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  .معين PHيك ميدان الكتريكي در  سم باردار درجالكتروفورز عبارت است از حركت يك 
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قليائي داراي بار منفي شده    PH بنابر اين در ،منفي ومثبت برابرندخود داراي بارهاي ايزو الكتريك   PHها در نيپروتئ

،  (HbA)هموگلوبين نرمال در افراد بالغ  .جدا سازي صورت ميگيرد تدر طي اين حرك. وبطرف قطب مثبت حركت مي كنند

 . يايي داراي شارژ منفي است و به طرف آند حركت مي كند در بافر قل

يك آمينواسيد  "معمولاكه  آنها غير طبيعي بدليل ساختمان Aازهموگلوبين  هموگلوبين هاي غيرطبيعي جداسازي بيشتر انواع 

   .صورت مي گيردشارژ الكتريكي شان  در ير يبر اساس تغ ،شده است آمينو اسيد ديگرجايگزين 

  .مي باشدين ها بسياري از هموگلوب الكتروفورتيك روشي ساده براي شناسائي مقدماتي جدا سازي

  : ها يالكتروفورز استات سلولز جهت بررسي هموگلوبينوپات

  .آنها مي باشدن يمل هاي سلولزي از متداول تراوجود دارد كه ح (Supporting media)انواع مختلف حامل 

با  آسان ونگهداري طولاني مدت حمل،)با جذب كم  C (وA، F ، Sي ريع هموگلوبين هاسهولت استفاده ،جدا سازي س: مزايا

  قرار دادن در كيسه پلاستيكي

عدم شناسائي اجزائي از هموگلوبين با غلظت كم،عدم جدا سازي همه انواع هموگلوبين بخصوص  هموگلوبين هاي : معايب

جدا مي شوند كه ممكن است مقادير كم هر يك در برابر مقدار بالاي  در كنار هم A  و F  هاي  هم چنين هموگلوبين.ناپايدار

  .ندديگري قابل جدا سازي نباش

                                                                                                                             سازي نمونه آماده• 

يك جداسازي . تهيه مي شود شده از گلبولهاي قرمز شسته "ت است كه ترجيحاانمونه مورد استفاده در الكتروفورز ، هموليز -

  .ست مي آيددبگرم در دسي ليتر 2- 3 محدوده در  هموگلوبيناز هموليزاتي با غلظت  "خوب الكتروفورتيك ، عموما

 قابل روز 10درجه به مدت4 دمايدر خونو مي باشد  Heparinيا  CPD , ACD , EDTA مصرفيضد انعقاد  -

 .)بدهند  لخته هاي بسيار كوچكخون هاي هپارينه در طول نگهداري ممكن است تشكيل . ( است نگهداري

 جهت تهيه هموليزات و از محلول ليزكننده داخل كيتكرده مطابق با دستورالعمل آن عمل  ،از كيت استفاده در صورت -     

  .اده مي كنيم استف

و از  گردند ليز مقطر  آب با  يددر صورتيكه بيمار مشكوك به يك هموگلوبينوپاتي از نوع ناپايدار باشد ، سلولها فقط با -

  .لوبين ها ميشودگير ماهيت اين همويحلالهاي آلي جهت تهيه هموليزات نبايد استفاده شود چون باعث رسوب وتغ
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  تتجهيزا •

  . داراي مخازن نگهداري بافروپل هايي است كه استات سلولز روي آن قرار مي گيرند :مخزن الكتروفورز  - 1

بايد دستگاه يك ولتاژ ثابت جريان مستقيم داشته باشد و داراي اتصال زمين باشد تا مانع شوك  :منبع تغذيه  - 2

،  و كليد قطع و وصل اتوماتيك باشد 450 ولتاژ ، قادر به تأمين دقيقه  0- 60مجهز به تايمر. شود كاربربه 

 .بطوري كه تا قطع كامل جريان برق امكان باز نمودن درب مخزن وجود نداشته باشد

استات  "معمولا. به آن دست بزنيم (Medium)بايد با اطمينان از عدم پارگي محيط  :محيط استات سلولز  - 3

 .مي شود متصل پلاستيك ورقه سلولز به يك

از نمونه را در سطح محيط قرار دهد µl 0.5- 1ه گذاري ميتواند با هر وسيله مناسبي كه بتواند نمون :اپليكاتور - 4

 . مقادير نمونه گذاري شده بايد يكسان باشد. انجام گيرد 

 =4/8PH مرسوم داراياستفاده ميشود بافر  PH = 2/9- 4/8در محدوده  "عمومااين بافر – TEBبافر  - 5

 .است

  : Tris – EDTA – Boric Acid ( TEB ) طرز تهيه بافر •            

  گرم2/10    پودر تريس هيدروكسي متيل آمينومتان  -

- EDTA            6/0گرم 

 گرم2/3            اسيد بوريك  -

 ميلي ليتر 1000         آب مقطر تا حجم  -

 .ستقابل مصرف ا درجه 4ير رنگ در دماي يبافر فوق تا قبل از كدورت و تغ

  رنگ  •

 به طــور اعــم با رنگ . استفاده نمودهر نوع رنگ آميزي مناسب پروتئين ها  مي توان ازدر الكتروفورز استات سلولز

Panceau S  ( W/V ) 3/0 -5/0  درصد 5كـه دارايدرصد ( W/V )   نتايج خوبي  مي باشدتري كلرواستيك اسيد

  .مي گرددمشاهده مي 

  ميليگرم  S  ،300-500پانسو  -
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  ميليگرم 5تري كلرو استيك اسيد ، 

                 ميلي ليتر 100آب مقطر تا 

- Counter staining : غير هم ازجهت افتراق پروتئين هاي همHem) ( يك رنگ ويژه مي توان با  ، نوار را

بدليل كارسينوژنيك بودن آن  كه مي شودبراي اين منظور از بنزيدين استفاده .  ردك Counter stain، (Hem)هم

 :مانند  )  (Hemهم ساير رنگهاي ويژه 

O - tolidine dihydrochloride  

O – dianisidine ( 3 , 3´ dimethoxybenzidine ) 

  .توصيه مي شودنيز       

  محلول هاي رنگ بر ، آب گير ، شفاف كننده  •

  ) رنگ بر (     درصد 3 -5 (V/V)اسيد استيك  )1

 )آب گير (       درصد 100- 95متانول )2

 )شفاف كننده (   درصد20(V/V ) اسيد استيك در متانول  )3

 .،  زمينه را بي رنگ كنيددرصد  5-3تعويض در اسيد استيك  ربا چند با

  روش كار  •

  :راحل زير بطور معمول در اكثر روش ها اجرا مي شودم .صورت مي گيرد هر توليدكننده روش كار بر اساس دستور العمل 

  )اشباع كردن در بافر(.تا از ايجاد حباب هوا جلوگيري كند فرو ببريداستات سلولز را به آرامي در بافر  نوار )1

  . را به طور مساوي با بافر پر كنيد تانكدو مخزن  )2

طوبت اضافي را به ركاغذ جاذب الرطوبت قرار داده وبه سرعت بين دو ورقه نوار اشباع شده را از بافر خارج نموده و   )3

 . طور يكنواخت بگيريد

ت را بر روي استات سلولز ، در طول يك خط و در فاصله يك سوم طول ورقه از لبه كاغذ قرار انمونه هاي هموليز  )4

  .ت مشاهده مي شودااز هموليزميكرو ليتر1-5/0 با مقادير "نتايج خوب عموما. دهيد

 . قرار دهيد كه محل نمونه گذاري به كاتد نزديكتر باشد بر روي پل مخزنرا طوري لولز استات س نوار )5
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 . است) پائين ( به طرف بافر  نوارمطمئن شويد سمت استات سلولز )6

استات سلولز و  نوار بسته به نوع و اندازه (.را در زمان مورد نظر برقرار كنيد )  350 "عموما(   ولت 400- 250ولتاژ  )7

 . )توليدكننده متغير استكارخانه 

رنگ آميزي ، شفاف و   بر اساس دستور العمل درون كيت بيرون آورده ، مخزنرا از  نوارپس از زمان مورد نظر ،  )8

  . خشك كنيد

  ملزومات حركت  •

   كنترل ٭     

در كنار نمونه          A , F , S , Cهموگلوبين هاي يك نمونه كنترل حاوي   استات سلولز بايدازدر هر بار الكتروفورز        

                  ..استفاده نمود هاي بيماران 

استات سلولز ، ممكن است سبب تغييرات كم در سرعت  نوارهاي مختلف بافر وشماره سريالنوسانات كم جريان برق ،  - 

 . شود الكتروفورزحركت در 

 .نمودنوار مقايسه  همانكنترل در نمونه تاهموليز يد باباالگوي حركت نمونه هاي مجهول را  - 

 جدا سازي ٭      

هستند  F , Sو   F , A  هموگلوبين هايجديد استات سلولز ، نمونه هايي كه حاوي تركيبي از   شماره سريال با هر  

 واضحتفكيك . شود آزمايش سلولز          استات  نوار بر روي  هموگلوبين هابايد نمونه گذاري شوند و جداسازي مناسب 

را  هموگلوبين هاممكن است لازم باشد غلظت . شود مشخصيك ناحيه شفاف كوچك بين آنها  با يدها باهموگلوبين اين 

 .شوديا زمان و ولتاژ را جهت مشاهده تفكيك دقيق باندها تنظيم  داده در نمونه كاهش

  فتوتيپ •

  .مي باشند مشاهده  ز قابلهاي عمده اي است كه به فرم باند مجزا درالكتروفوراستات سلول گلوبينوهم ،از فنوتيپمنظور    

 HbAوقتي غلظت . در گزارش هموگلوبينوپاتي ها ، هموگلوبيني كه غلظت آن بيشتر است ، ابتدا نوشته مي شود  -

يا  HbACهتروزيگوت به صورت  HbCتروزيگوت يا در سيكل سل ه "بيشتر است ، الگوي فرم هتروزيگوت آن مثلا

HbAS نوشته ميشود.  
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آن يكي كه از نظر باليني اهميت بيشتري دارد اول . در مقادير مساوي حضور داشته باشند "اگر دو نوع هموگلوبين تقريبا-

  (HbSC) "مثلا. نوشته مي شود

اين . همراه شده اند HbFلب با يك افزايش در اغ HbS / β - thalيا  تهموزيگو HbSهموگلوبينوپاتي هايي نظير -

  . HPFH *البته به جز در. ) بلكه مسئله اي جبراني است ( مسئله قسمتي از ژنوتيپ نيست 

  در شكل "در برخي موارد تشخيص انواع هموگلوبينوپاتي ها از يكديگر مشكل است مثلا -

 ( β˚ - thal )  ،HbA الگوغايب است و "كاملا β˚thal  HbS / تاز نوع هموزيگو HbS  غير قابل تشخيص

  .است 

  ژنوتيپ  •

  .مي باشد DNAتركيب اختصاصي آلليك ژن يا مجموعه ژنها در سطح   

( گي ه خانواد          هاي آزمايشگاهي تائيدي ، مطالعات  روش شرح بيان ژنتيكي كامل انواع هموگلوبين ها ، نياز به  

  .و مطالعات باليني دارد) شجره نامه 

  منابع خطا •

امكان پذيرنمي باشد در عين حال اين روش با وجود واحد  PHتشخيص قطعي هموگلوبينوپاتي بر اساس الكتروفورز در 

آشكار را اما تفاوت هاي . مقدار كمي وصحيح هر هموگلوبين را نيز نشان نمي دهد مشخص نمودن هموگلوبينهاي مختلف،

 .ميتوان تخمين زد

  .يا قدرت يوني نامناسب  PHگي بافر ، بافر با ه كدورت و آلود )1

گي پليت استات ه آلود     ، يا) كاغذهاي جاذب الرطوبت ( ها  blotterچاهكهاي نمونه گذاري ، اپليكاتور،  گيه آلود )2

 .سلولز با گرد و خاك ، خون يا ساير پروتئين ها 

 :ت اهموليز )رنگ تغيير( كدورت يا مستهلك شدن )3

گي باكتريال ممكن است جداسازي شان خيلي ضعيف باشد ، آرتفكت  كهنه ، حاوي استروماي گلبول قرمز، يا آلود تاهموليز -

  )تفكيك نشوند . ( ديده شوند Smearبدهند و يا باندهاي هموگلوبين به صورت 
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جاد مت هموگلوبين در نمونه هاي كهنه و يا نمونه هايي كه ت قهــوه اي رنگ ممكن است مربوط به اياتشكيل هموليــز -

باندهاي كوچكي در سمت كاتديك  ،در صورت وجود مت هموگلوبين در نمونه خون. بطور مناسب نگهداري نشده اند باشد

 باندهاي هموگلوبين اصلي ديده مي شود

لوبين به سيان مت هموگلوبين تبديل مي شود ، هموگ ت، متاهموليز به درصد 5(KCN)افزودن يك قطره سيانيد پتاسيم با  

) در نمونـــه اي كه به خــوبي نگهداري نشده ( در نتيجه اگر مت هموگلوبين به عنوان آرتفكت در نمونه وجــود داشته باشد 

و يك جواب با اين روش مي توان جوابهاي مبهم و گيج كننده را از بين برد . ديده نمي شود ديگر باند ضعيف مت هموگلوبين

  . واضح بدست آورد

  .استات سلولز ، سبب حبس شدن هوا يا پوسته پوسته شدن ورقه مي شود نوارمكش نامناسب بافر در )4

5( blotting استات سلولز ، سبب خشك شدن استات سلولز يا باقي ماندن رطوبت روي آن مي شود ينامناسب نوارها . 

در بيرون آوردن نوارها از ) در برقراري جريان الكتريسته ، ج) شده ، ب blotنمونه گذاري روي نوارهاي ) الف: تأخير در  )6

 .سبب ايجاد خطا مي شود ←در رنگ آميزي نوارها بعد از الكتروفورز ) ، د مخزن

 )خيلي زياد يا كم . ( مقدار نمونه گذاري نامناسب باشد  )7

نمونه ها بايد نسبت به مركز به . خطا مي شود ايجاد سبب استات سلولز نوارقراردادن نمونه ها بطور نامناسب بر روي  )8

 .به سمت آند فراهم كنند هموگلوبين قرار گيرند تا فضاي مناسب را جهت حركت كاتديك صورت

) ر غلظت هاي بالاي باف وحرارت بالا ، جريان خيلي بالا  بدنبال"مثلا( نوارها در مدت الكتروفورز  زياد رطوبت بخار شدن )9

ضرورت پيدا مي  ) Icebag (كيسه يخ خنك كردن دستگاه توسط ،باشد درجه 25 بالا تراز دماي اتاق اگر كه در اين حالت

 .كند

ايجاد ) (Hemهم  عدم برداشت لكوسيت ها در بيماران مبتلا به لكوسيتوز ، ممكن است يك باند غيرطبيعي از پروتئين) 10

و ممكن است ناشي از ميلو پراكسيداز )  HbHحتي سريعتر از ( هر هموگلوبيني دارد  حركت آنديك سريعتر از داين بان.كند

  .لكوسيتي باشد

است ، به دليل حضور  تر آنديك كمي HbAكه نسبت به  ين ديابتي كه تحت كنترل پزشك نيستند ، باندادر بيمار) 11

  .هموگلوبين گليكوزيليت مشاهده مي شود
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  الكتروفورز سيترات آگار

  

بين هموگلوبين ، آگار و يونهاي بافر سيترات  متقابل  لكتروفورز سيترات آگار جدا سازي هموگلوبين ها بر اساس واكنشدرا

 .صورت مي گيرد

 •:  نمونـــه گذاري 

  . به آرامي به سطح آگار منتقل كنيد رات انمونه هاي هموليز -

   .صورت گيرد نوارانتهاي آنديك و يا در مركزمتر از سانتي3به فاصله   بايد گذارينمونه  -

  .كنيد اجتناب آگار سطح به آسيب رساندندر هنگام نمونه گذاري از  -

- HbS  وHbC  در حاليكه  كردهبه طرف آند حركت ،HbA  وHbF به طرف كاتد حركت مي كنند .  

باندهاي جدا شده وكرد  استفاده C,S,F,Aهموگلوبين هاي حاوي  خون كنترل نمونهبايد ازالكتروفورز سيترات آگار  باردر هر -

  .را در مقايسه با نمونه كنترل تفسير نمود

  . استفاده كنيد  هموگلوبين حاوي اين نمونه كنترل بايد از مشكوك هستيد ،   Hb Oarab به هموگلوبين در صورتيكه -

  .حركت مي كند HbSبا  HbOسيترات آگار ،  آماده در بعضي انواع تجارتي پليت هاي -

  مزاياي روش سيترات آگار  •

اين روش بين . و انواع نادر ديگر را تأئيد مي كند C,S,F,Aيالكتروفورز سيترات آگار همزمان وجود هموگلوبين ها  - 1

وفورز قليايي حركت مي كند در الكتر HbS مشابهرا از انواع نادر ديگر كه  HbSافتراق مي گذارد و  O,E,Cهموگلوبين هاي 

  .تشخيص مي دهد

 در حضور مقادير زياد ديگر HbAو  HbFاين روش تشخيص انواع هموگلوبينوپاتي ها را از طريق نشان دادن مقادير كم  - 2

  .ها آسان مي كند هموگلوبين

  HbAرا به آساني از   HbFيرا ز. خون بند ناف مفيد است  غربالگريبه عنوان روش ثانويه براي  الكتروفورز سيترات آگار - 3

  .سازدرا كه در زمان تولد وجود دارد آشكار مي   هموگلوبين بالغينجدا مي كند و مقادير كم   HbSو 

  محدوديت هــا •



٩ 
 

كمك  يعيغيرطب هموگلوبين هاي براي شناسائي اوليه غربالگري الكتروفورز سيترات آگار نمي تواند به عنوان يك روش) 1

 در موارد مشكوك به واريانت هاي(HbFيا  HbA ان نظيرشالكتريكي ژم شاررغعلي الچون بسياري از انها  .كننده باشد

  .حركت ميكنند) فتال موگلوبينه

گاهي اوقات (  چون خراب شدهد ، كرطولاني نگهداري  آزمايشگاه نمي توان آن را به مدتپليت هاي آگار در در صورت تهيه)2

  . دنو ضريب اطمينان آنها بايد به طور متناوب با نمونه هاي كنترل چك شو) عد از يكماه حتي ب

، هموگلوبين نظير غلظت ونوع ) در مقايسه با سايرروشها ( ي ا حركت هموگلوبين ها مي تواند به عوامل مختلف وگسترده ) 3

  . استزمان از نمونه كنترل بسيار مهم  ملذا استفاده ه. وابسته باشديردر خصوصيات بافرو جريان الكتريكي يتغ

  .نمي باشندد قابل استفاده ن، به دليل آنكه جذب آگار مي شو Sساده پروتئين نظير پانسو  هاي رنگ آميزي) 4
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