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ايمونواسي (و ) كروماتوگرافي مايع با عملكرد عالي(اي دو روش بررسي مقايسه
  در بررسي سطح خوني فنوباربيتال و كاربامازپين) پلاريزاسيون فلوئورسانس

    
 
 
  I بيتا بهرامياندكتر *

   II پور عليرضا صادقي  دكتر 
  III علي زمان درويش حرمت دكتر  

  
  
   

     
 

 
 

  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  مقدمه
 Therapeutic Drug(ســنجش ســطح درمــاني داروهــا     

Monitoring ( ياTDM يــك عملكـرد بسيار مهم آزمايشگاه   
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

باليني مدرن است كه انجـام صـحيح آن موجـب پيـشرفت در              
  گردد و بر عكــس انجــام نادرســت آن  امر دارو درماني مي

  

 چكيده
هـاي   تكنيـك . يك عملكرد بسيار مهم آزمايشگاه باليني مدرن است) TDM(سنجش سطح درماني داروها   : زمينه و هدف      

هاي ايمونواسي بـه دليـل    روش. گردند گيري داروها محسوب مي كروماتوگرافي از ديرباز به عنوان استاندارد طلايي اندازه 
 امروزه بـسيار مـورد اسـتفاده        ،هاي خودكار، سرعت بالا و عدم نياز به پرسنل متخصص           تمقابليت پياده شدن روي سيس    

كرومـاتوگرافي مـايع بـا    ( بـا روش FPIAيـا  ) ايمونواسي پلاريزاسيون فلوئورسانس(اين مطالعه به منظور مقايسه . هستند
  . يتال انجام شده استگيري سطح خوني داروهاي كاربامازپين و فنوبارب  در اندازهHPLCيا ) عملكرد عالي

 بيمـار مـصرف كننـده    103 بيمـار مـصرف كننـده فنوباربيتـال و     100در اين تحقيق مقطعـي ـ تحليلـي    : سيرروش بر    
گيري قرار گرفتند، سطح خوني دارو        هاي رفرانس ايران مورد نمونه       آزمايشگاه TDMكاربامازپين مراجعه كننده به بخش      

و  T-test ،هـاي آمـاري ضـريب همبـستگي پيرسـون           ري شد و نتايج با استفاده از آزمون       گي  در آنها با هر دو روش اندازه      
  . آناليز خطي رگرسيون مورد بررسي قرار گرفتند

 بود كـه نـشان دهنـده ارتبـاط          953/0 و   971/0براي فنوباربيتال و كاربامازپين به ترتيب       ) r(ضريب همبستگي : ها  يافته    
هاي مربـوط    نشان دادند كه ارزشT-testآناليز خطي رگرسيون، همچنين    . دو روش بود  دار بسيار خوب بين       آماري معني 

  .باشند  ميHPLC كمي بيشتر از روش FPIAبه روش 
گيـري سـطح خـوني        توانند به عنـوان جـايگزين در آزمايـشگاه بـاليني جهـت انـدازه                 مي FPIA و   HPLC: گيري  نتيجه    

تنها در مـوارد خـاص كـه نيـاز بـه دقـت بـالا دارد و نيـز مطالعـات                      . ه قرار گيرند  فنوباربيتال و كاربامازپين مورد استفاد    
  . تواند مفيدتر باشد  ميTDM ،HPLCتحقيقاتي در 

           

  سنجش سطح درماني داروها – 1:    ها كليدواژه
  ايمونواسي پلاريزاسيون فلوئورسانس – 2                        

    كاربامازپين– 5     فنوباربيتال – 4     كروماتوگرافي مايع با عملكرد عالي – 3                        
  

  26/12/83:تاريخ پذيرش، 8/9/83:تاريخ دريافت

I(شناسي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهراندستيار آسيب).*مؤلف مسؤول(  
II (شناسي، بيمارستان حضرت رسول اكرم، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران استاديار و متخصص آسيب.  

III (هاي رفرانس ايران، بخش سنجش دارو م آزمايشگاهي، آزمايشگاهاي علو دكتراي حرفه.  
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دون كمــك بــه امــر هــاي آزمايــشگاهي و درمــاني را بــ هزينــه
هاي دارويـي     ترين گروه   يكي از مهم   )1(.دهد  درمان، افزايش مي  

 د، داروهـاي ضـد صـرع      ــ ـگيري مرتـب دارن     كه نياز به اندازه   
)Anti epileptic ( صـرع بيمـاري شـايعي اسـت،     . باشـند  مـي

 و ميزان وقوع مـوارد      درصد7/0-8/0شيوع جهاني آن تقريباً     
ــد ــيدرصــد5/0آن ) Incidence(جدي ــد  م ــازپين. باش  كاربام

)CBZ ( و فنوباربيتال)PHE (         بـه عنـوان داروهـاي مقـام اول
   )2(.روند براي كاهش وقوع و شدت صرع به كار مي

" اسـتاندارد طلايـي   "هاي كروماتوگرافيك به عنـوان        روش    

 )3(.گردنــد ا محــسوب مــيــــي داروهــــري كمــــگي در انــدازه
ــروزه  ــاتوگرافي ماي"ام ـــكروم ــا عملكـ ـــع ب ــاليرـ ــا "د ع   ي

)HPLC= High Performance Liquid Chromatography( 
به دليـل حـساسيت و ويژگـي بـالاي آن بـسيار مـورد توجـه          

هاي ايمونواسي نيز امروزه به طور وسيعي بـه            روش )4(.است
گيـري سـطح دارو از       رونـد كـه در واقـع بـراي انـدازه            كار مي 
   )3(.برند هاي ايمونولوژيك بهره مي روش

 Fluorescence( مونواسي پلاريزاسـيون فلوئورسـانس  اي    

Polarization Immunoassay=FPIA ( نيــز يكــي از انــواع
باشد و    ها است كه روشي بسيار حساس و ظريف مي          سنجش

 روشـي   HPLC) 3(.امروزه كاربرد وسـيعي پيـدا كـرده اسـت         
دقيق است ولي در عين حال با توجه به گراني دسـتگاه، نيـاز              

 بـراي پيـاده كـردن تكنيـك         جربه و كـارآزموده   به پرسنل با ت   
راي انجام آزمايش،   ـر ب ـت  ي آن و نيز زمان طولاني     مناسب برا 

هـا خـصوصاً در       قابل دسترسي براي بسياري از آزمايـشگاه      
 روشـي   FPIAباشـد، در مقابـل        هاي كوچـك نمـي      شهرستان

هاي خودكـار قابـل پيـاده شـدن اسـت،             است كه روي سيستم   
گيري اورژانسي سـطح    و در موارد اندازهسرعت آن بالا بوده 

داروها، كارايي بالايي دارد، همچنين قابليـت بهـره بـرداري از            
  . تر تخصصي نيز وجود دارد هاي كم آن در آزمايشگاه

ــا همكــاري بخــش        ــه كــه ب ــن مطالع ــي اي  TDMهــدف كل
هاي رفرانس ايران انجام شده است، مقايسه نتـايج           آزمايشگاه

ــا روش FPIAحاصــله از روش  ــدازهHPLC ب ــري   در ان گي
سطح خوني داروهاي فنوباربيتال و كاربامازپين بـوده اسـت          

دار آمـاري، بتـوان       كه در صورت عدم وجـود اخـتلاف معنـي         

بدون اينكه نگران عدم هماهنگي بـين آزمايـشگاه رفـرانس و            (
از ) گيري سطح خوني داروهـا باشـيم   ساير مراكز جهت اندازه  

هاي باليني كشور     تري در آزمايشگاه    يعاين تكنيك به طور وس    
  . استفاده نماييم

  
  روش بررسي

 بيمار كه در فاصـله  203    اين مطالعه تحليلي ـ مقطعي روي  
 بيمــار 100(83 و فــروردين ســال 82زمــاني زمــستان ســال 

ــال و   ــده فنوباربيت ــصرف كنن ــده  103م ــصرف كنن ــار م  بيم
بـه بخـش    گيري سـطح خـوني دارو         جهت اندازه ) كاربامازپين

هاي رفرانس ايـران مراجعـه كـرده          مايشگاهز  سنجش داروي آ  
ــت  ــد، صــورت گرف ــام، تحــت   . بودن ــت ن ــس از ثب ــاران پ بيم

 خـون گرفتـه     cc5گرفتنـد، از هـر بيمـار          گيري قـرار مـي      خون
گيـري دارو     جهـت انـدازه   . گرديـد   شد و سرم بيمار جدا مي       مي

ه شـد ب ـ    ، ابتدا دارو بايد اسـتخراج مـي       HPLCتوسط دستگاه   
 ميكروليتـــر از ســـرم بيمـــار را در لولـــه 100ايـــن منظـــور 

 Aceto( "اسـتونيتريل " ميكروليتـر  250سانتريفوژ محتـوي  

nitrile ( ميكروليتــر محلــول اســتاندارد داخلــي 25همــراه بــا 
كـرديم، سـپس آن    مي) Vortex( بوتوباربيتال وارد و ورتكس 

ــدت   ــه م ــا دور  5را ب ــانتريفوژ ب ــه در س ، RPM10000 دقيق
 ميكروليتر از محلـول صـاف شـده         20. نموديم  تريفوژ مي سان

دسـتگاه  .(استخراج يافته بالايي، آماده تزريق به دسـتگاه بـود         
HPLC1100 ساخت كارخانه Cecil .(  

 دقيقه دارو بر اسـاس      5-10پس از تزريق، طي مدت زمان           
زمان بازيابي مشخص خود كه متناسب با ميل تركيبي آن بـا            

روي ) Peak(باشــد، بــه صــورت پيــك يمــ) فــاز ثابــت(ســتون
سـطح زيـر پيـك      . شـد   اه نمايـان مـي    صفحه كـامپيوتر دسـتگ    

گرديد، هم براي دارو و هم براي استاندارد داخلي           به مي سامح
آمـد كـه      كه با تقسيم اين دو عدد بر هم فاكتوري به دست مي           

دستگاه براساس آن به طور خودكار ميزان دارو را بر حسب           
جهـت   .نمـود   ليتـر محاسـبه و اعـلام مـي         لـي ميكروگرم بـر مي   

ــدازه ــا روش   ان ــري دارو ب ــتگاه  FPIAگي ــز از دس  TDX ني
شـــد كـــه داخـــل   اســـتفاده مـــيAbottســـاخت كارخانـــه 

Cartridge 100 ميكروليتــر ســرم و نيــز 100هــاي دســتگاه 
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ريختيم، كيت را در محل مخصوص        ميكروليتر سرم كنترل مي   
ا قفـل كـرده و سـپس        داديم، دستگاه ر    آن در دستگاه قرار مي    

نموديم، دستگاه بـا آنـاليز خودكـار غلظـت سـرمي          روشن مي 
هـا    پـژوهش، دسـتگاه  از شروع كارقبل  . كرد  دارو را اعلام مي   

هـاي مكـرر سـه        گيـري   هـا بـا انـدازه        و دقت روش   كاليبر شده 
. غلظت بالا، متوسـط و پـايين داروهـاي كنتـرل بررسـي شـد              

CV      هر سـه غلظـت در       ها در   هاي به دست آمده در اين روش 
 بود كه قابل مقايسه با متدهاي ثابـت ارائـه           1/5-6/9محدوده  

   )5(.باشد شده پيشين مي
ر دو روش بـــراي گيـــري بـــا هـــ ده قابـــل انـــدازهمحـــدو    

ر و بـــراي ـــــليت  ميكروگـــرم بـــر ميلـــي2-20كاربامـــازپين 
ه محــدود. ليتــر بــود  ميكروگــرم بــر ميلــي5-80فنوباربيتــال 

ــازپين  ــاني كاربام ــ8-12 درم ــي  ميكروگ ــر ميل ـــليت رم ب ر و ـ
نتـايج  . دــباش  ر مي ــليت   ميكروگرم بر ميلي   15-40بيتال  فنوبار

ــرم    ــط ن ــده توس ــت آم ــه دس ــاري   ب ــزار آم ــا 10SPSSاف  ب
 ونـــــي پيرســب همبـــستگـــــهـــاي آمـــاري ضري آزمـــون

)Pearson Correlation Coefficent( ،T-test  ــاليز و آنـ
در ايـن پـژوهش     . فتنـد خطي رگرسيون مورد بررسي قرار گر     

شركت يا عدم شركت بيماران در مطالعه اثري بر نحوه ارائـه            
اي نيـز بـه بيمـاران تحميـل           خدمات درماني نداشـت و هزينـه      

  .شد نمي
  

  ها يافته
 بيمـار مـصرف كننـده       100    به طـور كلـي در ايـن مطالعـه           

 بيمار مـصرف كننـده كاربامـازپين مـورد          103فنوباربيتال و   
ميـانگين سـطح سـطمي كاربامـازپين بـا         . رفتندبررسي قرار گ  

دامنــه .  بــود59/7 و 83/6 بــه ترتيــب FPIA و HPLCروش 
 محاســبه 1/12 و 3/12هــا بــه ترتيــب  تغييــرات بــا ايــن روش

چنين ميانگين سطح سرمي فنوباربيتال با دو روش          هم. گرديد
HPLC و FPIA دامنـــه .  بـــود49/29 و 66/27 بـــه ترتيـــب

 FPIA  ،90/76 و بـا روش      HPLC  ،30/78تغييرات بـا روش     
  . )2و 1جداول شماره (محاسبه شد

  مون همبستگي و ضريب همبستگي پيرسون           با استفاده از آ   
بــه بررســي ارتبــاط ســطح ســرمي فنوباربيتــال بــا دو روش 

HPLC   و FPIA        دار مـستقيم      پرداخته شد كـه ارتبـاط معنـي
ــا). P=000/0 و r=971/0( آمـــاري وجـــود دارد  همچنـــين بـ

 و  FPIA ارتباط خطي بين روش      ،استفاده از آناليز رگرسيون   
HPLC ــد ــده شـــ ، r ،94/1=y0 ،99/0=Slope=971/0(  ديـــ

008/4=SEE .(   
مقايسه شاخص آماري سطح سرمي كاربامازپين با  -1جدول شماره 

   FPIA و HPLCدو روش 
  HPLC FPIA    روش     سطح سرمي دارو                    

  59/7  84/6  ميانگين
  4/7  6/6  ميانه
  Mode(  5/4  2/7(نما

  Standard Deviation(  61/2  45/2(انحراف از ميانگين
  Range(  3/12  1/12(دامنه
  Minimum(  7/1  2/2(حداقل
  Maximum(  14  3/14(حداكثر

  
هاي آماري سطح سرمي  مقايسه شاخص -2جدول شماره 

  FRIA و HPLCفنوباربيتال با دو روش 
  HPLC FPIA  و                           روشسطح سرمي دار

  49/29  66/27  ميانگين
  65/27  26  ميانه
  Mode(  30  32(نما

  Standard Deviation(  12/16  54/16(انحراف از ميانگين
  Range(  30/78  90/76(دامنه
  Minimum(  70/0  10/0(حداقل
  Maximum(  79  77(حداكثر

  
گيري شده   كه مقادير اندازهها حاكي از اين است     اين يافته

جدول ( كمي بالاتر هستندHPLC نسبت به FPIAبا روش 
به همين ترتيب با استفاده از آزمون . )1، نمودار شماره 3شماره 

همبستگي و ضريب همبستگي پيرسون به بررسي ارتباط 
 FPIA و HPLCسطح سرمي كاربامازپين با دو روش 
دار آماري وجود  پرداخته شد كه ارتباط مستقيم معني

  ). p=000/0 و r=953/0(دارد
با استفاده از آناليز رگرسيون نيز ارتباط خطي بين     

، r ،47/1=y0=953/0( ديده شدHPLC و FPIAسيستم 
89/0=Slope ،47/0=SEE .(ها حاكي از اين است كه  اين يافته
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 HPLC نسبت به FPIAگيري شده با سيستم  مقادير اندازه
، 3جدول شماره (ي بالاتر هستندــميشه كمبه طور نسبي، ه

  . )2  شمارهنمودار
 نيز به Paired T-Testبا استفاده از آزمون آماري     

هاي سطح سرمي فنوباربيتال و  اي ميانگين بررسي مقايسه
 پرداخته شد كه FPIA و HPLCكاربامازپين در دو روش 

 دار وجود داشت در هر دو مورد تفاوت آماري معني
)000/0=p (ين معني كه ميانگين سطوح سرمي داروهاي به ا

 HPLC بيش از FPIAفنوباربيتال و كاربامازپين در روش 
اي در سطوح  تر كردن مطالعه، مقايسه جهت اختصاصي. است

 انجام شد كه در 40 و بيش از 40فنوباربيتال كمتر يا مساوي 
 .)3جدول شماره (هر دو ارتباط مستقيم آماري وجود داشت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

 اندازه گيري شده با دو روش فنوباربيتالمقايسه سطوح  -1نمودار شماره 
HPLC و FPIA 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

گيري شده با دو روش   اندازهمقايسه سطوح كاربامازپين - 2 نمودار شماره
HPLC و FPIA  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
اري بين دو دار آم  پژوهش ارتباط مستقيم معني    در اين

 در بررسي سطح خوني فنوباربيتال HPLC و FPIAروش 
با توجه به اين كه در هر دو . و كاربامازپين به دست آمد

توان گفت همبستگي خوبي بين دو   است مي<95/0rمورد 
اي توسط جامعه   مطالعه1979در سال . روش وجود دارد

 با FPIAشيمي باليني آمريكا به منظور مقايسه روش 
 جهت Gas chromatography و EMITهاي  روش
توئين به عمل آمد كه هر سه متد  گيري سطح خوني فني اندازه

   )6(.تطابق بالايي داشتند
 مطالعه ديگري در دپارتمان پاتولوژي 1988    در سال 
Baltimore انجام شد كه طي آن تكنيك FPIA با متد مرجع 

GC97/0د  مورد مقايسه قرار گرفت كه در تمام موارr> بود 

  نتايج آناليز رگرسيون-3جدول شماره
  تعداد  ضريب همبستگي  بيني شده خطاي استاندارد پيش y0(intercept)  شيب  مقايسه

  FPIA(y) ،VS.HPLC(x) 99/0  94/1  008/4  971/0  100: فنوباربيتال
  FPIA(y) ،VS.HPLC(x)  89/0  47/1  47/0  953/0  103: كاربامازپين
  Ug/ml (FPIA(y) - HPLC(x)  96/0  4/4  39/6  946/0  17(40>فنوباربيتال
  Ug/ml (FPIA(y) - HPLC(x)  01/1  56/1  22/3  890/0  78(40<فنوباربيتال
  Ug/ml (FPIA(y) - HPLC(x)  77/0  78/2  67/0  866/0  27(8>پينكارباماز

  Ug/ml (FPIA(y) - HPLC(x)  82/0  73/1  73/0  853/0  64(8<كاربامازپين
SEE: Standard error of estimate, r: Correlation coefficent )ضريب همبستگي( , P<0.05 

FPIA: ايمونواسي پلاريزاسيون فلورسانس, HPLC:  مايع با عملكرد عاليكروماتوگرافي  
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 1994 در سال )7(.و تطابق بالايي بين دو روش گزارش شد
 در كشور "Bethel"لپسي   دپارتمان بيوشيمي مركز اپيدر

، HPLCهاي  اي به منظور مقايسه تكنيك آلمان، مطالعه
EMIT و FPIA با يك سيستم Immunoassay بنام 

"Biotrack"توئين و   روي بيماران مصرف كننده فني
 متغير 985/0 تا 931/0 از rد كه ــمازپين انجام شكاربا
ور چين در دپارتمان ــ در كش2002در سال ) 8(.بود

ه ــور مقايســه منظــ بLanzhouداروسازي بيمارستان 
گيري   جهت اندازهFPIA با متد HPLCنوعي سيستم 

لا به صرع به عمل ــاران مبتــاي بيمــكاربامازپين پلاسم
در ضمن بررسي با روش .  بودr=989/0آمده است كه 

 بالاتر از FPIAنشان داده است كه نتايج  T-testآماري 
HPLC9(. هستند(   

    در مطالعه ما نيز در مورد فنوباربيتال شيب 
 89/0 و در مورد كاربامازپين m ،99/0يا ) Slope(منحني

 47/1 و 94/1 به ترتيب y0يعني نزديك به يك است ولي 
گيريم كه   نتيجه ميy0=mx+y با توجه به رابطه .محاسبه شد

كمي بيشتر از روش قديمي ) FPIA(هاي روش جديد ارزش
)HPLC (باشد كه اين مسئله با آزمون  ميPaired T-Test 

   . هم تأييد شده است
در ضمن در اين مطالعه براي داروها سطح مرزي تعيين     
ش در سطوح و دو رو) 8 و كاربامازپين 40فنوباربيتال (شد

بالا و پايين آن هم مورد مقايسه قرار گرفتند كه ارتباط 
 بود كه 95/0 كمتر از rمستقيم آماري به دست آمد ولي 

دهد با محدود كردن زمينه مطالعه از ميزان ارتباط  نشان مي
  .شود و خطي بودن منحني رگرسيون كاسته مي

  
  گيري  نتيجه

 قابل جايگزيني FPIAخواني خوب دو روش،      به دليل هم
شود وقتي نياز به  تنها توصيه مي. باشد  ميHPLCبه جاي 

هاي  هاي كمي بسيار حساس است مثل طرح گيري اندازه
به كاهش خطا تا حد نزديك پژوهشي ـ تحقيقاتي كه مجبور 

 كه HPLCبه صفر هستيم، بهتر است همچنان از روش 
  . روش مرجع است، استفاده شود
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Comparative Evaluation of High Performance Liquid 

Chromatography(HPLC) & Fluorescent Polarization Immunoassay(FPIA) 
Methods in Measuring Blood Concentration of Phenobarbital & 

Carbamazepine 
 
  

                                                       I                                                 II                                           III                          
*B. Bahramian, MD         A. Sadeghipoor, MD      H. Darvish Ali, MTD       

                                                                                                                           
        
 
 

Abstract 
    Background & Aim: Therapeutic drug monitoring(TDM) is a very important function of a modern clinical laboratory. 
Chromatographic techniques have been the gold standard method for quantitative monitoring of drugs from the long time 
ago. Immunoassay methods are very useful today due to their ability to be installed on automation systems, their high 
speed and independence from expert personnel. The present study was undertaken to compare high performance liquid 
chromatography(HPLC) method with fluorescent polarization immunoassay(FPIA) for analysis of carbamazepine(CBZ) and 
phenobarbital (PHE) level in human blood. 
    Patients & Methods: In this cross-sectional research 100 patients on PHE and 103 patients on CBZ regimen admitted 
to  TDM center of Iran Reference Laboratories were sampled. Levels of drug in blood were measured. Data were recorded 
and then analysed by statistical tests of Pearson correlation coefficent(r), linear regression analysis and T-Test.   
    Results: For PHE and CBZ, r was respectively 0.971 and 0.953, which indicated a good correlation between two 
methods. Linear analysis of regression and T-Test showed that data sets of FPIA method are a little higher than HPLC.  
    Conclusion: Both HPLC and FPIA may be applied to determine PHE & CBZ in TDM. HPLC can be more useful in special 
cases who need high precision and TDM related research.  
 
 
 
 
Key Words:  1) Therapeutic Drug Monitoring(TDM) 
 
                      2) Fluorescent Polarization Immunoassay(FPIA) 
 
                      3) High Performance Liquid Chromatography(HPLC) 
 
                      4) Phenobarbital(PHE)   5) Carbamazepine(CBZ) 
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