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غربالگري سندرم‌هاي تالاسمي آلفا با استفاده از روش‌هاي 
اليزا  و كروماتوگرافي نواري

تالاس��مي آلفا ش��ايع تري��ن اخت�الل ژنتكي��ي در توليد 
هموگلوبين و ناش��ي از كاهش توليد زنجيره‌هاي گلوبين آلفا 
اس��ت. سندرم‌هاي تالاسمي آلفا به طور شايع ناشي از حذف 
ژن گلوبين آلفا و در مواردي ناشي از جهش‌هاي غير حذفي 
مي‌باشد. هر شخص سالم داراي 4 ژن آلفا )دو عدد روي هر 
هاپلوتايپ كروموزوم 16( مي‌باش��د. بر اساس تعداد ژن‌هاي 
حذف شده، چهار حالت باليني مختلف ايجاد مي‌شود. حذف 
كي، دو، سه و چهار ژن آلفا به ترتيب موجب بروز فنوتايپ‌هاي 
ناقل خاموش، تالاس��مي مينور آلفا، بيماري هموگلوبين اچ و 

هيدروپس فتاليس با هموگلوبين بارت مي‌شود. اگر چه ناقل 
خاموش و تالاسمي مينور آلفا علايم باليني حائز اهميتي ندارند 
اما فرم‌هاي باليني شديد تالاسمي آلفا )بيماري هموگلوبين اچ 
و هيدروپس فتاليس( به دنبال ازدواج فنوتيپ‌هاي فاقد علائم 
ايجاد مي‌ش��وند )1(. علاوه بر اين، تالاسمي مينور آلفا از نظر 
پارامترهاي هماتولوژكي شباهت زيادي با تالاسمي مينور بتا 
 A2 دارد و در م��واردي نمي‌توان با اندازه گيري هموگلوبين

اين دو را از هم افتراق داد.
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شكل 1. در شكل هاپلوتايپ‌هاي شايع خوشه ژن‌هاي آلفا و انواع حذف‌هاي شايع ژن آلفا مشاهده مي‌شود. 
نوارهاي آبي وسعت ناحيه حذف شده را نشان مي‌دهد. چنانچه هر دو ژن آلفاي مجاور حذف شود به آن حذف 

سيس گفته مي‌شود مانند حذف سيس SEA ـ ـ و يا حذف MED ـ ـ . علايم منفي به مفهوم حذف هر دو ژن آلفا 
است. شايع ترين حذف‌هاي تك ني آلفا ژنوتايپ‌هاي α3.7 وα4.2 است.

مركز تحقيقات علوم و فن آوري تشخيص آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي شيراز
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عليرغ��م اهميت بالاي افتراق ناقلين تالاس��مي مينور بتا از 
آلفا به خصوص در برنامه غربالگري تالاسمي قبل از ازدواج 
ب��ه دليل پيچيدگي و گران قيمت بودن و در دس��ترس نبودن 
روش‌ه��اي مولكول��ي، هن��وز روش غربالگري مناس��ب در 

دسترس نيست.
در ح��ال حاضر جهت شناس��ايي و تايي��د حذف ژن‌هاي 
گلوبين آلفا از روش مولكولي PCR ـ Gap استفاده مي‌شود 
)2( ك��ه با توجه به هزينه ب��الا و وقت گير بودن و پيچيدگي 
نمي‌توان��د روش مناس��ب جهت غربالگري باش��د. همچنين 
روش آناليز نسبت سنتز زنجيره‌هاي گلوبين نيز داراي معايبي 
است كه علاوه بر محدوديت‌هاي بالا، نياز به تجهيزات گران 
قيمت و مواد راديو اكتيو دارد و موجب ش��ده كه اين تس��ت 

تنها در آزمايشگاه‌هاي تخصصي محدودي انجام شود.
از اين رو معرفي كي تس��ت س��ريع و مناسب كه قادر به 
تش��خيص موارد مشكوك تالاسمي آلفا و افتراق آن از موارد 
هماتولوژكي مش��ابه باشد، مي‌تواند در تشخيص و همچنين 

غربالگري ناقلين قبل از ازدواج كمك كننده باشد.
روش اليزا كي روش س��اده و ارزان قيمت با حساس��يت 
و اختصاصيت بالا اس��ت كه امكان انجام آن در بس��ياري از 
آزمايشگاه‌هاي تشخيصي وجود دارد. در سال‌هاي اخير به دو 
صورت از روش اليزا در غربالگري و تش��خيص سندرم‌هاي 

تالاسمي آلفا استفاده شده است.
 )ξ( 1- جهت تشخيص حضور زنجيره گلوبين روياني زتا

در گلبول‌هاي قرمز افراد بالغ
2- جهت تش��خيص حضور هموگلوبين ب��ارت)γ4( در 

گلبول‌هاي قرمز افراد بالغ
گلوبين زتا كي زنجيره گلوبين ش��بيه به زنجيره آلفا است 
ك��ه در دوران روياني و اوايل دوران جنيني )تا س��ه ماهگي 
دوران جنيني( توليد مي‌شود و در اواخر دوران جنيني تا پايان 
زندگي سنتز آن متوقف و توسط رشته گلوبين آلفا جايگزين 
مي‌ش��ود. بنابراين اين انتظار وجود دارد ك��ه در مواردي كه 
ح��ذف ژن‌ه��اي آلفا وج��ود دارد، ژن گلوبين زت��ا بتواند تا 
حدي ب��ه صورت جبراني بيان ش��ود. در برخي از مطالعات 
از تش��خيص حضور رش��ته‌هاي گلوبين زتا ب��ه روش اليزا 
در غربالگري تالاس��مي آلفا مورد اس��تفاده قرار گرفته است. 

نتايج نش��ان داده اس��ت كه حضور قابل ملاحظه اين گلوبين 
 در خون ناقلين با حذف س��يس آلفاي جنوب ش��رقي آس��يا
 )SEA ـ ـ ‌/‌ αα( مش��اهده ش��ده و اي��ن روش جه��ت 
غربالگري ناقلين با ح��ذف SEA ـ ـ مورد تائيد قرار گرفته 
اس��ت و ارزش تشخيصي آن براي ساير انواع حذف‌ها هنوز 
ب��ه طور دقيق م��ورد مطالعه قرار نگرفته اس��ت. هر چند كه 
 مطالعه انجام ش��ده بر روي تعداد مح��دودي از افراد داراي
نش��ان  مثب��ت  نتاي��ج  ـ(  ـ   MED ‌/‌αα(MEDح��ذف  
 داده اس��ت. در س��اير حذف‌ه��اي آلفا مانن��د )α4.2‌/‌αα ـ(،
 )α3.7‌/‌ααـ( )‌α3.7ـ/‌α3.7ـ( و حت��ي ژنوتايپ )αα‌/‌αα( نتايج 

به دست آمده بسيار متغير بوده است.
مكانيس��م مولكول��ي افزاي��ش زنجي��ره گلوبي��ن زت��ا در 
 ـ ت��ا كنون مش��خص نش��ده اس��ت اما اين  ح��ذف SEA ـ
فرضي��ه وجود دارد كه ممكن اس��ت اين نوع حذف س��بب 
 نزدكي ش��دن ژن زنجيره گلوبين زتا ب��ه توالي‌هاي افزاينده 
)Enhancer sequences( ش��ده و بيان آن افزايش يابد. 
در واقع اين فرضيه بر اساس الگويي كه در تداوم سنتز ارثي 
هموگلوبينHPFH( F( در برخي از حذف‌هاي توام ژن بتا 

و دلتا اتفاق مي‌افتد، شكل گرفته است )3و 4(.
بررس��ي‌ها نشان داده است كه اس��تفاده از روش اليزا در 
تش��خيص زنجيره زتا همراه ب��ا آزمايش اچ بادي )حتي با 
يافت��ن كي توپ گل��ف ب��ه ازاي 100‌/‌000 گلبول قرمز( 
داراي حساس��يت 92 % و اختصاصيت 97 % در تشخيص 
تالاس��مي α 0 مي‌باش��د. همچني��ن مطالعات نش��ان داده 
اس��ت كه ش��ايع ترين علت هيدروپس فتاليس از ازدواج 
فنوتايپ‌هاي حذف α 0 به ويژه از نوع SEA ـ ـ مي‌باشد، 
بنابراي��ن از اين روش در صورت مثبت ش��دن مي‌توان در 
غربالگري قبل از ازدواج، جهت كاهش تولد نوزاد مبتلا به 

جنين هيدروپس بهره برد )3(. 
هموگلوبين بارت، هموگلوبيني اس��ت كه از چهار زنجيره 
همگون گاما )γ4( تش��يكل شده اس��ت. اين هموگلوبين در 
خون نوزادان تازه متولد شده كه داراي حذف‌هاي ژن گلوبين 
آلفا هس��تند به روش الكتروفورز هموگلوبين قابل تشخيص 
مي‌باش��د اما پ��س از 3 تا 6 ماه مق��دار آن كاهش يافته و در 

الكتروفورز هموگلوبين مشاهده نمي‌شود.
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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 هموگلوبين بارت در نوزادان تازه 
متولد شده در انواع سندرم‌هاي تالاسمي آلفا با استفاده 

از روش الكتروفورز
 Luksana Makonkawkeyoon در سال 2009 مطالعه‌اي توسط
و هم��كاران انجام گرفت كه در آن با اس��تفاده از آنتي بادي 
اختصاصي عليه هموگلوبي��ن بارت )γ4( كه قادر به واكنش 
با زنجيره گاماي موجود در هموگلوبين F نمي‌باش��د، مقدار 
هموگلوبين بارت را در انواع مختلف تالاس��مي‌هاي آلفا در 
بالغي��ن به روش اليزا اندازه گي��ري كردند، كه اختلاف نتايج 
به دس��ت آمده در اين افراد با افراد نرمال كاملا معنا دار بود. 
ميانگين مقادير هموگلوبين بارت به دست آمده در گروه‌هاي 

مختلف در جدول زير 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. ميانگين سطح هموگلوبين بارت در جمعيت 
بالغين مورد مطالعه به روش اليزا

لازم به يادآوري است كه اين اندازه گيري در افراد بالغ و 
كودكان انجام گرفت، هر چند كه تا قبل از اين مطالعه عقيده 
بر اين بوده اس��ت ك��ه اين نوع هموگلوبي��ن فقط در خون 
نوزادان تا 6 ماهگي وجود دارد و پس از آن غير قابل اندازه 
گيري مي‌ش��ود، اما نتايج اين مطالعه نش��ان داد كه علت غير 
قابل تش��خيص بودن آن، پايين بودن حساس��يت روش‌هاي 
مورد استفاده بوده است، زيرا حساسيت روش اليزا به نسبت 

روش‌هاي الكتروفورز بسيار بالاتر است )5(.
روش اليزا كي روش مطمئن، آس��ان و در دسترس است 
كه امكان غربالگري تعداد زيادي از نمونه‌ها را فراهم ميك‌ند. 
همچنين اندازه گيري مقدار هموگلوبين بارت در خون افراد 

با استفاده از روش اليزا نسبت به اندازه گيري زنجيره گلوبين 
زت��ا به روش اليزا در غربالگري س��ندرم‌هاي آلفا تالاس��مي 
كاربردي تر مي‌باشد. علاوه بر اين كه با استفاده از اين روش 
همچني��ن مي‌توان انواع مختلف تالاس��مي‌هاي آلفا را نيز با 

توجه به سطح هموگلوبين بارت از كيديگر افتراق داد. 
حض��ور  نظري��ه  براس��اس    2009 س��ال   در 
ناق��ل  اف��راد  در  ب��ارت  هموگلوبي��ن  تش��خيص  قاب��ل 
ن��واري  ايمونوكروماتوگراف��ي  تس��ت  ي��ك  تالاس��مي 
 )Immunochromatographic(IC) strip test(
 ب��ا اس��تفاده از آنت��ي ب��ادي منوكلون��ال عليه γ4 توس��ط
 Chatchai Tayapiwatana و هم��كاران ارائ��ه گرديد 

 .)4(
اين نوار از 4 قسمت اصلي تشيكل شده است:

1- ناحيه مربوط به نمونه گذاري
2-  بالش��تك )Pad( ح��اوي آنت��ي ب��ادي موش��ي عليه 

 Colloidal gold هموگلوبين بارت كونژوگه شده با
3- كاغذ نيتروسلولز

4- بالشتك جذب كننده
بر روي كاغذ نيتروسلولز نيز دو ناحيه مجزا وجود دارد:

Capture line: اي��ن ناحي��ه ب��ا آنتي ب��ادي منوكلونال 
غيركانژوگه عليه هموگلوبين بارت آغشته شده است.

Control line: اين ناحيه با آنتي بادي عليه Fc مولكول 
ايمونوگلوبين موش آغشته شده است.  

با انتش��ار هموليزات بر روي نوار و آزاد ش��دن آنتي بادي 
منوكلونال كانژوگه از بالش��تك )pad(، واكنش ساندويچي 
ش��كل مي‌گيرد. بدي��ن مفهوم كه مولكول‌ه��اي هموگلوبين 
بارت توس��ط آنتي بادي كونژوگه و آنتي بادي غير كونژوگه 
كه به كاغذ نيترو س��لولز چس��بيده اس��ت به دام افتاده و در 
ناحي��ه Capture line ايجاد باند ميك‌ند، بخش��ي از آنتي 
 Anti mouse ب��ا Fc ب��ادي كونژوگ��ه نيز از طريق ناحيه
IgG )آنت��ي بادي عليه IgG تهيه ش��ده از م��وش( در ناحيه 

Control line واكنش داده و ايجاد كي نوار ديگر ميك‌ند.

بنابراي��ن مش��اهده 2 نوار گوي��اي حض��ور هموگلوبين 
بارت و مش��اهده ي��ك خ��ط در ناحيه كنت��رل گوياي رها 
 ش��دن آنتي بادي كونژوگه از بالش��تك و فقدان هموگلوبين

 بارت مي‌باشد )4(.
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حساسيت و اختصاصيت به دست آمده براي اين روش 
در مقايسه با روش PCR به عنوان روش استاندارد طلايي 

به ترتيب 100 % و 86 % مي‌باشد. 
نتاي��ج مرب��وط ب��ه غربالگ��ري ان��واع تالاس��مي‌هاي 
 آلف��ا ب��ا اس��تفاده از اي��ن روش در ج��دول زير نش��ان

 داده شده است. 

  شكل 2. نمايي شماتيك از اساس تست نواري 
ايمونوكروماتوگرافي براي تشخيص هموگلوبين بارت

جدول 3. تشخيص حضور هموگلوبين بارت در افراد نرمال و تالاسمي‌هاي آلفا با استفاده از روش 
ايمونوكروماتوگرافي نواري
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