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

چكيده
زمينه: تشخيص اختلالات غشايي گلبول قرمز بالاخص 
اسفيروسيتوز ارثي )HS( و اوا لوسيتوز ارثي جنوب شرقي 
آس��يا )SAO( بر اس��اس تاريخچه كلينيكي، مورفولوژي  
گلبول قرمز و ديگر تس��ت‌هاي روتين آزمايشگاهي مانند 
آزمايش شكنندگي اسمزي )OFT( مي‌باشد. با اين وجود، 
تش��خيص اين اختلالات در موارد خفيف به آساني ميسر 
نمي‌باشد. براي اس��كرين اختلالات پروتئين‌هاي غشاء به 
 )EMA( همراه چن��د آنمي ديگر از رنگ ائوزين ماليمايد
كه به مي��زان بالايي به پروتئين باند 3 و در مقادير كمتر به 
ديگر پروتئين‌هاي غشايي متصل مي‌شود، استفاده نموديم. 
مواد و روش ها: گلبول‌هاي قرمز افراد سالم و  بيماران 
مبت�ال به HS، SAO، اليپتوس��يتوز ارث��ي، آنمي فقر آهن 
)ID(،  تالاس��مي مين��ور و آنمي اتوايمي��ون هموليتكي با  
EMA  رن��گ آميزي گرديده و س��پس با فلوس��يتومتري 
ميانگين شدت فلورسانس )MFI( در آنها مورد آناليز قرار 

گرفت. 
نتاي��ج و بحث: گلبول‌هاي قرمز بيم��اران HS  و آنمي 
فقر آهن در مقايس��ه با افراد كنترل كاهش قابل توجه‌اي را 
در ميزان MFI نش��ان دادند )ب��ه ترتيب ρ<0.0001   و  

ρ<0.001(، در حالي كه گلبول‌هاي قرمز ماكروس��يتكي 
 .)ρ<0.01( شدند  MFI منجر به افزايش مهمي در مقدار
به ع�الوه،  كي همبس��تگي قابل توجه مي��ان MCV  و   
MFI بيماري‌هاي مورد مطالعه ديده ش��د كه موارد استثناء 
آن بيماري‌هايHS و تالاس��مي مينور بودند. نتايج ما نشان 
مي‌دهد كه روش فلوس��يتومتري هم كي روش اس��كرين 
و ه��م ي��ك روش تايي��دي قاب��ل اعتماد با حساس��يت و 
اختصاصي��ت بالات��ر )به ترتي��ب 95 % و 93 %(  از ديگر 
 HS تس��ت‌هاي تش��خيصي روتي��ن در رابطه ب��ا بيماري
مي‌باش��د كه مي‌توانند پيش از انجام تس��ت‌هاي مولكولي 
اختصاصي تر در روند تش��خيص كمك ش��اياني را انجام 

دهند.
لغات كليدي: گلبول قرمز، اختلالات غش��ايي، باند 3، 

فلوسيتومتري.
مقدمه

سلول‌هاي قرمز خون )RBC( در حالت طبيعي ديسكي 
 RBC شكل و مقعر الطرفين مي‌باشند، كه اين مورفولوژي
توس��ط پروتئين‌هاي موجود در اسكلت سلولي ناحيه زير 
غش��اء حفاظت مي‌گردد. اين پروتئين‌ه��ا به طور عمده از 
آلفا اس��پكترين، بتا اس��پكترين، آنكرين، اكتين و باند 4.1 
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و 4‌‌/‌‌2 تش��كيل ش��ده‌اند.  اين ش��بكه پروتئيني و اتصال آن  
با لاي��ه ليپيدي غش��اء براي حف��ظ انعطاف پذي��ري گلبول 
قرمز و انج��ام فعاليت‌هاي فيزيولوژيكي آن ضروري اس��ت 
 ]1[. تع��داد زي��ادي از اختلالات از جمله اسفروس��يتوز ارثي
 )elliptocytosis( واليپتوسيتوز )hereditary spherocytosis( 
ب��ا كاهش بيان و يا جهش در اين پروتئين‌ها ايجاد مي‌ش��ود 
]2[ . نقص ژنتيكي در پروتئين‌هاي مختلف  اسكلت سلولي 
ممكن اس��ت منجر به اختلالاتي از قبيل اسفروس��يتوز ارثي 
)HS(، پيروپويكيلوس��يتوز ارثي )HPP(، اليپتوسيتوز ارثي 

)HE( و استوماتوسيتوز )stomatocytosis( شود]3[.
دراسفروس��يتوز ارثي مورفولوژي گلبول‌هاي قرمز كروي 
توپر يا اس��فيرو بوده كه آنها را مس��تعد ب��ه هموليز ميك‌ند. 
ژن‌هاي مس��ئول در ب��روز بيماري اسفروس��يتوز كي يا چند 
پروتئين از اس��كلت سلولي غش��اي گلبول قرمز را كه شامل  
آنكرين، اس��پكترين، پاليدين )پروتئين 4‌‌/‌‌2( و پروتئين باند 3 
)آنيون مبدل 1( مي‌باشد را كد‌گذاري ميك‌نند ]4[. وراثت در 
 )HS در حدود دو سوم از بيماران )نوع معمولي HS بيماري
ب��ه ص��ورت اتوزومال غالب بوده، ك��ه در اين حالت جهش 
در ژن آنكري��ن ش��ايع ترين علت HS اس��ت. باقي بيماران 
HS اتوزومال مغلوب مي‌باش��ند كه ب��ه علت نقص در يكي 
از دو پروتئي��ن آلفا اس��پكترين يا پروتئي��ن 4.2 رخ مي‌دهد. 
مطالعات مولكولي نشان داده اند كه برخي از نقايص موجود 
درپروتئين‌هاي غش��اء به مورفولوژي خاصي از گلبول قرمز 
)گلبول‌هاي قرمز قارچي ش��كل( در بيماران اسفيروس��يتوز  
)HS with  pincered RBCs: HSPR( مرتبط است كه 

به طور اختصاصي با نقص در باند 3 ارتباط دارد ]5[.
تظاهرات باليني بيماري HS معمولا توس��ط هموليز همراه 
ب��ا آنمي، افزايش رتيكولوس��يت ها، اس��پلنومگالي، يرقان و 
كي س��ابقه خانوادگي مشخص مي‌شود. با توجه به يافته‌هاي 
آزمايش��گاهي، بيم��اران مبت�ال ب��ه HS  داراي س��لول‌هاي 
اسفيروس��يت مشخص با فقدان رنگ پريدگي مركزي در لام 
 )OF(خون محيطي و افزايش شكنندگي اسمزي گلبول قرمز
مي‌باش��ند. اليپتوسيتوز ارثي با الگوي اتوزومال غالب به ارث 
برده مي‌ش��ود و با حضور گلبول‌هاي قرمز بيضوي كش��يده 
در لام خ��ون محيطي مش��خص مي‌گ��ردد ]4، 6[. با اين كه 
اليپتوس��يتوز ارث��ي در تمام مناطق آب و هوايي ديده ش��ده، 

ش��يوع آن در مناط��ق آفريقايي و مديترانه‌اي بيش��تر گزارش 
گرديده اس��ت، كه عل��ت آن نيز به مقاومت اي��ن بيماران به 
مالاريا ارتباط داده ش��ده اس��ت ]6[. پيروپويكيلوسيتوز ارثي 
عامل كم خوني هموليتكي ش��ديد و نادري اس��ت كه ارتباط 
ق��وي اي با بيماري اليپتوس��يتوز ارث��ي دارد. بيماران مبتلا به 
پيروپويكيلوس��يتوز ارث��ي معمولا در اواي��ل دوره نوزادي با 
كم خوني ش��ديد هموليتكي، گلبول‌هاي قرمز شكسته شده، 
پويكيلوسيتوز، اليپتوس��يتوز و ميكرواسفيروسيتوز در اسمير 
خ��ون محيطي  مش��خص مي‌گردند ]7[. كي س��وم از افراد 
فامي��ل بيم��اران مبتلا به پيروپويكيلوس��يتوز ارث��ي، مبتلا به 
بيماري اليپتوس��يتوز ارثي مي‌باش��ند. كي نق��ص ژنتيكي در 
پروتئين اسپكترين، در بس��ياري از موارد اليپتوسيتوز ارثي و 
پيروپويكيلوس��يتوز ارثي مشاهده  گرديده است  ]8[. بيش از 
‌‌‌60٪ از موارد اليپتوسيتوز ارثي نتيجه جهش در آلفا اسپكترين 
مي‌باش��د، در حالي كه ‌‌30٪ و ‌‌5٪ از اي��ن بيماري به ترتيب 
به علت  جهش در ژن‌هاي بتا اس��پكترين و پروتئين 4.1 رخ 

مي‌دهد ]7[.
شكنندگي اس��مزي در انواع تيپكي اليپتوسيتوز ارثي نرمال 
و طبيعي اس��ت، در حالي كه در فرم‌هاي شديد اليپتوسيتوز و 

پيروپويكيلوسيتوز ارثي افزايش ميي‌ابد ]6[.
  اوالوس��يتوز جنوب شرقي آس��يا ) SAO( كي واريانت 
غيرمعم��ول از اليپتوس��يتوز ارث��ي مي‌باش��د ك��ه در مالزي، 
فيليپين و ديگر نقاط جنوب ش��رق آس��يا ديده مي‌شود ]9[. 
اليپتوس��يت‌هاي تخم مرغي شكل  يا اوالوسيت‌ها و همچنين 
حضور استوماتوس��يت‌هاي داراي شكاف طولي در لام خون 
محيط��ي اين بيماران يافت مي‌ش��ود. در اي��ن بيماران حذف 
ژنومي 27 جفت بازي منجر به حذف 9 اس��يد آمينه واقع در 
N-ترمينال دومين سيتوپلاس��مي از پروتئين باند 3 مي‌گردد 

.]11 ،10[
اختلالات پروتئيني غش��اي گلبول‌هاي قرمز خون، به ويژه 
در بيماري اسفيروس��يتوز ارثي، در درجه اول توس��ط علائم 
باليني بيمار، س��ابقه خانوادگي و بررس��ي لام خون محيطي 
همراه با آزمايش‌هايي از قبيل ش��كنندگي اسمزي و آزمايش 
ليز گليسرول اسيدي تشخيص داده مي‌شوند. با اين حال، اين 
آزمايش‌ها كه حساسيت و اختصاصيت كمتري را نشان داده‌اند. 
البته در مطالعاتي تشخيص اين اختلالات غشاي سلولي توسط  
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الكتروفورز با متد سديم دودسيل سولفات - ژل پلي آكريل آميد 
 ژل الكتروفورسيس )PAGE -SDS( تاييد شده است ]12[.
اخيرا، ش��دت فلورس��انس در گلبول‌هاي قرمز توس��ط كي 
 )EMA( روش فلوس��يتومتري با اس��تفاده از رنگ ماليمايد
اندازه گيري ش��ده اس��ت، كه اين رنگ ب��ه طور اختصاصي، 
در مقادي��ر بيش��تري به ليزي��ن430 موج��ود در اولين لوپ 
خارج س��لولي از پروتئين باند 3 متصل گرديده و در مقادير 
كمت��ري  به پروتئي��ن ‌هاي گ��روه خون��ي ار– اچ )Rh( و 
 ماركر CD47 در غش��اء RBC  متصل مي‌گردد ]13، 14[.
ه��دف از اين مطالع��ه ارزيابي اين روش فلوس��يتومتري در 
اسكرين  و جداسازي بيماري‌هاي اختلالات پروتئيني غشاء 
مانند اسفيروس��يتوز ارثي و  اوالوسيتوز جنوب شرقي آسيا از 

ديگر اختلالات خوني سلول‌هاي قرمز بود.
مواد و روش ها

گروه بيمار و كنترل 
گ��روه بيمار ش��امل 20 فرد مبتلا ب��ه HS، 2 فرد  مبتلا به 
HSPR، 22 ف��رد مبت�ال ب��ه HE، 2 فرد مبت�ال به HPP و 
در 2 ف��رد مبتلا ب��ه SAO، همراه با 36 ف��رد مبتلا به ديگر 
اختلالات گلبول‌هاي قرمز ش��امل ماكروس��يتوز همراه با كم 
خوني مگالوبلاس��تكي )14 مورد(، تالاسمي مينور )7 مورد(، 
آنمي ش��ديد فقر آهن با MCV كمت��ر از 70 )13 مورد( و 
ك��م خوني هموليتكي خود ايمن )AIHA( )2 مورد( بودند. 
پانزده فرد س��الم با اندكس‌هاي خون��ي نرمال و مورفولوژي 
طبيعي گلبول قرمز به عنوان گروه ش��اهد مورد بررسي قرار 

گرفت.

مشاهدات آزمايشگاهي 
ش��اخص‌هاي خوني در دس��تگاه س��ل كانتر سيس��مكس 
مدل KX-21 اندازه گيري ش��د. مورفول��وژي گلبول قرمز 
در لام خون محيطي رنگ آميزي ش��ده ب��ا رنگ رايت مورد 
بررس��ي قرار گرفت. معيارهاي تش��خيصي در بيماران مبتلا 
به اسفيروس��يتوز ارث��ي، افزايش در توليد رتيكولوس��يت‌ها 
)رتيكولوسيتوز و پلي كروماتوفيليا(، افزايش اسفيروسيت‌هاي 
تيپي��ك و فق��دان عوام��ل مرتبط با سيس��تم ايمني )تس��ت 
كومب��س منفي( در نظر گرفته ش��د. نتاي��ج لام خون محيطي 
 و شاخص‌هاي خوني توسط دو فرد متخصص مورد بررسي

 قرار گرفت. 
آناليز گلبول‌هاي قرمز با روش فلوسايتومتري  

آناليز گلبول‌هاي قرمز با روش فلوسايتومتري كه توسط يكنگ 
و همكارانش شرح داده شده،  مورد استفاده قرار گرفت ]13[. 
به طور خلاصه گلبول‌هاي قرمز دو بار با محلول فسفات بافر 
)PBS( شست‌وشو داده شدند.  پنج ميكروليتر از گلبول‌هاي 
قرمز شسته شده با 25 ميكروليتر از رنگ EMA به مدت كي 
ساعت در دماي اتاق و در تاريكي قرار داده شد. سوسپانسيون 
سلولي به مدت كي دقيقه سانتريفوژ شد و مايع رويي حاوي 
رنگ باند نشده جمع آوري گرديد. گلبول قرمز نشاندار شده 
 3 ب��ار با 500 ميكروليتر از محلول 0‌‌/‌‌5 درصد آلبومين گاوي

 )PBS-BSA( شست‌وش��و داده شد. گلبول‌هاي قرمزجمع 
 ش��ده در ت��ه لول��ه آزماي��ش مج��ددا در 0‌‌/‌‌5 ميل��ي ليتر از 
محلول BSA-PBS  به صورت سوسپانسيون در آمده و در 
نهايت براي آناليز اين سلول‌ها با فلوسيتومتري 100 ميكروليتر 
از اين سوسپانسيون سلولي در حجم 1‌‌/‌‌4 ميلي ليتر از محلول 
 ،)MFI( اضاف��ه گرديد. ش��دت فلورس��انس BSA-PBS
براي 10،000 سلول در كانال FL1 از دستگاه فلوسيتومتري 

FACS كاليبر  )BD FACS caliber( تعيين شد. 

تجزيه و تحليل آماري
 SPSS با استفاده از برنامه )SD( ميانگين و انحراف معيار
نس��خه 17‌‌/‌‌0 محاس��به ش��د و ميانگين ± SD با استفاده از 
آزمون t دو طرفه مقايس��ه ش��د. ارتباط بي��ن MFI و ​​حجم 
متوس��ط گلبول قرمز )MCV( توس��ط آزمون همبس��تگي 
پيرسون مورد مقايسه  قرار گرفت. مقدار P كمتر از 0‌‌/‌‌05 از 

نظر آماري معني دار در نظر گرفته شد.

نتايج 
 تشخيص بيماران

با توجه به معيارهاي نقص غش��اء، نتايج حاصل از بررسي 
لام  خون محيطي در شكل 1 به تصوير كشيده شده است. 

بررسي گلبول‌هاي  قرمز نشاندار شده با رنگ EMA در 
 MFI بيماران توسط ميزان

نموداره��اي هيس��توگرام مرتب��ط با ش��دت فلورس��انس 
گلبول‌هاي قرمز نش��اندار شده با رنگ EMA در افراد سالم 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 la

bd
ia

gn
os

is
.ir

 o
n 

20
25

-1
0-

22
 ]

 

                               3 / 9

http://labdiagnosis.ir/article-1-36-fa.html


26
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص- زمستان 1392- شماره 22

 ،HS، HSPR، HE، HPP، SAO و بيم��اران مبت�ال ب��ه
ماكروسيتوز، فقر ش��ديد آهن، تالاسمي مينور و AIHA در 
شكل 2 نش��ان داده شده است. شدت فلورسانس به صورت 
ميانگين ​​شدت فلورسانس )MFI( در كانال FL1 مشخص 
 HS، HSPR، گرديد. سلول‌هاي قرمز نشاندار شده از بيماران
HPP، SAO و گروه با كمبود ش��ديد آهن نس��بت به افراد 
گروه كنترل ش��دت فلورسانس كمتري را نشان داد، در حالي 
كه گلبول‌هاي قرمز نشاندار شده از بيماران داراي ماكروسيتوز 
نسبت به افراد گروه شاهد شدت فلورسانس بيشتري را نشان 
داد. بيم��اران مبتلا به HS، فقر ش��ديد آهن و ماكروس��يتوز 
 تف��اوت معن��ي داري را نس��بت به گروه كنترل نش��ان دادند 

 .) 0.0001< p0.001< p0.01< p وو ) به ترتيب
اطلاعات داده‌ها در گروه‌هاي بيمار و گروه كنترل در جدول 
1 نشان داده شده است. ميزان MFI گلبول‌هاي قرمز بيماران 
مبتلا به n = 20( HS( و فقر ش��ديد آهن )n= 13( نس��بت 
 ب��ه گروه كنترل  به طور قابل توجهي پايين تر بود )به ترتيب
 P = 0.0001 ،57 ± 252  و P = 0.001 ،19 ± 280( در 
حالي كه نتايج حاصله از  MFI بيماران مبتلا به ماكروسيتوز 
 )n = 14( ب��ه ط��ور معن��ي داري بالاتر از گ��روه كنترل بود
>0.01(. مي��زان MFI گلبول‌ه��اي قرم��ز  p ،82 ± 416( 
 )n= 7( و تالاس��مي مينور )n = 22( HE  بيم��اران مبتلا به
نس��بت به افراد نرمال اختلاف قابل توجهي را نشان نداد )به 
<0.5 (. ب��ا  p ،35 ± 344 0.5 و> p ،35 ± 335 ترتي��ب

اين حال، در بيماران
 n=2( HPP ،)n=2(HSPR( و

MFI )n=2( SAO
كمتري نس��بت به گروه كنترل مشاهده گرديد در حالي كه 
بيماران مبتلا به n=2( AIHA( درمقايسه با گروه كنترل هيچ 

اختلافي را نشان ندادند.

 MFI ارزيابي آزمايش
م��ا برخ��ي از آزمون‌ه��اي آم��اري از قبيل حساس��يت و 
 )predictivity(  اختصاصي��ت، ميزان پي��ش بيني ش��ونده
 )likelihood ratio( موارد مثبت و منفي و نسبت احتمال
از م��وارد مثبت و منفي را براي ارزياب��ي آزمايش MFI در 
 ،HS مورد اس��تفاده ق��رار داديم. در بيماران HS گروه بيمار

حساسيت و اختصاصيت  و ميزان پيش بيني شونده از موارد 
مثبت و منفي در آزمايش MFI، به ترتيب ٪‌‌95، ٪‌‌93، ٪‌‌95  
و ‌‌93٪، بود. علاوه بر اين، نس��بت احتمال از موارد مثبت و 
منف��ي در آزماي��ش MFI  به ترتيب 14 و 0‌‌/‌‌05 نش��ان داده 

شد.

 MCV و MFI بررسي ارتباط
ارتباط ميان MCV و MFI در هر دو گروه بيمار و كنترل 
در جدول 1 نش��ان داده شده اس��ت. ارتباط معني داري بين 

MCV و MFI در هر كي از گروه‌هاي كنترل،
  ،)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 كل��ي اختلالات غش��اي گلب��ول قرمز بر اس��اس 
تاريخچ��ه باليني بيماري و لام  خ��ون محيطي همراه با برخي 
از آزمايش‌هاي خوني روتين مانند آزمون ش��كنندگي اس��مزي  
تش��خيص داده مي‌شوند ] 15[. با اين حال اين روش‌ها داراي 
اختصاصيت و حساسيت دقيق براي تشخيص موارد خفيف يا 
آتيپكي از اختلالات اس��كلتي غش��ا گلبول قرمز نمي‌باشند. از 
س��وي ديگر، اندازه گيري مقدار پروتئين‌هاي اس��كلت سلولي 
در غشاي گلبول‌هاي قرمز مشكل مي‌باشد، زيرا تغييرات ناچيز 
اين پروتئين‌ها از مقدار نرمالش��ان بايستي با دقت اندازه گيري 
شود. در اين راستا، برخي از بيماران مبتلا به HS تنها فقط 10 
تا 15 درصد كاهش در پروتئين‌هاي غشاء نشان داده‌اند.  براي 
اي��ن منظور، الكتروفورز به روش SDS -PAGE از غش��اي 
س��لول‌هاي قرمز در تعداد كمي از آزمايش��گاه‌هاي تخصصي 
انجام مي‌ش��ود. ب��ا اين حال،  اي��ن روش الكتروف��ورز دقت 
و صح��ت لازم  براي ان��دازه گيري مقادير ناچي��ز كاهش در 
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پروتئين‌هاي غش��اء كه در موارد خفيف بيماري ديده مي‌ش��ود 
را ندارد ] 16[.

بس��ياري از بيماران مبتلا به HS تنها ‌‌10٪ تا ‌‌‌15٪ و يا حتي 
درصد پايين تري از س��لول‌هاي اسفيروسيت را نشان مي‌دهند 
 PAGE -SDSكه ممكن اس��ت منجر به تشخيص ضعيف با
گردد، كه اين امر در نتيجه كاهش ناچيز از پروتئين‌هاي غش��اء 
رخ مي‌ده��د. اي��ن موضوع  انگي��زه‌اي براي پي��دا كردن كي 
روش ساده مانند فلوس��يتومتري با استفاده از رنگ EMA در 
تشخيص اختلالات غشا گرديد. مدت زمان انجام اين آزمايش  
تنه��ا حدود 2 س��اعت طول ميك‌ش��د و داراي حساس��يت و 
اختصاصيت بالاتري از روش‌هاي معمول در اسكرين  بيماران 

مبتلا به HS، از قبيل شكنندگي اسمزي، مي‌باشد.
نتايج حاصل از فلوس��يتومتري گلبول قرمز نش��اندار شده از 
بيم��اران HS، HSPR، SAO، HPP و كمبود ش��ديد آهن 
MFI  كمتري را در مقايسه با گروه كنترل نشان داد، كه تنها در 
گروه HS و بيماران مبتلا به كمبود  شديد آهن معني دار بود)به 
 ،MFI 0.001(.  ب��ا توجه ب��ه< ρو 0.0001< ρ ترتي��ب
گلبول‌هاي قرمز نشاندار شده از بيماران مبتلا به HE، تالاسمي 
مينور و AIHA تفاوت معني داري را با گروه ش��اهد نش��ان 
نداد. از س��وي ديگر، بيماران با گلبول‌هاي قرمز ماكروس��يت، 
به طور قابل توجهي  MFI بالاتري را نس��بت به گروه كنترل 
>0.01(. علت احتمالي نتايج آماري غير معني  ρ( نشان دادند
دار در بيم��اران مبتلا به HSPR )كه MFI  آنها حتي كمتر از 
بيم��اران مبتلا به HS بوده اس��ت(، SAO و HPP در تعداد 
 20( HS در مقايس��ه با )كم اين بيماران )در هر گروه 2 بيمار
بيمار( مي‌باش��د. گلبول قرمز نشاندار ش��ده از بيماران مبتلا به 
HPP كي الگوي منحصر به فرد از MFI )هيستوگرام دو قله 
اي( را نش��ان داد )ش��كلE-2(. مقادير MFI سلول‌هاي قرمز 
بيماران مبتلا به HE مش��ابه ميزان MFI گلبول‌هاي قرمز افراد 
كنترل بود. نتايج ما در تاييد مطالعات گذشته ]13[ نشان داد كه 
تفاوت معني داري در ميزان MFI س��لول‌هاي قرمزدر بين دو 

گروه HE و كنترل وجود ندارد.
در بيماران مبتلا به HS، ش��ايع ترين نقص در پروتئين‌هاي 
غش��ا گلبول‌هاي قرمز، فقدان آنكرين مي‌باشد كه منجر به جدا 
ش��دن باند 3 از پروتئين آنكرين )در محل‌هاي اتصال با افينيتي 
كم( مي‌گردد ] 17[. اين افزايش باند 3 جدا ش��ده از غش��ا در 

بيماران مبتلا به HS، منجر به كاهش باند 3 در اسكلت سلولي 
غش��اء مي‌گ��ردد. مهم ترين عل��ت نقص ژنتيك��ي در بيماران  
HSPR و SAO نقص در پروتئين باند 3 مي‌باش��د. همچنين  
كي  بيان غير طبيعي از باند 3 در كم خوني ناش��ي از فقر آهن 
ديده ش��ده است كه نتايج ما نيز اين يافته را تاييد ميك‌ند ]18و 

.]19
ب��ا توجه به اتصال اختصاصي  رنگ EMA به پروتئين باند 
3، ما نيز همبس��تگي بين MCV و MFI را در افراد هر گروه 
 MFI و MCV مش��خص نموديم. همبستگي معني داري بين

در بيماران 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 مي‌رسد كه 
 MCV افزايش( MFI و MCV كي ارتباط مس��تقيم بي��ن
ممكن است منجر به افزايش MFI  گردد و بالعكس( وجود 
 ،MCV دارد كه  مي‌تواند منجر به كي ارتباط مس��تقيم بين
سطح RBC و ميزان بيان باند 3 گردد. بنابراين، بنا به ارتباط 
مذكور، ارتباط مس��تقيمي بي��ن MCV و MFI در بيماران 

HS و تالاسمي مينور ديده نمي‌شود.
 HS بنابراين موارد اس��تثنا در اين يافته، بيم��اران مبتلا به
و ك��م خون��ي تالاس��مي مينور بودن��د. اگر چه س��لول‌هاي 
اسفيروس��يت در لام خوني  كوچك تر از س��لول‌هاي قرمز 
فرد نرمال به نظر مي‌رس��ند )به دليل اين كه قطر س��لول‌هاي 
اسفيروس��يت و نه حجم آنها را مي‌توان در كي اسمير خون 
محيطي مورد بررسي قرار داد(، حجم سلول‌هاي اسفيروسيت 
نرم��ال و طبيعي بوده و ب��ا توجه به انعطاف ناپذيري غش��اي 
سلولي اسفيروس��يت ها، تغييري در MCV مشاهده نمي‌شود. 
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علاوه بر اين در اكثر موارد، اسفيروس��يت‌ها  داراي حجم نرمال  
ب��وده و MCV را تغيير نمي‌دهند، در حال��ي كه تنها در موارد 
نادري از MCV، HS پايين مش��اهده گرديده است، كه اين نيز 
به علت توليد ميكرواسفيروس��يت‌هايي است كه همراه با كاهش 
در حجم س��لولي مي‌باش��ند. بنابراين در اسفروسيتوز نقص در 
 MCV نمي‌تواند توسط MFI و در نتيجه كاهش RBC غشاء
تحت تاثير قرار داده شود. از سوي ديگر علي رغم MCV پايين 
در تالاس��مي مينور كه به دليل كاه��ش ميزان هموگلوبين داخل 
سلولي مي‌باشد، هيچ تغييري در MFIديده نمي‌شود. بنابراين به 
ميزان طبيعي MFI در بيماران مبتلا به تالاس��مي مينور مي‌تواند 

به دليل عدم  وجود نقص در بيان بند 3 باشد.
برخ��ي از مطالعات گذش��ته ب��راي تش��خيص HS، درجات 
 )OFT( متفاوت��ي ازحساس��يت آزمايش ش��كنندگي اس��مزي
)مح��دوده ‌‌48٪ تا ‌‌95٪( را، مس��تقل از اخت�اللات پروتئين‌هاي 
غش��ا گزارش كرده اند ]20[. ب��ا اين حال زماني كه OFT همراه 
ب��ا آزمايش ليز گليس��رول اس��يدي  بر روي خون انكوبه ش��ده 

 انج��ام گرفت، حساس��يت آزمايش ب��ه 99 درصد رس��يد ]20[.  
در اي��ن مطالع��ه تايك��د م��ا ب��ر تاريخچ��ه بيم��اري و تغييرات 
مورفولوژيك��ي گ��زارش ش��ده در لام خ��ون محيط��ي مي‌تواند 
اطلاع��ات مفيدي در م��ورد نق��ص غش��اء RBC در اختيار ما 
ق��رار دهد )ش��كل 1(. هم��ه بيماران مش��كوك ب��ه HS كه در 
لام خ��ون محيط��ي آنها س��لول اسفيروس��يت گ��زارش گرديده 
 اس��ت، درمي��زان MFI كاه��ش قابل توجه��ي را نش��ان دادند.
در كل به نظر مي‌رس��د كه روش مبتني بر رنگ فلورسانس، كي 
روش تش��خيصي قابل اعتماد مي‌باش��د كه داراي حساس��يت و 
اختصاصيت بالايي )به ترتيب ‌‌95٪ و ‌‌93٪( نس��بت به تست‌هاي 
 روتين و مرس��وم در تش��خيص بيماران مبتلا به HS مي‌باش��د.
ما پيش��نهاد ميك‌نيم كه اين روش فلوس��يتومتركي مبتني بر رنگ 
فلورس��انس، قب��ل از انجام آزمايش‌ه��اي مولكولي و اختصاصي 
غش��اء پروتئين، هم به عنوان كي تس��ت غربالگري سريع و هم 
 HS، به عنوان كي تس��ت  تاييدي در تش��خيص بيماران مبتلا به

HSPR، SAO وHPP  كمك خواهد نمود.

شكل 1. مورفولوژي لام خون محيطي از نقايص غشاء گلبول قرمز 
بيماران مبتلا به

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

A

C D

E

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

شده است.
: در لام خون محيطي بيماران   HSPR)B( و HS )A(  
مبتلا به HS اسفروس��يتوز، آنيزوس��يتوز و پلي كروميشيا 
)افزايش رتيكولوس��يت ها( مش��اهده مي‌گردد. سلول‌هاي 
اسفيروسيت كه سلول‌هاي قرمز كوچك و متراكم كه فاقد 
هاله مركزي مي‌باش��ند، با توجه به از دس��ت دادن غش��اء 

RBC به وجود مي‌آيند.
 C)HPP(: س��لول‌هاي قرم��ز در بيم��اران مبت�ال به 
پيروپويكيلوس��يتوز ارثي، داراي اش��كال عجيب و غريب، 

آنيزوس��يتوز، قطعات شكسته ش��ده، ميكروپويكيلوسيتوز، 
ميكرواسفيروس��يتوز و سلول‌هاي قرمز در حال جوانه زدن 

مي‌باشند.
D)SAO(: سلول‌هاي قرمزدر اوالوسيتوز جنوب شرقي 
آس��يا اغلب به عنوان اليپتوسيت‌هاي استوماتوسيتي، شرح 
داده مي‌شوند. سلول‌هاي قرمز به جاي بودن ديسكي شكل 
ب��ودن،  داراي كي ش��كاف طويل در ناحي��ه هاله مركزي 
مي‌باش��ند. بخش كوچكي از س��لول‌هاي استوماتوس��يت 
داراي دو ش��كاف عرضي مي‌باش��ند، كه ظاهري ش��بيه به 

سلول‌هاي استوماتوسيت دوبل را ايجاد ميك‌ند. 
E)HE(: گس��تره محيطي بيماري با اليپتويستوز ارثي را 
نش��ان مي‌دهد كه داراي گلبول‌هاي قرمز بيضي ش��كل به 

شكل 2. نمايش هيستوگرام‌هاي مرتبط با شدت فلورسانس گلبول‌هاي قرمز نشاندار شده با رنگ EMA در افراد 
SAO , )E(HPP, )D( Th.m و فقر شديد آهن ,  )C(HE,  HSPR)B( ,  HS )A(  سالم و بيماران مبتلا 

)H) AIHA و )G( ماكروسيتوز ،)F) (ID( 
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 جاي گلبول‌هاي قرمز مقعر الطرفين ديس��كي شكل است.
اختصارات: HS: اسفروسيتوز ارثي، HSPR: اسفروسيتوز 
 :HPP ،ارثي ب��ه همراه گلبول‌ه��اي قرمز قارچي ش��كل
پيروپويكيلوس��يتوزارثي، SAO: اوالوسيتوزجنوب شرقي 

آسيا  و HE: اليپتوسيتوز ارثي.

 س��لول‌هاي قرمز خ��ون با رن��گ EMA رنگ آميزي 
گرديده و با استفاده از دستگاه فلوسيتومتري ميانگين شدت 
 فلورس��انس حاصله،  تحت عنوان MFI اندازه گيري شد. 
اختصارات: N: گروه كنترل سالم، Th. m: تالاسمي مينور، 
M: ماكروسيتوز،AIHA: كم خوني هموليتكي اتوايميون.

گروه‌هاي بيمار و كنترل
تعداد
)NO(

MFI
)mean± SD(

مقايسه MFI دو گروه بيمار و 
)ρ-value( كنترل

MCV(fl(
)mean± SD(

 ميزان همبستگي بين 
)ρ-value) MFI و  MCV

گروه كنترل سالم 15 337 ± 44 92 ± 4.3 *0.045
اسفيروسيتوز ارثي 20 252 ± 57 **>0.0001 88 ± 9.5 <0.5 
اسفيروسيتوز ارثي

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

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

پيروپويكيلوز ارثي 2  271 & 260 54 & 57

اوالوسيتوز جنوب شرقي آسيا 2 279 & 274  94 & 101  
آنمي هموليتيك اتوايميون 2   419 & 332   105 & 106

ماكروسيتوز 14 416 ± 82
**>0.01  

113 ± 10  *0.033

آنمي فقر آهن 13 280 ± 19
**>0.001

66 ± 5.8 *0.028

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

جدول 1 . آناليز گلبول قرمز نشاندار شده با رنگ ائوزين-´5 - ماليمايد )EMA( توسط فلوسايتومتري در 
اختلالات متنوع هماتولوژيك و بررسي ارتباط بين MFI با MCV در اين بيماران

>0.01. گروه‌هاي كوچك دو نفره توسط MFI و MCV هر كي از دو فرد بيمارنشان داده شده است. p :** 0.05< p:* 
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