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  A2اندازه گيري هموگلوبين 

  
  

يكي از تست هاي تشخيصي مهم جهت تأئيد وجود بتا تالاسمي مينور تعيين درصد هموگلوبين 
A2   هموگلوبين .مي باشدA2 ازه گيری نمودير اندزرا می توان به روش های:  

  کروموتوگرافی تعويض يونی - 
  ستون ميکرو-١   
   ٢-HPLC )کروماتوگرافی تعويض يونی کاتيونيک(  
  الوشن الکتروفورزاستات سلولز همراه با -
  با استفاده از ستون ميکرو  A2هموگلوبين ندازه گيری ا

وده آه بر اساس جامد ب –آروماتوگرافي تعويض يوني از انواع آروماتوگرافي هاي مايع 
بر . واآنش متقابل گروههاي باردار مولكول هموگلوبين و رزين ، جداسازي صورت مي گيرد

. روي رزين يونهايي وجود دارد آه قابل تعويض با يونهاي همبار خود در هموليزات مي باشند
  . استفاده مي گردد  DEAE52در اين روش از رزين آنيونيك دي اتيل امينواتيل سلولز 

  
  :ساس روش ا

  بافر برسد PHرزين به  PHتورم رزين با بافر و به تعادل رسيدن آن با بافر تا  - ١
 اضافه نمودن هموليزات به ستون  - ٢
 ا قدرت يونيك بافر ي PHجداسازي انتخابي اجراي نمونه بوسيله تغيير  - ٣

با استفاده ازستون  به روش آروماتوگرافي ستوني A2در اندازه گيري هموگلوبين 
  . ين يا بافر تريس استفاده نموديستوان از بافر گلا ميميکرو

  
مي باشد و  (KCN)سين و سيانور پتاسيم يبافر اول ترآيبي از گلا: سين يروش گلا )١

بافر دوم همان ترآيب بافر اول به همراه آلرور سديم مي باشد آه با اضافه نمودن نمك 
ن ها را از ستون خارج مي به بافر دوم قدرت يوني آن افزايش يافته و ساير هموگلوبي

متر طوري تنظيم شود  PHيك مولار و به آمك  HCLرزين بايد توسط  PH. سازد
بوده و بالاتر از نقطه ايزوالكتريك  A2آه پائين تر از نقطه ايزوالكتريك هموگلوبين 

رزين و  یساير هموگلوبين ها باشد ، لذا بلافاصله پس از جذب هموليزات به رو
 ،بصورت يك حلقه از ستون خارج مي شود  A2فر اول ، هموگلوبين اضافه نمودن با

از  نيز سپس با اضافه آردن بافر دوم ، با افزايش قدرت يوني ، ساير هموگلوبين ها
 . ستون خارج مي شوند

 
از محلول ذخيره تريس سه بافر با . مي باشد NCCLSروش پيشنهادي :  سروش تري )٢

PH ۵/به آمك   ٧،  ٣/٨،  ٨HCL جداسازي در اين روش بر . يظ تهيه مي گرددغل
)  ٣/٨( بافر دوم  PHدر اين روش . بافر صورت مي گيرد  PHاساس تغيير در 

  )از ستون خارج مي شود  A2هموگلوبين  PHدر اين ( بسيار مهم مي باشد 
           ه در آزمايشگاهها آمتر مورد استفاد) بافر  ٣( اين روش بدليل استفاده از بافرهاي متعدد    

با استفاده از بافر تريس  A2قابل ذآر است آه درصد هموگلوبين . قرار مي گيرد
 روش هم چنين در مقايسه با.گلايسين ميباشدتر از روش استفاده از بافر نمختصري پائي

  . دارد PHين حساسيت آمتري به تغييرات مختصر يستريس ، بافر گلا
  



 

مي توان  A2مناسب جهت جداسازي هموگلوبين  PH وسين يبا تهيه رزين با بافر گلا
طول رزين داخل ستون بايد (  .را نيز جدا آرد ميباشند Sنمونه هايي آه حاوي هموگلوبين 

  )افزايش يابد 
  .بدليل عدم ساخت رزين و بافر در آزمايشگاهها مراحل آنترل آيفي آن ذآر نميگردد 
  

در ايران بر اساس آروماتوگرافي موجود  A2آيت هاي اندازه گيري هموگلوبين اکثر
بافر دوم  A2 جدا سازی هموگلوبين کهسين مي باشد يتعويض يوني با استفاده از بافر گلا

( با تهيه لولـه تـوتال .صورت می گيرد Developerبافر اول يا همان محلول  به کمک 
محاسبه  A2درصد هموگلوبين  بجای استفاده از بافر دوم )آب مقطر به همراه هموليزات 

  . مي گردد
  

با توجه به دستورالعمل درون آيت مي باشد لذا از ذآر آن خودداري مي : روش آار 
  .گردد
  .دستور العمل داخل کيت بايد بدقت خوانده شود* )٣
  

حداآثر زمان . مناسب مي باشد EDTAخون به همراه ماده ضد انعقاد : تهيه نمونه 
بهتر است . روز مي باشد  ٨) يخچال ( نگهداري خون در دماي چهار درجه 

  . هموليزات تازه و در روز آزمايش تهيه شود
  
  A2نكات مهم در نقل و انتقال آيت هموگلوبين  * 
  
  ) در يخچال نگهداري شوند " در مورد آيت هايي آه بايد حتما( رعايت زنجيره سرد  - ١
  ) سر و ته نبودن ستونها ( بررسي صاف بودن ستونهاي داخل آيت  - ٢
  
  
   :گرددتوصيه مي  A2ايت نكات زير در هنگام اندازه گيري هموگلوبين رع   *
  
  در صورتي آه ژل داخل ستونها تغيير رنگ داده باشند نبايد مورد استفاده قرار گيرند  - ١
در مورد کيت هايی که (. ق برسندابه دماي ات" قبل از استفاده ازستونها و بافر بايد حتما - ٢

  )ی شونده داری مگدر دمای يخچال ن
جهت مخلوط نمودن رزين داخل  نو نوكبا سمپلرو يا پي پت پاستور تميززبهتر است ا - ٣

  . هواي داخل رزين استفاده نمود هایستونها با بافر و حل شدن حباب

min4مناسب برخوردار باشند  Flow rateيك ز استونها بايد - ۴
1ml

 ،hour
ml

10-20 
  .مخلوط شود " قبل از تهيه هموليزات بايد نمونه خون تام آاملا - ۵ 
پس از ليز آامل ( پس از تهيه هموليزات بهتر است سريعتر آروماتوگرافي انجام شود  - ۶

  ) گلبول هاي قرمز 
 يیوِربه محض اينكه محلول . قبل از نمونه گذاري به هيچ وجه نبايد رزين خشك شود - ٧

  .يزات به ستون اضافه شودرزين خارج شد بايد همول
  .استفاده نمود و هموليزاتبافر ،بيره بايد جهت برداشت نمونه خونلاز سمپلر کا- ٨
از ستون و تهيه لوله  A2وری هموگلوبين آبايد از لوله های مدرج استاندارد جهت جمع - ٩

ی به لوله های فوق لوله های معمولی را به در صورت عدم دسترس.توتال استفاده نمود
  .مدرج نمائيد )قلم الماس ،ماژيک( وش دستیر



 

افزودن هموليزات بايد به آرامي و درست در سطح رزين صورت گيرد و سطح آن  -١٠
  . نبايد در هنگام نمونه گذاري آسيب ببيند

هموليزات بداخل ستون و لوله توتال  نريختبهتر است از يك نوك سمپلر جهت  -١١
  . استفاده شود 

  . رزين بايد بلافاصله بافر اضافه شود برروین هموليزات به محض جذب شد -١٢
محلول بافر ريخته شود باعث آاهش  ،رزين بررویاگر قبل از جذب آامل هموليزات  -١٣

  . مي گردد A2آاذب هموگلوبين 
  .بايد دقت شود تمامي بافر اضافه شده از ستون خارج شود -١۴
  . مخلوط شوند" توتال آاملا و A2قبل از خواندن جذب نوري ، بايد لوله  -١۵
  .ن جذب نوري لوله ها استفاده شودبايد از يك اسپكتروفتومتر آاليبره جهت خواند -١۶
يا در صورت دسترسی به (آن مشخص شده است A2هموگلوبين  که يك نمونه زابايد  -١٧

  .گردددر هر سری  آاري استفاده  به عنوان نمونه آنترل )کنترل تجاری
مونه کنترل در محدوده مورد انتظار بخواند ، نيازی به انجام نمونه های در صورتی که ن

  .بيماران بفرم دوتايي نمی باشد
  
  

  :دامنه مرجع
زمايشگاه دامنه مرجع خود را با استفاده از حداقل آکه هر  در کتب مرجع پيشنهاد ميگردد

و تفسير  اوردبدست  )لبولی طبيعی گگلوبين واندکس های وهم(ونه خون فرد سالم نم ٢٠
قابل ذکر است که دامنه مرجع .در مقابل اين دامنه صورت گيردA2 نتايج هموگلوبين 

ودر بين A2  يری هموگلوبينممکن است مختصری در روش های مختلف اندازه گ
 HPLC 0.1-0.2% در روش  ممکن است منه مرجعاد( .متفاوت باشد اهزمايشگاهآ

  ).بالاتر باشد
          %١/۵-٣/NCCLS ،۵ه يبرطبق توص A2هموگلوبين  عمعمول دامنه مرج بطور

در ايران . را پيشنهاد ميکند %٢-Dacie٣/٣   حالی که کتاب خون شناسیمی باشد در 
  . نيز بنظر می رسد که دامنه پيشنهادی فوق قابل قبول تر باشد

 Borderی هنوز مشکلاتی در تفسير نتايج لبه مرز،مرجع هم در نهايت بدنبال تعين دامنه 
line تفاوت نشان  %0.2-0.1دراين موارد تکرار نتايج نيز ممکن است.وجود دارد
  A2هموگلوبين  %3.7-3.4 نتايجاست بهتر Dacieکتاب خون شناسی طبق پيشنهاد.دهد

 در همان نمونه ويک نمونه  A2در نظر گرفته شود و هموگلوبين بعنوان لبه مرزی 
  .تکرار شود تازه مجدد

 ميزان هموگلوبين، ،قرمز هایبايد در کنارشمارش گلبول  A2تايج هموگلوبين تفسير ن* 
در نهايت در موارد .اندکس های گلبولی وبررسی گسترش خون محيطی فرد صورت گيرد

زمايش های تکميلی نظير جدا سازی زنجيره آمشکوک و لبه مرزی بايد بررسی فاميلی و 
  .صورت گيرد DNAوبررسی  ها

  



 

  
  
  
  

  
  
  
اختصاصی نيست بطوری که بسياری از هموگلوبين  A2اين متد برای اندازه گيری هموگلوبين  -

و  C,E,O arabنيز از ستون خارج می شوندکه شامل هموگلوبين A2 های همبار با هموگلوبين 
از اين A2 لذا هموگلوبين . و زنجيره دلتا ميباشند)A2 )A'2از واريانت های هموگلوبين بعضی 

  .هموگلوبين ها قابل تفکيک نيست
 C,E,Oمی باشد بايد به وجود هموگلوبين های % ٧بيشتر از   A2در مواردی که هموگلوبين  -

arab  شک نمودکه همراه با هموگلوبين A2مورد نياز به بررسی  در اين.نداز ستون خارج می شو
  .می باشد فاميلی و بررسی PH=6-6.2و PH=8.4 تکميلی نظير الکتروفورز هموگلوبين در

اتی پآيد ،بايد به وجود ساير هموگلوبينو هموليزات اضافه شده يکباره از ستون پاِيين تمامیاگر -
  .شک نمود E,C و يا هموگلوبين G وD  يا S هموگلوبينها نظير

  فسيرت  %دامنه مرجع

  به تنهائی بسيار نادر استA2 وجود هموگلوبين  -  <٧
  تالاسمی βموارد نادر موتاسيونهای  -

  هموگلوبين ناپايدار -تالاسمی β صفت  -  ٣.٨- ٧
 آنمی مگالوبلاستيک -آنمی داسی شکل -Sصفت هموگلوبين  -

  تالاسمی β فقر اهن بسيار شديدهمراه با صفت  -  ۴.٣-٣.٧
  تالاسمی  β با صفت )  ς( ای زنجيره دلتاهمراهی واريانت ه -
  β و αتاثير متقابل تالاسمی -
  تالاسمی β موتاسيونهای نادر  -
در اين مورد صحت اندازه گيری (  Sحضور هموگلوبين  -

   )مشکل می    شود A2 هموگلوبين
  Sو هموگلوبين  αتاثير متقابل تالاسمی  -
  )آزمايش بايد تکرار شود(خطاهای آناليتيکال -

  فرد طبيعی -  ٢-٣.٣
  )بالا باشد Fاگر هموگلوبين (تالاسمی)ς  β (دلتا بتا  -
با دلتا  β شامل همراه شدن(تالاسمی β موارد نادر صفت  -

  )تالاسمی β و α تالاسمی و
  تالاسمی   α صفت

  ) الا باشدب Fاگر هموگلوبين (تالاسمی)ς  β (دلتا بتا  - >٢
  تالاسمی  α صفت -
  Hبيماری هموگلوبين  -
  حضور واريانت های زنجيره دلتا -



 

به روش کروماتوگرافی ستونی نبايد در بيمارانی که اخيرا خون A2 هموگلوبين  اندازه گيری -
  .دريافت کرده اند صورت گيرد

  
  
  

مراحل زير می بايست  در کروماتوگرافی ستونی% ٧بيش از  A2 وجود هموگلوبيندر صورت 
  :انجام گيرد

 ر ناحيهوجود باند پر رنگ د تاييدPH=8.4 ← انجام الکتروفورز استات سلولزدر - ١
  A2 هموگلوبين 

        PH=6-6.2 انجام الکتروفورزسيترات اگار در - ٢
مقدار  که دارد C بيمار هموگلوبين C ←باند در منطقه هموگلوبين در صورت مشاهده)الف      

  .است C  وA2  مجموع هموگلوبينA2 بدست آمده برای هموگلوبين
 Eهموگلوبين  احتمالابيمار ← نشودديده  C در منطقه هموگلوبين یباند در صورتيکه)ب      

  .می گرددانجام آزمايش رسوب با ايزوپروپانول  ، E وجود هموگلوبينجهت تاييدکه دارد  Oيا
حاوی  ممکن است  نمونه ←  Sباندی در منطقه هموگلوبين در صورت مشاهده ) ج       

 تست حلاليت انجام Sن وجود هموگلوبي جهت تاييدکه  باشد،   Harlem –C   ياSهموگلوبين
   .می گردد

نمونه  ← ديده شود Sاگر باندی در منطقه بين محل نمونه گذاری وباند هموگلوبين ) د        
  .خواهد بود O arabحاوی هموگلوبين 

  
  
  
  
  
  

                                                                  Anode(+)        
  

                                                         ……..   C                                                 
                                        

                                                  C-Harlem    ..........S  
         ……….  O arab        

                                                         .......................Origin                   
  
    D,E,G,Lepore,H,I,N,J   ............A    
  

  Barts................F     
  

                                                                           ) Cathode(-         
  
  
  وير شماتيک جدا سازی هموگلوبين ها در الکتروفورز سيترات آگارتص
  

  



 

 
  HPLCبه روشA2گيری هموگلوبين  اندازه

 
و دارای دقت و صحت قابل  تعويض کننده کاتيونی استفاده می گردد در اين روش از ستون های

موگلوبين پس از جدب هموليزات در ستون ،با تغير قدرت يونی بافرواريانت های ه.قبول می باشد
براساس شارژ الکتريکی خود در زمان مشخصی  اهموگلوبين ه.قابل جدا سازی می باشند

Retention Time که مبنای جدا سازی اين متد می باشدازستون خارج می گردنند،.  
  :مزايا

  )ميکرو ليتر۵در حدود ( حجم کم نمونه -
  زمان کوتاه اندازه گيری -
 (ياری از واريانت های هموگلوبين در هر سری کاریوبسA2,Fين در صد هموگلوبين يتع -

  )قابل جداسازی اند S,Cهموگلوبين های 
  

  :معايب 
در اين .از ستون خارج می شوندA2گلوبين وبطور همزمان با همLepore ,Eهموگلوبين -

  .موارد بايد از روش های تکميلی تائيد کننده استفاده گردد
  مزمان از ستون خارج می گردنندهA2ايران با هموگلوبين Dهموگلوبين  -
  هزينه بالا-
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

  الکتروفورزاستات سلولز همراه با الوشن
  

هر باند بريده شده و عمل الوشن در منطقه اسازی باند ها،دوج استات سلولز بدنبال الکتروفورز
طول  با خواندن جذب نمونه در مقابل لوله شاهد در.  ورت آبمقطر صورت خواهد گرفتامج

  .درصد هموگلوبين تعيين می گردد نانومتر ۴١۵موج 
درحضور ساير هموگلوبين های  A2اين روش جهت تعيين درصد هموگلوبين  قابل ذکر است که

  .از صحت مناسب برخوردار نمی باشد A2همبار با هموگلوبين 



 

                                                                          
Fهموگلوبين 

 
:عبارتند  Fسه روش رايج اندازه گيری کمی هموگلوبين 

مقاومت نسبت به قليا هایروش- ١  
   HPLC- ستونی : کروماتوگرافی- ٢
ايمونولوژيک هایروش- ٣  
 

درصدبطور گسترده در ۴٠-٢روش مقاومت قليا بدليل داشتن عدم دقت وصحت مناسب در دامنه  ¤
.گيردمورد استفاده قرار مي  اآزمايشگاهه  

می باشدکه قابل قبول ترين روش ، برپايه مقاومت قليايی  Betkeروش  NCCLSروش پيشنهادی 
با ) به کمک محلول درابکين(در اين روش پس از تبديل هموگلوبين به سيان مت هموگلوبين .می باشد

سولفات  فرايند دناتوره شدن با اضافه نمودن محلول و بدنبال آن توقف ،اضافه نمودن يک قليا قوی
  . گيری می گردد اندازه F هموگلوبين ، آمونيم 

بدليل نياز به نمونه کمتر ومراحل ساده تر می تواند جايگزين  Singerقابل ذکر است که روش 
از صحت لازم  درصد ۵کمتر از  Fولی بايد توجه نمود که جهت مقاديرهموگلوبين ، مناسبی باشد 

  )نيز کمتر استهم چنين عدم دقت آن (. برخوردار نيست
 F، عدم افزايش کاذب هموگلوبين هموگلوبين به سيان مت هموگلوبين در روش بتکه از مزايای تبديل

بدليل افزايش ميزان کربوکسی مونوکسی هموگلوبين مقاوم به قليا در اين (.در افراد سيگاری است
 )افراد

خون بند ناف مناسب می درصد و  ۵٠بالای F برای مقادير هموگلوبين  Jonxis &Visserروش  
جذب  با مشاهده تغييرات ،شدن توسط قليابه دناتوره  Fدر اين روش افزايش مقاومت هموگلوبين .باشد

وکسيد امونيوم حاصل می گردد ، قابل سنجش درنانومتر که با افزودن هي ۵٧۶نوری در طول موج 
  .است
هر  لذا روش اندازه گيری می باشد،وابسته به نوع  Fبدليل آنکه محدوده طبيعی هموگلوبين : نکته

فرد  ٣٠-٢٠از نمونه  آزمايشگاه می بايست بر اساس روش مورد استفاده ، دامنه طبيعی را با استفاده
  )Singerبخصوص در صورت استفاده از روش (ن نمايد ينرمال تعي

  
  .دارد درصد کاربرد ۴٠بيشتر از   Fروش کروماتوگرافی ستونی در مورد مقادير هموگلوبين  ¤
  
در مورد مقادير هموگلوبين ) راديو ايمونواسی يا راديال ايمونو ديفيوژن (روش های ايمونولوژيک  ¤
F  درصد کاربرد دارد٢کمتر از.  
  

در تمامی کتب مرجع موجود است لذا از ذکر مراحل آن خوداری  Fری هموگلوبين روش اندازه گي
  .می گردد

  
  ) :روش بتکه(منابع خطا 

  ن نادرستپيپت کرد - ١
بهتر است از ) زمان دو دقيقه برای عمل دناتوره شدن بسيار مهم است( رعايت نکردن دقيق زمان- ٢

  .کرونومتر استفاده گردد
  مخلوط کردن نا کافی- ٣
  طول موج نامناسب فتومتر، فتومتر غير کاليبره- ۴



 

  کدورت هموليزات تهيه شده - ۵
درصد از  ٢۵ستفاده از غلظت نامناسب سود تا در صورت ا. غلظت نامناسب سود وسولفات آمونيم- ۶
  .در مرحله دناتوره شدن ويا رسوب از بين می رود Fگلوبين وهم
  استفاده از معرف های کهنه - ٧

صورت وجود هر گونه کدورت يا  نبايد در ولی، روز است  ٣٠حداکثر پايداری سود تا :سود -   
  .استفاده گردد زنيرسوب 

درجه  ٢۵-٢٠ول سولفات آمونيم حداقل برای سه ماه پايدار است ، در دمای محل:سولفات آمونيم  -   
قابل مشاهده نگه داري  درطول مدت بايددر ته ظرف کريستال های حل نشده  .قابل نگه داری است

  .باشد
  استفاده از کاغذ صافی نامناسب    - ٨

  .استفاده گردد ۴٢ويا  ١بايد از کاغذ صافی واتمن شماره 
  

  یکنترل کيف
  .تجاوز کنددرصد ۵/٠درصد نبايد از  ۵کمتر از  Fتفاوت بين خوانده های دو تايی در هموگلوبين  -
  
  .درصد تجاوز کند ١درصد نبايد از  ١۵- ۵بين F تفاوت بين خوانده های دو تايی در هموگلوبين -
  
  .درصد باشد٢درصد نبايد بيش از ١۵بالاتر از  Fتفاوت بين خوانده های دو تايی در هموگلوبين  -
  

  :نکته 
ديده شود، اما در روش شيميايی  Fهموگلوبين باندی در منطقه در صورتی که در الکتروفورز  *

  .شک نمود Aطبيعی باشدبايد به وجود مت هموگلوبين  Fميزان هموگلوبين 
درصد آن بالاتر از (ديده  می شود  Fدر الکتروفورز هموگلوبين باندی در منطقه  در مواردی که*
  .تاييد گردددرصد آن حتما بايد به روش شيميايی )بيعی باشدد طح
 
  
  
  
  
  

 دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی
 معاونت بهداشتی

  شگاه هاياداره امور آزما
  


