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طراحي یک روش الایزای رقابتي جهت ارزیابی 
قدرت سرم ضد سم مار 

bb

چكید ه 

جهت تعیین توان  پتانســی سرم پلی والان ضد سم مار در خنثی کردن ســم، از مجموع سموم  مارهای ناجا ناجا اکسیانا، ویپرا 
لبتینا، ویپرا آلبیكورنوتا، اکیز کاریناتوز، پسیدوسراســتوس پرسیوس و آجیســترودون هالي استفاده شده است. LD50 یا دوز 
کشــنده در موش µg 6/5 در هر موش تعیین شده است. روش خنثی ســازی سم  جهت تعیین پتانسی سرم  ضدسم مار، الایزای 
رقابتی و LD50 )یک روش درون تن(  است. از  این دو روش جهت تعیین پتانسی در 15 نمونه سرم اسب هایپرایمن استفاده شد. 
نتایج الایزای رقابتی برای تعیین پتانسی نشان داد که رقت 1/12000 سرم اسب هایپرایمن توان مهار 50 درصد سم را دارد. الایزای 
رقابتی با سنجش بیولوژیكی رایج LD50 که یک روش درون تن است مورد مقایسه قرار گرفت. همبستگی معناداری بین تیترهای 
الایزا و مقادیرLD50 در ســطح معناداری P≥0/01 و r=0/95 مشاهده گردید، که نشان می دهد  روش مورد مطالعه در این پژوهش 
در شــرایط in vitro  )برون تن(  می تواند ظرفیت خنثی ســازی آنتی بادی های سرم را همانند سنجش بیولوژیک in vivo )درون 
تن( با دقت بالا تخمین بزند. نتایج پژوهش حاضر نشان می دهد روش الایزای رقابتی با قابلیت اندازه گیري مقدار کمپلكس آنتي 

ژن- آنتي بادی  می تواند جایگزین مناسبی برای روش  خنثی سازی کشندگی  در محیط درون تن باشد.

کلمات کلیدي: الايزا، سم مار، کارايي سرم، خنثی سازی
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The venom of Naja naja oxiana, Vipera lebetina, Vipera albicornouta, Echis carinatus, Pseadocerastus persicus and 
Agkistrodon halys snakes are used to determine the potency of the polyvalent sera in neutralizing the venom. LD50 
value per mouse was determined 6.5 μg. Neutralizations methods for obtaining potency of anti venom are competitive 
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) and in vivo assay (ED50). Both of these tests were performed to esti-
mate the serum potency in 15 samples of hyper-immune equines. Results of competitive ELISA showed that 1/12000 
diluted serum can inhibits 50 percent of antigens. Competitive ELISA was compared with current biological assay 
ED50. Significant correlations between ELISA titers and values of ED500 at level of P≤ 0.01 and r=0.95 was observed, 
that indicates competitive ELISA can estimate antibody neutralizing capacity of the serum as well as the in vivo assay. 
The results of present study shows C-ELISA that measures Ag-Ab complex can used as a suitable replacement method 
for lethal neutralizing in vivo method.
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مقدمه
و ديگر جانوران زهردار موتیف هاي  مارها  تکامل،  تاريخ  در مسیر طولاني 
لحاظ  از  که  کردند  ارائه  را  پروتئین ها  از  جديدي  و  پیچیده  ساختاري 
دارويي طیف وسیعي از گیرنده ها و کانال هاي يوني را با تمايل اتصال ويژه 
و بالا هدف قرار مي دهند. برخي از اين پپتیدهاي سمي بقدري اختصاصي 
هستند که قادر به تعیین تمايزهايي در زير مجموعه هاي موجود در يک 
گیرنده مي باشند)16و17و 25 (. اگر چه تحقیقات اولیه سم ها در جهت 
درمان مارگزيدگي ها صورت مي گرفت ولیکن امروزه ديدگاه هاي موجود بر 
جانوران زهردار به طور چشم گیري تغییر کرده است. اطلاعات بدست آمده 
از اين ديدگاه هاي تازه شامل اهداف وسیعي از اين ملکول هاي زيستي است 
عملکرد  بررسي  دارويي جهت  ابزارهاي  و  نشانه  ملکول هاي  عنوان  به  که 
 )24 و   11 و   9 و   2( مي روند  کار  به  يوني  وکانال هاي  گیرنده ها  زيستي 
اطلاعات مربوط به اين ملکول ها منجر به تولید ترکیبات رهبر براي طراحي 

داروهاي مناسب در مسايل بالیني شده است )18(.
مهم جهت  آزمايشگاهي  عوامل  از  يکي  مار  پتانسي سرم هاي ضد  بررسي 
تايید سرم تهیه شده براي خنثي سازي سم مار يا سموم مارهاي مورد نظر 
 in vivo مي باشد. توانائي خنثي سازي سموم مار معمولاً با روش بیولوژيک
انجام مي شود   )minimum effective dose) ED50 نام  با   lethality assay
)20(. در اين تحقیق تلاش مي گردد يک روش الیزاي رقابتي طراحي گردد 

تا بتواند بصورت (in vitro) پتانسي سرم ضد مار را اندازه گیري نمايد و در 
نهايت نتايج هر دو روش مقايسه مي گردد. روش in vitro ويژگي هايي دارد 
که عبارتست از سادگي اجرا، زمان بري کمتر، تکرارپذيري بیشتر و نهايتاً 

هزينه هاي مناسب تر.  
مسلماً بهره برداري کردن از روش هاي بیولوژيک in vivo به علت بکارگیري 
حیوانات آزمايشگاهي سختي هاي بیشتري دارد که هم از نظر کارکردن با 
حیوان وهم از نظر اقتصادي مسائل بیشتري ايجاد مي نمايد جايگزيني ويا 
مقايسه اين روشها با روشهاي آزمايشگاهي in vitro راحت تر وارزانتر انجام 

مي شود )7 و 10 و 22(.  

مواد و روش کار
LOWRY سنجش پروتئین به روش

متداول ترين روش تعیین کل پروتئین روش Lowry می باشد. اساس اين 
روش واکنش پروتئین ها با معرف فولین تحت شرايط قلیائی با مس و احیای 
است.  رنگ  آبی  مولیبدنوم  هتروپلی  به  اسید  تنگستیک  فسفومولیبديک 
نتیجه کار رنگ آبی پر رنگ می باشد حساسیت اين آزمايش0/1-1 میلی 

گرم پروتئین در میلی لیتر است. 
در اين سنجش از پروتئین استاندارد BSA    استفاده می شود که غلظت اولیه 
آنmg/ml 1 می        باشد و از آن، رقت های مختلف از صفر تا صد میکرولیتر 

بررسی یک روش الایزای رقابتی جهت...
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شد   رسم  غلظت ها  از  محدوده  اين  در  استاندارد،  منحني  و  گرديد  تهیه 
)شکل 1(. برای بدست آوردن میزان پروتئین نمونه مجهول با توجه به اين 
نمودار و در دست داشتن میزان جذب نمونه مجهول، غلظت پروتئین در 

نمونه مجهول به دست می آيد. 

تهیه آنتی بادي کونژوگه شده با آنزیم پراکسیداز
گلیکوپروتئین ها  اتصال  براي  استاندارد  روش هاي  از  يکي  پريدات  روش 
مي باشد. پريدات طي يک روند دو مرحله اي دو ماکروملکول را به هم متصل 
مي نمايد و در سال 1974 اين روش پیشنهاد شد، روشي است که بازده بالا 
و قابل توجه دارد. اين روش هم براي اتصال هاپتن هاي حاوي قند )مانند 

ديگوکسین( و هم براي گلیکوپروتئین ها )مانند HRP( قابل اجرا است.
نحوه  مي گردد.  فعال  پريدات  حضور  در  قندي  گروه  ابتدا  روش  اين  در 
آزاد  آمین  گروه هاي  ابتدا  اولیه  روش  در  است  ترتیب  بدين  شدن  فعال 
توسط 1فلورو 2 و 4 دي نیتروبنزن بلوک شده و سپس عمل فعال شدن 
الکلي موجود در ساختمان  اکسیداسیون عوامل  با  پريدات  انجام مي شود. 
قند، باعث ايجاد دو عامل آلدئیدي فعال مي شود. با ديالیز، پريدات اضافي 
خارج گرديده و آنگاه در مرحله بعد پروتئین دوم )ايمونوگلوبولین( افزوده 
سديم  افزودن  با  پايان  در  و  شده  کامل  گلیکوپروتئین ها  بین  واکنش  و 

بورهیدرات پیوند پايدار مي گردد )20(.

تعیین غلظت آنتي ژن و کونژوگه آنزیمي
جهت بدست آوردن بهترين غلظت برای آنتي ژن و مناسب ترين رقت برای 
کونژوگه آنزيمي برای روش الايزا  ابتدا، سم مار را بر اساس میزان پروتئین 
بدست آمده با غلظت های مختلف )µg/ml ./5µg/ml 1 و 2µg/ml( در چاهک ها 
خوابانده و با روش الايزای مستقیم در مرحله بعد رقت های مختلف کونژوگه 
آنزيمی )1/15، 1/25، 1/50، 1/100، 1/200، 1/400، 1/800، 1/1500، 

1/2000، 1/3000 و 1/4000( را با آن چک نموده تا با استفاده از نتايج 
بهترين  برابر  در  مار(  )پروتئین سم  ژن  آنتي  غلظت  بهترين  آمده  بدست 
آنزيم  با  ترکیب شده  ونوم  آنتي  اسب حاوی  آنزيمي )سرم  رقت کونژوگه 
 checkerboard آزمون  به  الايزا  در  روش  اين  مي آيد  بدست  پروکسیداز( 

معروف است.        

الایزای رقابتی
کوتینگ

برای اين کار از محلول سم مار به عنوان آنتي ژن با غلظت μg/ml 1 توسط 
بافرکربنات pH =9/6  0/05 M  تهیه شد و با حجم 100 میکرولیتر در هر 
چاهک بارنشیني شد، پلیت  به مدت يک شب در دمای 4 درجه سانتي گراد  
قرار گرفت و در مرحله بعد شستشو چاهک ها با استفاده از بافرشستشو:  

pH=6/8 PBS )0/01 M ( + %0/05 Toween20  انجام گرفت.

بلاکینگ
بلاکینگ توسط بافر بلاک که عبارتست از : )بافرشستشو + 5% شیر خشک(   
به حجم 250 میکرولیتر به چاهک ها اضافه شده  و در دمای اتاق به مدت 
چاهک ها  شستشو  بافر  از  استفاده  با  مجدداً  سپس  شد.  انکوبه  ساعت   2

شسته شدند.

انجام واکنش رقابتي
آنتي  حاوي  اسب  سرم  نمونه هاي  از  آنتي بادي  کونژوگه  تهیه  براي  ابتدا 
ونوم مخلوطي تهیه گرديد و با سولفات آمونیوم 35% رسوب داده و رسوب 
 HRP آنزيم  با  پريدات  به روش  ايمونوگلوبولین است  را که حاوي  حاصل 
 M ( + %0/05 Toween20 :نشاندار شد، سپس با استفاده از بافر رقیق کننده
pH=6/8 PBS )0/01 رقت 1/1500 از کونژوگه آنتي بادي تهیه گرديد، سپس 

شكل 1- نمودار استاندارد پروتئین )غلظت در برابر جذب نوری(
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 ،1/1000  ،1/500 مختلف  رقت های  با  سرم ها  محلول  اين  از  استفاده  با 
 ،1/8000  ،1/6000  ،1/5000  ،1/4000  ،1/3000  ،  1/2000  ،1/1500
1/10000، 1/12000، 1/16000، 1/20000، 1/24000و 1/32000 تهیه 
شدند. از اين رقت ها به حجم 100 میکرولیتر به هريک از چاهک ها اضافه 
کونژوگه  و  ونوم  آنتي  حاوی  اسب  سرم  نمونه های  روش،  اين  در  گرديد. 
آنزيمي برای چسبیدن به سم مار با هم رقابت مي کنند تا کمپلکس آنتي 
ژن – آنتي بادی را تشکیل دهند لذا براي هر سرم يک چاهک کنترل نیز 
در نظر گرفته شد که به آن چاهک 100 میکرولیتر از کونژوگه رقیق شده 
با همان رقت 1/1500 بدون سرم اضافه مي شود. پلیت ها به مدت 2 ساعت 
در دمای اتاق انکوبه شدند، پس از طي زمان انکوباسیون5 بار شستشو با 

بافر شستشو انجام شد.
آماده  سوبسترای  از  میکرولیتر   100 چاهک ها  به  سپس  سوبسترا: 
کروموژن Substrate Solution BM Blue اضافه شد و 20 دقیقه در دمای 
 50 کردن  اضافه  با  واکنش  سپس  شدند.  انکوبه  تاريکی  شرايط  و  اتاق 
نتايج  نانومتر  و در طول موج 450  )1M )H2SO4 متوقف شد  میکرولیتر 

قرائت گرديد)3 و 4 و 5 و 8 و 13(. 
در انتها براي بررسي درصد مهار هر يک از سرم ها  از فرمول زير استفاده 

شد. طبق مطالعات Stiles  و همکارانش در سال 1994 )27(. 

)ED50 تعیین( in vivo روش خنثی سازی سم مار در
براي انجام اين آزمايش ابتدا بايد دوز کشنده را بدست آورد.

تائي  آزمايش 5 گروه 6  اين  در   :)ED50( تعیین کشندگی سم مار  

 PBS از استفاده  با  که  است  اينصورت  به  کار  روش  انتخاب شدند.  موش 
)M 0/01( غلظت μg/ml 100 از سم تهیه شد. سنجش ها با استفاده از 5 سطح  
)تعداد گروه موش ها( با  فاکتور رقت (Dilution factor)  1/1.2 انجام شد. 
تزريق طوري صورت مي گیرد که به طور متناوب شاهد مرگ و میر بیشتر 
در گروه های اول و مرگ و میر کمتر در گروه های آخر باشیم )از غلطت بالا 
به غلظت پائین(. از محلول مورد نظر 0/5 میلی لیتراز طريق مسیر درون 
وريدی به موش تزريق  شد )6 و 21 و 26(. 48 ساعت پس از تزريق آمار 
 Spearman)اسپرمن کربر نرم افزاري   برنامه  با  و  بررسي شد  مرگ و میر، 

Karber) آنالیز انجام شد و میزان LD50 تعیین گرديد )2(. 

نمونه برداری و آماده سازی نمونه ها
به  کشندگی  خنثی سازی  مار:  سم  کشندگی  خنثی سازی  تست 
از  متغیری  مقادير  با   PBS در  ثابت سم حل شده  مقدار  مخلوط   وسیله 
آنتی ونوم انجام می گیرد که نسبت ونوم به آنتی ونوم به عنوان يک سطح 
در نظر گرفته شد و تزريق به موش ها در 6 سطح با استفاده از فاکتور رقت 
(Dilution factor) 1/1.5 انجام گرفت به طوری که تزريق در گروه آخر که 
به عنوان گروه کنترل است فقط با سم و PBS انجام شد. در گروه های اول 
تا پنجم به ترتیب از دوز آنتی ونوم کاسته می شود. لوله هاي حاوي مخلوط 
تهیه شده از ونوم و آنتي ونوم به مدت 30 دقیقه در 37 درجه سانتیگراد 
انکوبه شدند، سپس تزريق درون وريدی 0/5 میلی لیتر به هر موش انجام 
موش های  تعداد  تزريق  انجام  از  پس  ساعت   48  .)  26 و   21 و   6( شد 
 Spearman) کشته شده و زنده بررسي شد و با برنامه آنالیز اسپرمن کربر
 LD50 مورد استفاده Dose Challenge .محاسبه شد ED50 میزان (karber

5 انتخاب شد )2(. 

جدول 1-  نتایج آزمون checkerboard  الایزا برای غلظت های مختلف سم پلی والان به عنوان آنتی 
ژن در برابر رقت های مختلف کونژوگه آنزیمي

Ag )غلظت های مختلف سم(                   

2μg/ml1μg/ml 0,5 μg/mlconjugate

1/5781/4591/3701/15

1/4821/2851/5831/25

1/4361/5891/3281/50

1/3653/0061/9051/100

3/2592/9061/9691/200

3/2272/7221/7281/400

2/5561/8091/3431/800

1/0021/3231/5121/1500

0/9871/1210/4111/2000

0/8020/9520/3311/3000

0/5350/8980/2981/4000

بررسی یک روش الایزای رقابتی جهت...
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نتایج 
تعیین مقدار غلظت پروتئین سم مار

از روش لوری در سنجش پروتئین کل، مقدار  نتايج حاصل  از  با استفاده 
 (mg/ml) غلظت پروتئین آنتي ژن سم مار محاسبه  گرديد که میزان آن

15/5 گزارش شد. 

نتایج تست الایزا
جهت تعیین بهترين غلظت آنتی ژن در برابر رقت مناسب کونژوگه آنزيمي، 
اعداد بدست آمده از جذب نوری در طول موج 450 نانومتر بدست آمده که  
نتايج  آزمون checker board در جدول 1 آمده بطوری که 1 میکروگرم 
در میلي لیتر به عنوان  بهترين غلظت سم پلي والان و رقت 1/1500 برای 

کونژوگه آنزيمی انتخاب گرديد.
منحنی تغییرات جذب رقت های آنتی بادی کونژوگه به منظورتعیین رقت 
مناسب برای ادامه کار ترسیم شد و آن بخش از نمودار که جذب نوری به 

عدد 1 نزديک تر است به عنوان بهترين نقطه انتخاب شد. 
در ادامه با توجه به نتايج بدست آمده از جدول 1،  الايزای رقابتی برای 15 
سرم اسب در رقت های مختلف تیتر شد از آنجا که ما دامنه ای از جذب های 
به دست آمده )1/736 - 0/956( برای مهار 50 درصد تعريف شد، در تمامی 

نمونه ها رقت 1/12000 بهترين نقطه برای مهار %50 می باشد )جدول2(.

تعیین کشندگی  LD50 و تعیین نتایج حاصل از تست بیولوژیک 
خنثي سازی LD50 در موش ها با 15 سرم پلی والانت

از  پس  مطالعه  مورد  موش های  تايی   6 گروه   5 تعداد  از  حاصل  نتايج 
ابتدا  داده شد،  توضیح  بطوری که در قسمت روش ها  آزمون خنثي سازی 
اسپرمن  نرم افزاري  برنامه  با   LD50 میزان  آوردن  بدست  برای  محاسبات 
کربر(Spearman Karber) آنالیز انجام شد و میزان آن تعیین شد)جدول 3(. 
از آنجا که در تحقیقات داروئي بدست آوردن دوزي از ترکیب مورد نظر که 
پاسخ را در نصف جمعیت آشکار کند بسیار مورد توجه است که عموما آنرا 
دوز موثر میانگین يا ED50 مي گويند و براي محاسبه آن نیز از روش هاي 
آماري Probit و Spearman-Karber استفاده مي شود که در اين تحقیق 
از روش اسپیرمن کربر استفاده شده است. فرمول باز اين برنامه در رفرانس 

شماره 2 ذکر شده است و نتايج بدست آمده به ترتیب زير گزارش شد.
1) ED50=38/734μg/mL          2) ED50=728/30 μg/mL  
3) ED50=760/00 μg/mL    4) ED50=775/52 μg/mL  
5) ED50=753/53μg/mL   6) ED50=871/66 μg/mL  
7) ED50=856/01 μg/mL   8) ED50=800/56 μg/mL  
9) ED50=937/24 μg/mL   10) ED50=763/33 μg/mL  
11) ED50=880/58 μg/mL   12) ED50=804/34μg/mL  
13) ED50=840/72 μg/mL   14)ED50831/75 μg/mL  

جدول2- درصد مهار آنتی بادی کونژوگه با آنتی بادی سرم با استفاده از نتایج الایزای رقابتی  

151413121110987654321
Sera No

Seradilut

82,985,183,988,485,5909190,890,49089,784,28384841/500

79,783,18086,583,287,188,38889,687,887,982,282,383821/1000

78,578,57881,179,681,883,882,187,886,2585,481,278,882811/1500

73,477,374,48177,48179,881,784,581,981,580,675,681,3801/2000

68,37068,276,77171,47676,481,77878,278,974,979,7761/3000

6763,860,570,769,369,87572,378,971,973,778,27377,372,31/4000

66,75962,66968,26771,57277,569,372,877,162,170,865,91/5000

56,757,457,463,364,565,861,267,67368,6572,564,961,168,262,11/6000

48,85758,7546157,358676968,269,959,759,666,856,31/8000

4852,146,85357,453,252,26665,463,767,254,458,561541/10000

47,936,840,548,950,346,44850,96051,266,450,25357,2511/12000

39,633,93839,649,24543,34958,946,65448,950,951,6491/16000

35,832,235,238,844,539,238,843,556,434,149,747,649,348,247,21/20000

34,718,63336,441,633,53342,146,83348,745,947,246,341,31/24000

229,22513382831,73242,530,432,54141,840381/32000
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15( ED50=777/81 μg/mL     

از جذب های نوری تعريف شده حاصل از تیترهای آنتی بادی به دست آمده 
در الايزای رقابتي و مقدار ED50 های محاسبه شده، جهت ارتباط بین اين 

دو پارامتر  استفاده می شود.
میزان   ،ED50 تست  و   ELISA آزمون  از  حاصل  داده های  نتايج  مقايسه 

همبستگي مناسب 0/904 را نشان مي دهد )شکل 2(. 

بحث
بر گرفته  از جهان را در  از مسائلی است که گستره وسیعی  مار گزيدگی 

ساخته  مطرح  جهانی  بهداشت  سازمان  در  را  بسیاری   مشکلات  و  است 
رويکردهای مختلفی همچون  با  اين سازمان  راستا  است )12(. در همین 
با  از دارو های درمانی تا حدودی توانسته است  سروتراپی و توسعه بعضی 
خنثی سازی سموم مار درصدی از مشکلات موجود را کاهش دهد و تلاش 
کرده است، با ارائه راهکارهای مناسبی در زمینه بهداشتی با خنثی سازی 
 in) و با تکنیکی مثل الايزا (in vivo) سم به صورت پیش بالینی در موش ها

vitro) بتواند بر اين مشکلات فائق بیايد )15 و 18و 28 (. 
برای  را  الايزائی  Rungsiwongse و همکاران در سال 1991  در مطالعات 
  Naja naja siamensis تعیین کمیت آنتی بادی ها در برابر سم نوروتوکسین
به عنوان آنتی ژن بررسي نمودند در اين مطالعه که از سم خام و تخلیص 

 جدول 3- تعیین میزان DL50 با نرم افزار اسپرمن کربر

شكل2- نمودار همبستگی تیتر ELISA با DE 05 در سرم پلی والانت

Death
Total
(mL)

PBS
(mL)

Venom 
(at 1000 μg/mL)

Level

6/63,5003,4360,064 mL9,18μg

6/63,5003,4470,053  mL7,65 μg

6/43,5003,4560,044  mL6,38 μg

6/23,5003,4630,037  mL5,31 μg

6/03,5003,4760,024  mL3,54 μg

Upper confidence=6,99
LD50=6,50 μg

Lower confidence=6,04

بررسی یک روش الایزای رقابتی جهت...

ELISA
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با  که  بود  گونه ای  به  الايزا  بادی  آنتی  تیترهای  بود  ه  شد  استفاده  شده 
ترتیب  به  و  بررسی  آنها  همبستگی  تن ضريب  درون  سازی  تست خنثی 
P≥0/001(0/82( و0/94)P≥0/001( گزارش شده است )23(. در مطالعه 
که  دادند  1997نشان  سال  در  همکاران  و   Alape-Girón, A هم  ديگری 
 Bothrops سموم  برابر  در   Micrururus nigrocinctus ونوم های  آنتی 
multicinctus و Nothechis scutatus تیتر شدند و هیچ ارتباطی بین قدرت 
آنتی ونوم ها برای محافظت در برابر کشندگی و تیتر های الايزا غیر مستقیم 
در مقابل هر يک از سموم ذکر شده وجود ندارد. پس نتیجه می گیريم آنتی 
نوروتوکسین  زهر های  کشندگی  اثر  گونه  يک  سرم  در  موجود  بادی های 
همولوگ را نسبت به سموم هترولوگ بهتر خنثی می سازد )1(. مطالعات 
ديگر از Maria, W. S در سال 2001 نشان می دهد که سیستم الايزای غیر 
در   anticrotalic و   anti bothrophic ونوم های  آنتی  قدرت  برای  مستقیم 
نمونه های جمع آوری شده روی کاغذ فیلتر استفاده شد و سموم موجود 
و   ED50بین را  کار گرفته شد که ضريب همبستگی  به  الايزا  انجام  برای 
تیتر های الايزا در برابر سموم Bothrops jararaca و Crotalus durissus را 
  )r=0 /8و P≥0/001( و )r=0 /78و P≥0/001( بررسی و آنها را  به ترتیب

گزارش کردند )14(.
در مطالعه ای Solano, G و همکاران در سال 2010 ضريب همبستگی قدرت 
تیتر های آنتی بادی الايزا و مقادير ED50 رادر برابر کشندگی 4LD50 سم 
Bothropsasper را قابل قبول و ضريب همبستگی در سطح )P≥0/001 و 

r=0 /92( را مشاهده کردند )26(.
در پژوهش حاضر الايزای رقابتی برای تخمین قدرت آنتی بادی های موجود 
 Naja در سرم اسب  های هايپر ايمن  علیه مارهای سمی ايران بنام های
 naja oxiana, Vipera lebetina, Vipera albicornouta, Echis carinatus,
با  است.  شده  طراحي   Pseadocerastus persicus ،Agkistrodon halys
به  نگاهی  داشتیم،  را  کونژوگه  و  سرم  بادی  آنتی  رقابت  اينکه  به  توجه 
جذب های نوری به دست آمده و رنگ واکنش نشان می دهد حضور آنتی 
بادی بیشتر سرم در چاهک ها باعث ايجاد سیگنال کمتری شده است و در 
نتیجه منحنی به دست آمده نیز معکوس می باشد. و در رقت 1/12000 
سرم  و  کونژوگه  نوع  دو  هر  در  آنتی ژن-آنتی بادی  مولکول های  کمپلکس 
تقريبا به صورت برابر است، بنابراين رقابت بین کونژوگه و سرم برای اتصال 
به آنتی ژن 50 به 50 می باشد يا به عبارت ديگر 50 درصد از آنتی  ژن ها با 

آنتی بادی کونژوگه و 50 درصد بقیه با آنتی بادی های سرم مهار شده اند.
در اين پژوهش از 15 نمونه سرمی استفاده شده، به دلیل مقدار سرم و آنتی 
بادی های بکار رفته در هر سطح و آمار مرگ و میر متفاوت موش ها، مقدار 

ED50 تک تک سرم ها فرق کرده است.
قدرت خنثی سازی سرم پلي والان در هر دو درون تن و برون تن تخمین 
زده شد و ارتباط شديدا معناداری )P≥0/01 وr=0/95( بین تیتر های الايزا 

و خنثی سازی در محیط بیو  لوژيک  مشاهده شد.
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