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يك روش دقيق : تعيين سطح پلاسمايي تيامين در بيماران همودياليزي

  كروماتوگرافي با كاركرد عالي

  

  

  
*

  Iمنيژه متوليان دكتر

  IIعفت سوري دكتر

  IIIنيوشا تفرشيدكتر 

  IVزاده حسن جلاليدكتر 

  Vمسعود محمودياندكتر 

  چكيده

.  همـراه اسـت    هـا   متابوليـسم ويتـامين     عناصر كميـاب و     اغلب با تغييرات   ،هاي جايگزين كليه   درمان :زمينه و هدف  
غلظـت پلاسـمايي    . گيـرد   مـي  صورت روتين در مراكز ديـاليز صـورت       ها به بيماران دياليزي به        ويتامين تجويز مولتي 

در اين مطالعه يك روش دقيـق كرومـاتوگرافي بـا كـاركرد             .  بيمار است  اي  ه نشانگر خوبي براي وضعيت تغذي     ،تيامين
بيمـاران   غلظت پلاسمايي تيامين در گروهـي از       اندازي شده و    تعيين غلظت پلاسمايي تيامين در انسان راه       عالي براي 

گيري ميزان تيامين در خون بيمـاران هموديـاليزي           هدف از انجام اين پژوهش، اندازه      .همودياليزي بررسي شده است   
  .اي حاوي تيامين استه مزمن به منظور ارزيابي نياز يا عدم نياز اين بيماران به مكمل

 نفر بيمار همودياليزي ايراني براي تعيين ميزان تيامين آن آناليز           9 پلاسماي   ،در اين مطالعه تجربي    :سيربرروش  
طريقه عمـل بـر اسـاس اكـسيداسيون تيـامين قبـل از ورود بـه                 . شده و با يك گروه داوطلب سالم ايراني مقايسه شد         

 از پلاســما توســط ليتــر ميلــي 1 .ديــابي توســط رديــاب فلورســنت بــودســتون و تبــديل آن بــه تيــوكروم و ســپس ر
  سـپس سـيانوژن برومايـد     . اتيـل اتـر اسـتخراج شـد        كلرواستيك اسـيد دي پروتئينـه شـده و تيـامين توسـط دي              تري

ــي 3/0( ــر ميل ــد  ) ليت ــديل كن ــوكروم تب ــه تي ــامين را ب ــا تي ــه. اضــافه شــد ت ــر25 (هــا نمون ــك ســتون )  ميكروليت ــه ي   ب
)mm 250 × 6/4 (μm 4 , 8Novapak Cبـافر فـسفات   : فاز متحرك شـامل متـانول  .  تزريق شد)بـا  ) مـولار   ميلـي 30

 ANOVA و Student t-testاسـتفاده از   دست آمـده بـا  ه تايج بن. سديم لوريل سولفات بود % 05/0 و 55:45نسبت 
  .فته است صورت گرSPSS V. 13 آناليز اطلاعات با استفاده از برنامه .ناليز شدآيك طرفه 

 روشـي بـسيار دقيـق و        ،استفاده شده براي تعيين مقدار تيـامين در پلاسـما          دهد كه روش    مي  نتايج نشان  :ها  يافته
بـوده  % 85 و درصد بازيافـت حـدود        ليتر  ميلي نانو گرم در     2/0 تيامين   گيري  حداقل مقدار قابل اندازه    .تكرارپذير است 

%  22/0-94/2 غلظت اختياري تيامين در پلاسما در محدوده         3راي  ضرائب تغييرات بين روزي و درون روزي ب       . است
 و در بيمـاران     ليتـر   ميلـي  نـانوگرم در     07/3 ±95/0 نفـر داوطلـب سـالم        10ميانگين غلظت پلاسمايي تيـامين در       . بود
مطالعه .  بود  بعد از همودياليز   ليتر  ميلي نانوگرم در    29/4±67/0 قبل از همودياليز و      ليتر  ميلي نانوگرم در    12/1±72/4

ي با داوطلبين   دار  معنيدهد كه ميانگين غلظت پلاسمايي تيامين در بيماران همودياليزي ايراني تفاوت              مي  نشان حاضر
  .سالم ايراني ندارد و همچنين قبل و بعد از دياليز نيز تغيير چنداني نمي كند

شي حـساس، دقيـق و تكرارپـذير اسـت و            تيامين در پلاسما رو    گيري   روش استفاده شده براي اندازه     :گيري  نتيجه
توان چنين نتيجه گرفت كه بيماراني كه         مي ي اين تحقيق  ها  بر اساس يافته  . براي مطالعات كينتيكي تيامين مناسب است     

ي در مورد غلظـت تيـامين بـا افـراد سـالم ندارنـد و                دار  معني تفاوت   ،گيرند  مي صورت مزمن تحت همودياليز قرار    ه  ب
دريافـت ويتـامين اضـافي       رسد و   مي ود در رژيم غذايي اين افراد براي رفع نياز بدن كافي به نظر            ميزان ويتامين موج  

  .توسط اين بيماران ضروري نيست
  

  همودياليز -4غلظت پلاسمايي  -3كروماتوگرافي با كاركرد عالي  -2تيامين  -1 :ها كليدواژه

  

  مقدمه

ادي كه به   نارسائي حاد كليه، يكي از مشكلات جدي است كه افر         

هاي   باشند و گاهي نياز به روش       سختي بيمارند در معرض آن مي     

اـب و متابوليـسم            جايگزيني كليـه پيـدا مـي         كننـد كـه عناصـر كمي
  

  

  

اـراني كـه ب ـ    . )1(دهد  ها را تغيير مي     ويتامين  طـور مـزمن تحـت      هبيم

 .)1-3(باشند  دياليز هستند، مستعد آنسفالوپاتي با علت ناشناخته مي       

   كليوي تحت دياليز، احتمال كمبود تيامين وجـود دارد         در بيماران 

همچنـين  .  انجـام شـده اسـت      )ت  م/85طرح شماره   (اين مقاله تحت حمايت مالي مركز تحقيقات علوم دارويي رازي و معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ايران                  
  .چين، پكن ارائه شده است در كشور (IUPHAR)المللي فيزيولوژي و فارماكولوژي   در كنگره بين1385اين تحقيق در سال 

(I استاديار گروه فارماكولوژي، دانشكده پزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني ايران، تهران، ايران )*مولف مسؤول(  
(II تهران، ايرانتهران،علوم پزشكي دانشگاه  ،م دارويي دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات علو،دارويي دانشيار گروه شيمي   

(III ايران دانشگاه آزاد اسلامي، تهران،ي عمومي داروسازيادكتر ،  
(IV تهران، ايرانتهران،   و خدمات بهداشتي ـ درمانيعلوم پزشكي، دانشگاه  دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات علوم دارويي،دارويي استاديار گروه شيمي  
(V دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني ايران، تهران، ايران، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران دانشكده پزشكي،تاد گروه فارماكولوژياس   
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مطالعات نشان داده   . )1-3(كند  كه علائم شبيه آنسفالوپاتي ايجاد مي     

طـور  ه  را ب ورنيكه    هاي آنسفالوپاتي   است كه تجويز تيامين نشانه    

منظـور ارزيـابي ضـرورت تجـويز        ه  ب ـ. )5و4(بـرد   مل از بين مي   كا

گيـري غلظـت پلاسـمايي        تيامين به بيمـاران هموديـاليزي، انـدازه       

 بيمار همودياليزي انجام گرفته و با افـراد سـالم، كـه             9تيامين در   

كننـد، مقايـسه      هاي دارويي حاوي ويتامين دريافت نمـي        فرآورده

هــاي متعــدد آنزيمــي،  تعيــين غلظــت تيــامين توســط روش. شــد

 ولـي بـه نظـر       )6-11(گيرد  شيميايي و ميكروبيولوژيكي صورت مي    

 گيري مستقيم با كروماتوگرافي با كاركرد عالي        رسد كه اندازه    مي
(High Performance Liquid Chromatography - HPLC)  

  

هــدف از انجــام ايــن پــژوهش ابتــدا . )13و12(تــر باشــد مناســب

گيري تيامين    و حساس براي اندازه   اندازي يك روش دقيق       راه

گيـري سـطح     و سپس ارزيابي اين روش بـا انـدازه    HPLCبا  

پلاسمايي تيامين در بيمـاران هموديـاليزي و مقايـسه آن بـا             

داوطلبين سالم ايراني در جهت تعيين نياز يـا عـدم نيـاز ايـن               

  .هاي حاوي تيامين است بيماران به مكمل
  

  روش بررسي

از طريق اكسيداسيون تيامين قبـل       ،در اين مطالعه تجربي   

از ورود به ستون و تبديل آن به تيـوكروم و سـپس رديـابي               

  .آن توسط ردياب فلورسنت، شناسايي صورت گرفت
  

  ي استانداردها تهيه محلول

محلول استاندارد تيامين هيدروكلرايد در آب مقطـر بـا          

صـورت  ه   تهيـه شـد و ب ـ      ليتـر   ميلـي ميلي گرم در    1غلظت  

 و  1000،500،200،100ي  هـا   شـده تـا غلظـت     سريال رقيق   

غلظت اصـلي در    . دست آيد ه   ب ليتر  ميلي نانوگرم در    1500

  . نگهداري شدoC 4 يخچال با
  

  روش استخراج تيامين

 125، %40(ليتر پلاسما، تري كلرواستيك اسيد  به يك ميلي

مخلوط .  ثانيه ورتكس شد   20اضافه شده و براي     ) ميكروليتر

 rpm4500نگهداري شده و سپس با دور        دقيقه در يخچال     30

 ميكروليتـر از مـايع      500 بـه .  دقيقه سـانتريفوژ شـد     15براي  

 ثانيــه 30شــده و اتيــل اتــر اضــافه  ليتــر دي  ميلــي3رويــي، 

 دقيقـه   5 بـراي    rpm4000ورتكس شـده و سـپس بـا دور          

ــانتريفوژ ــد س ــه دي. ش ــات لاي ــد و ي ــه ش ــر دور ريخت   ل ات

ه لوله جديدي منتقل شـد و        ب زيرين ميكروليتر از لايه     200

ــد  ــولار، 3/0(ســيانوژن بروماي ــر20 م اضــافه )  ميكروليت

 گذاشته شد تا تيامين را    قه در حرارت اتاق    دقي 10گرديد و   

)  ميكروليتـر  20(  مـولار  1سـود   . تيـوكروم تبـديل كنـد     به  

 ميكروليتر از آن    25  دقيقه ورتكس شد و    1اضافه و براي    

  .تزريق گرديد HPLCبه ستون 
  

  يط كروماتوگرافيشرا

آنــاليز تيــامين بــا يــك روش فــاز معكــوس شــامل پمــپ 

Waters كننــده اتوماتيــك  كننــده، تزريــق  بــا كنتــرل510 مــدل

Waters ــدل ــنت  717 مـ ــاب فلورسـ ــدلWaters و رديـ    مـ

ــورت گرفــت  474 بــا ابعــاد   8Novapak Cســتون . ص

: متـانول متر استفاده شد و فاز متحـرك شـامل             ميلي 250 ×6/4

 %05/0 و 55:45با نسبت ) =pH 9/6مولار،   ميلي30(ت بافر فسفا

قبل از مصرف فاز متحرك بـا فيلتـر         . سديم لوريل سولفات بود   

در تمـام طـول كـار گـاز هلـيم درآن              ميكرون فيلتر شد و    45/0

ليتـر در دقيقـه و         ميلـي  1سرعت جريان فاز متحرك     . دميده شد 

سـنت  طـول مـوج رديـاب فلور      .  ميكروليتر بود  25 حجم تزريق 

.  نـانومتر بـود    435 نانومتر و بـراي صـدور        365براي تحريك   

  .ها در درجه حرارت آزمايشگاه صورت گرفت تمام تزريق
  

  بازيافت

مقادير معلومي از تيـامين هيدروكلرايـد بـه پلاسـماي           

ي هـا   انسان اضافه شـد تـا غلظـت       ) بلانك(عاري ازداروي   

ينـد  آسـپس فر .  تهيه شودليتر  ميلي نانوگرم در    15 و   10،2

ي لازم بــه ســتون هــا اســتخراج صــورت گرفــت و حجــم 

HPLC  ي برابـر از    هـا   سطح زير منحني حجـم    .  تزريق شد

ي استخراج شده و استخراج نشده با هم مقايـسه          ها  غلظت

 3براي هر غلظت استخراج شده و استخراج نـشده          . گرديد

  .نوبت محلول تهيه گرديد
  

  كاليبراسيون، دقت و صحت آزمايش

حـاوي تيـامين هيدروكلرايـد در     اسـيون منحنـي كاليبر 
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.  در پلاسما رسم شـد     ليتر  ميلي نانوگرم در    1-15محدوده  

 ميكروليتـر   20استانداردهاي كاليبراسيون با اضافه كردن      

  تيــامين هيدروكلرايــد بــه   ي اســتانداردهــا از محلــول

دسـت آوردن   ه  پلاسماي بلانك انسان براي ب ـ    ليتر    ميلي 1

ليتـر    ميلـي  نـانوگرم در     15 و   10 ،5،  2،  1ي نهايي   ها  غلظت

سـطح زيـر    . سپس فراينـد اسـتخراج انجـام شـد        . تهيه شد 

ي مختلـف بـراي     هـا   منحني تيامين هيدروكلرايد در غلظـت     

دقـت و صـحت     . رسم منحنـي اسـتاندارد اسـتفاده گرديـد        

درون روزي با استفاده از سه غلظت مختلف در پلاسماي          

  تعيــين) يتــرل ميلــي نــانوگرم در 15 و 5، 1(بلانــك انــسان 

  همـين عمـل سـه بـار       . شد و هر غلظت سه بار تكرار شـد        

ــرات   ــراي محاســبه ضــرائب تغيي ــد روز ب ــا فاصــله چن   ب

  .بين روزي تكرار گرديد

 (Coefficient of Variation - CV)دقت روش با ضريب تغييرات 

  :سنجيده شد كه به شكل زير محاسبه گرديد
  

100 
ionconcentrat measuredMean 

deviation   Standard
  %CV ×= 

 نيـز بـه روش زيـر    (error %) عـدم صـحت  و درصـد  

  :محاسبه شد
  

100
ionconcentrat Expected

ion)concentrat Expected-ion concentrat (Measured
error  %Mean ×=  

  

  ي انسانيها سازي نمونه آماده

منظور آزمـودن روش كرومـاتوگرافي تهيـه شـده در           ه  ب

 بيمـار   9هـاي خـوني از        گيري تيامين در پلاسما، نمونه     اندازه

ــزمن   ــاليزي م ــرد و 7(همودي ــني   ) زن2 م ــانگين س ــا مي ، ب

   و بعــد از هموديــاليز و همچنــين از   ســال، قبــل 22 ± 28/0

، كــه هــيچ ) ســال20-30بــا ســن ( د  داوطلــب ســالم مــر10

كردنـد، گرفتـه      ورده دارويي حاوي ويتامين مصرف نمـي      فرآ

پروتكول آزمايش توسط كميته اخلاقـي مركـز تحقيقـات        . شد

نامه كتبي    دارويي رازي تاييد شده و تمامي داوطلبين رضايت       

.  در اين تحقيـق امـضا كردنـد        حاكي از رضايت براي شركت    

  هـاي خـوني بلافاصـله سـانتريفوژ شـده و در فريـزر               نمونه

  . درجه سانتيگراد تا زمان آزمايش نگهداري شدند-20

  13SPSS (version (آناليز اطلاعات با استفاده از برنامـه  

و بــا اســتفاده از ميــانگين و خطــاي معيارصــورت گرفتــه 

دسـت آمـده از داوطلبـين       ه  آناليز تحليلي نتايج ب    در. است

از طريـق    بيماران همودياليزي قبل و بعد از دياليز       سالم و 

يك طرفـه مـورد    و آناليز واريانس Student t-testآزمون 

  . تلقي شده استدار معني >05/0pآزمون قرار گرفته و 
  

  ها يافته

سـازي توسـط     ي سرمي تيامين پس از مـشتق      ها  غلظت

ــد ــامين را،ســيانوژن بروماي ــه تي ــديل   ك ــوكروم تب ــه تي  ب

، با استفاده از روش كروماتوگرافي ذكـر شـده،          )15 و  14(كرد

 .گيري شد اندازه

ليتر بر اسـاس       نانوگرم در ميلي   15 تا   1در طيف غلظت    

گيري شده، منحني استاندارد خطي بـوده و از           نقطه اندازه  5

ــت   ــوردار اس ــالايي برخ ــيون ب ــريب رگرس   r)2=  996/0(ض

   حــدودبــاز داري تيــامين در ســتونزمــان ). 1شــماره شــكل (

، 2  شـــمارهشـــكل). 2-5اشـــكال شـــماره ( دقيقـــه بـــود 7/4

  كرومــاتوگرام حاصــل از تزريــق پلاســماي بلانــك انــسان بــا

اشكال . دهد فه شده در آن را نشان مي    اضا نانوگرم تيامين    10

، يك نمونه از كرومـاتوگرام حاصـل از تزريـق           4 و   3 شماره

. دهـد    از همودياليز را نـشان مـي       پلاسماي بيماران قبل و بعد    

 كروماتوگرام حاصل از تزريق پلاسماي يكـي        5  شماره شكل

ارزيـابي روش حاصـل     . دهـد   از داوطلبين سالم را نشان مـي      

دهـد كـه روش حاضـر از دقـت كـافي بـا ضـريب                  نشان مـي  

 بـراي   %85/0 -94/2ي و بين روزي بـين       تغييرات درون روز  

ليتـر    نانوگرم در ميلـي 1-15سه بار تكرار در محدوده غلظت     

 ميانگين بازيافت تيامين    ).2 و   1  شماره جداول( برخوردار است 

. بــوده اســت% 85 ±4/3در ايــن روش در ســه غلظــت مختلــف 

  .ليتر است  نانوگرم در ميلي2/0گيري  حداقل غلظت قابل اندازه

ميانگين مقـادير تيـامين در پلاسـماي بيمـاران بعـد از             

در مقايسه بـا قبـل از هموديـاليز         ) 29/4 ± 67/0(همودياليز  

داري بـا افـراد       امـا تفـاوت معنـي      ؛كمتر بود ) 72/4 ± 12/1(

 7 و   6  شماره اشكال). p>05/0(نداشت  ) 7/3 ± 68/0(سالم  
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افـراد سـالم و چگـونگي        ي مربـوط بـه بيمـاران و       ها  يافته

  .دهد توزيع آن را نشان مي
  

  
  )n=9(ايد در پلاسما منحني استاندارد تيامين هيدروكلر -1  شمارهشكل

  

  
 نانوگرم  10لاسماي بلانك انسان با     پكروماتوگرام   -2شماره   شكل

  ). تيامين-1(تيامين افزوده شده ليتر  ميليدر 

  

 
ــكل ــمارهش ــل از    -3  ش ــار قب ــاتوگرام پلاســماي بيم ــه كروم نمون

  ) تيامين-1(همودياليز 

  

  
ــكل  ــماره ش ــا -4ش ــه كروم ــد از  نمون ــار بع ــماي بيم توگرام پلاس

 )تيامين-1(همودياليز 

  

  
نمونـه كرومـاتوگرام پلاسـماي يكـي از داوطلبـين             -5  شماره شكل

  ) تيامين-1(سالم 

  

  
  

) ليتـر   بر حسب نانوگرم در ميلي    (ي تيامين   ها  غلظت -6شماره  شكل  

   بيماران و كنترلهاي گروهپلاسماي در 
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برحــسب (ي تيــامين هــا چگــونگي توزيــع غلظــت -7  شــمارهشــكل

 قبـل از    -1(در گـروه بيمـاران و كنتـرل         ) ليتر پلاسما   نانوگرم در ميلي  

  ) افراد سالم-3 بعد از همودياليز و -2همودياليز، 
  

  گيري تيامين ضرايب تغييرات بين روزي در اندازه -1  شمارهجدول

  تيامين هيدروكلرايد

درصد 

عدم 

  صحت

ضريب 

 %تغييرات
گيري  غلظت اندازه

 ±ميانگين (شده 

) خطاي استاندارد
ng/ml 

دفعات 

 تكرار

غلظت 

شده  افزوده

نانوگرم در (

) ليتر ميلي
ng/ml  

        1  

  روز اول  3  02/1 ± 03/0  94/2  2

  روز دوم  3  05/1 ± 03/0  86/2  5

  روز سوم  3  ±05/1 02/0  90/1  5

        5  

  روز اول  3  66/4 05/0±  07/1  -8/6

   دومروز  3  01/0±46/4  22/0  -8/10

  روز سوم  3  08/0±71/4  70/1  -8/5
        15  

  روز اول  3  30/15 15/0±  24/1  2

  روز دوم  3  37/15 06/0±  39/0  5/2

  روز سوم  3  31/15 14/0±  91/0  1/2
  

  گيري تيامين ضرايب تغييرات درون روزي در اندازه -2  شمارهجدول

  تيامين هيدروكلرايد

درصد 

عدم 

  صحت

ضريب 

 %تغييرات
گيري  غلظت اندازه

 ±ميانگين (شده 

) خطاي استاندارد
ng/ml 

دفعات 

 تكرار

غلظت 

شده  افزوده

نانوگرم در (

  )ليتر ميلي

4  88/2  03/0±04/1  3  1  

8/7-  60/2  12/0±61/4  3  5  

2/2  85/0  17/0±33/15  3  15  
  

  بحث

   هنـوز  هـا   فعاليت آنزيم ترانس كيتولاز در اريتروسـيت      

  مـورد اسـتفاده قـرار      عنوان نشانگر ميزان تيامين بـدن     ه  ب

تر از نرمال آنزيم و      طور كلي، فعاليت پايين   ه  ب. )16(گيرد مي

ــامين     ــاد تي ــادير زي ــويز مق ــا تج ــت ب ــن فعالي ــزايش اي   اف

اين پديـده بـه     (دهنده كمبود تيامين است      دي فسفات نشان  

آزمــون تــرانس ). اثــر تيــامين دي فــسفات مــشهور اســت

يـامين بـدن    كيتولاز كه يـك نـشانگر غيرمـستقيم ميـزان ت          

اسـتاندارد كـردن آن     . يي همراه است  ها  است، با محدوديت  

توانـد توليـد آپـو آنـزيم و           مي ، بيماري كبد  )17(مشكل است 

ي هـا   برخي وارياسيون  .)18(فسفريلاسيون آن را مختل كند    

آپو آنزيم نشان داده شده است كـه تمايـل كمتـري بـراي              

 كمتـر   تيامين دارند و بنـابراين اثـرات تيـامين دي فـسفات           

كمبـود طـولاني مـدت تيـامين ممكـن          . )19(شود  مي مشاهده

است منجر به كاهش توليد آپو آنزيم شـده و اثـر تيـامين              

ه ي كه مقادير كم ب    صورت، به   )20(دي فسفات را كاهش دهد    

كننده غلظت تيـامين نيـست بلكـه سـطح           طور دقيق منعكس  

ايـن مـشكلات در   . )21(دهـد   مـي پايين آپـو آنـزيم را نـشان       

تواند منجر به انحراف در تخمـين مقـادير           مي ر نتايج تفسي

، هــا بــه علــت غيــر دقيــق بــودن ايــن روش. تيــامين شــود

 تيـامين مطـرح     گيري  ي كروماتوگرافي براي اندازه   ها  روش

ي ها   مستقيم تيامين در گلبول    گيري  شد كه در نهايت اندازه    

قرمز را توسـط كرومـاتوگرافي بـا كـاركرد عـالي مقـدور          

اســازي تيــامين بــا كرومــاتوگرافي پديــده  جد. )18(ســاخت

 بـا كرومـاتوگرافي     1966لـوين و واي در      .  نيـست  اي  هتاز

 بعــدها روش .)22( اســترهاي تيــامين را جــدا كردنــد،كاغــذ

كرومـــاتوگرافي لايـــه نـــازك، كرومـــاتوگرافي گـــازي و 

كروماتوگرافي مـايع نيـز بـراي جداسـازي تيـامين مـورد             

سيون قليايي تيـامين كـه      اكسيدا. )23-25(استفاده قرار گرفت  

شـود،    مـي  فلورسنت اسـت  باعث ايجاد تيوكروم كه شديداً    

. )26( بيـان شـد    1935اولين بار توسط برگر و همكاران در        

واكنش اكسيداسيون تحت شرايط خاصي سـريع اسـت و          

ايـن واكـنش پايـه      . )27(شـود   مـي   ثانيه كامل  15در كمتر از    

تعدادي . )29و28(باشد  مي  تيامين گيري  روش شيميايي اندازه  

 معرف براي اكـسيداسيون تيـامين بـه تيـوكروم اسـتفاده           
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كـــه  (K3Fe(CN)6)  پتاســـيم فـــري ســـيانيد؛شـــود مـــي

 كه كار   (BrCN)ست، سيانوژن برومايد    ها  آنمشهورترين  

 (HgCl2) تواند خطرناك باشد و مركوريك كلرايد       مي با آن 

كند ولي بـه انـدازه        مي كه شدت فلورسانس بيشتري توليد    

اكـسيداسيون قليـايي    . اسيم فري سـيانيد پايـدار نيـست       پت

 پتاسيم فري سيانيد باعث تشكيل هيدروكسي اتيل تيـامين        

شـود كـه اكـسيداسيون بـا سـيانوژن برومايـد چنـين               مي

 گيـري    كه اين تفاوت در انـدازه      )13(كند مشتقي را ايجاد نمي   

انتخاب روش تـشكيل تيـوكروم      . تيامين حائز اهميت است   

 به اين دليل است كـه در مقايـسه بـا بعـد از               قبل از ستون  

آيد و    مي ي تميزتري با كيفيت بهتر به دست      ها   پيك ،ستون

اگرچـه در   . )12(در عين حال نياز به وسايل اضـافي نـدارد         

اكسيداسيون بعد از ستون اين امتياز وجود دارد كه چون          

pH         اسـت و    8 مورد نياز براي اكسيداسيون تيامين بـالاي 

 زند، بـا اكـسيداسيون      مي صدمه HPLC به ستون  pH اين

تر  بعد از ستوني، عمر ستون با فاز متحرك قليايي طولاني         

ي مدرن كروماتوگرافي با كـاركرد      ها  در روش . خواهد بود 

، روزر  1978 تيامين اولـين بـار در        گيري  عالي براي اندازه  

. )30( كردنـد گيـري  و همكاران در فاز نرمال تيامين را اندازه 

ســتون و بــا اســتفاده از پتاســيم كــسيداسيون قبــل از از ا

 جداسـازي   ،سـيانيد و رديـابي بـا دتكتـور فلورسـنت           فري

ــت  ــورت گرف ــازي  . ص ــت جداس ــرم در 03/0دق  ميكروگ

 بود، كه درمقايسه با روش به كار گرفته شده در           ليتر  ميلي

 برابر دقت كمتـر برخـوردار اسـت         150، از   حاضرمطالعه  

ــدازه ( ــل ان ــري در مطالعــه گ حــد غلظــت قاب  2/0 حاضــري

 بونتمپـت بـا يـك       1984در  ). اسـت ليتـر     ميلـي نانوگرم در   

تحـت  . )31( فـاز معكـوس تيـامين را شناسـايي كـرد           ،تكنيك

 تاثير  NaOH پتاسيم فري سيانيد و      ،شرايط مورد استفاده  

. زيادي بر سطح زير منحني و زمان بازداري تيامين دارند         

 تيامين موجـود    ،مال وبر و كويتز با روش فاز نر       1985در  

 و بتنـدورف و همكـاران بـا         )32(در پلاسما را اندازه گرفتند    

 گيـري   استفاده از روش فـاز معكـوس ايزوكراتيـك انـدازه          

امتيـاز ايـن    . زمان بازداري تيامين طولاني بـود     . )33(كردند

  بود كه نسبت به تغييـرات   PRP-1روش استفاده از ستون     

pH   خرابي سريع سـتون     ، بسيار پايدار است و    13 تا   1 از

شـود،    مـي  ديدهsilica based يها  بالا در ستونpH كه با

ــي   ــده نم ــتون دي ــن س ــود در اي ــا روش. )33(ش ــدد ه ي متع

 اجـازه آنـاليز سـريع و        ،كروماتوگرافي بـا كـاركرد عـالي      

ــك را داده   ــات بيولوژي ــامين در مايع ــصاصي تي ــد اخت . ان

اب ي متعددي كه استفاده شده است، انتخ      ها  رغم روش  علي

روشي براي آناليز تيامين در پلاسما براي مقـادير بـسيار           

.  بسيار مـشكل بـود     )ليتر  ميلي نانوگرم در    1در حدود   (كم  

استفاده از اكـسيداسيون قليـايي بـراي تـشكيل تيـوكروم            

براي تعيين مقدار كمي تيامين بسيار حائز اهميت است، كه          

د در اين تحقيق براي اكسيداسيون از پتاسـيم فـري سـياني         

دو استفاده گرديد و     قليايي و سيانوژن برومايد قليايي هر     

دست آمده با سيانوژن برومايـد از       ه  از آنجايي كه نتايج ب    

دقت بيـشتري برخـوردار بـود، از سـيانوژن برومايـد در             

محــيط قليــايي بــراي اكــسيداسيون تيــامين بــه تيــوكروم  

  .استفاده گرديد

روش به دست آمـده، روشـي حـساس و دقيـق بـراي              

انتخـابي  . گيـري تيـامين در پلاسـماي انـسان اسـت           اندازه

ــت و صــحت روش   ــودن، دق و ) 2 و 1  شــمارهولاجــد(ب

ي مـورد انتظـار در خـون        هـا   توانايي آن درسنجش غلظت   

ــانوگرم در 2/0گيــري  حــد غلظــت قابــل انــدازه (انــسان   ن

به علاوه زمان بازداري كوتاه آن در ستون، اين         ) ليتر  ميلي

 جهــت پــايش ســطح تيــامين در روش را روشــي مناســب

  .سازد بيماران مزمن كليوي مي

ها براي بيماران دياليزي در مراكـز         ويتامين  تجويز مولتي 

غلظـت پلاسـمايي    . شـود   دياليز به صورت روتين انجـام مـي       

اي   تيامين، نشانگري مناسب بـراي ارزيـابي وضـعيت تغذيـه          

 سطح پلاسمايي تيامين در گروهي از بيمـاران       . بيماران است 

هـاي ايـن    از محدوديت. با استفاده از روش فوق تعيين گرديد  

پژوهش، مشكل بودن تعيين غلظت تيامين در پلاسما بود كـه           

. به دليل كمبود امكانات با صرف وقت زيـاد صـورت گرفـت            

دهـد كــه سـطح ميـانگين تيــامين در     ايـن مطالعـه نــشان مـي   
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ين دار با داوطلب ـ    صورت معني ه  بيماران ايراني همودياليزي ب   

 دارد و سطح تيـامين خـون نيـز بعـد از           سالم ايراني تفاوتي ن   

بنابراين نتيجـه گرفتـه     . همودياليز تغيير چنداني نداشته است    

شود كه تجويز ويتامين به اين بيماران ضروري نيست و            مي

هـاي محلـول در آب در ايـن           فقط زماني كـه ميـزان ويتـامين       

مـورد نيـاز و     بيماران كاهش يافته باشد، در حد دوز روزانه         

ــه   ــدار توصــيه شــده روزان  Recommended Dietary)مق

Intake - RDI)تجويز شود .  

  

  گيري نتيجه

 تيامين در مايعات    گيري  ي متعددي براي اندازه   ها  روش

كرومـاتوگرافي بـا كـاركرد عـالي         بيولوژيك با استفاده از   

ي هـا   روش حاضر در مقايسه با روش     . گزارش شده است  

 دقــت بيــشتر و زمــان بــازداري  از حــساسيت و،موجــود

تر تيامين در ستون برخوردار اسـت و بـراي پـايش             كوتاه

. رسـد   مـي  روتين تيامين در بيماران كليوي مناسب به نظر       

  مطالعه حاضر نشانگر اين مطلب است كـه تجـويز تيـامين           

به همه بيماران همودياليزي ضرورت ندارد و فقط زمـاني          

بيمــاران   در ايــني محلــول در آبهــا كــه ميــزان ويتــامين

ــاز     ــورد ني ــه م ــد دوز روزان ــد، در ح ــه باش ــاهش يافت   ك

  .شود  ميتوصيه

  

  تقدير و تشكر

اين مطالعه تحت حمايـت مـالي مركـز تحقيقـات علـوم             

دارويي رازي و معاونت پژوهشي دانشگاه علـوم پزشـكي          

)  م ت / 85طرح شماره   ( درماني ايران    -و خدمات بهداشتي  

داننـد كـه از      ظيفه خود مـي   نويسندگان و . انجام شده است  

معاونــت محتــرم پژوهــشي در ايــن خــصوص صــميمانه  

  .تشكر نمايند

ــال    ــق در س ــن تحقي ــين 1385اي ــره ب ــي   در كنگ الملل

 در كـشور چـين،   (IUPHAR)فيزيولوژي و فارماكولوژي   

  .پكن ارائه شده است
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Determination of Thiamin Level by a Sensitive HPLC Method in 
Plasma of Chronic Hemodialysis Patients 

  

  

*M. Motevalian, PhDI       E. Souri, PhDII       N. Tafreshi, PharmDIII 

H. Jalalizadeh, PhDIV       M. Mahmoudian, PhDV 

  
  

Abstract 
Background and Aim: Renal replacement therapies are usually associated with changes in trace 

elements and metabolism of vitamins. Multivitamins are administered routinely to dialysis patients in 

dialysis centers. Thiamin plasma level is a good indicator of nutritional state of the patient. In this study, 

a sensitive high-performance liquid chromatography HPLC method for determination of the concentration 

of thiamin in human plasma has developed by which thiamin level is detected in plasma of hemodialysis 

patients. The aim of the study was determination of thiamin blood levels in chronic hemodylysis patients 

in order to evaluate their need for thiamin supplements. 

Materials and Methods: In this experimental study, the plasma of nine Iranian patients on 

hemodialysis were analyzed for their thiamin levels and compared to the thiamin levels in a group of 

healthy Iranian subjects. The procedure was based on pre-column oxidation of thiamin to thiochrome 

followed by fluorescence detection. Plasma (1ml) was deproteinized with trichloroacetic acid and thiamin 

was extracted with diethyl ether. Then, cyanogens bromide (0.3 M) was added to convert thiamin to 

thiochrome. Samples (25µl) were applied to a Novapak C8, 4µm (4.6 × 250 mm) column. The mobile phase 

consisted of methanol: phosphate buffer (30mM) in the ratio of 45:55 and 0.05% sodium lauryl sulfate. 

Data were analyzed using SPSS V13. Statistical analysis was done by t-test and One- way Anova test. 

Results: A precise and reproducible HPLC method was developed for determination of thiamin in 

plasma. The minimum detection limit was 0.2 ng/ml and percentage recovery was 85%. Inter and Intra 

day assay variabilities were determined for 1,5 and 15 ng/ml thiamin spikes in plasma and coefficient of 

variations were in the range 0.2-2.94%. The average plasma thiamin level in 10 healthy Iranian subjects 

was 3.07±0.95 ng/ml and in Iranian patients was 4.72±1.12 ng/ml and 4.29±0.67 ng/ml before and 

after hemodialysis, respectively. Our study has shown that the mean plasma thiamin level in Iranian 

patients on hemodialysis has no significant difference with its level in healthy Iranian subjects. The 

thiamin level also remained unchanged before and after the hemodialysis. 

Conclusion: The HPLC method used for determination of thiamin in plasma was sensitive, accurate, 

reproducible and suitable for kinetic studies of thiamin. According to our findings the thiamin level in 

patients undergoing hemodialysis has no significant difference with healthy subjects and it seems that 

dietary vitamin is sufficient for the normal functions of the body, and taking viamin supplementation is 

not necessary for these patients.  

 

Key words: 1) Thiamin   2) High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
                   3) Plasma Level   4) Hemodialysis 
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