
23
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص- زمستان 1392- شماره 22

ارزيابي اختلالات غشايي گلبول قرمز با استفاده از يك متد 
فلوسيتومتريك در جنوب ايران

چكيده
زمینه: تشخیص اختلالات غشایي گلبول قرمز بالاخص 
اسفیروسیتوز ارثي )HS( و اوا لوسیتوز ارثي جنوب شرقي 
آس��یا )SAO( بر اس��اس تاریخچه کلینیكي، مورفولوژي  
گلبول قرمز و دیگر تس��ت هاي روتین آزمایشگاهي مانند 
آزمایش شكنندگي اسمزي )OFT( مي باشد. با این وجود، 
تش��خیص این اختلالات در موارد خفیف به آساني میسر 
نمي باشد. براي اس��كرین اختلالات پروتئین هاي غشاء به 
 )EMA( همراه چن��د آنمي دیگر از رنگ ائوزین مالیماید
که به می��زان بالایي به پروتئین باند 3 و در مقادیر کمتر به 
دیگر پروتئین هاي غشایي متصل مي شود، استفاده نمودیم. 
مواد و روش ها: گلبول هاي قرمز افراد سالم و  بیماران 
مبت��لا به HS، SAO، الیپتوس��یتوز ارث��ي، آنمي فقر آهن 
)ID(،  تالاس��مي مین��ور و آنمي اتوایمی��ون همولیتیک با  
EMA  رن��گ آمیزي گردیده و س��پس با فلوس��یتومتري 
میانگین شدت فلورسانس )MFI( در آنها مورد آنالیز قرار 

گرفت. 
نتای��ج و بحث: گلبول هاي قرمز بیم��اران HS  و آنمي 
فقر آهن در مقایس��ه با افراد کنترل کاهش قابل توجه اي را 
در میزان MFI نش��ان دادند )ب��ه ترتیب ρ<0.0001   و  

ρ<0.001(، در حالي که گلبول هاي قرمز ماکروس��یتیک 
 .)ρ<0.01( شدند  MFI منجر به افزایش مهمي در مقدار
به ع��لاوه،  یک همبس��تگي قابل توجه می��ان MCV  و   
MFI بیماري هاي مورد مطالعه دیده ش��د که موارد استثناء 
آن بیماري هايHS و تالاس��مي مینور بودند. نتایج ما نشان 
مي دهد که روش فلوس��یتومتري هم یک روش اس��كرین 
و ه��م ی��ک روش تایی��دي قاب��ل اعتماد با حساس��یت و 
اختصاصی��ت بالات��ر )به ترتی��ب 95 % و 93 %(  از دیگر 
 HS تس��ت هاي تش��خیصي روتی��ن در رابطه ب��ا بیماري
مي باش��د که مي توانند پیش از انجام تس��ت هاي مولكولي 
اختصاصي تر در روند تش��خیص کمک ش��ایاني را انجام 

دهند.
لغات کلیدي: گلبول قرمز، اختلالات غش��ایي، باند 3، 

فلوسیتومتري.
مقدمه

سلول هاي قرمز خون )RBC( در حالت طبیعي دیسكي 
 RBC شكل و مقعر الطرفین مي باشند، که این مورفولوژي
توس��ط پروتئین هاي موجود در اسكلت سلولي ناحیه زیر 
غش��اء حفاظت مي گردد. این پروتئین ه��ا به طور عمده از 
آلفا اس��پكترین، بتا اس��پكترین، آنكرین، اکتین و باند 4.1 
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و 2  /  4 تش��كیل ش��ده اند.  این ش��بكه پروتئیني و اتصال آن  
با لای��ه لیپیدي غش��اء براي حف��ظ انعطاف پذی��ري گلبول 
قرمز و انج��ام فعالیت هاي فیزیولوژیكي آن ضروري اس��ت 
 ]1[. تع��داد زی��ادي از اختلالات از جمله اسفروس��یتوز ارثي
 )elliptocytosis( والیپتوسیتوز )hereditary spherocytosis( 
ب��ا کاهش بیان و یا جهش در این پروتئین ها ایجاد مي ش��ود 
]2[ . نقص ژنتیكي در پروتئین هاي مختلف  اسكلت سلولي 
ممكن اس��ت منجر به اختلالاتي از قبیل اسفروس��یتوز ارثي 
)HS(، پیروپویكیلوس��یتوز ارثي )HPP(، الیپتوسیتوز ارثي 

)HE( و استوماتوسیتوز )stomatocytosis( شود]3[.
دراسفروس��یتوز ارثي مورفولوژي گلبول هاي قرمز کروي 
توپر یا اس��فیرو بوده که آنها را مس��تعد ب��ه همولیز مي کند. 
ژن هاي مس��ئول در ب��روز بیماري اسفروس��یتوز یک یا چند 
پروتئین از اس��كلت سلولي غش��اي گلبول قرمز را که شامل  
آنكرین، اس��پكترین، پالیدین )پروتئین 2  /  4( و پروتئین باند 3 
)آنیون مبدل 1( مي باشد را کد گذاري مي کنند ]4[. وراثت در 
 )HS در حدود دو سوم از بیماران )نوع معمولي HS بیماري
ب��ه ص��ورت اتوزومال غالب بوده، ک��ه در این حالت جهش 
در ژن آنكری��ن ش��ایع ترین علت HS اس��ت. باقي بیماران 
HS اتوزومال مغلوب مي باش��ند که ب��ه علت نقص در یكي 
از دو پروتئی��ن آلفا اس��پكترین یا پروتئی��ن 4.2 رخ مي دهد. 
مطالعات مولكولي نشان داده اند که برخي از نقایص موجود 
درپروتئین هاي غش��اء به مورفولوژي خاصي از گلبول قرمز 
)گلبول هاي قرمز قارچي ش��كل( در بیماران اسفیروس��یتوز  
)HS with  pincered RBCs: HSPR( مرتبط است که 

به طور اختصاصي با نقص در باند 3 ارتباط دارد ]5[.
تظاهرات بالیني بیماري HS معمولا توس��ط همولیز همراه 
ب��ا آنمي، افزایش رتیكولوس��یت ها، اس��پلنومگالي، یرقان و 
یک س��ابقه خانوادگي مشخص مي شود. با توجه به یافته هاي 
آزمایش��گاهي، بیم��اران مبت��لا ب��ه HS  داراي س��لول هاي 
اسفیروس��یت مشخص با فقدان رنگ پریدگي مرکزي در لام 
 )OF(خون محیطي و افزایش شكنندگي اسمزي گلبول قرمز
مي باش��ند. الیپتوسیتوز ارثي با الگوي اتوزومال غالب به ارث 
برده مي ش��ود و با حضور گلبول هاي قرمز بیضوي کش��یده 
در لام خ��ون محیطي مش��خص مي گ��ردد ]4، 6[. با این که 
الیپتوس��یتوز ارث��ي در تمام مناطق آب و هوایي دیده ش��ده، 

ش��یوع آن در مناط��ق آفریقایي و مدیترانه اي بیش��تر گزارش 
گردیده اس��ت، که عل��ت آن نیز به مقاومت ای��ن بیماران به 
مالاریا ارتباط داده ش��ده اس��ت ]6[. پیروپویكیلوسیتوز ارثي 
عامل کم خوني همولیتیک ش��دید و نادري اس��ت که ارتباط 
ق��وي اي با بیماري الیپتوس��یتوز ارث��ي دارد. بیماران مبتلا به 
پیروپویكیلوس��یتوز ارث��ي معمولا در اوای��ل دوره نوزادي با 
کم خوني ش��دید همولیتیک، گلبول هاي قرمز شكسته شده، 
پویكیلوسیتوز، الیپتوس��یتوز و میكرواسفیروسیتوز در اسمیر 
خ��ون محیطي  مش��خص مي گردند ]7[. یک س��وم از افراد 
فامی��ل بیم��اران مبتلا به پیروپویكیلوس��یتوز ارث��ي، مبتلا به 
بیماري الیپتوس��یتوز ارثي مي باش��ند. یک نق��ص ژنتیكي در 
پروتئین اسپكترین، در بس��یاري از موارد الیپتوسیتوز ارثي و 
پیروپویكیلوس��یتوز ارثي مشاهده  گردیده است  ]8[. بیش از 
‌‌‌60% از موارد الیپتوسیتوز ارثي نتیجه جهش در آلفا اسپكترین 
مي باش��د، در حالي که ‌‌30% و ‌‌5% از ای��ن بیماري به ترتیب 
به علت  جهش در ژن هاي بتا اس��پكترین و پروتئین 4.1 رخ 

مي دهد ]7[.
شكنندگي اس��مزي در انواع تیپیک الیپتوسیتوز ارثي نرمال 
و طبیعي اس��ت، در حالي که در فرم هاي شدید الیپتوسیتوز و 

پیروپویكیلوسیتوز ارثي افزایش مي یابد ]6[.
  اوالوس��یتوز جنوب شرقي آس��یا ) SAO( یک واریانت 
غیرمعم��ول از الیپتوس��یتوز ارث��ي مي باش��د ک��ه در مالزي، 
فیلیپین و دیگر نقاط جنوب ش��رق آس��یا دیده مي شود ]9[. 
الیپتوس��یت هاي تخم مرغي شكل  یا اوالوسیت ها و همچنین 
حضور استوماتوس��یت هاي داراي شكاف طولي در لام خون 
محیط��ي این بیماران یافت مي ش��ود. در ای��ن بیماران حذف 
ژنومي 27 جفت بازي منجر به حذف 9 اس��ید آمینه واقع در 
N-ترمینال دومین سیتوپلاس��مي از پروتئین باند 3 مي گردد 

.]11 ،10[
اختلالات پروتئیني غش��اي گلبول هاي قرمز خون، به ویژه 
در بیماري اسفیروس��یتوز ارثي، در درجه اول توس��ط علائم 
بالیني بیمار، س��ابقه خانوادگي و بررس��ي لام خون محیطي 
همراه با آزمایش هایي از قبیل ش��كنندگي اسمزي و آزمایش 
لیز گلیسرول اسیدي تشخیص داده مي شوند. با این حال، این 
آزمایش ها که حساسیت و اختصاصیت کمتري را نشان داده اند. 
البته در مطالعاتي تشخیص این اختلالات غشاي سلولي توسط  
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الكتروفورز با متد سدیم دودسیل سولفات - ژل پلي آکریل آمید 
 ژل الكتروفورسیس )PAGE -SDS( تایید شده است ]12[.
اخیرا، ش��دت فلورس��انس در گلبول هاي قرمز توس��ط یک 
 )EMA( روش فلوس��یتومتري با اس��تفاده از رنگ مالیماید
اندازه گیري ش��ده اس��ت، که این رنگ ب��ه طور اختصاصي، 
در مقادی��ر بیش��تري به لیزی��ن430 موج��ود در اولین لوپ 
خارج س��لولي از پروتئین باند 3 متصل گردیده و در مقادیر 
کمت��ري  به پروتئی��ن  هاي گ��روه خون��ي ار– اچ )Rh( و 
 مارکر CD47 در غش��اء RBC  متصل مي گردد ]13، 14[.
ه��دف از این مطالع��ه ارزیابي این روش فلوس��یتومتري در 
اسكرین  و جداسازي بیماري هاي اختلالات پروتئیني غشاء 
مانند اسفیروس��یتوز ارثي و  اوالوسیتوز جنوب شرقي آسیا از 

دیگر اختلالات خوني سلول هاي قرمز بود.
مواد و روش ها

گروه بیمار و کنترل 
گ��روه بیمار ش��امل 20 فرد مبتلا ب��ه HS، 2 فرد  مبتلا به 
HSPR، 22 ف��رد مبت��لا ب��ه HE، 2 فرد مبت��لا به HPP و 
در 2 ف��رد مبتلا ب��ه SAO، همراه با 36 ف��رد مبتلا به دیگر 
اختلالات گلبول هاي قرمز ش��امل ماکروس��یتوز همراه با کم 
خوني مگالوبلاس��تیک )14 مورد(، تالاسمي مینور )7 مورد(، 
آنمي ش��دید فقر آهن با MCV کمت��ر از 70 )13 مورد( و 
ک��م خوني همولیتیک خود ایمن )AIHA( )2 مورد( بودند. 
پانزده فرد س��الم با اندکس هاي خون��ي نرمال و مورفولوژي 
طبیعي گلبول قرمز به عنوان گروه ش��اهد مورد بررسي قرار 

گرفت.

مشاهدات آزمايشگاهي 
ش��اخص هاي خوني در دس��تگاه س��ل کانتر سیس��مكس 
مدل KX-21 اندازه گیري ش��د. مورفول��وژي گلبول قرمز 
در لام خون محیطي رنگ آمیزي ش��ده ب��ا رنگ رایت مورد 
بررس��ي قرار گرفت. معیارهاي تش��خیصي در بیماران مبتلا 
به اسفیروس��یتوز ارث��ي، افزایش در تولید رتیكولوس��یت ها 
)رتیكولوسیتوز و پلي کروماتوفیلیا(، افزایش اسفیروسیت هاي 
تیپی��ک و فق��دان عوام��ل مرتبط با سیس��تم ایمني )تس��ت 
کومب��س منفي( در نظر گرفته ش��د. نتای��ج لام خون محیطي 
 و شاخص هاي خوني توسط دو فرد متخصص مورد بررسي

 قرار گرفت. 
آناليز گلبول هاي قرمز با روش فلوسايتومتري  

آنالیز گلبول هاي قرمز با روش فلوسایتومتري که توسط کینگ 
و همكارانش شرح داده شده،  مورد استفاده قرار گرفت ]13[. 
به طور خلاصه گلبول هاي قرمز دو بار با محلول فسفات بافر 
)PBS( شست وشو داده شدند.  پنج میكرولیتر از گلبول هاي 
قرمز شسته شده با 25 میكرولیتر از رنگ EMA به مدت یک 
ساعت در دماي اتاق و در تاریكي قرار داده شد. سوسپانسیون 
سلولي به مدت یک دقیقه سانتریفوژ شد و مایع رویي حاوي 
رنگ باند نشده جمع آوري گردید. گلبول قرمز نشاندار شده 
 3 ب��ار با 500 میكرولیتر از محلول 5  /  0 درصد آلبومین گاوي

 )PBS-BSA( شست وش��و داده شد. گلبول هاي قرمزجمع 
 ش��ده در ت��ه لول��ه آزمای��ش مج��ددا در 5  /  0 میل��ي لیتر از 
محلول BSA-PBS  به صورت سوسپانسیون در آمده و در 
نهایت براي آنالیز این سلول ها با فلوسیتومتري 100 میكرولیتر 
از این سوسپانسیون سلولي در حجم 4  /  1 میلي لیتر از محلول 
 ،)MFI( اضاف��ه گردید. ش��دت فلورس��انس BSA-PBS
براي 10،000 سلول در کانال FL1 از دستگاه فلوسیتومتري 

FACS کالیبر  )BD FACS caliber( تعیین شد. 

تجزيه و تحليل آماري
 SPSS با استفاده از برنامه )SD( میانگین و انحراف معیار
نس��خه 0  /  17 محاس��به ش��د و میانگین ± SD با استفاده از 
آزمون t دو طرفه مقایس��ه ش��د. ارتباط بی��ن MFI و   حجم 
متوس��ط گلبول قرمز )MCV( توس��ط آزمون همبس��تگي 
پیرسون مورد مقایسه  قرار گرفت. مقدار P کمتر از 05  /  0 از 

نظر آماري معني دار در نظر گرفته شد.

نتايج 
 تشخیص بیماران

با توجه به معیارهاي نقص غش��اء، نتایج حاصل از بررسي 
لام  خون محیطي در شكل 1 به تصویر کشیده شده است. 

بررسي گلبول هاي  قرمز نشاندار شده با رنگ EMA در 
 MFI بیماران توسط میزان

نموداره��اي هیس��توگرام مرتب��ط با ش��دت فلورس��انس 
گلبول هاي قرمز نش��اندار شده با رنگ EMA در افراد سالم 
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 ،HS، HSPR، HE، HPP، SAO و بیم��اران مبت��لا ب��ه
ماکروسیتوز، فقر ش��دید آهن، تالاسمي مینور و AIHA در 
شكل 2 نش��ان داده شده است. شدت فلورسانس به صورت 
میانگین   شدت فلورسانس )MFI( در کانال FL1 مشخص 
 HS، HSPR، گردید. سلول هاي قرمز نشاندار شده از بیماران
HPP، SAO و گروه با کمبود ش��دید آهن نس��بت به افراد 
گروه کنترل ش��دت فلورسانس کمتري را نشان داد، در حالي 
که گلبول هاي قرمز نشاندار شده از بیماران داراي ماکروسیتوز 
نسبت به افراد گروه شاهد شدت فلورسانس بیشتري را نشان 
داد. بیم��اران مبتلا به HS، فقر ش��دید آهن و ماکروس��یتوز 
 تف��اوت معن��ي داري را نس��بت به گروه کنترل نش��ان دادند 

 .) 0.0001< p0.001< p0.01< p وو ) به ترتیب
اطلاعات داده ها در گروه هاي بیمار و گروه کنترل در جدول 
1 نشان داده شده است. میزان MFI گلبول هاي قرمز بیماران 
مبتلا به n = 20( HS( و فقر ش��دید آهن )n= 13( نس��بت 
 ب��ه گروه کنترل  به طور قابل توجهي پایین تر بود )به ترتیب
 ‌‌P‌=‌0.0001‌،57 ± 252و‌P‌=‌0.001‌،19 ± 280( در 
حالي که نتایج حاصله از  MFI بیماران مبتلا به ماکروسیتوز 
 )n = 14( ب��ه ط��ور معن��ي داري بالاتر از گ��روه کنترل بود
>0.01(. می��زان MFI گلبول ه��اي قرم��ز  p‌،82 ± 416( 
 )n= 7( و تالاس��مي مینور )n = 22( HE  بیم��اران مبتلا به
نس��بت به افراد نرمال اختلاف قابل توجهي را نشان نداد )به 
>0.5 (. ب��ا  p‌،35 ± 344‌0.5و‌< p‌،35 ± 335 ترتی��ب

این حال، در بیماران
 n=2( HPP ،)n=2(HSPR( و

MFI )n=2( SAO
کمتري نس��بت به گروه کنترل مشاهده گردید در حالي که 
بیماران مبتلا به n=2( AIHA( درمقایسه با گروه کنترل هیچ 

اختلافي را نشان ندادند.

 MFI ارزيابي آزمايش
م��ا برخ��ي از آزمون ه��اي آم��اري از قبیل حساس��یت و 
 )predictivity(  اختصاصی��ت، میزان پی��ش بیني ش��ونده
 )likelihood ratio( موارد مثبت و منفي و نسبت احتمال
از م��وارد مثبت و منفي را براي ارزیاب��ي آزمایش MFI در 
 ،HS مورد اس��تفاده ق��رار دادیم. در بیماران HS گروه بیمار

حساسیت و اختصاصیت  و میزان پیش بیني شونده از موارد 
مثبت و منفي در آزمایش MFI، به ترتیب %‌‌95، %‌‌93، %‌‌95  
و ‌‌93%، بود. علاوه بر این، نس��بت احتمال از موارد مثبت و 
منف��ي در آزمای��ش MFI  به ترتیب 14 و 05  /  0 نش��ان داده 

شد.

 MCV و MFI بررسي ارتباط
ارتباط میان MCV و MFI در هر دو گروه بیمار و کنترل 
در جدول 1 نش��ان داده شده اس��ت. ارتباط معني داري بین 

MCV و MFI در هر یک از گروه هاي کنترل،
  ،)P‌=‌0.045 ،44 ± 337 :MFI ،4/4 ± 92 :MCV(

 )P=‌0.039 335 ± 35 و : MFI ،7/5 ± 84 : MCV(HE
 )P‌=‌0.033 ،82 ± 416 : MFI ،10/2 ± 113 :MCV(  ماکروسیتوز 
)P=‌0.028 ،19 ± 280 :MFI ،5/8 ± 66 :MCV(  و کمبود شدید آهن

 مشاهده گردید.
 بین MCV و MFI در بیماران

 ) 0.5< p،57 ± 252 : MFI ،9/5 ± 88: MCV(  HS
 )0.5< p ،35 ± 344 :MFI ،6/6 ± 67 :MCV(  و تالاسمی مینور

هیچ رابطه معنی داری مشاهده نگردید.

بحث
ب��ه طور کل��ي اختلالات غش��اي گلب��ول قرمز بر اس��اس 
تاریخچ��ه بالیني بیماري و لام  خ��ون محیطي همراه با برخي 
از آزمایش هاي خوني روتین مانند آزمون ش��كنندگي اس��مزي  
تش��خیص داده مي شوند ] 15[. با این حال این روش ها داراي 
اختصاصیت و حساسیت دقیق براي تشخیص موارد خفیف یا 
آتیپیک از اختلالات اس��كلتي غش��ا گلبول قرمز نمي باشند. از 
س��وي دیگر، اندازه گیري مقدار پروتئین هاي اس��كلت سلولي 
در غشاي گلبول هاي قرمز مشكل مي باشد، زیرا تغییرات ناچیز 
این پروتئین ها از مقدار نرمالش��ان بایستي با دقت اندازه گیري 
شود. در این راستا، برخي از بیماران مبتلا به HS تنها فقط 10 
تا 15 درصد کاهش در پروتئین هاي غشاء نشان داده اند.  براي 
ای��ن منظور، الكتروفورز به روش SDS -PAGE از غش��اي 
س��لول هاي قرمز در تعداد کمي از آزمایش��گاه هاي تخصصي 
انجام مي ش��ود. ب��ا این حال،  ای��ن روش الكتروف��ورز دقت 
و صح��ت لازم  براي ان��دازه گیري مقادیر ناچی��ز کاهش در 
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پروتئین هاي غش��اء که در موارد خفیف بیماري دیده مي ش��ود 
را ندارد ] 16[.

بس��یاري از بیماران مبتلا به HS تنها ‌‌10% تا ‌‌‌15% و یا حتي 
درصد پایین تري از س��لول هاي اسفیروسیت را نشان مي دهند 
 PAGE -SDSکه ممكن اس��ت منجر به تشخیص ضعیف با
گردد، که این امر در نتیجه کاهش ناچیز از پروتئین هاي غش��اء 
رخ مي ده��د. ای��ن موضوع  انگی��زه اي براي پی��دا کردن یک 
روش ساده مانند فلوس��یتومتري با استفاده از رنگ EMA در 
تشخیص اختلالات غشا گردید. مدت زمان انجام این آزمایش  
تنه��ا حدود 2 س��اعت طول مي کش��د و داراي حساس��یت و 
اختصاصیت بالاتري از روش هاي معمول در اسكرین  بیماران 

مبتلا به HS، از قبیل شكنندگي اسمزي، مي باشد.
نتایج حاصل از فلوس��یتومتري گلبول قرمز نش��اندار شده از 
بیم��اران HS، HSPR، SAO، HPP و کمبود ش��دید آهن 
MFI  کمتري را در مقایسه با گروه کنترل نشان داد، که تنها در 
گروه HS و بیماران مبتلا به کمبود  شدید آهن معني دار بود)به 
 ،MFI 0.001(.  ب��ا توجه ب��ه< ρو 0.0001< ρ ترتی��ب
گلبول هاي قرمز نشاندار شده از بیماران مبتلا به HE، تالاسمي 
مینور و AIHA تفاوت معني داري را با گروه ش��اهد نش��ان 
نداد. از س��وي دیگر، بیماران با گلبول هاي قرمز ماکروس��یت، 
به طور قابل توجهي  MFI بالاتري را نس��بت به گروه کنترل 
>0.01(. علت احتمالي نتایج آماري غیر معني  ρ( نشان دادند
دار در بیم��اران مبتلا به HSPR )که MFI  آنها حتي کمتر از 
بیم��اران مبتلا به HS بوده اس��ت(، SAO و HPP در تعداد 
 20( HS در مقایس��ه با )کم این بیماران )در هر گروه 2 بیمار
بیمار( مي باش��د. گلبول قرمز نشاندار ش��ده از بیماران مبتلا به 
HPP یک الگوي منحصر به فرد از MFI )هیستوگرام دو قله 
اي( را نش��ان داد )ش��كلE-2(. مقادیر MFI سلول هاي قرمز 
بیماران مبتلا به HE مش��ابه میزان MFI گلبول هاي قرمز افراد 
کنترل بود. نتایج ما در تایید مطالعات گذشته ]13[ نشان داد که 
تفاوت معني داري در میزان MFI س��لول هاي قرمزدر بین دو 

گروه HE و کنترل وجود ندارد.
در بیماران مبتلا به HS، ش��ایع ترین نقص در پروتئین هاي 
غش��ا گلبول هاي قرمز، فقدان آنكرین مي باشد که منجر به جدا 
ش��دن باند 3 از پروتئین آنكرین )در محل هاي اتصال با افینیتي 
کم( مي گردد ] 17[. این افزایش باند 3 جدا ش��ده از غش��ا در 

بیماران مبتلا به HS، منجر به کاهش باند 3 در اسكلت سلولي 
غش��اء مي گ��ردد. مهم ترین عل��ت نقص ژنتیك��ي در بیماران  
HSPR و SAO نقص در پروتئین باند 3 مي باش��د. همچنین  
یک  بیان غیر طبیعي از باند 3 در کم خوني ناش��ي از فقر آهن 
دیده ش��ده است که نتایج ما نیز این یافته را تایید مي کند ]18و 

.]19
ب��ا توجه به اتصال اختصاصي  رنگ EMA به پروتئین باند 
3، ما نیز همبس��تگي بین MCV و MFI را در افراد هر گروه 
 MFI و MCV مش��خص نمودیم. همبستگي معني داري بین

در بیماران مبتلا به 
 )P‌=‌0.039 ،35 ± 335 :MFI ،7/7 ± 84 :MCV( HE

 گلبول های قرمز ماکروسیت 
 )P‌=‌0.033 ،82 ± 416 :MFI ،10/2 ± 113 :MCV(

 و فقر آهن شدید 
 )P‌=‌0.028 ،19 ± 280 : MFI ،5/8 ± 66 : MCV (

و گلبول های قرمز افراد سالم 
)P‌=‌0.045 ،44 ± 337 : MFI ،4/4 ± 92 :MCV(

 مشاهده گردید. بین MCV و MFI بیماران مبتلا به
)0.5< p،58 ± 250 :MFI ،9/5 ± 78/5 :MCV( HS 

 و تالاسمی مینور 
)0.5< p،35 ± 344 :MFI ،6/6 ± 67 :MCV(

 همبس��تگي معني داري مشاهده نش��د. به نظر مي رسد که 
 MCV افزایش( MFI و MCV یک ارتباط مس��تقیم بی��ن
ممكن است منجر به افزایش MFI  گردد و بالعكس( وجود 
 ،MCV دارد که  مي تواند منجر به یک ارتباط مس��تقیم بین
سطح RBC و میزان بیان باند 3 گردد. بنابراین، بنا به ارتباط 
مذکور، ارتباط مس��تقیمي بی��ن MCV و MFI در بیماران 

HS و تالاسمي مینور دیده نمي شود.
 HS بنابراین موارد اس��تثنا در این یافته، بیم��اران مبتلا به
و ک��م خون��ي تالاس��مي مینور بودن��د. اگر چه س��لول هاي 
اسفیروس��یت در لام خوني  کوچک تر از س��لول هاي قرمز 
فرد نرمال به نظر مي رس��ند )به دلیل این که قطر س��لول هاي 
اسفیروس��یت و نه حجم آنها را مي توان در یک اسمیر خون 
محیطي مورد بررسي قرار داد(، حجم سلول هاي اسفیروسیت 
نرم��ال و طبیعي بوده و ب��ا توجه به انعطاف ناپذیري غش��اي 
سلولي اسفیروس��یت ها، تغییري در MCV مشاهده نمي شود. 
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علاوه بر این در اکثر موارد، اسفیروس��یت ها  داراي حجم نرمال  
ب��وده و MCV را تغییر نمي دهند، در حال��ي که تنها در موارد 
نادري از MCV، HS پایین مش��اهده گردیده است، که این نیز 
به علت تولید میكرواسفیروس��یت هایي است که همراه با کاهش 
در حجم س��لولي مي باش��ند. بنابراین در اسفروسیتوز نقص در 
 MCV نمي تواند توسط MFI و در نتیجه کاهش RBC غشاء
تحت تاثیر قرار داده شود. از سوي دیگر علي رغم MCV پایین 
در تالاس��مي مینور که به دلیل کاه��ش میزان هموگلوبین داخل 
سلولي مي باشد، هیچ تغییري در MFIدیده نمي شود. بنابراین به 
میزان طبیعي MFI در بیماران مبتلا به تالاس��مي مینور مي تواند 

به دلیل عدم  وجود نقص در بیان بند 3 باشد.
برخ��ي از مطالعات گذش��ته ب��راي تش��خیص HS، درجات 
 )OFT( متفاوت��ي ازحساس��یت آزمایش ش��كنندگي اس��مزي
)مح��دوده ‌‌48% تا ‌‌95%( را، مس��تقل از اخت��لالات پروتئین هاي 
غش��ا گزارش کرده اند ]20[. ب��ا این حال زماني که OFT همراه 
ب��ا آزمایش لیز گلیس��رول اس��یدي  بر روي خون انكوبه ش��ده 

 انج��ام گرفت، حساس��یت آزمایش ب��ه 99 درصد رس��ید ]20[.  
در ای��ن مطالع��ه تاکی��د م��ا ب��ر تاریخچ��ه بیم��اري و تغییرات 
مورفولوژیك��ي گ��زارش ش��ده در لام خ��ون محیط��ي مي تواند 
اطلاع��ات مفیدي در م��ورد نق��ص غش��اء RBC در اختیار ما 
ق��رار دهد )ش��كل 1(. هم��ه بیماران مش��كوك ب��ه HS که در 
لام خ��ون محیط��ي آنها س��لول اسفیروس��یت گ��زارش گردیده 
 اس��ت، درمی��زان MFI کاه��ش قابل توجه��ي را نش��ان دادند.
در کل به نظر مي رس��د که روش مبتني بر رنگ فلورسانس، یک 
روش تش��خیصي قابل اعتماد مي باش��د که داراي حساس��یت و 
اختصاصیت بالایي )به ترتیب ‌‌95% و ‌‌93%( نس��بت به تست هاي 
 روتین و مرس��وم در تش��خیص بیماران مبتلا به HS مي باش��د.
ما پیش��نهاد مي کنیم که این روش فلوس��یتومتریک مبتني بر رنگ 
فلورس��انس، قب��ل از انجام آزمایش ه��اي مولكولي و اختصاصي 
غش��اء پروتئین، هم به عنوان یک تس��ت غربالگري سریع و هم 
 HS، به عنوان یک تس��ت  تاییدي در تش��خیص بیماران مبتلا به

HSPR، SAO وHPP  کمک خواهد نمود.

شكل 1. مورفولوژي لام خون محیطي از نقایص غشاء گلبول قرمز 
بیماران مبتلا به

)E(HE, )D( SAO,  )C(HPP,  HSPR)B( , HS )A(

A

C D

E

B
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تشكر و سپاسگزاري
این مطالعه توس��ط دانش��گاه علوم پزش��كي و خدمات 
بهداشتي درماني ش��یراز )گرانت شماره 90-5697( انجام 

شده است.
: در لام خون محیطي بیماران   HSPR)B( و HS )A(  
مبتلا به HS اسفروس��یتوز، آنیزوس��یتوز و پلي کرومیشیا 
)افزایش رتیكولوس��یت ها( مش��اهده مي گردد. سلول هاي 
اسفیروسیت که سلول هاي قرمز کوچک و متراکم که فاقد 
هاله مرکزي مي باش��ند، با توجه به از دس��ت دادن غش��اء 

RBC به وجود مي آیند.
 C(HPP(: س��لول هاي قرم��ز در بیم��اران مبت��لا به 
پیروپویكیلوس��یتوز ارثي، داراي اش��كال عجیب و غریب، 

آنیزوس��یتوز، قطعات شكسته ش��ده، میكروپویكیلوسیتوز، 
میكرواسفیروس��یتوز و سلول هاي قرمز در حال جوانه زدن 

مي باشند.
D(SAO(: سلول هاي قرمزدر اوالوسیتوز جنوب شرقي 
آس��یا اغلب به عنوان الیپتوسیت هاي استوماتوسیتي، شرح 
داده مي شوند. سلول هاي قرمز به جاي بودن دیسكي شكل 
ب��ودن،  داراي یک ش��كاف طویل در ناحی��ه هاله مرکزي 
مي باش��ند. بخش کوچكي از س��لول هاي استوماتوس��یت 
داراي دو ش��كاف عرضي مي باش��ند، که ظاهري ش��بیه به 

سلول هاي استوماتوسیت دوبل را ایجاد مي کند. 
E(HE(: گس��تره محیطي بیماري با الیپتویستوز ارثي را 
نش��ان مي دهد که داراي گلبول هاي قرمز بیضي ش��كل به 

شكل 2. نمایش هیستوگرام هاي مرتبط با شدت فلورسانس گلبول هاي قرمز نشاندار شده با رنگ EMA در افراد 
SAO , )E(HPP, )D( Th.m و فقر شدید آهن ,  )C(HE,  HSPR)B( ,  HS )A(  سالم و بیماران مبتلا 

)H( AIHA و )G( ماکروسیتوز ،)F( )ID( 
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 جاي گلبول هاي قرمز مقعر الطرفین دیس��كي شكل است.
اختصارات: HS: اسفروسیتوز ارثي، HSPR: اسفروسیتوز 
 :HPP ،ارثي ب��ه همراه گلبول ه��اي قرمز قارچي ش��كل
پیروپویكیلوس��یتوزارثي، SAO: اوالوسیتوزجنوب شرقي 

آسیا  و HE: الیپتوسیتوز ارثي.

 س��لول هاي قرمز خ��ون با رن��گ EMA رنگ آمیزي 
گردیده و با استفاده از دستگاه فلوسیتومتري میانگین شدت 
 فلورس��انس حاصله،  تحت عنوان MFI اندازه گیري شد. 
اختصارات: N: گروه کنترل سالم، Th. m: تالاسمي مینور، 
M: ماکروسیتوز،AIHA: کم خوني همولیتیک اتوایمیون.

گروه هاي بیمار و کنترل
تعداد
)NO(

MFI
)mean± SD(

مقایسه MFI دو گروه بیمار و 
)ρ-value( کنترل

MCV)fl(
)mean± SD(

 میزان همبستگي بین 
)ρ-value( MFI و  MCV

گروه کنترل سالم 15 337 ± 44 92 ± 4.3 *0.045
اسفیروسیتوز ارثي 20 252 ± 57 **<0.0001 88 ± 9.5 <0.5 
اسفیروسیتوز ارثي

به همراه گلبول قرمز  قارچي شكل 2   199 & 80 86 & 89  

الیپتوسیتوز ارثي 22 335 ± 35 <0.5 84 ± 7.5 *0.039

پیروپویكیلوز ارثي 2  271 & 260 54 & 57

اوالوسیتوز جنوب شرقي آسیا 2 279 & 274  94 & 101  
آنمي همولیتیك اتوایمیون 2   419 & 332   105 & 106

ماکروسیتوز 14 416 ± 82
**<0.01  

113 ± 10  *0.033

آنمي فقر آهن 13 280 ± 19
**<0.001

66 ± 5.8 *0.028

تالاسمي مینور 7 344 ± 35 <0.5 67 ± 6.6 0.5

جدول 1 . آنالیز گلبول قرمز نشاندار شده با رنگ ائوزین-´5 - مالیماید )EMA( توسط فلوسایتومتري در 
اختلالات متنوع هماتولوژیك و بررسي ارتباط بین MFI با MCV در این بیماران

>0.01. گروه هاي کوچک دو نفره توسط MFI و MCV هر یک از دو فرد بیمارنشان داده شده است. p :** 0.05< p:* 
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