحت

: يط نگهداریشرا

د .یینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک)1
د .یینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیکچاهکها را در)2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رونوشتهان مدت انقضاء یت تا پایات کیمحتويداریپا)3
.می باشددرجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف2-8ط رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرای20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

تریمدت زمان طولانيا برایگراد و یدرجه سانت8تا 2يتوان به مدت دو روز در دمایتوان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه را میا پلاسما را میسرم 
. ز شودینمودن نمونه پرهFreeze-thawد از یبادر ضمن.نموديگراد نگهداریدرجه  سانت- 20يروز) در دما30حداکثر(

: یحات عمومیتوض

. کنواخت شوندید تا کاملاً یتکان دهیش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رسانده و بخوبیقبل از شروع مراحل آزما)1
.ندریه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیبهتر است به محض شروع آزما)2
.دیهر نمونه استفاده کنيک بار مصرف برایاز نوك سمپلر ) 3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میچاهکها حداکثر تا نيپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نور)4
.   ه شودین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريد شستشویج مطلوب بایکسب نتايبرا)5
از یمورد نيش تمام مواد و محلولهایگردد قبل از شروع آزمایشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میجه مطلوب زمان انکوباسیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر)6

. شودیقتر میج دقینگ باعث نتایل سمپلن مراحیبین عمل با کاهش فاصله زمانید، ایاز را باز کنیمورد نيرا آماده نموده و درب محلولها
.انجامدیقه بطول نیدق5از ش یختن نمونه ها بیبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ر6ل مشابه در بند یبه دل)7

ش : یمراحل  انجام آزما

.دیت قرار داده و درب آن را ببندیپليسه مخصوص نگهداریون کر دریچاهکها را به همراه نمگسایرمورد نظر را انتخاب نموده و يتعداد چاهکها) 1
ن یت استفاده شود بدیکیگردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیشنهاد مید، پیزیاز هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک برتریکرولیم50) 2

.دیج استفاده کنیمحاسبه نتايآنها براين جذب نوریانگید و در انتها از میزیبرکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک یمعن
مخلوط شوند یات آن بخوبید تا محتویه تکان دهیثان15به مدت یت را به آرامی) را به هر چاهک اضافه نموده و پلAssay Bufferبافر (یاز محلول استر یکرولیم50) 3

.دییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28قه در درجه حرارت اتاق (یدق30ت پوشانده و چاهکها را به مدت یپلدرب چاهکها را با برچسب مخصوص 
د مواظب یبایکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو ميد. (براییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 4

تر یکرولیم300، در هر دفعه شستشو حدود ش گرددیجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیک چاهک به چاهک دیکه محلول شستشو از بود 
م یحالت وارونه و با ضربات ملاات شستشو چاهکها را دریعمليد و در انتهایینمایخته و سپس چاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خالیمحلول شستشو در هر چاهک ر

.خارج شوند)ید تا قطرات اضافیر بزنیا کاغذ نمگیک پارچه یيبر رو
درجه 22-28قه در درجه حرارت اتاق (یدق30) را به هر چاهک اضافه نموده و چاهکها را به مدت Enzyme Conjugateم کنژوگه (یاز محلول آنزتریکرولیم100) 5

. دییگراد) انکوبه نمایسانت
.)4د (همانند بند ییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5کرده و چاهکها را یات چاهکها را خالیمحتو) 6
.دیی) به هر چاهک اضافه نماChromogen-Substrateتر محلول رنگزا (یکرولیم100) 7
.دییانکوبه نمایکیرقه در درجه حرارت اتاق و در تایدق15چاهکها را به مدت ) 8
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از دستگاه يسنجش جذب نوريد. براییرا متوقف نمایمیآنزيبه هر چاهک ادامه واکنشها(Stop Solution)محلول متوقف کننده تریکرولیم100با اضافه کردن ) 9
.فرانس استفاده گردد)لتر ریبه عنوان فnm630لتر یشود از فیه می(توصد. ییاستفاده نماnm450لتر یدر با فیزاریالا

ج :یمحاسبه نتا

توان استفاده نمود . یمnm450در طول موجيت سنجش جذب نوریبا قابلریدرزایاز هر دستگاه الا
. دیبخوان) nm630لتر رفرانس ی(و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدرزایاستانداردها و نمونه ها را به کمک دستگاه الايجذب نور) 1
محور ياستانداردها را روين صورت که جذب نورید به ای) رسم کنPoint to point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نمودارين جذب نوریانگیبا استفاده از م) 2

ر وصل گیکدی، سپس نقاط بدست آمده را به دیدست آورهر استاندارد بيرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاقX(یمحور افقي) و غلظت آنها را روY(يعمود
.دیبدست آید تا منحنیینما
ن یکه اید بطورییوصل نمایبه منحنید، سپس نقطه مذکور را توسط خطیدا کنیآن راپيجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبراين جذب نوریانگیم) 3

مقدار غلظت را نشان ین خط با محور افقیاینقطه تلاق،دیوارد کنیعمود بر محور افقخطی،یخط و منحنیعد از محل تلاقکاملاً عمود باشد و بيخط بر محور عمود
.خواهد داد

.دیرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایباشد و هر آزماینمونه ممربوطه فقط به عنوانیو منحنينوريجذبها:توجه

: ر مورد انتظاریمقاد

ا ر نرمال خود ریشگاه مقادیگردد که هر آزمایشنهاد میپیباشد ولیر میزا بدست آمده بقرار زیمکرر به روش الايکه  توسط تستهایعیر نرمال درسرم افراد طبیمقاد
: بدست آورد

ng/mlبرحسب واحد مرجعمحدوده 

میانگین انحراف استاندارد )% حدود اطمینان95(محدوده مرجع 
افراد غیر سیگاري 6/1 1/1 5–3/0

افراد سیگاري 1/3 6/1 5/8–4/0

:ییاجرايشاخصها

:يریحداقل مقدار قابل اندازه گ)1

.باشدیمng/ml2/0ت ین کیص در ایقابل تشخCEA) حداقل غلظت SDار (یصفر و سه برابر انحراف معاستاندارد يبر اساس جذب نور

: شیدقت آزما)2

سري آزمایشات نمونه در یکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نتری) و ایک سري آزمایشنمونه در یکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نترایايشهایآزما
:  آمده است2و 1د که در جداول یانجام گردCEAمختلف يسرم با غلظتها3تفاده از ) با اسمختلف

استانداردها
)ng/ml( جذب نوري

0 02/0
2 11/0
5 27/0
20 84/0
50 72/1
100 46/2
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:)یاس-نترای(ا1جدول شماره

نیانگیمتستتعداد دفعات تکرارنمونه
(ng/ml)

SDCV
(%)

1245/415/03/3
2242/2396/01/4
3243/675/27/3

:)یاس-نتری(ا2جدول شماره 

نیانگیمتستتعداد دفعات تکرارنمونه
(ng/ml)

SDCV
(%)

1105/528/01/5
2102/2219/13/5
310741/59/6

انجام شده است .Duplicateش بصورتیآزمايهر سر
:شیآزمايکاوریر)3

:ر آمده استیج آن در جدول زید که نتایآنها محاسبه گرديکاوریو رافزوده شدCEAمشخص يسرم با غلظتها4به CEAاز یر معلومیمقادسه نمونه سرم با 
جهت تست ریکاوري از استاندارد هاي کیت استفاده نشود . *

:يکاوریجدول ر

موجود در سرم  CEAمقدارنمونه
ng/ml)(

CEAمقدارافزوده شده

ng/ml)(
مقدار مورد انتظار

ng/ml)(
مقدار بدست آمده

ng/ml)(
يکاوریر

(%)

12/151/385/290
12/1206/1011103
12/11006/504997
23/856/61/692
23/8201/141/15107
23/81005458107
38/2259/1315108
38/22204/212198
38/221004/6163102
42/6751/364/3495
42/67206/4347108
42/671006/8388105

:شیبودن آزمایخط) ٤

آورده ج آنیر نتایب رقت محاسبه شد که در جدول زیج بر اساس ضرید و نتایه گردیتهCEAنمونه سرم با غظت مشخص از 3یمتواليبه کمک استاندارد صفر رقتها
.شده است
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٩٢آبان–سومویرایش 

:بودنیجدول خط

ق نشدهیسرم رقموجود در CEAمقدار  نمونه
)ng/ml(

(%)يکاوریر

32/1رقت 16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
184104988910693
25799100929590
3351029598110108

:)Hook Effectاثر هوك () ٥

ده هوك مشاهده نشد.یصورت گرفت که پد)µg/ml5ت ( تا ین آنالیار بالا از ایبا غلظت بسیجهت سرمهائCEAش یآزما
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٩٢آبان–سومویرایش 

کیبصورت شماتCEAشیروش انجام آزما

CEAضديبادیکوت شده با آنتيچاهکها

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - تریکرولیم50 استانداردها
- تریکرولیم50 - سرم کنترل

تریکرولیم50 - - نمونه
تریکرولیم50 تریکرولیم50 تریکرولیم50 بافریاس

.و سپس دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانیدثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند15پلیت را به ملایمت براي مدت 
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .رچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنیدبدقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30

تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 م کنژوگهیآنز
طبق .محتویات چاهکها را خالی کنیدبرچسب پلیت را برداشته و دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

ید.یبار چاهکها را بشو5دستور شستشو 
تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول رنگزا

.دیانکوبه کنیکیاتاق و در تاريقه در دمایدق15
تریکرولیم100 تریکرولیم100 تریکرولیم100 محلول متوقف کننده

د.یقرائت کنلتر رفرانس)ینانومتر به عنوان ف630امکان ودرصورتنانومتر(450طول موج چاهکها را دريجذب نور
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