
 1  / محمدحسين اعرابى و دکتر محمود جلالى                                                                   فيض، ٨٢پائيز ، ٢٧ شماره

 
 HPLC Reversed Phase به روشE و Aمان ويتامين زاندازه گيري هم

 
 

 
 

 ٢دكتر محمود جلالي، ١محمدحسين اعرابي
 
 

      چكيده
 در مقابل سرطان ارزيابي     Eو   Aي  هابا توجه به نقش آنتي اكسيداني و خواص حفاظتي ويتامين          :سابقه و هدف  

هاي دقيق و قابل اعتمادي دارد، لذا       ش نياز به رو   ها اين ويتامين  گيريهانداز. آنها از اهميت بالايي برخوردار است     
 . اين تحقيق انجام گرفت، HPLC با دستگاه E و Aمان ويتامين زگيري دقيق همهبه منظور انداز

پس از استخراج و آماده سازي نمونه        .  انجام گرفت  Exploratory surveyتحقيق به روش     :هاشمواد و رو  
گيري به روش كروماتوگرافي فاز     هروش انداز .  تزريق شد  HPLCز اين نمونه به دستگاه       ميكروليتر ا  ٥٠، سرمي

 ميلي ليتر   ٥/١) Flow rate( با سرعت جريان      Super Pacpep-S و ستون    UV) دتكتور(معكوس با آشكار ساز     
،  تغييرپذيري درصد، زمان بازداري . دقيقه بود  ١٥درصد و مدت زمان آزمايش       ٩٥در دقيقه و فاز متحرك متانول       

 . تاثير زمان و نيز ميزان بازيافت ويتامين ها اندازه گيري شد، تكرارپذيري

 و        ٧/٤، ٤/٣به ترتيب در محدوده زماني        Eو ويتامين   ) استاندارد داخلي (رتينيل استات   ، Aويتامين   :هايافته
 E و براي ويتامين      ng/ml٢٥ حدود   Aحد تشخيص دستگاه براي ويتامين       .  دقيقه از ستون خارج شدند      ٥/١١

 .  درصد بود٨/٩٠ و ٢/٧٨ به ترتيب E و Aبازيافت ويتامين .  بودµg/ml١حدود 

روشي عملي در   ، هاي قبلي ش همراه با تغييراتي در رو     HPLC به روش    E و   Aگيري ويتامين   هانداز :يگيرنتيجه
ي ديگر براي بالا بردن     هاانجام پژوهش .  است هاگيري آنها به ويژه قسمت بازيافت ويتامين      هبالا بردن كيفيت انداز   

 . شودمي توصيه E و Aي هاگيري ويتامينهكيفيت انداز

 E،  HPLC، ويتامين A اندازه گيري، ويتامين :واژگان كليدي
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 دانشگاه علوم پزشكي كاشان ،  گروه بيوشيمي و تغذيه-١

 دانشكده بهداشت ،  دانشگاه علوم پزشكي تهران-٢
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 E... 2 و Aاندازه گيرى همزمان ويتامين                                                               فيضپژوهشى ،  فصلنامه علمى  /

  مقدمه
 اثرات بيولوژيك  متعددي دارند  E و   Aي  هاويتامين

از ). ١(گردد  ميو اهميت آنها روز به روز آشكارتر        
ي اين دو ويتامين كه در سلامت بدن         هاجمله نقش 

هاي لحياتي است عمل حفاظتي در مقابل راديكا        
كسيداني اين دو   اآزاد يا به عبارت ديگر نقش آنتي       

كمبود اين  به طوري كه     ) ٢ و   ٣(ويتامين است   
،  احتمال بروز اختلالاتي مثل سرطان         هاويتامين
 را بيشتر    هاهاي قلب و عروق و عفونت        يبيمار
هاي متعدد  ي در بيمار  هاكند و ميزان اين ويتامين    مي

، لذا  )٢ و   ٤ و   ٥ و   ٦(گردد  ميدستخوش تغيير   
اندازه گيري همزمان اين دو ويتامين بيش از پيش           

 . اهميت پيدا كرده است
 

گيري ههاي مختلفي براي انداز    شراستا رو در اين   
 در سرم و ساير مايعات        E و   Aغلظت ويتامين   

توان ميبيولوژيك ابداع شده است كه از آن جمله          
). ٧ و   ٨(روش رنگ سنجي و فلوري متري نام برد         

 هستند و از حساسيت     گيراين روش ها معمولاً وقت   
با ابداع روش هاي   . و دقت كمي برخوردار هستند     

 HPLCوگرافي مايع با كاركرد عالي            كرومات
تر شده  س و حسا  تر دقيق هاگيري اين ويتامين  هانداز

با توجه به اينكه اين ويتامين مورد       ). ٩ و   ١٠(است  
توجه خاص پژوهش گران و متخصصان باليني           

اندازي روشي آسان و دقيق در        هاهميت را ، است
شود، لذا به منظور     ميگيري آنها دو چندان      هانداز
مان ويتامينزگيري دقيق و هم هي روش انداز  اندازهرا
A   وE    هاي قبلي روش جديدي    ش با تغييرات در رو

 . مورد بررسي قرار گرفت
 

 
 هاشمواد و رو

انجام  Exploratory surveyتحقيق به روش       
پژوهش حاضر به روش تجربي بر روي          . گرفت

نمونه خون افراد مراجعه كننده به پايگاه انتقال خون         
 . دتهران انجام ش

 در مايعات بيولوژيك به     Eو   Aچون ويتامين هاي    
) ١١(، ويژه در تماس با نور و هوا ناپايدار هستند          

ي سرپوشيده  هاي سرم در لوله   هابنابراين تمام نمونه  
فضاي خالي لوله به    . و با پوشش تيره نگهداري شد     

 تا  هاو نمونه ، وسيله جريان گاز نيتروژن پر شد       
اد گردرجه سانتي  -٢٠هنگام آزمايش در دماي       

 .نگهداري شد

 ميكروليتر سرم به يك لوله پلي پروپيليني                 ٢٠٠
 ميكروليتر  ٥٠ار ريخته شد و      دي درب ليتر ميلي ٢

 ميكروليتر  ٢٠٠، )رتينيل استات (استاندارد داخلي    
. ميكروليتر متانول به سرم اضافه شد      ٢٠٠اتانول و   

 ميكروليتر هگزان به    ٥٠٠،  ثانيه ورتكس  ١٠پس از   
 ثانيه ورتكس   ٦٠ن اضافه شد و مجدداً به مدت          آ

 ١٥٠٠ دقيقه با دور      ٥سپس مخلوط در زمان      . شد
در مرحله بعد فاز رويي كنار گذاشته . سانتريفوژ شد

 ميكروليتر هگزان به مخلوط اضافه      ٥٠٠مجدداً  . شد
 ثانيه ورتكس شد و مشابه مرحله       ٦٠شد و به مدت     

ازهاي رويي  آنگاه مجموع ف  ، قبل فاز رويي جدا شد    
اد تحت گاز    گر درجه سانتي   ٥٠ تا    ٤٥در دماي    

 .نيتروژن تبخير شد تا فاز هگزني كاملا خشك شود        
 ميكروليتر متانول اضافه    ٢٠٠به قسمت خشك شده     

 HPLC ميكروليتر از آن به دستگاه       ٥٠و حل شد و     
 . تزريق شد

 
 HPLCمتد 

اين روش بر اساس كروماتوگرافي با فاز معكوس          
 Retinol all trans ،αمورد نياز شامل    مواد  . است

اتانول و  ، متانول، ترانس رتينيل استات  ، توكوفرول
n    هگزان مخصوصHPLC سيستم  . بودHPLC 

 با آشكار    Pharmacia, LKBمورد استفاده از نوع     
 multi wave length, UV از نوع    ٢٢٤١ساز مدل   
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 3  / محمدحسين اعرابى و دکتر محمود جلالى                                                                   فيض، ٨٢پائيز ، ٢٧ شماره

با  Super pac pep-sو ستون به كار رفته از نوع         
 دقيقه و ميزان     ١٥) RUN(مان آزمايش   سرعت ز 

طول موج انتخابي از     .  ميكروليتر بود   ٥٠تزريق  
 ١٥٠ تا   ٧ نانومتر و از     ٣٢٥دقيقه  ٧شروع آزمايش تا    

پس از پايان جداسازي      .  نانومتر بود   ٢٩٢دقيقه  
افزارهاي مويتامين ها و ترسيم كروماتوگرام توسط نر     

HPLC manager و Nelson    به محاسبات و تفسير  
 Retention(زمان بازداري    . منحني اقدام گرديد   

time( ،      ضريب تغييرات                        [درصد تغييرپذيري
)Coeffieient of Variation (  ميزان  ] تكرار ١٠با 

٤در يك روز و     ) Reliability(تكرارپذيري، جذب
روز متوالي و تأثير زمان روي تغيير غلظت               

 .  تعيين گرديدهاويتامين
 
 
 

 هايافته
رتينيل ،  Aپس از تزريق استانداردهاي ويتامن         

زمان ،  توكوفرول به طور جداگانه       αاستات و    
هركدام در كروماتوگرام   ) Retention time(بازداري  
دهد كه به   مي ارائه گرديده است و نشان        ١شماره  

 .  دقيقه است٥/١١، ٧/٤، ٤/٣ترتيب در محدوده 

مكرر هركدام از   درصد تغييرپذيري پس از تزريق       
  ارايه گرديده است و نشان١ويتامين ها، در جدول 

مي دهد كه تكرارپذيري رتينول و ترينيل استات          
  توكوفرول است αبيشتر از 

 
 Eويتامين ، رتينيل استات ، A تكرارپذيري زمان بازداري ويتامين -١جدول 

 

 CV *درصد
دامنه تغييرات 

 )دقيقه(

) انحراف معيار ±(زمان 
 )يقهدق(

زمان بازداري
 نمونه ها

 A  ويتامين ٤٧/٣± % ٣٥ ٤٣/٣ – ٥٢/٣ ١

 رتينيل استات ٨٦/٤± % ٥٣ ٨٢/٤ -٩٩/٤ ١/١

 Eويتامين  ٩٥/١١± % ٢٧ ٦٥/١١ -٧/١٢ ٢٦/٢

 )coefficient of variation( ضريب تغييرات             *
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 E... 4 و Aاندازه گيرى همزمان ويتامين                                                               فيضپژوهشى ،  فصلنامه علمى  /

سازي شده به دستگاه      هپس از تزريق سرم آماد      
يي در محدوده زمان      هانيمشاهده شد كه منح     

شود              مياستانداردها ايجاد       ) RT(بازداري    
 ). ٢كروماتوگرام شماره (
 

 
 و  Aبراي اطمينان از اين تناسب استاندارد ويتامين         

E              به نمونه سرم اضافه شد و منحني آن با حالت 
   ارائه٣قبل مقايسه شد كه در كروماتوگرام شماره 

 
دهد كه مـيزان جـذب     مين  گرديده است و نشا    

  افـزايش چشمگـيري داشـته       E و    Aويتامـين  
 . است
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 5  / محمدحسين اعرابى و دکتر محمود جلالى                                                                   فيض، ٨٢پائيز ، ٢٧ شماره

) Limit-Detection(در تعيين حداقل حساسيت       
 مشخص شد كه      E و    Aدستگاه براي ويتامين      

 حدود  Aآخرين حد آشكارسازي براي ويتامين         
ng/mlو براي ويتامين     ٢٥E   حدود ug/mlاست ١  .

مل كاليبراسيون براي   ع، پس از بررسي تمام شرايط    
هر كدام در غلظت هاي مختلف استاندارد در محيط         

 و  Aتكرارپذيري غلظت ويتامين    . سرمي انجام شد  
E         روز متوالي در جدول    ٤ در سرم طي يك روز و

دهد كه  مي ارائه گرديده است و نشان          ٢شماره  
ها و تكرارها قابل     ن در طي زما    هاغلظت ويتامين 

نها به لحاظ آماري     قبول بوده است و اختلاف آ       
 . ار نيستدمعني

 
  به تفكيك يك روز و چهار روE و A دقت و تكرارپذيري غلظت ويتامين هاي -٢جدول 

 

 
 ضريب تغييرات

 )درصد(
 دامنه تغييرات

 
 
 
 ميزان

            
 

٣/١ )µg/dl (٢٥/٦٨-٠٧/٧١ )µg/dl(يك روز  ٧٦/٦٩± ٩٤/٠)٥=N( 

٩/١ )µg/dl (٧/٦٨-٨٢/٧١ )µg/dl(چهار روز  ٨/٦٩±٣١/١)٤=N( 

A 

٩/٦ )µg/dl (٣٥/٩ -٣/١١ )µg/dl(يك روز  ٢/١٠±٧١/٠)٥=N( 

٤/٩ )µg/dl(٦٥/٨-١/١١ )µg/dl(چهار روز  ٧١/٩±٩٢/٠)٤=N( 

E 

 
تأثير مدت زمان روي تغييرات غلظت ويتامين در          

هد د ارائه گرديده است و نشان مي       ٣جدول شماره   
  دقيقه تغـيير مـحسوسي ٦٠تا  Aكه غلظت ويتامين 

 
 در اين مدت كاهش قابل         Eندارد اما ويتامين      

 . ي دارد املاحظه
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 E... 6 و Aاندازه گيرى همزمان ويتامين                                                               فيضپژوهشى ،  فصلنامه علمى  /

 زمانطي  در E و A اي ه غلظت ويتامينتغييرات ـ٣ جدول
 

 E ويتامين غلظت

)µg/dl( 

 A ويتامين غلظت

)µg/dl( 

 )هدقيق (زمان

٠ ٤٥٠/٠ ١٥/٧ 

٢٠ ٤٤٧/٠ ٢١/٦ 

٦٠ ٤٤١/٠ ٦٩/٥ 

٣٥/٦±٧٤/٠* 

 CV درصد =٦/١١

٤٤٦/٠±٠٠٤٦/٠* 

 ** CVدرصد  =١

 

  ضريب تغييرات ** انحراف معيار       ±ميانگين  *

 E و   Aميزان بازيافت به سرمي كه غلظت ويتامين         
 Aآن دقيقاً مشخص شده بود مقداري معين ويتامين         

پس از  .  اضافه شد  Eو رتينيل استات و ويتامين        
تگاه سازي نمونه به دس     همراحل استخراج و آماد     

نتايج در . اين عمل چندين بار تكرار شد    . تزريق شد 
هد كه  د ارائه گرديد و نشان مي       ٤جدول شماره   

 و ميزان   ٢/٧٨ ± ٨/٧ برابر     Aميزان بازيافت ويتامين    
 .  بود٧٧/٩٠ ± ٣/١١ برابر Eبازيافت ويتامين 

 
 E و A ويتامين هاي هايدرصد خطاو  بازيافت ميزان  ـ٤ جدول

 )ug/ml( E  ويتامين )A) ug/dl  ويتامين

  خطادرصد  بازيافتدرصد
 مشاهده مقدار

 شده
  مشاهده شدهمقدار  خطادرصد  بازيافتدرصد

اره
شم

 
ريق

تز
 

١ ٠١/٨ -٢/٠ ٢/١٠٠ ٣/٢٦ ٨/٢٠ ٢٢/٧٩ 

٢ ٢٣/٦ ٦/٥ ٤/٩٤ ٢٢/٢٨ ٤٩/١٤ ٥١/٨٥ 

٣ ١٣/٥ ٣/٢٢ ٧/٧٧ ١/٢٣ ١/٣٠ ٩/٦٩ 

 ) انحراف معيار±ميانگين  (جمع ٧٧/٩٠±٣/١١ ٢١/٧٨± ٨/٧
 

 بحث 
مان زگيري همهندازي و اندازاتحقيق نشان داد كه راه

 Reverse phase HPLC به روش    E و   Aويتامين  
هاي مختلف   شتاكنون انواع رو    . مقدور است  

HPLC  گيري ويتامين   هبراي اندازA   و E   به صورت
 ١٣ و   ١٤ و   ١٥(مان ابداع شده است     زمنفرد و يا هم   

هاي مختلف  شي و مطالعه رو   در بررس ) ٩ و   ١٢و  
به دليل سادگي و كارآيي     ) ٩( Cuesta Sanzروش  

گيري هنسبتاً مناسب به عنوان اساس روش انداز          
اما تغييراتي در آن روش نيز انجام شد        . انتخاب شد 
 : كه شامل

 ستون مورد استفاده داراي ماتريكس        :ستون) الف
C2/C18           بود كه براي اولين بار از اين ستون جهت

از مزاياي  .  استفاده شد  E و   Aندازه گيري ويتامين    ا
اين ستون جداسازي بسيار عالي و عدم تداخل مواد         

 . چنين تكرارپذيري عالي آن استهمبا يكديگر و 

 
 طول موج انتخابي براي        :تغيير طول موج   ) ب

 α نانومتر و براي       ٣٤٠رتينول و رتينيل استات       
ررسي اما پس از ب     .  نانومتر بود   ٢٨٠توكوفرول  

λmax     در سيستم  ، هاي مختلف جدر طول مو
دتكتور ما مشـخص شد كه رتينـول در طـول موج        

 نانومتر بيشترين   ٢٩٢ توكوفرول در    α نانومتر و    ٣٢٥
 . جذب را دارد

) ٩( در روش قبلي      :تغيير در روش استخراج      ) ج
 ميلي ليتر   ١عمل استخراج يك بار و با افزودن           

به اينكه هرچه مرحله    هگزان انجام شد اما با تـوجه       
استخراج بيشتر شود مقدار بازيافت ويتامين ها بيشتر      

 ميلي ليتر   ١، ما در دو مرحله استخراج    ) ١٦(است  
هگزان اضافه نموديم كه مقدار بازيافت به طور           

 . قابل توجهي افزايش يافت

 دور در دقيقه پيشنهاد     ١٠٠٠چنين دور سانتريفوژ    هم
هده شد كه در دور      شده بود كه بنا به تجربه مشا       
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.  جدا شدن فازها از همه بهتر و آسانتر است          ١٥٠٠
 cuesta sanzدرصد بازيافت ما در مقايسه با روش        

به طوري كه درصد بازيافت      ، كمي اختلاف دارد  
 درصد در   ٢٨/٧٢(كمتر از روش فوق       Aويتامين  
 Eولي در مورد ويتامين       )  درصد ١/١٠٣مقابل  

 درصد در مقابل    ٨/٩٠(درصد بازيافت كمي بيشتر     
 . بود)  درصد٢/٩٠

تكرارپذيري ما نيز با روش آنها تفاوت اندكي            
 Aبه طوري كه درصد تغييرپذيري ويتامين        ، داشت

 در مقابل   ٣٤/١(در يك روز در روش ما بهتر بود          
تكرارپذيري ما   Eولي در مورد ويتامين       ) ٨٥/١

) ٩/٦ در مقابل پپ   ٨٤/٢(كـمتر از روش قبل بود       
ين دليل آن طولاني بودن زمان         ترهمكه شايد م   

 .  باشدEجداسازي ويتامين 

در يك جـمع بندي به نظر مي رسد كه سنجش             
 عملي است و از نظـر       E و   Aهم زمان ويتامـين   

كيفيت اندازه گيري به ويژه در زمـينه بازيافت نسبت      
انجام . باشدميبه روش هاي مـتعارف قابل قبول        

ج و اندازه گـيري   هاي ديگر براي استخـرا   هـشپژو
 در مايعـات بيولـوژيك ديگـر و      E و   Aويتامـين  

هـم چنين ارتـقاء كـيفيت آزمايـش  توصيه            
 .شودمي
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