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 آزمايشگاه مرجع سلامت
        
 
 

 
 
 

 

 A2اندازه گیری هموگلوبین 
 
 

یكي از تست های تشخیصي مهم جهت تأئید وجود بتا تالاسمي مینور تعیین درصد 
 ه گیری نمود:یر انداززرا مي توان به روش های A2هموگلوبین مي باشد .  A2هموگلوبین 

 کروموتوگرافي تعویض یوني - 
 ستون میكرو-1   
   2-HPLC )کروماتوگرافي تعویض یوني کاتیونیک( 
 الكتروفورزاستات سلولز همراه با الوشن -
 با استفاده از ستون میکرو  A2هموگلوبین ندازه گیری ا

ه که بر اساس جامد بود –کروماتوگرافي تعویض یوني از انواع کروماتوگرافي های مایع 
واکنش متقابل گروههای باردار مولكول هموگلوبین و رزین ، جداسازی صورت مي گیرد. 
بر روی رزین یونهایي وجود دارد که قابل تعویض با یونهای همبار خود در همولیزات مي 

استفاده مي   DEAE52باشند. در این روش از رزین آنیونیک دی اتیل امینواتیل سلولز 
 گردد. 

 
 س روش :اسا

 بافر برسد PHرزین به  PHتورم رزین با بافر و به تعادل رسیدن آن با بافر تا  -1
 اضافه نمودن همولیزات به ستون  -2

 ا قدرت یونیک بافر ی PHجداسازی انتخابي اجرای نمونه بوسیله تغییر  -3

با استفاده ازستون  به روش کروماتوگرافي ستوني A2در اندازه گیری هموگلوبین 
 ین یا بافر تریس استفاده نمود. یسوان از بافر گلامي تمیكرو
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مي باشد  (KCN)سین و سیانور پتاسیم یسین : بافر اول ترکیبي از گلایروش گلا (1
و بافر دوم همان ترکیب بافر اول به همراه کلرور سدیم مي باشد که با اضافه 

ها را از نمودن نمک به بافر دوم قدرت یوني آن افزایش یافته و سایر هموگلوبین 
متر  PHیک مولار و به کمک  HCLرزین باید توسط  PHستون خارج مي سازد. 

بوده و بالاتر  A2طوری تنظیم شود که پائین تر از نقطه ایزوالكتریک هموگلوبین 
از نقطه ایزوالكتریک سایر هموگلوبین ها باشد ، لذا بلافاصله پس از جذب 

بصورت یک  A2اول ، هموگلوبین  رزین و اضافه نمودن بافر یهمولیزات به رو
سپس با اضافه کردن بافر دوم ، با افزایش قدرت  ،حلقه از ستون خارج مي شود 

 از ستون خارج مي شوند.  نیز یوني ، سایر هموگلوبین ها

 
مي باشد. از محلول ذخیره تریس سه  NCCLS: روش پیشنهادی  سروش تری (2

تهیه مي گردد. جداسازی در این  غلیظ HCLبه کمک   PH 5/8  ،3/8  ،7بافر با 
بافر دوم )  PHبافر صورت مي گیرد. در این روش   PHروش بر اساس تغییر در 

 از ستون خارج مي شود ( A2هموگلوبین  PH( بسیار مهم مي باشد ) در این  3/8
بافر ( در آزمایشگاهها کمتر مورد  3این روش بدلیل استفاده از بافرهای متعدد )    

با استفاده از  A2قرار مي گیرد. قابل ذکر است که درصد هموگلوبین            استفاده 
گلایسین میباشد.هم چنین در تر از روش استفاده از بافر نبافر تریس مختصری پائی

 دارد.  PHین حساسیت کمتری به تغییرات مختصر یستریس ، بافر گلا روش مقایسه با
 

مي توان  A2مناسب جهت جداسازی هموگلوبین  PH وسین یبا تهیه رزین با بافر گلا
) طول رزین داخل ستون  .را نیز جدا کرد میباشند Sنمونه هایي که حاوی هموگلوبین 

 باید افزایش یابد (
 بدلیل عدم ساخت رزین و بافر در آزمایشگاهها مراحل کنترل کیفي آن ذکر نمیگردد. 

 
ایران بر اساس کروماتوگرافي  موجود در A2کیت های اندازه گیری هموگلوبین اکثر

بافر  A2 جدا سازی هموگلوبین کهسین مي باشد یتعویض یوني با استفاده از بافر گلا
با تهیه لولـه صورت مي گیرد. Developerبافر اول یا همان محلول  دوم به کمک 

درصد هموگلوبین  بجای استفاده از بافر دوم تـوتال ) آب مقطر به همراه همولیزات (
A2  .محاسبه مي گردد 

 
روش کار : با توجه به دستورالعمل درون کیت مي باشد لذا از ذکر آن خودداری مي 

 گردد.
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 *دستور العمل داخل کیت باید بدقت خوانده شود. (3
 

مناسب مي باشد. حداکثر زمان  EDTAتهیه نمونه : خون به همراه ماده ضد انعقاد 
روز مي باشد . بهتر است  8نگهداری خون در دمای چهار درجه ) یخچال ( 

 همولیزات تازه و در روز آزمایش تهیه شود. 
 
 A2نكات مهم در نقل و انتقال کیت هموگلوبین  * 

 
در یخچال نگهداری شوند  "رعایت زنجیره سرد ) در مورد کیت هایي که باید حتما -1

 ) 
 بررسي صاف بودن ستونهای داخل کیت ) سر و ته نبودن ستونها (  -2
 
 
  گردد:توصیه مي  A2ت نکات زير در هنگام اندازه گیری هموگلوبین رعاي   *
 
در صورتي که ژل داخل ستونها تغییر رنگ داده باشند نباید مورد استفاده قرار  -1

 گیرند 
)در مورد کیت ق برسند. ابه دمای ات "قبل از استفاده ازستونها و بافر باید حتما -2

 شوند(ه داری مي گهایي که در دمای یخچال ن
جهت مخلوط نمودن رزین  نو نوكبا سمپلرو یا پي پت پاستور تمیززبهتر است ا -3

 هوای داخل رزین استفاده نمود.  هایداخل ستونها با بافر و حل شدن حباب

min4مناسب برخوردار باشند  Flow rateیک ز استونها باید -4
1ml

 ،hour
ml

10-

 .مخلوط شود  "ل از تهیه همولیزات باید نمونه خون تام کاملاقب -5  20
پس از تهیه همولیزات بهتر است سریعتر کروماتوگرافي انجام شود ) پس از لیز  -6

 کامل گلبول های قرمز ( 
قبل از نمونه گذاری به هیچ وجه نباید رزین خشک شود. به محض اینكه محلول  -7
 ات به ستون اضافه شود.رزین خارج شد باید همولیز یيوِر
 استفاده نمود. و همولیزاتبافر ،بیره باید جهت برداشت نمونه خونلاز سمپلر کا-8
از ستون و تهیه  A2وری هموگلوبین آباید از لوله های مدرج استاندارد جهت جمع -9

ي به لوله های فوق لوله های معمولي لوله توتال استفاده نمود.در صورت عدم دسترس
 مدرج نمائید. )قلم الماس ،ماژیک( دستي را به روش
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افزودن همولیزات باید به آرامي و درست در سطح رزین صورت گیرد و سطح  -10
 آن نباید در هنگام نمونه گذاری آسیب ببیند. 

همولیزات بداخل ستون و لوله توتال  نریختبهتر است از یک نوك سمپلر جهت  -11
 استفاده شود . 

 رزین باید بلافاصله بافر اضافه شود.  بررویهمولیزات به محض جذب شدن  -12
محلول بافر ریخته شود باعث  ،رزین بررویاگر قبل از جذب کامل همولیزات  -13

 مي گردد.  A2کاهش کاذب هموگلوبین 
 باید دقت شود تمامي بافر اضافه شده از ستون خارج شود. -14
 مخلوط شوند.  "وتال کاملاو ت A2قبل از خواندن جذب نوری ، باید لوله  -15
 .ن جذب نوری لوله ها استفاده شودباید از یک اسپكتروفتومتر کالیبره جهت خواند -16
)یا در صورت آن مشخص شده است A2هموگلوبین  که یک نمونه زاباید  -17

 .گردددر هر سری  کاری استفاده  به عنوان نمونه کنترل دسترسي به کنترل تجاری(
نه کنترل در محدوده مورد انتظار بخواند ، نیازی به انجام نمونه در صورتي که نمو

 های بیماران بفرم دوتایي نمي باشد.
 
 

 دامنه مرجع:
زمایشگاه دامنه مرجع خود را با استفاده از آکه هر  در کتب مرجع پیشنهاد میگردد

 ردبدست او لبولي طبیعي (گگلوبین واندکس های وونه خون فرد سالم )همنم 20حداقل 
در مقابل این دامنه صورت گیرد.قابل ذکر است که دامنه A2 و تفسیر نتایج هموگلوبین 

ودر A2  یری هموگلوبینمرجع ممكن است مختصری در روش های مختلف اندازه گ
-HPLC 0.1 در روش  ممكن است منه مرجعا)د .متفاوت باشد اهزمایشگاهآبین 

 (.بالاتر باشد 0.2%
          NCCLS ،5/3-5/1%ه یبرطبق توص A2هموگلوبین  معمول دامنه مرجع بطور

را پیشنهاد میكند. در ایران  Dacie3/3-2%   حالي که کتاب خون شناسيمي باشد در 
 نیز بنظر مي رسد که دامنه پیشنهادی فوق قابل قبول تر باشد. 

هنوز مشكلاتي در تفسیر نتایج لبه مرزی ،مرجع هم در نهایت بدنبال تعین دامنه 
Border line .تفاوت  %0.2-0.1دراین موارد تكرار نتایج نیز ممكن استوجود دارد

 %3.7-3.4 نتایجاست بهتر Dacieکتاب خون شناسي نشان دهد.طبق پیشنهاد
در همان   A2در نظر گرفته شود و هموگلوبین بعنوان لبه مرزی   A2هموگلوبین 

 تكرار شود. تازه مجدد نمونه ویک نمونه
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 میزان هموگلوبین، ،قرمز هایباید در کنارشمارش گلبول  A2یج هموگلوبین تفسیر نتا* 
اندکس های گلبولي وبررسي گسترش خون محیطي فرد صورت گیرد.در نهایت در 

زمایش های تكمیلي نظیر جدا آموارد مشكوك و لبه مرزی باید بررسي فامیلي و 
 صورت گیرد. DNAوبررسي  سازی زنجیره ها

 
 

 
 

 یرتفس دامنه مرجع%

 به تنهائي بسیار نادر استA2 وجود هموگلوبین  - >7
 تالاسمي βموارد نادر موتاسیونهای  -

 هموگلوبین ناپایدار -تالاسمي β صفت  - 7-3.8
آنمي  -آنمي داسي شكل -Sصفت هموگلوبین  -

 مگالوبلاستیک

 تالاسمي β فقر اهن بسیار شدیدهمراه با صفت  - 3.7-3.4
 تالاسمي  β ( با صفت  ςزنجیره دلتا)  همراهي واریانت های -
 β و αتاثیر متقابل تالاسمي -
 تالاسمي β موتاسیونهای نادر  -
)در این مورد صحت اندازه گیری   Sحضور هموگلوبین  -

  مشكل مي    شود (A2 هموگلوبین
 Sو هموگلوبین  αتاثیر متقابل تالاسمي  -
 خطاهای آنالیتیكال)آزمایش باید تكرار شود( -

 فرد طبیعي - 3.3-2
 بالا باشد( F(تالاسمي)اگر هموگلوبین ς  β دلتا بتا ) -
با دلتا  β تالاسمي)شامل همراه شدن β موارد نادر صفت  -

 تالاسمي( β و α تالاسمي و
 تالاسمي   α صفت

 بالا باشد(  F(تالاسمي)اگر هموگلوبین ς  β دلتا بتا ) - <2
 تالاسمي  α صفت -
 Hبین بیماری هموگلو -
 حضور واریانت های زنجیره دلتا -
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اختصاصي نیست بطوری که بسیاری از  A2این متد برای اندازه گیری هموگلوبین  -

نیز از ستون خارج مي شوندکه شامل هموگلوبین A2 هموگلوبین های همبار با هموگلوبین 

arabC,E,O   2و بعضي از واریانت های هموگلوبینA (2A'و زنجیره د) لتا میباشند. لذا
 از این هموگلوبین ها قابل تفكیک نیست.A2 هموگلوبین 

مي باشد باید به وجود هموگلوبین های  %7بیشتر از   A2در مواردی که هموگلوبین  -

arabC,E,O   2شک نمودکه همراه با هموگلوبینA ند.در این مورد از ستون خارج مي شو
 و بررسي PH=6-6.2و PH=8.4 هموگلوبین درنیاز به بررسي تكمیلي نظیر الكتروفورز 

 مي باشد. فامیلي
آید ،باید به وجود سایر  همولیزات اضافه شده یكباره از ستون پاِیین تمامياگر -

 .شک نمود E,C و یا هموگلوبین G وD  یا S هموگلوبیناتي ها نظیرپهموگلوبینو
ید در بیماراني که اخیرا به روش کروماتوگرافي ستوني نباA2 اندازه گیری هموگلوبین  -

 خون دریافت کرده اند صورت گیرد.
 
 
 

مراحل زیر مي  در کروماتوگرافي ستوني %7بیش از  A2 وجود هموگلوبیندر صورت 
 :بایست انجام گیرد

 وجود باند پر رنگ در ناحیه تایید PH=8.4 انجام الكتروفورز استات سلولزدر -1
 A2 هموگلوبین 

       PH=6-6.2 ترات اگار درانجام الكتروفورزسی -2

 که دارد C بیمار هموگلوبین  Cباند در منطقه هموگلوبین در صورت مشاهدهالف(      
 است. C  وA2  مجموع هموگلوبینA2 مقدار بدست آمده برای هموگلوبین

هموگلوبین  احتمالابیمار  نشوددیده  C در منطقه هموگلوبین یباند در صورتیكهب(      
E یاO وجود هموگلوبینجهت تاییدکه ارد د E ،  مي انجام آزمایش رسوب با ایزوپروپانول

 گردد.
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حاوی  ممكن است  نمونه S  باندی در منطقه هموگلوبین در صورت مشاهده ج(        
تست حلالیت  Sوجود هموگلوبین  جهت تاییدکه  باشد،   Harlem –C   یاSهموگلوبین

  مي گردد. انجام

نمونه   دیده شود Sگر باندی در منطقه بین محل نمونه گذاری وباند هموگلوبین د( ا        
 خواهد بود.  arabOحاوی هموگلوبین 

 
 
 
 
 
 

                                                                  Anode(+)       
 

                                                         ……..   C                                                
                                       

                                                  C-Harlem    ..........S  

       arabO ……….           
                                                         .......................Origin                  

 
   D,E,G,Lepore,H,I,N,J  ............A    

 
 Barts................F     

 
                                                                           ( Cathode(-        

 
 

 ورز سیترات آگارتصویر شماتیک جدا سازی هموگلوبین ها در الكتروف
 

 
 

 HPLCبه روشA2گیری هموگلوبین  اندازه
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و دارای دقت و صحت  تعویض کننده کاتیوني استفاده مي گردد در این روش از ستون های
پس از جدب همولیزات در ستون ،با تغیر قدرت یوني بافرواریانت های قابل قبول مي باشد.

براساس شارژ الكتریكي خود در زمان  اهموگلوبین قابل جدا سازی مي باشند.هموگلوبین ه
،که مبنای جدا سازی این متد مي ازستون خارج مي گردنند Retention Timeمشخصي 

 باشد.
 مزایا:

 میكرو لیتر(5حجم کم نمونه) در حدود  -
 زمان کوتاه اندازه گیری -
 (یوبسیاری از واریانت های هموگلوبین در هر سری کارA2,Fین در صد هموگلوبین یتع -

 قابل جداسازی اند( S,Cهموگلوبین های 
 

 معایب :
از ستون خارج مي شوند.در این A2گلوبین وبطور همزمان با همLepore ,Eهموگلوبین -

 موارد باید از روش های تكمیلي تائید کننده استفاده گردد.
 همزمان از ستون خارج مي گردنندA2ایران با هموگلوبین Dهموگلوبین  -
 هزینه بالا-
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 الکتروفورزاستات سلولز همراه با الوشن
 

هر باند بریده شده و عمل الوشن منطقه اسازی باند ها،دوج استات سلولز بدنبال الكتروفورز
 . با خواندن جذب نمونه در مقابل لوله شاهد در ورت آبمقطر صورت خواهد گرفتادر مج

 ي گردد.درصد هموگلوبین تعیین م نانومتر 415طول موج 
درحضور سایر هموگلوبین  A2این روش جهت تعیین درصد هموگلوبین  قابل ذکر است که

 از صحت مناسب برخوردار نمي باشد. A2های همبار با هموگلوبین 
                                                                         

Fهموگلوبین 
 

:عبارتند  F ری کمي هموگلوبینسه روش رایج اندازه گی  
مقاومت نسبت به قلیا هایروش-1  
   HPLC- ستوني : کروماتوگرافي-2

ایمونولوژیک هایروش-3  
 
درصدبطور گسترده 40-2روش مقاومت قلیا بدلیل داشتن عدم دقت وصحت مناسب در دامنه  ¤

مورد استفاده قرار میگیرد.  ادر آزمایشگاهه  

ه قابل قبول ترین روش ، برپایه مقاومت مي باشدک Betkeروش  NCCLSروش پیشنهادی 
قلیایي مي باشد.در این روش پس از تبدیل هموگلوبین به سیان مت هموگلوبین )به کمک محلول 

و بدنبال آن توقف فرایند دناتوره شدن با اضافه نمودن  ،درابكین( با اضافه نمودن یک قلیا قوی
 ي گردد. گیری م اندازه F هموگلوبین ، محلول سولفات آمونیم 

بدلیل نیاز به نمونه کمتر ومراحل ساده تر مي تواند جایگزین  Singerقابل ذکر است که روش 
از صحت لازم  درصد 5کمتر از  Fولي باید توجه نمود که جهت مقادیرهموگلوبین ، مناسبي باشد 

 (هم چنین عدم دقت آن نیز کمتر است). برخوردار نیست
، عدم افزایش کاذب هموگلوبین سیان مت هموگلوبین در روش بتكههموگلوبین به  از مزایای تبدیل

F بدلیل افزایش میزان کربوکسي مونوکسي هموگلوبین مقاوم به قلیا در .در افراد سیگاری است(
 این افراد(

درصد و خون بند ناف مناسب  50بالای F برای مقادیر هموگلوبین  Jonxis &Visserروش  
با مشاهده  ،شدن توسط قلیابه دناتوره  Fمقاومت هموگلوبین  در این روش افزایشمي باشد.
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وکسید امونیوم حاصل مي درنانومتر که با افزودن هی 576جذب نوری در طول موج  تغییرات
 گردد ، قابل سنجش است.

هر  لذا وابسته به نوع روش اندازه گیری مي باشد، Fنكته: بدلیل آنكه محدوده طبیعي هموگلوبین 
 30-20از نمونه  ي بایست بر اساس روش مورد استفاده ، دامنه طبیعي را با استفادهآزمایشگاه م

 (Singerن نماید )بخصوص در صورت استفاده از روش یفرد نرمال تعی
 
 درصد کاربرد دارد. 40بیشتر از   Fروش کروماتوگرافي ستوني در مورد مقادیر هموگلوبین  ¤
 
اسي یا رادیال ایمونو دیفیوژن ( در مورد مقادیر روش های ایمونولوژیک )رادیو ایمونو ¤

 درصد کاربرد دارد.2کمتر از  Fهموگلوبین 
 

در تمامي کتب مرجع موجود است لذا از ذکر مراحل آن  Fری هموگلوبین روش اندازه گی
 خوداری مي گردد.

 
 منابع خطا )روش بتكه( :

 پیپت کردن نادرست -1
قیقه برای عمل دناتوره شدن بسیار مهم است( بهتر است )زمان دو د رعایت نكردن دقیق زمان-2

 از کرونومتر استفاده گردد.
 مخلوط کردن نا کافي-3
 طول موج نامناسب فتومتر، فتومتر غیر کالیبره-4
 کدورت همولیزات تهیه شده -5
 25غلظت نامناسب سود وسولفات آمونیم. در صورت استفاده از غلظت نامناسب سود تا -6

 در مرحله دناتوره شدن ویا رسوب از بین مي رود. Fگلوبین ودرصد از هم
 استفاده از معرف های کهنه -7

صورت وجود هر گونه کدورت یا  نباید در ولي، روز است  30سود:حداکثر پایداری سود تا  -   
 استفاده گردد. زنیرسوب 

 25-20ست ، در دمای سولفات آمونیم :محلول سولفات آمونیم حداقل برای سه ماه پایدار ا -   
قابل نگه داری  درطول مدت بایددر ته ظرف کریستال های حل نشده  .قابل نگه داری استدرجه 

 مشاهده باشد.
 استفاده از کاغذ صافي نامناسب    -8

 استفاده گردد. 42ویا  1باید از کاغذ صافي واتمن شماره 
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 کنترل کیفي
تجاوز درصد 5/0درصد نباید از  5کمتر از  Fین تفاوت بین خوانده های دو تایي در هموگلوب -

 کند.
 
 درصد تجاوز کند. 1درصد نباید از  15-5بین F تفاوت بین خوانده های دو تایي در هموگلوبین -
 
درصد 2درصد نباید بیش از 15بالاتر از  Fتفاوت بین خوانده های دو تایي در هموگلوبین  -

 باشد.
 

 نكته :
دیده شود، اما در روش شیمیایي  Fهموگلوبین باندی در منطقه ورز در صورتي که در الكتروف *

 شک نمود. Aطبیعي باشدباید به وجود مت هموگلوبین  Fمیزان هموگلوبین 
دیده  مي شود )درصد آن بالاتر از  Fدر مواردی که در الكتروفورز هموگلوبین باندی در منطقه *

 تایید گردد.آن درصد بیعي باشد(حتما باید به روش شیمیایي حد ط
 
 منابع: 

                                                                                                   
1-Dacie and Lewis Practical Hematology    2006 

   
  2-Chromatographic (micro column) determination of Hemoglobin A2 

NCCLS      2004 
 3-Henry’s Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods        
2007 
4-Quantitive Measurement of Fetal Hemoglobin Using the Alkali 
Denaturation Method Approved Guideline  NCCLS  2000 


