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ความไมสมดุลระหวาง α−globin และ β-globin เปนปจจัยสําคัญที่กําหนดความรุนแรงของ
โรคธาลัสซีเมีย การศึกษาครั้งนี้ไดศึกษาความไมสมดลุของ α−globin และ β-globin ในโรคธาลัสซีเมีย
ชนิดตางๆ โดยการตรวจวดัอัตราสวนของ α/β globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงของอัลฟาธาลัสซเีมียและ
บีตาธาลสัซีเมีย ดวยเทคนคิ multiplex one-step real-time RT-PCR ในตวัอยางจํานวน 121ราย 
แบงเปน 3 กลุม คือ คนปกติ 14 ราย อัลฟาธาลัสซีเมียจีโนไทปตางๆ 75 ราย และบีตาธาลัสซเีมียที่มี
และไมมีอัลฟาธาลัสซีเมียรวม 32 ราย ผลการศึกษาพบวา คนปกติมีคามัธยฐาน (สูงสุด-ต่ําสดุ) ของ 
α/β globin mRNA เทากบั 1.29 (0.90-2.91) ในอัลฟาธาลัสซเีมียอัตราสวนนี้จะลดลงขึ้นกบัจํานวน
ยีนอัลฟาโกลบินปกต ิ และในบตีาธาลัสซีเมียอัตราสวนจะสูงกวาคนปกต ิ คือ โรคบีตาธาลสัซีเมีย/
ฮีโมโกลบินอีมีอัตราสวนสูงที่สุด  ตามดวยพาหะบตีาศนูยธาลสัซีเมีย และพาหะบตีาบวกธาลัสซเีมีย ใน
ตวัอยางกลุมน้ีจะเห็นวาอัตราสวนของ α/β globin mRNA จะลดลงตามความรนุแรงของบตีาธาลสัซีเมีย
ที่ลดลง เม่ือบตีาธาลสัซีเมียพบรวมกับอัลฟาธาลัสซีเมีย มีผลทําใหอัตราสวนของ α/β globin mRNA เขา
ใกลคาของคนปกตมิากขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งในโรคบีตาธาลสัซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีที่มีอัลฟาธาลัสซเีมีย
รวม จะมีอัตราสวนของ α/β globin mRNA ลดลงอยางชัดเจน และมีความรุนแรงของภาวะเลือดจางที่
ลดลงดวย ผลการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวา การตรวจวดัอัตราสวนของ α/β globin mRNA บงบอกถึง
ความไมสมดุลระหวาง α−globin และ β-globin และสอดคลองกบัความรุนแรงของโรคธาลัสซเีมีย 
 

คําหลัก : ธาลัสซีเมีย  อัตราสวนของ α/β globin mRNA  เทคนิค quantitative RT-PCR 
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Abstract 

Imbalance in α/β-globin chains is an important determinant of thalassemia disease 
severity.  This study examined the relationship between α/β-globin mRNA ratio and disease 
severity in various thalassemia genotypes. α- and β-globin mRNA contents of red blood cells 
of 75 α- and 32 β-thalassemia subjects (5 with β0-thalassemia/Hb E) and 14 normal controls 
were measured using multiplex quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain 
reaction (qRT-PCR).  The α/β-globin mRNA ratio of each sample was calculated based on the 

2-ΔΔCT method. A decrease of α/β-globin mRNA ratios in α-thalassemia subjects compared to 
normal controls correlated with the numbers of defective α-globin genes, whereas an increase of 
the ratios was observed in β-thalassemia.  Subjects with β0-thalassemia/Hb E disease had the 
highest α/β-globin mRNA ratio, followed by β0-thalassemia trait and then β

+-thalassemia 
trait, which correlated with decrease in severity of anemia. Coinheritance of α-thalassemia in 
β0-thalassemia/Hb E resulted in a more balanced α/β-globin mRNA ratio and an amelioration 
of the anemia. This study indicates that imbalance in globin gene expression, the major factor 
affecting clinical severity of thalassemia, could be demonstrated by measuring α/β-globin mRNA 
ratio, which was conveniently and accurately determined by qRT-PCR.  In α-thalassemia, 
α/β-globin mRNA ratio correlated with the number of functional α-globin genes present, whereas 
in β-thalassemia the ratio provided a good indicator of disease severity.     

 
Keywords: thalassemia,  imbalance of globin chain,  α/β globin mRNA ratio, qRT-PCR 
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 บทนํา 
 
 ธาลสัซีเมียเปนโรคเลือดจางที่ถายทอดทางกรรมพนัธุ เกิดจากการกลายพันธุ (mutation) ของ

ยีนที่ควบคมุการสังเคราะหสายโกลบนิ (globin gene) ทําใหมีการสังเคราะหสายโกลบนิไดนอยลงหรือ

ไมไดเลย [1] ในประเทศไทยมีอุบัติการณของธาลัสซเีมียสูงมาก โดยพบอุบัตกิารณของอัลฟาธาลัสซีเมีย 

20-30% และบีตาธาลสัซีเมีย 3-9% [2] นอกจากนี้ยงัพบการกลายพันธุของยีนอัลฟาโกลบินและบตีา

โกลบิน ที่ทําใหเกิดเปนฮีโมโกลบินผิดปกติอีกหลายชนิด ฮีโมโกลบินผิดปกตทิีพ่บบอยในประเทศไทย 

ไดแก ฮีโมโกลบนิอี (hemoglobin E; Hb E) และฮีโมโกลบินคอนสแตนท สปริง (Hb Constant Spring; 

Hb CS)  Hb E เกิดจากการกลายพันธุของยีนบีตาโกลบินตรงตําแหนงโคดอนที่ 26 เปลี่ยนจาก GAG 

เปน AAG ในประเทศไทยมีอุบัติการณโดยเฉลี่ยของ Hb E 13% และพบอุบตัิการณสูงถึง 50% ใน

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ [3-4] Hb CS เกิดจากการกลายพันธุของยีนอัลฟาสองตรง

ตําแหนงโคดอนยุติเปลี่ยนจาก TAA เปน CAA พบอุบัติการณประมาณ 1-8% [3,5] นอกจาก Hb CS 

แลว ปจจุบันมีรายงานการตรวจพบ Hb Pakse′ (PS) ซึ่งเกิดจากการกลายพนัธุของยีนอัลฟาสอง

เชนเดียวกัน แตโคดอนยตุิเปลี่ยนจาก TAA เปน TAT [6-7] 

 การปฏิสัมพันธระหวางยีนโกลบินที่ผิดปกติเหลานี้ ทาํใหเกิดโรคธาลัสซีเมียที่ซบัซอน และมี

อาการรนุแรงแตกตางกัน ตั้งแตกลุมที่ไมมีอาการซีด  ซีดเล็กนอย ซีดปานกลาง ไปจนถึงกลุมที่มี

อาการซีดมากและตองไดรบัเลือดเปนประจํา และอาการที่รุนแรงมากที่สุด คือ เสียชวีิตตั้งแตอยูใน

ครรภหรือแรกคลอด อาการที่รุนแรงแตกตางกันน้ี ขึ้นกับไมสมดุลระหวางสายอัลฟาโกลบินและสายที่

ไมใชอัลฟาโกลบิน (บตีาโกลบิน และแกมมาโกลบิน)[1,8] ความไมสมดุลระหวางสายอัลฟาโกลบิน

และสายที่ไมใชอัลฟาโกลบนิน้ี สามารถตรวจวัดไดโดยตรงดวยการวัดอัตราสวนฃองการสังเคราะห

อัลฟาและบตีาโกลบินในหลอดทลอง (in vitro globin chain synthesis ratio) ซึ่งวิธีการทําจําเปนตอง

ใชสารรังสแีละมีขั้นตอนการทําที่ยุงยาก เชน การแยกสายโกลบนิดวยโครมาโตกราฟ [1] จึงเปนเทคนคิ

ที่ใชในวงจํากดั เฉพาะหองปฏิบัติการวจัิยที่มีความพรอม ทั้งเครื่องมือและบุคลากรที่มีประสบการณ 

ปจจุบันไดมีการนําเทคนิค quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain reaction 
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(qRT-PCR) มาใชศึกษาการแสดงออกของยีนชนิดตางๆ ในหลอดทดลอง  Irenge และคณะไดนําเทคนคิ

ดังกลาวมาใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนบตีาโกลบินทีเ่กิดการกลายพันธุ และพบวาเปนวธิีที่มี

ความถกูตองสูง ทํางาย และรวดเร็ว [9-11]   

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเลอืกเทคนคิ qRT-PCR มาใชในการศกึษาความไมสมดุลของการ

สังเคราะหสายอัลฟาและบตีาโกลบิน โดยตรวจวัดอัตราสวนของ α/β globin mRNA ในเม็ดเลือดแดง

ของธาลัสซีเมียชนิดตางๆ และพบวาคาอัตราสวนของ α/β globin mRNA ที่เบี่ยงเบนไปจากคาของ

คนปกติ เปนตัวชี้วัดถึงความรุนแรงของโรคที่ดีอยางหนึ่ง 
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วิธีการศึกษา 
 

1. ตัวอยางเลือด 
 ตัวอยางเลือดที่ใชในการศึกษาครั้งนี ้ เปนตวัอยางเลือดที่เหลือจากการตรวจดีเอ็นเอเพ่ือ
วินิจฉัยธาลัสซีเมีย ณ โครงการวิจัยและพัฒนาเพื่อการควบคุมและปองกันโรคเลือดจางธาลสัซีเมีย 
ศูนยวิจัยและพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการทางการแพทย คณะเทคนิคการแพทย 
มหาวิทยาลัยขอนแกน จํานวนทั้งสิ้น 121 ราย แบงเปน 3 กลุม คอื กลุมคนปกติ (ไมมียีนอัลฟาธาลัส
ซีเมีย และมีปริมาณ Hb A2 ปกต)ิ 14 ราย กลุมอัลฟาธาลัสซีเมีย 75 ราย และกลุมบีตาธาลัสซีเมีย 32 
ราย  งานวิจัยนี้ไดผานการพิจารณาเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลยั 
ขอนแกน (HE 451001) 
 
2. การศึกษาขอมูลทางโลหิตวทิยา 
 พารามิเตอรเม็ดเลือดแดงของตัวอยางเลือดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ ไดจากตรวจวิเคระห
ดวยเครื่องวิเคราะหเม็ดเลือดอัตโนมัติ Coulter GEN System (Beckman Coulter, Inc., USA)  และ
ตรวจชนิดฮีโมโกลบินดวยเครื่องวิเคราะหฮีโมโกลบินอัตโนมัติ Variant HPLC analyzer (Variant, 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) ที่หนวยจุลทรรศนวนิิจฉัย โรงพยาบาลศรีนครินทร คณะ
แพทยศาสตร มหาวทิยาลยัขอนแกน  
 
3. การตรวจวิเคราะหดเีอ็นเอเพื่อวินิจฉัยธาลัสซีเมีย 
 การตรวจวเิคราะหดีเอ็นเอเพ่ือวินิจฉัยธาลัสซีเมีย ทําการตรวจโดยบุคลากรของโครงการวิจัย
และพัฒนาเพือ่การควบคุมและปองกันโรคเลือดจางธาลัสซเีมีย ศนูยวิจัยและพัฒนาการตรวจวินจิฉัยทาง
หองปฏิบตัิการทางการแพทย  ตัวอยางเลือดทุกรายจะถูกนําไปแยกเม็ดเลือดขาวเพื่อสกัดดีเอ็นเอ 

และนําไปตรวจยีนธาลัสซีเมียตอไปน้ี α0-thalassemia (SEA-deletion), α+-thalassemia (3.7-kb 
และ 4.2-kb deletion), Hb CS, Hb PS, Hb E และบตีา-ธาลัสซีเมีย ดวยเทคนคิพซีีอาร (7, 12-15) 
 
4. การตรวจวิเคราะหอารเอ็นเอ 
 4.1  การเตรียมอารเอ็นเอ  
   เม็ดเลือดแดงรวมทั้งเรตคิโูลวัยต (reticulocyte) ที่เหลืออยูหลังจากแยกเม็ดเลือดขาว
ออกไปแลว จะถูกนําไปสกดัอารเอ็นเอดวยชุดน้ํายาสกัดอารเอ็นเอ TrizolTM (Invitrogen, California, 
USA) ซึ่งใชหลักการของ Chomczynski (16) ดีเอ็นเอที่อาจปนเปอนอยูในอารเอ็นเอที่เตรียมไดถูก
กําจัดออกไปโดยการเติม DNAse (Promega, Madison, WI, USA) จากนั้นวัดความเขมขนและความ
บริสุทธิข์องอารเอ็นเอที่เตรียมไดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 nm ในการตรวจ
วิเคราะหอารเอ็นเอดวยเทคนิค real-time RT-PCR ใชอารเอ็นเอที่มีความเขมขน 5 ng/μl จํานวน 5 μl 
(25 ng)  
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4.2 การศึกษาสภาวะเหมาะสมในการทํา real-time RT-PCR 
 ในการศึกษาครั้งนี้ใชชุดน้ํายา TaqMan one-step RT-PCR (Applied Biosystems, 
California, USA) โดยไดศึกษาสภาวะเหมาะสมในการทํา real-time RT-PCR ดวยการปรับปริมาณ
ของ primers, fluorescent-labelled probes และอารเอ็นเอทีใ่ชในปฏกิิริยา ตามสาํดับดังนี้ 50-300 nM, 
50-150 nM และ 25-100 ng ในการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมนี้ไดใช pHE7 ซึ่งเปนพลาสมิดที่มี cDNA 
ของอัลฟาและบีตาโกลบินอยูอยางละ 1 ยนี (17) ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสม คือ สภาวะทีใ่ห α/β-globin 
ratio = 1 ซึ่ง primers และ probes ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนชุดเดียวกับที่รายงานโดย 

Watanapokasin Y และคณะ (18) ดังแสดงใน Table 1 และตําแหนงบน α- และ β-globin mRNA 
แสดงใน Figure 1 และไดปรับอุณหภูมิในชวงปฏิกิริยา annealing/ extension ระหวาง 55-600C  

4.3 การตรวจวัดอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงของธาลัสซีเมียชนิดตางๆ 
 การตรวจวัดอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงของผูปวยธาลัสซีเมียใช
เทคนิค multiplex one-step real-time RT-PCR ในการทําและติดตามปฏิกิรยิาใชเครื่อง Rotor–Gene 
3000 version 6.0 (Corbett Research, Sydney, New South Wales, Austraria) โดยไดสภาวะเหมาะสม
ที่ไดจากขอ 4.2 ดังนี้ ตัวอยางแตละรายจะถูกตรวจวัดซ้าํ 3 ครั้ง (triplicate assay) ปฏิกิริยา RT-PCR 
ปริมาตร 13 μl ประกอบดวย อารเอ็นเอ 25 ng, 115 nM forward and reverse primers, 50 nM 
fluorescent-labelled probes, 1xmaster mix (dNTP, AmpliTaq Gold DNA polymerase and 
optimized buffer) and 1xRT (MultiscribeTM reverse transcriptase and RNase inhibitor) นําเขาเครื่อง 
Rotor–Gene 3000 เพ่ือทําปฏิกิริยา ดังนี้ 
 Reverse transcription: 48 0C, 30 min 
 Reverse transcriptase inactivation and AmpliTaq Gold activation: 940C, 10 min 
 35 PCR cycles: 940C, 15 sec for denaturation 
         580C, 1 min for annealing/extension 
เม่ือทําปฏิกิรยิาในเครื่อง Rotor–Gene 3000 version 6.0 เสร็จแลว ขอมูลจะถูกถายโอนเขาสูโปรแกรม
สําหรับการวเิคราะหขอมูล ในการศึกษาครั้งนี้เลือกวเิคราะหขอมูลแบบ relative quantitation ที่สามารถ

คํานวณอตัราสวนของ α/β-globin mRNA ตามหลักการของ 2
-ΔΔCT(19) โดยใชพลาสมิด pHE7 เปน

มาตรฐานในการเทียบอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในตวัอยางทีต่องการตรวจวัด 
4.4 การวเิคราะหขอมูลทางสถติ ิ
 การศึกษาครั้งน้ีใชการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ non-parametric เน่ืองจากขอมูลไม

เปน normal distribution โดยใชโปรแกรม Minitab (1998; release 12.2: Minitab Inc, State 
College, PA) ขอมูลอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในแตละกลุมตวัอยางจะถือวาแตกตางกนัอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือ p-value <0.05 
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      Table 1 Sequences of oligonucleotide primers and probes for real-time PCR. 

 

Oligonucleotides Sequences (5' 3') 
Size of  RT-PCR 

product 

A: α-sense primer  

B: α-antisense primer 

C: α-probe  

GAGGCCCTGGAGAGGATGTTC 
CGTGGCTCAGGTCGAAGTG 
6FAM-TGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACT-TAMRA 

73 bp 

D: β-sense primer 

E: β-antisense primer 

F: β-probe 

CTGTCCACTCCTGATGCTGTT 
GGCACCGAGCACTTTCTTG 
VIC-TGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCA-TAMRA 

74 bp 

 
 

74 bp 

73 bp 

Ex-I Ex-II Ex-III 

CAP 

3′ 

A B 

β- globin mRNA 

C 

E 

Poly A 

5′ 

α- globin mRNA 

5’ 

F 
D 

CAP Poly A 

3′ 
Ex-II Ex-I Ex-III 

 

Figure 1 ตําแหนงของ primers and probes บน α- และ β-globin mRNA 
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ผลการศึกษา 
 

1. สภาวะเหมาะสมในการทํา real-time RT-PCR 
การศึกษาสภาวะเหมาะสมในการทํา real-time RT-PCR โดยใชชุดน้ํายา TaqMan one-step 

RT-PCR เม่ือใช primers 50-300 nM, fluorescent-labelled probes 50-150 nM และพลาสมิดมาตรฐาน 
pHE7 25-100 ng  พบวาความเขมขนที่เหมาะสมของ primer แตละตวัในปฏกิิริยา  คือ 115 nM 
probe แตละตัวในปฏิกิริยา คือ 50 nM และใชพลาสมิด 25 ng และมีรอบในการทํา RT-PCR ดวย
เครื่อง Rotor-Gene 3000 ดังนี้ 
 Reverse transcription: 48 0C, 30 min 
 Reverse transcriptase inactivation and AmpliTaq Gold activation: 940C, 10 min 
 35 PCR cycles: 940C, 15 sec for denaturation 
         580C, 1 min for annealing/extension 
โดยสภาวะเหมาะสมที่เลือกนี้ ใหผลการตรวจวัดอัตราสวนของ α/β globin mRNA  อยูในชวง 0.90-
1.10 และไดนําสภาวะเหมาะสมนี้ไปทดลองตรวจวัดอัตราสวนของ α/β globin mRNA ในผูปวย
อัลฟาธาลัสซีเมียที่ทราบจีโนไทปแลวอยางละ 1 ราย ไดแก α-thassemia 2 (α+-thassemia) มียีนอัลฟา
โกลบินขาดหายไป 1 ยีน  α-thassemia 1 (α0-thassemia) มียีนอัลฟาโกลบนิขาดหายไป 2 ยนี Hb H 
disease มียีนอัลฟาโกลบินขาดหายไป 3 ยีน และ Hb Bart’s hydrops fetalis มียีนอัลฟาโกลบินขาด
หายไปทั้ง 4 ยีน ผลการทดลองพบวาคา cycle threshold (CT) ซึ่งเปน cycle ที่ emission จากสาร 
fluorescent ที่ติดไวกบั probe สูงกวา base line (threshold) จะเพ่ิมมากขึ้น เม่ือมีจํานวนยีนอัลฟา
โกลบินขาดหายไปเพิ่มมากขึ้น [Figure 2] สอดคลองกับหลักการของการตรวจวัดโดยวิธี real-time 
PCR คือ เม่ือปริมาณ template นอย จะตองใช amplification cycle หลายรอบกวา template ที่มี
ปริมาณมาก จึงจะมี emission ของ fluorescent ผาน base line ได ผลการศึกษาสวนนี้แสดงวา 
สภาวะเหมาะสมที่ไดนี้ตรวจวัดอัตราสวนของ α/β globin mRNA ไดตรงตามจีโนไทปของอัลฟาธาลัส
ซีเมีย จึงสามารถใชตรวจวดัอัตราสวนของ α/β globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงของธาลัสซเีมียชนิด
ตางๆ ได 
 
2. การตรวจวัดอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงของธาลสัซีเมียชนดิตางๆ 
 กลุมตัวอยางที่ทําการตรวจวัดอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงมีจํานวน
ทั้งสิ้น 121 ราย แบงเปน 3 กลุม คือ กลุมคนปกต ิ 14 ราย กลุมอัลฟาธาลัสซเีมีย 75 ราย และกลุม
บีตาธาลสัซีเมีย 32 ราย กลุมที่แสดงอาการทางคลินิก คอื มีภาวะซีด ไดแก ผูปวยกลุม Hb H disease 
และ β

0-thalassemia/ Hb E มีผลการตรวจทางโลหติวทิยาดังแสดงใน Table 2 สวนผลการตรวจวัด
อัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงในกลุมตางๆ มีดังน้ี 
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2.1 กลุมคนปกติ 
กลุมคนปกตใินการศึกษาครัง้นี้ หมายถึง ผูที่ไมมียีนอัลฟาธาลัสซเีมีย และมีปริมาณ Hb A2 

ปกติ มีจํานวนทั้งสิ้น 14 ราย มีคาอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงที่แสดงเปน 
median (min-max) เทากบั 1.3 (0.9-2.9) [Table 3] 

 
 2.2 กลุมอัลฟาธาลสัซเีมีย  

ตวัอยางเลือดจากผูปวยอัลฟาธาลสัซีเมียจํานวนทั้งสิน้ 75 ราย แบงเปน 4 กลุมยอย ตาม
จํานวนยีนอัลฟาโกลบินที่ผดิปกติ [Table 3, กลุมยอย 2-5] พบวาอัตราสวนของ α/β-globin mRNA 
จะลดลงแปรตามจํานวนยีนอัลฟาโกลบินปกติที่เหลืออยู ดังนี้ กลุมที่มียีนอัลฟาโกลบินปกติเหลอือยู 3 
ยีน และมียีนอัลฟาโกลบินที่ผิดปกติ 1 ยีน (one α-globin gene defects) มีอัตราสวนของ α/β-globin 
mRNA เทากบั 0.7(0.3-1.2) กลุมที่มียนีอัลฟาโกลบนิปกติเหลืออยู 2 ยีน และมียีนอัลฟาโกลบินที่
ผิดปกติ 2 ยนี (two α-globin gene defects) มีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA เทากบั 0.5(0.2-0.9) 
กลุมที่มียีนอัลฟาโกลบินปกติเหลืออยู 1 ยีน และมียีนอัลฟาโกลบินที่ผิดปกติ 3 ยีน (three α-globin 
gene defects or Hb H disease) มีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA เทากบั 0.2(0.1-0.5) และกลุมที่
มียีนอัลฟาโกลบินที่ผิดปกติทั้ง 4 ยีน (Hb Bart’s hydrops fetalsis) จะตรวจไมพบ  α-globin mRNA 
เลย จึงทําใหอัตราสวนของ α/β-globin mRNA มีคาเปน 0 ตวัอยางเลือดที่มียีน Hb CS และ Hb PS 
มีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ไมแตกตางจากตัวอยางเลือดที่มียีนอัลฟาโกลบินผิดปกติ 1 ยีน 
ในผูปวย Hb H disease ซึ่งสวนใหญจะมีอาการซีดเล็กนอย และเม็ดเลือดแดงมีขนาดเล็กลง ในการศึกษา
ครั้งนี้ไมพบความสัมพันธระหวางความรุนแรงของภาวะซีดและอัตราสวนของ α/β-globin mRNA [Table 2] 
 2.3 กลุมบีตาธาลัสซีเมีย 
 ตวัอยางเลือดจากผูปวยบตีาธาลัสซเีมียมีจํานวนทั้งสิน้ 32 ราย แบงออกเปน 6 กลุมยอย 
[Table 4] ในแตละกลุมยอยมีจํานวนตวัอยางไมมากนัก จึงวิเคราะหผลที่ไดตามขอมูลทีป่รากฏใหเห็น 
ไมไดมีการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ กลุมพาหะบีตาศนูยธาลัสซีเมีย มีจํานวน 17 ราย ประกอบดวย 

β41/42 (-TTCT) 9 ราย, β17 (AAG-TAG)  5 ราย, β15 (TGG-TAG) 1 ราย และ β3.4 kb deletion 1ราย ในกลุมน้ีมีอัตราสวนของ
 α/β-globin mRNA ประมาณ 2 เทาของคนปกติ คือ 2.4 (1.2-3.7) การมีอัลฟาธาลัสซเีมียหรือ Hb CS 
รวมกบัพาหะบีตาศนูยธาลสัซีเมีย มีผลทาํใหอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ลดลงมาใกลเคียงกับคน
ปกติ คือ 1.3 (0.9-1.5) กลุมพาหะบตีาบวกธาลัสซเีมีย จํานวน 2 ราย มีอัตราสวนของ α/β-globin 
mRNA อยูในชวงของคนปกติ คือ 1.6 และ 2.1 การมอัีลฟาธาลัสซเีมียหรือ Hb CS รวมกบัพาหะบีตา
บวกธาลัสซเีมีย มีผลทาํใหอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ลดลงเลก็นอย คือ 1.3 (0.7-2.3) การที่มี
ยีน Hb E และบตีาศูนยธาลัสซีเมียรวมกัน (โรคบีตาบตีาศูนยธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี) มีผลตอ
อัตราสวนของ α/β-globin mRNA และความรุนแรงของภาวะซีดอยางมาก ในรายที่มีอัตราสวนของ
 α/β-globin mRNA ต่ํากวา จะมีภาวะซดีนอยกวา [Table 3; BE-1 อัตราสวนของ α/β-globin mRNA = 
10.1 และ Hb = 11.1 g/dl] ในรายที่มีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA สูงกวา จะมีภาวะซดีมากกวา 
[Table 3; BE-2 อัตราสวนของ α/β-globin mRNA = 43.3.1 และ Hb = 7.6 g/dl และ BE-3 อัตราสวน
ของ α/β-globin mRNA = 28.9 และ Hb = 6.1 g/dl]  เม่ือมีอัลฟาธาลัสซเีมียรวม (BE-5) หรือ Hb CS 
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รวม (BE-6) มีผลทาํใหอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ลดลงอยางมาก (6.1 และ 5.0 ตามลําดับ) 
พรอมทั้งทาํใหความรุนแรงของภาวะซีดลดลงดวย (Hb = 11.9 g/dl และ 11.5 g/dl ตามลําดบั) 
 

 
 

α-thal 2  

Hb Bart’s 
hydrops fetalis 

Hb H disease 

α-thal 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figure 2   Quantitative real-time RT-PCR in known  α-thalassemia genotypes showed  an increased of he 
CT values when  the number of α-globin gene deleted  is increased ( α-thal 2: α-globin 
gene deleted, α-thal 1: two α-globin gene deleted, Hb H disease: three α-globin gene deleted 
and Hb Bart’s hydrops fetalis: four α-globin gene deleted). 
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Table 2 Hematological profile, genotype and α/β mRNA ratio of Hb H and β-thalassemia/HbE subjects 
 

Patients Genotypes α/β mRNA 

ratio 

Hb 
(g/dl) 

Hct 
(%) 

RBC 
(x1012/l) 

MCV 
(fl) 

MCH 
(pg) 

MCHC 
(g/dl) 

RDW 
(%) 

1. Hb H disease*         

H-1 _ _ SEA/_α3.7 0.1 9.8 27.9 4.50 62.0 21.8 35.1 16.7 

H-2 _ _ SEA/_α3.7 0.1 8.1 25.8 4.76 54.1 17.0 31.3 23.0 

H-3 _ _ SEA/_α3.7 0.2 8.9 29.4 5.46 53.8 16.4 30.4 23.3 

H-4 _ _ SEA/_α3.7 0.2 10.4 33.5 6.25 53.5 16.7 31.1 30.4 

H-5 _ _ SEA/αCSα 0.1 8.3 30.6 4.56 67.1 18.3 27.2 21.7 

H-6 _ _ SEA/αCSα 0.4 8.5 30.4 4.67 65.1 18.2 28.0 22.6 

H-7 _ _ SEA/αCSα 0.1 8.5 29.6 4.29 69.0 19.9 28.9 22.6 

H-8 _ _ SEA/αCSα 0.1 4.8 20.2 2.60 77.7 18.5 23.8 28.3 

H-9 _ _ SEA/αCSα 0.2 8.3 30.5 4.28 71.3 19.4 27.2 24.8 

H-10 _ _ SEA/αCSα 0.2 11.3 38.7 5.71 67.8 19.8 29.2 23.9 

H-11 _ _ SEA/αCSα 0.3 8.1 28.2 4.31 65.4 18.8 28.7 25.4 

H-12 _ _ SEA/αCSα 0.4 9.0 30.5 3.59 84.8 25.0 29.4 19.5 

H-13 _ _ SEA/αCSα 0.5 8.1 30.1 4.82 62.3 16.8 26.9 22.2 

H-14 _ _ SEA/αPSα 0.2 6.8 27.5 3.89 70.7 17.5 24.7 30.3 

2. β-thalassemia/HbE         

BE-1 βE/β43(AAG-TAG) 10.1 11.1 31.8 5.80 54.7 19.1 34.9 28.9 

BE-2 βE/β43 (AAG-TAG) 43.3 7.6 25.1 3.81 66.0 20.0 30.5 36.1 

BE-3 βE/βIVS#5 (G−C) 28.9 6.1 21.2 - 64.0 - - - 

3. β-thalassemia/HbE with α-thalassemia       

BE-4 βE/β 41/42 (-TTCT), 

_α 3.7/_α 3.7
6.1 11.9 33.4 6.05 55.2 19.7 35.6 26.7 

BE-5 βE/β 41/42 (-TTCT), 

αCSα/αα 

5.0 11.5 32.8 6.60 49.9 17.5 35.1 29.6 

 
* 3 patients had no hematological data 
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Table 3 Median (min-max) of α/β-globin mRNA ratio in normal and α-thalassemia subjects  

 

          Genotypes   No.     α/β mRNA ratio  α/β gene ratio  

  
 

1. Normal control       14 1.3 (0.9-2.9) *   2.0 
2. One α-globin gene defects      1.5   
  

      2.1  _α3.7/αα   10 0.8 (0.6-1.2)     

     2.2  αCSα/αα   11 0.6 (0.3-1.1) 

   Subtotal 21 0.7 (0.3-1.2) * 

3. Two α-globin gene defects      1.0 

      3.1  _ _SEA/αα   23 0.5 (0.2-0.9)    

     3.2  _α3.7 /_α3.7       3 0.5 (0.5-0.7) 

      3.3  _α3.7/αCSα      4 0.3 (0.3-0.8) 

      3.4  αCSα/αCSα      3 0.4 (0.3-0.5) 

      3.5  αCSα/αPSα      1 0.5 

   Subtotal 34 0.5 (0.2-0.9) * 

4. Three α-globin gene defects (Hb H disease)   0.5   

  

       4.1 _ _ SEA/_α3.7       6 0.2 (0.1-0.2)     

     4.2  _ _ SEA/αCSα      10 0.2 (0.1-0.5) 

      4.3  _ _ SEA/αPSα   1 0.2  

 Subtotal 17 0.2 (0.1-0.5) * 

5. Four α-globin gene defects (Hb Bart’s hydrops fetalis)  0.0   

    5.1 _ _ SEA/_ _ SEA      3 0 (0-0)     

* α/β mRNA ratios were significantly different among the 4 groups ( p-value < 0.001, for 

both Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney U-test)  
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Table 4   Median (min-max) of α/β-globin mRNA ratio in β-thalassemia including 

coinheritance with α-thalassemia  
 

    Genotype        No.  α/β mRNA ratio  
   

1. Heterozygous β0-thalassemia 

1.1 β41/42 (-TTCT)     9  2.4 (1.4-3.7) 

1.2 β17 (AAG-TAG)    5  2.4 (1.2-3.2) 

1.3 β15 (TGG-TAG)    1  2.7 

1.4 β3.4 kb deletion    1  2.2    

   Subtotal   16  2.4 (1.2-3.7)  

2. Heterozygous β0-thalassemia with α-thalassemia 

 2.1 β41/42 (-TTCT), _α3.7/αα   1  1.5  

 2.2 β71/72 (+A), _α3.7/αα   1      1.3 

 2.3 β17 (AAG-TAG), αCSα/αα   1  1.2 

 2.4 β17 (AAG-TAG) , _ _SEA/αα   1  0.9 

   Subtotal   4  1.3 (0.9-1.5) 

3. Heterozygous β+-thalassemia (β-28 (A-G)) 2  1.6, 2.0  

4. Heterozygous β+-thalassemia with α-thalassemia 

4.1 β-28 (A-G), _α3.7/αα   3  1.3, 1.6, 2.3 

4.2 β-28 (A-G), αCSα/αα   1  1.1 

 4.3 β-28 (A-G), _ _ SEA/αα     1  0.7 

   Subtotal   5  1.3 (0.7-2.3) 

5. β0-thalassemia/Hb E 

          5.1 βE/β43 (AAG-TAG)                                  2                    10.1, 43.3 

          5.2 βE/βIVS#5 (G−C)
                                              1                     28.9  

6. β0-thalassemia/Hb E with α-thalassemia 

          6.1 βE/β 41/42 (-TTCT)
, _α 3.7/_α 3.7    1                 6.1  

          6.2 βE/β 41/42 (-TTCT)
, αCSα/αα             1                   5.0 
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สรุปและวิจารณผลการศกึษา 
 
 ในคนปกติมีการสังเคราะหสายบีตาโกลบินมาจากยีนบีตาโกลบินเพียง 1 ยีน ที่อยูบนแตละ
ขางของโครโมโซมคูที่ 16 ขณะที่การสังเคราะหสายอัลฟาโกลบินมาจากยีนอัลฟาโกลบิน 2 ยีน ที่อยู
บนแตละขางของโครโมโซมคูที่ 11 ไดเปนสายอัลฟาและบตีาโกลบินที่สมดุลกันพอดีในการรวมกัน
เปนฮีโมโกลบิน หากมีความไมสมดุลกนัเกิดขึน้ จะทําใหเกิดโรคธาลัสซเีมีย ในการศึกษาครั้งนี้ได
ตรวจวัดอัตราสวนของ α/β-globin mRNA จากเม็ดเลือดแดงของคนปกติจํานวน 14 ราย  พบวาคาที่ได 
คือ 1.3(0.9-2.9) อยูในชวงคาเดียวกับที่เคยมีรายงานมากอนแลววา ในเม็ดเลือดแดงจะมีปริมาณ α-
globin mRNA มากกวา β-globin mRNA ประมาณ 1.2-2.3 เทา (20-23) อยางไรก็ตามอัตราสวนของ 
α/β-globin mRNA ที่สูงถึง 4.2-4.5 ก็เคยมีผูรายงานไว (24-25) ในการศึกษาเหลานี้ใชเทคนิค liquid 
hybridization ซึ่งในขั้นการทํา hybridization มีหลายปจจัยมารบกวนผลการตรวจวัดได เชน 
stringency ในการทาํ hybridization และ activity ของสารรังสีทีใ่ชติดฉลาก probe เปนตนอยางไรก็ตาม
อัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในเม็ดเลือดแดงของคนปกตทิี่ไดจากการศกึษาครั้งนี้จะต่ํากวา
อัตราสวนของ α/β-globin  gene ประมาณครึ่งหนึ่ง แสดงวานาจะมีการควบคุมในระดับ mRNA 
เพ่ือใหเกิดสมดุลระหวางการสังเคราะหอัลฟาและบีตาโกลบิน ซึง่ยังไมมีขอมูลโดยตรงที่สนับสนุน
สมมุติฐานนี ้ แตการคนพบโปรตีนที่จับกับอัลฟาโกลบินและชวยใหอัลฟาโกลบินอิสระที่ไมไดจับบีตา
โกลบินมีความคงตัว (α-globin stabilizing protein; AHSP) ชี้ใหเห็นถึงความเปนไปไดวา เม็ดเลือด
แดงอาจจะมีอัลฟาโกลบินมากกวาบตีาโกลบิน (26) ปจจัยอีกอยางหนึ่งที่อาจมีผลทําใหอัตราสวนของ 
α/β-globin mRNA แตกตางกันไปในตวัอยางเลือดแตละราย คือ การสกัด RNA จาก reticulocyte นั้น 
reticulocyte ที่อยูในตวัอยางเลือดแตละรายนั้น อาจอยูในระยะการแกตวั (developmental stages) ที่
แตกตางกัน ขณะที่ reticulocyte แกตวัน้ัน จะคอยสลาย RNA ไป ดังนัน้ reticulocyte ที่มีระยะการแกตวั
ที่ตางกนั จึงอาจมีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ที่แตกตางกัน  ในการศึกษาครั้งนี้ถึงแมจะไมได
ตรวจนับจํานวนและระยะตางๆ ของ reticulocyte ในตวัอยางเลอืด แตตัวอยางเลือดทุกรายจะถูก
นํามาสกัด RNA ทันทีที่ไดรับตวัอยางเลอืด 
 ตัวอยางเลือดจากผูที่มียีนอัลฟาธาลสัซีเมีย พบวามีอัตราสวนของα/β-globin mRNA ลดลง
เม่ือมีจํานวนยีนอัลฟาโกลบินผิดปกติเพ่ิมมากขึ้น แสดงวาการสังเคราะห mRNA ทีล่ดลงนั้น 
เน่ืองจากยีนอัลฟาโกลบินปกติที่สามารถสังเคราะห mRNA ได มีจํานวนลดลง ผลการศึกษาที่ไดครั้ง
นี้สอดคลองกับที่เคยมีรายงานโดยคณะนักวิจัยหลายกลุม (20, 23-24) ถึงแมคาอัตราสวนของ α/β-
globin mRNA ที่รายงานโดยนักวิจัยแตละกลุมจะแตกตางกัน ขึน้กบัวธิีการตรวจวัดทีใ่ช การตรวจวัด
อัตราสวนของ α/β-globin mRNA ใหขอมูลทีแ่สดงถึงจํานวนยนีอัลฟาโกลบินผิดปกติไป ซึง่เปนอีก
แนวทางหนึ่งที่สามารถใชในการตรวจหาพาหะอลัฟาธาลัสซเีมียได  

นอกจากนีย้ังพบวา อัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในตวัอยางเลอืดที่มียีน Hb CS หรือ Hb 
PS นั้นไมแตกตางจากอลัฟาธาลัสซเีมียชนิดที่มีการขาดหายไปของยนีอัลฟาโกลบนิ [Table 3]  แสดงวา 
mRNA ของ Hb CS และ Hb PS มีปริมาณนอยมาก ทําใหอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ที่วัดได 
ใกลเคยีงกับคาที่ตรวจวัดจากกลุมอัลฟาธาลัสซเีมียชนิดที่มีการขาดหายไปของยนีอัลฟาโกลบนิ  ซึ่ง
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สามารถอธิบายไดจากความไมเสถียรของ mRNA เน่ืองจากมีการกลายพันธุของ stop codon ทําให
ปฏิสัมพันธ (interaction) ระหวางสวน 3’-UTR ของ mRNA และโปรตนีเปน α-complex  ซึ่งชวยปองกัน
การเกิด deadenylation และการถูกยอยสลายโดย endoribonuclease (27) ไมสามารถเกิดขึน้ได จึง
สลายไปเรว็กวา mRNA ของอัลฟาโกลบินปกติ แม Hb CS และ Hb PS จะมีในเม็ดเลือดแดงเพียง
ปริมาณนอยๆ ก็สามารถทําใหเกิด oxidative damage ตอผนังเซลลของเม็ดเลือดแดงได (28-29) 

จากรายงานการศึกษาที่พบวา ปฏิสัมพันธระหวาง ASHP กับ αCS และ αPS นั้นเกิดไดไมดี (30) จึง

เปนไปไดวาอาจมี αCS และ αPS ที่เปนอิสระ และไปจับกับผนงัเซลลของเม็ดเลือดแดง ทําใหเกิด
พยาธิสภาพกบัเม็ดเลือดแดงเพิ่มขึ้นดวย  

กลุมตัวอยางเลือดจากผูที่มียีนบีตาธาลัสซีเมียพบวา พาหะบีตาศูนยธาลัสซีเมียมีอัตราสวน
ของ α/β-globin mRNA สูงกวาตวัอยางเลือดจากคนปกต ิ ในขณะที่บีตาบวกธาลัสซีเมียมีอัตราสวน
ของ α/β-globin mRNA อยูในชวงเดียวกบัตวัอยางเลือดจากคนปกติ [Table 4] เม่ือพิจารณาถึงชนิด
ของการกลายพันธที่พบใน พาหะบีตาศูนยธาลัสซีเมีย พบวาเกือบทั้งหมดเปนการกลายพันธแบบ 

nonsense mutation ที่เกิดอยูบน exon 1 และ 2  (ยกเวน  β3.4kb deletion) จึงเปนไปไดวา mRNA ของ
บีตาโกลบนิทีผ่ิดปกติเหลานี้นาจะถกูทําลายไปดวยกระบวนการ nonsense-mediated mRNA decay 
(NMD) (31)  อยางไรกต็ามประสิทธิภาพในการสลาย mRNA ที่ผิดปกตินี้ ยังขึน้กับตําแหนงของการ
กลายพันธดวย โดยพบวาการกลายพันธที่อยูบน exon 1 mRNA จะถูกสลายไปไดนอยกวาการกลาย
พันธที่อยูบน exon 2 (32) การมียีนอัลฟาธาลัสซเีมียรวมกบัยีนบตีาธาลัสซเีมียชวยทําใหสมดุลระหวาง 
α−globin mRNA และ β-globin mRNA ดีขึ้น เห็นไดจากอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ทีก่ลับเขา
มาอยูในชวงคาปกต ิ

ผูปวยโรค β
0-thalassemia/Hb E มีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA สูงที่สุด และพบวา

อัตราสวนนี้จะแปรตามความรุนแรงของภาวะซีด [Table 2] ซึ่งสอดคลองกับการศกึษาของ 
Watanapokasin Y และคณะ (18) และการมียีนอัลฟาธาลัสซเีมียรวมดวยชวยใหอัตราสวนของ α/β-
globin mRNA ลดลงอยางมากและมีผลทําใหความรุนแรงของภาวะเลือดจางดีขึ้นดวย ปจจุบันนีย้ังไม
ทราบแนชัดวากลไกใดที่ทําใหผูปวยโรค β

0-thalassemia/Hb E แตละรายจึงมีความรนุแรงของภาวะเลือด
จางแตกตางกนั ทั้งๆ ที่มีจีโนไทปเดียวกนัและไมมียนีอัลฟาธาลัสซเีมียหรือยีนทาํใหมี Hb F สูงรวมดวย 
เหตผุลหนึ่งทีอ่าจเปนไปไดคือ alternative splicing ของ β

E-globin ที่เกิดขึน้ในผูปวยแตละรายน้ันมี
ความแตกตางกัน (33) อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นชัดเจนวา ผูปวยโรค β

0-
thalassemia/Hb E ที่มีอาการรุนแรงนอยกวา จะมีอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ที่เขาใกลชวงคา
ปกติมากกวา   

การศึกษาครั้งนี้สรุปไดวา เทคนิค multiplex qRT-PCR นี้ เหมาะสําหรับใชการตรวจวัด
อัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในตวัอยางเลือดธาลัสซเีมีย เน่ืองจากเทคนิคการทําไมยุงยาก และมี
ความถกูตองแมนยําสูง จากการตรวจวัดอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ในตวัอยางเลือดอัฟาธาลัสซี
เมีย คาอัตราสวนของ α/β-globin mRNA ทีต่รวจวัดไดจะลดลงขึ้นกบัจํานวนยีนอัลฟาโกลบินทีผ่ิดปกติ 
และในบตีาธาลัสซเีมียอัตราสวนของ α/β-globin mRNA เปนตังบงชี้ทีดี่ถึงความรนุแรงของโรค 
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Abstract

Objectives: Imbalance in α/β-globin chains is an important determinant of thalassemia disease severity. This study examined the relationship
between α/β-globin mRNA ratio and disease severity in various thalassemia genotypes.

Design and methods: α- and β-globin mRNA contents of red blood cells of 75 α- and 32 β-thalassemia subjects (5 with β0-thalassemia/Hb
E) and 14 normal controls were measured using multiplex quantitative real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR).
The α/β-globin mRNA ratio of each sample was calculated based on the 2−ΔΔCT method.

Results: A decrease of α/β-globin mRNA ratios in α-thalassemia subjects compared to normal controls correlated with the numbers of
defective α-globin genes, whereas an increase of the ratios was observed in β-thalassemia. Subjects with β0-thalassemia/Hb E disease had the
highest α/β-globin mRNA ratio, followed by β0-thalassemia trait and then β+-thalassemia trait, which correlated with decrease in severity of
anemia. Coinheritance of α-thalassemia in β0-thalassemia/Hb E resulted in a more balanced α/β-globin mRNA ratio and an amelioration of the
anemia.

Conclusions: This study indicates that imbalance in globin gene expression, the major factor affecting clinical severity of thalassemia, could be
demonstrated by measuring α/β-globin mRNA ratio, which was conveniently and accurately determined by qRT-PCR. In α-thalassemia, α/β-
globin mRNA ratio correlated with the number of functional α-globin genes present, whereas in β-thalassemia, the ratio provided a good indicator
of disease severity.
© 2007 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Thalassemia; Imbalance of globin chain; α/β-Globin mRNA ratio; qRT-PCR

Introduction

Thalassemia is a heterogeneous group of genetic disorders
of hemoglobin synthesis, characterized by a decrease in the
production of globin chains [1]. The two most clinically
relevant thalassemia syndromes are the α- and β-thalassemias.

α-Thalassemia is caused by deletion or mutation affecting
either one or more of the duplicated α-globin genes, located
on chromosome 16pter-p13.3, whereas β-thalassemia is
caused by point mutations in β-globin gene, located on
chromosome 11p15.5, leading to an absence or decrease in
globin chain production from the affected genes. Both α- and
β-thalassemias are highly prevalent in Southeast Asia,
including in Thailand where the prevalence of α-thalassemia
reaches 20–30% and that of β-thalassemia is between 3 and
9% [2].
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Furthermore, both α-chain and β-chain variants are also
present at a high frequency in Southeast Asian region. In
Thailand, the two most common hemoglobin (Hb) variants in
Thailand are hemoglobin E (Hb E) and Hb Constant Spring
(CS). Hb E results from a single amino acid substitution of
lysine by glutamic acid, due to a point mutation (GAGNAAG) in
codon 26 of the β-globin gene. Its prevalence in Thailand is
about 13%, with the highest frequency of about 50% observed
in the northeast part of the country [3,4]. Hb CS, caused by α2-
globin gene termination codon mutation (TAANCAA, Gln) is the
most common mutation among non-deletional α-thalassemia
with an estimated prevalence of 1–8% [3,5]. In addition to Hb
CS, Hb Paksé (PS), another Hb variant arising from α2-globin
gene termination codon mutation (TAANTAT, Tyr), has also
been reported with a significant prevalence [6,7].

Interactions of these hemoglobinopathies are thus not
uncommon in the Thai population and lead to thalassemia
syndromes with a variety of phenotypes, ranging from
asymptomatic to severe anemia. Phenotypic diversity of
thalassemia depends on the extent of imbalance between α-
and non-α-globin chains [1,8]. The most direct method for
determining imbalance in α/non-α-globin chain ratio is
measurement of α/β-globin synthesis ratio in vitro. This
involves the incubation of reticulocytes with radioactive
amino acids such as 3H-leucine, which requires not only
handling of radionuclides, but also a chromatographic separa-
tion step of the two types of globin chains before quantitation by
liquid scintillation counting can be made [1]. Recently, Irenge et
al. developed quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (qRT-PCR) to quantify the in vitro
expression of mutated β-globin genes and demonstrated that
qRT-PCR is an accurate method used to assess transcriptional

impact of β-globin gene [9,10]. This method, compared to
competitive RT-PCR [11], has been proven to be faster, less
labor-intensive, and devoid of molecular carryover.

In the present study, we have chosen to determine α/β-globin
mRNA ratios in thalassemia using qRT-PCR and show that the
deviations in α/β-globin mRNA ratio from normal control
value are good indicators of thalassemia disease severity.

Materials and methods

Subjects

A total of 107 thalassemia EDTA-blood samples (75 α-
thalassemia, 27 β-thalassemia and 5 β0-thalassemia/Hb E)
were recruited from prenatal diagnosis blood samples obtained
at Centre for Research and Development of Medical
Diagnostic Laboratories, Faculty of Associated Medical
Sciences, Khon Kaen University, Thailand. Samples from 14
healthy individuals who had normal Hb profile and no α-
thalassemia gene were also included in this study. Hb
phenotypes of all samples were identified using Hb/HPLC
analyzer (Variant, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Ethical approval of the study protocol was obtained from the
Ethical Committee of Khon Kaen University, Khon Kaen,
Thailand (HE 481016). The hematological profiles of subjects
with Hb H and β0-thalassemia/Hb E are shown in Table 1.

DNA analysis

Identification of α0-thalassemia (SEA-type), α+-thalassemia
(3.7- and 4.2-kb deletion), Hb CS, Hb PS, Hb E and β-
thalassemia mutations in genomic DNA extracted from blood

Table 1
Hematological profile, genotype and α/β mRNA ratio of Hb H and β-thalassemia/HbE subjects

Patient Genotype α/β mRNA ratio Hb (g/dL) Hct (%) RBC (×1012/L) MCV (fL) MCH (pg) MCHC (g/dL) RDW (%)

(1) Hb H disease a

H-1 _ _SEA/_α3.7 0.1 9.8 27.9 4.50 62.0 21.8 35.1 16.7
H-2 _ _SEA/_α3.7 0.1 8.1 25.8 4.76 54.1 17.0 31.3 23.0
H-3 _ _SEA/_α3.7 0.2 8.9 29.4 5.46 53.8 16.4 30.4 23.3
H-4 _ _SEA/_α3.7 0.2 10.4 33.5 6.25 53.5 16.7 31.1 30.4
H-5 SEA/αCSα 0.1 8.3 30.6 4.56 67.1 18.3 27.2 21.7
H-6 SEA/αCSα 0.4 8.5 30.4 4.67 65.1 18.2 28.0 22.6
H-7 SEA/αCSα 0.1 8.5 29.6 4.29 69.0 19.9 28.9 22.6
H-8 SEA/αCSα 0.1 4.8 20.2 2.60 77.7 18.5 23.8 28.3
H-9 SEA/αCSα 0.2 8.3 30.5 4.28 71.3 19.4 27.2 24.8
H-10 SEA/αCSα 0.2 11.3 38.7 5.71 67.8 19.8 29.2 23.9
H-11 SEA/αCSα 0.3 8.1 28.2 4.31 65.4 18.8 28.7 25.4
H-12 SEA/αCSα 0.4 9.0 30.5 3.59 84.8 25.0 29.4 19.5
H-13 SEA/αCSα 0.5 8.1 30.1 4.82 62.3 16.8 26.9 22.2
H-14 SEA/αPSα 0.2 6.8 27.5 3.89 70.7 17.5 24.7 30.3

(2) β-Thalassemia/HbE
BE-1 βE/β43(AAG-TAG) 10.1 11.1 31.8 5.80 54.7 19.1 34.9 28.9
BE-2 βE/β43 (AAG-TAG) 43.3 7.6 25.1 3.81 66.0 20.0 30.5 36.1
BE-3 βE/βIVS#5(G-C) 28.9 6.1 21.2 – 64.0 – – –

(3) β-Thalassemia/HbE with α-thalassemia
BE-4 βE/β41/42 (-TTCT), _α3.7/_α3.7 6.1 11.9 33.4 6.05 55.2 19.7 35.6 26.7
BE-5 βE/β41/42 (-TTCT), αCSα/αα 5.0 11.5 32.8 6.60 49.9 17.5 35.1 29.6
a Three patients had no hematological data.
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leukocytes were performed using standard PCR methodologies
[7,12–15].

RNA analysis

Total RNA was isolated from peripheral red blood cells,
which included reticulocytes, using Trizol™ reagent kit
(Invitrogen, California, USA) [16]. RNA concentration and
purity were determined by measuring absorbance at 260 and
280 nm (UV 1101 photometer, Biotech Photometer, Cambridge,
CB16NW, UK). DNA contamination in the RNA sample was
eliminated by DNase treatment (Promega, Madison, WI, USA).
Multiplex one-step real-time RT-PCR for quantification of α-
and β-globin mRNA was performed in 13 μL volume
containing 25 ng of RNA, 115 nM of each primer, 50 nM of
each probe and reagents supplied by TaqMan™ One-Step RT-
PCR Master Mix kit (Applied Biosystem, California, USA).
The sequences of primers and probes used in this study have
been described elsewhere [17]. Plasmid pHE7 containing α-
and β-globin cDNA, kindly provided by TJ Shen (Department
of Biological Sciences, Carnegie Mellon University, Pittsburgh,
PA, USA) [18], was used as standard for the calculation of α/β-
globin mRNA ratio according to the 2−ΔΔCT method [19]. Real-
time RT-PCR amplifications were conducted in triplicate using
Rotor-Gene 3000 version 6.0 (Corbett Research, Sydney, New
South Wales, Australia) as follows: 30 min at 48 °C for reverse
transcription; 10 min at 94 °C for inactivation of reverse
transcriptase and AmpliTaq Gold activation; and 35 cycles of
PCR with 15 s at 94 °C for denaturation and 1 min at 58 °C for
annealing/extension.

Statistical analysis

Calculation of statistical significance was performed using
the Minitab software (1998; release 12.2; Minitab Inc, State
College, PA, USA). Since the data did not follow a normal
distribution, nonparametric statistical methods were applied for
the data analysis. The Kruskal–Wallis test was used to test the
differences among groups. Further testing with Mann–Whitney
U-test was done when a significant difference was found. A
p-value of b0.05 was considered as statistically significant.

Results

Multiplex one-step real-time RT-PCR was used to determine
the amounts of α- and β-globin mRNA in the reticulocyte blood
samples. The α/β-globin mRNA ratio in each sample was then
calculated by the 2−ΔΔCT method [19]. This procedure is based
on the measurement of CT value of the sample and compared to
that of standard pHE7 plasmid which contains a single copy of
α- and β-globin cDNA. A known concentration of β-globin
cDNAwas assigned as the calibrator for calculation α/β-globin
mRNA ratio of the sample. The α/β-globin mRNA ratio of the
standard plasmid ranged between 0.9 and 1.1. In 14 normal
subjects, the median (min–max) of α/β-globin mRNA ratio was
1.3 (0.9–2.9) (Table 2), a range of values consistent with the
gene dosage.

Seventy-five α-thalassemia samples analyzed were divided
into 4 groups depending on the number of defective α-globin
gene (Table 2, groups 2–5). There was a decrease in the ratios
concomitant with the decrease in the numbers of functional α-
globin genes. The median (min–max) α/β-globin mRNA ratio
in individuals with one, two, and three α-globin gene deletion
was 0.7 (0.3–1.2), 0.5 (0.2–0.9), and 0.2 (0.1–0.5), respec-
tively, all significantly different from control value and among
the groups (p-value b0.001, for both Kruskal–Wallis test and
Mann–Whitney U-test). Fetal blood of Hb Bart's hydrops
fetalis (group 5; 4 α-globin gene deletion) had, as expected, no
transcription of α-globin gene, and thus the α/β-globin mRNA
ratio was equal to zero. The presence of αCS- or αPS-gene gave
rise to α/β-globin mRNA ratios that did not significantly differ
from that due to a single α-gene deletion. Patients with Hb H
disease presented with mild hypochromic and microcytic
anemia (Table 1), but there was no correlation between severity
of anemia, represented by Hb level, and α/β-globin mRNA
ratios.

The thirty-two cases of β-thalassemia were divided into 6
groups (Table 3). The number of subjects within most
categories was, however, too small for conducting meaningful
statistical tests, thus the observed results were descriptively
explained. Sixteen samples were heterozygous β0-thalassemia
consisting of 9 cases of β41/42 (-TTCT), 5 β17 (AAG-TAG), and one
each of β15 (TGG-TAG) and β3.4 kb deletion. The α/β-globin
mRNA ratio of this group was 2.4 (1.2–3.7) which was about
two times higher than normal control. Coinheritance of α-
thalassemia or Hb CS with heterozygous β0-thalassemia
resulted in reduction of α/β-globin mRNA ratio to within the
normal range (1.3 (0.9–1.5), n=4). Heterozygous β+-thalasse-
mia (β-28 (A-G)) produced α/β-globin mRNA ratio (1.6 and 2.0)
within normal range and coinheritance of α-thalassemia or Hb
CS reduced the ratio slightly (1.3 (0.7–2.3), n=3). However,

Table 2
α/β-Globin mRNA ratio in normal and α-thalassemia subjects

Genotype No. Median α/β mRNA ratio (min–max)

(1) Normal control 14 1.3 (0.9–2.9) a

(2) One α-globin gene defects
2.1 _α3.7/αα 10 0.8 (0.6–1.2)
2.2 αCSα/αα 11 0.6 (0.3–1.1)
Subtotal 21 0.7 (0.3–1.2) a

(3) Two α-globin gene defects
3.1 _ _SEA/αα 23 0.5 (0.2–0.9)
3.2 _α3.7/_α3.7 3 0.5 (0.5–0.7)
3.3 _α3.7/αCSα 4 0.3 (0.3–0.8)
3.4 αCSα/αCSα 3 0.4 (0.3–0.5)
3.5 αCSα/αPSα 1 0.5
Subtotal 34 0.5 (0.2–0.9) a

(4) Three α-globin gene defects (Hb H disease)
4.1 _ _SEA/_α3.7 6 0.2 (0.1–0.2)
4.2 _ _SEA/αCSα 10 0.2 (0.1–0.5)
4.3 _ _SEA/αPSα 1 0.2
Subtotal 17 0.2 (0.1–0.5) a

(5) Four α-globin gene defects (Hb Bart's hydrops fetalis)
5.1 _ _SEA/_ _SEA 3 0 (0–0)
a α/β mRNA ratios were significantly different among the 4 group

(p-valueb0.001, for both Kruskal–Wallis test and Mann–Whitney U-test).
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the combination of Hb E with β-thalassemia profoundly
affected α/β-globin mRNA ratio and anemia severity. Subject
with a lower α/β-globin mRNA ratio had a less severe anemia
than one with higher ratio (Table 1): subject BE-1 with ratio of
10.1 had a Hb level of 11.1 g/dL compared with BE-2 (α/β-
globin mRNA ratio=43.3 and Hb level=7.6 g/dL) and BE-3
(α/β-globin mRNA ratio=28.9 and Hb level=6.1 g/dL).
Coinheritance of α-thalassemia (BE-4) or Hb CS (BE-5) with
β0-thalassemia/Hb E reduced α/β-globin mRNA ratio (6.1 and
5.0 respectively) and anemia severity (Hb level of 11.9 and
11.5 g/dL respectively).

Discussion

Balanced synthesis of α- and β-globin is critical to the
normal development and function of red blood cells and
imbalance in globin chain synthesis causes thalassemia.
β-Globin is translated from mRNA transcribed from a single
β-globin gene, whereas α-globin mRNA is transcribed from
duplicated α-globin genes. In this study, α/β-globin mRNA
ratio obtained from 14 normal subjects was consistent with that
expected from the gene dosage and in agreement with previous
reports of 1.2- to 2.3-fold increase of α-globin mRNA over
β-globin mRNA [17,20–23]. Ratios as high as 4.2–4.6 have
been reported [24,25], but these studies employed liquid
hybridization techniques which are affected by variations in
such factors as stringency of hybridization and specific activity
of the probes employed. It is not clear whether in situ there is an
excess of α-globin over β-globin mRNA. A confounding factor
is the variation in the reticulocyte developmental stages from

which mRNA was extracted. Reticulocytes are undergoing
catabolism of mRNA and ribosomes as they mature into
erythrocytes within the blood circulation. In this study, blood
samples were immediately processed for RNA extraction.
Recent discovery of an α-hemoglobin stabilizing protein
(AHSP) that specifically binds unstable monomeric α-Hb and
prevents its precipitation in the absence of available β-Hb
subunit, suggests that there can be the presence of excess α-
over β-globin chains in normal red blood cells [26].

In α-thalassemia subjects, α/β-globin mRNA ratio
decreased in proportion to the number of defective α-globin
gene. Decrease in α/β-globin mRNA ratios concomitant with
the number of defective α-globin genes has been reported by
several investigators [20,23,24], but the absolute values of the
ratio given in each report are not the same, reflecting the
different parameters employed in each study. Determination of
α/β-globin mRNA ratio provides information regarding the
number of inactivated α-globin gene. This approach should be
useful to detect cases of α-thalassemia carriers.

The presence of αCS-globin or αPS-globin gene did not
change the α/β-globin mRNA from that of deletional type of
α-thalassemia (Table 2). Hb CS and Hb PS are categorized as
nondeletional α-thalassemia. This has been explained by the
entry of ribosomes into the 3′-untranslated region (3′-UTR) due
to abolition of the normal stop codon in αCS- or αPS-mRNA
resulting in destabilization of mRNA, which is normally
protected from deadenylation and endoribonucleolytic cleavage
by the presence on 3′-UTR of an RNA-protein “α-complex”
[27]. However, the presence of Hb CS and Hb PS in red blood
cells, albeit in small amounts, indicates that there must be
sufficient mRNA for translation of the variant α-globin chains.
The pathology of red blood cells containing Hb CS or PS has
been ascribed to the presence of Hb CS/Hb PS on red blood cell
plasma membrane where they exert oxidative damage [28,29].
A recent report of impaired interaction of AHSP with αCS- and
αPS-globin could also exacerbate the reduction in formation of
Hb CS and Hb PS [30].

Studies of α/β-globin mRNA ratio in β-thalassemia carriers
demonstrated higher values than normal control in β0-
thalassemia carriers. These findings are consistent with the
phenomenon of nonsense-mediated mRNA decay (NMD), a
surveillance mechanism that selectively degrades mRNA
carrying premature translation termination codons [31] (except,
of course, in the case of β3.4 kb deletion). All β0-thalassemia
genes have nonsense mutations in exon 1 or exon 2, or produce
an in-frame nonsense codon upstream of the last exon, which
commit the affected mRNA to NMD [32]. However, the
efficiency of NMD can also depend on the position of the
nonsense mutation [33].

The highest α/β-globin mRNA ratios were seen in β0-
thalassemia/Hb E and the ratios correlated with the anemia
severity. This finding is in agreement with a previous report
[17]. As expected the presence of deletional or nondeletional α-
thalassemia in β-thalassemia carriers reduced α/β-globin
mRNA ratio. When this occurs in subjects with β0-thalasse-
mia/Hb E, this can result in significant amelioration of anemia.
It is unclear why β0-thalassemia/Hb E subjects with the same

Table 3
α/β-globin mRNA ratio in β-thalassemia including coinheritance with
α-thalassemia

Genotype No. Median α/β mRNA ratio
(min–max)

(1) Heterozygous β0-thalassemia
1.1 β41/42 (-TTCT) 9 2.4 (1.4–3.7)
1.2 β17 (AAG-TAG) 5 2.4 (1.2–3.2)
1.3 β15 (TGG-TAG) 1 2.7
1.4 β3.4 kb deletion 1 2.2
Subtotal 16 2.4 (1.2–3.7)

(2) Heterozygous β0-thalassemia with α-thalassemia
2.1 β41/42 (-TTCT), _α3.7/αα 1 1.5
2.2 β71/72 (+A), _α3.7/αα 1 1.3
2.3 β17 (AAG-TAG), αCSα/αα 1 1.2
2.4 β17 (AAG-TAG), _ _SEA/αα 1 0.9
Subtotal 4 1.3 (0.9–1.5)

(3) Heterozygous β+-thalassemia (β-28 (A-G)) 2 1.6, 2.0
(4) Heterozygous β+-thalassemia with α-thalassemia
4.1 β-28 (A-G), _α3.7/αα 3 1.3, 1.6, 2.3
4.2 β-28 (A-G), αCSα/αα 1 1.1
4.3 β-28 (A-G), _ _SEA/αα 1 0.7
Subtotal 5 1.3 (0.7–2.3)

(5) β0-Thalassemia/Hb E
5.1 βE/β43 (AAG-TAG) 2 10.1, 43.3
5.2 βE/βIVS#5 (G−C) 1 28.9

(6) β0-Thalassemia/Hb E with α-thalassemia
6.1 βE/β 41/42 (-TTCT), _α3.7/_α3.7 1 6.1
6.2 βE/β 41/42 (-TTCT), αCSα/αα 1 5.0
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β0-thalassemia mutation (in the absence of α-thalassemia or
high Hb F) presented with differences in anemia severity. This
study clearly demonstrated that milder outcome is associated
with a more normal α/β-globin mRNA ratio. A possible
explanation is that this is the result of variation in alternate
splicing of βE-globin mRNA [34].

In summary, this study showed that multiplex qRT-PCR is a
convenient and accurate method to measure α/β-globin mRNA
ratio from α- and β-thalassemia reticulocytes. In α-thalassemia,
α/β-globin mRNA ratio correlated with the number of
functional α-globin genes present, whereas in β-thalassemia,
the ratio provided a good indicator of disease severity.
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