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 (191-111) 09تابستان  2شماره  8دوره 

 

 
 مقاله پژوهشي 

 
 جنيني متعاقب خونريزي  HbFاستفاده از روش فلوسايتومتري در تعيين ميزان 

 و  HbFجنيني ـ مادري در محيط آزمايشگاهي با دو روش دو رنگي 
  Dژن  تك رنگي آنتي

 
 3، محمدرضا ديهيم2، مريم خيرانديش1نقش ه خوشمفهي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 يم ادر ي    ن  يجن يها يزيزان خونريم يابيجهت ارز قابل اعتماد ق ويع، دقيمناسب، سر يروش يتومتريفلوسا
(FMH) زان يم يبررس ،ن مطالعهيهدف از ا .باشد يمFMH ک يژن يبا استفاده از شاخص آنتRhD ن يوهموگلوب
 .است يتومتريبه روش فلوسا( HbF)ينيجن

 ها روش مواد و
ب ه   يمنف   RhDب ا خ ون ف رد ب ال      مثب ت   Rhنمون ه خ ون بن د ن اف ن وزاد       31 در يك مطالعه تجرب ي، 

درص د اتتم ا     0/00انگر يکه ب( درصد 19و  1، 1، 1/9 ،21/9، 121/9)رقت 6 در ياليسر يساز قيرق صورت
FMH ،يدو رنگ شد و به روش فلوسايتومتري يساز هيشب بود HbF   درازي  ک انهي  و کربون(CA)    ي وت ک رنگ
RhD آماري  يها از آزمون .مورد مطالعه قرار گرفت T test ،ج يل نت ا ي  جه ت تحل  انس و رگرسيونيز واريآنال

 .استفاده شد
 ها يافته

 يزيزان خونريم .(=r 808/9)مشاهده شد يتومتريبه روش فلوسا RhD و HbF جين نتايب يقابل قبول يهمبستگ
ز يآن ال  نشان داد که ،مورد انتظار يزير خونريسه با مقاديدر مقا RhDو  HbFپارامتر دو توسط هر محاسبه شده

 يزير ان د  خ ونر  ين مق اد ييدر تع RhD يز تک رنگينسبت به آنال يت بالاتريازتساس CAو  HbFي دو رنگ
در  FMHر پ ايين  ين مق اد ي ي در تع ،(=r 081/9)بالا يبا وجود همبستگ RhD ج روشينتا. باشد يم برخوردار

 آن ييتوان ا  يداد ول   را نش ان   يش ک ابب ياف زا ،  HbF/CAدست آمده از روش ه ب يزيزان خونريسه با ميمقا
 . قابل توجه بود HbF/CAسه با يدر مقاي زير بالاتر خونرين مقادييدرتع
 يگير نتيجه

و  يزيزان خونريق ميدق يابيامکان ارز ،يتومتريدر روش فلوسا ياختصاص يها يباد ياستفاده از مونوکلونا  آنت
را  Dژن  يه آنتيون بر عليزاسيمونيت مادران از آلو اجهت محافظ Rhن يمونوگلبوليق دوز اين دقييبه تبع آن تع

  .کند يجاد ميا
 خونريزي، انتقا  خون جنيني   مادري، فلوسايتومتري :ات كليديكلم

 
 
 
 

 98/ 03/5  :تاريخ دريافت 
 22/22/98  :تاريخ پذيرش 

 
 ايران - تهران - آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون مؤسسه عالي - انتقال خونـ كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون ـ مركز تحقيقات 2
: صـندو  پسـتي   -ايران - تهران - مـؤسسه عالـي آمـوزشي و پژوهشي طب انتقال خون - مركز تحقيقات انتقال خـونايمونولوژي ـ استاديار   PhD: ولؤمؤلف مسـ 2

2251-26445 
 ايران - تهران - مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون - خون مركز تحقيقات انتقالبيوشيمي باليني ـ مربي كارشناس ارشد  -0
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  مقدمه 
ان ي ـق نري ـاز طري ن ـيقرمـز نن  يهـا  که گلبولي هنگام    

 ـاز ا کنند، يدا ميخون نفت به بدن مادر راه پ ن واقعـه بـه   ي
-FMH  ،Fetomaternal)يمــــادر ينــــينن يزيخــــونر

Haemorrhage )(.2)شود ياد مي 
جـه از دسـت رفـتن    يدر نت يمـادر  -ي ن ـينن يزيخونر    
ان ي ـم يع ـيطب يکيولـوژ يزيف يسـدها  يکپارچگيت و يتمام

ان مثبـت  ي ـگراد .شـود  يجاد م ـين ايگردش خون مادر و نن
 يهـا  شود تا گلبول ين و مادر سبب مينن يديور -ي انيشر

ه يشب يدا کرده، حالتيبه گردش خون مادر راه پ ينيقرمز نن
از علـ    .جاد شوديان خون مادر ايسم گذرا در نريمريبه ش

 مـان، يتوان به زا يم يمادر -ي نينن يزيشناخته شده خونر
ــو  ناح   ــه خن ــربات ب ــض ــکمي ــاردار،  يه ش ــانم ب  خ

نفـت اشـاره    يدر نفـت و پـارگ   يعروق ـ يهـا  يناهنجار
درصـد   15شـتر از  يدر ب يمـادر  -ينينن يزيخونر. (2)کرد

بلافاصـله  و  يدر سه ماهه سـو  حـاملگ   ها معمولًا يحاملگ
 .(0، 6)شود يمان مشاهده ميپس از زا

 Rhرانه بـه مـادران   يشـگ يکه به صورت پ Dن يگلبول يآنت    
شـود، در   يق م ـي ـمثبـت تزر  Rhبا سابقه تولـد نـوزاد    يمنف

 ـ 2533تا  533که از  يزيحداق  دوز تجو ي الملل ـ نيواحد ب
(IU 2533-533 )تنها  ،مختلف متفاوت است يدر کشورها

مثبت  RhD گلبول قرمز تريل يليم 22تا  6 يزسا ينهت خنث
 ـارز .کنـد  يت ميان خون مادر کفاياز نر ق حجـم  ي ـدق يابي
تعـداد   و ياحتمال ين دوز اضافييدر محاسبه و تع يزيخونر

 .(5)خواهد کرد يانين دوزها کمک شايا
 -ينــينن يزيخــونر يريــگ در گذشــته تنهــا راه انــدازه    
 2851شن بود که در سال د الوياستفاده از روش اس ،يمادر

 ؛ن روشي ـدر ا .شـد  يو همکـاران  معرف ـ  راوكليهتوسط 
ه مقاومــت يــبــر پا يزيزان خــونريــم يريــگ اســاس انــدازه

 .(4)استوار بود ييايبه شستشو در محلول قل Fن يهموگلوب
 هـم هـايي   روش  اسـتفاده از  يبا افزا رياخ يها در سال    

 يبـاد  يونال آنت ـمونوکل يها کونژوگه و يتومتريچون فلوسا
امکان استفاده  ،قرمز يها ک گلبوليژن يآنت يها ه شاخصيعل
 يمادر -ينينن يزيزان خونريم يابينهت ارز روش نيا از

 .فراهم شده است
 با  يمادر -ينيع ننيوس ياـه يزيونرـخ ـيکم يابيـارز    

 ـا که اند ن موضوع بودهيانگر ايب يتومترياستفاده از فلوسا ن ي
تـر   يميقـد  يهـا  نسـبت بـه روش   يبالاتراز صحت  روش

 ـا .برخوردار است (د الوشنياس)  2885جـه در سـال   ين نتي
لوبنكـو   توسط 2881و همکاران و در سال  نانسون توسط

 ،سال گذشته 23در طول  .(1، 9)ديهمکاران به چاپ رس و
ــ ــاي همطالعـ ــدد هـ ــتفاده از  يدر زم يمتعـ ــه اسـ روش نـ
در  ين ـيقرمـز نن  يها گلبول يکم يابيارز دري تومتريفلوسا

کلونال بـر   يپل يها يباد يبا استفاده از آنت گردش خون مادر
 و D (AgD)ژن  يآنت ـ قرمـز  گلبـول ي ضد شـاخص سـطح  

 يمونوکلونال بر ضـد شـاخص داخـ  سـلول     يها يباد يآنت
 ـا .انجا  شده اسـت  (HbF)ينين ننيهموگلوب  قـات ين تحقي
ــانگر ــ بي ــالا يحساس ــايتومتري  يت و صــحت ب در فلوس

 يمـادر  -ين ـينن يزيزان خـونر ي ـق مين دقييص و تعيتشخ
 (.8-22)بودند
ضـد   يبـاد  يآنت ـ ک مونوکلونـال ي ـزمـان از   استفاده هم    

م يضـد آنـز   يبـاد  يکلونـال آنت ـ  يو پل ـ ين ـين ننيهموگلوب
 يهـا  زان گلبـول ي ـق مي ـن دقييتع در (CA)درازيک انهيکربون

 ـا .ق خواهـد بـود  ي ـار دقيدر خون مادر بس ـ ينيقرمز نن زو ي
دراز کـه بـه دو صـورت عمـده     ي ـک انهي ـکربون يهـا  مينزآ

 2دراز نوع يک انهيو کربون (CA I) 2دراز نوع يک انهيکربون
(CA II) بـه طـور   رنـد ونـود دا  قرمز يها در سطح گلبول ،
زمـان   بـا اسـتفاده هـم   . شوند يان ميتولد ب از پس کام  تنها

Anti-HbF     بـه صـورت مونوکلونـال وAnti-CA II  ، ز يتمـا
ــم ــنمع اني ــلولي ــيحق يت س ــز نن يق ــول قرم ــيگلب از  ين

در مـادر کـه تحـت     F نيهموگلـوب  يقرمز حاو يها گلبول
، ر شـده يپـذ  شود امکـان  يها نا  برده م از آن F-Cellsعنوان 

ک ي ـتفک ين ـينن يت سلوليتوان از نمع يت را مين نمعيا
 .نمود
-ين ـينن يزيزان خـونر ي ـم يابيارز ،قين تحقيهدف از ا    
 ينين ننيزمان هموگلوب هم يزيآم رنگ تفاده ازاس با يمادر
ج مربـو  بـه   يسه آن با نتايمقا و درازيک انهيم کربونيو آنز
  .بود Dژن  يمونوکلونال ضد آنت يباد يبا آنت يزيآم رنگ

 

  ها روشمواد و 
 يرو بـر  قي ـتحقمطالعه انجا  شده از نوع تجربي بود و     
 يسـاز  قـت کـه بـه صـورت ر    يشگاهينمونه آزما يسر 06
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 يزيخـونر درصد  23 تا 225/3 نيب يها در رقت وي اليسر
ــينن ــادر ين ــد، انجــا    يســاز هيشــب (FMH)يم شــده بودن

 .(22-26)گرفت
 

 :ها نمونه RhD و ABOتعيين گروه 
 خون بند ناف، يها ه نمونهيکل ،ين گروه خونيينهت تع    

 2/1-6/1)نيمرتبه با نرمال سال 0 يمثبت و کنترل منف کنترل
pH=) بـه  سپس  .ه شديته درصد 0ون يسوسپانس و شستشو

ــه ــه  نمون ــا در لول ــا ه ــاو   يه ــبت مس ــه نس ــزا ب از  يمج
 يخون يها گروه يها سر  يآنت و درصد 0 يها ونيسوسپانس

A  ،B  ،AB  وRhD (رانيانتقال خون ا )وژ يفيافزوده، سانتر
  .قرار گرفت يون مورد بررسيناسيجاد آگلوتيو از نظر ا شد

 
 :هاي گلبول قرمز ازي سوسپانسيونس آماده
تـر از  يل يل ـيم 6ون گلبـول قرمـز،   يپانس ـسه سوينهت ته    

ضـد   يمثبـت بـر رو   RhDخون کامـ  بنـد نـاف نـوزادان     
و در  يآور نمـع  EDTA( د تترا استاتيآم يلن ديات)انعقاد

از خـون   .شد ينگهدار( گراد يدرنه سانت 6)خچال ي يدما
گونـه سـابقه انتقـال     چيه هک فرد بالغ مذکر سالم کيکام  

 O يو ينداشـت و گـروه خـون    يا نهيزم يماريا بيخون و 
ــ ــود، نهــت ته يمنف ــب ــز در يه سوسپانســي ــول قرم ون گلب
 .استفاده شد يشگاهيآزما مختلف يها رقت
نـاف و نمونـه    خون بند يها شمارش گلبول قرمز نمونه    

انجـا   ( ژاپـن  -سـمکس يس)مادران بـا شمارشـگر خودکـار   
از روش  ،قرمـز  يها ون گلبوليه سوسپانسيهت تهن .گرفت
 RhDخون بند ناف در خون فـرد بـالغ    ياليسر يساز رقت
و  25/3،  5/3، 2 ،5 ،23 يهــا اســتفاده شــد و رقــت يمنفــ
 يمادر -ينينن يزيانگر خونريب بيدرصد که به ترت 225/3

، بودنــد تــريل يلــيم 0، 4، 22، 22، 223، 223زان يــبــه م
 روشهـا قبـ  از انجـا      ونيه سوسپانس ـيکل .شد يساز هيشب

ــا ــار    يتومتريفلوسـ ــگر خودکـ ــا شمارشـ ــت بـ ــه دقـ بـ
ه ي ـشمارش شده تا از صحت ته( ژاپن -سمکس يس)يسلول

 (MCV)ين متوسـط سـلول  يانگيها با تونه به م ونيسوسپانس
ــافر      ياطم ــه در ب ــپس ســه مرتب ــ  شــود و س ــان حاص ن

شستشـو داده   pH 6/1-2/1با ( آلمان -مرک) (PBS)فسفات
 .ط خارج شوندياز مح گر ه عوام  مداخلهيشد تا کل

 O يکنترل مثبت از فرد بالغ مذکر بـا گـروه خـون   نمونه     
 ير با گروه خونـاز فرد بالغ مذک يمثبت و نمونه کنترل منف

O مـورد اسـتفاده قـرار     يه و در هـر نوبـت کـار   ي ـته يمنف
 .گرفت

 
و آميزي محتواي هموگلوبيني گلبول قرمـز بـه روش د   رنگ
 :رنگي

گلبول قرمز با تونه به  ينيهموگلوب يمحتوا يزيآم رنگ    
و پروداکـت،  ي ـک يا) Fetal Cell Countت ي ـک عمـ   دستور
کـردن   ريون، نفوذپـذ يکساس ـيکه شام  سه مرحلـه ف ( هلند

ــول ــا گلب ــگ  يه ــه رن ــز و مرحل ــآم قرم ــود يزي ــرا ،ب  يب
 :رفتير انجا  پذيبه شرح ز يسلول يينها نويسوسپانس

د بـه  ي ـگلبـول قرمـز در محلـول فرمالد     از تريکروليم 5    
 ،ن مدتيپس از ا. کس شدياتا  ف يقه در دمايدق 03مدت 

شستشو داده شـد و سـپس در    PBSگلبول قرمز در محلول 
قـه در  يدق 6به مدت  (SDS)  سولفاتيم دودسيمحلول سد

پـس از دو مرحلـه شستشـو در     و ر شـد ياتا  نفوذپذ يدما
 .ون در آمديبه صورت سوسپانس ، (PBS)بافر فسفات 

گلبول  تريکروليم 53 ؛مونوفلورسنسيا يزيآم نهت رنگ    
ــر  ــز از ه ــقرم ــا  ونيک از سوسپانســي ــا ب ــر يکروليم 53ه  ت

   نيتريکواريکونژوگـه بـا فـا    يموش ـ مونوکلونـال  يبـاد  يآنت
(PE) (clone NaM16-2F4)    بـر ضـدHbF  تـر  يکروليم 53و

ک ي ـم کربونيبـر ضـد آنـز    يخرگوش ـ يبـاد  يکلونال آنت يپل
بـه   (FITC)اناتيو س ـي ـزوتين ايدراز کونژوگه با فلورسئيانه

 .ديانکوبه گرد يکياتا  و در تار يقه در دمايدق 25مدت 
 يحـاو  يهـا  لولـه  ،ونيشدن زمـان انکوباس ـ  يپس از ط    

بـه   PBSتـر  يکروليم 533شـده در   يزي ـآم گلبول قرمز رنگ
هـا بـا دسـتگاه     ه نمونـه ي ـکل .ون درآمـد يصورت سوسپانس ـ

 53333 -233333با شمارش ( آلمان -پارتک )تومتريفلوسا
افزار  ج از نر ي  نتايه و تحلينهت تجز .ديز گرديسلول آنال
 .استفاده شد (e 6/2 Flomax-version)فلو مکس

 چيکـه ه ـ  يمنف ـ RhDشام  نمونه فرد بالغ  ،يکنترل منف    
ز ي ـن را نق خـو ي ـنداشته و تزر ينوپاتيگونه سابقه هموگلوب
ه ي ـز ماننـد کل ي ـن نمونـه ن يا .دست آمده تجربه نکرده بود ب

مـورد   يگلبول قرمـز در هـر نوبـت کـار     هاي ونيسوسپانس
 مثبت Oز از فرد يکنترل مثبت ن ضمناً .رار گرفتـق يـبررس
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 .مورد استفاده قرار گرفت يدر هر نوبت کار
 

مـادري بـر اسـاس رنـگ      -ارزيابي حجم خونريزي ننيني
 :و رنگي گلبول قرمزآميزي د

 ر ياز فرمول ز FMH يزيونرـم خـحج يـابيت ارزـنه    
 :استفاده شد

 ( ليتر ميلي)مادريـ  ميزان خونريزي ننيني =       
 
* 2633                                                * 
 

   -HbF+/CA  يها درصد سلول: ينيدرصد گلبول قرمز نن
   +HbF-/CA يها درصد سلول: يدردرصد گلبول قرمز ما

   +HbF+/CA يها درصد سلول: يمادر F-Cellدرصد 
 ين ـيکه اندازه گلبـول قرمـز نن   يياز آنجا:  2633ب يضر *

 يباشد و در روش سـنت  يم ياندازه گلبول قرمز مادر% 222
ن يانگيبه طور م ينيگلبول قرمز نن% 82تنها ـ بتكه   كليهاور

جم گلبول قرمـز مـادر در زمـان    باشد و ح يم ييقاب  شناسا
 ،اسـت تـر  يل يل ـيم 2933ن در حـدود  يانگيمان به طور ميزا

 يمـادر  -ينينن يزيح در مقدار خونرين فاکتور تنحيبنابرا
 :(25)شود ير محاسبه ميبه صورت ز

2633  2098  =82/2933  *222  =فاكتور تنحيح                                      
 

 : Dنوفلورسنس با استفاده از آنتي آميزي ايمو رنگ
ــگ      ــت رن ــآم نه ــ يزي ــز از  يسوسپانس ــول قرم ون گلب

ن يتريکواريبـا فـا   کونژوگـه  Anti-D يبـاد  يمونوکلونال آنت ـ
م يمسـتق  يزي ـآم که به روش رنگ( هلند - و پروداکتيک يا)

بـر   به دست آمده يها نمونه .شد استفاده رفت،يپذ يانجا  م
از سـه مرحلـه شستشـو در     پـس  ، EDTAضد انعقاد  يرو

% 23ون يبـه صـورت سوسپانس ـ   (PBS)محلول بافر فسفات
-Anti)مونوکلونـال  يباد يآنت .ه شديته PBSگلبول قرمز در 

D RPE )بـا محلـول بـافر فسـفات      23بـه   2ز به نسـبت  ين
 .ق شـد ي ـرق( آلمانـ   مرک)ين سر  گاويآلبوم% 2/3 يحاو

ــريکروليم 233ســپس  ــ از ت ــاد يآنت ــرق يب ــه ق شــده ي  23ب
هر رقت افزوده شده و  يدرصد 23ون يتر سوسپانسيکروليم

. دي ـگراد انکوبـه گرد  يدرنه سانت 01قه در يدق 25به مدت 
شستشـو داده   PBSها دو مرتبه با  نمونه ،ونيپس از انکوباس

 ورت ـه صـتر از بافر فسفات بيکروليم 533شد و سپس در 

 .ون درآمديسوسپانس
 يمنف ـ RhDغ ـــ ـرد بالـه ف ــون  نمـشام يـرل منفـکنت    
ق ي ـنداشـته و تزر  ينوپـات يگونه سـابقه هموگلوب  چيه که بود

 ـا .تجربه نکرده بـود  زين خون را ه ي ـز ماننـد کل ي ـن نمونـه ن ي
مـورد   يدر هـر نوبـت کـار    گلبول قرمـز  هاي ونيسوسپانس

مثبـت   Oز از فـرد  يکنترل مثبت ن ضمناً .قرار گرفت يبررس
 .اده قرار گرفتمورد استف يکار در هر نوبت

بـا  ( آلمان - پارتک)تومتريه نمونه ها با دستگاه فلوسايکل    
 .دي ـگرد تجزيه و تحلي سلول  53333 - 233333شمارش 

ــنهــت تجز ــه و تحلي ــاي ــر ي  نت ــ ج از ن ــزار فلوم کس ـاف
(Flomax-version 2.4 e) استفاده شد. 

 ـ D يآنت ـ يتعداد و درصد گلبول قرمز حاو     Anti-Dا ي
+  

گرفـت،   يمخنو  گلبول قرمز قرار م (Gate)ر پنجرهکه د
له فرمول يبه وس يزيحجم خونر هاي همحاسب .شمارش شد

 :انجا  شدر يز
 (ليتر ميلي)مادري ـميزان خونريزي ننيني  =

 
                                                         2233  *2933  

 
منفـي   Anti-D ،يف ـع در کنتـرل من يمنظور از درصد وقا    
 .باشد يم
 

 :آماري تجزيه و تحلي 

 ،(r)ونيز رگرس ـياز آنـال  يآمـار  تجزيـه و تحليـ   نهت     
ک طرفـه  يانس يز واريآنال و Student’s T-test يآمار آزمون

 35/3 يدار يدر سـطح معن ـ  يآمـار  ياه آزمون .استفاده شد
 . دار در نظر گرفته شد معني >p 35/3 جيانجا  شدند و نتا

 
 ها يافته
ــا روش     ــ يتومتريفلوسـ ــاز يثرؤروش مـ  يدر نداسـ
ن يــو ا رود يشــمار مــه بــ يمختلــف ســلول يهــا تيــنمع
ز ي ـ  نيافـزا  ،مختلـف  يهـا  کرو و  فلورينه با افزايخن

  .ابدي يم
کـه نمونـه فـرد بـالغ      يت گلبول قرمز کنترل منف ـينمع    
، % 1/80 (CA)درازي ـک انهي ـژن کربون يباشد از نظـر آنت ـ  يم
 F-Cell ،يت سـلول ي ـاز نظر نمعي ک داشته وليژن يان آنتيب

  اين در حالي اسـت . ژنيك داشته است ان آنتييب% 19/2تنها 

 درصد گلبول قرمز ننيني                  
 (قرمز مادري درصد گلبول+ مادري  F-Cellدرصد )    

 (+Anti-Dدرصد سلول  –درصد وقايع در كنترل منفي )
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 ب                                                       الف                                     
 يا پلات نقطه -ب (يکنتر  منف)در نمونه فرد بال  RPEو  FITC يها انگر فلوروکروميب بيبه ترت FL1/FL2 يا پلات نقطه :الف - 1 شكل

  يمنف RhDدر نمونه فرد بال   FSC/SSC  هب مربوط  Gateقرمز انتخاب شده در يها گلبو 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ب                                                       الف                                     
 يا پلات نقطه -ب( کنتر  مثبت)در نمونه خون بند ناف RPEو  FITC يها انگر فلوروکروميب بيبه ترت  FL1/FL2 يا پلات نقطه :الف   2 شكل

 در نمونه خون بند ناف  FSC/SSC  هب مربوط  Gateقرمز انتخاب شده در يها گلبو 
 

تنهـا از   يت سلوليمعن% 5/98 ،که در نمونه خون بند ناف
و  2 هـاي  شـك  )انـد  ودهــر بيذـپ گـرن Hb-Fژن  يـنظر آنت

2). 
 ـ يا پلات نقطـه      تومتر، شـام   يدسـت آمـده از فلوسـا   ه ب
،   -CA)ي نيرمز ننـول قـگلب ـيمختلف سلول يها تينمع

HBF+) گلبول ،F-Cell مادري(CA+  ،HbF+) هـاي   ، سـلول
( -CA+  ،HbF)بالغ و گلبول قرمز( -CA-  ،HbF)دون رنگب

 يره بـرا ي ـانس تک متغيز واريآنال .مورد ارزيابي قرار گرفت
 يدار يکه تفـاوت معن ـ  داد نشان (RhD) و (HbF)هر پارامتر

 ـيان نتايم مختلـف   يهـا  ونيسوسپانس ـ دسـت آمـده از  ه ج ب
هـا   ونين بود که سوسپانسيانگر ايب مطلبن يونود دارد و ا
 ـا .ه شـده بودنـد  ي ـته يبه نحـو مطلـوب   موضـوع توسـط    ني

ه ي ـقب  و بعد از ته(MCV) يحجم متوسط سلول يريگ اندازه
 .ز محاسبه شديها ن ونيسوسپانس
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به  HbFگيري ميزان  مقايسه مقادير به دست آمده با مقادير مورد انتظار براي محاسبه تجم خونريزي جنيني   مادري بر اساس اندازه: 1جدو  
 به روش فلوسايتومتري RhDان گيري ميز روش فلوسايتومتري و اندازه

 

 )%(درصد سوسپانسيون
ميانگين تجم خونريزي 

 (ليتر ميلي)مورد انتظار
(HbF) 

ميانگين تجم خونريزي 
 (ليتر ميلي)مشاهده شده

(HbF) 

ميانگين تجم خونريزي 
 ( ليتر ميلي)مورد انتظار

(RhD) 

ميانگين تجم خونريزي 
 (ليتر ميلي)مشاهده شده

(RhD) 

         23 283 5/202 1/282     282 
                  5             85 6/94 2/84 2/232 
                 2          1/20    26    26   06 
53/3          9/22    22    22 4/23 
25/3          8/5 6/1    4 6/28 
225/3           8/2            52/5    0 6/26 

 
 يزي ـآم ج درصد خوان  دو روش رنـگ يان نتايم يهمبستگ

 ضـد  يهـا  يبـاد  يآنت ـگلبول قرمز با استفاده از مونوکلونال 
HbF  وRhD ن ي ـقرار گرفت و نشان داد کـه ا  يمورد بررس

،   >p 35/3)يهمبسـتگ  بيدار بوده و ضـر  يمعن يهمبستگ
981/3 r= )ن بـود کـه   ي ـا ين همبسـتگ يمفهو  ا. ن شدييتع
ون گلبول قرمز در هـر دو  يسوسپانسرات در درصد هر ييتغ

ن ارتبــا  يــگر اتفــا  افتــاده و ايکــديپـارامتر بــه مــوازات  
 .دار بود يمعن
 يهـا  ونيبا اطلاع از درصـد سوسپانس ـ  گر،يد يدر بررس    
ن حجـم  يـي شگاه و اسـتفاده از فرمـول تع  يآزما ه شده دريته

ن يامکان تخم ـ ،(سونيفرمول مول)يمادر -ينينن يزيخونر
ن ي ـها ونود داشـت کـه ا   در نمونه (FMH)يزيحجم خونر

ــاد  ــوان مق ــه عن ــورد انتظــاريمحاســبه انجــا  شــده و ب  ر م
(Expected value) ون در نظر گرفتـه شـد  ياز هر سوسپانس. 
 يهـا  يبـاد  يمونوفلورسنس با آنتيا يزيآم پس از انجا  رنگ

 يهـا  درصـد گلبـول   ، Anti-HbFو  Anti-RhDمونوکلونال 
 دست آمده وه ب يتومتريفلوسا حلي تجزيه و تقرمز پس از 

بـا   (Observed Value)مشاهده شده يزين بار حجم خونريا
هـر دو  ،  T-test يفرمول محاسبه گشت و بـا آزمـون آمـار   
 ـپارامتر در هر رقت دو به دو مـورد ارز  . قـرار گرفـت   يابي

 ير مـورد انتظـار بـرا   يدست آمده با مقـاد ه ر بيسه مقاديمقا
ــونر  ــبه حجــم خ ــينن يزيمحاس ــادر -ين ــاس  يم ــر اس ب

 يابي ـارز يتومتريبـه روش فلوسـا   HbFزان ي ـم يري ـگ اندازه
 .(2ندول )شد

ــا     ــونر  ينت ــم خ ــده از حج ــبه ش ــينن يزيج محاس -ين
ون گلبـول  يمختلـف سوسپانس ـ  يها رقت در (FMH)يمادر

نشـان داد کـه    HbFر مورد انتظـار در پـارامتر   يقرمز و مقاد
 يهـا  ونيانس ـسوسپ يزيدر حجـم خـونر   يدار يتفاوت معن

ر مـورد انتظـار   يدرصد محاسبه شده از مقـاد  5/3، 2، 5، 23
و  25/3 يهـا  ونيو تفـاوت تنهـا در سوسپانس ـ  رد ونود ندا

 ـا .باشـد  مـي دار  يمعن 225/3  ـي دار بـودن در نهـت    ين معن
قرمـز  ي ها گلبول يزيآم و رنگ هشد   کاذب مشاهده يافزا

 25/3 يدهادرص تنها در Anti-HbF يباد يآنت با مونوکلونال
شـتر از مقـدار تنـور شـده     يرا ب يزيحجم خونر 225/3و 

 .(2 نمودار)دهد مينشان 
 
 
 
 
 
 
 
 

م ادري محاس به ش ده     -مقايسه تجم خونريزي جنين ي  :1نمودار 
 21/9، 1/9، 1، 1، 19توسط فرمو  موليسون در سوسپانسيون ه اي  

درصد و تجم خ ونريزي محاس به ش ده پ س از آن اليز       121/9و 
يتومتري و رن  آ آمي  زي ايمونوفلورس  انس ب  ا اس  تفاده از  فلوس  ا
 . Anti-HbFبادي مونوکلونا   آنتي
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 RhDو  HbFآميزي  هاي مختلف سوسپانسيون بر اساس رنآ جدو  ميانگين و انحراف معيار تجم خونريزي جنيني   مادري در رقت: 2جدو  
 به روش فلوسايتومتري

 
 ها سوسپانسيونرقت 

)%( 
(SD ± x ) 
 (HbF) 

(p Value)  
(HbF) 

(SD ± x ) 
 (RhD) 

(p Value)  
(RhD) 

     23 1/55 ± 35/250 354/3 8/28 ± 2/214 192/3 
               5    1/29 ± 2/18 296/3 31/21 ± 95/82 338/3 
               2 2/28 ± 6/20 396/3 4/1 ± 06/02 332/3 

          53/3 2/9 ± 35/22 236/3 5 ± 8/29 332/3 
          25/3 59/0 ± 81/4 332/3 1/6 ± 8/24 332/3 
        225/3 6/2 ± 6/6 332/3 9/6 ± 2/20 332/3 

 
يانگين و انحراف معيار حجم خونريزي ننيني ـ مادري  م   

داخـ   آميـزي   هاي مختلف بر اساس رنـگ  در سوسپانسيون
نـدول  )به روش فلوسايتومتري محاسـبه شـد   HbFسلولي 

ي مـادر   - ين ـينن يزيج محاسبه شده از حجم خونرينتا (.2
(FMH) ون گلبـول قرمـز و   يمختلف سوسپانس يها در رقت

تفـاوت   نشـان داد کـه   RhDر مورد انتظار در پـارامتر  يمقاد
  5و  23 يها ونيسوسپانس يزيـم خونرـدر حج يدار ـيمعن

و  ر مورد انتظار ونود نداشـت يدرصد محاسبه شده از مقاد
 ،درصـد  225/3و  25/3، 5/3، 2ها شـام    ونيسوسپانس هيبق

ر مـورد  ير نسبت به مقادي  کاذب در مقاديافزا يکم يدارا
  .(2 نمودار)(>p 35/3)انتظار بودند

 
 
 
 
 
 
 

 
دست آمده از ه ب FMHزان يمورد انتظار و م FMHزان يم :2 نمودار

 RhD يتومتريمختلف به روش فلوسا يها ونيسوسپانس
 

 -ين ـينن يزيدست آمـده از حجـم خـونر   ه ون بيرگرس    
و  Anti-Dمونوکلونـال   يباد يبا استفاده از هر دو آنت يمادر

Anti-HbF يمحاسبه شده درصدها يزيخونر يها در حجم 
 قرار  يابيرمز، مورد ارزــول قـون گلبـيوسپانسـف سـختلم

 
دار بــوده و  يمعنــ ين همبســتگيــگرفــت و نشــان داد کــه ا

مونوفلورسـانس  يا يزي ـآم در روش رنگ يب همبستگيضر
Anti-HbF (916/3 r= )مونوکلونال  يباد يگلبول قرمز با آنت

. محاسبه شدAnti-RhD(883/3 r= )مونوکلونال  يباد يو آنت
ج حجـم  يرات در نتـا يي ـن بود که تغيا ين همبستگيمفهو  ا
ون گلبـول  يمحاسبه شده هر درصـد از سوسپانس ـ  يزيخونر

گر اتفـا  افتـاده و   يکـد يمتر به مـوازات  قرمز در هر دو پارا
  .باشد ميدار  ين ارتبا  معنيا
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يزي  آم ج مرب  وط ب  ه رن  آ ينت  ا نيانگي  س  ه ميمقا :3نم  ودار 
 يدرص دها در  HbF يو دو رنگ RhD يمونوفلورسانس تک رنگيا

به  ون گلبو  قرمزيسوسپانس 19و  1، 1، 1/9 ،21/9 ،121/9مختلف 
 يتومتريروش فلوسا

 
 يهـا  يزيج حجم خونرينتا يانس نهت بررسيز واريآنال    

و  RhD يتـک رنگ ـ  يزيآم دست آمده با استفاده از رنگه ب
ــاوت   شــدانجــا   HbF يدورنگــ ــه تف و مشــخص شــد ک

نمـودار   .داردج در هر دو پارامتر ونود يان نتايم يدار يمعن
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ن موضوع يانگر ايز بيها ن ونيج درصد سوسپانسين نتايانگيم
هـا   ک از رقـت ي ـچ يج دو روش در ه ـين نتـا يانگيم بود که

ک از دو ي ـو محـدوده نرمـال هـر     كند نميگر را قطع يکدي
 (=r 915/3)داردگر تفــاوت يکــديبــا  RhDو  HbFپــارامتر 

 .(0نمودار )
 

 بحث
حجم  يريگ نه اندازهير در زمياخي ها که در سال يروش     

فتـه  ن قـرار گر يمورد تونه محقق يمادر -ينينن يزيخونر
باشـد کـه در آن    يم ـ يتومتريفلوسا روشاستفاده از  است،

و   Anti-Dمختلـف از نملـه    يهـا  يبـاد  يمونوکلونال آنت ـ
Anti-HbF ـاز مزا. کار گرفته شده اسـت ه ب  ، روشن ي ـا ياي

ســلول  يادي ـز تعــداد زيت و سـرعت بــالا در آنـال  يحساس ـ
-28)ونـود نداشـته اسـت    يقبل ـ يها باشد که در روش يم

ق ي ـن تحقي ـکه در ا (Dual)يرنگ دو يزيآم گروش رن .(24
ــرار گرفــت  ــدازه ،مــورد اســتفاده ق ــگ امکــان ان ــدق يري ق ي

مادر را فـراهم   يها F-Cellن از ينن HbF يحاو يها گلبول
 ييتوانـا ،  RhD يتک رنگ يزيآم سه با رنگيآورده و در مقا

 .داردي زير کم خونريص مقاديدر تشخ يبالاتر
در  HbFمده از درصـد خـوان    دست آه ج بيبر طبق نتا    

داخـ    يزي ـآم ون گلبول قرمز که بـه روش رنـگ  يسوسپانس
ن يب ـ يدار يمعن ـ يانجا  گرفـت، همبسـتگ   يدورنگ يسلول

ــت ــا رقــ ــد  225/3و  25/3، 5/3، 2، 5، 23 يهــ درصــ
بودن  يانگر خطيون گلبول قرمز مشاهده شد که بيسوسپانس

 (.=p<  ،916/3 r 35/3)ز و دقت آن بوديآنال
ون گلبول قرمز به يسوسپانس که از زيهمکاران  ن وپورا     

 و HbF يري ـگ انـدازه  يبرا( درصد 5تا  32/3)ياليروش سر
 ،استفاده کـرده بودنـد   يدو رنگ يداخ  سلول يزيآم رنگ از

مختلـف را   يهـا  ان رقـت يم يج و همبستگيبودن نتا يخط
ه ج بيج مشابه نتاين نتايا. (=p<  ،85/3 r 35/3)د نمودندييتا

  .(23)دست آمده از مطالعه فو  بود

مشخص  ن مطالعه انجا  شد،يکه در ا يگريد يدر بررس    
 در يرنگ ـ دو يزي ـآم بـه روش رنـگ   HbFزان يد که ميگرد
 ،ون گلبول قرمـز يدرصد سوسپانس 225/3و  25/3 يها رقت
ج مـورد انتظـار داشـته کـه     يسه با نتـا يدر مقا ي  کاذبيافزا

ــب ــت اي ــد  دق ــانگر ع ــدازهن روي ــگ ش در ان در  HbF يري
و پليكـان  ز کـه  ي ـن يا در مطالعـه . باشـد  يفو  م ـ يها رقت

 روشاعـــلا  نمودنـــد کـــه  ،همکـــاران  انجـــا  دادنـــد
کمتـر   يها در رقت HbFر يص مقاديدر تشخ يتومتريفلوسا

برخـوردار   ياز دقت کاف ينيدرصد گلبول قرمز نن 32/3از 
 .(22)باشد ينم

 HbFزان ي ـمدر همکاران   وا پورست که ا يحال ن دريا    
ون گلبـول قرمـز   يدرصد سوسپانس( 32/3-2/3)يها رقتبا 

مشـاهده   يدار يتفـاوت معن ـ  ،ر مورد انتظـار ينسبت به مقاد
کـه باعـ     يل ـياز دلا يک ـيرسـد   يبه نظر م ـ (.23)نکردند

 -225/3)ن ييپـا  يها در رقت HbFزان ي  کاذب در ميافزا
 يها F-Cellاز  يزيدرصد ناچ يريشده است، قرارگ( 25/3

 HbF يبـالا  يقرمز با محتـوا  يها در محدوده گلبول يمادر
 يگزارش .ن باشديقرمز نن يها گلبول يريو در پنجره قرارگ

ن ي ـدهنـده ا  نشان د،شو همکاران  انجا  نلسون که توسط 
تواننـد   يها م ـ F-Cellدرصد از  24/3تا  23/3بود که حدود 

و در  HbF يبـالا  ياقرمز بـا محتـو   يها در محدوده گلبول
 .(22)رنديقرار گ ينيقرمز نن يها گاه گلبوليواقع در نا

 يريگ اندازه ن مطالعه انجا  شد،يکه در ا يگريد يبررس    
ــ ــت  RhD يژن ســطح يآنت ــه در رق ــود ک ــا ب ــف  يه مختل

 225/3و  25/3، 5/3، 2، 5، 23)ون گلبـول قرمـز  يسوسپانس
انجـا    يرنگ ـ تک يسطح سلول يزيآم به روش رنگ (درصد
کـه   يدار يمعن يج با ونود همبستگين نتايبر طبق ا .گرفت

 35/3)ونود داشت RhDمختلف در خوان   يها ن رقتيب
p<  ،883/3 r=) ،23دسـت آمـده فقـط در رقـت     ه ج بينتا 

 يها داشت و در رقت يخوان جه مورد انتظار هميدرصد با نت
ظـار  ج مـورد انت يسه با نتـا يدر مقا يدار ي  معنيافزا ،گريد
عـد  دقـت در روش    ي  احتمـال ياز دلا يکي .شد يده ميد

 يها در رقت RhDبا  يزيآم با استفاده از رنگ يتومتريفلوسا
ت روش ين بودن حساس ـييرسد پا يدرصد به نظر م 23ر يز

 يدر بررس ـ يدو رنگ يزيآم نسبت به روش رنگ يتک رنگ
RhD و كومپـ    يا ست کـه در مطالعـه  ا ين در حاليا .باشد
با استفاده از  يبه روش دو رنگ RhD يران  در بررسهمکا
ــ ــوريگل يآنت  ــ ،Aن يکوف ــتند حساس ت روش را در يتوانس

  يز افـزا ي ـدرصد ن 23کمتر از  يها در رقت RhDخوان  
 .(20)دهند
و همکـاران   ن بـاين  ـاوخ ـه ـک ـ يرـگ ـيه دـدر مطالع    

  يباد يو آنت يتومترياده از روش فلوساـا استفـب انجا  دادند،
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Anti-RhD قرمــز  يهــا توانســتند حرــور گلبــولD+  را در
جـه بـر   ين نتي ـص دهند که ايدرصد تشخ 3-2  سوسپانسون

 .(26)بود يونژدست آمده از مطالعه کنه جه بيخلاف نت

نشـان داده   ،ن مطالعـه ي ـدست آمده از اه ج بيبر طبق نتا    
و  HbFمونوفلورســانس يا يدورنگــ يزيــآم شــد کــه رنــگ

ــکربون ــونه دريــک انهي ــ  ت ــا دقــت قاب در  ياز توانســت ب
تا  5/3ان يم محدودهدر  يشگاهيآزما يها نمونه يريگ اندازه

ن کنـد کـه   يـي را تع يزيحجم خونر ،درصد گلبول قرمز 23
ر مطابقـت  ي ـاخ يهـا  سـال  هـاي  قي ـج تحقيجه با نتـا ين نتيا

 يسـطح  يزيآم ست که رنگا يحالدر  اين. (24،25)تداش
 ــ ــتفاده از آنت ــا اس ــلول ب ــا يس ــه  Anti-RhD يدب ــبت ب نس

از  يزيحجـم خـونر   يدر بررس ـ HbF يدو رنگ يزيآم رنگ
رسد که اسـتفاده از   يبرخوردار بود و به نظر م يدقت کمتر

توانـد   يمد م ـآک روش کاريبه عنوان  HbF يروش دو رنگ
 .مطرح باشد يمادر -ينينن يزين حجم خونرييدر تع

 
 گيري نتيجه
 2332کـه در سـال    يقبل هاي همطالعه حاضر مانند مطالع    

و  پورا توسط 2331و همکاران  و در سال  ديويس توسط
 يدو رنگ ـ يزيآم استفاده از رنگ ،رفتيهمکاران  انجا  پذ

HbF  يزين حجـم خـونر  يـي در تع يتومتريبه روش فلوسـا 
ن امر بالا بودن يکند که علت ا يشنهاد ميپرا  يمادر -ينينن

 يهـا  ولـلب ـه ورود گـچ ـ رـن روش اسـت و اگ ـ يصحت ا
ز احتمال دارد امـا  ين يدر سه ماهه اول حاملگ ينيرمز ننـق

 ــ ــوع آن ب  ــه وق ــور خاص ــان زا يط ــزا يدر زم ــان اف   يم
 .(23، 21)ابدي يم
 

 تشكر و قدرداني
نامه منـوب مركـز    نتيجه پايانكه اين تحقيق  يها نهيهز    

ن شـده  يتـام  ايـن مركـز  توسط تحقيقات انتقال خون است 
 ـباغ قـره احمـد  دکتر  ياز زحمات آقاله ين وسيبد .است ان ي
همکاران بخـ    مرکز تحقيقات سازمان انتقال خون، ر يس
ن طـرح  ي ـکـه در ا  يهمکاران و لاد تهرانيمارستان ميزنان ب
 .شود يم يد تشکر و قدردانـنمودن ياريمانه ما را يصم
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Abstract 
Background and Objectives 

The quantification of fetal cells in the maternal circulation is an important goal to determine 

the amount of anti-D for prevention of active immunization of a D-negative mother giving 

birth to a D-positive baby. The aim of this study was to evaluate two flowcytometric staining 

technics for determination of fetal erythrocytes in maternal blood and to recognize the best. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, 34 adult D-negative blood samples were spiked with six serial 

dilutions of D-positive cord blood (0.125, 0.25, 0.5, 1, 5 and 10%) which was representative of 

99.9% of the clinical fetomaternal hemorrhage (FMH); they were stained for flow cytometric 

analysis. The Fetal Cell Count Kit was used for HbF dual staining and monoclonal anti-D for 

RhD single staining. 

 

Results 

A comparison between RhD and HbF percentages and FMH volume in spiking samples was 

performed. A significant correlation between two different parameters in flowcytometric 

percentages was observed (anti-HbF versus anti-D, r= 0.897, p<0.05). FMH volume was 

calculated and a significant correlation between expected and observed FMHs in RhD and HbF 

was obtained (p<0.05, r=0.984, r=0.874). The anti-HbF flowcytometric dual staining allowed 

better distinction between fetal RBCs (HbF+,CA-), F cells (HbF+,CA+), and adult RBCs 

(HbF-,CA+). Although Rh-D showed better correlation, but higher values with the RhD in 

suspensions lower than 10% were noted. 

 

Conclusions 

Data showed that anti-HbF labeling is significantly much more accurate than RhD labeling. 

Quantification of FMH using these two techniques described allows precise dosage of RhD 

immunoglobulin for protection against anti-D allo-immunization. 
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