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 ELISA هبهبود يافت گلوكورونيد با استفاده از روش ۶ مرفين  غلظتاندازه گيري
 ۲ليزت نيكسون و ۲، ريچارد هين١محمدرضا قندفروش ستاري ،*١سيمين عذار مشايخي
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Objectives: Morphine 6–glucuronide (M6G), a metabolite of morphine, is considerably more potent analgesic than morphine 
itself. M6G in serum is particularly difficult to measure, due to low lipophilicity of the molecule and low serum concentrations 
after usual parenteral doses of morphine. Methods: A competitive ELISA assay was developed to measure the concentration of 
M6G in serum and buffer samples. This competitive ELISA method effectively measured the degree to which samples containing 
an unknown amount of antigen (M6G) compete with a fixed concentration of an anti-body (R29). Results: The method was shown 
to be sensitive and reproducible with low intra-assay and inter-assay variation, low matrix effect and low cross reactivity. The 
method was simple and easy to use, and several samples (10 to 35 samples on each plate) could be analyzed simultaneously. 
Conclusion: The major advantage of the ELISA method over HPLC was the use of a very small volume (as little as 20 µl) for the 
assay. This advantage is important in the case of measuring M6G when it is not feasible to obtain a large volume of sample, for 
example in samples from newborn babies and children.  
Keywords: Morphine-6-glocuronide, ELISA, assay. 
 
 

مرفين . متابوليزه مي شود) M6G(گلوكورونيد ‐۶مرفين گلوكورونيد و -۳-ابوليت مرفينـــــمرفين داروي ضد درد قوي اپيوئيدي است كه در كبد به دو مت :زمينه و هدف

 :روش ها .فاده شودـــــــن دردهاي شديد استيك تركيب با فعاليت ضد دردي بالاتري نسبت به مرفين است كه ميتواند به عنوان جايگزين مرفين در درماگلوكورونيد ‐۶
روش هاي  بالاي مولكول و غلظت سرمي كم آن بعد از تجويز دوزهاي نرمال وريدي مرفين، توسطچربي دوستي به دليل  ديگلوکورون‐٦مرفين اندازه گيري غلظت سرمي 

 رقابتي براي ELISAدر مطالعه حاضر يك روش  :يافته ها .ي آن ضروري به نظر مي رسيداندازه گير اندازه گيري رايج دشوار بوده و نياز به ابداع يك روش جديد براي

الانسي به سطح وبا پيوند ضعيف كو) M6G–ovalbumin(در اين روش يك آنتي بادي .  گرديدارائهدر سرم و ساير محلول ها  ديگلوکورون‐٦مرفين اندازه گيري غلظت 

 يرــگيدازه ـــــ انM6G–ovalbuminبراي اتصال به ) R29 (اختصاصيو يك آنتي بادي  ديگلوکورون‐٦مرفين  و ميزان رقابت هپلاستيكي چاهك هاي ميكروتيتر متصل شد

بسيار در مقدار آن  غلظت وبوده  ديگلوکورون‐٦مرفين   اندازه گيري سطح سرمي، حساس و اختصاصي براي پذيراين روش يك روش ساده، تكرار :نتيجه گيري. مي شود

  .در يك پليت مي باشد)  نمونه٣٥ تا ١٠(اندازه گيري همزمان چندين نمونه از ديگر مزاياي روش ارائه شده . ابل اندازه گيري مي باشدق (µl 20) يسرم كم

  . گلوكورونيد، الايزا۶ مرفين :ي كليديواژه ها
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 ٨٦  بهارعلوم داروئي،                                                                          و همكاران      سيمين عذار مشايخي                                                                                     ٥٢
 

   مقدمه ‐۱
و در حد جزئي در  )٢, ١( مرفين در كبدبخش عمده اي از 

متابوليزه شده و  (5)  و كليه ها)٤, ٣( ارگانهاي ديگر از جمله مغز

. فقط قسمت كمي از آن به صورت تغيير نيافته دفع مي شود

گلوكورونيد ‐٣رفين ـــــمو  (%15–10)گلوكورونيد ‐۶مرفين 

(45-55%, M3G)از بين .  مهم ترين متابوليت هاي مرفين مي باشد

ضد نه تنها داراي فعاليت گلوكورونيد ‐٣مرفين اين دو متابوليت، 

. )٧( بلكه اثرات آنتاگونيستي مرفين را نيز دارد )٦( نيست دردي

يك متابوليت فعال بوده و حتي گلوكورونيد ‐۶مرفين در مقايسه، 

 برابر ۹۰[درت ضد دردي آن به مراتب از مرفين بيشتر است ق

 برابر ٦٥٠و ) intrathecal( ينخاع داخل بيشتر در صورت تزريق

  مغزيها  داخل بطندر صورت تزريق دربيشتر 

[(Intracerebroventricular) )در مطالعه اي كه توسط . )٨Osborne  و

ران صورت گرفت نشان داده شد كه در زماني كه غلظت همكا

به يك حد غير قابل گلوكورونيد ‐٣مرفين پلاسمايي مرفين و 

تشخيص رسيده بود اثرات ضد دردي هنوز مشاهده ميشد كه اين 

  .)٩( نسبت داده مي شودگلوكورونيد ‐۶مرفين  اثر به

 يا مرفين مطالعات مختلف نشان داده است كه غلظت پلاسمايي

 ضعيفي با ميزان هرابط نخاعي ‐در مايع مغزيحتي غلظت مرفين 

ظر ـــــ از طرف ديگر به ن.)۱۱, ۱۰( اثرات ضد دردي آن دارد

ي كه بيشتر با قدرت ضد درديگلوكورونيد ‐۶مرفين مي رسد 

 مسئول بخش قابل توجهي از اثرات ضد )۸( نسبت به مرفين دارد

 است جويز طولاني مدتــــ بخصوص بعد از ت،دردي مرفين

مونه هاي سرمي توسط در ن گلوكورونيد‐۶مرفين  ).١٣ و ١٢(

 با كروماتوگرافي گازكروماتوگرافي و روشهاي مختلف از جمله

 مختلف از جمله ياب هايرداستفاده از  با  و)HPLC(  بالاييکارا

دازه ــو الكتروشيميايي ان )UV(ماوراء بنفش   فلورسانس،اب يرد

 ، بالاي اين تركيبي دوستيچربگيري مي شود ولي به دليل 

د استخراج و اندازه گيري غلظت پلاسمايي آن  موجويهاروش 

به اندازه كافي حساس نبوده و قادر به اندازه گيري غلظت هاي 

پلاسمايي آن در اوايل تجويز مرفين و يا در انتهاي منحني 

 به عنوان مثال حساسيت گزارش شده در . زمان نيستند‐غلظت

  بالاييا با کاركروماتوگرافيروش مطالعات مختلف با استفاده از 

 ng/ml 1.0، )١٤( پلاسما ٠,٥ ml با استفاده ازng/ml 5:عبارت بود از

 ml 0.6 با استفاده از ng/ml 5، )١٥( پلاسما ml 0.6 با استفاده از

، )١٧(ما ــــپلاس ng/ml 0.5 با استفاده از ng/ml 0.5، )١٦(پلاسما 

5 ng/ml با استفاده از ml همان گونه كه مشخص . )١٨( پلاسما ١

استفاده شده است  نمونه ها در اين متد ها بالايي از است حجم

كه در مواردي كه امكان گردآوري اين مقدار نمونه وجود ندارد 

ها غير قابل اين متد ) نمونه هايي از نوزادان وريآمانند گرد(

  يكهارائلذا با وجود اهميت اين تركيب . استفاده خواهند بود

  . روش اندازه گيري حساس ضروري به نظر رسيد

  ها روشمواد و ‐۲
    و دستگاه هامواد لازم: ٢‐١

ل ينوبوتيآم )آمريكا، Sigma–Aldrich(گلوكورونيد ‐۶رفين ـم

 aminobutylnormorphine – 6( نيداوآلبوميگلوکورون‐۶‐نينورمرف

glucuronide ovalbuminا به اختصار ي  وM6G– ovalbumin( )١٩(  

R29 )براي تهيه اين تركيب، موقعيت ): گلستانــ ان‐دانشگاه ساري

Nك هاپتن سنتتيك به نامـــــــ ي N‐ن يل نورمرفيوتــنو بيآم

)N–aminobutylnormorphine–6 glucuronide( به تيروگلوبولين 

 تزريق  ها به خرگوشBCGكونژوگه شده و همزمان با واكسن 

و خون از اين خرگوش ها  هفته تكرار ٢٣ و ٩تزريق بعد از . شد

 C °4 و سرم آن را جدا وبعد از افزودن سديم آزيد در دماي اخذ

 با M6G– ovalbumin در اتصال به R29. (19) داري مي شدهنگ

  .رقابت مي كندگلوكورونيد ‐۶مرفين 

  )آمريكا، Sigma–Aldrich(خرگوش IgG ي باديآنت

  )آمريكا، Sigma 104®)Sigma–Aldrich  فسفاتاز يسوبسترا

   )آمريكا – G( )BDH(پودر ژلاتين 

 EDTA)آلمان‐مرك ( 
  )، آمريكاSigma–Aldrich( نياتانول آميد

امرفين، كدئين ـــگلوكورونيد، نورمرفين، دي-٣رفين ـــــمرفين، م

 و نالورفين) M3,6DG (دي گلوكورونيد‐٦و ٣ن ــــمرفيو 

)Sigma–Aldrichآمريكا ،(  

 و محلول هاي مورد استفاده بافر ها: ٢‐٢
، بافر تريس (PBS, pH = 7.4)، بافر فسفات (pH=9.6)بافر بيكربنات 

(TBS, pH=9.6) ،TBSGT/EDTA) TBS٠,١ژلاتين و % ٠,١  بعلاوه% 

محلول شستشو حاوي ، )EDTA pH=7.0, ٢٠ mmol/L 20, توين

  . ه در آب ديونيز20توينيك درصد 

  دستگاه ها: ٢‐٣

 )3550مدل ، Microplate reader) UK ،BIO–RAD پليت ها توسط دستگاه

 Microplate Managerيافته ها توسط برنامه  ده شده وــــخوان

  .مي شدآناليز 

  روش كار: ٢‐٤

 ريچاردتوسط  گلوكورونيد‐۶مرفين متد اوليه براي اندازه گيري 

لي در روش ارائه شده اثر ارائه شد بود و )٧( 1996هين در سال 

و ) وندهايپكل % ١٠‐٥( سرم فاقد دارو بسيار بالا ماتريس

اثر   فاقدنمونه هاي  برايng/ml 0.8 ( آن پايين بودحساسيت

ه ــــنتايج مربوط باختلاف بالايي بين و  ) مانند بافرماتريس

كه استفاده از آن را به صورت وجود داشت  ي يكساننمونه ها

كن مي ساخت لذا تغييراتي در جهت بهبودي آن روتين غير مم

  :انجام گرديد كه به شرح زير مي باشد

   )Coating(پوشش : ٢‐٤‐١

 و 5000 قسمت در ١ (M6G–ovalbuminرقت هاي مختلفي از 

 در 30000 و 10000 قسمت در ١( R29و )  در بافر بيكربنات20000
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  ٥٣                                                                                              گلوكورونيد۶ مرفين  غلظتاندازه گيري                                                                  داروئي       علوم 

 

 كدام تهيه شد و منحني استاندارد با هر) TBSGT/EDTAمحلول 

 و M6G–ovalbumin از 1/20000زماني كه رقت . تهيه گرديد

 نمونه يجذب نور بين اختلاف استفاده شد، R29از  1/30000

 با R29ماكزيمم اتصال ( ديگلوکورون‐٦مرفين سرمي بدون حضور 

بالاترين غلظت استفاده شده  يجذب نورو ) B0 ينام اختصار

 با توجه به اين كه هر چه . خود رسيدحداكثر مقداراستاندارد به 

بزرگ تر باشد حساسيت متد بيشتر خواهد بود  اختلافقدر اين 

  . براي اندازه گيري نمونه ها استفاده شدرقتاز اين دو 

   )Blocking( بلوكه كردن: ٢‐٤‐٢

 و اثر (NSB) غير اختصاصي هايونديپ يجذب نوراز آنجايي كه 

ود يك مرحله بلوكه  نمونه هاي سرمي فاقد دارو بالا بماتريس

براي انتخاب بهترين روش بلوكه كردن .  اضافه شدروشكردن به 

% ١يك پليت به سه قسمت تقسيم شد و قسمت اول با محلول 

 (BSA)  گاوينآلبومي% ١، قسمت دوم با محلول PBSژلاتين در 

از بين محلول هاي .  قسمت سوم بلوكه نشد. بلوكه شدPBSدر 

 يجذب نور حداكثر تفاوت بين PBS ژلاتين در% ١فوق محلول 

 B0بالاترين و پايين ترين نمونه استاندارد و نسبت اين اختلاف به 

  . در تمام حالات مشابه بودير اختصاصي غونديپميزان . را داشت

   بافرpHتركيب و : ۲‐۴‐۳

 مختلفي براي بافر استفاده شده براي رقيق  هايpHتركيبات و 

 آزمايش شد كه ، نمونه هاي سرميكردن محلول هاي استاندارد و

 PBSGT ،PBSGT+EDTA ،,PBST+BSA ,PBST+HSAشامل 

TBSGT+EDTA TBSGT,  وTBST+BSA+EDTA بود كه غلظت 

و ) HSA(و غلظت آلبومين انساني % ٠,١) T (توينو  )G(ژلاتين 

 استفاده شد TBSGTزماني كه از محلول . بود% ١) BSA(گاوي 

ونه هاي سرمي بدون دارو مشاهده  براي نميجذب نوربالاترين 

 EDTAبعلاوه وقتي .  بوديي پايين ترماتريسشد كه به معني اثر 

 ماتريس اضافه شد كاهش بيشتري در اثر TBSGTبه محلول 

 براي كارهاي آتي TBSGT+EDTAمشاهده گرديد لذا محلول 

  .استفاده گرديد

بهترين از  )٩ و ٨، ٧,٥، ٧( هاي مختلفي pHاز بين بافر هاي فوق 

از  زماني كه .ورد بررسي قرار گرفتــم) TBSGT+EDTA(بافر 

pH = 7.0مربوط يجذب نور بين  اين بافر استفاده شد اختلاف 

به محلول استاندارد با بالاترين و پايين ترين غلظت و نسبت اين 

  . از بقيه بودبيشتر B0 مربوط به يجذب نوراختلاف به 

  روش اندازه گيري: ٢‐٤‐٤

  :ختلف متد به نحو زير بودمراحل م

با چاهك هر ،  ميكرو تيتر  چاهك٩٦پليت هاي حاوي در  .١

150µl1/20000 محلول  از  M6G–ovalbuminبافر بيكربنات پر  در

 پليت ها 4º Cشده و بعد از حداقل يك شب انكوباسيون در دماي 

   . بار شستشو داده مي شدند٢، شستشوبا استفاده از محلول 

ژلاتين در % ١محلول  µl 200ر چاهك توسط در مرحله بعد ه .٢

 بعد از اين شده و دقيقه بلوكه ٣٠ به مدت محلول بافر فسفات

 .مي شدند بار شستشو داده ٢مدت پليت ها 
 ديگلوکورون‐٦مرفين در روز آزمايش محلول هاي استاندارد  ‐٣

  در محلولng/ml 0.017 – 333.33با غلظت هاي بين 

TBSGT/EDTA1 استوك  از يك محلول mg/ml سه . شدمي  تهيه

از نمونه ها و نمونه هاي مربوط به ) ١:٤٠ و ١:٢٠، ١:١٠(رقت 

هر چاهك نمونه و كنترل كيفيت و  .مي شدكنترل كيفيت نيز تهيه 

از رقت  µl 100 و به ترتيب R29  محلولµl 50 استاندارد حاوي

اهك  سري چ۲در هر پليت . استاندارد بودنمونه، كنترل كيفيت و 

) NSB( غير اختصاصي يوندهايپو ) R29ماكزيمم اتصال ( B0براي 

 از µl 100 حاوي B0 مربوط بهچاهك كه  شدمي در نظر گرفته 

 NSBبود و چاهك  R29 از محلول µl 50 وTBSGT/EDTAمحلول 

كدام از براي هر  .بود TBSGT/EDTA  از محلولµl 150حاوي 

.  شددر نظر گرفته ميت دو چاهك در پلي  هامحلولنمونه ها و 

 نشان داده ١يك پليت در شكل  نمونه گذاري هنحوشمايي از 

  . شده است

 C °37 دقيقه در انكوباتور در دماي ١٢٠سپس پليت ها به مدت .٣

 ١٥ بعد از اتمام اين زمان پليت ها به مدت . شدنديلرزانده م

 بار شستشو ٢ سپس پليت ها داده شدهقرار اتاق دقيقه در دماي 

  .شدندمي داده 

  ضدي باديآنت(آنتي بادي دوم  از µl 150 مقدار در مرحله بعد.٤

IgGبه هر چاهك افزوده شده و 1:5000با غلظت )  خرگوش 

 بعد از . شدنديلرزانده م دقيقه در دماي اتاق ٣٠پليت ها به مدت 

  .شدندمي  بار شستشو داده ٣اين مرحله پليت ها 

  فسفاتازيستراــــسوب از mg/ml 1محلولاز  µl 150سپس .٥

Sigma 104®  دي اتانول آمين به هر چاهك افزوده % ١٠در بافر

 1.5– 1عادل ــــم B0 ي چاهک هايجذب نور زماني كهشده و 

 microplate  دستگاه تمام چاهك ها توسطيجذب نورشد، مي 

reader طول موج قرائت(شد مي  خوانده =nm و طول موج ٤٠٥ 

   ).٤٩٠ nm= رفرانس 

 آناليز شده و Microplate Managerين يافته ها توسط برنامه ا .٦

ه ــــــشد و غلظت نمونه ها محاسبمي نمودار استاندارد رسم 

  نمونه يك منحني استاندارد را نشان مي دهد٢شكل . گرديدمي 

ج مربوط به آزمايش يك كيت بر روي سه ـــــ نتاي١و جدول 

، و كنترل كيفيت را نشان  NSB  مربوط به استاندارد،هدسته نمون

   .مي دهد

  ماتريسبررسي اثر : ٢‐٤‐٥

 هر گونه دارو داراي عاري از يسرمنمونه ها نشان داد كه بررسي

بر  خود سرم ماتريسبررسي اثر  بنابراين. قدرت جذب مي باشد

روي متد و ميزان ضروري رقيق شدن براي حذف اين اثر لازم 
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 ٨٦  بهارعلوم داروئي،                                                                            و همكاران     سيمين عذار مشايخي                                                                                    ٥٤

 

 از سرم فاقد ١:١٠٠ و ١:٨٠ ،١:٤٠، ١:٢٠، ١:١٠بود لذا رقت هاي 

   .روش روتين آزمايش گرديددارو مطابق 

  سيت متدحسا: ٢‐٤‐٦

 حداقل غلظت قابل اندازه گيري ، متد اندازه گيري هرحساسيت

 ،در اين متد.  از غلظت صفر قابل تشخيص باشد كهاست

حداقل غلظتي است كه  جاد شده توسطيوند ايپ  ميزان،حساسيت

در يك لذا  .قابل تشخيص باشد (B0) اد شدهايج ونديپ حداکثراز 

پليت مطابق متد روتين رفتار  تعبيه گرديد وبا B0 چاهك ٢٤پليت 

 يجذب نور ، B0 يجذب نوريع يكنواخت زدر صورت تو. شد

 غير قابل تمايز از ، منهاي دو برابر انحراف معيارميانگينبزرگتر از 

خواهد  حساسيت متد را مشخص كه خواهد بود B0 يجذب نور

   .)٢جدول  (كرد

   )NSB(غير اختصاصي  يهاونديپ: ٢‐٤‐۷

NSB، مرفين   غيابدر بافروليد شده توسط ـــــ تيجذب نور

 ني هريچارد در متد ارائه شده توسط. است R29يا  ديگلوکورون‐٦

اثير ــ كه روي حساسيت متد ت%)١٠‐٥ ( اين مقدار بالا بود)٧(

كاهش يافت كه  NSBبا تغييرات اعمال شده ميزان  مي گذاشت

 چاهك ٢٠ جاد شده دري ايهاونديپميانگين با اندازه گيري 

  .  غير اختصاصي محاسبه گرديدونديپميزان  ،NSBمربوط به 

  )Specificity(  بودن متداختصاصيتست : ٢‐٤‐٨

، ديگلوکورون‐۶ راي بررسي اختصاصي بودن متد براي مرفينب

، نورمرفين، ديگلوکورون‐۳مرفين  شامل مرفين، ي ماده اوپياتشش

در نهايت  و دي گلوكورونيد‐٦و ٣مرفين كدئين و ديامرفين، 

است، د يگلوکورون‐۶مرفين  ساختماني مشابه از نظرنالورفين كه 

ين ا. از آنها تهيه گرديددر نظر گرفته شد و غلظت هاي مختلفي 

 آزمايش شد و ،مطابق روش روتين در متد اندازه گيريغلظت ها 

ط اين ايجاد شده توسد يگلوکورون‐۶مرفين غلظت ظاهري 

   ).٣و جدول  ٣شكل(تركيبات مشخص گرديد 

   ميزان هماهنگي منحني استاندارد سرم و بافر: ٢‐٤‐٩

: ارد تهيه شداستاند  محلول سري٢براي بررسي اين هماهنگي 

و هماهنگي بين آنها بررسي يك سري در بافر، يك سري درسرم، 

از طرف ديگر چون در تست ها ازمحلول هاي رقيق شد . شد

 منحني استاندارد همقايستست مجددا با اين  ،سرم استفاده مي شد

تهيه شده در استاندارد در بافر با منحني استاندارد محلول هاي 

  . گرديدتكرار  ١:٤٠ و١:٢٠ ، ١:١٠ هاي رقيق شده با رقتسرم 

 و بين (intra-assay) تغييرات درون روزي: ٢‐٤‐١٠

   (inter-assay) روزي

 رقتهاي  از سري٥براي بررسي تغييرات درون روزي با استفاده از 

  منحني استاندارد در يك پليت تهيه شد٥، ديگلوکورون‐۶مرفين 

 سري رقتهاي ٥ده از تغييرات بين روزي با استفا و براي بررسي

  مختلف پليت٥ منحني استاندارد در ٥، ديگلوکورون‐۶مرفين 

  .اين پليت ها مطابق روش روتين آزمايش شدند. تهيه شد

 بر روي متدچاهك ها  پوششاثر مدت زمان : ٢‐٤‐١١
توسط محلول  چاهك ها پوششبراي بررسي اثر طول مدت 

M6G–ovalbuminو ٢، ٣ زماني ، چهار قسمت يك پليت به فاصله 

 روز قبل از اندازه گيري، پوشش داده شد و در اين ٣ ماه و ١

 ٥درهر قسمت پليت .  نگهداري شدC °4مدت پليت در دماي 

 ١:١٠(محلول استاندارد، دو رقت از يك نمونه سرمي بدون دارو 

رفين ـــــممونه سرمي داراي ـــه رقت از يك نــس و) ١:٢٠و

مورد ) ١:٤٠ و ١:٢٠، ١:١٠ (١٠٠ ng/ml با غلظتد يگلوکورون‐۶

 ANOVAررسي قرار گرفت و نتايج با استفاده از تست ـــب

  .مقايسه شد

 )Recovery(افت ي بازمقدارتست : ٢‐٤‐١٢
در د يگلوکورون‐۶مرفين از  )١٠٠ ng/ml  و٥٠و ١٠(سه غلظت 

 نمونه دوتايي در يك پليت تعيين ٣ ازهر كدام سرم تهيه شد و

ظت هاي اندازه گرفته شده با غلظت هاي اوليه غل. غلظت گرديد

  .مقايسه گرديد

  

   نتايج‐٣

  ماتريساثر : ٣‐١

، غلظت ظاهري سرم فاقد دارواز  ١:١٠آزمايش نشان داد كه رقت 

مي شان ـــــرا از خود ن ديگلوکورون‐٦مرفين از  ٢ ng/ml ادلـمع

 سرم ماتريسشتر موجب شد كه اثر ــــــ و رقيق كردن بيدهد

 سرمي فاقد ١:٢٠رقت هاي بيشتر از .  حذف شودلاًــــــكام

مرفين عني غلظت ظاهري ــــبود ي يريچشم گ ماتريساثرات 

ايجاد شده توسط اين نمونه ها صفر يا كمتر از  ديگلوکورون‐٦

   .حساسيت متد بود

  حساسيت متد: ٣‐٢

يكنواخت  به صورت B0 يهاچاهك مربوط به  يجذب نور

  بود١,٢٢ چاهك ٢٤ن يا يجذب نورنگين ميا.  شده بودتوزيع

معادل »  منهاي دو برابر انحراف معيارميانگين«و  )٢جدول (

 يجذب نور  اين،حني استانداردـــــنا به منــب.  بود١,٠٥٧

 از ng/ml 0.038غلظت جاد شده توسط ي ايجذب نورمعادل 

  . بود ديگلوکورون‐٦مرفين 

، بودصفر فكيك از  حداقل غلظت قابل ت غلظت، ايندرنتيجه،

و از آنجايي كه  منتها اين براي نمونه هاي بافري صدق مي كند

 آن ها ماتريس تا اثر  مرتبه رقيق كرد٢٠نمونه هاي سرمي را بايد 

 براي اين گونه نمونه ها معادل متدت ــــ، حساسيحذف شود

0.76 ng/ml محاسبه گرديد.  

   )NSB(غير اختصاصي  يها ونديپ: ۳‐۳

معادل  NSB ميزان )٧(  هينريچاردوسط ـــائه شده تدر متد ار

 ميزان ،بود ولي با استفاده از روش جديد وند هايپكل % ١٠‐٥

NSB  بودها  ونديپكل % ٣معادل فقط .  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ٥٥                                                                                              گلوكورونيد۶ مرفين  غلظتاندازه گيري                                                                  داروئي       علوم 

 

  )Specificity(  بودن متداختصاصيتست : ۳‐۴

ايجاد شده د يگلوکورون‐٦رفين ـــمررسي غلظت ظاهري ـــب

مرفين  مرفين،(هاي مختلف اوپيوئيد ن غلظت ــــتوسط چندي

، عدم ) و نالورفين، نورمرفين، ديامرفين، كدئينديگلوکورون‐٣

  ضدي باديآنترا با  )Cross-reactivity( كنش متقاطعوا وجود

 حتي غلظتهاي. )٣جدول  (نشان داد) R29(د يگلوکورون‐٦مرفين 

 يكمتر يجدب نور، )١٠٠٠ ng/mlمثلا (  بالاي اين تركيباتبسيار

  . از حساسيت متد را داشت

 دي گلوكورونيد‐٦و  ٣مرفين  فقط از بين تركيبات آزمايش شده

 .)٣شكل  (بود ديگلوکورون‐٦مرفين  بالايي باواکنش متقاطع داراي 

در  بروز اين تداخل احتمالبالا،   واکنش متقاطعبا وجود اين

 غلظت هاي ، دليل اين مسئله.بسيار پائين استنمونه هاي باليني 

ويز جسرم به دنبال تدردي گلوكورونيد ‐٦ و ٣مرفين بسيار پائين 

ل ــــــيشتر موارد حتي قابـــــــدر بكه ها است، اوپيوئيد 

  .)٦( نميباشد گيري هانداز

  

 
 

 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

  )نمونه = Qc S,  =نمونه هاي كنترل كيفي (نحوه نمونه گذاري يك پليت: ١شكل 
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 M6G دي گلوكورونيد با ٦و  ٣واکنش متقاطع مربوط به مرفين : ٣ شكل

 

 
 

  .و كنترل كيفيت )NSB(پيوندهاي غير اختصاصي   نتايج آزمايش يك كيت بر روي نمونه هاي استاندارد،:١جدول 

   گلوكورونيد– ٦غلظت مرفين  جذب نوري انحراف معيار

(ng/ml) 
 نمونه

٠١١٨/٠  ٤٠٩/٠  ٣/٣٣٣ ١استاندارد    

٠٠٦/٠  ٤٢٨/٠ ٢استاندارد  ١١١   

٠٠١/٠  ٥١٩/٠  ٩٦/٣٦ ٣استاندارد    

٠٠١/٠  ٦١٦/٠  ٣١/١٢ ٤استاندارد    

٠٠١/٠  ٧٥٥/٠  ٠٩٩/٤ ٥استاندارد    

٠٠١/٠  ٩٥٠/٠  ٣٦٥/١ ٦استاندارد    

٠٢٣/٠  ١٧١/١  ٤٥٤٥/٠ ٧استاندارد    

٠١٢/٠  ٤٤٥/١  ١٥١٤/٠ ٨استاندارد    

٠٠١/٠  ٦٠٦/١  ٠٥٠٤/٠ ٩استاندارد    

٠٠٣/٠  ٦٣٨/١  ٠١٦٧٨/٠ ١٠استاندارد    

٠٢٥/٠  ٠٣١/٠  ٠ NSB 

٠٣٢/٠  ٦٥٥/٠ ١كنترل  ١٠   

٠١٤/٠  ٥٠٠/٠ ٢كنترل  ٥٠   

٠٥٤/٠  ٤٤٠/٠ ٣كنترل  ١٠٠   
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  ٥٧                                                                                              گلوكورونيد۶ مرفين  غلظتاندازه گيري                                                                  داروئي       علوم 

 

  . در يك پليتB0 چاهك مربوط به ٢٤جذب نوري : ٢جدول 

١٩٩/١  ٢٥٦/١  ٣٠٢/١  ٠٨٧/١  ٢٦/١  ١٥١/١  

٢٥٦/١  ١٨/١  ٣٤٨/١  ١٥٥/١  ٠٥٧/١  ٢٣٣/١  

٢٨٧/١  ٢٢/١  ٢٧٩/١  ١٦٤/١  ٠٨٧/١  ٢٩٦/١  

٢٦١/١  ٢٣١/١  ٣٣٦/١  ١٤٢/١  ١٨٨/١  ٢٨٠/١  

گينميان  ٢٢/١  

٠٨/٠  انحراف معيار 

  

  .ايجاد شده توسط اوپوئيد هاي مختلفگلوکورونيد ‐٦مرفين غلظت ظاهري : ٣جدول 
  

  غلظت تست شده :، ايجاد شده توسط(ng/ml)گلوکورونيد ‐٦مرفين غلظت ظاهري 

(ng/ml)  ديامرفين   گلوكورونيد‐ ٣مرفين   نورمرفين  نالورفين  كدئين  مرفين 

٠٤١/٠ ٠٨٤/٠ ٠٩٨/٠ ٠١٠٤/٠ ٠١٠٦/٠ ٠٤٢/٠ ٠/١٠٠٠ 

٠٣٥/٠ ٠٩٥/٠ ٠٤٦/٠ ٠٩٤/٠ ٠١١٥/٠ ٠٩٦/٠ ٠/١٠٠ 

٠٣٨/٠ ٠٩٢/٠ ٠٣٥/٠ ٠١١٥/٠ ٠٢٧/٠ ١١٠/٠ ٠/١٠ 

٠٣٢/٠ ٠٩٦/٠ ٠٢٧/٠ ٠١٢٢/٠ ٠٢٩/٠ ٠٦٨/٠ ٠/١ 

٠١٧/٠ ٠٩٠/٠ ٠١٨/٠ ٠١٣٨/٠ ٠١١/٠ ٠١١١/٠ ١/٠ 

٠٠٨/٠ ٠٨٣/٠ ٠١٢/٠ ٠١٣٤/٠ ٠٠٦/٠ ٠٩٥/٠ ٠١/٠ 

  

  ماهنگي منحني استاندارد سرم و بافرميزان ه: ٣‐٥

 براي محلول هاي استاندارد » غلظت‐ يجذب نور«دو منحني 

 يجذب نور ،ولي منحني استاندارد سرمموازي بودند  سرم و بافر

با توجه به اين كه  منتها ).P < 0.05و  R2=٢٣٤/٠ (تري را داشتكم

 جذباستاندارد هاي سرمي هم كمتر از براي   B0  يجذب نور

 درصد بهدارد هاي بافر بود، در صورت محاسبراي استان B0 ينور

جذب استاندارد ها به   يجذب نورنسبت (براي هر غلظت اتصال 

، تفاوت بين منحني هاي استاندارد بافر و سرم )مربوطه B0 ينور

و  R2=٠٤١/٠(به حداقل رسيد و اختلاف بين آنها معني دار نبود 

P > 0.05.( اد كه منحني استاندارد تهيه شده در اين نتايج نشان د

بافر و سرم يك شكل و مشابه بودند و انتظار مي رفت كه در 

 ١:٢٠، ١:١٠ در رقت هاي ي كهصورتي كه منحني هاي استاندارد

 هسمقاي.  سرم تهيه شود، اين تشابه حتي بيشتر باشد١:٤٠يا 

ان نمودار استاندارد در اين سه غلظت با منحني استاندارد بافر نش

ابر اين ـبن). P > 0.05(معني دار نيست  نيزداد كه تفاوت بين آنها 

مي توان در تست هاي انجام شده به جاي منحني استاندارد تهيه 

   .شده در سرم از مشابه تهيه شده در بافر استفاده نمود

  تغييرات درون روزي و بين روزي: ٣‐٦

و وده پنج منحني استانداد تهيه شده در يك پليت، يكسان ب

و  (P<0.001) اختلاف معني داري بين منحني ها وجود نداشت

 براي )%Coefficient Variation, CV(ضريب انحراف نسبي  ميانگين

 اين نشان .)٤جدول  (بود% ٢٣/٣ ± ٢٦/١معادل ) N=5( غلظت ٩

.  مناسب بودن تكرار پذيري درون روزي متد مي باشدهدهند

نشان داد كه شباهت بين دارد استانمنحني هاي  بين روزي هسمقاي

در . بودهنوز در حد قابل قبول آنها كمتر از حالت فوق بوده ولي 

ضريب انحراف  درصد ميانگين اين بررسي نشان داده شد كه

بوده كه قابل  % ٢٣/٩ ± ١/٣معادل ) N=5( غلظت ١٠براي نسبي 

 مناسب بودن تكرار هاين نشان دهند .)٥جدول  (قبول مي باشد

  .رون روزي متد مي باشدپذيري ب

  بر روي متدپوششاثر مدت زمان : ٣‐٧
 اين اطلاعات نشان داد كه تفاوتي بين (Dunnett Test) دانت آناليز

گلوکورونيد ‐٦ و نمونه هاي مرفين NSBمنحني هاي استاندارد، 

 و (P > 0.05) ندارد وجود پوششزمان هاي مختلف  در سرمي در

 ها را در بچ هاي بزرگتر لذا مشخص شد كه مي توان پليت

  . نگهداري كرد٤ C° و تا زمان آزمايش در دماي پوشش داده

   بازيافتتست : ٣‐٨

گلوکورونيد ‐٦مرفين از ) ١٠٠ ng/ml و ٥٠و ١٠(براي سه غلظت 

و % ٩/١٠١، %٢/٩٨ به ترتيب معادل بازيافتدر سرم، ميزان 

  ).٦جدول (بود % ٣/١٠٥
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  . منحني استاندارد از يك پليت٥مربوط به  ضريب انحراف نسبي و درصد انحراف معيار و ريميانگين جذب نو: ٤جدول 
  

 ميانگين جذب نوري انحراف معيار درصد ضريب انحراف نسبي

   گلوکورونيد‐٦مرفين غلظت 

(ng/ml) 

٣٣/٣٣٣ ٢٠٨٨/٠ ٠١٠/٠ ٨٠٦/٤ 

١١/١١١ ٢٢١٠/٠ ٠٠٨/٠ ٨٢٦/٣ 

٩٦/٣٦ ٢٥٤٨/٠ ٠٠٤/٠ ٤٥٣/١ 

٣١/١٢ ٢٩٤٢/٠ ٠١٣/٠ ٤١٥/٤ 

٠٩٩/٤ ٣٧٢٤/٠ ٠٠٥/٠ ٢٦٨/١ 

٣٦٥/١ ٤٦٣٨/٠ ٠١٨/٠ ٩٧١/٣ 

٤٥٤٥/٠ ٥٨٩٢/٠ ٠١٦/٠ ٦٥٠/٢ 

١٥١٤/٠ ٧٠٨٠/٠ ٠٢٠/٠ ٨٧٢/٢ 

٠٥٠٤/٠ ٨٤٤٤/٠ ٠٣٢/٠ ٨٣٣/٣ 

  

  . پليت٥ منحني استاندارد از٥مربوط به  ضريب انحراف نسبي و درصد وانحراف معيار ميانگين جذب نوري: ٥جدول 
  

 ميانگين جذب نوري انحراف معيار د ضريب انحراف نسبيدرص

 (ng/ml) گلوکورونيد‐٦مرفين غلظت 

٣٠/٣٣٣ ٥٦٦/٢٠ ٨٩٦/١ ٢١٩/٩ 

٠٠/١١١ ٥٩٥/٢١ ٩٢٩/١ ٩٣٣/٨ 

٩٦/٣٦ ٠٧١/٢٥ ٩١٣/٢ ٦١٩/١١ 

٣١/١٢ ٨٣٢/٢٨ ٧٥٦/٣ ٠٢٧/١٣ 

٠٩٩/٤ ٣٨٩/٣٦ ٠٣٩/٤ ١٠٠/١١ 

٣٦٥/١ ٤٣٩/٤٥ ٤٥٩/٥ ٠١٤/١٢ 

٤٥٤٥/٠ ١٨١/٥٨ ٣٢٦/٥ ١٥٤/٩ 

١٥١٤/٠ ٩٨١/٧١ ٦٩٦/٦ ٣٠٢/٩  

٠٥٠٤/٠ ٥٠١/٨٣ ٧٨٧/٥ ٩٣٠/٦ 

٠١٦٨/٠ ٤٦٥/٩٢ ٧١٧/٢ ٩٣٨/٢ 

 

  ).Recovery(نتايج تست بازيافت : ٦جدول 
  

 انحراف معيار در صد بازيافت
ميانگين غلظت اندازه 

 (ng/ml)گرفته شده 
 گلوکورونيد‐٦مرفين غلظت تهيه شده 

(ng/ml) 

٥/١ ٢/٩٨ ٨٢/٩ ١٠ 
٤/٥ ٩/١٠١ ٩٥/٨٠ ٥٠ 
٧/١٠ ٣/١٠٥ ٣/١٠٥ ١٠٠ 
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  بحث‐٤
مختلف از  اندازه گيري با توجه به عدم حساسيت روش هاي

، نياز به  بالاييبا کار آكروماتوگرافي  گازكروماتوگرافي وجمله 

مرفين اندازه گيري راي ـــــــــــيك روش حساس و دقيق ب

 يزايالامتد .  بوددر نمونه هاي مختلف ملموس ديگلوکورون‐٦

 بالا و ماتريسداراي اثرات  )٧( نيه ريچارد ارائه شده توسط

 بود و از ي يكساننمونه ها نتايج مربوط بهبين اختلاف بالايي 

  .حساسيت پائيني برخوردار بود

 R29 و M6G–ovalbuminرقت هاي مناسب با انتخاب ما توانستيم 

 وسيع تري از همحدود و دادهافزايش روش را حساسيت 

با اضافه . نماييماندازه گيري را  ديگلوکورون‐٦مرفين غلظتهاي 

، نيز ن در بافر فسفاتژلاتي% ١با محلول بلوکه کردن كردن مرحله 

باعث شد له مرحن يابعلاوه افزودن . متد افزوده شدبر حساسيت 

. ي سرم نيز به صورت چشم گيري كاهش يابدماتريساثرات كه 

تمام مراحل از با تغيير بافر مورد استفاده در افزوده اي تاثيرات 

PBSGT به TBSGT همراه با EDTA (pH = 7.0)  مشاهده گرديدنيز.  

 تغييرات فوق منجر به كاهش چشم گيري در اثرات اگرچه

 كه با رقيق كردن وجود داشتهنوز اين اثر  سرم شد ولي ماتريس

 منتها اين عمل موجب نمونه هاي سرمي، بر اين مشكل غلبه شد

براي نمونه هاي سرمي كمتر از نمونه هاي  شد كه حساسيت متد

و سرم به  حساسيت متد براي نمونه ها در بافر .بافري باشد

 كه البته بايد توجه داشت كه اين است ng/ml 0.76و  0.038 ترتيب

ارائه و بسيار بيشتر از حساسيت  كارآمد بوده حساسيت مناسب و

 مي باشد الاـــــ بيي با کار آرايکروماتوگراف توسط روش شده

)5 ng/ml  با استفاده ازml 1.0، )١٤(  پلاسما٠,٥ ng/ml  با استفاده

، )١٦( پلاسما ٠,٦ ml با استفاده از ng/ml 5، )١٥(  پلاسماml 0.6از

0.5 ng/mlبا استفاده از ml 5، )١٧(  پلاسما٠,٥ ng/ml با استفاده از 

ml علاوه بر تفاوت چشم گير در ميزان . ))١٨( پلاسما ١

ت اين متد، مقادير بسيار كمي از نمونه ها براي ـــــحساسي

اين مزيت بخصوص در زماني كه ). µl 20(گيري لازم بود  اندازه

، اهميت خود را ر نباشديذپامکان مقادير زياد نمونه ه يته

نمونه هاي  چنين مواردي مي توان لهاز جم. دهشان مي دـــــن

را نام  ينخاع‐يع مغزيمايا نمونه هاي خوني نوزادان و كودكان 

 ديگلوکورون‐٦مرفين آنتي بادي استفاده شده براي  .برد

بود دي گلوكورونيد ‐٦و  ٣مرفين اختصاصي بود و تنها استثناء 

قابل اطع واکنش متق آن ng/ml 100الاتر از ــــكه در غلظتهاي ب

ها ــــداشت، منتد يـــــــگلوکورون‐٦مرفين توجهي با 

بسيار پائين مونه هاي باليني ــــمال بروز اين تداخل در نـــاحت

در نمونه هاي دي گلوكورونيد ‐٦ و ٣مرفين  ، چرا كهمي باشد

دريافت كرده اند در غلظت هاي اوپيوئيد پلاسمايي افرادي كه 

د در غلظتهاي غير قابل اندازه گيري بسيار كم و در بيشتر موار

مرفين ي د براــذا مي توان گفت كه اين متـــل )٦(وجود دارد 

  .اختصاصي مي باشدد يگلوکورون‐٦

بررسي هماهنگي منحني هاي استاندارد در بافر و سرم نشان داد 

بافر  منحني مربوط به  يجذب نوردو منحني موازي بوده و كه 

آنها  يهاونديپدرصد  همقايس بود كه در صورت بيشتركمي 

مشخص شد كه دو منحني يكسان بوده و تفاوت معني داري بين 

اين تطابق زماني بيشتر ملموس بود ). P > 0.05(ها وجود ندارد آن

با منحني هاي استاندارد تهيه شده در را كه منحني استاندارد بافر 

تفاوت بين اين منحني ها با منحني . كنيمسرم رقيق شده مقايسه 

بنابراين استفاده از بافر ) P > 0.05 (همربوط به بافر معني دار نبود

ني استاندارد قابل قبول بوده و استفاده از بافر براي براي تهيه منح

اين منظور هم مناسب تر بوده و هم اين كه مواد بيولوژيكي كمتر 

  .تلف مي شد

پليت  نشان داد كه مي توان تعداد زيادي وششپتست مدت زمان 

را جهت تست ها آماده نمود و در زمان هاي مناسب از آنها 

رات درون روزي و بين روزي پائيني متد داراي تغيي. استفاده كرد

  . قابليت تكرارپذيري متد استدهبود كه نشان دهن

  

  نتيجه گيري ‐٤

با تغييرات درون روزي و پذير اين متد يك روش حساس، تكرار 

اين متد، يك . ي و تداخل كم استماتريسبين روزي پائين، اثرات 

 با اثر  نمونه١٠روش ساده و آسان بوده و هم زمان حداقل 

 دريك پليت قابل ،الا مانند نمونه هاي سرميـــــي بماتريس

ي ماتريس در صورتي كه نمونه ها فاقد اثر واندازه گيري مي باشد 

  .  نمونه در يك پليت قابل اندازه گيري مي باشد٣٥باشند حتي تا 

  

  تشكر و قدرداني ‐٥

 آموزش پزشكي، به جهت مؤلفين از وزارت بهداشت و درمان و

  .تحصيلي كمال تشكر را دارد هياعطاء بورس
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