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با روش مرجع كروماتوگرافي مايع با  HbA1cگيري  ي سه روش مختلف اندازه مقايسه

  )HPLC( كارايي بالا
  

  2، دكتر آزاده كرمي1دكتر آذر برادران
  
  

  چكيده
، اساس ارزيابي بيماران مبتلا به HbA1cگيري هموگلوبين گليكوزيله، بيشتر  شيرين به سرعت در حال افزايش است. اندازهشيوع جهاني ديابت  مقدمه:

گويي خطر ايجاد عوارض به كار  براي پايش طولاني مدت كنترل قند خون، تنظيم درمان، ارزيابي كيفيت مراقبت از بيمار و پيش HbA1cديابت است. 
گيري  هاي متعددي براي اندازه روش استاندارد براي كنترل طولاني مدت قند خون در مبتلايان به ديابت است، روش HbA1cي كه رود. از آن جاي مي

يا  High-performance liquid chromatography(كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا ها از روش مرجع  آزمايشگاه ي آن وجود دارد و همه
HPLCسه روش متفاوت با روش  ي كنند. هدف اين مطالعه، مقايسه ) استفاده نميHPLC خواني و همبستگي قابل قبولي  بود تا ببينيم كدام روش، هم

  .با روش مرجع دارد

 (روش آنزيماتيك)، Diazymeهاي  ي خون هر بيمار با دستگاه بيمار مبتلا به ديابت مورد بررسي قرار گرفتند. نمونه 58در اين مطالعه،  ها: روش
Nycocard )Boronate-affinity binding و (Biosystem گيري مقدار  (كروماتوگرافي ستوني) براي اندازهHbA1c  چك شد و مقدارHbA1c 

 .مقايسه شد Knauer-HPLCهر دستگاه با جواب 

 Biosystem-HPLC، براي 09/1انحراف معيار با  8/1برابر  Nycocard-HPLCبراي  ANOVAميانگين فاصله مقادير در آزمون  ها: يافته
 HPLCبين  Pearsonبه دست آمد. ضريب همبستگي  2/1با انحراف معيار  3/1برابر  Diazyme-HPLCو براي  08/1با انحراف معيار  5/1مساوي 

ي خط  به دست آمد. معادله 68/0مساوي  HPLCو  Biosystemو بين  75/0برابر  HPLC و Diazyme، بين 76/0مساوي  Nycocardو 
Regression  براي هر روش باHPLC نيز به دست آمد. 

عملكرد بهتري نسبت به دو روش ديگر داشت و همبستگي بيشتري نشان داد؛ هر چند، جايگزين  Diazymaها،  از بين اين روش گيري: نتيجه
  .نيست HPLCمطلوبي براي 

  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا، روش آنزيمي، كروماتوگرافي ستوني، ديابت، HbA1c واژگان كليدي:

  
 با روش مرجع كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا HbA1cگيري  ي سه روش مختلف اندازه مقايسه .برادران آذر، كرمي آزاده ارجاع:

)HPLC( . 33؛ 1394مجله دانشكده پزشكي اصفهان )258- 266): 325  

  
  مقدمه

اختلالات تنظيم متابوليـك همـراه ديابـت، منجـر بـه      
تغييــرات پاتوفيزيولوژيــك ناشــي از هيپرگليســمي در 

. از آن جـايي  )1-3(شود  هاي مختلف بدن مي سيستم
كه عوارض ديابت شيرين با كنترل قند خـون مـرتبط   
است، نرموگليسمي هدف مطلوب براي بيشتر بيماران 
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و همكار دكتر آذر برادرانHPLCبا روش مرجع  HbA1cگيري ي سه روش اندازهمقايسه

اسـتاندارد طلايـي    HbA1cگيـري   ). اندازه2-7است (
در افراد مبـتلا بـه   قند خون براي كنترل طولاني مدت 

هـاي گونـاگوني    ). روش8-14ديابت شـيرين اسـت (  
) 15گليكوهموگلوبين وجـود دارد ( گيري  براي اندازه

ــده از     ــزارش ش ــادير گ ــين مق ــادي ب ــتلاف زي و اخ
نتايج  ي مقايسه د كهوش هاي مختلف مشاهده مي روش

عـلاوه،    ). بـه 12-17( سازد ها را مشكل مي اين روش
هاي مختلف تحـت تـأثير فاكتورهـاي مختلفـي      روش

ــپلنكتومي،      ــارداري، اس ــوني، ب ــم خ ــواع ك ــر ان نظي
ــفوزيون  ــرار   ترانس ــيلات) ق ــرف دارو (سالس و مص

). روش اقتصادي، روشي است كـه  1، 3، 18( گيرد مي
  ). 18دقيق، سودمند، خودكار و با كاربري آسان باشد (

 HPLC(كروماتوگرافي مايع با كـارايي بـالا   روش 
به  )High-performance liquid chromatographyيا 

ــاير     ــازي س ــراي استانداردس ــع ب ــوان روش مرج عن
رود و صـحت، دقـت و    اي معمول به كار مـي ه روش

)؛ ضمن ايـن كـه   19-20پايداري طولاني مدت دارد (
مشخص شـده اسـت، كاليبراسـيون بـر اسـاس روش      

HPLCهـاي مختلـف را    بين روش ي ، قابليت مقايسه
  ). 18-21دهد ( افزايش مي

ــدم هــم    ــياري از متخصصــين، از ع خــواني  بس
هــاي  بــه دســت آمــده از روش HbA1cهــاي  جــواب

مختلف با وضعيت بيماران و تفاوت قابل توجه برخي 
ناراضــي  )HPLCهــا بــا مقــادير روش مرجــع ( از آن

ــي، دســتگاه 22-28هســتند ( گــران  HPLC). از طرف
و  باشـد  گير مـي  است، كار كردن با آن، مشكل و وقت

 ي ي آن بـراي همـه   طلبـد؛ تهيـه   پرسنل كارآزموده مي
و از طرفــي  هـا مقـرون بـه صـرفه نيسـت      آزمايشـگاه 

 HbA1cبيماران مبتلا به ديابت نياز بـه چـك مـداوم    
 ي ها قـادر بـه پرداخـت هزينـه     دارند و بسياري از آن

  نيستند. HPLCانجام آزمايش به روش 
ي رگي ـ در اين مطالعه، تصـميم گـرفتيم تـا انـدازه    

HbA1c هاي  با دستگاهDiazyme  نزيماتيك)، آ(روش
Nycocar )Boronate-affinity binding و (Biosystem 

مقايسـه   HPLCرا بـا روش  (كروماتوگرافي سـتوني)  
خـواني و   هـاي كـدام روش هـم    كنيم تا ببينيم، جواب

دارد، تـا بـه    HPLCهاي  همبستگي بيشتري با جواب
هاي باليني مـورد   عنوان روش جايگزين در آزمايشگاه

  .استفاده قرار گيرد
  

  ها روش
نگر  همبستگي و آيندهي حاضر، تحليلي از نوع  مطالعه

ــه ــود. نمونــ ــان   بــ ــورت آســ ــه صــ ــري بــ   گيــ
)Simple sampling(     بر روي افراد مبـتلا بـه ديابـت

مراجعه كننده به آزمايشگاه بيمارسـتان الزهـراي (س)   
، بر اساس يك پرسشنامه و فرم 1389اصفهان در سال 

نامــه صــورت گرفــت. معيارهــاي خــروج از  رضــايت
اسپلنكتومي (برداشـت  ي  مطالعه شامل بارداري، سابقه

مـاه   3طحال)، هرگونه كم خوني، انتقـال خـون طـي    
گذشته و مصرف داروهاي سالسيلات بود. در نهايت، 

نفـر مـرد)    27نفر زن و  31بيمار مبتلا به ديابت ( 58
  انتخاب شدند.

گيري وريدي از هر بيمار (ناشـتا) بـه    پس از خون
ضد ي  هاي حاوي ماده سي، خون در لوله سي 8ميزان 
 )Ethylenediaminetetraacetic acid )EDTA انعقاد
گيـري   از خون جهت اندازه سي سي 6آوري شد.  جمع

HbA1c  ــتگاه ــا دس ــاي ب  و Diazyme ،Nycocard ه
Biosystem    به بخش فني آزمايشگاه بيمارسـتان الزهـرا

آوري، در  فرستاده شـد و مـابقي، پـس از جمـع     (س)
يخچال نگهداري شد. سپس، درون ظرف مخصـوص  
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و همكار دكتر آذر برادرانHPLCبا روش مرجع  HbA1cگيري ي سه روش اندازهمقايسه

، به آزمايشگاهي ديگر جهـت  Ice-bagحمل نمونه و 
فرسـتاده شـد. پـس از كـاليبره      HPLCگيري با  اندازه

هاي كنترل كيفي به آن،  كردن هر دستگاه و دادن نمونه
خون بيماران توسط  HbA1cدر شرايط يكسان، ميزان 
گيري گرديد. ميزان خطاي  ههر دستگاه، جداگانه انداز

درصـد بـود كـه زيـر      4كلي مجاز ما براي هر روش، 
  درصـــد) بـــر اســـاس نظريـــه  3/4ميـــزان مجـــاز (

Biological variation 22باشد ( مي.(  
مقادير به دسـت   ي ميانگين فاصله ي جهت مقايسه

، از آزمـون آنـاليز   HPLCآمده از هر سه روش با مقادير 
بستگي بين مقادير به دسـت  واريانس و براي بررسي هم

ــا مقــادير   ، از آزمــون HPLCآمــده از هــر ســه روش ب
 اسـتفاده شـد.   Regressionو آناليز  Pearsonهمبستگي 

ي  نسـخه  SPSSافـزار   محاسبات آماري با استفاده از نرم
5/15 )version 15.5, SPSS Inc., Chicago, IL(   

  انجام گرفت.
مـورد   يهـا  در ادامه توضيحاتي در مـورد دسـتگاه  

  شود. استفاده در اين مطالعه ارايه مي
Knauer-HPLC ســـــــــاخت شـــــــــركت :  

Advanced scientific instruments  آلمان، دستگاهي
كروماتوگرافي تمايلي با كارايي بالا  ي است كه بر پايه

ميكروليتـر   4ي مـورد نيـاز    ساخته شده است. نمونـه 
خون كامل اسـت كـه پـس از افـزودن محلـول ليـز،       
سانتريفيوژ انجام گرفته، مايع رويـي بـراي تزريـق بـه     

حـدود   ،. انجام هر آزمونرود داخل دستگاه به كار مي
  طلبد. كشد و پرسنل كارآزموده مي دقيقه طول مي 30

Nycocard:  دســتگاهي كوچــك بــا يــك كيــت و
Nycocard reader   ،است و اساس تسـتBoronate-

affinity binding خون كامل، طبـق   ي باشد. نمونه مي
ها تركيب و محصول نهـايي بـر    دستور كيت با معرف

شود. سپس محلـول   ريخته مي Test deviceروي يك 
ــتفاده از     ــا اسـ ــت، بـ ــافه و در نهايـ ــو اضـ   شستشـ

Nycocard reader شود. كـار كـردن    نتيجه خوانده مي
  بـــا آن راحـــت اســـت و زمـــان هـــر تســـت،      

  باشد. دقيقه مي 10
Biosystem:   هـاي   محتـوي سـتون   يك كيـت كـه

باشد و در دمـاي   ها مي كروماتوگرافي به همراه معرف
اتاق بايد استفاده شود، اسـاس تسـت كرومـاتوگرافي    

اسپكتروفتومتري اسـت. طبـق دسـتور     -تعويض يوني
ها به همراه يك ستون براي هر نمونه بـه   كيت، معرف
و در انتها، مايع شسته شده از سـتون  شود  كار برده مي
گــردد. در  آوري مــي اســت، جمــع HbA1cكــه جــزء 

آزمايش ديگري، همـوليزات و يـك معـرف را     ي لوله
تام به دست آيد. سپس،  شود تا هموگلوبين تركيب مي

جذب نوري هر دو با دستگاه اسپكتروفتومتر در طول 
ايـن روش،   شـود.  گيـري مـي   نانومتر اندازه 415موج 

بسيار وقت گير است (حدود يـك سـاعت)، شـرايط    
ي بايد رعايت شود و دقـت فـراوان در انجـام آن    دماي

  لازم است.
Diazymeهـا و بافرهـا بـوده،     : كيت حاوي معرف

براي اسـتفاده در اتوآناليزرهـا سـاخته شـده اسـت و      
. خون كامل باشد هاي آنزيمي مي اساس تست، واكنش

طبق دستور كيت، با محلول ليز مخلوط شده، پـس از  
جذب نـوري   گيرد و مي مدت كوتاه در اتوآناليزر قرار

نانومتر محاسـبه   430 نمونه، با اتوآناليزر در طول موج
نتيجه به صورت مسـتقيم و بـا درصـد بيـان      شود. مي
گردد. اين تست بسيار راحت و كـار كـردن بـا آن     مي

  باشد. دقيقه مي 15آسان است و زمان انجام هر تست، 
روش مورد استفاده در  4لازم به ذكر است كه هر 

ــن  ــابي ( ايـ ــل رد يـ ــق، قابـ ــه Traceableتحقيـ ) بـ
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و همكار دكتر آذر برادرانHPLCبا روش مرجع  HbA1cگيري ي سه روش اندازهمقايسه

  .باشد مي DCCT/NGSPاستانداردهاي 
  

  ها افتهي
روش، شـامل   4به دست آمده از هـر   HbA1cمقادير 

ــار، در     ــراف معي ــانگين و انح ــداكثر، مي ــداقل، ح   ح
  خلاصه شده است. 1جدول 

  
  هاي مختلف به دست آمده از روش HbA1c . مقادير1جدول 
روش
  گيري اندازه

 HbA1cمقدار

 حداقل-حداكثر انحراف معيار ±ميانگين 
HPLC 4/1 ± 8/5 8/10-4/3 

Nycocard 8/1 ± 6/7 4/14-3/5 
Biosystem 8/1 ± 2/7 3/14-01/5 

Diazyme 1/2 ± 0/7 2/16-9/4 
HPLC: High-performance liquid chromatography 

  
هــاي انجــام شــده ميــانگين مقــادير  از بــين روش

تـر   نزديـك  HPLCبـه ميـانگين    Diazymeحاصل از 
قدر مطلق اخـتلاف مقـادير مـوازي     ي بود. با محاسبه

، HPLCحاصل از هر روش با مقادير حاصل از روش 
ــراي   ــه ب ــانگين آن را محاســبه شــد ك و  HPLCو مي

Nycocard ــر ــراي 8/1 ± 1/1 برابـــ و  HPLC، بـــ
Biosystem  ــادل ــراي  5/1 ± 1/1معـ و  HPLCو بـ

Diazyme  ــاوي ــاليز   3/1 ± 2/1مس ــون آن ــود. آزم ب
واريــانس بــا مشــاهدات تكــراري نشــان داد كــه ســه 

ــي   ــاري معن ــم اخــتلاف آم ــا ه ــانگين ب ــد  مي   دار دارن
)001/0 < P.( ترين ميانگين مربـوط بـه    كمHPLC  و

Diazyme  بود؛ به اين معني كه، مقادير موازي حاصل
ــه   Diazymeاز  ــه دو روش ديگــر ب  HPLCنســبت ب

  تر بوده است. نزديك
نشــان داد كــه بــين  Pearsonآزمــون همبســتگي 

به دست آمده از هر روش، با مقادير  HbA1cمقادير 

داري  خطـي معنـي   ي رابطـه  HPLCحاصل از روش 
 Regressionپارامترهـاي   ).P > 001/0وجود دارد (

 HPLC خطي به دست آمده از هر روش نسـبت بـه  
 ي شمارهدر جدول شده محاسبه  rنيز همراه با مقدار 

ضـريب  شـود كـه    آورده شده است؛ ملاحظـه مـي   2
ــتگي  ــين  )Pearson )rهمبس  Nycocardو  HPLCب

باشـد.   نزديـك مـي   1بيش از دو روش ديگر به عدد 
تر بين اين دو روش  اين امر، نشان از همبستگي قوي

 Regressionديگر است. نمودار هاي  نسبت به روش
  بـه تصـوير كشـيده     1ي  خطي نيز در شـكل شـماره  

  .شده است
  

  بحث
طبق آمار، جمعيت مبتلا به ديابت روز به روز در حال 
افزايش است. عوارض ميكروواسكولر ديابـت شـامل   
نفروپاتي، نوروپاتي و رتينوپاتي، بار عظيمي را بر فرد 

). ايجـاد  23-25كنـد (  و سيستم بهداشتي تحميل مـي 
بـالاي طـولاني مـدت در    قنـد خـون   اين عوارض بـا  

 ي گر تاريخچـه  نمايان HbA1cبيماران مرتبط است و 
گيـري   باشـد. انـدازه   ماه گذشته مي 2-3طي قند خون 

Hb    گليكوليزه روش استاندارد براي بررسـي طـولاني
) 2، 12، 25-28مدت كنترل طبيعي در بيماران است (

هاي  مقادير حقيقي و درست آن با روش گيري و اندازه
گيري و درمان بيمـاران بسـيار    آزمايشگاهي، جهت پي

  .باشد حايز اهميت مي
، بايــد نتــايج  HbA1c مقــادير ي بــراي مقايســه 

). از آن 2، 12هاي مختلف قابـل مقايسـه باشـد (    روش
 ي براي همه )HPLCجايي كه استفاده از روش مرجع (

مقـرون بـه صـرفه نيسـت، لـزوم      هاي باليني  آزمايشگاه
هايشـان تـا حـد     هاي جايگزين كه جـواب  يافتن روش
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نزديـك بـوده، همبسـتگي     HPLCهاي  امكان به جواب
شـود. مطالعـات    قوي با آن داشته باشد، مشـخص مـي  

  متعددي نيز در اين زمينه صورت گرفته است.
و همكــاران،  Halwachs-Baumann ي در مطالعــه

، Roche immunoassay هــاي روش اي بــين مقايســه
Variant HPLC  وHi-auto A1C analyze system 

صـورت گرفـت كـه     Diamat HPLCبا روش مرجع 
تـرين ميـانگين    نزديـك  Roche immunoassayروش 

رابه ميانگين روش مرجع داشت. ضـريب همبسـتگي   
، 970/0ها با روش مرجع، به ترتيب  هر كدام از روش

خواني خـوبي بـا    مبود كه هر سه، ه 972/0و  977/0
  ).29روش مرجع نشان داد (

  
  HbA1cگيري  هاي اندازه ي روش براي مقايسه Pearsonو ضريب همبستگي  b  +ax  =yخطي براي  Regression. پارامترهاي 2جدول 

y x A(شيب خط) B (عرض از مبدأ) ) ضريب همبستگيr( 

Nycocard  HPLC 908/0 316/2  76/0  
Biosystem  HPLC 836/0 295/2  68/0  

Diazyme  HPLC 081/1 685/0  75/0  
HPLC: High-performance liquid chromatography 

 

  به دست ) x(محور  Knauer-HPLCدر مقابل  )y، كه توسط سه روش جديد (محور HbA1c گيري اندازه ي نتايج نمودار مقايسه. 1شكل   
  آمده است.

HPLC: High-performance liquid chromatography 
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و همكاران نيز سه دستگاه  Turpeinenدر بررسي 
 Pearsonبا يكديگر مقايسه شـد. ضـريب همبسـتگي    

ــين  ــك  PolyCAT Aبـ ــاس   HPLC(يـ ــر اسـ بـ
(يك اتوآنـاليزر بـر    Diamatكروماتوگرافي ستوني) و 

ــا     ــر ب ــوني) براب ــويض ي ــاتوگرافي تع ــاس كروم   اس
ــتگي  90/0 ± 30/0 ــريب همبســــ ــود؛ ضــــ   بــــ

ــين  ــاس  IMX, PolyCAT Aبـــ ــر اســـ   (بـــ
Boronate-affinity binding(   ــز مســـــاوي   نيـــ

بـــه دســـت آمـــد. در ايـــن مطالعـــه،  85/0 ± 04/0
به عنـوان يـك روش مرجـع     Diamatهاي  محدوديت

آشكار شد و محققـان متوجـه شـدند كـه در شـيفت      
ازيك روش به روش ديگر، احتمال ايجـاد مشـكلات   

  ).30( گيري باليني وجود دارد جدي در پي
Hawkins  روش  4نيزPoint of care   را بـا روش

Roche tinaqant     مقايسه كـرد و ضـريب همبسـتگي
Pearson  ــر  را ــراي هــــ   ، Nycocardروش  4بــــ

DCA 2000 ،D55  وDiastat  بـه دسـت    9/0بيش از
ــن روش  ــين اي ــا،  آورد. از ب  DCA2000و  Diastatه

خواني را با روش مرجـع نشـان    بهترين عملكرد و هم
دادند و او نتيجه گرفت كه ايـن دو روش، جـايگزين   

ــراي    ــين ب ــديگر و همچن ــراي يك ــبي ب  Rocheمناس
). در هيچ كدام از مطالعات بررسي شده، 31باشند ( مي

مقـادير هـر روش بـا روش مرجـع      ي ميانگين فاصـله 
  .  )29-40( ارزيابي نشده است

 هــاي روش مــا، ضــريب همبســتگي ي در مطالعــه

Nycocard  وHPLC  و ضريب همبستگي  76/0برابر
بـرآورد   75/0مساوي  HPLCو  Diazyme هاي روش

عملكرد بهتري نسبت بـه   Diazymeشد ولي در كل، 
Nycocard  وBiosystem     داشت؛ چـرا كـه، ميـانگين

تـر بـود و    نزديك HPLCن به ميانگين مقادير آمقادير 
تـرين ميـانگين    كمهمچنين، نسبت به دو روش ديگر، 

داشـت. بـا ايـن     HPLCمقـادير را بـا روش    ي فاصله
حال، اين روش نيز به حد كـافي، مطلـوب نيسـت و    

باشـد؛ چـرا كـه،     HPLCتوانـد جـايگزين روش    نمي
ــا  Pearsonضــريب همبســتگي  ــن روش ب  HPLCاي

زيادي تا عدد يك دارد و همبسـتگي   ي ) فاصله75/0(
  آن، عالي نيست. 

خطـي   Regression ي معادلـه  براي هر سه روش،
تواند، براي تبديل مقادير به دست  به دست آمد كه مي

به كار رود. توصيه  HPLCآمده از هر روش به مقادير 
بيشتر و بر  ي شود، مطالعات بيشتري با حجم نمونه مي

هاي رايج ديگر در آزمايشـگاه   ها و دستگاه روي روش
موجـود در  باليني صورت گيرد تا در رفـع معضـلات   

  .گيري و درمان بيماران مؤثر باشد پي
  

  تشكر و قدرداني
اين مطالعه در قالـب طـرح پژوهشـي و بـه صـورت      

دســتياري، در دانشــگاه علــوم پزشــكي  ي نامــه پايــان
 .اصفهان انجام شده است
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Comparing Three Methods of HbA1c Measurement with High-

Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
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Abstract 
Background: The global prevalence of diabetes mellitus is increasing rapidly. Measurement of glycated 
hemoglobin, predominantly HbA1c, is fundamental to the management of patients with diabetes. HbA1c 
is used to monitor long-term glycemic control, adjust therapy, assess the quality of diabetes care and 
predict the risk for the development of complications. While HbA1c is the standard indicator for long-
term glycemic control in diabetes, there are different methods for measurement of HbA1c and all 
laboratories do not use the reference method of high-performance liquid chromatography (HPLC). This 
study aimed to compare three different methods of measuring HbA1c with HPLC to find out which 
method have acceptable concordance and correlation with the reference method.  

Methods: 58 patients with diabetes mellitus were assessed. Blood sample of each patient was checked via 
Diazyme (enzymatic assay), Nycocard (boronate-affinity binding) and Biosystem (microcalumn 
chromatography). The values of HbA1c in each method were compared with the Knauer-HPLC results. 

Findings: The mean (SD) of differential values between each method and HPLC in ANOVA test was 
1.8 (1.1) for Nycocard-HPLC, 1.5 (1.1) for Biosystem-HPLC, and 1.3 (1.2) for Diazyme-HPLC. 
Pearson's correlation coefficient was 0.76 between Nycocard and HPLC, 0.75 between Diazyme and 
HPLC and 0.68 between Biosystem and HPLC. With HPLC linear regression parameters were also 
determined for each method. 

Conclusion: Diazyme had a better performance and showed a greater concordance with HPLC among 
others; although it was not an ideal alternative for HPLC. 

Keywords: HbA1c, High-performance liquid chromatography (HPLC), Enzymatic assay, Column 
chromatograghy, Diabetes mellitus 
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