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  مقاله پژوهشي
  

هيدروكسي -25 هيدروكسي كوله كلسيفرول و -25اندازه گيري همزمان 
  ارگوكلسيفرول به روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

    
  ***محمد صمدي، **علي كلايي،  **اعظم غروي ، * تيرنگ نيستانيدكتر 

  
  11/3/87:   ،  پذيرش    13/8/86  :دريافت 

  

  :چكيده
يت ايـن ويتـامين بـراي    ع در ايـران، ارزيـابي صـحيح وض ـ   Dبا توجه به شيوع بالاي درجات مختلف كمبود ويتامين        :هدفمقدمه و   

 معتبر  نماگرعنوان  ه  ، ب D  ) D)OH ((25هيدروكسي  -25غلظت سرمي   . مقاصد باليني، پژوهشي و بهداشتي اهميت به سزايي دارد        
  ، روشـهاي اسـتاندارد    (HPLC)بـر كرومـاتوگرافي مـايع بـا كـارايي بـالا             سنجشهاي مبتنـي    .  پذيرفته شده است   Dوضعيت ويتامين   

 HPLCهدف از انجام اين مطالعه راه اندازي يك روش معتبر و نسبتاً سـاده مبتنـي بـر                   .  به شمار مي آيند    D(OH)25اندازه گيري   
  . آشكارساز فرابنفش بودكار گيري ه با ب D(OH)25براي اندازه گيري غلظت سرمي 

 ـايزوپرو: متانـل پروتئينهاي سرم با استفاده از اتانل و سـپس آميـزة             : كار   روش -25 رسـوب داده و سـپس        )، حجمـي  90:10(ل  پان
متانـل حـل شـد و        هگزان تحت گاز ازت تبخير و رسوب حاصله در        . هيدروكسي كلسيفرول به كمك فاز آلي هگزان، استخراج شد        

و كرومـاتوگرافي   تزريق Teknochroma tracer excel 150×4, 3µm ه ستونبصاف شده  محلولاز  µL 20 پس از فيلتراسيون،نهايتاً
 اين روش قـادر بـه شناسـايي     .شد  انجام C 40° دماي ستون  و   BHT درصد   01/0 حاوي   ) حجمي ،85:15(آب  : متانلبا فاز متحرك    

 انساني با اين روش، با نتـايج         نمونة سرم  90نتايج حاصل از آزمايش     .  بود nm 265طول موج    در   OH(25(D2 و   25)D3)OHافتراقي  
درجة همخواني نتايج اين سه .  مقايسه گرديد (CPBA)  به پروتئينپيوندواكنش رقابتي  و (RIA)ايمني سنجي -دو روش رايج پرتو

  .آلتمن ارزيابي شد-روش با استفاده از تعيين ضريب همبستگي و آناليز بلند
 ـ  7/10 و   5/9ترتيب  ه   ب OH(25(D2 و   25)D3)OHمان بازداري براي    ز :نتايج    اسـتاندارد بـراي    هـاي  منحنـي .دسـت آمـد  ه  دقيقه ب

D3) OH (25  تا غلظت  nmol/L 375    و براي D2)OH (25    تا غلظتnmol/L 5/187  حد آشكار سازي براي هر دو ويتامر       .  خطي بود
L/nmol 5/12 براي بازيافت درصد. بود D3)OH(25  وD2)OH(258/100 ± 4/5 و %101 ± 6/5ب ترتيه  در آزمايش هاي متعدد ب% 
 ـ  D3)OH(25ي بـراي    شتغييرات درون و ميان سنج    . دست آمد ه  ب  نتـايج   CPBA و   RIA دو روش    . بـود  %6/12 و   %1/8ترتيـب   ه    ب

  .نشان داد  HPLC همخواني بيشتري را با CPBAدر مقايسه با  RIAروش ). p=02/0( دادند به دست HPLCبالاتري نسبت به 
، روشـي اسـت قابـل اعتمـاد و          D(OH)25 معرفي شده در اين مطالعه براي اندازه گيري سطوح سرمي            HPLCروش   :نهايي  نتيجه

  . را نيز داردD3(OH)25 و D2(OH)25نسبتاً سريع با اين مزيت كه توانايي شناسايي افتراقي 

   

  ويتامين د/ ا كارايي بالا كروماتوگرافي مايع ب/ سنجش رقابتي پيوند به پروتئين / پرتوايمني سنجي  : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
 هم از نظر تغذيه اي و هم        Dوضعيت ويتامين   ارزيابي        

  غلظــت ســرمي . يي دارداز نظــر متــابوليكي اهميــت بــسزا
   معتبـر  نماگرعنوان  ه  ، ب D  ) D)OH ((25هيدروكسي  -25
  
  

در عـين   . )1-3( پذيرفتـه شـده اسـت      Dوضعيت ويتامين   
ــال ــري  ح ــدازه گي ــاده  D) OH (25 ان ــدان س ــرم چن  س
روشـهاي رايـج عمـدتاً شـامل واكـنش رقـابتي             .)4(نيست

   competitive protein binding assayاتصال به پـروتئين  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )tneyestani@nnftri.ac.ir( بهشتيشهيد دانشگاه علوم پزشكي انستيتو تحقيقات تغذيه اي و صنايع غذايي كشور پژوهشگر *

  آزمايشگاه انستيتو تحقيقات تغذيه اي و صنايع غذايي كشور دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيكارشناس  **
  مركز تحقيقات بهداشت نظامي دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله ، تهراندانشكده بهداشت و  مربي ***
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(CPBA) راديوايمونواسي  وradioimmunoassay (RIA) و 
 high-performance liquidكارائي بالا  با مايع كروماتوگرافي

chromatography (HPLC)مطالعات گوناگون. دن مي باش 
  دارنـد  دقـت هـاي متفـاوتي        اين روشـها  نشان داده اند كه     

)8-5(.  
 در قسمت هاي مختلف ايران      D كمبود ويتامين    شيوع     

ــفهان  در %2/46از  ــتاني اص ــوزان دبيرس ــش آم ــا  )9(دان ت
گـزارش شـده     )10( سـاله  20-69در تهراني هـاي     % 6/79
 Dود ويتامين   كمبدر ميزانهاي شيوع     اختلافدلايل   .تاس

، اگـر چـه تفـاوت در         اسـت  كاملاً شناخته نـشده   در كشور   
وضعيت جغرافيايي و در نتيجه عادات غذايي ممكن اسـت          

روش نتـايج   از طرف ديگـر اخـتلاف       . تا حدودي موثر باشد   
 يكـسان هاي مختلف و حتي كيت هاي متفاوت يك روش          

اين وضعيت نابسامان گـاهي     . )8(را نمي توان ناديده گرفت    
 در بـازار وخـيم تـر        دلخواهدليل عدم دسترسي به كيت       هب

  مي شود و عملاً آزمايـشگاهها امكـان انتخـاب را از دسـت              
خريد كيت قابل   از   ناگزيرمي دهند و براي انجام آزمايشها       

 ـ    .  هـستند   در بازار  دسترس ويـژه در مـورد     ه  ايـن مطلـب ب
است  بديهي. كند مي  صدقپزشكي تشخيص آزمايشگاههاي

 در سـطح    ة ميزانهاي ابـتلا   رايط نه تنها مقايس   تحت اين ش  
وضـعيت   بلكـه حتـي پـايش        باشدملي تقريباً ناممكن مي     

  .بيمار در يك آزمايشگاه نيز بسيار مشكل خواهد بود
 بـر ايـن مـشكلات و        گيدر اين مطالعه به منظور چير           

 ،DRG كارخانـة  مربوط به    CBPA و   RIA كيتهايارزيابي  
به كار  يشگاههاي تشخيصي در ايران      آزما در بسياري از  كه  

كــار گيــري ه  بــا بــHPLC روش، يــك گرفتــه مــي شــوند
راه اندازي  ultraviolet (UV) detector آشكارساز فرابنفش

ي پـروتئين هـا،     ده ـشرايط متفاوت ستون، رسوب     . گرديد
بـه بوتـة ازمـايش     و دماي ستون    ميزان جريان فازمتحرك،  
 ايـن   .دسـت آمـد   ه  ول ب  و نهايتاً روشي قابل قب     گذارده شد 

 سـنجي،  ـ  ايمنـي  ساده و بر خـلاف دو روش  ، نسبتاًروش
  و D3) OH (25 ة كوله كلسيفرول  توانايي شناسايي جداگان  

  . را دارا مي باشدD2) OH (25 ارگوكلسيفرول
  :روش كار

. اين مطالعه، يك مطالعـة تجربـي آزمايـشگاهي اسـت               
 pooled ختـه  سـرم آمي ة راه اندازي روش از يك نمونبراي

serum  ابتـدا پـروتئين هـاي      به طور خلاصه،    .  استفاده شد
ايزوپروپانل رسـوب   : متانلآميزه اي از    سرم با اتانل وسپس     

  هــ در دو مرحلOH (25 (D3 و 25) D2) OHداده و سپس 

  
 و  C °40 فـاز آلـي در دمـاي         .توسط هگزان استخراج شـد    

 پـس از  تحت گاز ازت تبخير و باقيمانده در متانـل حـل و             
بـه سـتون    اسـيون، فيلترطريـق   از جداسازي ذرات معلـق 

  .تزريق شد
يل، ايزوپروپانل همگـي     يترمتانل، اتانل، هگزان، استون    :مواد

 ــ ــا درج ــوص ةب ــسي )HPLC) Romil, UK خل ، هيدروك
 BHT (butylated Hydroxyl( (Merck)تولــوئن بوتيلــه 

Toluene هيدروكسي -25، استانداردD3) Sigma Lot No. 

H4014( هيدروكسي -25، استانداردD2) Fluka Lot No. 

17937.(  
آشـكار  پمپ چهار حلاله،     مجهز به    HPLC دستگاه    :ابزارها

 همگـي از  (و گرم كننـدة سـتون        UV730Dساز فرابنفش   
Young Lin, South Korea(  سـتون ، Teknochroma 

tracer excel 150×4, 3µm  ــاپگرو ــا  چ ــتگاه گام   ، دس
ــانتر  ــر  (GenII,Genesys, USA)كـ ــتگاه قرائتگـ   ، دسـ

  (plate reader, StatFax 3200, Awareness, USA)اليزا 
 اتانل افـزوده و  µL25 سرم  µL 500  به :آماده سازي نمونه

:  متانل µL 500سپس  .  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد      10
ه هم  ي ثان 15افزوده و پس از     ) ، حجمي 90:10(ل  پانايزوپرو
 ميلي ليتـر هگـزان بـدان        1،  )ورتكس( همزن برقي    زدن با 

بعـد از يـك دقيقـه       .  ثانيه ديگر ورتكـس شـد      60اضافه و   
 ديگــر ةي بــه لولــيــ، فــاز روg 1500 اســيون درگسانتريفي

).  تكرار شد  هباردومرحله استخراج با هگزان     (منتقل گرديد   
 µL 125هگزان تحت گاز ازت تبخير و رسوب حاصـله در           

ذف ذرات معلـق از     متانل حل شد و سـپس بـه منظـور ح ـ          
ايـن  از  µL 20.  عبـور داده شـد   )mm 4  ،µm 45/0 (فيلتر

نور تستوسترون -19 از در ابتدا. تزريق شد  به ستونمحلول
 ـ nmol/L 433بـا غلظـت      دكـانوات ) ناندرولون( عنـوان  ه  ب

 شد منتهي به دليل زمان بازداري       استاندارد داخلي استفاده  
شـد  يش طـولاني  آزمـا  زمـان كلـي   نسبتاً بالاي اين مـاده،    

،  زمـان كـل    ، هگـزان  بااستخراج  مرحلة  با تكرار   ). 2شكل  (
 و اين مطلب  ه شد  كاهش داد  ،بدون اينكه دقت پايين بيايد    

با مقايسه چند بار آزمـايش  بـا و بـدون اسـتاندارد تاييـد                
  .گشت

 Teknochroma tracer excel ستون :شرايط كروماتوگرافي

150×4, 3µm ،جريــان ميــزان min/mL 2/1 فــشار ،PSA 
 ،85:15(آب : ، فـــاز متحـــرك متـــشكل از متانـــل2900
 طول موج آشـكار سـاز       ،BHT درصد   01/0 حاوي   )حجمي

nm 265 40، دماي ستون°C  حجم تزريقLµ 20 غلظت ،  
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  . محاسبه شدAutochro 2000  افزار نرم از  استفاده  با  ها  نمونه
 ، بـه منظـور تعيـين اعتبـار روش         :آزمونهاي كنتـرل كيفـي    

  .ابي هاي زير انجام شدارزي
 با توجه بـه اينكـه   : range of linearity خطي بودن ةدامن) الف

 ويتامر  شامل  هر دو    OH (25) (D) مطلوب (طبيعي دامنة
D2 و D3( L/nmol 175-80ه اســـت گـــزارش شـــد)11( 

ــراي  هــايمنحنــي ــا غلظــتD3) OH (25 اســتاندارد ب   ت
nmol/L 375 و بــراي D2)OH (25   تــا غلظــتnmol/L 

 منحني هاي استاندارد هـر دو ويتـامر در   . تهيه شد  5/187
  .دامنة مورد آزمايش، خطي بود

 حـد آشـكار سـازي بـا         :limit detectionحد آشكار سازي    ) ب
رقيق سازي متوالي كمترين غلظت بكار رفتـه بـراي تهيـه            

ــه داراي    ــتاندارد ك ــي اس ــك(اوج منحن ــل )peak پي  قاب
  .دگردي تعيين ،تشخيص باشد

   بـراي  بازيافـت درصـد   :recovery percentصد بازيافـت  در) ج
D3)OH(25 استاندارد افزايش باnmol/L 5/57 براي  و سرم به
D2)OH(25     با افزايش استاندارد nmol/L 75/28    به سرم و 

  . از هر كدام به ستون، محاسبه شدµL 20 پس از تزريق
 براي تعيين تكرار پذيري آزمـايش، بـا        ) :precision(دقت  ) د

آزمايش مكرر يك نمونه واحد سرم آميختـه در يـك روز و             
 - و ميـان   -در روزهاي متـوالي بـه ترتيـب تغييـرات درون          

  . تعيين شدIntra-and inter-assay variationي شسنج
 ـ :D ويتامين   وضع ارزيابي غلظـت  منظـور ارزيـابي روش،      ه  ب
 42زن و  48( نمونـه از دو جـنس   25 90  )D) OH سرمي

  .تعيين شدمتفاوت  ساله با سه روش 5/40  ± 9/13) مرد
هدف مطالعه براي تمام افراد نمونـه شـرح داده و رضـايت             

 ـ 5 فردسپس از هر .  كتبي گرفته شدةنام  ةميلي ليتر نمون
سـاعت   ناشتا گرفته شد و پس از يـك       غير  سياهرگي خون
ر دماي معمولي سانتريفوژ و سرم آنها جدا و         د g 2500 در

غلظـت  .  شـد  نگاهـداري  روز آزمايش    تا  –C °70در فريزر   
 CPBA و   HPLC  ،RIA بـا سـه روش       D2)OH (25 سرمي

 DRGكيتهاي تجارتي   با  دو روش آخر    . گرديداندازه گيري   
 آزمايشگاههاي تشخيصي ايـران     در بسياري از   كه   )اتريش(

  . انجام شد،دناستفاده مي شو
RIA و CPBA: بــراي انجــام آزمــايش طبــق دســتور العمــل 

  .عمل شد (DRG, Austria) زندهكارخانة سا
 ميانگين داده هاي سه گروه بـا آزمـون آنـاليز            :آناليز آماري 

  بـراي واريانس مقايسه گرديد و در صورت معني دار بـودن           
  آزمون توكيمعني دار بين هر دو گروه از  اختلافهاي تعيين

  
تعيين همبستگي ها رابطة پيرسـون بـه         براي. استفاده شد 

 ارزيابي ميزان همخواني ميان روشهاي      براي. كار گرفته شد  
يـن  در ا .  اسـتفاده شـد    )12 (آلتمن-گوناگون از آناليز بلند   

. آمدند شمار به دار معني ،p>05/0صورت در اختلافها مطالعه
 Windows/SPSS 11.5همة آناليزهاي آماري با نرم افـزار  

  .انجام پذيرفت
  :نتايج 
 بـراي   time retentionمان بازداري   ز HPLCدر روش         

D3)OH(25   و D2)OH(25 دقيقـه   7/10 و   5/9ترتيـب   ه   ب 
   .)1شكل (دست آمد ه ب
  

  
  

 در نمونة سرم D2(OH)25 و D3(OH)25 كروماتوگرام :1شكل 
  غني شده

  

تـا  هـر دو     OH(25(D2 و   25)D3)OH استاندارد   هايمنحني
هردو ويتامر   براي حد آشكارسازي .  خطي بود  ،غلظت نهايي 

L/nmol 5/12 ميانگين و انحراف معيار درصد بازيافت     . بود 
ه  در آزمايش هاي متعدد ب     OH(25(D2 و   25)D3)OH براي

تغييرات  .آمد دسته  ب %8/100 ± 4/5 و %101 ± 6/5ترتيب
 و %1/8ترتيب ه   بD3)OH(25ي براي شو ميان سنج  درون

 بـين   RIAي در روش    شتغييـرات ميـان سنج ـ     . بود 6/12%
 دو روش   .دست آمد ه   ب CPBA 11-8%در روش   و   11-2%

RIA )02/0=p ( وCPBA )019/0=p (رانتـــايج بـــالاتري  
  ). 2شكل (به دست دادند HPLCنسبت به 

a

b b
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 داوطلب  90 در   D(OH)25سرمي   سطوح ميانگين  مقايسة :2شكل
  .به سه روش متفاوت ساله 5/40  ± 9/13)  مرد42زن و  48(

  .لاف معني دار هستنداخت  نشاندهندة  ستونها  بالاي  لاتين متفاوت  حروف
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معنـي   مـستقيم  ارتبـاط  روش سهنتايج به دست آمده از هر     
 HPLC قويترين ارتباط بين .با يكديگر نشان دادندرا داري 

آلـتمن نيـز مؤيـد ايـن        - و آناليز بلنـد    دست آمد ه   ب RIAو  
 در اين حال همبستگي ميان سه       .)، الف 3شكل  (يافته بود   

ــكل ) Y2( CPBAو ) Y1 (RIAو ) HPLC) Xروش  ــه ش ب
  :زير ديده شد

Y1= 2273/2 X – 475/19 , R = 8783/0  
Y2 = 6729/1 X – 1882/4 , R = 7510/0  

Y1 = 8132/0  Y2 + 945/12 , R = 7142/0  
  دادـــــان نـــ نشHPLC همخواني خوبي با CPBAروش 

از سـويي ديگـر هرچنـد ميـانگين اخـتلاف           ). ، ب 3شكل  (
، )~75/0(ن بـود     بسيار پايي  CPBA و   RIAنتايج دو روش    

با اين حال درصد قابل توجهي از نتايج همخواني نداشـتند           
  ).اطلاعات نشان داده نشده اند(
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هيدروكسي -25گيري  اندازه همخواني روشهاي  ارزيابي:3شكل

  . CPBA و HPLC)ب( وRIA و HPLC) الف(انسان سرم كلسيفرول
  

  :بحث
روشهايي كه در ايران براي اندازه گيري غلظت سرمي               

25(OH)Dروند، عموماً كار مي  به CPBA و RIA مي باشند 
و گزارش شده است كه اين هر دو روش به درجـاتي خطـا              

ــد ــنجش  HPLCروش . )5(دارن ــراي س ــتاندارد ب  روش اس
  ونـــتاكن. )4( شناخته شده استDسطوح خوني ويتامين 

  
 بـا اسـتفاده از      HPLC مبنـاي روش     تكنيكهاي مختلفي بر  

 انواع ستونها و ويژگيهاي اجرايي گوناگون ابـداع شـده انـد           
روش معرفي شـده در ايـن مطالعـه قابـل           . )6،7 ، 18-13(

اعتماد، نسبتاً ساده و حتي مقرون به صرفه تـر از كيتهـاي             
 HPLCمسالة مقرون به صرفه بودن روشهاي     . است تجارتي

توسط ديگر پژوهشگران   سرمD(OH)25براي ارزيابي وضع 
از جملــه . )7(بــه تفــصيل مــورد بحــث قــرار گرفتــه اســت

ويژگيهاي روش كنوني عدم نياز به استخراج با فـاز جامـد            
solid phase extraction (SPE)    و بـه كـارگيري شـرايط 

هرچند چنين شرايطي . و فاز معكوس مي باشد     ايزوكراتيك
 )7( شده است  توسط برخي از ديگر پژوهشگران نيز گزارش      

).  دقيقـه  21حدود  (زمان بازداري نسبتاً طولاني داشته اند       
زمان  و كنند مشكل غلبه  اين بر توانستند ديگري پژوهشگران

 و حتـي حجـم      )17،18( دقيقـه  6-7بازداري را بـه حـدود       
 منتهـي   )18( كـاهش دهنـد    µL 20نمونة مورد نياز را بـه       

ة طيـف   روش ايشان مستلزم به كارگيري آشكارساز پيچيد      
 tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)سنج جرمي 

و لذا نه در آزمايشگاههاي  كه اولاً بسيار گران است باشد مي
تشخيصي و نه حتي در بسياري از مراكز پژوهشي در ايران           
در دسترس نيست و ثانياً به پرسـنل بـسيار زبـده اي نيـاز               

از سويي ديگـر بـه تـازگي گـزارش شـده اسـت كـه                . دارد
 در LC-MS/MSشكارسازهاي رايج مي تواننـد بـه انـدازة        آ

ــدازه گيــري   ســرم درســتي و دقــت داشــته  D(OH)25ان
در روش معرفي شده در ايـن مطالعـه، هرچنـد           . )6(باشند

، هنوز بـه    ) دقيقه 5/9-11(زمان بازداري نسبتاً كوتاه است      
  حجــم نــسبتاً بــالايي از نمونــه بــراي آزمــايش نيــاز       

 ممكن است به كارگيري آن را بـه         كه) µL 500(مي باشد   
به خصوص اگر قرار باشـد در مطالعـه اي   (ويژه در كودكان  

) تعداد نسبتاً زيادي آزمون برروي يك نمونـه انجـام گيـرد           
چنـدي اسـت كـه روش آشكارسـازي نيمـه           . محدود سازد 

 همــراه بــا )chemiluminescent(خودكــار كميلومينــسنت 
 نيز )automated sample preparation(نمونه پرداز خودكار

   وD(OH)25ي ــبا دقت بالا براي اندازه گيري سطوح سرم
1,25(OH)2D   اين روش هرچند ممكن    .  معرفي شده است

است براي آزمايشگاههاي تشخيـصي و يـا بـراي مطالعـات            
 نـشده   HPLCغربالگري به كار آيد، به هيچ وجه جايگزين         

 گيـري   همچنان روش استاندارد براي اندازه     HPLCاست و   
  . )19( خون به شمار مي آيدDويتامين 

  رـــهاي ديگ د گزارشـيافته هاي مطالعة كنوني مؤي      

  SD2+ميانگين

 ميانگين

 SD2 -ميانگين

 SD2+ميانگين

 ميانگين

 SD2 -ميانگين

  )الف(

  )ب(
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 و  )RIA )20پژوهشگران در خصوص عدم كارايي روشهاي       
CPBA) 19(   ــامين ــود ويت ــالات كمب ــايي ح    D در شناس

تغييرات دوره اي بازار ايران نيز خـود مزيـد بـر            . مي باشند 
هاي  ن حال امكان دارد كيتهاي كارخانه  در اي  است چه  علت

متفاوتي در دسـترس باشـند و بـسياري از آزمايـشگاههاي         
 خريد آنها براي انجام    از ناگزير پژوهشي حتي گاه و تشخيصي

بديهي است در چنـين شـرايطي       . آزمايشهاي خود هستند  
مقايسة ميزانهاي ابتلا نه تنهـا در سـطح بـين المللـي كـه               

  . ندان ميسر نخواهد بودحتي در سطح ملي نيز چ
با توجه به نتايج چند مطالعه اي كـه در ايـران انجـام                    

پذيرفته اند و حتي با روشهاي ايمنـي سـنجي نيـز شـيوع              
بـالغ بـر    ( را بـسيار بـالا       Dدرجات مختلف كمبود ويتامين     

، لـزوم اجـراي برنامـه هـاي         )9،10(گزارش كرده اند  %) 50
. احساس مي شود ه خوبيمداخله اي، به ويژه غني سازي، ب

در اين حال در صورتي كـه از ارگوكلـسيفرول بـراي غنـي              
سازي استفاده شـود و يـا اگـر در منـاطقي ايـن ويتـامر از           
طريق جيرة غذايي دريافت گردد، ارزيابي تاثير برنامه هاي         

- افراد با روشهاي ايمنـي     Dمداخله اي و وضعيت ويتامين      
. را به دست ندهـد    سنجي ممكن است نتايج قابل اعتمادي       

 غلظت سـرمي  over-estimationمسالة اضافه براورد كردن    
25(OH)D3 در روشهاي RIA و CPBA  و ناتواني اين روشها

 توســط ديگــر پژوهــشگران نيــز D2(OH)25در شناســايي 
بديهي است روشهاي ايمني    . )21،22(گزارش گرديده است  

سنجي نيز مانند هر روش آزمايشگاهي ديگري به درجـاتي       
دارد در غيــر ايــن صــورت دامنــة  نيــاز تجربــه و از زبــدگي

ــيع       ــسيار وس ــت ب ــن اس ــله ممك ــايج حاص ــرات نت   تغيي
  .)23(باشد

  :نتيجه نهايي 
 معرفي شده در اين مطالعه براي انـدازه         HPLCروش        

، روشي است قابل اعتمـاد      D(OH)25گيري سطوح سرمي    
 كـه   RIA و   CPBAو نسبتاً سريع با اين مزيت بر روشهاي         

 را نيـز    D3(OH)25 و   D2(OH)25توانايي شناسايي افتراقي    
  .دارد

   :سپاسگزاري
اين پژوهش با بودجة انستيتو تحقيقـات تغذيـه اي و                 

بدين وسـيله از معاونـت      . صنايع غذايي كشور انجام گرديد    
پژوهشي و ديگر همكاران آن مركز و نيز از كلية افرادي كه     

 موجبات انجام اين پـژوهش      با اهداي مقداري از خون خود     
  .را فراهم آوردند، سپاسگزاري مي شود
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