
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

53

���� ����	
 �����
 �

 مِ كنترل براي الكتروفورز استات سلولز ساخته
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و ار نشياد-شيمي باليني بيوPhD: مؤلف مسؤول-1 سدانشكده پيراپزشكي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكيمركز تحقيقات  ايرانلولي
2-PhD و-ي تغذيه بيوشيم سدانشيار دانشكده پيراپزشكي  لولي مولكولي دانشگاه علوم پزشكي ايران مركز تحقيقات
 اي آموزشي تهرانو پايگاه منطقه ايرانمركز تحقيقات سازمان انتقال خون-پزشك عمومي-3

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

و همكارانگوهري لادن حسيني دكترهمِ كنترل براي الكتروفورز

54

1- Standard Deviation 
2- Coefficient of Variation 

���	� 
 قليايي بر روي pH روش الكتروفورز هموگلوبين در

از انواع هموگلوبينوپاتياستات سلولز جهت افتراق  ها

و اين روشدر يكديگر از اهميت خاصي برخوردار است

به الكتروفورز هم هِ نياز م كنترل در كنار الكتروفورز زمان

مي نمونه از هاي بيماران همِ كنترل باشد، زيرا عدم استفاده

هاي به تشخيص نهايتاً منجرو موجب تفسير نادرست

دركه بيانگر گردد غلط مي سيستم كنترل كيفي ضعف

.)2،1( استآزمايشگاهي 

به اين هاي هاي تجارتي كه با هزينه كه هِم كنترل باتوجه

مي حجمبالا در توانند گردند، نمي هاي اندك وارد كشور

آن جوابگوي نياز آزمايشگاه هاي كل كشور باشند، بر

طي تحقيق ارا ه شده با همكاري سازمان انتقاليشديم

وخو دانشگاه علوم پزشكي ايران اين هِم كنترل تهيهن

آيـبت گردد، تا باـوان در درـد انبـتولي نده نيـح وه ازـد

را آزمايشگاه هاي كل كشور، مشكل كمبود هِم كنترل

.برطرف ساخت

 نمونه هِم كنترل غيرطبيعي تهيهسهاين طرح جمعاً در

ت صورت مطلوب بودن در ويالدرو وهاي كوچك  قسيم

و هم ليوفيليزه گرديد زمان در دانشگاه علوم پزشكي نتايج

و .سازمان انتقال خون مورد ارزيابي قرار گرفت ايران

، روش ساخت هِم تدريج طبق تجربيات مجري طرحهب

هاي مقايسه روشباروش فوق.كنترل بهينه گرديد

و ساخت هِم كنترل توسط ساير پژوهشگران ساده  تر است

يـ از ايمن،انـور جهت كاركنـمصرف كم سيانعلتهب

.ري برخوردار استـبيشت


�� � 
��� ��
هاي ازبين نمونه. مطالعة انجام شده از نوع تجربي است

هايي كه حاوي هموگلوبين غيرطبيعي خون بيماران، نمونه

.بودند انتخاب گرديد

A���� BC� 4��) ;	� 

ا  را بادور EDTAنعقاد ابتدا خون تام حاوي ماده ضد

و 2000 ، پلاسما را دورريخته  در دقيقه سانتريفوژ نموده

با گلبول سرم فيزيولوژي شستشو داده هاي قرمز راسه بار

 در دقيقه سانتريفوژ 2000 دقيقه با دور5مدتو به

 محلول،هاي قرمز با هم حجم خود نموديم، سپس گلبول

 وسيانور گرم درصد1/0 باغلظت  EDTAحاوي(لايز

با.ندليز گرديد) درصد گرم01/0پتاسيم باغلظت سپس

به درجه سانتي15 در دقيقه در حرارت 25000دور  گراد

 دقيقه محتويات لوله سانتريفوژ شد، محلول20مدت 

و شفاف با محلول حاوي فري پتاسيم سيانور رويي قرمز

و02/0  گرم درصد02/0سيانور پتاسيم گرم درصد

به طوري رقيق  گرم30تا20 گرديد كه غلظت هموگلوبين

(در ليتر رسيد  باشد نياز به تنظيم8/7تا2/7بين pH اگر.

پس از افزودن ساكاروز وتركيبــات محافظ). باشد آن نمي

ازهاي قرمز ليزو عبور گلبـول صافي ميـلي پور شده

)µm45/0(هاي كوچك تقسيم، هموليز شفاف را در ويال

ن درو ليوفيليزه گراد نگهداري درجه سانتي4موديم، سپس

بههردك ازو و قابليت6مدت بيش  ماه پايداري

 ضريبو1انحراف معياربا محاسبه(نآتكرارپذيري

.مورد بررسي قرار گرفت)2پراكندگي

كه در گروه روش تحقيق تجربـي قـرار  در اين تحقيق

گر3،گيرد مي نمونـه. ديـد نمونه هِم كنترل غيرطبيعي تهيه

 نمونـه،Gو يـا D,F,Aهاي شماره يك حاوي هموگلوبين 

و نمونه شماره سـه A,Sهاي شماره دو حاوي هموگلوبين

.باشد ميF,Aهاي حاوي هموگلوبين

����� ��
4#��# ^�)��9	��:6/ 2��� 4�<�G" ����
 A���� BC�

�)��K) A���� BC� ^�)��9	��:6/ 2��� �� ^< 
در طوريهب مي1شكلكه هِم مشاهده كنترل حاوي گردد

 ازنظرحركت الكتروفورتيك A,F,DياGهاي هموگلوبين

حاوي) خت كارخانه هلناسا(تراز با هِم كنترل تجارتي هم

ب.باشد ميA,F,S,Cهاي هموگلوبين كهذكر استهلازم

HbDيا HbG در الكتروفورز استات سلولز با هموگلوبين 

Sكند حركت مي.
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6/E(G�<A,F,D 

O(A,F,S,C 

W:
�:E6/f4#��# A���� BC� ^< ����
 )G�<A,F,D.( 

Of��+� A���� BC� (A,F,S,C) 

����c
 A�c��� BC� 4#��# ^�)��9	��:6/ 2��� 4�<�G"

4#��# ^�)��9	��:6/ 2��� �� 	
 �/����� ��� 

را ليـز نمـوده هاي بيماران هاي قرمز نمونه ابتدا گلبول

پـس) قسمت محلول لايز3+ يك قسمت نمونه خون تام(

محلول قرمـزوكرده هاي بيمار سانتريفوژ دقيقه نمونه5از 

دربه. نموديمشفاف رويي را جدا والكتروفورز  طوري كـه

مي2شكل هِم حركت الكتروفورتيك نمونه،گردد ملاحظه

هاي نمونهبا حركت الكتروفورتيك (A,S)كنترل شماره دو

مي باشدAوSبيماران حاوي هموگلوبــين هاي  . يكسان

E6/(

O(

g(


(

W:
$:E6/f����� 4#��# HbF) (

OfS	HbA . 

gf����� 4#��# (A,S) �


f	
 ����
 A���� BC� 4#��# (A,S) 

	
 ����
 A���� BC� 4#��# ��/ <�* ���<'�/(A,S) 
هـِم كنتـرل شـماره دو به حجـم كـافي نمونـه ، باتوجه

هـِم كنتـرل شـماره دو انجـام بررسي پايداري روي نمونه

شكل. گرفت تامدت بـيش نمونه فوق5و3،4هاي مطابق

به7از گـراد درجه سانتي4صورت ليوفيليزه در يخچال ماه

به. باشد پايدار مي  2مدت اين هِم كنترل پس از ذوب شدن

مي سانتيدرجه4هفته درحرارت .)3شكل(ماند گراد پايدار

E6/(

O(

W:
(:E6/f	
 ����c
 A���� BC� 4#��# (A,S) '	� �
 2.�c7 

Of	
 ����c
 A���� BC� 4#��# (A,S)hi '/ Nc* '	� 

A�jL< �
 O	k���#�7 43�
 
/�� 

E6/(

O(

g(

W:
4:E6/f��# O ����� 4#f	
 ����
 A���� BC� 4#��# (A,S) 

O	k l<��)�2.�7 '/ N* ��" gf����� 4#��# 

E6/(

O(

W:
S:E6/f4#��# A���� BC� ����
 	
)A,S ( O	k l<��)m��" 

O 2.�7 '/ N*f����� 4#��# (A,S) 

���<'�/ 47 ����
 A���� BC� 4#��# ��/ <�* (A,F) 
هـِم كنتـرل، به حجـم انـدك نمونـه پايـداري با توجه

سه   ماه پس ازساخت مورد بررسـي قـرار گرفـت7شماره

).6شكل(

E6/(

O(

W:
n:E6/f����� 4#��# (A,S)Of4#��# A���� BC� ����
 47

)A,F ( O	k l<��)m2.�7 '/ N* ��" 
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��<a* �/�:) 2�+��R �7��� 

هــا تعيــين درصــد بانــدهايد هموگلوبينوپــاتيمـور در

بنابراين بـه مـدت. غيرطبيعي جهت تشخيص اهميت دارد 

 مربوط به هِم كنترل نمونـه دوم HbAو HbS ماه درصد4

و بـا اسـتفاده از به روش دانســــيتومتري تعيـين گرديـد

و ضـريب انحـراف معيـار،SPSSافـزار نــرم بـه ميـانگين

و از قابليـت1ول نتـايج، در جـد.دست آمد   آمـده اسـت

.تكرارپذيري خوبي برخوردار است

��" 
,�0#��" 

 Y�
 
���-" J/�!#/ 

 Y�
 

F@<�

�� ��/�* 

HbA ��(/m�mm/��o/$

HbS �S(/$n��/��(/S

A	 3h:�/5�"���-" J/�!#/ 	�� ��/�* @<�F 4#��# 

A�I �
 	
 ����
 A���� BC����" 

��� 
ازـيك منـه روشي جـاي انـاسب جهت واعـداسازي

درـا، الكتروفـه هموگلوبينوپاتي ي بر رويـ قليايpH ورز

مي. باشد استات سلولزمي هاي توان هموگلوبين بااين روش

H,E,C,G,D,Sهاي چنين بعضي از انواع هموگلوبين هم

.)1(نادر را تشخيص داد

وبين جداسازي براساس جمع جبري بارمولكول هموگل

در صورت مي و چون الكتروفورز  بالاتر نسبت pHگيرد،

 جمع جبري بار،شود انجام ميHbبه نقطه ايزوالكتريك

به طرف آند حركت مي و از كاتد از. كند آن منفي هدف

ك غيـه هِم كنتـي تهيـار تحقيقـاين بـطبيعرـرل رايـي

 جهت تهيه هِم كنترل دراين.الكتروفورز استات سلولز بود 

به ترين روش پروژه سعي گرديد از ساده ها با توجه

؛هاي كشور استفاده گردد امكانات موجود در آزمايشگاه

).4،3،2(لذا مقالات مختلفي مورد مطالعه قرار گرفت

و قابل دسترس كه روشي ساده روش پيشنهادي رفرانـس

مي به به نظر و با اعمال رسيد، عنوان پايه اصلي انتخاب

 گرم15/0چون كاهش سيانور پتاسيم مصرفي از تغييراتي 

به02/0درصد به عنوان رسوب گرم درصد وحذف فايكول

و انجام پذيرتر گرديد دهنده، روش سهل استفاده).2(تر

همـاز فايك  pHوليزيت موجب كاهشـول جهت تهيه

 هِم كنترل را تا pHگردد كه لازم است باسود، مجدداً مي

ازهم. تنظيم نمود8/6حدود چنين در مرحله استفاده

سيانور پتاسيم باغلظت بالا علاوه بر سمي بودن، موجب 

به6 را با اسيد pHگردد كه بايد ميpHقليايي شدن   مولار

 علاوه بر وقت گير بودن  pHاين تنظيم).2( رسانيد8/6

موجب رقيق شدن غلظت هِم كنترل وتغيير در ساختمان

مي هموگلوبين ا ها و ز طرفي استفاده از فايكول در شود

در باشد، درحالي هاي كشور ميسر نمي تمام آزمايشگاه كه

روش ساخت حاضر تنها به كمك عمل سانتريفوژ با دور

.دست آمد بالا، هموليزيت شفاف به

كه فراهم نمودن خون جهت ساخت هِم به اين  لذا نظر

و حجم نمونه معمولاً كنترل به سادگي صورت نمي  گرفت

بسيار محدود بود، ترجيح داده شد بر پايه تجربيات علمـي

به تدريج عملي، در سال  و هاي متمادي اين هِم كنترل تهيه

.نحوه ساخت هِم كنترل بهينه گردد

��
������ 
طور خلاصه باعنايـت بـه مزايـاي ذكـر شـده شـامل به

و  مصــرف كــم ســيانور پتاســيم، كــم هزينــه بــودن روش

س  به ساير روش كوتاهي زمان ها، عدم نياز بـه اخت نسبت

ــيم  ــداقل pHتنظ ــداري ح ــي6و پاي ــت7 ال و قابلي ــاه  م

 مناسب، اين روش جهت توليد انبـوه SD,CVتكرارپذيري

 قليـايي pHهِم كنترل براي الكتروفورز اسـتات سـلولز در

.گردد پيشنهاد مي

���
��� �  ��! 
كه سازمان انتقال مركز تحقيقات با تشكر از خون ايران

و  و مركز تحقيقات سلولي هزينه اين طرح را متقبل شدند،

كه وسايل مـورد نيـاز جهـت ايـن تحقيـق را در  مولكولي

بـا تشـكر از خـانم بخشـايش كارشـناس. اختيار گذاشتند 

و مولكولي دانشـگاه علـومؤمس ول مركز تحقيقات سلولي

و خانم  ، ها دكتر دادرسـان، مسـتعان، نـاگهي پزشكي ايران

هاي لازم را مبـذولا همكاريه دلفي كه در انجام آزمايش

.اند داشته
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Abstract 
 
Background and Objectives 
To avoid laboratory errors in the detection of hemoglobinopathies, a control sample containing 
hemoglobin (Hb) A,F,S or C should run with each set of samples.The aim of this project was to 
prepare a lyophilized heme control for the cellulose acetate electrophoresis. 

Materials and Methods 
After lysing the red blood cells, the hemolysate was centrifuged at 25000 rpm. The clear red 
supernatant was diluted with drabkin reagent to 20-30 gr/L and Hb was converted to 
cyanomethemoglobin. After adding sucrose and preservatives, the hemolysate was passed 
through milipore filter (0.45 µm) and then aliqouted and lyophilized.  
 
Results 
In this project three heme control samples were prepared. The first sample contains Hbs  A,F,D 
or G ,the second one contains Hbs A,S, and the third contains Hb A,F. Although the amount of 
potassium cyanide used is 10 times less than other methods , the stability is more than 6 
months at 4oC; moreover, and the electrophoretic patterns  have good  resolution and the 
obtained  CV and SD show  good  reproducibility. 

Conclusions 
The preparation method in this project is simple, reliable, cost effective and in comparison with 
other methods has less amount of potassium cyanide; therefore, it is safe for the laboratory 
staff. 
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