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 الکتــروفــورز

 
 

 معین. PHيك میدان الکتريکي در  سم باردار درجالکتروفورز عبارت است از حرکت يك 

قلیائي    PH بنابر اين در ،منفي ومثبت برابرندخود دارای بارهای ايزو الکتريك   PHها در نیپروتئ

 جدا سازی صورت میگیرد. تدارای بار منفي شده وبطرف قطب مثبت حرکت مي کنند. در طي اين حرک

یايي دارای شارژ منفي است و به طرف آند حرکت ، در بافر قل (HbA)هموگلوبین نرمال در افراد بالغ 

 مي کند . 

که  آنها غیر طبیعي بدلیل ساختمان Aازهموگلوبین  هموگلوبین های غیرطبیعي جداسازی بیشتر انواع 

شارژ الکتريکي شان  در یر یبر اساس تغ ،شده است آمینو اسید ديگرجايگزين يك آمینواسید  "معمولا

  .صورت مي گیرد

.مي باشدین ها بسیاری از هموگلوب الکتروفورتیك روشي ساده برای شناسائي مقدماتي جدا سازی  

ها : يالکتروفورز استات سلولز جهت بررسي هموگلوبینوپات  

آنها مي ن يمل های سلولزی از متداول تراوجود دارد که ح (Supporting media)انواع مختلف حامل 

 .باشد
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آسان  حمل،)با جذب کم  C (وA، F ، Sی ريع هموگلوبین هامزايا: سهولت استفاده ،جدا سازی س

 با قرار دادن در کیسه پلاستیکي ونگهداری طولاني مدت

عدم شناسائي اجزائي از هموگلوبین با غلظت کم،عدم جدا سازی همه انواع هموگلوبین بخصوص  معايب: 

جدا مي شوند که ممکن است  در کنار هم A  و F  های  هموگلوبین های ناپايدار.هم چنین هموگلوبین

 .ندمقادير کم هر يك در برابر مقدار بالای ديگری قابل جدا سازی نباش

 سازي نمونه آماده                                                                                                                                     

تهیه  شده از گلبولهای قرمز شسته "ت است که ترجیحاانمونه مورد استفاده در الکتروفورز ، همولیز -

 در  هموگلوبیناز همولیزاتي با غلظت  "مي شود. يك جداسازی خوب الکتروفورتیك ، عموما

 .ست مي آيددبگرم در دسي لیتر 2-3 محدوده

درجه به 4 دمایدر خونو مي باشد  Heparinيا  CPD , ACD , EDTA مصرفيضد انعقاد  -

لخته . ) خون های هپارينه در طول نگهداری ممکن است تشکیل است نگهداری قابل روز 10مدت

 بدهند .( های بسیار کوچك

و از محلول لیزکننده داخل کرده مطابق با دستورالعمل آن عمل  ،از کیت در صورت استفاده -    

اده مي کنیم .استف جهت تهیه همولیزات کیت  

 با  يددر صورتیکه بیمار مشکوك به يك هموگلوبینوپاتي از نوع ناپايدار باشد ، سلولها فقط با -

و از حلالهای آلي جهت تهیه همولیزات نبايد استفاده شود چون باعث رسوب  گردند لیز مقطر  آب

لوبین ها میشود.گیر ماهیت اين همویوتغ  

 تتجهیزا 
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دارای مخازن نگهداری بافروپل هايي است که استات سلولز  :مخزن الکتروفورز  -1

 روی آن قرار مي گیرند. 

بايد دستگاه يك ولتاژ ثابت جريان مستقیم داشته باشد و دارای  :منبع تغذيه  -2

، قادر  دقیقه  0-60شود. مجهز به تايمر کاربراتصال زمین باشد تا مانع شوك به 

، بطوری که تا قطع کامل  و کلید قطع و وصل اتوماتیك باشد 450 ولتاژ به تأمین

 جريان برق امکان باز نمودن درب مخزن وجود نداشته باشد.

به آن دست  (Medium)بايد با اطمینان از عدم پارگي محیط  :محیط استات سلولز  -3

 مي شود. متصل پلاستیك ورقه استات سلولز به يك "بزنیم. معمولا

از نمونه µl 0.5- 1ه گذاری میتواند با هر وسیله مناسبي که بتواند نمون :اپلیکاتور -4

را در سطح محیط قرار دهد انجام گیرد . مقادير نمونه گذاری شده بايد يکسان 

 باشد. 

استفاده میشود بافر  PH = 2/9-4/8در محدوده  "عمومااين بافر – TEBبافر  -5

 است. =4/8PH مرسوم دارای

             طرز تهیه بافر Boric Acid ( TEB ) –EDTA  –Tris  : 

 گرم2/10   پودر تريس هیدروکسي متیل آمینومتان  -

- EDTA       6/0گرم 

 گرم2/3       اسید بوريك  -

 میلي لیتر 1000     آب مقطر تا حجم  -
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 ست.قابل مصرف ا درجه 4یر رنگ در دمای یبافر فوق تا قبل از کدورت و تغ

  رنگ 

. به استفاده نمودهر نوع رنگ آمیزی مناسب پروتئین ها  مي توان ازدر الکتروفورز استات سلولز

تری   ( W/V ) درصد 5کـه دارایدرصد  Panceau S  ( W/V ) 3/0-5/0 طــور اعــم با رنگ 

 .مي گرددنتايج خوبي مشاهده مي  مي باشدکلرواستیك اسید 

 میلیگرم  S  ،300-500پانسو  -

 میلیگرم 5تری کلرو استیك اسید ، 

                 میلي لیتر 100آب مقطر تا 

- Counter staining غیر هم از: جهت افتراق پروتئین های همHem) ( مي توان با  ، نوار را

مي . برای اين منظور از بنزيدين استفاده  ردک Counter stain، (Hem)يك رنگ ويژه هم

 مانند : (  (Hemهم بدلیل کارسینوژنیك بودن آن ساير رنگهای ويژه  که شود

O - tolidine dihydrochloride  

O – dianisidine ( 3 , 3´ dimethoxybenzidine ) 

 .توصیه مي شودنیز       

  محلول هاي رنگ بر ، آب گیر ، شفاف کننده 

 ) رنگ بر (   درصد 3-5 (V/V)اسید استیك  (1

 ) آب گیر (   درصد 100- 95متانول (2

 ) شفاف کننده ( درصد20(V/V ) اسید استیك در متانول  (3

 ،  زمینه را بي رنگ کنید.درصد  5-3تعويض در اسید استیك  ربا چند با
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  روش کار 

راحل زير بطور معمول در م .صورت مي گیرد هر تولیدکننده روش کار بر اساس دستور العمل 

 اکثر روش ها اجرا مي شود:

تا از ايجاد حباب هوا جلوگیری  فرو ببريداستات سلولز را به آرامي در بافر  نوار (1

 )اشباع کردن در بافر(کند.

 را به طور مساوی با بافر پر کنید.  تانكدو مخزن  (2

کاغذ جاذب الرطوبت به سرعت بین دو ورقه نوار اشباع شده را از بافر خارج نموده و   (3

 طوبت اضافي را به طور يکنواخت بگیريد. رقرار داده و

ت را بر روی استات سلولز ، در طول يك خط و در فاصله يك سوم انمونه های همولیز  (4

از میکرو لیتر1-5/0 با مقادير "طول ورقه از لبه کاغذ قرار دهید. نتايج خوب عموما

 ت مشاهده مي شود.اهمولیز

قرار دهید که محل نمونه گذاری به کاتد  بر روی پل مخزنرا طوری لولز استات س نوار (5

 نزديکتر باشد. 

 به طرف بافر ) پائین ( است.  نوارمطمئن شويد سمت استات سلولز (6

بسته به نوع و  (( را در زمان مورد نظر برقرار کنید . 350 ") عموما  ولت 400-250ولتاژ  (7

 تولیدکننده متغیر است. (استات سلولز و کارخانه  نوار اندازه

بر اساس دستور العمل درون  بیرون آورده ، مخزنرا از  نوارپس از زمان مورد نظر ،  (8

 رنگ آمیزی ، شفاف و خشك کنید.   کیت
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  ملزومات حرکت 

  کنترل ٭     

 , A , Fهموگلوبین هـای يك نمونه کنترل حاوی   استات سلولز بايدازدر هر بار الکتروفورز        

S , C          استفاده نمود. در کنار نمونه های بیماران.                 

استات سلولز ، ممکن اسـت  نوارهای مختلف بافر وشماره سريالنوسانات کم جريان برق ،  - 

 شود.  الکتروفورزسبب تغییرات کم در سرعت حرکت در 

نـوار مقايسـه  همـانکنتـرل در نمونـه تاهمولیز يد باباالگوی حرکت نمونه های مجهول را  - 

 نمود.

 جدا سازی ٭      

  هموگلـوبین هـایجديد استات سلولز ، نمونه هايي که حاوی ترکیبـي از   شماره سريال با هر  

F , A   وF , S  بـر روی  هموگلـوبین هـاهستند بايد نمونه گذاری شوند و جداسازی مناسـب 

يـك ناحیـه  بـا يـدهـا باهموگلوبین اين  واضحشود. تفکیك  آزمايش سلولز          استات  نوار

را در نمونـه  هموگلوبین هاشود. ممکن است لازم باشد غلظت  مشخصشفاف کوچك بین آنها 

 شود.يا زمان و ولتاژ را جهت مشاهده تفکیك دقیق باندها تنظیم  داده کاهش

 فتوتیپ 

های عمده ای است که به فرم باند مجزا درالکتروفوراستات  گلوبینوهم ،از فنوتیپمنظور    

 مي باشند. مشاهده  ز قابلسلول
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در گزارش هموگلوبینوپاتي ها ، هموگلوبیني که غلظت آن بیشتر است ، ابتدا نوشته مي  -

در سیکل سل  "بیشتر است ، الگوی فرم هتروزيگوت آن مثلا HbAشود . وقتي غلظت 

 نوشته میشود. HbASيا  HbACهتروزيگوت به صورت  HbCتروزيگوت يا ه

در مقادير مساوی حضور داشته باشند. آن يکي که از نظر  "اگر دو نوع هموگلوبین تقريبا-

 (HbSC) "بالیني اهمیت بیشتری دارد اول نوشته مي شود. مثلا

لب با يك افزايش در اغ HbS / β - thalيا  تهموزيگو HbSهموگلوبینوپاتي هايي نظیر -

HbF  ) . همراه شده اند. اين مسئله قسمتي از ژنوتیپ نیست ) بلکه مسئله ای جبراني است

 . HPFH *البته به جز در

 در شکل "در برخي موارد تشخیص انواع هموگلوبینوپاتي ها از يکديگر مشکل است مثلا -

 ( β˚ - thal )  ،HbA الگوغايب است و "کاملا β˚thal  HbS / تاز نوع هموزيگو HbS  غیر

 .قابل تشخیص است 

  ژنوتیپ 

 مي باشد. DNAترکیب اختصاصي آللیك ژن يا مجموعه ژنها در سطح   

های آزمايشگاهي تائیدی ،  روش شرح بیان ژنتیکي کامل انواع هموگلوبین ها ، نیاز به  

 .( و مطالعات بالیني داردگي ) شجره نامه ه خانواد          مطالعات 

 منابع خطا 
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امکان پذيرنمي باشد در عین واحد  PHتشخیص قطعي هموگلوبینوپاتي بر اساس الکتروفورز در 

مقدار کمي وصحیح هر  حال اين روش با وجود مشخص نمودن هموگلوبینهای مختلف،

 آشکار را میتوان تخمین زد.هموگلوبین را نیز نشان نمي دهد. اما تفاوت های 

 يا قدرت يوني نامناسب . PHگي بافر ، بافر با ه کدورت و آلود (1

     ها ) کاغذهای جاذب الرطوبت ( ، يا blotterچاهکهای نمونه گذاری ، اپلیکاتور،  گيه آلود (2

 گي پلیت استات سلولز با گرد و خاك ، خون يا ساير پروتئین ها .ه آلود

 :ت اهمولیز (رنگ تغییر) کدورت يا مستهلك شدن (3

گي باکتريال ممکن است جداسازی شان  کهنه ، حاوی استرومای گلبول قرمز، يا آلود تاهمولیز -

ديده شوند. )  Smearخیلي ضعیف باشد ، آرتفکت بدهند و يا باندهای هموگلوبین به صورت 

 تفکیك نشوند (

جاد مت هموگلوبین در نمونه های ت قهــوه ای رنگ ممکن است مربوط به اياتشکیل همولیــز -

کهنه و يا نمونه هايي که بطور مناسب نگهداری نشده اند باشد. در صورت وجود مت هموگلوبین 

 باندهای کوچکي در سمت کاتديك باندهای هموگلوبین اصلي ديده مي شود ،در نمونه خون

لوبین به سیان مت هموگ ت، متاهمولیز به درصد 5(KCN)افزودن يك قطره سیانید پتاسیم با  

هموگلوبین تبديل مي شود ، در نتیجه اگر مت هموگلوبین به عنوان آرتفکت در نمونه وجــود 

 ديگر داشته باشد ) در نمونـــه ای که به خــوبي نگهداری نشده ( باند ضعیف مت هموگلوبین

و يك جواب ديده نمي شود. با اين روش مي توان جوابهای مبهم و گیج کننده را از بین برد 

 واضح بدست آورد. 
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استات سلولز ، سبب حبس شدن هوا يا پوسته پوسته شدن ورقه  نوارمکش نامناسب بافر در (4

 مي شود.

5) blotting استات سلولز ، سبب خشك شدن استات سلولز يا باقي ماندن  ینامناسب نوارها

 رطوبت روی آن مي شود. 

شده ، ب( در برقراری جريان الکتريسته ،  blotتأخیر در : الف( نمونه گذاری روی نوارهای  (6

سبب  ، د( در رنگ آمیزی نوارها بعد از الکتروفورز  مخزنج( در بیرون آوردن نوارها از 

 ايجاد خطا مي شود.

 مقدار نمونه گذاری نامناسب باشد . ) خیلي زياد يا کم ( (7

خطا مي شود. نمونه  ايجاد سبب استات سلولز نوارقراردادن نمونه ها بطور نامناسب بر روی  (8

 قرار گیرند تا فضای مناسب را جهت حرکت کاتديك ها بايد نسبت به مرکز به صورت

 به سمت آند فراهم کنند. هموگلوبین

حرارت بالا ، جريان خیلي  بدنبال"نوارها در مدت الکتروفورز ) مثلا زياد رطوبت بخار شدن (9

خنك  ،باشد درجه 25 بالا تراز دمای اتاق اگر ر ( که در اين حالتغلظت های بالای باف وبالا 

 ضرورت پیدا مي کند. ( Icebag کیسه يخ) کردن دستگاه توسط

عدم برداشت لکوسیت ها در بیماران مبتلا به لکوسیتوز ، ممکن است يك باند غیرطبیعي از ) 10

هر هموگلوبیني دارد ) حتي  حرکت آنديك سريعتر از داين بان.ايجاد کند( (Hemهم  پروتئین

 و ممکن است ناشي از میلو پراکسیداز لکوسیتي باشد.(  HbHسريعتر از 
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 تر آنديك کمي HbAکه نسبت به  ین ديابتي که تحت کنترل پزشك نیستند ، باندا( در بیمار11

 است ، به دلیل حضور هموگلوبین گلیکوزيلیت مشاهده مي شود.

 

 الکتروفورز سیترات آگار
 

بین  متقابل  لکتروفورز سیترات آگار جدا سازی هموگلوبین ها بر اساس واکنشدرا

.هموگلوبین ، آگار و يونهای بافر سیترات صورت مي گیرد  

  نمونـــه گذاري :  

 به آرامي به سطح آگار منتقل کنید.  رات انمونه های همولیز -

  صورت گیرد. نوارانتهای آنديك و يا در مرکزمتر از سانتي3به فاصله   بايد گذارینمونه  -

 .کنید اجتناب آگار سطح به آسیب رساندندر هنگام نمونه گذاری از  -

- HbS  وHbC  در حالیکه  کردهبه طرف آند حرکت ،HbA  وHbF  به طرف کاتد حرکت مي

 کنند. 

 C,S,F,Aهموگلوبین های حاوی  خون کنترل نمونهبايد ازالکتروفورز سیترات آگار  باردر هر -

 .باندهای جدا شده را در مقايسه با نمونه کنترل تفسیر نمودوکرد  استفاده

 حاوی اين نمونه کنترل بايد از مشکوك هستید ،   Hb Oarab در صورتیکه به هموگلوبین -

 استفاده کنید.   هموگلوبین

 حرکت مي کند. HbSبا  HbOسیترات آگار ،  آماده در بعضي انواع تجارتي پلیت های -

  مزاياي روش سیترات آگار 
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و انواع نادر ديگر را تأئید  C,S,F,Aیالکتروفورز سیترات آگار همزمان وجود هموگلوبین ها  -1

را از انواع نادر ديگر که  HbSافتراق مي گذارد و  O,E,Cمي کند. اين روش بین هموگلوبین های 

 وفورز قلیايي حرکت مي کند تشخیص مي دهد.در الکتر HbS مشابه

 HbAو  HbFاين روش تشخیص انواع هموگلوبینوپاتي ها را از طريق نشان دادن مقادير کم  -2

 ها آسان مي کند. هموگلوبین در حضور مقادير زياد ديگر

خون بند ناف مفید است .  غربالگریبه عنوان روش ثانويه برای  الکتروفورز سیترات آگار -3

را که در   هموگلوبین بالغینجدا مي کند و مقادير کم   HbSو   HbAرا به آساني از   HbFيرا ز

 .سازدزمان تولد وجود دارد آشکار مي 

 محدوديت هــا 

 برای شناسائي اولیه غربالگری ( الکتروفورز سیترات آگار نمي تواند به عنوان يك روش1

ان شالکتريکي ژم شاررغعلي الچون بسیاری از انها  کمك کننده باشد. یعيغیرطب هموگلوبین های

 فتال( حرکت میکنند. موگلوبینه در موارد مشکوك به واريانت های)HbFيا  HbA نظیر

د ، کرطولاني نگهداری  آزمايشگاه نمي توان آن را به مدتپلیت های آگار در در صورت تهیه(2

عد از يکماه ( و ضريب اطمینان آنها بايد به طور متناوب با ) گاهي اوقات حتي ب چون خراب شده

 د. ننمونه های کنترل چك شو

 ی ) در مقايسه با سايرروشها ( ا حرکت هموگلوبین ها مي تواند به عوامل مختلف وگسترده ( 3

وابسته باشد. لذا یردر خصوصیات بافرو جريان الکتريکي ی، تغهموگلوبین نظیر غلظت ونوع

 است. زمان از نمونه کنترل بسیار مهم  ماستفاده ه
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د قابل استفاده ن، به دلیل آنکه جذب آگار مي شو Sساده پروتئین نظیر پانسو  های ( رنگ آمیزی4

 .نمي باشند
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