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  :إ
	اءات ا���� 


�� ا	��� : أوً� �:    

واحدة نظراً تجريبية البعدى لمجموعة  – القبليطريقه القياس  باستخدام التجريبيباحثة المنھج ال استخدمت
  .مته لطبيعة ھذا البحث ئلم�


�ت ا���� �� 
ً��
�:   

  :ا	���ل ا	���ى  .١

 . با=سكندرية الرياضيسموحة  بنادي ا8صحاءعلى عينة من الرجال كبار السن  أجرى البحث

 

 : ا	��
�ا	���ل  .٢

 . ٣٠/٦/٢٠١٠:  ٢٨/٤/٢٠١٠من  الفترةخAل  لمدة شھرين للبحث ةا8ساسي التجربةتم إجراء  

 

  : ا	���ا��ا	���ل  .٣

 بنادي) زيومينالجم(وسحب عينات الدم داخل ،  القياسات البعديةووإجراء القياس القبلي  البدنيتم ممارسه النشاط  �

 . با=سكندرية الرياضيسموحة 

بمعھد البحوث  –على عينات الدم بقسم المناعة )  IL-2 , IL-10(عملية الخاصة بكل من تم إجراء التحاليل الم �
 .جامعة ا=سكندرية  –الطبية 

محمد فؤاد خميس / بمعمل الدكتور –ون التستوسيترون تم إجراء التحاليل المعملية الخاصة بقياس مستوى ھرم �
 . ريةا=سكند –محرم بك  –الرصافة  –التحاليل الطبية  أخصائي

 

 
ُ��
  : ���� ا���� : �

من ) ٩(وقد بلغ حجم العينة  با=سكندرية الرياضيسموحة  ناديية من رواد داختيار عينة البحث بالطريقة العمتم 
، ) سنتيمتر٤.٧٧٩±١٦٥.٦٢٥(، والطول) سنة٥.٣٤٥±٦٦.٥٠٠(بمتوسط عمر السن ا8صحاء الرجال كبار

  . تبعد أحدھم =صابته بفيروس بالكبد ، وقد أس) كيلوجرام١٨.٣٧٥±٩٣.٧٥٠(الوزن

  

��ر ا	�
" !�وط ا��#:  

 

  صحاءا8 الذكور أن تكون العينة من -

 سنة  ٦٠أ` يقل السن عن  -

 H.B.s                        اي اضطرابات ھرمونية او فيروسات في الكبد أن يتمتع بصحة جيدة ويخلو من -

Ag – H.C.v IgG )  (مثل معروفة بتأثيرھا على الوسائط المناعية  ةمزمنمناعية  مراضاو اي ا
استبعاد الذين خضعوا لعمليات جراحية كالقلب  وتموكذلك الخلو من امراض السكر . الروماتويد والحساسية 

 .المفتوح 

 مدةو المكلفين به البدنيأن يكون جميع أفراد عينة البحث على معرفة مسبقة بفكرة البحث وأھميته والنشاط  -

 .نتھاء منھا تجربة وخAل وبعد ا=جربة وكذلك موافقتھم على سحب عينات الدم قبل إجراء الإجراء الت
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٢٩


$ ا	��� �% &'�(�:  

توصيف افراد ) ١(و يوضح جدول  ا`ساسية المتغيرات فيجميع أفراد العينة  د من تجانسقامت الباحثة بالتأك
  ) الطول  -وزن ال  - العمر الزمني ( عينة البحث فى المتغيرات ا`ساسية 

  

  ) ١( جدول 

للمتغيرات ا`ساسية للبحث لحساب تجانس عينة البحث "   Z" م المتوسط الحسابى و ا`نحراف المعيارى  و قي 
  سميرنوف للعينة الواحدة -بطريقة كولموجروف

 ١.٩٦) = ٠.٠٥(الجدولية عند مستوى د`لة  )z(قيمة  -

 ٢.٥٨) = ٠.٠١(الجدولية عند مستوى د�لة  )(z قيمة -

 
مما يدل على عدم ) ٠.٠٥(ند مستوى د�لة المحسوبة أقل من القيمة الجدولية ع Zقيم ان )  ١( جدول يتضح من 

في تلك  يدل على تجانس العينة ساسية وھذاالمتغيرات ا-الواحدة فى  العينة ة بين افرادإحصائي �لةد ذات قووجود فر

  .المتغيرات

 

ت : را��ً�
� ا����
 ��
  : أدوات وو 

  :الباحثة عدة وسائل لجمع البيانات الخاصة بالبحث وتشمل  استخدمت

١(  "� :ا	�-�,+ت ا	�()

 

ومقابلة اعضاء ھيئة التدريس  العربية وا`جنبية بعد اطAع الباحثة على الكتب العلمية والمراجع والدراسات السابقة
،  قيد البحث) التستوستيرون(بقسم الفسيولوجي بكلية الطب جامعة ا=سكندرية لتحديد ا=ختبارات الخاصة بالھرمونات 

مستويات الوسائط المناعية بحديد التحاليل المعملية الخاصة عھد البحوث الطبية جامعة ا`سكندرية لتو أستاذ المناعة بم
نتيجة 8داء لھا تحدث  التييمكن من خAلھا التعرف على التغيرات  التي)  ١٠ -انترلوكين ، ٢-وكينترلان( بالدم

  :كذلك لتحديد كل ٍ من و ، الخاص بالبحث  البدنيالنشاط 

 

 لدم المطلوبة كمية ا �

 ) سيرم أو بAزما ( نوع العينة  �

 ) بعدى  – بيني – قبليقياس ( توقيتات سحب عينات الدم  �

 ات وكذلك نوع أنابيب الحفظ المستخدمةعينطريقة فصل وحفظ ال �

 قيمة   ا`نحراف المعياري  المتوسط الحسابي  وحدة القياس  المتغيرات ا8ساسية

Z 

 ٠.٥٠٩  ٥.٣٤٥± ٦٦.٥٠٠  سـنة  العمر الزمني .١

 ٠.٥١٨ ١٨.٣٧٥± ٩٣.٧٥٠  كيلو جرام  الوزن .٢

 ٠.٤٤٩ ٤.٧٧٩± ١٦٥.٦٢٥  سنتيمتر  الطول .٣

٢٩

o b e i k a n d l . c o m



 
٣٠

 .أسلوب معالجة العينة قبل إجراء التحاليل  �

 

 :من  ◌ٍ  قامت الباحثة بإجراء عدة مقابAت شخصية مع كل ثم

لمناقشة البحث وتم ھيئة التدريس بقسم العلوم الصحية كلية التربية الرياضية للبنات جامعة ا`سكندرية  اعضاء -
 . وشدته ممارسة النشاط البدنيتحديد مدة اجراء التجربة وعدد مرات 

  

.  الرياضيسموحة  ناديسموحة ، مدير أمن  بنادي الرياضي، مدير النشاط  الرياضيسموحة  ناديعام مدير -

 نيزيومالجمبالسير المتحرك  واستخداموذلك 8خذ الموافقة على دخول وتطبيق التجربة الخاصة بالبحث 

  )١(مرفق  .با=سكندرية  الرياضيسموحة  بنادي

 

  :ا12���رات ا	�0�(/�" �. ا	���  )٢

   :و ���� الخاصة لجمع البيانات  ا`ستماراتقامت الباحثة بتصميم بعض 

 –الوزن  –الطول  -ا`سم ( فراد عينة البحث في المتغيرات ا8ساسية + ا`ولية تاستمارة تسجيل البيانا •


	�()البدني  زمن اداء النشاط –الرقم الخاص بكل فرد  -العمر الزمني� ٢(  

 , IL-2ھرمون التستوسيترون (البحث قيد المتغيرات البيوكيميائية  فيتسجيل بيانات أفراد العينة  استمارة •

IL-10 ,   ()٣ رفقم( 

معدل  –المسافة  –الزمن  –السرعة ( السير المتحرك جھاز على البدنيتسجيل بيانات أداء النشاط  استمارة •

	�(. البدنيقبل وبعد النشاط ) ات القلب بضر�٤( 

٣(  "�/)� :ا	���  ��ا45��ة ا	�0

 

	�(. ) Treadmill(جھاز السير المتحرك  �� ٥(  

 ) سم(م جساس طول اللقي )Restameter(ر تيمجھاز الريستا �

 ) كجم(لقياس وزن الجسم  الطبيجھاز الميزان  �

 ) Centrifuge(لفصل عينات الدم  المركزيجھاز الطرد  �

 ) IL-2 , IL-10(لقراءة تحليل ) ELISA( ا8لوانجھاز قراءة  �

 بالزئبق ضغط الدم جھاز قياس  �

 . سماعة طبية �

  

 :ا5دوات ا	�0�(/�" �. ا	��� )٤

  
 ) .Eppendorf(جمع وحفظ عينات الدم  عدد مناسب من أنابيب �

 .ن نقلھا إلى المعمل لحفظ عينات الدم لحي  (Ice Box)صندوق ثلج  �

مرة واحدة لسحب عينات الدم حجم  لAستعمال) Medical Syringes(مجموعة من الحقن البAستيكية المعقمة  �
٣سم٥(

. ( 

 . طبيقطن  �

 ) .ب�ستر(3صقة  شرائط �

 ) .Tourniquet(ضاغط  �

 ) .Antiseptic Solution( موضعير مطھ �

 ) .IL-2( ٢- انترلوكينخاصة للكشف على ) (Kitsمواد كيميائية  �

 ) .IL-10(  ١٠ -نانترلوكيعلى  مواد كيميائية خاصة للكشف �
٣٠

o b e i k a n d l . c o m



 
٣١

  

 :ا	-���1ت ا	�0�(/�" �. ا	���  )٥

  

-  �
 :ا��
���ت ا����

  

 .رب سم لقياس طول الجسم 8ق الريستاميترجھاز  استخدامتم : قياس الطول  •

 .لقياس وزن الجسم 8قرب كجم  الطبيجھاز الميزان  استخدامتم : قياس الوزن  •

 .للبحث  القبلي8قرب شھر عند بداية القياس  الزمنيتم حساب العمر ) : السن( الزمنيالعمر  •

  

-  �
��
�
  :ا��
���ت ا��
�آ
 

 :8مراض متمثلة في قامت الباحثة بإجراء تلك القياسات للتأكد من خلو أفراد العينة من ا

 Fasting Blood Sugar( mg/dl(صائم  قياس مستوى السكر بالدم •

   mg / dl (Serum Cholesterol( ستروليالكولقياس مستوى  •

   )  ( H.B.s Ag – H.C.v IgGقياس فيروسات الكبد  •

 )  T( ھرمون التستوسيترون  •

 ) Interleukin- 2(  ٢ -انترلوكين •

 ) . Interleukin- 10( ١٠ -انترلوكين •

  

-  �
����
 : ا��
���ت ا���

  

 Pulse Rateالقلب  ضرباتمعدل قياس  •

 Blood Pressure Measurementالدم  قياس ضغط  •

  

 
ً$�
  : ا�)�	�� ا� )'&���: %
  

قوامھا على عينة  ١٤/٤/٢٠١٠قامت الباحثة بإجراء التجربة ا�ستط�عية  يوم ا�ربعاء الموافق 
  -:إلى  ، وتھدف ھذه التجربةة البحث ا�ساسية من الرجال من عين ٣عدد 

  

 السير المتحرك و كيفية تشغيلهصAحية  من  التأكد  .١

 تحديد بداية الجھد البدني على السير المتحرك  .٢

 ستمارات الخاصة بذلكلقياس وكيفية تسجيل البيانات با=ا ةقيالتعرف على طر .٣

ساسية والتعرف ينة أثناء تطبيق التجربة ا8د العفرالى الصعوبات التي يمكن ان تواجه أالتعرف ع  .٤

 .على كيفية التغلب عليھا

  


  :ا�.'-ات ا�)�,�+*� (
	اء ا���� :   
د ً
  

�/8" ا	�0,-" 	���7 .  ١. ��� :ا�42اءات ا	

 
  - :وھى ... قبل بدء إجراء التجربة ا8ساسية للبحث  التمھيديةقامت الباحثة ببعض ا=جراءات 

  
٣١
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٣٢

سموحة ومقابلتھم شخصياً لتعريفھم بالبحث وذلك 8خذ  ناديإدارة  مديريبلة بعض السادة ومقا ا8تصالتم   -
زيوم والتأكد من سAمة جھاز السير ينمودخول الج الناديدخول والموافقة منھم على تطبيق التجربة 

 .لتطبيق التجربة وتحديد ميعاد إجراءات البحث المتحرك 

 

تجربة البحث  فيالمشاركة  في ا8كيدةالبحث بحيث يكون لديھم الرغبة تم مراعاة أخذ موافقة أفراد عينة  -
 لكيلسحب عينات الدم منھم 8كثر من مرة ، وذلك  استعدادھمدون إجبار من الباحثة ، مع  شخصيبدافع 

بالتواجد  التزامهوضرورة  على السير المتحرك كل فرد من أفراد العينة أقصى جھد يؤديتضمن الباحثة أن 
 تطبيق التجربة ليعود ذلك على الدراسة بنتائج أفضلفترة 

 

تم حصر أفراد عينة البحث ومقابلتھم =جراء التحاليل المعملية الخاصة بضبط العينة ، وكذلك جمع البيانات  -
 ا`ستمارات فيوتسجيلھا  ) الوزن –الطول  –تاريخ الميAد  – الزمنيالعمر  – ا`سم( الخاصة بكل فرد 

)�	
� ٢( 

  

) Kits(المواد الكيميائية وتم  تحضير  الخدمات العلمية في المتخصصةالتنسيق مع إحدى الشركات تم  -

 .١٠-لوكين رتن، ا ٢- لوكينرتنمن االخاصة للكشف على كل ٍ

  

تم التنسيق مع إحدى المعامل للتحاليل الطبية وذلك 8جراء التحاليل الخاصة بمستوى تركيز ھرمون   -
 الكوليسترولمستوى  –قياس مستوى السكر ( لضبط العينة  الخاصةليل ا8خرى التستوسيترون وبعض التحا

 )الكشف عن فيروسات بالكبد  –

  

 :قاء محاضرة على أفراد عينه البحث تناولت خAلھا النقاط اzتية لقامت الباحثة بإ  -

 

 .التطبيقية بالنسبة لھم  وأھميته وأھدافهتوضيح فكرة البحث  �

 . ) على جھاز السير المتحرك المشي(المطلوب منھم القيام به  بدنيالتوضيح طبيعة النشاط  �

  البدنيبعد أداء العمل بين وھا قبل واتشرح طريقة أخذ عينات الدم وتوقيت �

  حتى نھاية التجربة  ستمرارا8وأھمية . ميعاد إجراء التجربة  فيلتزام بالتواجد مع أفراد العينة با= فاقا=ت �

 جريتأ التي لجميع نتائج التحاليلبإعطاء كل فرد من أفراد العينة تقارير معتمدة وشاملة  توضيح إلتزام الباحثة �

ھد يعود سھم تجاه أداء التجربة وبذل أقصى جحمافترة تطبيق التجربة وذلك ليكون بمثابة حافز يزيد من 
 بالنفع على نتائج البحث 

 .عينة خاصة بالدراسة بل أفراد الوأسئلة مطروحة من ق ستفساراتإ أيا=جابة على  �

  

 .٢ . "��; ا	��� وا	���," ا1�15�<=: 

  
(  البدنيأداء النشاط  اشتملت والتي) ٣٠/٦/٢٠١٠(إلى ) ٢٨/٤/٢٠١٠(تم إجراء التجربة ا8ساسية خAل الفترة  �

 :، وقد راعت الباحثة بعض الشروط عند تحقيق النشاط البدني أ` وھي   )المشي على السير المتحرك 

 ة الفروق الفردية بين افراد عينة البحث مراعا )١

في  كيقاف المشي على السير المتحروذلك من خAل إ( ث من والسAمة لعينة البحعوامل ا8مراعاة  )٢
 )عراض للتعب حالة الشعور بأي أ

 اسابيع)  ٨(تم تحديد الفترة الزمنية =جراء تجربة البحث ومدتھا  )٣

) ٢٤(ا`سبوع وقد بلغ حجم الوحدات الكلية / مرات ) ٣(تم تحديد عدد الوحدات ا`سبوعية بواقع  )٤

 وحدة 

 )دقيقة ٤٠:٢٠(تم تحديد زمن الوحدة في المرة الواحدة من  )٥

حمل متوسط  تم التدرج في شدة النشاط البدني على ا`سابيع التدريبية خAل فترة اجراء التجربة بشدة )٦
 ٦.٥-١.٦(من اقصى حدود لقدرة الفرد حيث تراوحت السرعة من % )  ٧٠-٥٠( تتراوح بين

 .) ساعة/كم

٣٢
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٣٣

 .تم مراعاة مبدأ التدرج في زيادة الحمل طبقا ً لقدرة كل فرد على حدة  )٧

 

� "8>�?
� : �42اء =��," ا	��� ا�1�1�" ا	(>@ات ا	

  
  : ا����� ا��
�س -١

 

تمام الساعة الثامنة صباحاً وذلك بمقر  في) ٢٨/٤/٢٠١٠(تجمع أفراد عينة البحث يوم ا8ربعاء الموافق  �
 . الرياضيسموحة  الجمنيزيوم بنادي

 

التحاليل المعملية مدون بھا أسماء أفراد العينة ورقم  أخصائيالتسجيل لمساعد  ستماراتإقامت الباحثة بإعطاء  �
 .خاص لكل فرد وتوقيتات سحب عينات الدم 

 

٣سم٥( وريديتجربة وقد تضمن القياس سحب عينات دم قبل بدء ال القبليتم إجراء القياس  �
لكل فرد على حده ) 

 .مباشرة  البدنيقبل وقت أداء النشاط 

 

 ٦.٥-١.٦(السرعة  من حيثلكل فرد على حده  الجھد البدنيحديد المشى على السير المتحرك وذلك بتتم اداء  �

معدل ضربات (من  ◌ٍ  البيانات الخاصة بكلمن ا8داء وأخذ  نتھاءا=ثم  )دقيقة ٤٠:٢٠(من والزمن) ساعة/كم
 ) .المسافة –القلب 

 

 وريديمباشرة وسحب عينة دم  البدنيمن أداء النشاط  ا`نتھاءلكل فرد بعد   تم إجراء القياس البعدى ا8ول �

٣سم٥(
. ( 

 

كيز نقلھا إلى المعمل لقياس مستوى تروتم  Ice Boxجمع عينات الدم التي تم سحبھا داخل صندوق ثلج تم  �
جراء القياسات الخاصة بالوسائط المناعية =و إجراء عملية فصل عينات الدم تمھيداً ) T(ھرمون التستوسيترون 

 .جامعة ا=سكندرية  –عمل وحدة المناعة بمعھد البحوث الطبية مب) ١٠ -انترلوكين،  ٢ -انترلوكين( 

  


! �ا� ا��
�س -٢ : 

 

وذلك بعد ا`نتھاء من ) ٢٦/٥/٢٠١٠(يوم ا8ربعاء  فيلقياس القبلي بعد شھر من إجراء ا البينيتم إجراء القياس  �
 .من كل فرد على حده  وريديمباشرة وسحب عينات دم  البدنيأداء النشاط 

 

فصل  =جراء عمليةوتم نقلھا إلى المعمل  Ice Boxتم سحبھا داخل صندوق الثلج  التيتم جمع عينات الدم  �
ل وحدة المناعة بمعھد البحوث الطبية لحين إجراء القياسات الخاصة بالوسائط عينات الدم وحفظھا ونقلھا إلى معم

 ) .١٠- نانترلوكي،  ٢ -نانترلوكي( فيالمناعية المتمثلة 

  

 : ا��
�س ا��%$ى -٣

 

 وريديوأشتمل القياس على أخذ عينة دم ) ٣٠/٦/٢٠١٠(الموافق  ا8ربعاءيوم  في النھائيتم إجراء القياس  �

٣سم٥(
مستوى تركيز ھرمون لكل فرد من أفراد العينة وذلك لقياس مباشرة  البدنينشاط أداء ال بعد) 

 .وتم تسجيل البيانات الخاصة بالبحث ،  ١٠-انترلوكين ،  ٢ -انترلوكينومستوى  التستوسيترون

 

تم جمع عينات الدم داخل صندوق الثلج وتم نقلھا إلى المعمل =جراء القياس الخاص بمستوى تركيز ھرمون  �
، وتم إجراء عملية فصل عينات الدم تمھيداً لنقلھا إلى معمل وحدة المناعة بمعھد البحوث الطبية  تستوسيترونال

 ) .IL-10 – IL-2(وإجراء القياسات الخاصة بالوسائط المناعية 

  

�   

  
٣٣

o b e i k a n d l . c o m



 
٣٤


�ت ا	/م و =?��8�� .  ٣.  ٦�% B�1 "-8�C : 

 
التحاليل الطبية بربط  أخصائييقوم مساعد ) المشي( البدنيكل فرد من إفراد العينة من أداء النشاط  انتھاءبعد  �

 .راع بالضاغط ليظھر الوريد ذال

الحقن البAستيكية المعقمة  ستخدامإبمن الوريد ) ٣مس٥(التحاليل بسحب عينة دم مقدارھا  أخصائييقوم مساعد   �
 .مرة واحدة  لAستعمالالخاصة 

 .ان سحب عينة الدم وتغطيته بالبAستر التحاليل بنزع الضاغط وتطھير مك أخصائييقوم مساعد  �

يتم تفريغ الدم من كل حقنة فى ثAثة أنابيب لحفظ الدم لكل فرد من أفراد العينة تمھيداً لعملية فصل 8جراء  �
، وذلك منعا ً =عادة إستخدام نفس ا8نبوبة  )١(وھرمون التستوسيترون) ٢(التحاليل الخاصة بالوسائط المناعية 

 .ر لما لدورات الحفظ وا=ستخدام المتكررة من تأثير سلبي على معد`ت القياسات المطلوبةلقياس متغير آخ

سم ا –تاريخ سحب العينة  –الرقم الخاص بكل فرد  – ا`سم(ويدون عليھا  ا8نابيبيتم وضع الAصق على  �
 ) .القياس

 .إلى المعمل  حتى يتم نقلھا Ice Boxاخل صندوق الثلج يتم جمع عينات الدم ووضعھا بحرص د �

 
  

 : Serum) ا	�)D(� "-8�C)D ا	0��م .  ٤.  ٦

 
 :تم إتباع الطريقة التالية لعملية فصل السيرم داخل المعمل ي �

  

  .دقيقة لدعم تفاعAت تكون الجلطة  ٣٠م مدة  ◌ْ  ٣٧الدم فور وصولھا للمعمل في حضانة أنابيب يتم وضع    -

  .دة ساعة للمساعدة على تقلص الجلطة م لم ◌ْ  ٨-٢يتم وضع أنابيب الدم في ثAجة    -

وذلك حتى ينفصل ) دقيقة/ لفة ١٥٠٠(سرعته ) Centrifuge( مركزيجھاز طرد  فييتم وضع ا8نابيب   -
 .السيرم نھائياً عن الجلطة المتكونة بحيث يكون السيرم أعلى ا8نبوبة والجلطة أسفلھا 

 . يةماصة أوتوماتيك ستخدامإببرفق يتم سحب السيرم   -

 –القياس  اسم – ا`سم( ويدون عليھا ) Eppendorf(يتم وضع السيرم لكل فرد من أفراد العينة فى أنابيب   -

 ) .التاريخ –الرقم 

للحفاظ على مستوى الوسائط المناعية حتى ميعاد إجراء )  مئوية ٣٠ْ-(توضع كل ا8نابيب فى الفريزر عند   -
   .محل البحث  ١٠ -انترلوكين،  ٢ - انترلوكينالخاصة بكل من  ا`ختبارات

  

٥.  ٦   . E� Dس آ��H "-8�C)2-LI 10و-IL ( : 
  

وھي طريقة  )٢(شكل رقم  ELISA   على تقنية الـ  )IL-10 و IL-2(عتمدت طريقة قياس كل من أ -
 او الـ ) السيتوكينات محل البحث( Antigenمعملية لتحديد وجود وقياس مستوى اي من  الـ 

Antibodyبإنزيم معين ثم معالجة ھذا ا`نزيم بالـ  الناتج عن اتحادھما عليم المركب المناعيعن طريق ت 

Substrate  الخاص به. 

 

 :وه  آ�IL-10(    �0 و IL-2(/.�ات )�� وا-$ة �+� �*  �( ا)'��د -

  

فيھا كين المطلوبة لAختيار بمعلومية عدد العينات المطلوب قياس السيتو   Wellsتم تحديد عدد اzبار  )١
معلومة التركيز والتي تجرى بصورة متوازية مع العينات محل    Standard مضافا ً إليه العينة العيارية

حث في كل عينة من عياري ومنه يتم احتساب قيمة السيتوكين محل البرسم المنحنى ال البحث وتستخدم في
 . العينات المعطاه على حده

جدارھا اجسام مضادة للسيتوكين  ىعل ويلتصقستيكية خاصة مصنوعة من لدائن بWells   Aھذه اzبار  )٢
   . المطلوب قياسه

٣٤

o b e i k a n d l . c o m



 
٣٥

في حالة ) ng/ml ١٥٠٠ : ٠ (بتخفيفات محسوبة )ميكروليتر ٥٠(  Standardعياريةيتم اضافة العينة ال )٣
IL2  ٢٥٠: ٠( و من (pg/ml في حالة IL10في الـ Wells   المحددة ، كما يتم اضافة)من ) ميكروليتر ٥٠
  .آخرى بتنسيق مرتب    Wellsينات محل البحث في الع

ميكروليتر من محلول معد مسبقا ً من اجسام مضادة للسيتوكين  ٥٠وبدون فترة حضانة يضاف مباشرة  )٤
  .   Biotinحل البحث مرتبطة بمادة البيوتينم

ساعة دة لم) مئوية ْ◌  ٢٥:  ١٨(بشريط `صق وتوضع في درجة حرارة الغرفة    Wells يتم تغطية الـ )٥
من  ◌ٍ  رج  ، وخAل ھذه الفترة يتم التفاعل ويتكون المركب المناعي بين كلالعدم  ويراعى ونصف

في ا8تجاه  Biotinجسام المضادة احدھما به مادة البيوتين السيتوكين محل البحث محاطا ً من الجھتين با`
  .الحر 

غير المتفاعلة من كل عينة مستخدمة وكذلك بعد ا`نتھاء من فترة التحضين يتم التخلص من بقايا المواد  )٦
  .   Wellsداخل الـ    Standardالعينة الـ 

غسيل ستخدام محلول بإ ميكروليتر ٣٠٠مرات بــ  )٥( Wellsالـ  جميعل خطوة غسيل تم عمليبعد ذلك  )٧
  . )(Wash Bufferمعد مسبقا ً مخفف 

لكل الــ  Streptavidin – HRPالــ    من مركب ًسلفا  دميكروليتر من محلول مع ١٠٠ثم يتم اضافة  )٨
Wells  حيث يقوم الـ Streptavidin رتباط بمادة  مع المركب المناعيبدور الرابطAوذلك لميله الشديد ل

  .بدور ا`نزيم  HRPبيتما يقوم الـ  Biotinالبيوتين 

لمدة  بشريط `صق وتوضع في درجة حرارة الغرفة فتره حضانة Wellsبعد ذلك يتم تغطية الـ  )٩
  .) ٧(كما في الخطوة   Wells، ثم بعدھا يتم غسل جميع الـ   )دقيقة٣٠(

سابقة التجھيز والتي تقوم  TMB (Tetra Methyl Benzidine(من مادة ميكروليتر  ٥٠ة ثم يتم اضاف )١٠
دة رك التفاعل فترة حضانة لمت، ثم ي) ٨(الذي يتم اضافته في الخطوة  HRP=نزيم الـ  Substrateبدور الــ 

تيجة تفاعل ن Wells  في درجة حرارة الغرفة خAلھا يتم ظھور الوان متباينة الدرجة في الـ ) دقيقة ١٥(
   TMB Substrateمع الـ  HRPا=نزيم 

على  Wellثم يتم قياس درجة اللون لكل  Well/ميكروليتر ٢٥يتم ايقاف ظھور اللون بحامض قوي  )١١
عند طول موجي  O.D (Optical Density(ضوئية عنه بالقراءة المعبرا ً  ELISAجھاز قارئ 

  . )نانوميتر٤٥٠(

عياري ويتم حساب تركيز في رسم المنحنى ال Standardعيارية م التخفيفات المتتالية للعينة التستخد )١٢
(  ـبالسيتوكين في كل عينة من عينات البحث بمعلومية القراءة الضوئية ويكون الناتج تركيز معبر عنه 

  . ) IL-10ملليلتر في حالة /بيكوجرام( و )  IL-2تر في حالة ملليل/نانوجرام
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ت وإ:  �
� ا����

ت ا(��
��
	اء ا� 
/� ���
01:  
  

 )٣ ����(  غھا فى استمارات تسجيل شاملةيالبعدية وتم تفرلقبلية وتم جمع البيانات من خ
ل القياسات ا
  .لمعالجتھا احصائيا ً تمھيدا ً )����٤(

  

صغر حجم عينة ل  ى معالجة البيانات نظراً ف ، )١٨)(١٥(حصاء ال
بارامترى حثة ا-استخدام البا
  ) : spss- 20(حصائى ستخدام حزمة التحليل ا-البحث ، وبإ

  

  .سميرنوف  –ختبار كولموجروف إ •

  " .نولكوكس" المجموعات المتزاوجة ل  شاراتإختبار رتب إ •

   .المتوسط الحسابى •

  .نحراف المعيارى ا- •

  ).لسبير مان براون (رتباط  معامل ا- •

  .اى للفروقمربع ك •

  " .كوھين " ـثير لمعادلة حجم التأ •
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