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บทคัดย่อ ฮีโมโกลบินผิดปกติเกิดจากความผิดปกติของการสังเคราะห์สายโกลบินที่มีโครงสร้างหรือชนิดของกรดอะมิโนผิดปกติไป
ผู้วิจัยได้ศึกษาคุณสมบัติเฉพาะ (Retention time - RT) ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ ท่ีผ่านการตรวจวิเคราะห์โดยเคร่ืองอัตโนมัติ
หลักการ HPLC และ LPLC ตัวอย่างทั้งหมดได้รับการตรวจยืนยันโดยเทคนิค DNA Sequencing ผลการศึกษาพบฮีโมโกลบินผิดปกติ
23 ชนิด มีสาเหตุจากความผิดปกติของ α-Globin Gene 9 ชนิด คือ Hb I, Hb J-Norfolk, Hb Q-Thailand, Hb Grey Lynn, Hb O-
Indonesia, Hb Westmead, Hb Quong Sze, Hb Pakse และ Hb CS ส่วนที่เกิดจากความผิดปกติของ β-Globin Gene มี 14 ชนิด คือ
Hb C, Hb G-Makassar, Hb S, Hb Malay, Hb E, Hb J-Bangkok, Hb J-Kaohsiung, Hb Korle Bu, Hb Pyrgos, Hb D Los
Angeles, Hb Tende, Hb Dhonburi, Hb Hope และ Hb Tak ผลการตรวจ Hb typing โดยเครื่องอัตโนมัติ หลักการ HPLC และ LPLC
พบฮีโมโกลบินผิดปกติที่มี RT ตั้งแต่ 1.41-5.14 นาที และ 71-367 วินาที ตามลำดับ การแยกฮีโมโกลบินผิดปกติเหล่านี้ทั้งโดยวิธี
HPLC และ LPLC มีลำดับก่อน-หลังคล้ายคลึงกัน และพบฮีโมโกลบินผิดปกติ 3 กลุ่มท่ีมีคุณสมบัติใกล้เคียงกัน ทำให้ผลจากการตรวจ
Hb typing ไม่สามารถแยกชนิดได้ โดยกลุ่มที่ 1 พบบริเวณ S-window ได้แก่ Hb S, Hb Q-Thailand และ Hb G Makassar กลุ่มที่ 2
พบบริเวณ D-window ได้แก่ Hb D Los Angeles, Hb Tak และ Hb Korle Bu และกลุ่มที่ 3 พบบริเวณ Hb A ได้แก่ Hb Dhonburi,
Hb Malay, Hb Quong Sze และ Hb Westmead ดังนั้นห้องปฏิบัติการไม่ควรรายงานชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบไม่บ่อย
เหล่านี้จากผลการตรวจ Hb typing เพียงอย่างเดียวควรรายงานเพียงว่าพบ Abnormal Hb หากต้องการทราบชนิดที่ถูกต้อง
จะต้องส่งตรวจยืนยันโดยการตรวจวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรมหรือลำดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนต่อไป
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บทนำ
ฮีโมโกลบินเป็นส่วนประกอบสำคัญท่ีอยู่ในเซลล์เม็ดเลือดแดง

ทำหน้าที่นำออกซิเจนไปยังเซลล์และอวัยวะต่างๆ ของร่างกาย
ฮีโมโกลบินประกอบด้วยสายโกลบิน 4 สาย จับกับฮีม 4 อณู
โดยสายโกลบิน 4 สาย เกิดจากการรวมตัวกันของสายโกลบิน 2
กลุ่ม คือ สายโกลบินกลุ่ม α ได้แก่ สายโกลบินชนิด α และ ζ
ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายกัน ประกอบด้วยกรดอะมิโน 141 ตัว
โดยมียีนท่ีควบคุมการสร้างสายโกลบินกลุ่ม α อยู่บนโครโมโซม
คู่ท่ี 16 และสายโกลบินกลุ่ม β ได้แก่ สายโกลบินชนิด ε, γ, β

และ δ ซ่ึงมีโครงสร้างคล้ายกัน ประกอบด้วยกรดอะมิโน 146
ตัว โดยมียีนท่ีควบคุมการสร้างสายโกลบินกลุ่ม β อยู่บนโครโม-
โซมคู่ที่ 11 การสร้างฮีโมโกลบินสัมพันธ์กับระยะการเจริญ
เติบโตตั้งแต่ระยะตัวอ่อน มาเป็นทารกในครรภ์ และระยะหลัง
คลอด ในคนปกติท่ีมีอายุมากกว่า 1 ปี พบฮีโมโกลบินท่ีสำคัญ
3 ชนิด คือ Hb A (α2β2) ประมาณร้อยละ 97, Hb A2 (α2δ2)
ประมาณร้อยละ 2.5 และ Hb F (α2γ2) น้อยกว่าร้อยละ 1

(1)

ฮีโมโกลบินผิดปกติ เกิดจากความผิดปกติของยีนท่ีควบคุม
การสร้างสายโกลบิน ส่งผลให้มีการสังเคราะห์สายโกลบินที่มี
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โครงสร้างหรือชนิดของกรดอะมิโนผิดปกติไป โดยความผิดปกติ
สามารถเกิดได้บนสายโกลบินท้ังกลุ่ม α และกลุ่ม β ส่วนใหญ่
มีสาเหตุมาจากการเกิด point mutation ปัจจุบันมีรายงานการ
ตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติหลายร้อยชนิดทั่วโลก(2) บางชนิด
ไม่ส่งผลให้เกิดความผิดปกติใดๆ บางชนิดส่งผลให้มีการสร้าง
สายโกลบินลดลง คือ มีผลแบบธาลัสซีเมีย ทำให้มีอาการ
เลือดจางได้ ฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบบ่อยในประชากรไทยมี
2 ชนิด คือ Hb E พบประมาณร้อยละ 13 ในคนอีสานพบ
ร้อยละ 30-40 มีผลเหมือน β+-thalassemia และ Hb Con-
stant Spring (Hb CS) พบประมาณร้อยละ 1-8 มีผลเหมือน
α-thalassemia 2(3,4)

การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินนิยมใช้
เคร่ืองมืออัตโนมัติ เน่ืองจากข้ันตอนการปฏิบัติงานไม่ยุ่งยากและ
ทราบผลในระยะเวลาอันรวดเร็ว อีกทั้งยังเป็นที่ยอมรับใน
ระดับสากล ปัจจุบันเครื่องมืออัตโนมัติสำหรับตรวจวิเคราะห์
ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินท่ีใช้ในประเทศไทยมี 2 หลักการ คือ
หลักการคอลัมน์โครมาโตกราฟี (column chromatography)
อาศัยแรงดันในการชะฮีโมโกลบินชนิดต่างๆออกจากคอลัมน์
ซึ่งมีทั้งประเภทแรงดันสูง (HPLC) และประเภทแรงดันต่ำ
(LPLC) และหลักการแยกฮีโมโกลบินชนิดต่างๆ ด้วยกระแส
ไฟฟ้าความต่างศักย์สูงในหลอดแก้วนำไฟฟ้าขนาดเล็ก (capil-
lary electrophoresis) การรายงานชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ
ท่ีพบบ่อย ห้องปฏิบัติการสามารถรายงานผลได้โดยตรงจากการ
ตรวจ Hb typing แต่ยังมีฮีโมโกลบินผิดปกติอีกหลายชนิดท่ีพบ
ได้ไม่บ่อย และก่อให้เกิดปัญหาในการรายงานผลทางห้อง
ปฏิบัติการ เนื่องจากฮีโมโกลบินหลายชนิดมีการเคลื่อนที่ออก
จากคอลัมน์ในเวลาพร้อมกันหรือใกล้เคียงกันจากการทำ Hb
typing(5) คณะผู้วิจัยจึงทำการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะ (Retention
time) ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆที ่ผ่านการตรวจ
วิเคราะห์โดยเครื ่องอัตโนมัติหลักการ HPLC และ LPLC
และตรวจยืนยันชนิดของฮีโมโกลบินโดยเทคนิค DNA sequenc-
ing ผลการศึกษาวิจัยที่ได้เป็นประโยชน์ต่อการสนับสนุนการ
ดำเนนิโครงการควบคมุและปอ้งกนัโรคธาลสัซีเมียของประเทศ

วิธีการศึกษา
ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา
ตัวอย่าง EDTA Blood ของสามีภรรยาที่เข้าร่วมโครงการ

ควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซีเมีย จำนวน 587 ตัวอย่าง
ท่ีได้รับจากศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 13 แห่งท่ัวประเทศ ได้แก่
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์เชียงใหม่ เชียงราย พิษณุโลก
นครสวรรค์ อุดรธานี ขอนแก่น นครราชสีมา อุบลราชธานี สมุทร-
สงคราม ชลบุรี สุราษฎร์ธานี สงขลา และตรัง

ตัวอย่างทั้งหมดถูกนำมาตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณ
ฮีโมโกลบิน และเตรียม DNA โดยน้ำยาสำเร็จรูป NucleoSpin
Blood (Macherey-Nagel, Germany) ซ่ึงอาศัยคุณสมบัติของ
DNA ท่ีสามารถจับกับ Silica membrane จากน้ันนำ DNA ท่ีได้ไป
ทำการตรวจวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรมโดย
เทคนิค DNA sequencing เพ่ือตรวจยืนยันชนิดของฮีโมโกลบิน
ผิดปกติ

เครื่องมือที่ใช้
1. เคร่ืองตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน
- เครื่อง HPLC รุ่น Variant Hemoglobin Testing

System (Bio-Rad Laboratories, USA)
- เคร่ือง LPLC รุ่น HbGold Analyzer (Drew Scien-

tific, UK)
2. เครื่องตรวจวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุ-

กรรม รุ่น 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
รายละเอียดการศึกษา
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ทั้ง 13 แห่งส่งตัวอย่างเลือด

ที่ตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติจากการทำ Hb typing พร้อม
โครมาโตแกรมการตรวจ Hb typing ไปยังศูนย์ชีววิทยาศาสตร์-
ทางการแพทย์เพ่ือตรวจยืนยันชนิดของฮีโมโกลบินโดยการตรวจ
วิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม โดยศูนย์ชีววิทยา-
ศาสตร์ทางการแพทย์จะทำการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณ
ฮีโมโกลบินซ้ำอีกครั้ง กรณีผล Hb typing สอดคล้องกับศูนย์
วิทยาศาสตร์การแพทย์ ศูนย์ชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์จะทำ
DNA sequencing เพ่ือวิเคราะห์หาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ
แต่หากผล Hb typing ขัดแย้งกัน ศูนย์ชีววิทยาศาสตร์ทาง-
การแพทย์จะปฏิเสธการทำ DNA sequencing

1. การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน โดย
วิธี HPLC และ LPLC

อาศัยหลักการเดียวกัน คือ Cation exchange liquid chro-
matography โดยการแลกเปลี่ยนประจุระหว่างอิออนของฮีโม-
โกลบินซึ่งเป็นประจุบวก กับอิออนบนซิลิก้าเจลในคอลัมน์ซึ่ง
เป็นประจุลบ จากนั้นฮีโมโกลบินแต่ละชนิดจะถูกชะออกจาก
คอลัมน์ ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมีความแรงของประจุ (Ionic
strength) สูงกว่า แต่เนื ่องจากตัวอย่างเลือดมีฮีโมโกลบิน
หลายชนิดปนกัน แต่ละชนิดมี Ionic strength ไม่เท่ากัน จึงต้องมี
การผสมสารละลายบัฟเฟอร์ 2 ชนิด ท่ีมี Ionic strength แตก
ต่างกัน ให้มีการเปล่ียนแปลง Ionic strength ท่ีเหมาะสําหรับการ
ชะฮีโมโกลบินแต่ละชนิด ดังนั้นฮีโมโกลบินแต่ละชนิดจะถูก
แยกออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์ท่ีระยะเวลาท่ีแน่นอนท่ีแตกต่าง
กัน (Retention time) ซึ่งเป็นคุณสมบัติเฉพาะของฮีโมโกลบิน
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แต่ละชนิด ส่วนการวัดปริมาณของฮีโมโกลบินทําโดยการวัดการ
ดูดกลืนแสงของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดท่ีความยาวคล่ืน 415 nm
และคํานวณหาความเข้มข้นของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดออกมาเป็น
ร้อยละโดยคํานวณจากพื้นที่ใต้กราฟ ข้อมูลทั้งหมดจะถูกส่ง
ไปยังเคร่ืองประมวลผล และรายงานออกมาเป็นโครมาโตแกรม
ท้ังน้ีเคร่ือง HPLC และ LPLC ใช้เวลาในการวิเคราะห์ตัวอย่าง
6 นาที และ 10 นาที ตามลำดับ(6, 7)

2. การวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม
โดยเทคนิค DNA Sequencing

ตรวจยืนยันชนิดของฮีโมโกลบิน โดยเทคนิค DNA sequenc-
ing อาศัยหลักการของ Sanger และคณะ(8)  ท่ีเรียกว่า Chain ter-
mination โดยนำ DNA ที ่ต ้องการศึกษามาทำ PCR
จากนั้นทำการสร้าง DNA สายใหม่ด้วยเอนไซม์ DNA poly-
merase   DNA สายใหม่ที่สร้างขึ้นจะถูกจำกัดความยาวด้วย
dideoxy nucleotide ตัวใดตัวหน่ึงใน 4 ตัว (ddATP, ddGTP,
ddCTP และ ddTTP) โดยอาศัย BigDye Terminator
ซึ่งจะแสดงคุณสมบัติเป็น Fluorescence dye จับกับ dideoxy
nucleotide แต่ละตัว และเรืองแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีแตกต่าง
กัน(9)  ทำการวิเคราะห์โดยเคร่ืองอัตโนมัติ ABI 3130 ซ่ึงมี Lasor
scanning และ Detector เป็นตัวอ่านและแปลผลข้อมูล โดย
ข้อมูลทั้งหมดจะถูกส่งไปยังเครื่องคอมพิวเตอร์ ซึ่งมีโปรแกรม
สำเร็จรูปในการอ่านและวิเคราะห์ผล

ผลการศึกษา
ผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินใน

ตัวอย่างสามีภรรยาท่ีเข้าร่วมโครงการควบคุมและป้องกันโรคธาลัส-
ซีเมีย พบ Hb F, Hb A และ Hb A2 ในคนปกติ (ภาพท่ี 1) และ
พบฮีโมโกลบินผิดปกติจากการตรวจโดยเคร่ืองอัตโนมัติหลักการ
HPLC และ LPLC ตัวอย่างทั ้งหมดได้รับการตรวจยืนยัน
โดยเทคนิค DNA sequencing พบฮีโมโกลบินผิดปกติ 23 ชนิด
แต่ละชนิดมีตำแหน่งและชนิดกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงแตกต่าง
กัน เป็นความผิดปกติท่ีพบบนสายโกลบินชนิด α 9 ชนิด ได้แก่
Hb I, Hb J-Norfolk, Hb Q-Thailand, Hb Grey Lynn, Hb
O-Indonesia, Hb Westmead, Hb Quong Sze, Hb Pakse และ
Hb CS เป็นความผิดปกติท่ีพบบนสายโกลบินชนิด β 14 ชนิด
ได้แก่ Hb C, Hb G-Makassar, Hb S, Hb Malay, Hb E, Hb J-
Bangkok, Hb J-Kaohsiung, Hb Korle Bu, Hb Pyrgos, Hb D
Los Angeles, Hb Tende, Hb Dhonburi, Hb Hope และ Hb
Tak (ดังสรุปในตารางท่ี 1)

ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ ท่ีผ่านการตรวจวิเคราะห์โดย
วิธี HPLC และ LPLC จะถูกชะออกจากคอลัมน์ด้วยเวลาที่
แตกต่างกัน มี RT ต้ังแต่ 1.41-5.14 นาที และ 71-367 วินาที
ตามลำดับ (ตารางที่ 1) พบฮีโมโกลบินผิดปกติ 3 กลุ่มที่มี
คุณสมบัติใกล้เคียงกัน ทำให้ผลจากการตรวจ Hb typing
ไม่สามารถแยกชนิดได้ โดยกลุ่มท่ี 1 พบบริเวณ S-window ได้แก่

ภาพท่ี 1 โครมาโตแกรมของคนปกติท่ีตรวจวิเคราะห์โดยวิธี HPLC (ก) และวิธี LPLC (ข)

                             (ก)                                                                               (ข)
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Hb S, Hb Q-Thailand และ Hb G Makassar เครื่องจะ
รายงานฮีโมโกลบินผิดปกติท้ัง 3 ชนิดน้ีเป็น Hb S (ภาพท่ี 2)
กลุ่มท่ี 2 พบบริเวณ   D-window ได้แก่ Hb D Los Angeles,
Hb Tak และ Hb Korle Bu (ภาพที่ 3) เครื่องจะรายงาน
ฮีโมโกลบินผิดปกติท้ัง 3 ชนิดน้ีเป็น Hb D และกลุ่มท่ี 3 พบ
บริเวณ Hb A ได้แก่ Hb Dhonburi, Hb Malay, Hb Quong Sze
และ Hb Westmead เคร่ืองจะรายงานฮีโมโกลบินผิดปกติท้ัง 3
ชนิดน้ีเป็น Hb A (ภาพท่ี 4)

ผลการศึกษาพบ Hb E มากท่ีสุด (ร้อยละ 51 ของฮีโม-
โกลบินผิดปกติที่พบ) และ Hb CS รองลงมา (ร้อยละ 13.4
ของฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบ) โดยพบกระจายท่ัวทุกภูมิภาคของ

ประเทศ สำหรับฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอื่นๆ มีความถี่ในการ
ตรวจพบแตกต่างกันไปในแต่ละภูมิภาค โดยภาคใต้ถือเป็น
ภูมิภาคที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่สุด พบฮีโม-
โกลบินผิดปกติ 16 ชนิด จาก 23 ชนิด (ดังสรุปในภาพท่ี 5)

วิจารณ์
จากการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินโดยเคร่ือง

อัตโนมัติหลักการ HPLC และ LPLC ทำให้ทราบคุณสมบัติของ
ฮีโมโกลบินผิดปกติแต่ละชนิด ซึ ่งถูกชะออกจากคอลัมน์
ด้วยเวลาที่แตกต่างกัน การแยกฮีโมโกลบินผิดปกติเหล่านี้
ทั้งโดยวิธี HPLC และ LPLC มีลำดับก่อน-หลังคล้ายคลึงกัน

ตารางท่ี 1 แสดงลำดับและชนิดของกรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงไปบนสายโกลบินของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ และ
คุณสมบัติเฉพาะ (Retention time) ของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดจากการวิเคราะห์โดยเคร่ือง HPLC และ LPLC

   ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ      ความผิดปกติของยีน                   เครื่อง HPLC                           เครื่อง LPLC
จำนวน RT จำนวน RT
(ราย) (Mean ± 2SD) (ราย) (Mean ± 2SD)

α-globin gene
Hb I α16: AAG—>GAG - - 1 71
Hb J-Norfolk α57: GGC—>GAC 1 1.62 1 152
Hb Q-Thailand α74: GAC—>CAC 10 4.62 ± 0.08 29 312 ± 6.34
Hb Grey Lynn α91: CTT—>TTT 1 3.92 1 294
Hb O-Indonesia α116: GAG—>AAG 1 4.9 - -
Hb Westmead α122: CAC—>CAG - - 1 207
Hb Quong Sze α125: CTG—>CCG 2 2.41 ± 0.04 2 205 ± 1.42
Hb Pakse α142: TAA—>TAT 2 5.02 ± 0.02 2 315 ± 1.42
Hb CS α142: TAA—>CAA 84 5.01 ± 0.08 120 313 ± 10.62

β-globin gene
Hb C β6: GAG—>AAG 42 5.14 ± 0.04 35 367 ± 8.22
Hb G-Makassar β6: GAG—>GCG 4 4.46 ± 0.04 4 309 ± 1.00
Hb S β6: GAG—>GTG 1 4.44 2 305 ± 5.66
Hb Malay β19: AAC—>AGC 32 2.58 ± 0.08 28 212 ± 10.12
Hb E β26: GAG—>AAG 214 3.69 ± 0.08 243 271 ± 14.10
Hb J-Bangkok β56: GGC—>GAC 1 2.08 5 181 ± 15.11
Hb J-Kaohsiung β59: AAG—>ACG - - 1 181
Hb Korle Bu β73: GAT—>AAT 2 3.96 ± 0.08 3 287 ± 7.58
Hb Pyrgos β83: GGC—>GAC 4 1.42 ± 0.06 4 99 ± 9.14
Hb D Los Angeles β121: GAA—>CAA 6 4.07 ± 0.06 2 286 ± 1.42
Hb Tende β124: CCA—>CTA 2 2.26 ± 0.06 1 195
Hb Dhonburi β126: GTG—>GGG 3 2.61 ± 0.12 6 211 ± 10.98
Hb Hope β136: GGT—>GAT 38 1.41 ± 0.08 26 127 ± 13.92
Hb Tak β147: +AC 14 4.18 ± 0.20 24 289 ± 8.74
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ภาพท่ี 2 โครมาโตแกรมของฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบบริเวณ S-
window ประกอบด้วย Hb S: RT 307 วินาที (ก),
Hb Q-Thailand: RT 309 วินาที (ข) และ Hb G
Makassar: RT 309 วินาที (ค) จากการวิเคราะห์
ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินโดยวิธี LPLC

                                 (ก)

                                    (ข)

                                    (ค)

ภาพท่ี 3 โครมาโตแกรมของฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบบริเวณ D-
window ประกอบด้วย Hb Tak: RT  4.28 นาที (ก),
Hb Korle Bu: RT 3.99 นาที (ข) และ Hb D Los
Angeles: RT 4.04 นาที (ค) จากการ
วิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินโดยวิธี HPLC







                                    (ก)

                                    (ข)

                                    (ค)






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ภาพท่ี 4 โครมาโตแกรมของฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบบริเวณ Hb A ประกอบด้วย Hb Dhonburi:RT 205 วินาที (ก), Hb Malay:
RT 215 วินาที (ข), และ Hb Quong Sze: RT 205 วินาที (ค) และ Hb Westmead: RT 207 วินาที (ง) จากการ
วิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินโดยวิธี LPLC

                        

                        

                        

  









(ก)

(ข)

(ค)

(ง)
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เมื ่อเปรียบเทียบกับ Hb F, Hb A และ Hb A2 ซึ ่งเป็น
ฮีโมโกลบินที่พบในคนปกติ ผลการศึกษาพบว่า Hb I ถูกชะ
ออกจากคอลัมน์เป็นลำดับแรก และ Hb C ถูกชะจากคอลัมน์
เป็นลำดับสุดท้าย (ดังสรุปในภาพท่ี 6)

จากภาพที่ 6 จะเห็นได้ว่าฮีโมโกลบินหลายชนิดมีค่า RT
ท่ีใกล้เคียงกัน ไม่สามารถวินิจฉัยแยกจากกันได้จากการตรวจ Hb
typing การส่งตรวจยืนยันโดยการวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของ
สารพันธุกรรม จะทำให้ทราบชนิดที่ถูกต้องของฮีโมโกลบิน
แต่เนื่องจากการวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรมมี
ค่าใช้จ่ายสูง รวมทั้งมีกระบวนการวิเคราะห์หลายขั้นตอน เริ่ม
ต้ังแต่การสกัด DNA การเตรียม DNA template การทำ DNA
sequencing และการแปลผล ดังนั ้นเพื ่อเป็นการประหยัด
ค่าใช้จ่ายและประหยัดเวลาในการวิเคราะห์ ก่อนเร่ิมกระบวนการ
ตรวจวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม ตัวอย่าง
ทุกรายจะได้รับการตรวจ Hb typing ซ้ำอีกคร้ัง และตรวจสอบ
ความสอดคล้องกับผล Hb typing ที่วิเคราะห์โดยศูนย์วิทยา-

ศาสตร์การแพทย์ เพื่อให้มั ่นใจว่าเป็นตัวอย่างเดียวกันกับ
ตัวอย่างที่ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ต้องการส่งตรวจยืนยัน
ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ และผลการตรวจวิเคราะห์ลำดับ
การเรียงตัวของสารพันธุกรรม จะต้องเป็นไปในแนวทางเดียวกัน
กับผล Hb typing เพื่อให้มั่นใจว่าไม่มีการสลับตัวอย่างใน
กระบวนการทำ DNA sequencing อาทิเช่น ผล Hb typing
พบฮีโมโกลบินผิดปกติบริเวณ D-window ผลการวิเคราะห์
DNA อาจเป็นได้ท้ัง Hb D Los Angeles, Hb Tak หรือ Hb
Korle Bu

ผลการตรวจวิเคราะห์ลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม
พบฮีโมโกลบินผิดปกติที่มีความผิดปกติทั้งสายโกลบินชนิด α
และ β โดยความผิดปกติตำแหน่งเดียวกันเมื่อมีการเปลี่ยน
แปลงไปเป็นกรดอะมิโนต่างชนิดกัน ก็ทำให้เกิดฮีโมโกลบิน
ผิดปกติต่างชนิดกัน เช่น ความผิดปกติท่ีเกิดบนสาย α ตำแหน่ง
ท่ี 142 อาจเป็นได้ท้ัง Hb Pakse, Hb CS หรือ ความผิดปกติ

 
ภาคเหนือ
Hb E, Hb CS, Hb Tak, Hb Hope,
Hb C, Hb Q-Thailand, Hb S,
Hb Dhonburi, Hb Westmead

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
Hb E, Hb CS, Hb Tak, Hb C
Hb Hope, Hb Q-Thailand,
Hb J-Bangkok, Hb Korle Bu,
Hb Pyrgos, Hb J-Kaohsiung,
Hb Dhonburi, Hb Grey Lynn

ภาคใต้
Hb E, Hb CS, Hb Pakse, Hb C,
Hb Malay, Hb Tak, Hb I,
Hb Hope, Hb Q-Thailand,
Hb Tende, Hb Dhonburi, Hb D Los Angeles,
Hb O-Indonesia,
Hb Quong Sze, Hb G-Makassar,
Hb Pyrgos

ภาคกลาง
Hb E, Hb CS, Hb Pakse, Hb C,
Hb Malay, Hb Tak, Hb Q-Thailand,
Hb Hope, Hb J-Norfolk, Hb S,
Hb Dhonburi, Hb Korle Bu

ภาคตะวันออก
Hb E, Hb CS, Hb Dhonburi

ภาพท่ี 5 ความหลากหลายของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดต่างๆ ท่ีพบในแต่ละภูมิภาคของประเทศ
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Hb S , Hb G-M akassar 

Hb Grey Lynn, Hb Korle-Bu 

Hb C 

Hb Qoung Sze , Hb Westmead 
 

Hb E 

Hb CS, Hb Pakse 

Hb Hope 
 

Hb Malay, Hb Dhonburi  

Hb D Los Angeles  D-window 

(1.29)* (71)  
(1.42+0.06)  (99+9.14)  
(1.41+0.08)  (127+13.92)  

(1.62)  (152)  

(195)  (2.26+0.06)  

RT (Mean+2SD) RT (Mean+2SD)  

(2.08)  Hb J-Bangkok, Hb J-Kaoshiung  (181+15.11,  181)  

(3.69+0.08) (271+14.10) 

(5.14+0.04) (367+8.22) 
Hb O-Indonesia (4.9)   (5.01+0.08, 5.02+0.02) (207)  (313+10.62,  315+1.42) 
Hb Q-Thailand (4.44, 4.46+0.04)  (4.62+0.08)  (305+5.66, 309+1.0)  (312+6.34) 

(3.92, 3.96+0.08) (4.07+0.06)  (294,  287+7.58) (286+1.42) Hb Tak  (289+8.74) (4.18+0.20) 

(2.58+0.08, 2.61+0.12)   (2.41+0.04)  (212+10.12,  211+10.98)  (205+1.42, 207)  

Hb I  
Hb Pyrgos  

Hb J-Norfolk  

Hb Tende  

Elution time (minute) Elution time (second)

หมายเหตุ: * ข้อมูลอ้างอิงจาก Torres FR, et al. Genet Mol Res 2006;5:713-6(10)

ภาพท่ี 6  แสดงลำดับก่อน-หลังของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดท่ีถูกชะออกจากคอลัมน์ โดยเคร่ือง HPLC และ LPLC

ที่เกิดบนสาย β ตำแหน่งที่ 6 อาจเป็นได้ทั้ง Hb C, Hb G-
Makassar, Hb S (ดังสรุปในตารางท่ี 1)

Hb E และ Hb CS เป็นฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบบ่อยในทุก
ภูมิภาคของประเทศ การเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกันระหว่าง Hb E
กับยีนธาลัสซีเมียจะทำให้เกิดความผิดปกติในระดับความ
รุนแรงที่แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดของยีนธาลัสซีเมีย ถ้าเป็น
มิวเตช่ันชนิดท่ีเป็น β+-thalassemia เช่น -28, codon 19, IVS1
nt 5, IVS2 nt 654 ความรุนแรงจะน้อยกว่า มิวเตช่ันชนิด ท่ีเป็น
β0-thalassemia เช่น codon 17, codon 41-42, codon 71-
72, IVS1 nt 1(11) ในทางปฏิบัติหากผลการตรวจ Hb typing

พบ Hb E ชัดเจนสามารถรายงานผลได้ กรณี Hb E
มีปริมาณร้อยละ 10-20, ร้อยละ 35-80 หรือมากกว่าร้อยละ
80 ร่วมกับมี Hb F สูงมากกว่าร้อยละ 10 จำเป็น ต้องตรวจยืนยัน
ในระดับยีนเพื่อวินิจฉัยแยกระหว่าง Hb E กับฮีโมโกลบิน
ผิดปกติชนิดอ่ืนท่ีพบบริเวณเดียวกัน สำหรับ Hb CS เน่ืองจาก
เป็นฮีโมโกลบินที่ไม่คงทนและสูญสลายได้ง่าย จึงเป็นอุปสรรค
ในการรายงานผล หากผลการตรวจ Hb typing ไม่ชัดเจนจำเป็น
ต้องตรวจยืนยันในระดับยีนเช่นกัน นอกจากการตรวจโดย
เทคนิค DNA sequencing แล้ว(12) กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
โดยศูนย์ชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ได้พัฒนาเทคนิค Allelic











-

-
- --
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Discrimination อาศัยความแตกต่างทางพันธุกรรมของนิว-
คลีโอไทด์เพียงตำแหน่งเดียวมาใช้ในการตรวจวินิจฉัย Hb E และ
Hb CS ซึ่งเป็นเทคนิคที่ทำได้ง่าย ใช้เวลารวดเร็ว และราคา
ไม่แพง(13,14) โดยถ่ายทอดเทคโนโลยีการตรวจให้กับศูนย์-
วิทยาศาสตร์การแพทย์ทั้ง 13 แห่งทั่วประเทศตั้งแต่ปี 2549
นับเป็นการพัฒนาศักยภาพการตรวจทางห้องปฏิบัติการให้มี
ประสทิธิภาพมากขึน้

จากผลการศึกษาพบว่า นอกจาก Hb E และ Hb CS
ซึ ่งเป็นฮีโมโกลบินผิดปกติที ่พบบ่อยในงานประจำวันแล้ว
ยังพบฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบไม่บ่อยอีกหลายชนิด โดยพบ Hb
C มากที่สุด และพบ Hb Hope และ Hb Malay รองลงมา
ตามลำดับ ฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบมีท้ังชนิดท่ีจัดเป็นธาลัสซีเมีย
และชนิดท่ีไม่ก่อให้เกิดโรค ฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีจัดเป็นธาลัส-
ซีเมีย เช่น Hb E, Hb CS, Hb Q-Thailand, Hb Malay, Hb
Dhonburi และแม้ว่าฮีโมโกลบินผิดปกติหลายชนิด เช่น Hb G-
Makassar, Hb Hope, Hb J-Bangkok จะไม่ก่อให้เกิดโรค
แต่ผลการตรวจวินิจฉัยก็มีความสำคัญในการให้คำปรึกษา
แนะนำทางพันธุกรรม(5) ดังนั้นการวินิจฉัยในระดับยีนเพื่อแยก
ชนิดฮีโมโกลบินผิดปกติ จึงมีความสำคัญต่อการวินิจฉัยในงาน
ประจำวัน สำหรับฮีโมโกลบินผิดปกติในกลุ่มท่ีปรากฏบริเวณ Hb
A ตำแหน่งของ peak ใกล้เคียงกันมากกับ Hb A ทำให้มีโอกาส
วินิจฉัยผิดพลาดได้ การพิจารณาข้อมูลพารามิเตอร์ต่างๆของ
เม็ดเลือดแดงร่วมด้วย จะช่วยให้ห้องปฏิบัติการรายงานผลการ
ตรวจวินิจฉัยได้ถูกต้อง

ปัจจุบันฮีโมโกลบินผิดปกติถูกพบมากข้ึนเร่ือยๆ เน่ืองจาก
ประชาชนตระหนักถึงความสำคัญของโรคธาลัสซีเมียและเข้าร่วม
โครงการควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบิน
ผิดปกติตามนโยบายของกระทรวงสาธารณสุข ในทางปฏิบัติ
หากพบฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบไม่บ่อยจากการตรวจ Hb typ-
ing ห้องปฏิบัติการไมค่วรระบุชนิดของฮีโมโกลบนิผิดปกติหาก
ยังไม่ได้รับการตรวจยืนยันในระดับยีน ควรรายงานเบ้ืองต้นเพียง
ว่า พบ Abnormal Hb หรือ Unidentify Abnormal Hb

จากการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด
ต่างๆ จากการตรวจ Hb typing และการศึกษาเชิงลึกถึงระดับยีน
เพื่อวิเคราะห์ชนิดของฮีโมโกลบินทำให้ทราบข้อมูลด้านความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรไทย ข้อมูลที่ได้นับ
เป็นประโยชน์ต่อห้องปฏิบัติการ สำหรับใช้เป็นข้อมูลอ้างอิง
และเป็นแนวทางในการพิจารณารายงานผลการตรวจวิเคราะห์
ฮีโมโกลบินผิดปกติให้สามารถรายงานผลได้อย่างถูกต้อง
เหมาะสมตามหลักวิชาการ ช่วยลดความผิดพลาด ในการรายงาน
ผล นับเป็นการสนับสนุนการดำเนินโครงการควบคุมและป้องกัน
โรคธาลัสซีเมียของประเทศ

สรุป
ฮีโมโกลบินผิดปกติหลายชนิดมี Retention time ที่ใกล้

เคียงกัน ไม่สามารถแยกกันได้จากการตรวจวิเคราะห์ชนิดและ
ปริมาณฮีโมโกลบิน ท้ังโดยวิธี HPLC และ LPLC หากต้องการ
ทราบชนิดของฮีโมโกลบินต้องตรวจยืนยันโดยวิธี DNA sequenc-
ing

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ให้งบประมาณ

สนับสนุน ขอขอบคุณศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ทุกแห่งที่ให้
ความร่วมมือเป็นอย่างดีตลอดการดำเนินงาน ขอขอบคุณสถาบัน
วิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ให้
ความอนุเคราะห์เคร่ือง ABI 3130 ขอขอบคุณคุณอัจฉรียา ลูกบัว
ที ่ช ่วยนำตัวอย่างเข้าเครื ่อง ABI 3130 และขอขอบคุณ
เจ้าหน้าที่กลุ่มเซลล์ต้นกำเนิดและเวชศาสตร์ฟื้นฟูสภาพเสื่อม
ศูนย์ชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ที่ช่วยอำนวยความสะดวก
ในการปฏิบัติงานจนสำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี
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Abstract Characteristic Properties of Hemoglobin Variants by Hemoglobin Separation and Quantitation Analysis
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Hemoglobin variants are caused by the synthesis of abnormal globins structure or abnormal type of amino acids.
This research was conducted to study the retention time of hemoglobin variants by automated HPLC and LPLC. All
samples were confirmed by DNA sequencing. In this study, 23 hemoglobin variants were identified. Nine α-globin
variants are Hb I, Hb J-Norfolk, Hb Q-Thailand, Hb Grey Lynn, Hb O-Indonesia, Hb Westmead, Hb Quong Sze, Hb
Pakse and Hb CS. Fourteen β-globin variants are Hb C, Hb G-Makassar, Hb S, Hb Malay, Hb E, Hb J-Bangkok, Hb
J-Kaohsiung, Hb Korle Bu, Hb Pyrgos, Hb D Los Angeles, Hb Tende, Hb Dhonburi, Hb Hope and Hb Tak. The results
from Hb typing by automated HPLC and LPLC shows hemoglobin elution peak with retention time 1.41-5.14 minutes
and 71-367 seconds, respectively. In the separation of hemoglobin variants by HPLC and LPLC, three identical patterns
of elution peaks were observed. The first group had  retention times in the S-window such as Hb S, Hb Q-Thailand and
Hb G Makassar, the second group was in the D-window such as Hb D Los Angeles, Hb Tak and Hb Korle Bu, and the
third group was in the A window such as Hb Dhonburi, Hb Malay, Hb Quong Sze and Hb Westmead. Therefore, it is
recommended that routine clinical laboratory reports should not specify the type of rare hemoglobin variants and simply
report as abnormal hemoglobin. Identification of the type of hemoglobins can only be made through DNA sequencing or
amino acid analysis.

Key words:   hemoglobin variants, hemoglobin separation and quantitation analysis


