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توسط  نور  پراكنده‌سازي  بر خصوصيات  اين روش  اساس 
از آن‌ها )شکل۲(  نيز بر نشر فلورسانس  سلول‌ها )شکل۱( و 
به  ليزر  نور  پيداست،  اين شكل‌ها  از  استوار است. همچنانكه 
نمونه تابيده مي‌شود و در نتيجه مولكول‌هاي فلورسانس نمونه 
يا سطح سلول، نورهايي در جهات مختلف پراكنده مي‌كنندكه با 
آشكارسازي آن‌ها و تبديل آن‌ها به ولتاژ قابل خوانش مي‌توان 
اطلاعات مفيدي را به‌دست آورد. نشر فلورسانس مي‌تواند با 
استفاده مستقيم از مواد رنگ‌كننده فلورسانس حاصل شود )مثل 
فلورسانس  RNA كه هم خصوصيت  یا   DNA رنگک‌ننده‌های 
كدام  به  كه  مي‌كنند  انتخاب  خود  هم  و  است  دارا  را  بودن 
با  فلورسانس  رنگ  از  تركيبي  يا  شوند(  متصل  سلولي  جزء 
آنتي‌بادي‌هاي تك‌دودماني )مونوكلونال( كه تحت نام عمومي 

كونژوگه مورد استفاده قرار مي‌گيرد. 
در  اندكي  فلورسانس  داراي  بخودي‌خود  سلول‌ها  چه  اگر 
برخي طول‌موج‌ها هستند، اما بدون به كارگيري نور تهييج‌كننده 
ردياب‌هاي  به  و  توليد  سيگنالي  هيچ  است  ليزر  اغلب  كه 
توسط  شده  رديابي  سيگنال‌هاي  شد.  نخواهد  ارسال  دستگاه 
دستگاه يا از منشا نور ليزر دستگاه است كه پس از برخورد به 
سلول در جهات مستقيم يا عمود بر محور تابش ليزر پراكنده 
شده و به ردياب‌ها مي‌رسد و يا از منشا فلوروكروم متصل به 
سطح ذره است. فلوروكروم‌هاي متصل شده به سطح يا داخل 
سلول بر اثر تابش نور ليزر تهييج شده و انرژي نور تابيده شده 
را جذب كرده و سپس در طول موج ديگري به صورت تابش 

فلورسانس آزاد مي‌سازد. 

شکل۱. پراكنده‌سازي نور ليزر تابيده شده توسط سلول‌ها.

نیازمند   Real time و   PCR وسترن‌بلات،  تکن‌کیهای  در 
پروتئینی  محتوای  یا  و  سلول  ژنتیکی  محتوای  کل  به  دسترسی 
هستیم‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌، بنابراین باید غشای سلول تخریب شود و درنتیجه ما خود 
سلول را دیگر نخواهیم داشت. اما برخی از تکن‌کیهای شناسایی 
پروتئین وجود دارد که بدون از‌بین رفتن غشای سلول می‌توانند 
در تشخیص سلول، محقق را یاری کنند. از جمله این تکن‌کیها 

می‌توان به فلوسایتومتری اشاره کرد. 
و  سريع  بسيار  ايمنولوژي  سنجش  روش  فلوسايتومتري 
ارزيابي  و  )سلول‌ها(  ذرات  شناسايي  براي  كه  است  قدرتمندي 
خصوصيات آن‌ها به كار مي‌رود. ذرات مورد آزمايش به‌صورت 
معلق در مايع با سرعتي حدود ۵ تا ۵۰ متر در ثانيه از ميان منفذي 
باريك و از مقابل پرتوي باريك از نور ليزر عبور مي‌كنند. بدين 
 ۵۰۰۰۰ تا    ۵۰۰۰ به  مربوط  اطلاعات  امكان جمع‌آوري  ترتيب 
سلول در هر ثانيه فراهم مي‌شود. اغلب حجم مورد نياز از نمونه 
مورد آزمايش نيز خيلي كم و حدود ۱۰۰ ميكروليتر است. در مورد 
دقت این روش نيز بايد گفت كه قادر است تعداد ۱سلول سرطاني 
مغز  نمونة  در  موجود  عادي  تا ۱۰۰۰۰۰ سلول  ميان ۱۰۰۰۰  در 

استخوان را شناسايي كند.
فلوسايتومتري نقش مهمي در زمينه‌هاي مختلف آسيب‌شناسي، 
پيوند  بررسي  عفوني،  بيماري‌هاي  ايمني‌شناسي،  هماتولوژي، 
وقايع چرخه  بررسي  از طرفي  و  دارد  ژنتيك  و  نئوپلازيا  اعضا، 
انواع  تشخيص  جهت   DNA در  موجود  نقايص  و  سلولي 
است.  امكان‌پذير  فلوسيتومتري  وسيله  به  لنفوم‌ها  و  لوسمي‌ها 
پيش‌آگهي  تعيين  بيماري‌ها،  تشخيص  در  روش  اين  همچنين 
دارد.  كاربرد  بدخيمي‌ها  درمان  ارزيابي  براي  همچنین   و 
به وسیله این دستگاه‌ می‌توان پاسخگویی سلول‌های سرطانی به 
داروهای ضد آن و نیز تغییرات ویروس HIV برروی گلبول‌های 
سفید خون بیمار را مورد مطالعه قرار داد. فلوسیتومتری امکان آنالیز 
بسیار سریع و دقیق سلول‌های بدن، فنوتیپ سلول‌های سرطانی، 
آنالیز کروموزوم‌ها، میزان DNA موجود در درون سلول‌ها، بررسی 
طبیعی و غیرطبیعی بودن DNA و کروموزوم‌ها، میزان آنتی‌ژن‌های 
کاربران  از  بسیاری  برای  را   ... و  سلولی  درون  و  سلولی  سطح 

فراهم ساخته است.  

مهندس احسان درخشان نیا

اصول فلوسايتومتري

  مقاله علمی فنی
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مهندس احسان درخشان نیا

كه شامل يك جريان مايع سريع تر است، محصور مي‌شود. اين 
حركت مايع غلافي، يك اثر كشندگي بزرگي را در باريك‌كردن 
مركز، يك  از  تغيير سرعت  اين  مي‌كند.  ايجاد  مركزي  اتاقك 
جريان سهمي‌وار كه داراي بيشترين سرعت در مركز و سرعت 
فهرست  يك  اثر  اين  مي‌كند.  ايجاد  كناره‌هاست،  در  صفر 
مايع  حركت  تمركز  آن  به  كه  مي‌كند  فراهم  ذرات  از  خطي 
مي‌گويند)شکل۴(. اگر از لوله‌هاي باريك‌تر جهت اطمينان از 
عبور  با  دارد  احتمال  استفاده شود،  تكرارپذير سلول‌ها  انتقال 
سلول‌هاي بزرگ تر منجر به بسته‌شدن مسير شود. براي حل 
 Hydrodynamic( اين مشكل از روش كانوني هيدروديناميك
از  آرامي  جريان  روش،  اين  در  مي‌شود.  استفاده   )focusing

سلول‌ها را به درون جريان حامل سريع، وارد مي‌كنند.

شکل۴. چگونگي متمركزسازي هيدروديناميكي كه جرياني از تك ذرات تهيه می‌کند.

• سيستم نوري و آشكارسازها	
سيستم نوري فلوسايتومتر متشكل از يك يا چند منبع نوري 
به همراه يك سري از فيلترها )یا آینه‌ها( و آشكارسازهاست. 

منبع نوری
امروزه در بيشتر سيستم‌هاي فلوسايتومتري مدرن از ليزرها 
مي‌شود.  استفاده  نوري  منابع  به‌عنوان  قوسي  لامپ‌هاي  و 
در  كه  هستند  طول‌موج  تك‌رنگ-تك  نور  منبع  يك  ليزرها 
جداسازي نور پراكنده شده از نور فلورسانس كارآيي دارند. 
 ۴۸۸ موج  طول  با  آرگون  يون  ليزر  ليزرها،  پركاربردترين 
نانومتر و ليزر He-Ne با طول‌موج قرمز ۶۳۳ نانومتر هستند. 
ليزرهاي ديودي با طول موج ۶۳۵ نانومتر نيز به‌دليل پايداري 

و قيمت ارزان مورد استفاده قرار مي‌گيرند. 
و  هستند  ارزان‌تر  بسيار  ليزرها  به  نسبت  قوسي  لامپ‌هاي 
تابش‌هاي  لامپ،  يك  در  محصور  گاز  مشتعل‌كردن  به‌وسيله 

شکل۲. نشر فلورسانس از سلول توسط نور ليزر تابيده شده به آن

اجزای فلوسايتومتر
كه  است  اصلي  قسمت  چهار  داراي  فلوسايتومتر  دستگاه  هر 
 ،)Fluidics system( سيال  يا  مايع  جريان  سيستم  از  عبارتند 
سيستم نوري و آشكارسازها )Optics and detecting(، سيستم 
تقسيم‌بندي  سيستم  و   )Signal processing( سيگنال  پردازش 
اين   .)Electrostatic cell sorting( سلول‌ها  ساكن  الكتريسيته 
را  كدام  هر  ادامه  در  و  شده‌اند  داده  نشان  شكل۳  در  قسمت‌ها 

به‌طور جداگانه مورد بررسي قرار مي‌دهیم.

شکل۳. نماي كلي از يك سيستم فلوسايتومتر و قسمت‌هاي مختلف آن.

• سيستم جريان مايع يا سيال	
در  آن  توانايي  فلوسايتومتري،  كاربردهاي  ترين  مهم  از  يكي 
نمونه  يك  وقتي  است.  ذرات  تك‌تك  ويژگي‌هاي  اندازه‌گيري 
حل‌ شده به درون فلوسايتومتر تزريق مي‌شود، ذرات به صورت 
تصادفي در يك توزيع فضايي سه‌بعدي پخش مي‌شود. نمونه‌ها 
بايد به صورت تك‌تك از مقابل سيستم نوري دستگاه عبوركنند. 
سيستم  مي‌شود.  فراهم  مايع  جريان  سيستم  توسط  فرآيند  اين 
مسئول  كه  است  مركزي  كانال  يا  هسته  يك  شامل  مايع  جريان 
تزريق نمونه‌هاست، پس از آن نمونه به وسيله يك غلاف خارجي 
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آشکارسازها
سلول‌ها پس از مکش توسط دستگاه درنهایت با لیزر روبرو 
پراکندگی نور  به یك سلول،‌  لیزر  نور  نتیجه برخورد  می‌شود. 
در جهت‌های مختلف است که گاهی با تغییر در طول موج نیز 
لیزر به ذره‌ای برخورد  همراه است. در حقیقت زمانی كه نور 
با همان طول موج از جوانب  لیزر  از پرتوهای  می‌كند، برخی 
سلول گذشته و در زوایای ۲ تا ۱۰ درجه در مقابل سلول پراکنده 
 (Forward Scatter, FSC) جلویی  پراکندگی  آن  به  كه  می‌شود 
گفته می‌شود و در حقیقت بیانگر اندازه )Size( سلول است كه 
می‌توان به وسیله‌ی آن، اندازه‌ی سلول را مورد بررسی قرار داد. 
همچنین با استفاده از آن مي‌توان سلول‌هاي سالم را از سلول‌هاي 
درون  به  نیز  لیزر  پرتوهای  از  برخی  داد.  تشخيص  ناسالم 
سلول وارد شده و به ساختارهای درونی سلول مثل گرانول‌ها، 
و  كرده  برخورد  درون سلولی  و ساختارهای  واكوئل‌ها، هسته 
پراکندگی‌ها  این  می‌شود.  پراكنده  درجه   ۹۰ تا   ۱۰ زوایای  در 
كه نشان‌دهنده‌ی پیچیدگی‌های درون سلول هستند، پراکندگی 
جانبی )Side Scatter,SSC( نام دارد و در حقیقت نشان‌دهنده میزان 
گرانولوسیتی سلول است. طول موج پراكندگی جانبی نیز برابر 
با طول موج تابیده به سلول است. هر دوي پراکندگی جلویی و 
پراكندگي جانبي، اطلاعات مفيدي از ذرات را فراهم مي‌كنند و با 
تركيب اين اطلاعات به‌دست آمده مي‌توان تفاوت بين سلول‌هاي 

مختلف موجود در يك نمونه ناهمگون را اندازه‌گيري كرد.
به طور کلی هر ذره‌ای که از مقابل نور لیزر عبور میک‌ند، 
دارای کی اندازه و گرانولیتی مشخص است که در نمودارهای 
اگر  مثال  به طور  نمایش است؛  قابل ردیابی و  فلوسایتومتری 
فلوسایتومتری  دستگاه  در  را  انسان  محیطی  خون  سلول‌های 
جمله  از  سلولی  مختلف  جمعیت‌های  شاهد  کنیم  بررسی 
که  بود  خواهیم  لنفوسیت‌ها  و  گرانولوسیت‌ها  مونوسیت‌ها، 
بسته به اندازه و گرانولیتی‌شان در نمودار فلوسایتومتری قابل 

تمیز از هم هستند )شکل۶(.

شکل۶. جمعیت‌های مختلف سلولی از جمله مونوسیت‌ها، گرانولوسیت‌ها 
و لنفوسیتک ه بسته به اندازه و گرانولیتی‌شان در نمودار فلوسایتومتری 

قابل تمیز از هم هستند.

بيشتر  جيوه  و  زنون  لامپ‌هاي  از  معمولاً  ميک‌نند.  ايجاد  رنگي 
اين وجود نور حاصل شده نوري بي‌ثبات و  با  استفاده مي‌شود. 
براي  و  است  مختلف  طول‌موج‌هاي  از  مخلوطي  و  ناهمدوس 

استفاده از آن بايد از فيلترهاي نوري استفاده شود.
فیلترها

اندازه‌گيري و  انتقال نور منبع به نقطه  یا آینه‌ها جهت  فيلترها 
انتقال نور پراكنده و فلورسانس از نقطه اندازه‌گيري به  نيز براي 

آشكارسازها به كار مي‌رود.
این فیلترها نوع خاصی از آینه‌ها است که طول‌موج خاصی را 
از خود عبور داده و طول موج خاصی را منعکس میک‌ند. به این 
گونه فیلتر‌ها یا آینه‌ها، Dichroic mirror گفته می‌شود. بسته به 
اینکه این آینه‌ها چه طول موج خاص را عبور و یا منعکس میک‌نند 

به سه دسته تقسیم‌بندی می‌شوند:
Long Pass فیلترهای

بیشتر  یا  برابر  با طول موج‌های  فیلترها طیف نوری  این گونه 
از مقدار مشخصی را از خود عبور می‌دهند و مابقی را منعكس 
طول  با  نوری  طیف‌های   BP 500 فیلتر  مثال  عنوان  به  می‌كنند. 
موج‌های برابر یا بیشتر از 500 نانومتر را از خود عبور می‌دهد و 

طول موج‌های كمتر از آن را منعكس می‌كند.
 Short Pass 1- فیلترهای

در این فیلترها طیف‌های نوری با طول موج‌های برابر یا کمتر از 
مقدار تعیین‌شده عبور می‌كنند و غیر از آن منعكس می‌شود، برای 
مثال فیلترSP 500 طیف‌های نوری با طول موج‌های برابر یا كمتر 
از 500 نانومتر را از خود عبور می‌دهد و طول‌موج‌های بیشتر را 

منعكس می‌كند.
 Band Pass 2-فیلترهای

فیلترهایی هستندكه محدوده مشخصی از طیف نوری را از خود 
عبور می‌دهند. برای مثال فیلترBP 500/50 طیف نوری بین 475 تا 
525 نانومتر را عبور می‌دهد و غیر از آن را منعكس می‌كند )شکل۵(.

شکل۵. فیلترهای نوری فقط طول موج خاصی را عبور داده و مانع عبور طول 
 Long Pass موج‌های دیگر می‌شود. در این شکل نحوه عملکرد فیلترهای

Short Pass ,Band Pass, نشان داده شده است.
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كننده‌هاي  تقويت  يك سري  توسط  ولتاژ  اين  شده‌اند. سپس 
به  آنالوگ  مبدل  يك  با  و  شده  تقويت  لگاريتمي  يا  خطي 
قابليت  كه  مي‌شود  تبديل  الكتريكي  سيگنال  يك  به  ديجيتال 

نمايش را داشته باشد. 
فلورسانسي  مطالعات  در  لگاريتمي  تقويت‌كننده‌هاي  اصولاً 
تقويت‌كننده‌ها  نوع  اين  زيرا  مي‌گيرد،  قرار  استفاده  مورد 
فشرده  را  قوي  و سيگنال‌هاي  را گسترده  سيگنال‌هاي ضعيف 
ميک‌نند. اين ويژگي در نمايش هيستوگرام، خود را نشان مي‌دهد. 
كمي  گستردگي  كه  سيگنال‌هايي  در  خطي  كننده‌هاي  تقويت 

 .)DNA دارند، مفيد و قابل استفاده است )برای مثال در تحلیل
مثل  پارامتر،  يك  نشانگر  آشكارساز،  هر  اندازه‌گيري 
است.  فلورسانس  و  جانبي  پراكندگي  جلویی،  پراكندگي 
وقايع،  عنوان  تحت  پارامتر  هر  در  شده  جمع‌آوري  داده‌هاي 
نشان‌دهنده تعداد سلول‌هايي است كه داراي ويژگي‌هاي خاص 

فيزيكي يا نشانگرهاي مورد نظر است.

• سيستم تقسيم‌بندي الكتريسيته ساكن سلول‌ها	
جداسازي  فلوسايتومتري  كاربردهاي  ترين  مهم  از  يكي 
سلول‌ها براساس زيرمجموعه يا شكل ظاهري براي مطالعات 
حركت  روش  با  نمونه  آنكه  از  پس  است.  بيشتر  بيولوژيكي 
مايع متمركز شد و هر ذره به وسيله پرتو نوري مورد بررسي 
با  آن  از  ناشي  فلورسانس  و  پراكندگي  سيگنال  گرفت،  قرار 
معيارهاي طبقه‌بندي شده دستگاه مقايسه مي‌شود. اگر داده‌هاي 
ذره مورد نظر با معيارهاي انتخابي هماهنگ بود، جريان سيال 
مي‌شود.  باردار  مايع،  جريان  سيستم  دهانه  خروجي  نقطه  در 
بارداري الكتريسيته ساكن در زمان دقيقي به نام نقطه شكست 

)break-off point( رخ می‌دهد. 
براي اجتناب از جابه‌جا شدن تصادفي نقطه شكست و اندازه 
مي‌كند.  نوسان  بالايي  فركانس  با يك  دهانه  مشابه،  قطره‌هاي 
پس از اين مرحله، قطره‌ها از يك ميدان الكتريسيته ساكن قوي 
عبور ميک‌نند كه بر اساس نوع و ميزان بار، مسير حركت آنها به 

سمت چپ يا راست منحرف مي‌شود )شکل۷(.

شکل۷. دسته‌بندي 
جريان سلولي با استفاده 

از الكتريسيته ساكن

را  سلول‌ها  نمی‌توان  موارد  اکثر  در  که  است  ذکر  قابل  اما 
بر حسب اندازه و گرانولیتی آن‌ها با هم قیاس کرد زیرا بسیاری از 
آنها شبیه هم هستند و اندازه و گرانولیتی مشابه دارند. به راحتی 
به  پی  سلول  کی  گرانولیتی  و  اندازه  و  سایز  روی  از  نمی‌توان 
ماهیت آن برد. یکی از مهم‌ترین کلیدها در رفع این مشکل استفاده 
از آنتی‌بادی و آنتی‌ژن و واکنش بین این دو با هم است به طوری 
آنتی‌بادی  موردنظر خود  سلول  شناسایی  برای  بتوانیم  ما  اگر  که 
اختصاصی علیه آنتی‌ژن را شناسایی و آن آنتی‌بادی را به رنگی یا 
فلوروکرومی متصل کنیم خواهیم توانست سلول مورد هدف را 
به چه شکل می‌تواند رنگ مورد  این دستگاه  اما  شناسایی کنیم. 
استفاده را شناسایی کند؟ همان طور که می‌دانیم هر مولکول در 
اطراف خود دارای الکترون‌هایی است که در اطراف هسته در حال 
لیزر  الکترون‌ها توسط منبع نوری مانند  گردش‌اند. حال اگر این 
بالاتر  به مدار  از لایه اصلی خود خارج شده و  برانگیخته شود، 
را  بالاتر  در لایه‌های  ماندن  به  تمایل  الکترون‌ها  این  اما  می‌رود. 
نداشته و تمایل دارند به لایه خود حرکت کنند. این برگشت از 
کی لایه بالاتر به لایه پایین‌تر با از دست دادن انرژی همراه است. 
حال اگر این مولکول کی فلورکروم باشد بنابراین انرژی از دست 

رفته را به شکل نور نمایش خواهد داد.
گوناگون  رنگ‌های  اتصال  و  سلول‌ها  آماده‌سازی  هنگام  به 
از برخورد تغییر  تابیده شده پس  فلورسانس به سلول،‌ پرتوهای 
طول موج داده و در زوایای ۱۰ تا ۹۰ درجه پراکنده می‌شود كه آن 
 )Fluorescence Scatter( را به عنوان پراکندگی‌های فلورسانس
می‌شناسند. طول موج بازتابی در این نوع پراكنش با توجه به رنگ 
فلورسانس به کار رفته متغیر است. سپس طیف‌های نوری ایجاد 
  )Detector(شده توسط فیلترها و آیینه‌ها به سمت آشکارسازها

هدایت شده و سیگنال‌های ایجاد شده را ثبت میک‌نند. 
فلوسايتومتر از كانال‌هاي فلورسانسي جداگانه‌اي براي مشاهده 
نور تابشي استفاده مي‌كند. تعداد اين آشكارسازها بسيار متفاوت 
است و معمولاً از ديودهاي نوري سيليكوني و از لوله‌هاي افزاينده‌ 
نوري  ديودهاي  هستند.   )Photomultiplier tubes( نوري 
سيليكوني بيشتر براي اندازه‌گيري نورهاي پراكنده جلویی استفاده 
مي‌شود، به ويژه زماني كه شدت سيگنال‌هاي دريافتي زياد باشد. 
لوله‌هاي افزاينده نوري حساس‌تر هستند و براي خوانش پرتوهاي 

پراكنده و فلورسانس مناسبند.

• پردازش سيگنال	
با يك آشكارساز نوري برخورد مي‌كند، يك  نور  هنگامي كه 
جريان بسيار كوچك در حد چند ميكروآمپر توليد مي‌كند. مجموع 
با  ايجاد مي‌كند كه دامنه آن متناسب  اين برخوردها يك ولتاژي 
دريافت  آشكارساز  توسط  كه  است  نوري  فوتون‌هاي  مجموع 
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مختلف  بخش‌هاي  سرعت  بهبود  اما  باشد.  داشته  آگاهي 
افزايش  باعث  كم  انرژي  و مصرف  ابعاد  كاهش  الكترونيكي، 
سرعت و حساسيت بيشتر اين دستگاه‌ها شده است. خودكار 
زيادي  اطلاعات  به  نياز  قبلًا  كه  پيچيده‌اي  فرايندهاي  كردن 
استفاده كاربران  نيز  بيشتر كاربرد آن و  افزايش  باعث  داشت، 

بيشتري از آن شده است. 
به سه قسمت اصلي تقسيم‌بندي  الكترونيك دستگاه  بخش 
مي‌شود كه عبارتند از: الكترونيك بخش آشكارسازي، مدارهاي 

اندازه‌گيري و مدارهاي محاسباتي.
فوتون  تغييرات  شامل  آشكارسازي  بخش  الكترونيك 
ذخيره‌سازي،  ولتاژ،  به  جريان  تبديلات  فوتوالكترون،  به 
به‌ويژه  اندازه‌گيري  مشكل  است.  تمايزكننده  و  تقويت‌كننده 
اندازه‌گيري‌ها  كه  است  اين  ميرا  و  كم‌نور  فلورسانس  براي 
الكترونيكي(  و  نوري  )نويزهاي  نويز  از  پر  محيطي  در  بايد 
قرار  بالا  زمينه  نويز  انجام گيرند. وقتي سيگنال ضعيفي روي 
مي‌گيرد، تغييرات سيگنال زمينه، دقت اندازه‌گيري سيگنال‌هاي 
محدوديت  رفته،  روي‌هم  مي‌كند.  محدود  را  كوچك  اصلي 
زمينه  نويز  خطاي  توسط  كوچك  سيگنال‌هاي  آشكارسازي 
تعيين مي‌شود. وظيفه قسمت الكترونيك آشكارساز اين است 
كه نسبت سيگنال به نويز را در اندازه‌گيري به بيشترين مقدار 

ممكن برساند، يعني بتواند نويز زمينه را حذف كند. 
در  نوري  افزاينده‌  لوله‌هاي  و  نوري  ديود  آشكارسازهاي 
پاسخ به ورودي نوري، جريان يا شار الكترون توليد مي‌كنند. 
به دليل اين كه سيستم‌هاي الكترونيكي، ولتاژ را اندازه‌گيري و 
مقايسه مي‌كنند، بايد خروجي آشكارساز به ولتاژ تبديل شود. 
تبديل جريان به ولتاژ با عبور جريان يا شار الكتريكي از يك 
توليد‌شده  ولتاژ  اهم،  قانون  اساس  بر  انجام مي‌گيرد.  مقاومت 
مقدار  چون  و  است  مقاومت  در  جريان  ضرب  حاصل  برابر 
مقاومت ثابت است، ولتاژ خروجي به‌طور مستقیم متناسب با 
جريان ورودي است. مدار الكترونيكي كه اين تبديل را انجام 
مي‌دهد، تقويت‌كننده نام دارد که مي‌تواند در لوله‌هاي افزاينده 
نوري مدار جاسازي شود. اين مدار جريان فوتوالكترون‌ها را به 

ولتاژ تبديل كرده و تقويت خطي ولتاژ را فراهم ميک‌ند.
ثبت  آنالوگ  به‌شکل  قدیمی  سیستم‌های  در  سیگنال‌ها 
دیجیتال  به  آنالوگ  مبدل  کی  امروزه  که  حالی  در  می‌شدند 
داده‌های  به  را  آنها   (Analogue to Digital Converter (ADC

كیفیت  به  توجه  با  كه  شكل  این  به  میک‌ند،  تبدیل  دیجیتالی 
از  ولتاژ، حجمی  مقدار  هر  برای  آشكارساز  در  سیگنال  ثبت 
داده كامپیوتری به صورت بایت )Byte( درنظر می‌گیرد به این 
بیشتر  قابلیت  امر  این  تبدیل می‌شود.  بایت  به  معنی كه ولت 

 روش انجام فلوسايتومتري
با  سلول‌ها  ابتدا  كه  است  لازم  فلوسايتومتري  انجام  براي   
فلوروكروم‌ها نشاندار شود. از طرفي براي نشاندار كردن اجزای 
داخلي سلول بايد اقدامات خاصي را انجام داد تا آنها در دسترس 
رنگ‌آميزي  روش‌هاي  گيرند.  قرار  فلورسانس  ماده  يا  آنتي‌بادي 
براي  متنوع  كننده‌‌ی  نفوذپذير  مواد  از  استفاده  فلوروكروم‌ها و  با 
نفوذپذير كردن سلول‌ها خود بحث ديگري است كه بايد جداگانه 
براي  استفاده  مورد  فلوروكروم‌هاي  تعداد  شود.  پرداخته  آن  به 
فلوسايتومتري در طي ساليان متمادي به‌طور مرتب افزايش يافته 
است و اين احتمال وجود دارد كه در آينده، تعداد فلوروكروم‌هاي 
يابد.  افزايش  نيز  اين  از  بيش  سلول‌ها  آناليز  براي  استفاده  مورد 
هر  معايب  و  مزيت‌ها  از  آگاهي  و  فلوروكروم‌ها  انواع  شناخت 
كدام تنها راه استفاده بهينه از آنها براي دستيابي به مقاصد علمي 

تحقيقاتي است. 
براي انجام هر نوع فلوسايتومتري ابتدا بايد سلول‌ها را آماده كرد 
به‌طوري كه سلول‌ها به‌صورت تكي در آمده و در محيط مناسبي 
معلق شده باشند. بعضاً يك مرحله تخليص براي بالا بردن غلظت 
مي‌كند. روش‌هاي  پيدا  نمونه ضرورت  در  نظر  مورد  سلول‌هاي 
دارند و  آماده‌سازي سلول وجود  تهيه، تخليص و  براي  مختلفي 

روش انتخاب شده به نوع سلول مورد ارزيابي بستگي دارد.
مواد  با  بايد  سلول‌ها  مناسب،  سوسپانسيون  تهيه  از  پس 
فلورسانس رنگ شده و يا با آنتي‌بادي‌هاي كونژوگه با فلوروكروم 
نشاندار شود. روش نشانداركردن تحت تاثير عوامل زيادي قرار 
مي‌گيرد كه از جمله آن‌ها مي‌توان ميزان اختصاصي‌ بودن آنتي‌بادي 
و غلظت آنتي‌ژن در سطح يا داخل سلول، مناسب بودن غلظت 
منفي  و  مثبت  كنترل‌هاي  بردن  به‌كار  و  استفاده  مورد  آنتي‌بادي 

مناسب در آناليز سلو‌ل‌ها را نام برد.
در فلوسايتومتري طي دو مرحلة جمع‌آوري اطلاعات و مرحلة 
روش  به‌كارگيري  با  كه  دارد  وجود  خطا  امكان  اطلاعات  آناليز 
از  مي‌توان  دستگاه  دقيق  تنظيم  و  سلولي  نمونه  تهية  صحيح 
كرد.  جلوگيري  اطلاعات  مرحلة جمع‌آوری  به  مربوط  خطاهاي 
اما توانايي كاربر در طراحي صحيح آزمايش، تنها جنبه‌اي از كسب 
ندارد.  كنترل خطا وجود  آن روش‌هاي  براي  اطلاعات است كه 
فلوروكروم  انتخاب  و  مناسب  آنتي‌بادي  انتخاب  كه  معني  بدين 
متناسب با غلظت و موقعيت آنتي‌ژن نيازمند تجربيات و اطلاعاتي 

است كه بايد توسط محقق كسب شوند.

بخش الکترونیکی دستگاه فلوسایتومتری
براي  كاربر  و  نبوده  فلوسايتومتري خودكار  دستگاه‌های  اولين 
علمي  نظر  از  دستگاه  مختلف  بخش‌هاي  به  مي‌بايست  كاركردن 



اندازه‌گيري  و  رديابي  دليل  همين  به  و  دارد  زيادي  اهميت 
مي‌كند.  پيدا  اهميت  باليني  موارد  و  تحقيقات  در  آپوپتوز 
قابل  كه  دارند  زيادي  نشانه‌هاي  آپوپتوز  حال  در  سلول‌هاي 

اندازه‌گيري با فلوسايتومتري هستند. اين نشانه‌ها عبارتند از:
تغييرات در غشای پلاسمايي سلول، تغييرات در نفوذپذيري 
غشای پلاسمايي، تغييرات در نفوذپذيري غشای ميتوكندري، 

فعالسازي كاسپازها و شكستگي‌هاي DNA سلولي.
شناسايي هر يك از اين تغييرات به‌تنهايي يا تركيبي از آن‌ها 
اندازه‌گيري  و  شناسايي  امكان  فلوسايتومتري،  ی  وسيله  به 
سلول‌هاي آپوپتوتيك را از ميان مخلوطي از سلول‌هاي ديگر 
مسير  باره ی  در  ارزشي  با  اطلاعات  همچنين  مي‌كند.  فراهم 

مولكولي مرگ سلول‌ها به‌دست مي‌آيد.

 آناليز DNA، شناسایی سلول‌ها و ارزيابي فعاليت آنها
و  خطي  صورت  به  كه  فلورسانس  رنگ‌هاي  به  دسترسي 
متناسب با غلظت به DNA سلولي متصل مي‌شود، فلوسايتومتري 
را براي آناليز DNA توانمند ساخته است. امروزه تعيين كمي 
حالت  در  نرمال  ديپلوئيد  سلول‌هاي  شناسايي   ،DNA مقدار 
سنتز   DNA فعال  طور  به  كه  سلول‌هايي  شناسايي  استراحت، 
مي‌كنند و شناسايي سلول‌هايي كه در مرحلة پيش ميتوز و يا 

ميتوز هستند توسط فلوسايتومتر امكان‌پذير شده است. 
تعداد  افزون  روز  افزايش  ی  سايه  در  فلوسايتومتري  روش 
آنتي‌بادي‌ها، تترامرها )tetramers( و رنگ‌هاي توليد شده براي 
استفاده در ارزيابي فعاليت سلول‌ها به عنوان يك ابزار مهم در 
مطالعه ی سلول‌هاي سيستم ايمني درآمده است. فلوسايتومتري 
چند رنگي اين امكان را فراهم آورده است كه انواع سلول‌هاي 
تفكيك  به  يا سلول‌هاي كشت‌شده  نمونه ی خون  در  موجود 
مورد ارزيابي قرار گيرند. سلول‌هاي تحت مطالعه با استفاده از 
آنتي‌بادي‌هاي اختصاصي معرف زير‌‌گروه‌هاي سلولي، شناسايي 
مي‌شود و خصوصيات رفتاري آنها نيز با استفاده از آنتي‌بادي‌هاي 
اختصاصي )مثلًا ضد سايتوكين( و يا رنگ‌هاي ارزيابي‌كننده ی 
حيات سلولي تعيين مي‌شود. با استفاده همزمان از دو روش آناليز 
سلولي و جداساز سلولي امكان مطالعه بيشتر و كشت سلول‌هاي 

كاملا شناخته‌شده از نظر فنوتايپي يا رفتاري فراهم مي‌شود.
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می‌سازد.  میسر  را  آن‌ها  تضعیف  یا  و  تقویت  سیگنال‌ها،  آنالیز 
روی  بر  میک‌ند  عبور  نوری  منبع  مقابل  از  که کی سلول  زمانی 
تمام آشکارسازها سیگنال ایجاد میک‌ند که همان پالس الکتریکی 
منبع  مقابل  از ذره در  میزان  این که چه  اساس  بر  )ولتاژ( است. 
نوری قرار گیرد، پالس ایجاد شده می‌تواند ضعیف یا قوی باشد. 
هر سلول رسم شود  برای  زمان  بر حسب  ولتاژ  نمودار  چنانچه 
است. هر  پکی  واجد کی  که  بود  پالس خواهد  به صورت کی 
 )Width;W( پهنا ، )Height;H( پالس دارای ویژگی‌های ارتفاع

و سطح زیر نمودار )Area;A( است )شکل۸(.

شکل۸. نمودار ولتاژ بر حسب زمان برای هر سلول به صورت کی پالس 
خواهد بودک ه واجد کی پ کیاست. هر پالس دارای ویژگی‌های ارتفاع، پهنا و 

سطح زیر نمودار است.

كاربردها
 امكان شناسايي و اندازه‌گيري سلول‌هاي آپوپتوتيك

غشای  سيتوپلاسمي،  غشای  مثل  مختلفي  اجزای  از  سلول‌ها 
تقریبی  طور  به  و  مي‌شود  تشكيل  سيتوپلاسم  و  هسته  هسته‌اي، 
همه مولكول‌هاي موجود در قسمت‌هاي مختلف سلول را مي‌توان 
معمولاً  کرد.  مقدار  تعيين  و  رديابي  فلوسايتومتري  از  استفاده  با 
مولكول‌هاي سطحي موجود در غشای سيتوپلاسمي به‌راحتي در 
دسترس آنتي‌بادي قرار مي‌گيرد ولي براي رسيدن آنتي‌بادي يا ماده 
ی فلورسانس به مولكول‌هاي دروني سلول، روش‌هاي مطمئن و 
بر  كه  نوع و تخصصي  بر حسب  است. هر سلولي  موثري لازم 
عهده دارد مولكول‌هاي مختص به خود را بيان مي‌كند. بدين معني 
كه همه ی ژن‌ها در همه ی سلول‌ها بيان نمي‌شود. بلكه برحسب 
وظيفه‌اي كه در طي تمايز بر عهده ی سلول گذاشته شده است و 
بر حسب محيطي كه در آن قرار مي‌گيرد هر سلولي خود انتخاب 
سازد.  فعال  را  ژن  كدام  محيطي  شرايط  به  پاسخ  در  كه  مي‌كند 
بيان ژن‌ها هم در  از  بنابراين رديابي پروتئين‌هاي سلولي حاصل 
براي  سطح و هم در درون سلول مي‌تواند وسيله‌اي بسيار مفيد 

شناسايي سلول باشد.
آپوپتوز يكي از شكل‌هاي مرگ سلول است كه از نظر بيولوژي 


