


ELISA

Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay

للأنزيمالمناعيةالامتصاصية مقايسةلا

المرتبط



تعريفات عامة

Antibodyما هي الأجسام المضادة 

 Yتأخذ شكل حرف  (Ig)بروتينات غلوبيولونية مناعيةهي 

تنتجها الخلايا  .تظهر في الدم والسوائل الأخرى عند الإنسان

.البلازمية

Fab domain

FC domain



المضادةالأجسامتصنيعيتمAntibodiesلأجسامالتعرضحالفي

تخصصيةذاتالمضادةالأجسامهذهوتكونAntigensغريبة

Specificوالفة Affinityاتصنيعهأثارتالتيالغريبةللأجسام.

يدعىالمستضدمنمحددجزءعلىالمضادةالأجسامتتعرف

antigenic determinant or epitope



تعريفات عامة
Antigen

يالمناعالجهازإثارةعلىالقدرةيمتلكجزيءهوالمستضد

.المضادةالأجسامإثارةوبالتحديدللجسم

:إماAntigenيكون 

مثال.الهرموناتمثلطبيعيبشكلالجسمفيموجود:
ءأثناطبيعيبشكلالمشيمةخلايامنيفرزالذيHCGهرمون
الحمل

هرمون:مثالمرضيةحالاتفيالجسمفيتصنيعهيتمHCGيمكن
يكونقدأو.الرجالعندحتىالسرطاناتأنواعبعضفيإفرازه
لبكتيرياأولفيروسبروتين



Immunoassayالمناعية مقايسةال

Analyteمعينةمادةمستوىلقياسبيوكيميائيةاختباراتهي

ارتباطبواسطة(دموع,لعاب,بول,مصل)الحيويالسائلفي

AntigenمعAntibodyلهالمخصص.

Analyte

يكونالمناعيةمقايسةالوفيقياسهايتمالتييوكيميائيةبالالمادةهي

AnalyteإماAntibodyأوantigen



طرق تصنيع الأجسام المضادة 

الخاصة بالتحاليل المناعية

هذهرأكثأحدوالمضادةالأجساملتصنيعطريقةمنأكثرهناك

مالجسممخصصAntibodyلتصنيعشيوعاالطرق

(Antigen)يتمذلكوبعدلحيوانالجسمهذاحقنهو

.الحيوانهذاسيرممنالمطلوبAntibodyاستخلاص

النسيلاتمتعددpolyclonalيسمىAntibodyهذاولكن

.خلاياعدةتصنيعناتجلأنه



دة طرق تصنيع الأجسام المضا-تابع

الخاصة بالتحاليل المناعية

تخصصاأكثرAntibodyلتصنيعطريقةهناك

monoclonal Antibodyناتجوهوالنسيلاتوحيد

cellتمامامتماثلةخلايامجموعةتصنيع lineونحصل

ليةخمعالمضادللجسممصنعةخليةبدمجالخلاياهذهعلى

.نهايةمالاإلىالانقسامعلىالقدرةلهاسرطانية





ELISAما هي تقنية

هرمونات هذه التقنية تستخدم لقياس تركيز مادة جزيئية مثل ال

ي فوالأجسام المضادة وبروتين لجرثوم معينوالعقاقير

. مصلالسائل الحيوي كال

هذه المادة الجزيئية تقاس عن طريق معرفة كمية الأجسام 

.Antigenالتي ارتبطت ب Antibodyالمضادة 



ELISAتقنية

:تنقسم إلى

  Competitive ELISAقياسات مناعية تنافسية-1

Sandwich ELISAقياسات مناعية غير تنافسية -2

Direct ELISAوتسمى أيضا قياسات مناعية مباشرة 

Indirect ELISAقياسات مناعية غير مباشرة -3



Indirect ELISA

:الحالةهذهففيالعينةفيتركيزهوقياسAntibodyعنالكشفالمطلوبيكونعندما

.يلتصقحتىفترةويتركالاليزالطبقالمخصوصAntigenيضاف-1

primaryتسمىAntibodyمنمختلفةأنواععلىيالمحتومصلاليضاف-2 Antibody.

.الطبقفيالموجودAntigenمعمصلالفيAntibodyيرتبط-3

.المرتبطغيرAntibodyلإزالةالطبقغسليتم-4

SecondaryبإنزيممرتبطآخرAntibodyيضاف-5 Antibodyفقطالإرتباطيمكنهوهذا

Primaryارتباطحالفي Antibodyالطبقفيالموجودةبالعينة.

.المرتبطغيرAntibodyلإزالةالطبقغسليتم-6

.التفاعلناتجكميةقياسطريقعنAntibodyكميةحسابويتمللإنزيمالأساسالمادةتضاف-7





add

Add serum that contains different 

Kinds of antibodies

Wash to remove non bound antibodies
Add secondary antibody linked to enzyme



Wash to remove non bound antibodies Add substrate that can link to enzymes

The color will be changed as 

substrate linked to enzymes





Sandwich ELISA (Direct)
مغطىالاليزاطبقفيكونالعينةفيتركيزهوقياسAntigenعنالكشفالمطلوبيكون1.

.Antibodyالمضادبالجسم

.المضادالجسممعالعينةفيAntigenيرتبط-2

.المرتبطةغيرالمضادةالأجساملإزالةالطبقغسليتم-3

.بإنزيممرتبطةالمضادةالأجسامهذهوتكونأخرىمضادةأجسامإضافةتتمذلكوبعد-4

.المرتبطةغيرالمضادةالأجساملإزالةأيضاالطبقغسليتم-5

.التفاعلناتجكميةقياسطريقعنAntigenكميةحسابويتمللإنزيمالأساسالمادةتضافثم-6



Sandwich ELISA- Cont



ELISAمثال على طريقة عمل 

دة لأن قبل الشروع في العمل يجب قراءة التعليمات بدقة شدي
Kitأي خطأ  قد يؤدي الى فساد التجربة وخسارة قيمة 

وهي مكلفة جدا

يث ح( مجموعة المحاليل المستخدمة في التحاليل المناعية )Kitنستخدم 
.مخصوصKitأن لكل جسم مطلوب الكشف عنه 



مثال على طريقة عمل -تابع

ELISA

(  wells)خانة 96يتم ترقيم الطبق الخاص المكون من  -1

الأولى لرسم المنحنى wellsبدقة وتستخدم الخانات 

.Standard curveالقياسي 



مثال على طريقة عمل -تابع

ELISA

ضلويفالطبقفيفحصهاالمرادالعينةوضعيتمثم-2

Duplicateمراتثلاثأومرتينعينةكلتكرار or

Triplicateالمتوسطيؤخذالنتائجظهوروبعد.

Qualityضابطةعينةتستخدم-3 control sample

ذاتوهي(المحاليلمجموعة)Kitمعتأتيالعينةوهذه

مثلتماماوتعاملالمصنعةالشركةقبلمنمحددتركيز

.المفحوصةالعينة





النتائج

الرسمورقعلىالقياسيالمنحنىبرسمنقومالاليزاقارئجهازفيالإمتصاصنتائجقراءةبعد

-yالصاديوالمحورconcentrationللتركيزx-axisالسينيالمحورنستخدمبحيثالبياني

axisللإمتصاصAbsorption.

نقوم بتحديد تركيزات المحاليل القياسيةstandardsعلى المنحنى السينيx-axis  ثم نحدد

.ونرسم المنحنى القياسي y-axisقراءة كل محلول قياسي على المنحنى الصادي 

لتركيز الذي ونستفيد من المحلول المعياري للتأكد ماإذا كان التركيز الناتج في الاليزا هو نفس ا

.ذكرته الشركة لنستطيع تقييم عملنا

Absorption  

nm

Concentration ng/ml





النتائج-تابع

محورالعلىالإمتصاصقراءةعندنأتيبحيثعينةكلتركيزلقياسالمنحنىهذايستخدم

.السينيالمنحنىعلىالتركيزنحددذلكوبعدالمنحنىعلىلهاالمقابلةالنقطةونحددالصادي

Absorption  

nm

Concentration ng/ml




