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 (328-333)58زمستان  4شماره  3دوره 

 
 هاي خوني طبيعي با اندكس( سال 81-54)در افراد سالم / تعيين نسبت زنجيره

(18MCV≥   72وMCH≥  ) و درصدHbA2 طبيعي به روش كروماتوگرافي تعويض كاتيوني 

 8دوروزيوتو آنتي ، دكتر4، ليلا مستعان3اكبر شرفي تفرشي مقدم ، دكتر علي2، دكتر عيسي نورمحمدي3دكتر لادن حسيني گوهري
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
هااي گلاوبيب باه عناوان يا        بيوسنتز زنجيرهانجام آزمايش  ،برنامه پيشگيري از تالاسميبيشتر براي موفقيت 

هر آزمايشگاهي بايد دامنه  ،با توجه به اهميت موضوع. باشد ضروري مي DNA تجزيهآزمايش تكميلي در كنار 
. هاي تالاسامي باه دسات آورد    رفته جهت افتراق انواع سندرممرجع ايب آزمايش را متناسب با روش به كار گ

. باشاد  ماي هاي تالاسمي  مشكل ولي مرجع جهت مطالعه سندرم هاي گلوبيب روش نسبتاًَ روش بيوسنتز زنجيره
انادازي   هدف از اياب مطالعاه، راه  . كاربرد داردهاي گلوبيب  هاي ساختماني زنجيره چنيب براي تعييب جهش هم

 . بوددر افراد سالم  /هاي  و تعييب نسبت زنجيرههاي گلوبيب  زنجيرهروش بيوسنتز 
 ها مواد وروش

ي گلوبيب در دو مرحله بار اساار روش   ها در ايب مطالعه نسبت زنجيره. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
پرسنل آزمايشاگاهي   30هاي گلوبيب بر روي  آناليز زنجيره. گيري گرديد اندازه( تغيير شكل يافته)كلگ ا ودرال 

 ،در اياب روش  .هاي خوني نرمال بودند صورت گرفت و اندكس HbA2ها كه داراي درصد  سالم و بستگان آن
 پباا ماواد رادياو ايزوتاو    ( لوسيب)ها نمونه غني از رتيكولوسيت با مخلوطي از اسيدهاي آمينه كه يكي از آن

هاي مختلف به  اديو اكتيويته و رسوب گلوبيب، زنجيرهپس از شستشوي اضافه ر .گردد انكوبه مي ،دار شده نشان
 . شوند وسيله كروماتوگرافي تعويض كاتيوني، از يكديگر جدا مي

 ها يافته
تالاسامي در خاانواده    در همكاران سالم آزمايشاگاهي بادون ساابقه     /هاي  زنجيرهنسبت در ايب تحقيق 

به دست آماد   528/0 – 368/3با دامنه ( SD3  ±mean)048/3±  32/0 ،ميانگيب نسبت زنجيره .گرديدمحاسبه 
  .خواني داشت كه ايب نسبت با نسبت به دست آمده توسط ساير محققان در دنيا هم

 نتيجه گيری 
ها قابال   آيد كه بدون آزمايش بيوسنتز زنجيره مشكلات تشخيص به وجود مي ،غربالگري تالاسميدر هر برنامه 
در حالي كه از قابليت تكرارپذيري و قابليات اعتمااد خاوبي برخاوردار     ل ا ودرا  گكلروش . باشند حل نمي
فاز معكور نياز باراي    HPLCهاي ديگري مانند  امروزه از روش(. روز كاري 4)باشد بسيار طولاني مي ،است

ه برد باياد دامنا   بنابرايب هر آزمايشگاهي متناسب با روشي كه به كار مي. گردد ها استفاده مي جداسازي زنجيره
 . مرجع خود را تعييب نمايد

 يوني، كروماتوگرافي تعويض گلوبيب، هموگلوبيب، محدوده طبيعي گلوبيب،   :ات كليديكلم
 
 
 
 55/  5/ 1   :اريخ دريافت ت

 62/11/55  :تاريخ پذيرش 
 
 15155-2156 :ـ صندوق پستيدانشگاه علوم پزشكي ايران  و مركز تحقيقات سلولي و مولكوليدانشكده پيراپزشكي  استادبيوشيمي باليني ـ  PhD: ولؤمؤلف مس -1
6- PhD  پزشكي ايراندانشگاه علوم دانشيار بيوشيمي تغذيه ـ 
6- PhD دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي ايران دانشيار  ـ فيزيك پزشكي 
 انتقال خون ايران و مركز تحقيقات سازمانآزمايشگاه تحقيقات تالاسمي  ـ علوم آزمايشگاهيكارشناس  -5
5- PhD انستيتو نورولوژي و ژنتيك قبرسـ  بيوشيمي
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   مقدمه
برنامه غربالگري تالاسمي در ايران با هدف پيشگيري از     

به اجرا درآمـده   1632بروز موارد جديد بتاتالاسمي از سال 
شناســايي  ،اولــيا اســتراتصي اصــلي در ايــا برنامــه. اســت

ام ازدواج و مشاوره بـا ايشـان   زوجيا ناقل بتاتالاسمي هنگ
در ايا غربالگري درصدي از زوجـيا در حـالي كـه    . است

ــدك  ــاي ان ــد   ه ــي دارن ــر يبيا ــوني غي و  >51MCV)خ

63MCH<)، ــد ــي  آن HbA2 درص ــا يبيا (  ≥6/6HbA2)ه
( Trait)باشد و مشكوك به داشتا آلفا تالاسمي خـاموش  مي

( Normal HbA2 -thalassemia)خـاموش  و يا بتاتالاسمي
 اسـت  ها پيچيده استراتصي تشخيص ايا ژنوتيپ . شوند مي

و نياز به بررسي فاميلي، بررسي آنمي فقـر آهـا و ملالاـه    
DNA  هـاي حـذفي و غيـر حـذفي آلفـا       از نظر موتاسـيون

(.    1نمـودار  )هـاي گلـوبيا دارد   زنجيره  تالاسمي و بيوسنتز
 

 
 
     51MCV≥           51MCV< 
     63MCH≥           63MCH< 

  
 
 

       
 

      51MCV>    51MCV< 

      63MCH>    63MCH< 
 
 
 
 

 تالاسمي  هر دو ناقل          مرد يا زن    
    %5/6*HbA2≤               **    %3 < HbA2  < %5/6 

 
 
 
 

 هماتولوژي هاي آزمايش      يلبآزمايش هماتولوژيك هر دو داو    آزمايش هماتولوژيك در هر 
 تصحيح شده       تصحيـح نشده هر( نزد و رم)ازدواج    ويلب ازدواج تصحيح ادو د

  >5/6HbA2≥         5/6HbA2دو داراي       >5/6HbA2نشده است و درصد 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 .و يا كمتر از آن نرمال محسوب شده است 6/6برابر  HbA2و درصد  همنلقه مرزي در نظر گرفته شد 6/6-5/6بيا  HbA2د صدر تحقيق حاضر در   *
** %3 > HbA2 هاي تكميلي دارد نياز به بررسي. 

 دواجزغربالگري ناقليب سالم ژن تالاسمي پيش از ا نحوه: 3نمودار 

آزمايش مرد داويلب 
 (شوهر)ازدواج

 آزمايش زن
 (همسر)داويلب ازدواج

 ي ـــگواه
 ازدواج

 

گيري  اندازه
HbA2 هر دو 

مشاوره 
 ژنتيك

مصرف آها خوراكي 
 آزمايش مجدد

گواهي 
 ازدواج

مشاوره 
 ژنتيك

هاي  از نظر جهش DNAبررسي 
  تالاسمي   حذفي  حذفي و غير

هاي حذفي و  از نظرجهش
 تالاسمي منفي غير حذفي 

هاي حذفي و  از نظرجهش
 تالاسمي مثبت غير حذفي 

 تالاسمي تابHbA2 هاي گلوبيا جهت تشخيص نرمال  تاييا نسبت زنجيره
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برنامه پيشگيري از بـه دنيـا    بيشتربنابرايا براي موفقيت     
مراكــز رفــران   ،رآمــدن مــوارد جديــد بتاتالاســمي مــاژو

هاي گلوبيا و  متاددي جهت انجام آزمايش بيوسنتز زنجيره
گوي ايا مشكل  هاي مولكولي لازم است تا جواب تشخيص

 (.1، 6)متقاضيان ازدواج باشند
راه انـدازي آزمـايش بيوسـنتز     ،هدف از تحقيـق حاضـر      

هـاي   محـدوده نسـبت زنجيـره   و تاييا هاي گلوبيا  زنجيره
/  تا بر اساس آن بتوان باد از مقايسـه   بودسالم در افراد

در افــراد مبــت  بــه تالاســمي بــا  /هــاي  نســبت زنجيــره
هـاي   تا حد امكان موارد نادر موتاسيون ،محدوده افراد سالم

 . تالاسمي را تشخيص داد
 

 ها مواد و روش
ــود        ــي ب ــوب تجرب ــده از ن ــام ش ــه انج ــنتزب .ملالا  يوس

بر روي  /هاي  ا نسبت زنجيرههاي گلوبيا و تايي زنجيره
نمونه از افراد سالم از بيا كاركنـان آزمايشـگاه سـازمان     61

هـا   دانشگاه علوم پزشكي ايـران و بسـتگان آن   ،انتقال خون
گونه سابقه فاميلي ابت  به   سالگي كه هيچ 51تا  15بيا سا 

انجام  CBCابتدا آزمايش . تالاسمي نداشتند صورت گرفت
هـا بـه روش كرومـاتوگرافي     آن HbA2 سپ  درصـد  شد و

ــد    ــدار گردي ــيا مق ــوني تاي ــويي ي ــي  . تا ــراي بررس ب
صــورت هــا، الكتروفــورز اســتات ســلولز  هموگلوبينوپــاتي

در هــيچ كــدام داراي بانــد غيــر يبياــي نبودنــد و . گرفــت
 . ها نرمال بود آن HbF و درصد HbA2، درصد CBCآزمايش

 
ـ ودرال   كلــ  هــاي گلــوبيا بــه روش ز زنجيــرهـبيوسنتــ

(Clegg-Weatheral ) : 
از قابليت تكرارپـذيري   ،ايا روش عليرغم يولاني بودن    

مللوبي برخوردار است و به عنوان روش مرجع محسـوب  
  (.6، 5)شود مي
پ  از گرفتا خون تـام بـر روي هپـاريا و جداسـازي         

ها جـدا   گراد رتيكولوسيت درجه سانتي 5پ سما، در محيط 
در محـيط كشـتي كـه     In vitroبه صورت  سپ . شوند مي

اسيد آمينه به همـراه لوسـيا نشـاندار بـا تـريتيم       11حاوي 
گاه پـ     آن. گيرد ميها صورت  عمل بيوسنتز زنجيره است

 ،هــاي نشــاندار هــاي قرمــز و رتيكولوســيت از ليــز گلبــول

و  ههـاي آلـي رسـوب داده شـد     ها به وسـيله حـ ل   زنجيره
مولار  5يوني در حضور اوره  توسط كروماتوگرافي تاويي
 زنجيـره   ،pH 65/2 - 5/2با  و شيب غلظت بافر فسفات

جدا و به وسيله بتاكانتر با استفاده از محلول بتـا كـانتر    و 
ـــت   ــمارش و نسب ــه ش ــزان راديواكتيويت ـــه  /مي محاسب

 (.6، 5)گردد مي
 :به شرح زير استعمل  مراحل

 تهيه نمونه خون  -
 (غني از رتيكولوسيت) بافي كوت رجداسازي لايه زي -
ســلولز و ســلولز  هــاي ســفيد توســط  حــذف گلبــول -

 ميكروكريستاليا

 انجام بيوسنتز در حضور لوسيا نشاندار -

 هاي گلوبيا به وسيله استا و اتر رسوب دادن زنجيره -

هـا بـه روش كرومـاتوگرافي تاـويي      جداسازي زنجيره -
 يكنكاتيوني و شيب قدرت يو

 ها براي شمارش با بتاكانتر ازي لولهس آماده -

 /محاسبه نسبت  -

 بــا اســتفاده از روش  هــا زنجيــرهجداســازي  اًَاخيــر -
 High performance)بـالا كروماتوگرافي مـايع بـا كـارآيي    

Liquid Cromatography)   با فاز ماكوس نيز ملرح شـده
  ايا روش داراي قابليت تكرارپذيري مناسب و ساده. است
هـا كـم    ولي در مواردي كـه تاـداد رتيكولوسـيت   باشد  مي
هـا   گيـري راديواكتيويتـه زنجيـره    ممكا است انـدازه  ،باشد

بنـابرايا در مـورد   . گـردد  مواجـه  توسط بتاكانتر با اشـكال 
هاي سالم ايا روش  هاي گلوبيا نمونه تاييا نسبت زنجيره

 (. 5)گردد كمتر توصيه مي

 
 :قليايي pHالكتروفورز استات سلولز در 

 .گيـرد  صورت مـي  =pH 5/5الكتروفورز هموگلوبيا در     
ها منفي اسـت و از   جمع جبري بار هموگلوبيا ،pHدر ايا 

هـاي يبياـي    هموگلوبيا .كنند كاتد به يرف آند حركت مي
از غير يبياي بـر اسـاس سـرعت حركـت الكتروفورتيـك       

 .شوند تفكيك مي
 
 :يونيبه روش كروماتوگرافي تاويي  HbA2گيري  اندازه
 از كروماتوگرافي تاويي آنيوني  HbA2 جداسازيبراي     
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 . شود استفاده مي
    pH شود كه از  ي انتخاب ميبافر يورpH ريك ـايزوالكت 

HbA2 تر و از  پايياpH   هـا   ايزوالكتريك سـاير هموگلـوبيا
  .باشدبالاتر 
بـا حجـم    و تواند به رزيا باند شود نمي HbA2بنابرايا     

سـپ   . شـود  از ستون خارج مي ،ليتر از بافر ميلي 6 كمتر از
و شـاهد توتـال در يـول     HbA2جذب نوري لوله حـاوي  

نانومتر در برابـر آب مقلـر يادداشـت و درصـد      515موج 
HbA2 (2)شود محاسبه مي. 
  SD (SD1 ± mean)، ميانگيا Excelبا استفاده از برنامه     

 درصـد  و ل، هموگلـوبيا توتـا  MCHو  MCVپارامترهاي 
HbA2 هاي  نسبت زنجيره/ محاسبه گرديد . 

  
 ها يافته
گــرم  15/15±  6/1ميــانگيا هموگلــوبيا توتــال برابــر     

ر ـرابـــب fl 55/6 ± 51/52، MCHر ـرابـــب MCV ،دـدرص ـ
pg 61/1  ±6/61،  ــد ــر  HbA2درصـ و  25/6±  65/1برابـ

 165/1با ميانه  155/1±  16/1برابر  /هاي  نسبت زنجيره
گيـري نسـبت    روش انـدازه  CV ضـمناًَ . (1جدول )باشد مي

 . (6نمودار )است% 5/6برابر  ،هاي گلوبيا زنجيره
 

 
 هاي خوني طبيعي و اندكس HbA2در افراد با درصد  /هاي  نتايج نسبت زنجيره: 3جدول شماره 

 
13/1 13/1 11/1 15/1 16/1 12/1 16/1 12/1 55/1 112/1 16/1 16/1 11/1 11/1 16/1 

/ 

12/1 65/1 15/1 65/1 11/1 11/1 15/1 15/1 122/1 62/1 152/1 1/1 1/1 6/1 6/1 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ها  و نحوه خروج زنجيره( نمونه سالم)048/3 ± 32/0در محدوده هاي گلوبيب  نسبت زنجيره باسطح زير منحني : 2نمودار 
 ها از ستون بر حسب شماره فراكشب

 

C
P

M
(

يقه
 دق
 در
ش
مار
ش

) 

 

 

 

 ها تعداد فراكشب

   

21              51                51                61                61                 11               1 

6111 

6511 

6111 

1511

1111 

511 

1 

1 
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 بحث
هاي غربـالگري نـاقليا تالاسـمي بايـد يـوري       آزمايش    

ــه كمــك آن  ــوان ب ــه بت ــا  انتخــاب شــوند ك تالاســمي  ه
تالاسـمي   تالاسـمي،   تالاسـمي،    + هتروزيگوت، 

هـا را   تياپخاموش و يا حضور توأم تالاسمي با هموگلوبينو
توان انتخـاب   تشخيص داد بنابرايا آزمايش واحدي را نمي

هـا را بـه صـورت     در واقع بايد يك گروه از آزمايش ،نمود
هـايي   آزمـايش . مكمل انجام داد تا به تشخيص نهايي رسيد

، بررسي لام خون محيلـي،  CBCكه بايد انجام شود شامل 
 pH، الكتروفـورز هموگلـوبيا در   HbA2گيري درصد  اندازه

بررسي آنمي فقر آها و در نهايـت بـراي    ،قليايي و اسيدي
هـاي   بررسـي  ،ــ فنـوتيپي انـواب تالاسـمي     تيپيتفكيك ژنـو 

ــاز    ــوالي ب ــيا ت ــولي و تاي ــاي  مولك ــنتز  DNAه و بيوس
توصــيه  /هــاي گلــوبيا جهــت تايــيا نســبت   زنجيــره

 (. 2، 3)گردد مي
 تجزيـه هاي زيـادي كـه در ارتبـاا بـا      عليرغم پيشرفت    

DNA هاي مولكولي تالاسمي صـورت گرفتـه    در تشخيص
ماند كـه از نظـر تشـخيص     همچنان مواردي باقي مي ،است

ايـا مـوارد    .(5، 5)باشـد  ها مي نياز به انجام بيوسنتز زنجيره
 : عبارتند از

 (HPFH)ارثي پايدار Fتالاسمي از هموگلوبيا  افتراق  -
- لاسمي خاموشتا( نرمالHbA2 بتا تالاسمي) 
هـاي   هاي ساختماني مربوا به زنجيره ملالاه انواب جهش -
  و  
هـايي كـه در    بنابرايا با توجه به ايا كه يكي از آزمايش    

 برنامه غربالگري انواب تالاسمي بايـد در نظـر گرفتـه شـود    
ابتدا بايد محـدوده افـراد    ،هاي گلوبيا است بيوسنتز زنجيره

ها باـد از   سالم ايا نسبت را تاييا نمود تا بر پايه ايا يافته
وده افـراد سـالم تـا حـد امكـان      با محد /مقايسه نسبت 

تالاسمي خـاموش تفكيـك    را از  Trait لاسميتا موارد 
 .نمود
 كلـ  ـ ودرال   از روش /در ايا تحقيق براي تايـيا      

ان روش م ـشود و ه وب ميـكه به عنوان روش مرجع محس
 5كرومـاتوگرافي كربوكســي متيـل ســلولز در حضــور اوره   

 ـقابليـت   اسـتفاده گرديـد كـه از    تلار اس ـوم  ذيريـتكرارپ
(reproducibility) ادـو اعتم (reliability)  برخوردار خوبي 

 . است
در همكـاران   /هـاي   در ايا تحقيـق نسـبت زنجيـره       
ي در خـانواده  ـالاسمـت  هــم آزمايشگاهي بدون سابقـسال
 155/1±  16/1هـا   ميـانگيا نسـبت زنجيـره    .يا گرديـدتاي
(SD1  ±mean ) به دست آمـد كـه    165/1 -125/1با دامنه

ايا نسبت با نسبت به دست آمده توسط سـاير محققـان در   
و همكاران ايـا نسـبت را در   لو نگالا .خواني داشت دنيا هم

HPLC، 15/1  ±1(SD1 ±mean )افــراد ســالم بــا روش   
و همكـاران ايـا نسـبت را در     ماتيوسان اند و گزارش كرده

ــر   ــالم براب ــراد س ــا روش ( SD1  ±mean)15/1±  1/1اف ب
( اصول روش تحقيـق حاضـر  )كروماتوگرافي تاويي يوني

ايـا نسـبت در     چنـيا محـدوده   هم. (5، 5)اند گزارش كرده
بـا  . (1، 11)ذكـر شـده اسـت    15/1-15/1 ،ساير ملالاـات 

 و همكـاران در يـازده مـورد    ماتيوسـان  توجه به ايا كـه  
±  SD1) 25/1±  11/1ايـــا نســـبت را  ،Traitتالاســـمي 

mean ) مورد  3و در 63/1±  15/1 ،تالاسمي مينور (SD 
1  ±mean )اند بنـابرايا بـراي پيشـگيري از     به دست آورده
مبت  به تالاسمي با حداقل و حـداكثر  پوشاني نتايج افراد  هم

مقادير افراد سالم به دست آمده در تحقيق حاضر، به ترتيب 
و از  بيشـتر SD 1 +  χهـا از   آن /ت ـكساني كـه نسب ـ 

SD6 +   χ تـا   653/1ايـا نسـبت در دامنـه     يـا باشد كمتر
نرمـال  )تالاسمي خـاموش  مشكوك به  ،قرار گيرد 125/1

HbA2 ت ـه نسب ــرادي ك ــو اف ـ( يـبتا تالاسم/ ا ـه ـ آن
باشد به عبارت SD6- χ ي بيشتر از ولSD1- χ  ر ازـكمت

قــرار گيــرد  515/1 – 165/1ديگــر ايــا نســبت در دامنــه 
گردنـد و در ايـا مـوارد     مـي  Traitتالاسمي  ك به مشكو
به ايا نكته نيز بايد توجـه   .بايد صورت گيرد DNA تجزيه

 Mildتالاسمي مينور همراه با  داشت كه در افراد مبت  به 

 گـردد بـا    ها مشابه افراد سالم مي نسبت زنجيره ،تالاسمي
لا با اها در محدوده مرزي ي آن HbA2ايا تفاوت كه درصد 

لذا در موارد فوق هم زمـان بـا آزمـايش بيوسـنتز     . باشد مي
 ،هاي گلوبيا براي فرد مراجاـه كننـده و والـديا او    زنجيره
 .       استبا روش ماتبر الزامي  HbA2گيري  اندازه

 
 گيري نتيجه
  گردد تـوصيــه مــي ،وبـوضـت مـه اهميـه بـوجـتبـا     
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هـاي   سبت زنجيـره يشگاهي بر حسب روش تاييا نهر آزما
 CVبـا محاسـبه    اابتدا قابليت تكرارپذيري روش ر ،گلوبيا

مورد ارزيابي قرار دهد سـپ  محـدوده افـراد سـالم را بـا      
روش مربويه به دست آورد تا بتواند بر پايه ايا اي عـات  

  . بيماران را تاييا نمايد /هاي  نسبت زنجيره
 

 تشكر و قدرداني
  زشكي وـوم پـلـاه عـهشي دانشگصوـرم پـمحت از مااون    

خدمات بهداشتي درماني ايران كه بودجه ايا يرح را تأميا 
مركـز تحقيقـات سـلولي و    محتـرم  اند و از همكاران  نموده

درماني  مولكولي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي
ايران و آزمايشگاه تحقيقات تالاسمي سازمان انتقـال خـون   

گيـري   دلفي كه در امر نمونه و ناگهيها  ايران همچنيا خانم
انـد صـميمانه    هاي لازم را مبذول داشـته  ايا يرح همكاري

 .سپاسگزاريم
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Abstract 
Background and Objectives 

For a successful prevention program, globin chain synthesis, as a complementary test beside 

DNA analysis, is necessary. So, it is important that each laboratory establishes its own 

reference range for the classification of thalassemia syndromes by globin chain synthesis. 

Globin chain synthesis is a relatively complex test introduced in the study of thalassemia 

syndromes as a reference method. The technique is also useful for variant chain 

identification.This study aims to stablish the method of globin chain synthesis to determine /  

chain ratio in healthy individuals.  

 

Materials and Methods 

In this study globin chain analysis was performed on 30 healthy laboratory personnels with 

normal HbA2 and normal hematological indices. In this method a reticulocyte-rich sample is 

incubated with a mixture of amino acids, one of which (leucine) radioactively labelled. After 

washing the excess radioactivity and precipitating the globin, different chains are separated by 

cation exchange chromatography.  

 

Results 

The mean / ratio was 1.045 ± 0.12 (mean ± 1SD) in healthy subjects. Our findings were in 

agreement with those of the other investigators in the world. 

 

Conclusions 

In any screening program, diagnostic problems will arise that can not be solved without 

biosynthetic studies. The Clegg and Weatherall method has been proved to be very reliable and 

reproducible, but time-consuming (requiring four days). New methods like reverse phase 

HPLC are now available for chain separation. Therefore, according to the procedures each 

laboratory should determine its own reference range.  
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