
Αιµοσφαιρίνη

(Hemoglobin - ΗGB ή Hb)
5

αιµοσφαιρίνη (Hb) είναι χρωµοπρωτεΐνη. Αποτελεί,
µετά το νερό, το σηµαντικότερο κατά βάρος συστατικό
των ερυθρών αιµοσφαιρίων, ενώ συγχρόνως είναι και

ο κύριος φορέας της λειτουργικότητάς τους. Το µόριό
της αποτελείται από σφαιρίνη 95% και αίµη 5%. Η αίµη δίνει χρώµα
στη αιµοσφαιρίνη (κόκκινο). Η ελάττωση του ολικού αριθµού των
ερυθροκυττάρων, η πτώση της τιµής Ηb ή συνδιασµός των δύο,
οδηγεί σε παθολογικές καταστάσεις που λέγονται αναιµίες.

5.1 Μέτρηση Αιµοσφαιρίνης

Στην καθηµερινή πρακτική ο φωτοµετρικός τρόπος προσδιορι-
σµού της αιµοσφαιρίνης είναι ο πιο κατάλληλος και χρησι-
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µοποιείται ευρέως. Επειδή η αιµοσφαιρίνη είναι χρωµοπρωτεΐνη
και µάλιστα βρίσκεται σε υψηλή συγκέντρωση στο αίµα, προστί-
θεται σε γνωστό όγκο πλήρους αίµατος που έχει αναδευτεί
επαρκώς, διαλύτης, που προκαλεί λύση των ερυθροκυττάρων
και παράγει αιµόλυµα. Η λύση επιτυγχάνεται λόγω υποτονικό-
τητας του διαλύτου. Κατόπιν, το ποσόν της Ηb προσδιορίζεται
από την απορρόφηση του φωτός (οπτική πυκνότητα) του διαλύ-
µατος της Ηb και των παραγώγων της σε ένα επιλεγµένο µήκος
κύµατος.

5.1.1 Μέθοδος κυανοµεθαιµοσφαιρίνης (HiCN) ή Drapkin
ή φωτοµετρική

Η ICSH έχει προτείνει µία µέθοδο αναφοράς κατά την οποία η
αιµοσφαιρίνη µετατρέπεται σε κυανοµεθαιµοσφαιρίνη.

Η µέθοδος αναφοράς απαιτεί την προσθήκη ενός διαλύτη
(Drapkin – αντιδραστήριο που παρέχεται έτοιµο στο εµπόριο και

ο τρόπος παρασκευής του
αναγράφεται στις οδηγίες
χρήσεώς του) και περιέχει:

1. Κυανιούχο κάλιο και
σιδηροκυανιούχο κάλιο για
τη µετατροπή της αιµο-
σφαιρίνης σε κυανοµεθαι-
µοσφαιρίνη και αποτελεί
την αρχή στην οποία στηρί-
ζεται η µέθοδος αυτή.

2. ∆ισόξινο φωσφορικό
κάλιο για να µειωθεί το pΗ,
να επιταχυνθεί η αντίδραση
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και η αναγνώριση της απορρόφησης του φωτός να γίνει στα 3
min αντί στα 10-15 min.

3. Ένα µη-ιονικό απορρυπαντικό για να επιταχυνθεί η κυττα-
ρική λύση και να ελαττωθεί η θολερότητα από την καθίζηση των
λιποπρωτεϊνών (και σε µικρότερο βαθµό από το στρώµα των ερυ-
θροκυττάρων). Αν δεν χρησιµοποιηθεί απορρυπαντικό, η ελάτ-
τωση του pΗ µε την προσθήκη του δισόξινου φωσφορικού καλίου
προκαλεί µεγάλη θολερότητα.

Η διατήρησή του γίνεται σε γυάλινες σκοτεινόχρωµες φιά-
λες, σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, σε σκοτεινό χώρο. Κάτω
απ’ αυτές τις συνθήκες το αντιδραστήριο είναι σταθερό για
αρκετούς µήνες. Για τη συντήρησή του δεν πρέπει να χρησιµο-
ποιούνται πλαστικές φιάλες.

Η ανάγνωση της οπτικής πυκνότητας του διαλύµατος γίνεται
στα 540nm µε το φασµατοφωτόµετρο. Σαν τυφλό διάλυµα µπο-
ρεί να χρησιµοποιηθεί είτε νερό, είτε κατά προτίµηση διαλύτης,
όπου η απορρόφηση είναι µηδενική. Το φως που διέρχεται από
το διάλυµα, ανιχνεύεται από ένα φωτοηλεκτρικό κύτταρο και η
κλίµακα του οργάνου δείχνει είτε την απορρόφηση του φωτός
είτε τη διαπερατότητα. Ο υπολογισµός της αιµοσφαιρίνης (Ηb)
γίνεται συγκρίνοντας την ένδειξη του οργάνου προς κάποιο διά-
λυµα αναφοράς και χρησιµοποιώντας µια καµπύλη προτύπων.

Τα φωτόµετρα είναι ευαίσθητα στην παρουσία θολερότητας,
που µπορεί να οφείλεται σε υψηλό αριθµό λευκών, υψηλές
συγκεντρώσεις λιπιδίων ή πρωτεϊνών του πλάσµατος ή σε ερυ-
θρά, που δεν έχουν υποστεί λύση. Η αυξηµένη θολερότητα
προκαλεί ψευδή αύξηση της τιµής της Ηb. Όταν τα λευκά είναι
υψηλά, η επίδραση της θολερότητας παρακάµπτεται µε φυγο-
κέντρηση ή διήθηση του διαλύµατος πριν από την ανάγνωση της
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απορρόφησης. Η θολερότητα, που οφείλεται σε υψηλή συγκέ-
ντρωση πρωτεϊνών του πλάσµατος (π.χ. λόγω της παρουσίας
παραπρωτεΐνης ή από σοβαρή χρόνια λοίµωξη ή φλεγµονή)
µπορεί να διαλυθεί µε την προσθήκη ανθρακικού καλίου ή µε
µία σταγόνα διαλύµατος αµµωνίας 25%. Όταν η θολερότητα
οφείλεται σε υπερλιπιδαιµία µπορεί να παρασκευαστεί τυφλό
διάλυµα από το διαλύτη και το πλάσµα του ασθενούς. Επίσης το
λίπος µπορεί να αποµακρυνθεί µε διαιθυλαιθέρα και φυγοκέ-
ντρηση. Τα στοχοκύτταρα των ηπατοπαθειών και τα ερυθρά,
που περιέχουν αιµοσφαιρίνη S ή Ο είναι πιθανόν να µην υπο-
στούν λύση και τότε η αυξηµένη θολερότητα προκαλεί ψευδή
αύξηση της τιµής της αιµοσφαιρίνης (Ηb). Καµιά φορά το φαι-
νόµενο αυτό παρατηρείται χωρίς να υπάρχει καµία γνωστή
ανωµαλία των ερυθρών. Η παρασκευή ενός διαλύµατος 1:1 µε
απεσταγµένο νερό εξασφαλίζει την πλήρη λύση των ωσµωτικά
ανθεκτικών ερυθρών.

Η µέθοδος της κυανοµεθαιµοσφαιρίνης έχει υποστεί τρο-
ποποιήσεις για να εφαρµόζεται σε αυτόµατους αναλυτές µε τη
χρήση ποικίλων λυτικών παραγόντων και για να διαβάζεται η
απορρόφηση σε συντοµότερο χρόνο ή σε διαφορετικό µήκος
κύµατος.

5.1.2 Τεχνική για τον προσδιορισµό της αιµοσφαιρίνης
µε την µέθοδο Drapkin

� Προτιµάται φλεβικό αίµα µε αντιπηκτικό EDTA.

� Τοποθετούνται σε δοκιµαστικό σωλήνα:

� Αντιδραστήριο 5ml (Drapkin)

� Ολικό αίµα 0,02 ml ή 20µl
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� Καλή ανάµειξη

� Το σωληνάριο αφήνεται α-
διατάραχτο τουλάχιστον για
3 min

� Ανάγνωση της οπτικής πυ-
κνότητας σε µήκος κύµατος
(λ): 540nm µε φωτόµετρο

5.1.3 Τρόποι για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης
της αιµοσφαιρίνης

� Προκύπτει από το γινόµενο της απορρόφησης του
δείγµατος µε έναν σταθερό συντελεστή που δίνουν οι
οδηγίες χρήσης του αντιδραστηρίου.

Παράδειγµα: Έστω Α (απορρόφηση – absorbance – εξετα-
στέου) x 36,77 (η συνηθέστερη σταθερά του αντιδραστηρίου -
factor) = C (η συγκέντρωση – concentration - της Hb σε g/dl).

Α x 36,77 = C gr/dl

� Με calibrator ή standard.

Παράδειγµα: Α (απορρόφηση εξεταστέου): Α (απορρόφηση
standard) x 15 (γνωστή συγκέντρωση - standard) = C (η συγκέ-
ντρωση της Hb σε g/dl)

A εξ
Α st

x 15 = C gr/dl

� Με πρότυπη καµπύλη αιµοσφαιρίνης
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Νέα καµπύλη γίνεται κάθε φορά που αλλάζει η παρτίδα του
αντιδραστηρίου.

1. Σε πλαστικό σωληνάριο κάνουµε συνήθως τρεις αραιώ-
σεις του ρυθµιστικού διαλύµατος (calibrator ή standard) µε το
Drapkin για να δηµιουργήσουµε ένα εύρος συγκεντρώσεων
αιµοσφαιρίνης.

Παράδειγµα:

� Σε ένα πλαστικό σωληνάριο κάνουµε αραίωση του standard
που έχει συγκέντρωση π.χ. C=15 gr/dl (η τιµή δίνεται έτοιµη
από το εµπόριο) µε Drapkin, σε αναλογία 1:250 (20 µl ή 0,02
ml standard µέσα σε 5000 µl ή 5 ml Drapkin.

� Ετοιµάζουµε δύο σωληνάρια και βάζουµε και στα δύο 500 µl
ή 0,5 ml Drapkin

� Προσθέτουµε στο πρώτο από τα δύο σωληνάρια 500 µl ή 0,5
ml από το αραιωµένο standard˙ (αραίωση 1:500). Η συγκέ-
ντρωση γίνεται 7,5 gr/dl. Αναδεύουµε καλά και

� Προσθέτουµε 500 µl ή 0,5 ml από το πρώτο σωληνάριο στο
δεύτερο (αραίωση 1:1000). Τώρα η συγκέντρωση γίνεται
3,75 gr/dl. Αναδεύουµε.

2. Φωτοµετρούµε στα 540nm την απορρόφηση των τριών
δειγµάτων.

3. Σε ένα χιλιοµετρικό χαρτί ορίζουµε τον άξονα των χ
(τετµηµένων) ως άξονα των απορροφήσεων (Α) και τον άξονα
των y (τεταγµένων) ως άξονα της συγκέντρωσης (C) σε gr/dl.
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