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روش استاندارد انجام آزمايشهاي اندازه 
گيري هموگلوبين و شمارش سلولي   

N.Shirani         

 Measurement of Blood Hemoglobin 
using

Hemiglobincyanide(HiCN) Method معرف درابكين
KCN              0.05g

K3Fe(CN)6                0.2g
KH2PO4(Anhydrous)           0.140g

D t t t SE(H l ) T it X 100 0 5 1 lDetergent sterox-SE(Herleco) or Triton X-100          0.5or1ml
Reagent water(Type 1)          1000ml

 ’10قبلا بجاي دي هيدروژن مونوپتاسيم فسفات از بيكربنات استفاده ميشد كه زمان واكنش در آن 
.بود

سيانيد پتاسيم سمي بوده و عموماً در برخورد با اسيد آزاد شده و عوارض خاص تنفسي خود را ايجاد 
.ليتر آن مرگ زا خواهد بود 4البت مقدار آن به قدري رقيق است كه مصرف . ميكند

)1/251.(انكوبه مي شود RTدقيقه در 3سي سي خون مخلوط و 5لاندا خون با 20ابتدا •
اكسيده مي شود وهمي گلوبين يا   (K3Fe(CN)6)توسط فري سيانيد پتاسيم  SHbآهن همه هموگلوبين ها بجز  •

.تشكيل مي شود Hiمت هموگلوبين 
.تبديل به همي گلوبين سيانيد يا سيانومت هموگلوبين مي شود (KCN)سپس همي گلوبين توسط سيانيد پتاسيم•
واكنش در حرارت اتاق •
با وزن مولكولي   KH2PO4دقيقه يا كمتر به شرط استفاده از نمك مونوپتاسيم بي آب   5زمان لازم براي ايجاد واكنش •

.باعث افزايشسرعت واكنش مي شود PHاست كه با كاهش 13/136
HbHb((g/dl)=ODg/dl)=OD540540TxCONstd X TxCONstd X 251251//OdstdOdstd XX10001000

كربوكسي هموگلوبين به  % 20سرعت تبديل كربوكسي هموگلوبين به سيانومت هموگلوبين در مقايسه به بقيه كمتر بوده و گاهي در افراد سيگاري با •
در بيشتر جذب افزايشكاذب540nmدليل ميشودHbباعث .ميشود Hbباعث  افزايش كاذب 540nmدليل جذب بيشتر در 

مشخصات معرف

شفاف و زرد رنگ•
دقيقه يا كمتر 5زمان لازم براي ايجاد واكنش •
انها ليز گلبول هاي قرمزورسوب پروتئين ها و غشاء گلبولهاي قرمز و ليپوپروتئين ها راژدتر•

.افزايش مي دهند
.  جذب نوري نداردDWنانومتر در مقابل 540در طول موج •
•PH=7-7.4 و كنرل ماهانه آن
.در صورت كدورت دور ريخته شود•
.چند ماه پايدار است ولي بهتر است هرماه بصورت تازه تهيه شود•
RTدر ظروف شيشه اي رنگي و دور از آفتاب و در •
بايد اوت شود PHدر صورت انجماد، كدورت و تغيير •
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•Sampling

• K2EDTA or Na2EDTA(1.5-2.2mg/ml blood) 
• K3EDTA 

• Fresh sample

• Solution of sample &Reagent is stable until 3h

مواد؛ وسايل وتجهيزات   •

كليه وسايل شيشه اي مثل پي پتها ولوله ها استاندارد وكاليبره•
.از لحاظ شيميايي تميز باشند•
اسپكتروفتومتر كاليبره•
استانداردهموگلوبين تازه تجاري و پايدار•

ا ق ا ا234ا ا ا اODا آ گل بر هموگلوبين آن ازODاستاندارد، نمودار 4و 3و 2بهتر است با توجه به رقتهاي •
قبل ترسيم شود كه نموداري خطي خواهد بود

Reference Method
Macrodilution and micro dilution

ميلي ليتر معرف 25ميكروليتر خون با 100•
251به1ميلي ليتر معرف  5ميكرو ليتر خون با 20•

  540غلظت هموگلوبين نمونه  با استفاده از جذب نوري نمونه در طول موج •
نانومتر در مقابل بلانك با كمك جذب نوري  و غلظت استانداردو يا با كمك  

.منحني استاندارد محاسبه ميشود
t t % T St /St

روش آزمايش 

•testcon g%=TODxStcon/St OD
واحد اندازه گيري گرم در ليتر•

•Hb g/dl=Stcon mg%(251/1000)      

تداخلات•
• proteinemia (MM,WM,CID)   
• Lipemia and Lipoproteinemia
• WBC>50×109/L and Plt>700×109/L

• Hb S,C, target cells, Agg (lysing resistant)
H l i• Hemolysis

Psedo elevation of Hb,MCH,MCHC

خطا ها•
خطا هاي نمونه گيري•
خطا هاي روش انجام آزمايش•
خطا هاي مربوط به مواد و تجهيزات كاليبره نشده•
خطا هاي آزمايشگر•
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به دليل ثبات و پايداري معرفهايش به عنوان روش انتخابي اندازه گيري  ICSHتوسط  1966در سال •
Hb معرفي شد.

.نيز آن را به عنوان روش مرجع معرفي نمود WHOسازمان  1968در سال •
.سيسمكس براين اساس كار ميكند Cمعرف استروماتولايزر•
.بايد دفع آن در فاضلاب جاري صورت بگيرد و خطرات زيست محيطي نيز دارد•
.ابداع شد SLSو  SDSلذا روشهاي فاقد سيانيد مثل روش اكسي هموگلوبين و روشهاي •

هموگلوبين به محض رهايي از سلول به اكسي هموگلوبين تبديل ميشود كه داراي  HbO2در روش •
.نانومتر است و در نتيجه به طور اختصاصي سنجش ميشود 577و  542ماكزيمم جذب در 

سيسمكس بر اين اساس كار مي كند و قدرت ليزانت بالايي حتي برعليه  RHEMOX-XBمحلول •
.نخواهد داشت Hbلكوسيتها دارد و لذا با ليز آنها لكوسيتوز تاثيري بر مقدار 

SLS-Hb
يك سورفاكتانت آنيوني است كه گروه لوريل آن قدرت اتصال  C12H25SO4Naسديم لوريل سولفات •

.به پروتئين را داشته و پايدار و غيرسمي است
.ثانيه طول ميكشد10بدون نياز به اكسيداسيون قدرت اتصال به هموگلوبين را دارد و واكنش آن •
.معرف سولفولايزر سيسمكس براين اساس كار ميكند كه هم لايزر است و هم عامل سنجش هموگلوبين •
.مرحله ميتواند همه انواع هموگلوبين را بسنجد و حداقل اثرات تداخلي را دارد 4طي • ري ر ي ر ل و ج ب ر وبين و ع و و ي ر
ابتدا با اتصال هيدروفوبي و يوني به غشا متصل و سپس با تغيير در ساختارهاي پروتئيني و حل  - 1•

.ميشود RBCفسفاتيدهاي غشاء باعث ليز 
.سپس با اتصال به گلوبين باعث تغيير فضايي در آن ميشود - 2•
.اين تغيير باعث اكسيد شدن آهن و تبديل آن به مت هموگلوبين ميشود - 3•
تشكيل   SLS-Hbبه آهن سه ظرفيتي فرم پايدار  SLSدر مرحله آخر با اتصال گروه هيدروفيل  - 4•

نانومتر است و در كنار آن   535ميشود كه يك مشتق رنگي همي گلوبيني بوده و ماكزيمم جذب آن در 
.دارد 560پيك كوتاهي در 

.ثانيه آن را مي شمارد 15ساعت است و لي دستگاه در عرض  1/5پايداري دايمر حدود•

محلولها
ايزوتونها   ليزانتها    سورفاكتانتها: نوع هستند 3•

ايزوتونها•
سيسمكس حاوي گلوكوز، كلرور سديم، تترابورات سديم، فسفاد دي سديم، اسيد بورات،  CELL PACKمايع ايزوتون مثل •

K2EDTA  و سديم آزايد است.
.دماي بالا باعث كاهش رسانايي آن ميشود•
، قابليت نفوذ، سميت، فشاراسمزي، مواد آنتي سپتيك و نگهدارنده، آلودگي زيست محيطي، ايمني PHتركيب نمكي، قدرت يوني،  •

.بيولوژيك و قدرت فيكساتيوي آنها مختلف و مهم است
.بوده و همه گلبولها را به شكل كروي در مي آوردSDSحاوي  H1ايزوتون •
.اين مواد باعث حفظ شكل و ساختار و اندازه و استحكام سلول ميشود•

ليزانتها•
.قدرت ليزانتها بايد خيلي زياد نباشد تا حتي لكوسيتها را ليز كامل كند يا به سلولهاي ريز تبديل كند•
•F ،سلها و سلولهاي بيماريهاي يرقانMDS هموگلوبينوپاتيهاي ،S,D,C به ليز مقاوم هستند و بايد قدرت يا زمان ليز را بالا برد.
.قديمي ترين آنها مشتق گياهي ساپونين بودكه قدرت و انواع متغيري داشت و جاي خود را به سورفاكتانتها داد•
باعث تغيير فشار اسمزي، كاهش كشش سطحي، انحلال و تخريب ساختارهاي غشايي، واكنشهاي فيزيكوشيميايي متقابل و ليز  •

.سلولها ميشوند

سورفاكتانتها•
دسته سورفاكتانت وجود دارد كه آنيوني، كاتيوني، آمفوتريك و غيريوني هستند و از تركيب آنها هزاران نوع 4•

.محلول ساخته شده است
داراي قدرت پاك كنندگي، ليزانت،كاهش كشش سطحي، ضد ميكروبي، حلاليت، انتشار، اموليسه كردن، رسوب •

.پروتئينها و غشا گلبولها و از هم پاشيدن شبح هاي سلولي را داشته و مانع از تشكيل حباب در كاپيلاريها ميشود
.اغلب در تركيب با ليزانت ها هستند•
انواع كاتيونيك با اتصال الكترواستاتيك به غشا منفي و حل فسفوليپيد غشاء باعث نفوذ در غشا، جداكردن پروتئين •

برابر انواع آنيونيك10. ميشود RBCغشا و ليز 
اين مواد به دليل قدرت كاهش كشش . آلكيلي يا بيشتر هستند كه قدرت ليز دارند 8انواع آنيوني داراي زنجيره •

ها غلبه كرده و به غشا و پروتئينهاي آن متصل مي شوند و با تغيير ساختار آنها  RBCسطحي قوي بر شارژ منفي 
.باعث ليز ميشوند و ي يز ب

نيز وجود دارند كه حاوي گروههاي هيدروفيل كوچك بوده و با نفوذ به غشاء  X-100انواع غيريوني مثل تريتون •
.باعث ليز آنها ميشوند

و در كولتر  3WPمثل سيسمكس معمولي از محلولهاي با ليز متوسط مثل استروماتولايزر   3PARTدر دستگاههاي •
S-plusIV  از محلولLyseIIIdiff استفاده ميشود ولي در كانالRBC/PLT  وHb از ليزانتهاي با قدرت بالا استفاده

.ميشود
از سورفاكتانت غيريوني با   6,7PARTو در دستگاههاي 5PART، در دستگاههاي امپدانس H1در كانال بازوفيل •

ph اسيدي به همراه اسيد فتاليك استفاده ميشود كه محلول لوبولاريتي نام داشته و داراي قدرت ليز با   1/9برابر با
مي شود و بازوفيل با مقاومت در برابر آن به   M<L<Eo<Nتاخير زماني براي لكوسيتها بوده و به ترتيب باعث ليز

.طور مجزا شمارش مي شود
.ميگويندATC 5diff WBC Lyseبه اين محلول در كولتر •
سلولهاي باقي مانده با اساس امپدانس شمارش و از تعداد . محلول مشابهي نيز براي ائوزينوفيل وجود دارد•

.گرانولوسيتها كم مي شوند
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Blood Cell Counting
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Leukocyte Counting By 
Manual method

.ميرسد% 15كه در موارد لكوپني به % 5/6عدم دقت اين  روش •
•NRBCها نيز شمارش ميشوند.
.استفاده ميشود  EDTAاز خون حاوي •
گلبولهاي  )  20/1رقت (يا محلول تورك% 2مايع رقيق كننده اسيد استيك •

كن ز ل ا ز .قرمز را ليز ميكندق
     200/1يا  100/1در موارد لكوسيتوز رقت •
10/1در موارد لكوپني رقت •

منابع خطا•

مخلوط نكردن به ميزان كافي •
خطاي آزمايش كننده•
خطاي ناشي از وسايل•

د د دان خطا خطاي ميدان ديد•
هر چه تعداد سلولهاي شمارش شده بيشتر باشد ميزان خطا •

.كمتر ميشود

4/30/2009 T.TATU 28

Platelet counting By 
Manual Method
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منابع خطا•

جمع آوري نمونه•
)فاقد ذرات خارجي مزاحم(تهيه رقيق كننده •
سازي• رقيق تكنيك رقيق سازيتكنيك
پاكيزه نبودن لام•

  40واگر % 11سلول شمارش شود100عدم دقت اين روش وقتي كه حداقل •
%15پلاكت شمارش شود 

به دليل تمايل پلاكتها به چسبيدن به يكديگر؛جسم خارجي و شيشه، شمارش •
.مشكل مي باشد

ونه• وريدي:ن گ(خون موي انعقاد)نه ضد EDTAحاوي EDTAحاوي ضد انعقاد) نه مويرگي(خون وريدي:نمونه•

از سيترات و  EDTAدر صورت پلاكت اقماري يا اتواگرگاسيون ناشي از •
.اگزالات استفاده ميشود

RBCبا آب مقطر با قدرت ليز بالاي %  1محلول رقيق كننده اگزالات آمونيوم •
حاوي مقدار اندكي رنگ برليان كريزل بلو

پروش انتخابي شمارش پلاكتها استفاده از  ش ي ش
ميكروسكوپ فاز كنتراست مي باشد

Procedure For Determining Packed Cell 
Volume By Microhematocrit Method

.نسبت  حجم گلبولهاي قرمز به حجم خون كامل  ميباشد PCV
بدون احتساب بافي كوت  -      
با اصلاح پلاسماي بدام افتاده  -      

.
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اصول آزمايش

وريدي وشرياني   خونگيري مويرگي؛•
•K2EDTA ضد انعقاد مناسب جهت كاليبراسيون
•K3EDTA به علت ايجاد چروكيدگي در گلبول هاي قرمزMCV   و % 2را

.را به همين ميزان افزايش ميدهد  MCHCكاهش و %3هماتوكريت را 
نيز باعث چروكيدگي و كاهش كاذب هماتوكريت ميشود  EDTAافزايش نسبت•

اصول آزمايش

18-26 °در دماي نمونهنگهداري •
.ساعت پس از نمونه گيري انجام شود 6آزمايش حد اكثر • ر يش وز م ج يري و ز پس
.ميباشد ±% 1اين روشقابل قبول درخطاي •
انجام آزمايش بصورت دو تايي•

مشخصات لوله

جنس از شيشه مخصوص•
ميليمتر75 ±5/0طول لوله •
ميليمتر 2/0ضخامت جداره •
mm  1/22اخليقطر د•

آ داراي باند آبي در يك انتها•
• RCF=Relative Centrifugal Field

• RPM=Relative Per Minute

• RCF=0.00001118  × r  × N

مشخصات دستگاه ميكروسانتريفوژ

سانتيمتر8شعاع چرخش بيشتر از •
ثانيه به حداكثر سرعت برسد 30در عرض •
•RCF  هزار 15- 10حدودg   از دقيقه  بدون افزايش دما 5در محيط بمدت حداقل

ا(ه45 ل نه ن قه8ا )ق ) دقيقه 8براي نمونه پلي سايتمي (درجه 45
)                    ثانيه30با قابليت   تنظيم حداقل (داراي زمان سنج اتوماتيك •

روش   آزمايش

ميكروليتر خون 150•
.ميلي متر ازطول لوله باخون پرشود 55- 60•
.ميليمتر نباشد 4طول خمير مسدود كننده كمتراز •
.نمونه ها بصورت مضاعف آزمايش شوند•
.دقيقه خوانده شوند10نتايج حداكثر پس از •
.بيشتر نباشد0/05تفاوت نمونه هاي مضاعف از •

  ميانگين ودامنه مرجع

0.47)0.4-0.54(مردان       •
42)4737(زنا 0.42)0.37-0.47( زنان•
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منابع خطا

خطاهاي نمونه گيري
هاي لولهاخط
خطاي خواندن
پلاسما افتادن بدام خطاي بدام افتادن پلاسماخطاي

:MCHCو كاهش كاذب  HCt,MCV افزايش كاذب•
  ، اورمي وديابتناترميرهيپ•
بدام افتادن پلاسما•
ميكروسيتوز، اسفروسيتوز و سلول داسي•
سلولها• تورم و خون )ساعت24ط6fl(ماندن )ساعت 24طي  6fl(ماندن خون و تورم سلولها •

:كاهش كاذب•
k3و نوع  ضد انعقاد اضافي•
هموليز•
ناترميوهيپ•

آاليبراسيون و کنترل کيفی دستگاه ميکروهماتوکريت

عتعت11 بررسي سرعتبررسي سرعت--11
بررسي زمان سنج بررسي زمان سنج --22
بررسي صحت ابزار خوانشبررسي صحت ابزار خوانش--33

روش غير مستقيم بررسی آاليبراسيون

  از پس را  K2EDTA( ضدانعقاد حاوي و 5/0 از كمترPCV  با خون نمونه چند•
  دقيقه 11 و 9 ،7 ، 5 ، 3 مدت به دوتايي صورت به نمودن سروته بار بيست

ژ ف تنتاكانت اننناتكهگث تگات  دستگاهتوانبودنمناسبصورتدركه گردد مي ثبت نتايج و كردهسانتريفوژ
)g( بماند باقي تغيير بدون بايست مي بعد به 5 دقيقه از حاصله نتايج .

Thank you for your attention


