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چكيده:
اندازه‌گيري هموگلوبين يكي از شايع‌ترين تست‌هاي غربالگري براي 
تشخيص كم‌خوني يا آنمي است. »كميته جهاني استانداردسازي خون‌شناسي« 
)ICSH( روش س��يانومت هموگلوبين  )CMG( را به‌عنوان متد استاندارد 
براي اندازه‌گيري هموگلوبين پيشنهاد مي‌كند.)1( كاهش غلظت هموگلوبين در 
تيپ‌هاي مختلف آنمي رخ مي‌دهد. افزايش غلظت هموگلوبين در پلي‌سيتمي 

ناشي از افزايش تعداد گلبول‌هاي قرمز خون ناشي مي‌شود.

پايه آزمون:
 pH در اين واكنش فرّي سيانورپتاسيم، هموگلوبين و مشتقات آن را در
قليايي اكسيد كرده و سپس تبديل به مت هموگلوبين مي‌كند. در آزمايشگاه با 
پايدارسازي مت هموگلوبين در حضور سيانورپتاسيم و تبديل آن به سيانمت 
هموگلوبي��ن )CMG( و اندازه‌گي��ري جذب ن��وري در 540 نانومتر ميزان 
هموگلوبين تام اندازه‌گيري مي‌ش��ود. شدت رنگ ايجادشده نسبت مستقيمي 

با غلظت هموگلوبين در نمونه مورد آزمايش دارد.)2(

محتويات كيت:
1. كيت حاوي ويال محلول درابكين 10 برابر غليظ )R1(  است.

2. تعداد 4 ويال استاندارد هريك به حجم 5 ميلي‌ليتر.

اند‌ازه‌گیری‌ هموگلوبين
محلول »درابكين«
Drabkins̀ Reagent

1. ICSH committee, J of Clin Path. (1978) 31; 139.
2. Dacie, J.V. (1985) Practical Hematology, 6th Edition.
3. Drabkin, DL; Austin AH. (1935) J Biol. Chem. 112:51.

نوزادانكودكانزنانمردان
13-18g/dl11-16g/dl10-14g/dl14-23g/dl

آزمايشگاه دامنه طبيعي خود را تعيين كند. زيرا اين دامنه مي‌تواند متأثر از عوامل 
گوناگوني باشد. گزارش شده است كه عواملي مانند سن، نژاد، ميزان فعاليت 

بدني، فصل و ارتفاع از سطح دريا در دامنه طبيعي هموگلوبين اثر دارند.

بازيافت حساسيت، صحّت و دقّت:
حداقل حساس��يت اندازه‌گيري )MDL( اين روش 0/2‌g/dl به‌دس��ت 
آمده اس��ت. ميزان صددرصد بازيافت به‌صورت خطي نشان داده شده است. 
صحت كيت در مقايس��ه با كيت‌‌هاي مطل��وب و كنترل‌هاي موجود در بازار 

r=0/993 به‌دست آمده است.
دق��ت كيت در ارزيابي آماري ضريب واريان )%CV( در 5 نمونه خون 
تام در غلظت‌هاي كاهش يافته، نرمال و افزايش‌يافته كه هركدام 4بار انجام و 

در دفعات مختلف تكرار شدند، ميزان كمتر از 3/2 درصد را نشان دادند.

محدوديت‌ها و تداخل:
 1. اي��ن روش هموگلوبين و مش��تقات آنرا به‌جز س��ولف‌هموگلوبين

)Sulf-haemoglobin( را اندازه مي‌گيرد.
2. نمونه‌هاي خون با مقادير هموگلوبين بيش از 20g/dl را بايد حجم نمونه 

خون را به 10 ميكروليتر كاهش داده و نتيجه نهايي را در فاكتور 2 ضريب كرد.
3. كدورت به‌طور طبيعي بر روي جذب نوري اثر مي‌گذارد.

4. ليپيدها، پروتئين‌هاي غيرطبيعي پلاسما يا استروماي گلبول‌هاي سرخ 
اثر تداخلي در اين تست دارند.

مراجع:
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پايداري و حمل ونقل:
محلول غليظ درابكين در يخچال 8-2 درجه سانتي‌گراد، به‌دور از نور 

و درب بسته تا تاريخ يادشده بر روي ويال پايدار است.
* از يخ زدن محلول و استانداردها اجتناب شود.

آماده‌سازي محلول:
محتوي��ات يك ويال )50 ميلي‌ليتري( را ب��ا احتياط به بالن‌ژوژه 500 
ملي‌ليت��ري منتق��ل كرده و با كمي آب مقطر داخل ويال را شس��ته و آنرا 
ه��م ب��ه بالن بيفراييد. س��پس محتويات بالن را ب��ا آب مقطر به‌حجم 500 
ميلي‌ليتر برس��انيد. )اين محلول در شيشه رنگي و در دماي اتاق تا 3 ماه 

پايدار است(.
* نكته: درصورت بروز كدورت و يا بي‌رنگ ش��دن محلول درابكين 

آنرا مورد استفاده قرار ندهيد.
* هشدار: محلول درابكين حاوي تركبيات سيانور بوده و سمّي است. 

از تماس با پوست و دهان پرهيز شود.

نمونه مورد نياز:
 ،EDTA خون از نوك انگشت و يا خون همراه با مواد ضدانعقاد مانند

هپارين يا اگزالات.

روش رسم منحني استاندارد هموگلوبين:
استانداردهاي هموگلوبين را از يخچال خارج و به حرارت اتاق برسانيد. 
س��پس جذب آنها را مقابل بلانك )لوله ش��ماره 1( در 540 نانومتر قرائت 
نماييد. روي كاغذ ميلي‌متري )قابل تهيه از بهارافشان( در محور افقي ارزش 

استاندارد و بر محور عمودي جذب را درج نماييد.

23روش انجام آزمايش:

شرايط انجام تست اندازه‌گيري هموگلوبين در جدول زير خلاصه شده است:
با توجه به جدول زير، در دماي اتاق 20µl از خون تام را به 5 ميلي‌ليتر 

از محلول درابكين آماده شده بيفزاييد.

اندازه‌گيريكووتدماطول موج
540nm

)530-550nm(18-24ºC1cm
Light path

در مقابل بلانك 
محلول

بلانك محلولتست
5ml5mlمحلول درابكين

-20µlنمونه خون

محتوي��ات لوله را كام�اًل مخلوط كرده و پس از 5 دقيقه جذب نوري 
را مقاب��ل بلانك )محلول آماده مصرف درابكين( در طول موج 540 نانومتر 
بخوانيد. رنگ ايجاد شده در محلول بايد براي ساعت‌ها پايدار بماند، ولي 
توصيه مي‌شود كه خواندن تست را در عرض يك ساعت تمام كنيد تا 
تبخير سطحي محلول اختلالي در نتيجه آزمون ايجاد نكند. براي دريافت 
نتيجه صحيح پس از برداش��ت نمونه خون، ناحيه بيرون نوك س��مپلر يا 

پيپت سالي )Sahli( را با دستمال كاغذي تميز از خون پاك كنيد و پس از 
تخليه، سه‌بار ديواره داخلي آنرا با محلول درابكين شستشو دهيد.

روش محاسبه:
روش پيش��نهادي و مورد تأييد اس��تفاده از منحني استاندارد است. غلظت 
هموگلوبين تام در نمونه مورد آزمايش را مستقيماً از روي منحني استاندارد بخوانيد. 
در صورت رعايت كليه شرايط يادشده در »شرايط آزمايش« )كووت، دما، بلانك، 

طول‌موج( مي‌توان با استفاده از ضريب ميزان هموگلوبين را محاسبه كرد:
هموگلوبين )g/dl( = 36/8 × جذب تست

هربار كه از كيت با شماره ساخت جديد و يا دستگاه اسپكتروفتومتر 
جديد اس��تفاده مي‌ش��ود، بايد منحني جديد رسم ش��ود. براي كنترل كيفي 
عملي��ات در اي��ن تس��ت از خون كنت��رل طبيعي و ي��ا غيرطبيعي كه غلظت 
هموگلوبين آنها معين است استفاده شود. منحني به‌دست آمده با اين كيت تا 

غلظت 20 گرم درصد به‌صورت خطي است.

دامنه طبيعي:
اين مقادير صرفاً به‌عنوان يك راهنما ارائه شده است. پيشنهاد مي‌شود هر 


