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غربالگري سندرم هاي تالاسمي آلفا با استفاده از روش هاي 
اليزا  و كروماتوگرافي نواري

تالاس��مي آلفا ش��ایع تری��ن اخت��لال ژنتیک��ي در تولید 
هموگلوبین و ناش��ي از کاهش تولید زنجیره هاي گلوبین آلفا 
اس��ت. سندرم هاي تالاسمي آلفا به طور شایع ناشي از حذف 
ژن گلوبین آلفا و در مواردي ناشي از جهش هاي غیر حذفي 
مي باشد. هر شخص سالم داراي 4 ژن آلفا )دو عدد روي هر 
هاپلوتایپ کروموزوم 16( مي باش��د. بر اساس تعداد ژن هاي 
حذف شده، چهار حالت بالیني مختلف ایجاد مي شود. حذف 
یک، دو، سه و چهار ژن آلفا به ترتیب موجب بروز فنوتایپ هاي 
ناقل خاموش، تالاس��مي مینور آلفا، بیماري هموگلوبین اچ و 

هیدروپس فتالیس با هموگلوبین بارت مي شود. اگر چه ناقل 
خاموش و تالاسمي مینور آلفا علایم بالیني حائز اهمیتي ندارند 
اما فرم هاي بالیني شدید تالاسمي آلفا )بیماري هموگلوبین اچ 
و هیدروپس فتالیس( به دنبال ازدواج فنوتیپ هاي فاقد علائم 
ایجاد مي ش��وند )1(. علاوه بر این، تالاسمي مینور آلفا از نظر 
پارامترهاي هماتولوژیک شباهت زیادي با تالاسمي مینور بتا 
 A2 دارد و در م��واردي نمي توان با اندازه گیري هموگلوبین

این دو را از هم افتراق داد.
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شکل 1. در شکل هاپلوتایپ هاي شایع خوشه ژن هاي آلفا و انواع حذف هاي شایع ژن آلفا مشاهده مي شود. 
نوارهاي آبي وسعت ناحیه حذف شده را نشان مي دهد. چنانچه هر دو ژن آلفاي مجاور حذف شود به آن حذف 

سیس گفته مي شود مانند حذف سیس SEA � � و یا حذف MED � � . علایم منفي به مفهوم حذف هر دو ژن آلفا 
است. شایع ترین حذف هاي تك ني آلفا ژنوتایپ هاي α3.7 وα4.2 است.

مركز تحقيقات علوم و فن آوري تشخيص آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي شيراز
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علیرغ��م اهمیت بالاي افتراق ناقلین تالاس��مي مینور بتا از 
آلفا به خصوص در برنامه غربالگري تالاسمي قبل از ازدواج 
ب��ه دلیل پیچیدگي و گران قیمت بودن و در دس��ترس نبودن 
روش ه��اي مولکول��ي، هن��وز روش غربالگري مناس��ب در 

دسترس نیست.
در ح��ال حاضر جهت شناس��ایي و تایی��د حذف ژن هاي 
گلوبین آلفا از روش مولکولي Gap � PCR استفاده مي شود 
)2( ک��ه با توجه به هزینه ب��الا و وقت گیر بودن و پیچیدگي 
نمي توان��د روش مناس��ب جهت غربالگري باش��د. همچنین 
روش آنالیز نسبت سنتز زنجیره هاي گلوبین نیز داراي معایبي 
است که علاوه بر محدودیت هاي بالا، نیاز به تجهیزات گران 
قیمت و مواد رادیو اکتیو دارد و موجب ش��ده که این تس��ت 

تنها در آزمایشگاه هاي تخصصي محدودي انجام شود.
از این رو معرفي یک تس��ت س��ریع و مناسب که قادر به 
تش��خیص موارد مشکوک تالاسمي آلفا و افتراق آن از موارد 
هماتولوژیک مش��ابه باشد، مي تواند در تشخیص و همچنین 

غربالگري ناقلین قبل از ازدواج کمک کننده باشد.
روش الیزا یک روش س��اده و ارزان قیمت با حساس��یت 
و اختصاصیت بالا اس��ت که امکان انجام آن در بس��یاري از 
آزمایشگاه هاي تشخیصي وجود دارد. در سال هاي اخیر به دو 
صورت از روش الیزا در غربالگري و تش��خیص سندرم هاي 

تالاسمي آلفا استفاده شده است.
 )ξ( 1- جهت تشخیص حضور زنجیره گلوبین رویاني زتا

در گلبول هاي قرمز افراد بالغ
2- جهت تش��خیص حضور هموگلوبین ب��ارت)γ4( در 

گلبول هاي قرمز افراد بالغ
گلوبین زتا یک زنجیره گلوبین ش��بیه به زنجیره آلفا است 
ک��ه در دوران رویاني و اوایل دوران جنیني )تا س��ه ماهگي 
دوران جنیني( تولید مي شود و در اواخر دوران جنیني تا پایان 
زندگي سنتز آن متوقف و توسط رشته گلوبین آلفا جایگزین 
مي ش��ود. بنابراین این انتظار وجود دارد ک��ه در مواردي که 
ح��ذف ژن ه��اي آلفا وج��ود دارد، ژن گلوبین زت��ا بتواند تا 
حدي ب��ه صورت جبراني بیان ش��ود. در برخي از مطالعات 
از تش��خیص حضور رش��ته هاي گلوبین زتا ب��ه روش الیزا 
در غربالگري تالاس��مي آلفا مورد اس��تفاده قرار گرفته است. 

نتایج نش��ان داده اس��ت که حضور قابل ملاحظه این گلوبین 
 در خون ناقلین با حذف س��یس آلفاي جنوب ش��رقي آس��یا
 )αα  /  � � SEA( مش��اهده ش��ده و ای��ن روش جه��ت 
غربالگري ناقلین با ح��ذف SEA � � مورد تائید قرار گرفته 
اس��ت و ارزش تشخیصي آن براي سایر انواع حذف ها هنوز 
ب��ه طور دقیق م��ورد مطالعه قرار نگرفته اس��ت. هر چند که 
 مطالعه انجام ش��ده بر روي تعداد مح��دودي از افراد داراي
نش��ان  مثب��ت  نتای��ج   )�  �  MED  / αα(MEDح��ذف  
 داده اس��ت. در س��ایر حذف ه��اي آلفا مانن��د )α4.2 / αα ـ(،
 )α3.7 / ααـ( )α3.7 ـ/ α3.7ـ( و حت��ي ژنوتایپ )αα / αα( نتایج 

به دست آمده بسیار متغیر بوده است.
مکانیس��م مولکول��ي افزای��ش زنجی��ره گلوبی��ن زت��ا در 
ح��ذف SEA � � ت��ا کنون مش��خص نش��ده اس��ت اما این 
فرضی��ه وجود دارد که ممکن اس��ت این نوع حذف س��بب 
 نزدیک ش��دن ژن زنجیره گلوبین زتا ب��ه توالي هاي افزاینده 
)Enhancer sequences( ش��ده و بیان آن افزایش یابد. 
در واقع این فرضیه بر اساس الگویي که در تداوم سنتز ارثي 
هموگلوبینHPFH( F( در برخي از حذف هاي توام ژن بتا 

و دلتا اتفاق مي افتد، شکل گرفته است )3و 4(.
بررس��ي ها نشان داده است که اس��تفاده از روش الیزا در 
تش��خیص زنجیره زتا همراه ب��ا آزمایش اچ بادي )حتي با 
یافت��ن یک توپ گل��ف ب��ه ازاي 000 / 100 گلبول قرمز( 
داراي حساس��یت 92 % و اختصاصیت 97 % در تشخیص 
تالاس��مي α 0 مي باش��د. همچنی��ن مطالعات نش��ان داده 
اس��ت که ش��ایع ترین علت هیدروپس فتالیس از ازدواج 
فنوتایپ هاي حذف α 0 به ویژه از نوع SEA � � مي باشد، 
بنابرای��ن از این روش در صورت مثبت ش��دن مي توان در 
غربالگري قبل از ازدواج، جهت کاهش تولد نوزاد مبتلا به 

جنین هیدروپس بهره برد )3(. 
هموگلوبین بارت، هموگلوبیني اس��ت که از چهار زنجیره 
همگون گاما )γ4( تش��کیل شده اس��ت. این هموگلوبین در 
خون نوزادان تازه متولد شده که داراي حذف هاي ژن گلوبین 
آلفا هس��تند به روش الکتروفورز هموگلوبین قابل تشخیص 
مي باش��د اما پ��س از 3 تا 6 ماه مق��دار آن کاهش یافته و در 

الکتروفورز هموگلوبین مشاهده نمي شود.
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Genotype Hemoglobin Bart’s level
Normal 0

Silent carrier % 2 ـ 0 
Alpha thalassemia trait % 10 ـ 5 
Hemoglobin H disease % 40 ـ 25 

Hydrops fetalis 80%(with 20 % Hgb Portland )

جدول 1. سطح هموگلوبین بارت در نوزادان تازه 
متولد شده در انواع سندرم هاي تالاسمي آلفا با استفاده 

از روش الکتروفورز
 Luksana Makonkawkeyoon در سال 2009 مطالعه اي توسط
و هم��کاران انجام گرفت که در آن با اس��تفاده از آنتي بادي 
اختصاصي علیه هموگلوبی��ن بارت )γ4( که قادر به واکنش 
با زنجیره گاماي موجود در هموگلوبین F نمي باش��د، مقدار 
هموگلوبین بارت را در انواع مختلف تالاس��مي هاي آلفا در 
بالغی��ن به روش الیزا اندازه گی��ري کردند، که اختلاف نتایج 
به دس��ت آمده در این افراد با افراد نرمال کاملا معنا دار بود. 
میانگین مقادیر هموگلوبین بارت به دست آمده در گروه هاي 

مختلف در جدول زیر نشان داده شده است:
Subjects Hb Bart’s (ng / mL(

 Normal adult  0
α0 thalassemia 967±438

Deletional HbH disease 1.537±339
HbH disease with HbCS 1.268±284

Nondeletional α+ thalassemia 712±420
Deletional α+ thalassemia 318±221

جدول 2. میانگین سطح هموگلوبین بارت در جمعیت 
بالغین مورد مطالعه به روش الیزا

لازم به یادآوري است که این اندازه گیري در افراد بالغ و 
کودکان انجام گرفت، هر چند که تا قبل از این مطالعه عقیده 
بر این بوده اس��ت ک��ه این نوع هموگلوبی��ن فقط در خون 
نوزادان تا 6 ماهگي وجود دارد و پس از آن غیر قابل اندازه 
گیري مي ش��ود، اما نتایج این مطالعه نش��ان داد که علت غیر 
قابل تش��خیص بودن آن، پایین بودن حساس��یت روش هاي 
مورد استفاده بوده است، زیرا حساسیت روش الیزا به نسبت 

روش هاي الکتروفورز بسیار بالاتر است )5(.
روش الیزا یک روش مطمئن، آس��ان و در دسترس است 
که امکان غربالگري تعداد زیادي از نمونه ها را فراهم مي کند. 
همچنین اندازه گیري مقدار هموگلوبین بارت در خون افراد 

با استفاده از روش الیزا نسبت به اندازه گیري زنجیره گلوبین 
زت��ا به روش الیزا در غربالگري س��ندرم هاي آلفا تالاس��مي 
کاربردي تر مي باشد. علاوه بر این که با استفاده از این روش 
همچنی��ن مي توان انواع مختلف تالاس��مي هاي آلفا را نیز با 

توجه به سطح هموگلوبین بارت از یکدیگر افتراق داد. 
حض��ور  نظری��ه  براس��اس    2009 س��ال   در 
ناق��ل  اف��راد  در  ب��ارت  هموگلوبی��ن  تش��خیص  قاب��ل 
ن��واري  ایمونوکروماتوگراف��ي  تس��ت  ی��ک  تالاس��مي 
 )Immunochromatographic)IC( strip test(
 ب��ا اس��تفاده از آنت��ي ب��ادي منوکلون��ال علیه γ4 توس��ط
 Chatchai Tayapiwatana و هم��کاران ارائ��ه گردید 

 .)4(
این نوار از 4 قسمت اصلي تشکیل شده است:

1- ناحیه مربوط به نمونه گذاري
2-  بالش��تک )Pad( ح��اوي آنت��ي ب��ادي موش��ي علیه 

 Colloidal gold هموگلوبین بارت کونژوگه شده با
3- کاغذ نیتروسلولز

4- بالشتک جذب کننده
بر روي کاغذ نیتروسلولز نیز دو ناحیه مجزا وجود دارد:

Capture line: ای��ن ناحی��ه ب��ا آنتي ب��ادي منوکلونال 
غیرکانژوگه علیه هموگلوبین بارت آغشته شده است.

Control line: این ناحیه با آنتي بادي علیه Fc مولکول 
ایمونوگلوبین موش آغشته شده است.  

با انتش��ار همولیزات بر روي نوار و آزاد ش��دن آنتي بادي 
منوکلونال کانژوگه از بالش��تک )pad(، واکنش ساندویچي 
ش��کل مي گیرد. بدی��ن مفهوم که مولکول ه��اي هموگلوبین 
بارت توس��ط آنتي بادي کونژوگه و آنتي بادي غیر کونژوگه 
که به کاغذ نیترو س��لولز چس��بیده اس��ت به دام افتاده و در 
ناحی��ه Capture line ایجاد باند مي کند، بخش��ي از آنتي 
 Anti mouse ب��ا Fc ب��ادي کونژوگ��ه نیز از طریق ناحیه
IgG )آنت��ي بادي علیه IgG تهیه ش��ده از م��وش( در ناحیه 

Control line واکنش داده و ایجاد یک نوار دیگر مي کند.

بنابرای��ن مش��اهده 2 نوار گوی��اي حض��ور هموگلوبین 
بارت و مش��اهده ی��ک خ��ط در ناحیه کنت��رل گویاي رها 
 ش��دن آنتي بادي کونژوگه از بالش��تک و فقدان هموگلوبین

 بارت مي باشد )4(.
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حساسیت و اختصاصیت به دست آمده براي این روش 
در مقایسه با روش PCR به عنوان روش استاندارد طلایي 

به ترتیب 100 % و 86 % مي باشد. 
نتای��ج مرب��وط ب��ه غربالگ��ري ان��واع تالاس��مي هاي 
 آلف��ا ب��ا اس��تفاده از ای��ن روش در ج��دول زیر نش��ان

 داده شده است. 

  شکل 2. نمایي شماتیك از اساس تست نواري 
ایمونوکروماتوگرافي براي تشخیص هموگلوبین بارت

جدول 3. تشخیص حضور هموگلوبین بارت در افراد نرمال و تالاسمي هاي آلفا با استفاده از روش 
ایمونوکروماتوگرافي نواري
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