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HbA2تعیین: نام آزمایش             

50سمپلر ,جا لوله اي,لوله آزمایش, EDTAخون حاوي ضد انعقاد : وسایل و تجهیزات مورد نیاز,مواد 

,100 ,200ml,5پیپت , پیپت پاستور,سر سمپلرcc, بافر جداکننده ,کتروفتومتراسپ, مقطرآب

HbA2,ستون حاوي ژل, لول همولیزات محDE52 ,لوله آزمایش بلند  

  

.ستونها و معرف ها باید به دماي اتاق برسند,قبل از شروع کار: کارروش 

  :ابتدا باید همولیزت را به روش زیر تهیه نماییم 

از  میکرولیتر250سپس, زمایش کوچک می ریزیم از خون گرفته شده را در داخل یک لوله آ,میکرولیتر50

کامل همولیز . ولیز شود خوب تکان می دهیم تا خون کاملا هم, محلول همولیزات را به آن اضافه کرده 

در غیر اینصورت به کمک فریز . دقیقه همولیز کامل می شود 5پس از . باعث افزایش صحت آزمایش است

قسمت بار سروته می کنیم تا ژل از 3-2ون هاي حاوي ژل را برداشتهست.همولیز را کامل می کنیم , کردن 

را باز کرده و به کمک پیپت پاستور متصل به پستانک سپس درب فوقانی ستون  .پایین به سمت بالا بیاید

همه باید از یکنواخت شدن  .ستون را در مایع آن کاملا شناور و یکنواخت می نمائیمژل داخل, لاستیکی 

داخل یک لوله سپس درب زیرین ستون را برداشته و ستون را .محلول اطمینان حاصل کنیمخل ژل در دا

قرار می دهیم تا محلول از ژل خارج شده و داخل لوله بریزد چنانچه مایع شفاف رویی در بالاي آزمایش

  .میتوان با پیپت پاستور آن را خارج نمود, ستون بماند 

سمپلر به سطح ژل اضافه می  شده در بالا را به آهستگی و با کمک یکهاز همولیزات تهی میکرولیتر100

 100, ولیزت به ژل داخل ستونبلافاصله پس از اضافه کردن هم .به طوریکه به اطراف پخش نشود کنیم 

می رسانیم  15ccبلند ریخته و حجم آن را به دیگر از همولیزت را داخل یک لوله آزمایش میکرولیتر

Hb)ستون را روي یک لوله آزمایش دیگر , دقیقه و جذب همولیزت به داخل ژل  5از گذشت  پس .)توتال

به تدریج .را به سطح ژل اضافه می کنیمHbA2از محلول بافر cc5/2به آرامی قرار داده  و 



HbA2قهجداشده و به طرف پایین حرکت می کند حلHbA2 پس از .در این حالت قابل مشاهده است

به لوله ( فه کرد ه آب مقطر اضا cc5/0سپس به آن.مام بافر از ستون خارج می شودت,دقیقه  20حدود 

و در مقابل  نانومتر 415ومتر و طول موج هر دولوله را هم زده و با استفاده از اسپکتروفت) HbA2حاوي

فرمول  اساسمحاسبه نتیجه بر . ائت می نماییمتوتال  را قر Hbو لولهHbA2لوله OD,  بلانک آب مقطر 

:زیر است 

  

HbA2=     OD HbA2   ×100%  

                      OD HbTotal×5      
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  Ham’s test:نام آزمایش 

  

  PNHتشخیص: هدف از انجام آزمایش

  

سو ,اربیم%50سوسپانسیون , فعال شده سرم نرمال غیر, سرم نرمال: وسایل و تجهیزات مورد نیاز, مواد

  لوله آزمایش,0.2mol/lاسید کلریدریک , سرم فیزیولوژي, ل شیشه اي رپ, نرمال % 50سپانسیون 

  

ل شیشه اي ریخته رپ 10را در ارلن مایر حاوي خون کامل بیمار  ml10: یه نمونه خون و سرم بیمارته

دور  دقیقه5خون را به آهستگی در لوله دیگر ریخته و . برین جدا شودچرخانده تا رشته هاي فیو به آرامی 

مرتبه شستشو داده و یزیولوژي چند سرم جدا شده و خون ته لوله را با سرم ف .سانتریفوژ شود 1500

یون  تهیه پلاسما و افزودن: روش دیگر تهیه سرم بیمار به این ترتیب است. تهیه نمایید 50%سوسپانسیون 

کاهش  PHلختهسرم بیمار به روش لخته نشود چون طی تشکیل (پلاسما کلسیم به آن و دفیبریناسیون

  ).می یابد و احتمال وجود همولیز کاذب وجود دارد

سرم . (تهیه شودABOنمونه خون و سرم نرمال تازه سازگار از نظریک : نه خون و سرم نرمالتهیه نمو

  ).نرمال را می توان به روش لخته جدا نمود

  :مطابق جدول زیر عمل نموده: روش کار

Test(ml) Control(ml)

شماره لوله 1  2 3 4 5 6



سرم نرمال 0/5 0/5 0 0/5 0/5 0

سرم نرمال غیر فعال 0 0 0/5 0 0 0/5  

HCL(0/2mol/l) 0 0/05 0/05 0 0/05 0/05

0/05  بیمار٪50سوسپانسیون  0/05 0/05 0 0 0

نرمال ٪50سوسپانسیون 0 0 0 0/05 0/05 0/05

Trace  تهاي مثبلیز در نمونه
2%

+++
30%

- - - -

  

دقیقه دور  10درجه انکوبه کرده وسپس  37لوله هارابه مدت یک ساعت در 

.سانتریفوژ نمایید 1500

میلی لیترسوسپانسیون سلولی از هر  0.55سرم بعنوان بلانک واز     میلی لیتر 0.5از:جهت سنجش کمی لیز

.میلی لیتر آب مقطر به عنوان استاندارد استفاده نمایید 0.55گروهی به همراه
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  سوکروز تست: نام آزمایش           

  و آنمی هاي رفراکتورPNHصتشخی: ف از انجام آزمایشهد

  

، )با خون بیمارABOاز نظر همگروه (نرمالسوکروز، سرم : مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

  شبیمار، سرم فیزیولوژي، لوله آزمای ٪50سوسپانسیون 

  

این (لیتر آب مقطر حل نمائید 1سوکروز را در  92/4gr): محلول سوکروز ایزوتونیک(کارتهیه محلول 

  ).در دماي یخچال پایدار است هفته 3-2محلول 

  

سرم نرمال بریزید ،   ml05/0برداشته،و در هر یک رل و تست دو لوله آزمایش به نام هاي کنت: روش کار

به هر یک از  .سالین بیفزائید محلول 0.85mlسوکروزوبه لوله کنترل محلول0.85mlسپس به لوله تست 

 37دقیقه در 30شسته شده بیمار اضافه نمائید و به مدت گلبول هاي ٪50سوسپانسیون 0/1mlلوله ها 

آنگاه لوله ها را از نظر همولیز و تغییر رنگ محلول رویی .نمائیدریفوژدقیقه سانت 10درجه انکوبه نموده و 

  .ی قرار دهیدسمورد برر

از سرم رقیق شده در سالین : ودمی توان مقدار همولیز را به صورت کمی از طریق اسپکتروفتومتر محاسبه نم

وان استاندارد بعن)0/9mlammonia)0/4ml/lن حل شده در سوسپانسیو  ml1/0ازعنوان بلانک وب

  .شوداستفاده 

  



  ٪10کمتر از : مقدار نرمال لیز 

  PNH :10-80٪مقدار لیز در بیماري

  HEMPAS:Negativeمقدار لیز در   
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  Hbالکتروفورز:نام آزمایش           

  

حرکت ) آند(به علت داشتن شارژ منفی به سمت قطب مثبت   Hb، )6/8(قلیایی  PHدر: اساس آزمایش 

  .میکند

  

 ،محلولsرنگ پانسو ،)tris-EDTA-Boricacid)TEBبافر  : مواد،وسایل و تجهیزات مورد نیاز

  هپارینیاEDTAشفاف کننده،محلول رنگبر،متانول مطلق،نمونه خون حاوي ضد انعقاد   

  

  :معرفها 

 بافر شامل اسیدبوریک ،):تریس هیدروکسی متیل آمینومتان (بافر تریس قلیاییEDTA  وtris  با

PH2/6-6/8 مقطر ت که مطابق با دستورالعمل همراه با آبسبافر بصورت پودر تجاري ا. است

  .ورت محلول درآمده و آماده کار می شودبص

لامش: معرف همولیزتl200  میکرولیتر     50مقطر به همراه  بآمیکرولیتر   packed cell

  .شسسته شده بیمار است

رنگ پانسوs :  براي رنگ کردن پروتئین هاي مختلف از جملهHb از این محلول استفاده میشود.  

 قسمت متانول مطلق و  70ستیک گلاسیال را با قسمت اسید ا30: محلول شفاف کننده

cc5گلیسرول ترکیب نمائید.  



 15اسید استیک : محلول رنگبر٪

  

. سانتریفوژ نموده و پلاسماي آن را جدا کنید 3500دور  دقیقه5نمونه خون را به مدت : تهیه همولیزت

ه آنگا تهیه نمایید packed cellمرتبه شستشو داده و از آن 3سپس نمونه را با سرم فیزیولوژي 

گلبول شسته شده بیمار مخلوط کرده ،ورتکس نمائید تا  میکرولیتر50   آب مقطر را با    میکرولیتر200

.فرایند لیز کامل شود

  

ت ساین محیط در حالت داست با توجه به اینکه محیط پایه در الکتروفورز ،کاغذ استات سلولز : روش کار

آن را در بافر تریس که در بالا به آن اشاره  ,آماده کردن کاغذبراي . نا استنخورده بسیار کننده و غیررسا

. تسپس از انجام این مرحله کاغذ آماده نمونه گذاري ا(soak)غوطه ورمی کنیم دقیقه  2ده به مدت ش

می گیریم به طوري که استات سلولز فقط مرطوب بافر اضافی روي کاغذ را توسط یک کاغذ صافی خوب

ود پس از انجام نمونه گذاري شانجام ندادن این مرحله باعث می. ودشاده نشهیچ بافر اضافی روي آن م باشد و

  .وند و به صورت باند نخواهند بودش شنمونه ها روي کاغذ پخ,

1ریزیم و با اپلیکاتور مخصوص از هر نمونه را داخل محفظه نمونه گذاري  می میکرولیتر 10سپس 

  .تات سلولز منتقل می کنیمسته و به کاغذ اشرداباز نمونه  میکرولیتر

  .ده منتقل می کنیمشعد از انجام نمونه گذاري کاغذ را به تانک حاوي بافر که از قبل آماده ب

  

ط ساست که هر دو تو  chamberیا یا محفظه سمتشامل دو ق تانک: آماده سازي تانک الکتروفورز

رق بین دو قسمت ب قرار دارد و براي جلوگیري از اتصال chamberدر یکهر قطب میدان (ود شر میپافر ب

رقرار شود باید پلهاي روي هر ببراي اینکه ارتباط الکتریکی بین دو قطب )یک تیغه پلاستیکی وجود دارد 

افر به پل ها و از آنجا بود که کاغذ استات روي آنها قرار گرفته و جریان از طریق شکیل شر ها تبکدام از چم

  .ودشالقا   Hbه باند هاي  ببه تیغ آن  به کاغذ و

  



ق کاغذ که لمت طسکه ق می گیردها قرار پللولز طوري روي سکاغذ استات : الکتروفورزروش  انجام 

  .با پل هاي الکتریکی قرار می گیرد سانا در تماسمت بالا و قسمت رسنارسانا است در 

حرکت  از سمت ,Hbد چون به دلیل بار منفی شه باتشادقرار ) -(کاتد نمونه باید در سمت قطب: نکته 

  .شود می انجاممنفی به مثبت

لولز جهت سس از پایان الکتروفروز استات پ. ودش میدقیقه انجام   20ه مدت بولت  300الکتروفورز در ولتاژ 

  .قرار می گیردsوسانپدقیقه در رنگ  5رنگ آمیزي باند ها به مدت 

براي این منظور  .ندشته باشباندها رنگ داو فقط شود بري لولز رنگستات سجهت ادامه مراحل باید زمینه ا

لولز در هر کدام ستات سر داریم که ابرنگ ظرف  3ودشتفاده می سري ابتیک  جهت رنگ سید اساز محلول ا

  ).یابد ادامه میدن کامل زمینه شی رنگ برنگ بري تا زمان (دقیقه قرار میگیرد  5به مدت 

رار میگیرد ق دقیقه در محلول متانول مطلقمدت یکدن بهشسور فیکظه منباستات سلو لز  يگبربعد از رن

ده وپایه شولز روي طلق حل سلاید برد کو تعیین مقدار دانسیتومتري اند ها را بتوان براي اینکه بنهایتا .

  .رار می گیرددقیقه در محلول تازه شفاف کننده ق 1به مدت استات سلولز ود براي این منظورش فافش

درجه قرار 70دقیقه در فور 5مدت لولز رابهسکاغذ استات نهایی  شدنفاف شراي بمرحله  بعداز این

  .)ودشفاف شکاملا محیط تا جاییکه(میدهیم 

  .شوند میتیومتري و تعیین مقدارساند ها دانبددر مرحله بع
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  شواکن(رنگ آمیزي آهن : نام آزمایش        

  )یا آزمون پرلآبی پروس 

هموسیدرین در سلول هاي مختلف و ازجمله وضعیت ذخیره (ین آهن نامحلول تعی: هدف از انجام آزمایش

  )استخوان آهن مغز 

یا ائوزین رد ،نوترال٪4،اسیدکلریدریک ٪4یانور پتاسیمسمحلول فرو: مواد ،وسایل و تجهیزات مور نیاز

1٪    

تاسیم و اسید پفروسیانور حجم مساوي از محلولسپس .ابتدا لام را بامتانول مطلق فیکس نمائید: روش کار

درجه 60ه دماي برا با هم مخوط نمائید لام را در محلول فوق در داخل بن ماري قرار دهید تاکلریدریک

دقیقه لام را 2وئید سپس به مدت بشباآب مقطر  آنگاه لام راکاملا. دقیقه صبر کنید1-2برسد حال به مدت

  ائوزیندر رنگ 

  .دشک نمائیید و در مجاورت هوا خقرار دهید مجددا با آب مقطر بشوئ

  .اید اسید شوي و فاقد آهن باشندبتمام پیپت هاو ظروف مصرفی :تذکر

  

:شنویسی نتیجه آزمای شطریقه گزار

  .گزارش می شود+ 5تا + 1نتیجه آزمایش به صورت منفی یا 

  .باشد دید میششافزای+5افزایش متوسط و +4افزایش مختصر ،+3به معنی نرمال ،+ 2در بالغین 
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  بررسی اسمیر مغز استخوان

  

  :موارد انجام بررسی مغز استخوان

ی ذخایر آهنبان به کم خونی میکروسیتی به کمک ارزیادر مبتلای  

 مگالوبلاستیکبلوغ در مبتلایان به کم خونی ماکروسیتی از نظر وجود یا عدم وجود روند  

 ررسی اختلالات کیفی  یا کمی دراریتروپوئزبدر مبتلایان به کم خونی نرموسیتی به کمک  

رسی سلولهاي پیش ساز هر ردهسیتوپنی یا پان سیتوپنی با بری ،ترومبوندر نوتروپ  

تشخیص میلوم پلاسما سل یا ماکروگلوبولینمی(ین ولدر اختلالات ایمنوگلوب(  

 هاي حاد ،لنفوم ها،تومور هاي متاستاتیکتشخیص و طبقه بندي لوسمی

  

معمول براي  شگسترش مغز استخوان را می توان به همان رو: آماده سازي اسمیر مغز استخوان

به  .ا رنگ رومانوفسکی به همان روش رنگ آمیزي گستره خون رنگ نمودبکرد و باید  خون تهیهش مارش

  .استفاده می شود)  perlآزمون        (از رنگ آمیزي آهن ناستخواظور بررسی ذخایر آهن مغزمن

  

  :بررسی مغز استخوان

به کل حجم فضاي  لولهاي خونسازسسبت حجم نتراکم سلولی مغز استخوان را به صورت : سلولاریتی -1

  .بیان می کنند)و سایراجزاي استروماسلولها به اضافه چربی(مغز استخوان 



  .ن هر فرد و محل نمونه گیري تفاوت می کندسبه سلولاریته با توجه

  دشو ٪25ت اگر این نسبت کمتر از اس٪79-48در حالت نرمال نسبت سلولاریته به چري در مغز استخوان 

B.M دشبا٪80-75تر از شیبدر صورتی که ت وهایپوسلولار اسB.Mدشلولار می باسهایپر .  

- 11سالگی 70ودر سن ٪50سالگی 30،در سن ٪95-59در کودکان : لولاریته با توجه به سن سمیزان 

  .متغییر است47٪

،در ٪75ها تون مهرهسسلولاریتی در  سالگی50در سن : گیري میزان سلولاریته با توجه به محل نمونه

  .است٪30و دردنده ها ٪50،در کرست ایلیاك ٪60وم استرن

سلول انجام می شود و300-1000شمارش افتراقی در  با قبلی یا ببر اساس تجار:توزیع سلولها  - 2

  .درصد هر نوع سلول محاسبه می گردد

 در سنین نوزادي و کودکی تا حدودي نسبت به سنین دیگر بالاتر: )M/E(نسبت میلوئید به اریتروئید- 3

  )   1به  2.5:  متوسط(متغیر است 1به 5تا 1به 2/1الغین این نسبت بین باست در

  لوغ هسته اي و سیتوپلاستی سلولهاببه توجه- 4

تر در شماست سل ها ي سنجی ،استئوبلاستها ،استئوکلاستها که بی:نادر و غیرطبیعی يوجود سلولها- 5

  .اهده می شوندشآسپیره هاي اطفال م

که  ندشخص می باشمرکزي و کروماتین رتیکولر و هستک م لهاي بزرگ با هستهبلاستها سلواستئو

میلومایی لولهايسما سل ها و یا سیه پلاشبو گاه به صورت مجتمع و یتوپلاسم آنها کمی بازوفیلی بودهس

  .وندشدیده می 

  .هستند متاستاتیکسلولهاي کلاستر شبیه استئوکلاستها خیلی بزرگ و چند هسته اي و 

دیده ٪1کلی کمتر از افتراقی  شمارشعدد ودر  3تا 1به طور متوسط 100با عدسی : یتهاسگاکاریوم - 6

  .ودشمی

یتها سمتامیلو:به تفکیک (٪56در بالغین رده نوتروفیل ها :شمارش افتراقی-7

که به (٪5/21تام  يو نرموبلاستها)و بقیه ،دیگر سلولها ٪7/10،سگمانته ٪11باند،٪12یتهاس،میلو18٪

و )لولهاسو بقیه ،دیگر ٪5/6،ارتوکرومیک نرموبلاست ٪4/12ت سلابپلی کروماتوفیلیک نرمو:یک تفک



و ٪2/3و ائوزینوفیلها )٪8/1هر یک (منوسیتها و سلهاامل پلاسما شو بقیه سلولها ٪8/15تام  يیتهاسلنفو

  .دندهی متشکیلولهاي مغز استخوان را سل٪3/0و سلولهاي رتیکولومی ٪1مگاکاریوسیتها کمتر از 

 >وسیتهامنو  سماسلپلا  >رده ائوزینوفیلی >رده لنفوسیتی  >رده اریتروئیدي >رده نوتروفیلی

یتسمگاکاریو
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رنگ آمیزي میلوپراکسیداز  :نام آزمایش 

  )دي آمینوبنزیدین  3و’3متد(   

  

فسفات ، نسسورنیدین،بافرآمینوبنزيد 3و3، استونافر نرمالب: مواد،و وسایل و تجهیزات مورد نیاز

H2O2هماتوکسیلین،  

  

  :معرف ها 

  )BFA(ونبافر نرمال است: و یفیکسات

  )3وDAB3(دي آمینو بنزیدین 3و3: سوبسترا

PH -H2O2:3/7افر سورنسن فسفات باب: بافر 

  هماتوکسیلین: رنگ زمینه

بافر سورنسن فسفات مخلوط کرده و    60mlدي آمینو بنزیدین را در    30mgدار قم: تهیه محلول کار

  .به آن بیفزائید و خوب مخلوط کنید  H2O2    میکرولیتر120

  



شود آنگاه  فیکس نمونه  تون قرار دهید تاسدر بافرنرمال ا ثانیه30اسمیر خشک شده را به مدت :روش کار

دقیقه در محلول کار قرار 10سپس آنرا به مدت  .ا آب جاري شستشو داده و اجازه دهید تا خشک شودبلام را

.دهید

با آب جاري شستشو دهید سپس آنرا  دقیقه با هماتوکسیلین رنگ آمیزي کرده و5-1حال لام را به مدت 

  .ک نمائیدشخ
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  Bبلکرنگ آمیزي سودان : نام آزمایش 

سدیک ،رنگ ،فسفات هیدروژن دي  Bلکبفرمالدئید ،رنگ سودان : مواد ،وسایل و تجهیزات مورد نیاز 

  یمسا،اتانول مطلق ،فنل کریستالگ

  

  :معرفها 

40محلول فرمالدئید : و یاتسفیک٪

سودان بلک رنگB:3/0 100ودان بلک در سگرمml  دوشاتانول مطلق حل.  

 3/0ابتدا :محلول تامپونgr  12(روژن دي سدیم هیدراته فسفات هیدH2O2.Na2H2po4 ( را

حل کنید اتانول مطلق 30mlفنل کریستال را در   16grسپس .آب مقطر حل کنید100mlدر 

  .و این محلول را با محلول فسفات هیدروژن دي سدیم مخلوط نمائید

 40: محلول کارml   60بافر را بهml   حلول سودان بلک  مB  اضافه کنید.  

 گیمسا: رنگ زمینه  

بدین منظور گسترش را به مدت  ,کردهفیکس اسمیر خشک شده را در مجاورت بخار فرمالین : روش کار

ساعت در  1سپس اسلاید را به مدت  ,است قرار دهید %40قطره فرمالین  2دقیقه در ظرفی که حاوي  15

 3شناور نموده ،اینکار را  ثانیه30به مدت  %70آنگاه اسلاید را در الکل .ظرف حاوي محلول کار قرار دهید

  .مرتبه تکرار کنید

  .حال لام را با آب جاري شستشو داده و در پایان با رنگ گیمسا رنگ آمیزي نمائید
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ستر از غیر اختصاصیارنگ آمیزي : نام آزمایش 

)α -  نفتیل استات استراز(  

  

ین یلهماتوکس,بافر فسفاتنفتیل استات ، -αاستون فرمالین ،   : تجهیزات مورد نیاز و وسایل مواد،

  دیم ،آب مقطر ،پاراروزانیلینستیلن ،نیتریت ،ا

  

  :ها معرف

تون فرمالینسا: ویفیکسات  

 66فاتسافر فب: تامپونmmol/l)6.3 :PH(  

 100: وبسترا سمحلولmg   ،α   نفتیل استات را درml5  ر دماي د. (دیاتیلن منومتیل حل کن

  . )درجه نگهداري شود 10- 4

 نیهماتوکسیل: رنگ زمینه

Coupling reagent:  

گرم حل کنید و پس ml25   ،Hcl2mol/lرا در پاراروزوانیلین  گرم 1: ین توك پاراروزوانیلسا-1

  )ر دماي اتاق قابل نگهداري استماه د2به مدت . (صافی عبور دهید از سرد شدن آن را از

این (آب مقطر حل کنید 5ccرا در نیتریت سدیم گرم میلی 200: نیتریت سدیم ٪4محلول - 2

  ).درجه پایدار است 4-10هفته در 1حلول به مدت م

 برا باهم ترکی٪4یمدسین و نیتریت رابر از پاراروزانیلبحجم هاي : وتایزدزپاراروزانیلین هگزا- 3

  . )بل ازمصرف آماده شودقدقیقه 1این محلول . (نمائید



  

یب کتر 66mol/lبافر فسفاتml38باتات را سنفتیل ا-αمحلولml2: مخلوط انکوباسیون

ده و شده را به آن افزون هگزازوتایزد تازه تهیه پاراروزانیلی4ml/0سپس . نموده و خوب تکان دهید

  .مخلوط کنید بخو

  

سپس آنرا  .ثانیه فیکس کنید30مدت ده را در بافر استون فرمالین بهشک شمیر خسا: روش کار

  .با آب جاري شستشو داده و اجازه دهید لام در مجاورت هوا خشک شود

آنگاه اسلاید را در  .انکوباسیون قرار دهیددقیقه در ظرف حاوي مخلوط 60- 30اسلاید را به مدت 

  .ظرف آب قرار داده تاکاملا پاك شود سپس آنرا خشک کنید

.دي کنیزدقیقه توسط هماتوکسیلین رنگ آمی5-2در پایان لام را به مدت 
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اندازه گیري فیبرینوژن: نام آزمایش       

مایشماي بیمار ،کورنومتر ،لوله آزسپلاسماي کالیبره ،ترومبین ،پلا: تجهیزات مورد نیازمواد ،وسایل و 

  

  :وپلاسماي بیمار را طبق جدول زیر تهیه نمایید ,کنترل ,رقت هاي استانداردابتدا : روش کار

  رقت استاندارد  پلاسما      بافر        

800μl200μl 1:5  استاندارد       

500μl  500μl1:10  استاندارد 1:5رقت  

500μl  500μl1:20  استاندارد 1:10رقت  

500μl  500μl1:40  ندارداستا  1:20رقت  

900μl  100μl بیمار یا کنترل  پلاسما  

  25μlسپس .درجه قرار دهید 37دقیقه در  2- 1میکرو لیتردر لوله هاي دیگري ریخته و50  از هر غلظت 

  .ومنحنی آن را رسم کنیدلخته شدن را اندازه بگیریدو زمان اضافه نمائید هامعرف ترومبین به آن

  25μlسپس .درجه قرار دهید 37دقیقه در  2-1ریخته و  1:10با رقت  رپلاسماي بیما 50μlدر لوله تست

  .و زمان لخته شدن را اندازه بگیرید معرف ترومبین به آن اضافه نمائید

  

350mg/dl (1.5-3.5g/l)-150:مقدار نرمال
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FDP :شنام آزمای 

ي خون بیمار ،بافرگلیسین ،اسلاید شیشه ا: مواد،وسایل وتجهیزات مورد نیاز

کیت تست ،لوله آزمایش,)100u(NIH)/ml(،ترومبین

گیرد سپس  لخته صورت  retractionدرجه قرار داده تا 37ر بن ماري درا لوله حاوي خون: روش کار

می توان از ترومبین جهت تسریع لخته شدن استفاده .(رم بیمار را جدا نمائیدسلوله را سانتریفوژ کرده و 

  .)کرد

قطره از سوسپانسیون 1قطره از هر رقت را با 1. از سرم بیمار در بافرگلیسین تهیه شود 20/1، 5/1رقت هاي 

حرکت دورانی ،آن را از دقیقه 2یشه اي ترکیب نمائید و پس از شلاتکس موجود در کیت روي یک اسلاید 

.سیون مورد بررسی قرار دهیدینانظر آگلوت

  

:طریقه گزارش 

  .گزارش می شود  10μg/ml :FDPشود   ، مثبت5/1سیون در رقت ینااگر آگلوت-

  .گزارش می شود  40μg/ml :FDPمثبت شود ،  20/1سیون در رقت یناآگلوتاگر -
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D-Dimer:نام آزمایش

  پلاسماي بیمار ،کیت تست،اسلاید شیشه اي:مواد ،وسایل وتجهیزات مورد نیاز

یون سانپسوس میکرولیتر 20بیمار را با پلاسماي کنترل منفی و,میکرولیتراز کنترل مثبت 20: روش کار

بین  یونساز نظر آگلوتنیانتیجه را اسلاید شیشه اي ترکیب نموده و حرکت دورانی دهید و  لاتکس روي یک

  .دهید قرار ی سرربمورد  ثانیه 180-200

  یون مثبت به صورتسآگلوتینا: شطریقه گزار

D-Dimer>250 ودشمی  شگزارنانوگرم درمیلی لیتر.
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 Modifiedبه روش  HbFگیري  اندازه:نام آزمایش

Betke

  ها ها و هموگلوبینوپاتی ر ارزیابی تالاسمید HbFتعیین سطح کمی : هدف از انجام آزمایش

  

ساختمان پروتئینی سایر .در محیط قلیایی استوار است  HbFاساس این روش بر پایداري :اصول آزمایش

بصورت محلول   HbFهموگلوبین ها در شرایط قلیایی تغییر کرده وبا سولفات آمونیوم رسوب می کند ولی 

  .باقی می ماند

  

، سولفات آمونیوم اشباع، )(4/8g/dlلنرما 1.2هیدروکسید سدیم: زات مورد نیازمواد، وسایل و تجهی

، کاغذ صافی، لوله آزمایش، )CCL4(، تترا کلرید کربنEDTAآب مقطر، درابکین، خون حاوي ضد انعقاد 

  اي قیف شیشه

  

. تهیه نمایید packed cellمرتبه شستشو داده و از آن  3نمونه خون بیمار را  ابتدا:تهیه محلول همولیزا

دقیقه صبرکنید تا  3-2و محلول درابکین ترکیب نماییدml4را با  packed cellمیکرولیتر 300سپس

  .)محلول حاصل را همولیزا می نامیم(کاملا گلبولها لیز گردد



میکرولیتر 200محلول همولیزا ریخته و  2.8mlمقدار  ,HbFدر یک لوله تمیز به نام لوله :روش کار

آنگاه .دقیقه صبر کنیدتا واکنش انجام شود 2کاملا مخلوط نمایید و حداقل  ,به آن افزوده   NaOHل محلو

2ml سانتریفوژ  3000دور دقیقه  15محلول هیروکسید سدیم اشباع به آن بیفزائیدوخوب مخلوط کرده و

  .بور دهیدسپس محلول رویی را سریعا داخل لوله تمیز خالی کرده وآن رااز کاغذ صافی ع.نمایید

آب  6.75mlوریخته همولیزااز محلول میکرولیتر  400در لوله دیگري مقدار همزمان :Total Hbلوله 

  . وکاملا مخلوط کنیدبه آن بیفزاییدمقطر

 540حال اسپکتروفتومتر راباآب مقطر صفر کرده و جذب نوري نمونه موجود در لوله هارا در طول موج 

ذب نوري سولفات آمونیوم اشباع را نیز به تنهایی قرائت نموده وآن را همچنین ج.نانومتر قرائت کنید

ODR3 بنامید.  

  

  :                                 محاسبه هطریق

  

%HbF=OD HbF – OD R3  ×10                
    OD Hb total    

  

  .باشدهموگلوبین تام می % 2کمتر از  در بالغین HbFمقدار نرمال : مقادیر نرمال
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  Heinz body: نام آزمایش          

  G6PDبویژه در تشخیص کمبود ) دناتوره(ناپایدار از  Hbعیین رسوب ت: هدف از انجام آزمایش

  

 ml100در  gr5/0( ، متیل و یولهEDTAخون حاوي ضد انعقاد : مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

)سرم فیزیولوژي

  

از دقیقه در اتاق قرار دهید سپس  10وله ترکیب نموده و به مدت یمیتل و  4حجم خون را با  1:روش کار

  .آن اسمیر تهیه نمایید

در زیر میکروسکوپ به  ینزهااجسام. لام را در زیر میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی بالا مشاهده نمایید 

  .شود هاي قرمز دیده می و به تعداد یکی یا بیشتر در گلبول μm1-3وژنهاي آبی رنگ با سایز لصورت اینک
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HbH :نام آزمایش

در گلبولهاي قرمز در شناسایی آلفا ) B4(بتاتعیین رسوب تترامر زنجیره : هدف از انجام آزمایش

  ها لاسمیتا

یا ) g/l10(، برلیانت کرزیل بلوEDTAخون حاوي ضد انعقاد : مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

  ، لوله آزمایش)g/l20(نیومتیلن بلو

را با یک حجم بریلیانت کرزیل  EDTAحجم از خون حاوي ضد انعقاد  2در یک لوله آزمایش : روش کار

سپس از آن . ساعت در دماي اتاق قرار دهید  4یا  درجه37ن ماري ساعت در ب 2بلو مخلوط کرده و به مدت 

وژنهاي لبه صورت اینک HbH.در زیر میکروسکوپ با عدسی روغنی مشاهده نمایید و. اسمیر تهیه نمایید

Golfشود که اصطلاحاً  آبی در گلبول قرمز دیده می -متعدد به رنگ سبز ball  نام دارد و باید از

  .اي و خشن و نامنظم است افتراق داده شود رسوبات زنجیره ت که حاويیلوسورتیک

:   مقادیر

Thalassaemia trait:0/01-1% -α  

Haemoglobin H disease (α thalassaemia-α thalassaemia):>10%  
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  sickling test: نام آزمایش         

HbSشناسایی : هدف از انجام آزمایش

Na2 S2(تیونیت سدیم ، ديEDTAخون حاوي ضد انعقاد : مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

O4(یکسد ، پارافین، فسفات دي)Na2H2PO4(اي، لامل ، لام شیشه

  

حجم  3را با ) 19/85g/l(مول در لیتر .4110حجم دي تیونیت سدیم با غلظت  2:تهیه محلول کار

این ( برسانید  6/8را به  PHترکیب کرده و ) 16/2g/l(مول در لیتر  114/0فسفات دي سدیک با غلظت 

).یستمحلول قبل از انجام تست تهیه شود و قابل نگه داري ن

  

قطره خون حاوي ضد انعقاد ریخته و لامل را  1قطره محلول کار و  5اي،  روي یک لام شیشه:روش کار

. روي آن قرار داده و با لاك یا پارافین دور لامل مسدود گردد

  



و کاهش حلالیت در فشار  Hbsدر بیماري سیکل سل، گلبولهاي قرمز به علت حضور : تفسیر آزمایش

Hbsدر بیماري . شوند اسی شکل میدفرم طبیعی خود را از دست داده و پایین اکسیژن،  trait  ممکن

ساعت  1ت، سلولها پس از وگ، سیکل شوند ولی در حالت هموزیگلبولهاي قرمز   ساعت 12است پس از 

.        شوند اسی شکل میده رجد 37انکوباسیون در 
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آمیزي کلایهاور رنگ: نام آزمایش

   )kleihauer(:

  

  )در گلبولهاي قرمز H bسیتوشیمی(در سلولهاي سرخ  HbFیین توزیع تع: هدف از انجام آزمایش

  

، هماتوکسیلین 2/5gr/lیا ائوزین  1gr/lیروزین ، ار%80ول ناتا: مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

)7.5gr  (، کلرورفریک  )90اتانوللیتر 1درFecl3(اسید کلریدریک ،)2/5mol/l(  

  

  .لیتر آب مقطر حل شود 1اسید کلریدریک در  20mlفریک و رلروک Hcl:24grو  Fecl3تهیه مخلوط 

را به خوبی  Hclو  Fecl3حجم مخلوط  1حجم از محلول هماتوکسیلین و  elution :5تهیه محلول

  ).هفته قابل نگه داري است 4این مخلوط (خواهد بود  5/1تقریباً  PHمخلوط کرده، 

  

فیکس  %80دقیقه در اتانول  5شک شدن، آن را به مدت پس از تهیه اسمیر خون محیطی و خ:روش کار

 10کن به مدت کرده سپس به سرعت در آب جاري شستشو داده و به طور عمودي بر روي کاغذ خشک



قرار داده و سپس آنرا  elutionثانیه در محلول  20مها را به مدت لاگاه  آن .دقیقه قرار دهید تا خشک شود

آمیزي کنید و با آب جاري شستشو  دقیقه در اریتروزین یا ائوزین رنگ 2با آب شسته و در آخر به مدت

  .دهید و خشک نمائید
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LE cell: نام آزمایش

، اي، متانول، رنگ رومانوفسکی خون دفیبرینه بیمار، پرل شیشه: مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

تریکه آزمایش، لوله هماتوشیکر، لول

  

اي در آن انداخته و سر لوله را با  پرل شیشه 4خون را در یک لوله آزمایش ریخته و  1ml:روش کار

دور در دقیقه  33دقیقه با  30درپوش پلاستیکی محکم کرده، توسط شیکر در دماي اتاق به مدت 

و نیتروب  HCTیات لوله را به یک لوله گذاشته و محتو درجه 37دقیقه در  15-10سپس آن را  .بچرخانید

پس از  .کوت گسترش تهیه شود از لایه بافی 200g-150دقیقه، سانتریفوژ با دور 10س از منتقل نموده و پ

  .آمیزي نمایید هاي رومانوفسکی رنگ کرده و با رنگ fixخشک شدن لام آن را با متانول خالص 
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solubility test: نام آزمایش

HbSی در هموگلوبینوپاتی قتست تأییدي و افترا: هدف از انجام آزمایش

، فسفات هیدروژن دي پتاسیم EDTAخون حاوي ضد انعقاد : ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز مواد

)PO4HK2( ساپونین، دي تیونیت سدیم ،)Na2S2O4(هیدروژن پتاسیم  ، فسفات دي)PO4H2K (

  ، لوله آزمایش

  

وژن پتاسیم را در آب حل کرده و فسفات دي هیدر فسفات هیدروژن دي 215grابتدا : تهیه محلول کار

را به آن اضافه نموده و در پایان  5grتیونیت سدیم  به آن افزوده شود، آنگاه دي 169grپتاسیم به مقدار 

1gr 1افزاییم و با آب به حجم  ساپونین میlit رسانیم می.  

  

بیمار را خوب  packed cellمیکرولیتر 10از محلول کار و  2mlدر یک لوله آزمایش :روش کار

سپس لوله را در مقابل یک کاغذ سفیدقرار داده وکدورت  دقیقه در دماي اتاق قرار دهید5مخلوط کرده و 

ولی در بیماري درحالت نرمال باید محلول به رنگ صورتی یا قرمز باشدآن رابایک نمونه نرمال مقایسه کنید



در محلول ایجاد کدورت  ,حل شدن در بافرفسفات با مولاریته بالاعدم قابلیت به علت HbS,سیکل سل

سانتریفوژ  1200دقیقه دور  5به مدت درصورتی که به مثبت بودن نمونه مشکوك شدید لوله را، نماید  می

در نمونه مثبت پس از سانتریفوژ یک باند قرمز تیره دربالاي محلول تشکیل می شوددرحالیکه محلول .دنمائی

  .زیرین بیرنگ ویا صورتی است
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  اتوهمولیز: نام آزمایش            

  زمایش، خون دفیبرینه، لوله آ)100gr/l(ز محلول گلوک: مواد ، وسایل و تجهیزات مورد نیاز

خون دفیبرینه نرمال و در  2ml-1دو لوله به نامهاي کنترل و تست آماده نموده، در لوله کنترل :روش کار

 100gr/lمحلول گلوکز  100μl-50خون دفیبرینه بیمار بریزید سپس به هر دو لوله  2ml-1لوله تست 

ا به آرامی تکان داده و پس از ها ر ساعت لوله 24ه انکوبه نمایید، پس از گذشت رجد 37بیفزایید و در 

را  سانتریفوژ کرده و جذب نوري سرم رویی را توسط اسپکتر و  ها لوله ,انکوباسیونساعت 48گذشت 

  .قرائت نمایید نانومتر 540فتومتر در طول موج 

 100/1شود و لوله استاندارد رقت  در این آزمایش سرم بیمار پیش از انکوباسیون به عوان بلانک استفاده می 

  .خون تام درابکین است 200/1یا 

  

    %2-0.2  :  زبدون گلوک: مقادیر نرمال

  0-0.9%:   زبا گلوک                    


