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บทคัดยอ 
(ภาษาไทย) 
 ในชวงระยะเวลา 3 ป (พ.ศ. 2545-2548) คณะผูวิจยัจาก 3 มหาวิทยาลยั (7 คณะฯ) ไดรวมกนั
ทําการศกึษาเกีย่วกับธาลัสซีเมีย เพ่ือทําใหเกิดความเขาใจถึงสาเหตุความผดิปกตใินระดับโมเลกลุ ไปจนถึง
ความผดิปกตทิางคลินิกและพยายามหาแนวทางใหมในการรักษาพยาบาลผูปวยธาลัสซีเมีย ซ่ึงเปนโรคทาง
กรรมพนัธุทีพ่บบอยท่ีสุดในคนไทย 
 ผลงานวจิัยที่สําคัญ สรุปไดเปนหัวขอใหญ ๆ ดังนี ้
 1. การเขาใจกลไกในการควบคมุการแสดงออกของ γ-globin gene ซึ่งจะสรางสายแกมมา
โกลบินท่ีเปนสวนประกอบสําคัญของ Hb F โดยเฉพาะบทบาทของ DNA sequence สวนที่เปน 3’enhancer 
และ 3’ HS 1 ซึ่งพบวาทําหนาที่เปน insulator ของยีนทีอ่ยูทาง upstream 
 2. การตรวจพบและนับจํานวนของ microvesicles และ microparticles ซึ่งหลุดออกมาจากผนงั
เซลลเมด็เลือดแดงและเกร็ดเลือด โดยเฉพาะในผูปวยที่ตดัมามแลว microparticle/microvesicles ดังกลาว มี
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โมเลกลุของ phosphatidylserine อยูที่ผวิดานนอกและสามารถไปกระตุนการทํางานของเซลลและโปรตนีอ่ืน
หลายชนิด โดยเฉพาะโปรตีนท่ีเกีย่วของกับการแข็งตวัของเลือด จึงอาจเปนสาเหตุสําคัญของการเกดิการอุด
ตันในหลอดเลือดแดงผูปวยธาลัสซีเมยี 
 3. การศกึษาเกี่ยวกับภาวะ oxidative stress ซ่ึงสาเหตุนาจะมาจากภาวะเหล็กเกิน โดยเฉพาะ
เหล็กที่อยูในรปูของ non transferrin bound iron (NTBI)  คณะผูวจิัยเปนคณะแรก ๆ ที่ไดทําการศึกษาการหา
ยา/สารตานอนุมูลอิสระ อาทิ ขมิ้นชัน ชาเขียว มาชวยบรรเทาภาวะ oxidation ดังกลาว โดยทําการทดลองทั้ง
ในเซลลเพาะเลี้ยงและในหนูทดลอง 
 4. ศึกษาแนวทางใหมในการรักษาผูปวย เชน ยา hydroxyurea มีคุณสมบัติท่ีสามารถกระตุนให
เซลลเมด็เลือดแดงสราง Hb F เพ่ิมขึ้น แตผูปวยบางรายอาจจะไมตอบสนองตอยา คณะผูวิจยัจึงไดหาวิธี
ตรวจสอบการตอบสนองตอยา hydroxyurea ในหลอดทดลอง (in vitro) กอนท่ีจะนาํมาใหผูปวยรบัประทาน 
นอกจากนี้ ยังไดทําการทดสอบวิธรีักษาใหม ๆ เชน การใช antisense DNA เพ่ือไปแกไขกระบวนการ 
abnormal splicing ที่เปนสาเหตุสําคัญของ β-thalassemia ในคนไทยและไดเริ่มทดลองใช siRNA เพ่ือลด
ปริมาณของ excess α-globin chain ในเซลลเม็ดเลือดแดงตนกําเนิดจากผูปวย β-thalassemia เปนตน 
 5. ไดสรางหนธูาลัสซีเมียเพื่อใหเปนโมเดลในการศึกษาเกีย่วกับคุณสมบตัิของเม็ดเลือดแดง
และการศึกษาพยาธิสภาพที่เปลี่ยนไปในโรค β-thalassemia/Hb E 
 6. การศกึษาความหลากหลายทางพันธกุรรม (single nucleotide polymorphism) ของ human 
genome โดยเฉพาะยนี UGT1A1 ที่เกี่ยวของกับกระบวนการ glucuronidation ของ drug metabolism เชน ยา
พาราเซตามอล 
 7. สราง antibody ตอสายโกลบินและฮโีมโกลบิน โดย Ig Y technology เพื่อใชในการ screen 
หาผูที่เปนพาหะหรือเปนโรคธาลัสซีเมีย ซึ่งจะมีประโยชนตองานวจิัยและการตรวจวินิจฉยัโรคธาลัสซีเมีย 
 
  งานวิจยัทั้งหมด ไดรบัการตพีิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติและเผยแพรในรูปของ
บทความรวม 24 เรื่อง และนําเสนอในทีป่ระชุมระดับชาติ/นานาชาติ รวม 35 ครั้ง ตลอดจนผลิตนกัศึกษา
ระดับปริญญาโทจํานวน 4 คนและระดับปรญิญาเอกจํานวน 8 คน 
 
(ภาษาอังกฤษ) 
 During these last three years (2002-2005) our thalassemia net work from 3 universities (7 faculties) 
has been conducted research in thalassemia from molecular level to clinical medicine.  The aim of this 
project is to get better understanding and treatment of thalassemia, which is the most common genetic 
disorder among the Thais. 
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 Major outcome may be divided as follows: 
 1. Get better understanding of the regulation of γ-globin gene expression, especially the role of 
3’enhancer and 3’HS1 insulator.  This may lead to the finding of Hb F enhancer. 
 2. An increasing number of microvesicles and microparticles in thalassemia has been demonstrated.  
Most of these minute particles originate from platelets and red cells.  We also found that there was an 
increasing number of the active molecule, phosphatidylserine, at the outer surfaces of these particles.  
Phosphatidylserine may activate many cells and proteins in the circulation and may serve as the major cause 
of thrombosis in thalassemia. 
 3. We have studied in depth about oxidative stress that results from iron overload, especially from 
the non-transferrin bound iron (NTBI).  To overcome this problem various antioxidants have been tried in 
cultured cells and experimental animals.  We are the first group in the trial of curcumin and green tea, the 
common natural products, which were found to be very potent antioxidants. 
 4. The novel therapeutic approaches to improve the quality of life of the patients have also been 
explored.  A good result from the long-term use of hydroxyurea in enhancing Hb F production was 
observed.  We also try to correct the abnormal splicing process that leads to β-thalassemia, by using 
antisense DNA to restore the normal hemoglobins.  Our preliminary result also showed that excess amount 
of α-globin chains, in β-thalassemia, may also be diminished by the use of siRNA. 
 5. We have developed a thalassemic/transgenic mice model for β-thalassemia/Hb E.  These 
thalassemic transgenic mice are now being used as a model organism for different interventions. 
 6. The genetic polymorphism of the genes, such as UGT1A1, and its contribution in the 
glucuronidation of bilirubin and some drugs have been explored. 
 7. We also try to produce the antibodies against human hemoglobins and globin chains.  These 
antibodies may be useful for future research and diagnoses of thalassemia. 
 
 We have published 24 papers in the peer review international journals and presented 35 pieces of 
works in the international and local scientific meetings.  All together there are 4 master and 8 Ph.D. students 
graduated during these last 3 years under the support of Thailand Research Fund. 
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Executive summary 
 ธาลัสซีเมยีเปนโรคทีถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่พบบอยที่สุดในคนไทย เมื่อคํานวณจากอุบัติการณของ
ผูที่เปนพาหะทั้งหมดประมาณรอยละ 30-40 ของประชากร พบวาจะมีผูปวยธาลัสซีเมียเกดิใหมมากกวา 
10,000 คนทุก ๆ ป  การรักษาผูปวยใหหายขาดดวยการปลูกถายไขกระดูกใหมนั้น ยังเปนเรือ่งยากและมี
คาใชจายสูง ผูปวยสวนใหญจะมีปญหาของโรคเรื้อรังตั้งแตเกดิ ไดแก ปญหาซีด ภาวะแทรกซอนจากการที่มี
ธาตุเหลก็สะสมมากเกินไปและภาวะแทรกซอนอื่น ๆ เชน การเปนโรคติดเชื้อ โรคกระดกูพรุน โรคตับและ
การทํางานผดิปกติของตอมไรทอ 
 โครงการวจิัยที่ไดทําการศึกษาในรายงานนี้ แบงออกไดเปน 7 หัวขอใหญ ๆ ดังนี ้
 1. Molecular biology  
  การศกึษาความผิดปกติในระดับโมเลกลุทีทํ่าใหฮีโมโกลบิน เอฟ (Hb F, α2γ2) สูงมี
ความสําคัญ เนื่องจากผูปวยเบตาธาลัสซีเมียท่ีมีระดับ Hb F สูง จะมีอาการของโรคนอย งานวิจัยน้ีเปน
การศกึษาความผิดปกติในระดับโมเลกลุทีทํ่าให Hb F สูงในผูปวยสองราย ซึ่งไดรับการวินจิฉัยวาเปนโรค β-
thalassemia/Hb E เนื่องจากมี Hb typing เปน E+F แตผูปวยมีอาการซีดไมมาก การเจรญิเติบโตปกติและไม
พบตับมามโต ผลการวิเคราะห DNA ในผูปวยรายแรกโดยใชเทคนิค Southern blot hybridization กบั 
nonradioactive labeled PCR probes พบวาผูปวยมีภาวะ hereditary persistence of fetal hemoglobin ชนิด 
SEA-HPFH รวมกับ Hb E โดยโครโมโซมขางที่เปน HPFH มีการขาดหายไปของ DNA บริเวณยีน β-globin 
รวมกับการขาดหายไปของ 3’HS-1 ซึ่งเปน insulator ที่กั้นไมใหม ี interaction ระหวางการผลิต β-globin กับ 
enhancer sequence หลัง 3’HS-1 เมื่อมีการขาดหายไปของ DNA รวม 27 kb และทําให DNA บริเวณ 3’-
enhancer ถูกนําเขามาใกลยีน γ-globin จึงชวยใหมีการแสดงออกของ γ globin gene และสราง Hb F มากขึ้น 
ผูวจิัยไดพิสูจนสมมติฐานนีโ้ดยเปรียบเทยีบการแสดงออกของ EGFP ที่เชื่อมตอกับ γ globin gene หลังจากทํา 
transient transfection ของ BAC constructs ชนิดตาง ๆ ทีส่รางขึ้นเขาไปในเซลล K562 
  สวนผูปวยอีกรายหนึ่ง ไดรับการวินิจฉยัวาเปนโรค β-thalassemia/Hb E เชนเดียวกัน
เนื่องจากมี Hb typing เปน E+F แตผูปวยมีอาการซีดไมมาก ผูวจิัยไดใชวธิใีหมในการตรวจหาตาํแหนงของ
การแหวงหายของ DNA โดยอาศัยขอดีของเอ็นไซม DNA polymerase ชนิดใหมที่สามารถเพิ่มจํานวนชิน้ 
DNA ที่มีขนาดยาว ๆ ที่ครอมบริเวณท่ีแหวงหายไปของ DNA ได พบวาการแหวงหายไปของ DNA ที่ทําให
เกิด (δβ)ο-thalassemia ในครอบครวันียั้งไมเคยมีรายงานการคนพบมากอน และการที่ DNA ขาดหายไปถึง 
11.3 kb ทําใหสวนของ DNA ที่เปน enhancer ในบรเิวณนีถู้กนําเขามาใกลกับยนี Aγ-globin ประกอบกับ DNA 
สวนท่ีเปน silencer ก็ขาดหายไปดวย จึงนาจะเปนสาเหตุท่ีทําใหมีการสราง Hb F เพิ่มขึ้น ซึ่งผูวจิัยกําลังศึกษา
เพ่ือยืนยันสมมติฐานดังกลาวอยู 
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 2. การศกึษาคณุสมบัติของ red cell vesicles และ microparticles  
  เม็ดเลือดแดงที่ไหลอยูในกระแสเลือด อาจมีเศษเล็ก ๆ ของผนังเมด็เลือดแดง (red cell 
vesicles) หลุดออกมาโดยกระบวนการ vesiculation และ ยงัมีอนุภาคขนาดเลก็ท่ีหลุดมาจากผนังเซลลท่ีถูก
กระตุนหรือจากเซลลท่ีกําลังจะเกิด apoptosis แตมีขนาดเล็กกวา vesicles เรยีกวา microparticle  เซลลผิดปกติ
ท้ังสองชนิดอาจจะเกิดจาก activation ของเซลลชนิดตาง ๆ หรือการที่มีการเพิ่มขึ้นของ calcium ภายในเซลล  
บนผวิของ red cell vesicles และ microparticles จะมโีมเลกลุของ phosphatidylserine (PS) ปรากฏอยูและ PS 
น้ีสามารถกระตุนการทํางานระบบอืน่ ๆ ในรางกาย เชน ระบบการแขง็ตัวของเลือดและ complement system 
ทําใหเกิดพยาธิสรรีวิทยาทีผ่ดิปกต ิ
  เนื่องจาก red cell vesicles และ microparticles เหลานี้มขีนาดเลก็กวาเม็ดเลือดแดงปกติและ
อาจมีขนาดเลก็เทาเกร็ดเลือด (platelet) ทําใหเกิดปญหาในการวัดจํานวน  คณะผูวิจยัไดพัฒนาเทคนิคเพื่อแยก
เซลลเหลานี้ออกจากเกร็ดเลอืด โดยใชแอนติบอดี้จําเพาะที่ติดฉลากกบัสารเรืองแสงเขาไปจับยดึกับเซลลและ
ตรวจสอบดวยเทคนิค two-color flow cytometric immunostaining เมื่อผสมแอนติบอดี้ทั้งสองชนิดใสใน
หลอดท่ีมี fluorescent TrueCount bead ท่ีรูขนาดและจํานวน จะนํามาใชเพ่ือคํานวณ absolute numbers ของ
เซลลผิดปกตท้ัิงสองชนิดได  การศกึษานี้แสดงใหเห็นวาม ี vesicle ของเม็ดเลือดแดงในผูปวยธาลัสซีเมียและ
ในเลือดของคนปกติ แตอัตรารอยละและจํานวนสัมบูรณในผูปวยมีสงูกวาในคนปกติ โดยเฉพาะในเลือดของ
ผูปวยเบตาธาลัสซีเมียที่ตัดมามแลว และพบสูงในผูปวยเบตาธาลัสซีเมียมากกวาในผูปวยอัลฟา ธาลัสซีเมีย 
  สําหรับการศกึษาชนิดเซลลตนกําเนดิของ microparticles ทําไดโดยการยอมเซลลดวย แอนติ
บอดี้จําเพาะ พบวา ผูปวยธาลัสซีเมียและคนปกติมีปริมาณเปอรเซ็นต CD41 (เกร็ดเลือด) รวมถึง adhesion 
molecule CD62P และ CD36 คอนขางสูง สวนเซลลทีม่ี glycophorin A ซึ่งไดแกเม็ดเลือดแดงพบในระดับ
ปานกลาง  แตในผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ไมไดตดัมามและผูปวย Hb H พบเซลลที่เปนเม็ดเลือดแดง 
(glycophorin A) สูงขึ้น สวนเปอรเซ็นตของเซลลตนกําเนิดและ adhesion molecules อ่ืน ๆ พบวามีเล็กนอย  
นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อยอมเกรด็เลือดดวย annexinV ซึ่งจะจับกับโมเลกลุของ PS บนผวิเซลล พบวามีคาสูง
กวาคาที่ไดจากเม็ดเลือดแดงทั้งในผูปวยธาลัสซีเมียและคนปกติ แสดงวาเกร็ดเลอืดอาจเปนแหลงเซลลตน
กําเนิดหลกัของ microparticles ในผูปวยธาลัสซีเมียและคนปกต ิ
 3. การศกึษาการเกิด thromboembolism และ thrombosis ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  ผนังเซลลของเม็ดเลือดแดง expose ให phospholipids โดยเฉพาะ PS ออกมาดานนอกได จึง
มีคุณสมบัติคลาย PF3 ทําใหเกิด thrombin activation อยางตอเนื่องและมีผลทําใหเกรด็เลือดของผูปวยทํางาน
มากกวาปรกต ิ ผูปวยธาลัสซีเมียท่ีตัดมามแลว จะมีจํานวนของเกร็ดเลือดสูงกวาปกติและมกีารเปลี่ยนแปลง
รูปรางและการทํางาน (hyperactivity)  เกร็ดเลือดทีถู่กกระตุนจะมีรูปรางเปลี่ยนไปและปลอยสารออกจาก
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แกรนูล เชน β-thromboglobulin (BTG) และ platelet factor 4 (PF4) ทําใหโปรตนี CD63 หรือ glycoprotein 
53 ซ่ึงเปนสวนประกอบของ lysosomal membrane ของเกรด็เลือดโผลออกมาดานนอก ทําใหเกิดการเกาะกลุม
ของเกรด็เลือดทั้งแบบ hypo- และ hyper-aggregation และเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหเกิด thrombosis 
  คณะผูวจิัยไดศึกษาเม็ดเลือดแดงที่มี PS อยูบนผิวดานนอกกับเกร็ดเลือดท่ีผิดปกต ิ พบความ 
สัมพันธระหวางคา PS exposing Rbc กับ CD63 positive ที่ออกมาอยูบนผวินอกของเกรด็เลือด  คาปจจัยการ
แข็งตัวของเลอืด (platelet factor 3 like activity) ของผูปวย β-thalassemia/Hb E ทั้งท่ีตัดมามและไมตัดมาม 
ผูปวยฮโีมโกลบินเอช (HbH) และฮโีมโกลบินเอช/คอนสแตนสปริง (HbH/CS) มีความแตกตางจากคนปกติ
อยางมีนัยสําคญั โดยเฉพาะยิ่งในผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ตัดมาม และพบความสัมพันธระหวางคาปจจยั
การแข็งตัวของเลือด (platelet factor 3 like activity) กับปริมาณ annexin V positive microparticles 
 4. Therapeutic intervention 
      4.1 การใชยากระตุนใหมีการสรางฮโีมโกลบนิ เอฟ เพิ่มขึ้น 
  ผูปวยที่ไดรับยา hydroxyurea (HU) มีฮีโมโกลบิน เอฟ เพ่ิมขึ้นและไมตองรับเลือดเลย
ระหวางทีก่ินยา แตการตอบสนองตอยา HU ในผูปวยแตละรายแตกตางกันไดมาก ผูปวยบางรายตอบสนองตอ
การรักษาดี ในขณะทีผู่ปวยบางรายตอบสนองตอยานอยมาก จึงไดศึกษาเรื่องการกระตุนการสรางฮีโมโกลบิน 
เอฟ ในเซลลตนกําเนดิเม็ดเลือดแดงในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับผลท่ีพบเมื่อใหยา hydroxyurea ในผูปวย
ธาลัสซีเมยี  ผลการศึกษาแสดงวาการใหยา HU ในเซลลตนกําเนดิเม็ดเลือดแดงที่เพาะเลีย้ง (in vitro culture) 
สามารถพยากรณการตอบสนองตอการใหยา HU ในผูปวยโรค β-thalassemia/Hb E  การศกึษา in vitro จึงมี
ประโยชนในการเลือกใหยา HU เฉพาะผูปวยท่ีใหการตอบสนองที่ดีตอยาและชวยลดผลอันไมพึงประสงคใน
ผูปวยที่ไมตอบสนองตอยาได วธิีการน้ียังอาจนําไป ใชทดสอบสารหรอืยาชนิดอ่ืน ๆ ไดดวย 
      4.2 Oxidative stress และผลของการใช antioxidant 
  ผูปวยธาลัสซีเมียมีปญหา oxidative stress ซึ่งสวนหนึ่งเกดิจาก Fenton reaction ที่มีธาตุเหล็ก
เปนตัวเรงปฏกิิรยิา ทําใหระดับของสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูในตัวผูปวยต่ํากวาปกต ิ ผูปวยยังมรีะดับ 
malondialdehyde (MDA) ซึ่งเปนผลผลิตของ lipid peroxidation สูงกวาคนปกติ สวนคาของ antioxidant 
enzyme activity เชน superoxide dismutase (SOD) และ glutathione peroxidase (GSH-Px) ก็มีการ
เปลี่ยนแปลงไปดวย  การวิจยัครั้งนี้ ไดศึกษาคุณสมบัติการเปน strong antioxidant ของขมิ้นชันในผูปวย (in 
vivo) โดยไดรับความรวมมอืจากองคการเภสัชกรรม ในการผลิต curcumin capsule ขนาด 250 mg ใหกับ
ผูปวย β-thalassemia/Hb E เปนเวลา 6 เดือน พบวา curcumin สามารถลดปริมาณของ nonheme iron และ PF3 
like activity ลงไดและมกีารเปลี่ยนแปลงของสภาวะ oxidative stress โดยพบวา parameters ตาง ๆ ท่ีกลาวมา
เปลี่ยนแปลงไปในทางที่ดีข้ึน 
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      4.3 การศกึษา non-transferrin bound iron และผลของขมิ้นชนัและชาเขยีวในการขับธาตเุหล็ก 
  ปกติธาตเุหล็กในพลาสมาจะจับอยูกับโปรตีน transferrin  ในผูปวย β-thalassemia/Hb E มี
การสะสมของธาตุเหลก็มาก ทําใหปริมาณธาตุเหล็กรวมและทรานสเฟอรริน (transferrin) ในพลาสมามีความ
อ่ิมตัว (TIBC) เพิ่มมากขึน้ จนอิ่มตัวรอยเปอรเซ็นต (transferrin saturation) และเกดิมีธาตุเหล็กรปูที่ไมจับ
กับทรานสเฟอรริน เรยีกวา non-transferrin bound iron (NTBI) ปรากฏในพลาสมาของผูปวยและไปกระตุน
ใหมีการสรางอนุมูลอิสระ (free radicals) ที่ไปทําลาย lipids, nucleic acids, proteins และ carbohydrates ทําให
การทํางานของเซลลและเนือ้เยื่อตาง ๆ ผดิปกติไป 
  curcumin และสารสกดัชาเขียว (catechin) นอกจากจะมีคุณสมบัติเปน antioxidant แลว ยงัมี
โครงสรางที่อาจจะขับธาตุเหล็ก (iron-chelating activity) โดยเฉพาะธาตุเหลก็รูป NTBI เพราะมี β-diketo 
moiety ซึ่งสามารถจับเหลก็ ferric ion (Fe+3) ได  ในรายงานนี้ไดทําการศึกษาคุณสมบัติของ curcumin ในการ
จับธาตุเหล็กในพลาสมาทั้งท่ีอยูในรูปของ ferric nitrate (chemical form) และ NTBI (biological form) พบวา
การขับเหลก็ในรูปของ NTBI ดวย curcumin ข้ึนอยูกบัเวลาและความเขมขนของธาตุเหล็ก สวนสารสกัด
หยาบชาเขียว พบวามีคุณสมบัติลดระดบัธาตุเหลก็รูป NTBI ในซีรั่มของผูปวยโรคธาลัสซีเมียไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ในลักษณะที่ข้ึนกับปริมาณ (concentration-dependent manner) และเวลาที่ใชทําปฏกิิรยิา (time-
dependent manner)  นอกจากนี้ พบวาผลติภัณฑชาเขียวที่เตรยีมจากการอบแหงในตูไมโครเวฟ (กําลังไฟฟา 
800 วัตต อณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส) เปนเวลานาน 3 นาทีสามารถลดปริมาณธาตุเหล็กรูป NTBI ไดดกีวาชา
เขียวที่เตรยีมขึน้โดยวิธเีชิงพาณิชย สวนสารcatechin, EGCG และ epicatechin 3–gallate (ECG) ที่แยกไดจาก
ชาเขียวมีความสามารถในการจับกับธาตเุหล็กรูป NTBI ได ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขนและเวลาเชนกัน 
      4.4 Antisense therapy และการใช siRNA 
  เนื่องจากมวิเตชั่น (mutation) ท่ีเกิดขึ้นบนยีนเบตาโกลบินบางชนิด เชน IVSI-5, G->C; 
IVSII-654, C->T รวมทั้ง βE สงผลใหเกิดมี abnormal splicing ข้ึนในกระบวนการ mRNA processing โดยมวิ
เตชั่นเหลานีจ้ะไปกระตุน cryptic splice site ที่อยูใกลเคยีง ทําใหมีการสราง mRNA ที่ผิดปกติและมีการสราง
สายเบตาโกลบินลดลง  การรักษาผูปวยทีม่ีมิวเตชั่นดังกลาว อาจทําโดยการเขาไปสกัดกั้น (block) abnormal 
splicing ดวยช้ินสวนของ DNA ขนาดเลก็ (antisense DNA) ที่สังเคราะหข้ึนในหลอดทดลอง  
  การศกึษาครั้งนี้ไดเปรยีบเทียบวธิีการนํา antisense DNA เขาสูเซลลโดยวธิี syringe loading 
และวธิี free uptake และเปรียบเทียบผลการรักษาดวย antisense DNA 3 ชนิด คือ morpholino, 2’-0-MOE 
phosphorothioate (MOE) และ peptide nucleic acid (PNA) ที่เชื่อมตอกบักรดอะมโิน lysine และ arginine เม่ือ
นําเซลลจากไขกระดูกหนธูาลัสซีเมียที่มียีนผิดปกติของผูปวยชนิด β IVS II-654 มาผสมกับ antisense DNA 
พบวาจํานวน β-globin mRNA ที่มี splicing ปกติเพิ่มขึน้ โดยข้ึนอยูกบัขนาด (dose) ของ antisense DNA ที่
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เติมลงไปและ antisense DNA ชนิด morpholino ใหผลดีกวา PNA และ MOE โดยทําใหเกดิการสะสมของ 
mRNA ปกติมากกวา 50% 
  นอกจากนั้น คณะผูวจิัยจึงไดทดลองผลของ PNA ที่ conjugate กับ lysine 8 ตัว และ arginine 
4, 6 และ 8 ตวั (8K, 4R, 6R, 8R) โดยการนําเขาสูเซลลไขกระดกูดวยวิธี free uptake เปนเวลา 7 วัน พบวามี
การสราง mRNA ปกติเพิ่มมากขึ้นจากการใช PNA-8R (arginine) ความเขมขน 45 µM และมากกวาการใช 
PNA-8K (lysine) อยางเห็นไดชัด สรุปไดวา PNA ท่ี conjugate กับ arginine ใหผลดีกวา PNA ที่ conjugate กับ 
lysine และจํานวนกรดอะมโินที่ conjugate กับ PNA ที่มากข้ึนจะทาํใหประสิทธภิาพในการเขาสูเซลลและ
สราง mRNA ปกติเพ่ิมมากขึน้ดวย 
  สําหรับ siRNA (small interference RNA) เปนเทคนิคในการยับยั้งการแสดงออกของยีนใน
ระดับ RNA (posttranscription) โดยการสังเคราะห RNA สายคูสั้น ๆ ประมาณ 20 bp ที่มีลําดบัเบสคูสม 
(complementary) กับเบสใน mRNA ซึ่งจะสงผลให mRNA เสนนั้นถกูทําลายไปและไมสามารถสรางโปรตีน  
การนําเทคนิค siRNA มาใชยับยั้งการสรางอัลฟาโกลบินในเม็ดเลอืดแดงตวัออนของผูปวยเบตาธาลัสซีเมีย 
เปนอีกแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยใหเกิดสมดลุระหวางสายอัลฟาและเบตาโกลบินในเมด็เลือดแดงมากขึน้ 
  ในการศึกษานีไ้ดทดลองใช siRNA ตอ α-globin ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนอัลฟา
โกลบินในเซลลเม็ดเลือดแดงตัวออนของคนปกติระยะ pronormoblast ในเซลลเพาะเลี้ยง โดยนาํ siRNA เขา
เซลล ECFC ดวยวิธี transfection ดวย lipofectamine  ผลการทดลองพบวา siRNA ที่ใชสามารถเขาสูเซลล โดย
ไมทําใหเซลลเกิด apoptosis เพิ่มขึ้นและ α-globin siRNA ปริมาณ 1ไมโครกรัม สามารถยับยั้งการแสดงออก
ของยีนอัลฟาโกลบิน ภายหลังจาก 48 ช่ัวโมง โดยไมลดระดับ β-globin mRNA และพบวาปริมาณโปรตนี
อัลฟาโกลบินลดลงที่ 96 ช่ัวโมง การตรวจปริมาณฮโีมโกลบินภายในเซลลเม็ดเลือดแดงตวัออนระยะตาง ๆ 
โดยการยอมดวย benzidine พบวามีการติดสีลดลงอยางชดัเจน 
 5. การสราง transgenic mice 
  โครงการวจิัยนี้ เปนความพยายามทีจ่ะสรางหนูที่ไดมีการสอดใสยนีเบตาธาลัสซีเมียท่ีพบ
บอยในคนไทยและยีนเบตาโกลบิน อี เขาไป  เมื่อนําไปผสมพันธุกับหนูท่ีมีการ knockout เอายีนที่ควบคุมการ
สรางเบตาโกลบินของหนูออกไปแลว ก็อาจจะไดหนูที่เปน β-thalassemia/Hb E transgenic/knockout mice ที่
มีความผดิปกติตาง ๆ คลายคลึงกับทีพ่บในคน โดยคาดหวังวาหนูที่สรางขึ้นมาจะนําไปใชศึกษาทางดาน
พยาธิสรรีวิทยา ตลอดจนอาจนํามาใชศกึษาเกี่ยวกับภาวะเหล็กเกนิ (iron overload) และใชเปนโมเดลในการ
ทดสอบยาขับเหล็กหรือยาทีก่ระตุนใหมีการสราง Hb F หรือการทดสอบ antisense therapy หรืออื่น ๆ เพื่อการ
รักษาดวย gene therapy ตอไป  



 12

  ผลการศึกษาพบวา มีการเปลี่ยนแปลงทางโลหิตวิทยาและพยาธวิิทยาหลายอยางขึน้อยูกับ
ชนิดและจํานวนชุด (copy) ของยีนท่ีถกู transfer เขาไป หนู transgenic ชนิด HbE-DH หรือ HbE-βIVSII-654-DH   
ซึ่งมียีน β ของหนูบนโครโมโซมขางเดยีวแตมี βE ของมนุษยอยูดวย หนูกลุมนีมี้ลักษณะของเม็ดเลือดแดง
และคาทางโลหิตวิทยาเชนเดียวกับหนู wild type แสดงวา βE-gene ของมนษุยที่ integrate เขาไปใน
โครโมโซมของหนูสามารถแสดงออก (expression) และสรางฮีโมโกลบิน (α2

mβ2
E) ได  สวนหนู rescued mice 

ซึ่งยีนหนูขาดหายไปจากโครโมโซมทั้งสองขาง จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเม็ดเลือดแดงและคาทาง
โลหิตวิทยาขึน้อยูกับจํานวนชุดของ βE-gene ของคนท่ีหนูไดรับเชนเดียวกัน ในการศึกษาครั้งนี้พบวา rescued 
mice ท่ีมี βE-gene 4 ชุด ยังคงมีลักษณะของโรคธาลัสซีเมียเชนเดียวกบั β knockout heterozygote แตหนูทีม่ ี
βE-gene ตั้งแต 8 ชุดขึ้นไปจะกลับมลีักษณะเหมือนหนู wild type แมวาคา MCV และคา RDW จะยังผิดปกต ิ
 6. ความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน UDP-glucuronosyltransferase (UGT1A) และเภสัช
จลนศาสตรของยา พาราเซตามอล ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  ในประเทศไทย ยังไมมีการศกึษาเภสัชจลนศาสตรของยาที่ใชบอยในผูปวยธาลัสซีเมียอยางมี
ระบบ แพทยและบุคคลากรทางการแพทย ใชแบบแผนการใหยาในผูปวยธาลัสซีเมียเชนเดียวกับคนไขอ่ืน ๆ 
ซึ่งอาจทําใหการรักษาไมเกดิประสิทธิผลเทาท่ีควร คณะผูวจิัยจึงไดเริ่มทําการศกึษาเพื่อหาขอมูลเบื้องตนทาง
เภสัชจลนศาสตรในผูปวยธาลัสซีเมีย โดยใชยาสามญัประจําบาน พาราเซตามอล เปนยาตนแบบควบคูไปกับ
การตดิตามระดับบิลริูบินในเลือด ขอมลูเบ้ืองตนชี้ใหเห็นวาปริมาณยาพาราเซตามอลในพลาสมาในผูปวย มี
ปริมาณต่ํากวาในอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญ ขณะที่เมตาโบไลทท่ีผานทางปฏิกริิยา glucuronidation 
ในผูปวยมีปรมิาณต่ํากวาในอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญเชนกัน ซึ่งดูเหมอืนวาระดับยาที่ต่ําในผูปวย
นาจะเกิดจากการเปลีย่นแปลงยาไดเร็วข้ึนผานทางปฏิกริยิา glucuronidation เม่ือตรวจหา genetic 
polymorphisms ของยีน UGT1A1 และยีน UGT1A6 ที่เกี่ยวของกับกระบวนการ glucuronidation ของยา 
พบวา ความหลากหลายของยีนที่ควบคุมการสราง UGTs สงผลใหมีการเปลี่ยนแปลงปริมาณยาพาราเซตามอล 
ในพลาสมาและเมตาโบไลทที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงยาผานทางปฏิกริยิา glucuronidation ทั้งในผูปวยและ
อาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญ 
 7. การผลติแอนติบอดีเพือ่งานวจิัยและวินจิฉยัโรคธาลัสซีเมีย 
  การตรวจหาปริมาณฮีโมโกลบินบารท (Hb Bart’s) สามารถใชเปนขอบงชี้ของอัลฟาธาลัส- 
ซีเมียไดคราว ๆ  การศึกษาครั้งนี้มวีัตถุประสงคเพื่อท่ีจะผลิตแอนติบอดี้ตอฮีโมโกลบินบารทและฮีโมโกลบนิ
ชนิดอื่น เพื่อพัฒนาเปนชดุตรวจวนิิจฉยัโรคธาลัสซีเมียโดย IgY technology ซ่ึงเปนการวจิัยเปนครั้งแรกใน
โลก ทําใหสามารถเก็บแอนติบอดี้จากไขไก โดยการแยก IgY ออกจาก egg yolk แลวทําปฏิกริิยากับ 
hemoglobin และ globin chain ชนิดตาง ๆ ท่ีเปนแอนตเิจน โดยใชเทคนิค ELISA 
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เน้ือหางานวจิยั 
1. ปญหาที่ทําการวิจัยและความสาํคญัของปญหา 
 ธาลัสซีเมยีเปนโรคทีถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่พบบอยที่สุดในคนไทย เมื่อคํานวณจากอุบัติการณของ
ผูที่เปนพาหะทั้งหมดประมาณรอยละ 30-40 ของประชากร พบวาจะมีผูปวยธาลัสซีเมียเกดิใหมมากกวา 
10,000 คนทุก ๆ ป  การรักษาผูปวยใหหายขาดดวยการปลูกถายไขกระดูกใหมนั้น ยังเปนเรือ่งยากและมี
คาใชจายสูง ผูปวยสวนใหญจะมีปญหาของโรคเรื้อรังตั้งแตเกดิ ไดแก ปญหาซีด ไมมีแรง มภีาวะแทรกซอน
จากการท่ีมธีาตุเหล็กสะสมมากเกินไปและมีภาวะแทรกซอนอ่ืน ๆ เชน การเปนโรคติดเชื้อ โรคกระดกูพรุน 
โรคตับและการทํางานผิดปกติของตอมไรทอ 
 ผลงานวจิัยทีผ่านมา ทําใหทราบถึงความผิดปกติในระดับโมเลกลุที่เปนสาเหตุของ อัลฟาและเบตา 
ธาลัสซีเมยี และมีการนําความรูดังกลาวไปใชในการใหคําปรกึษาทางพันธุศาสตรและการตรวจเพื่อวินจิฉัย
ทารกในครรภ นอกจากนี้ ยงัมีการวิจัยเพ่ือจะใหเขาใจถึงความสัมพันธระหวางความผิดปกติของยนีและความ
รุนแรงของโรค (genotype-phenotype interaction) จนทําใหทราบถึงปจจัยทางพันธุกรรมบางอยางที่อาจมีผล
ตอการเปนโรคเบตาธาลัสซีเมีย อยางไรกด็ี ยังมยีีนอ่ืนที่เรายังไมทราบเกี่ยวของอยูอีก โดยเฉพาะยีนที่อาจ
เกี่ยวของหรือควบคุมการสราง ฮีโมโกลบนิ เอฟ (Hb F, α2γ2) ท่ีอาจสงผลทําใหผูปวยมีอาการนอยลง 
 สวนงานวิจยัทางคลินิก ไดคนพบปญหาท่ีสําคัญบางอยาง เชน ภาวะออกซิเจนในเลอืดต่ํา 
(hypoxemia) ความผิดปกติของระบบการแข็งตวัของเลือด โดยเฉพาะเกรด็เลือด ทําใหทราบวาผูปวยเบตา 
ธาลัสซีเมยีท่ีตัดมามแลว มโีอกาสสูงท่ีจะเกิดภาวะเลือดแข็งตัวงาย (hypercoagulable stage) และอาจนําไปสู
ภาวะการอุดตนัของหลอดเลอืด (thrombosis) 
 โครงการวจิัยที่ไดทําการศึกษาในรายงานนี้ แบงออกไดเปน 7 หัวขอใหญ ๆ ดังนี ้
 1. Molecular biology  
  การศกึษาความผิดปกติในระดับโมเลกลุทีทํ่าใหเกิด อลัฟาและเบตาธาลัสซีเมีย โดยเฉพาะ
กลุมที่มีระดับของฮีโมโกลบนิ เอฟ (Hb F, α2γ2) สูงผิดปกติมีความสําคัญ  ผูปวยเบตาธาลัสซีเมียแรกคลอด
จนกระท่ังอาย ุ8-10 เดือน มักจะยังไมแสดงอาการซีด เพราะรางกายยังคงสรางฮีโมโกลบิน เอฟ ได  ภายหลัง
จากนั้นจะมี switch off ของการสรางสายแกมมาโกลบนิตามธรรมชาติและจะมีการสรางสายเบตา โกลบินขึน้
แทนที่  แตผูปวยมยีีนเบตาโกลบินผิดปกติ ทําใหสรางฮีโมโกลบิน เอ (Hb A, α2β2)ไมได จึงเริม่มีอาการซีด
และความผิดปกติอ่ืน ๆ ตามมา  นอกจากนั้นพบวาผูปวยท่ีมรีะดับฮีโมโกลบิน เอฟ สูง (สรางสายแกมมา
โกลบินไดมาก) จะมีอาการของโรคนอยลง เนื่องจากฮโีมโกลบิน เอฟ พาออกซิเจนไปเลีย้งเนื้อเยือ่ตาง ๆ ได
ใกลเคียงกับฮีโมโกลบิน เอ  นอกจากนี้สายแกมมาโกลบิน (γ-globin) ที่เพิ่มขึ้น ยังจะชวยลดปริมาณของ
สายอัลฟาโกลบิน (unbound α-globin) ดวย  การวจิัยนี้เปนงานวิจยัพ้ืนฐาน โดยมี ดร.ปราณี ฟูเจริญ เปน
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ผูรบัผดิชอบ จะทําการศกึษากลไกเกีย่วกบัการควบคุมการสรางฮโีมโกลบิน เอฟ ซึ่งอาจนําไปสูการคนหายา
หรือสารเคมีทีอ่าจนํามาใชกระตุนใหมีการสรางฮีโมโกลบิน เอฟ เพ่ิมขึ้นและไปชวยลดความรุนแรงของโรค
เบตาธาลัสซีเมีย 
 2. การศกึษาคณุสมบัติของ red cell vesicles และ microparticles  
  งานวิจยัในระยะประมาณ 10 ปที่ผานมา พบวา ในขณะที่เมด็เลือดแดงไหลอยูในกระแส
เลือด อาจมีเศษเลก็ ๆ ของผนังเมด็เลือดแดง (red cell vesicles) ที่หลุดออกมาโดยกระบวนการ vesiculation  
vesicles นี้มีสวนประกอบทางเคมี โดยเฉพาะผิวดานนอกประกอบไปดวยโมเลกลุที่สําคัญหลายชนิด เชน 
immunoglobulin และ phosphatidylserine (PS) ซึ่งโมเลกุลเหลานี้อาจจะไปกระตุนการทํางานระบบอื่น ๆ ใน
รางกาย เชน ระบบการแข็งตวัของเลือดและ complement system อันจะสงผลใหเกดิพยาธิสรรีวิทยาที่ผิดปกติ  
การวิจยัในสวนนี้มี ศ. ดร. โกวิท พัฒนาปญญาสัตย คณะแพทยศาสตรศริริาชพยาบาล เปนหัวหนาโครงการ 
โดยจะตรวจหาจํานวนของ red cell vesicles ซึ่งแตเดิมเราตรวจพบ vesicles ดังกลาวได แตวดัออกมาเปน
จํานวน (quantitative) ไมได  นอกจากนีจ้ะศึกษาคุณสมบตัิและสวนประกอบ โดยเฉพาะโปรตีนท่ีผิวนอกของ 
vesicle ในผูปวยธาลัสซีเมียหลาย ๆ ชนิด (genotype) ทั้งที่ตัดมามแลวและยังไมไดตดัมาม 
 3. การศกึษาการเกิด thromboembolism และ thrombosis ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  การศกึษาวิจยัที่ผานมาพบวาผูปวยธาลัสซเีมียที่ตัดมามแลว มักจะมีจํานวนของเกร็ดเลือดสูง
กวาปกติและมกีารเปลีย่นแปลงรูปรางและการทํางาน (hyperactivity)  เกรด็เลือดที่ถูกกระตุนจะมรีูปราง
เปลี่ยนไปและปลอยสารออกจากแกรนูล เชน β-thromboglobulin (BTG) และ Platelet factor 4 (PF4) ทําให
โปรตีน CD63 หรือ glycoprotein 53 ซึ่งเปนสวนประกอบของ lysosomal membrane ของเกร็ดเลือดโผล
ออกมาดานนอก เกร็ดเลือดท่ีถูกกระตุนการทํางานมากผิดปกติ จะนําไปสูการเกาะกลุมของเกรด็เลือดท้ังแบบ 
hypo- และ hyper-aggregation และเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหเกิด thrombosis ซึ่งเปนสาเหตุการตายที่สําคัญใน
ผูปวยเบตาธาลัสซีเมีย 
 4. Therapeutic intervention 
  การวิจยัเพื่อหาวิธรีกัษาผูปวยธาลัสซีเมียใหมีคุณภาพชีวติที่ดีข้ึนหรือหายจากโรคเปนความ
พยายามทีไ่ดกระทําตอเนื่องกันมาโดยตลอด  วิธกีารรักษาที่นาจะมศีักยภาพและไดทําการศึกษาเพิ่มเติมใน
รายงานนี้ ไดแก 
      4.1 การใชยากระตุนใหมีการสรางฮโีมโกลบนิ เอฟ เพิ่มขึ้น 
  ผลการศึกษาทีผ่านมา ทั้งจากตางประเทศและของผูวิจยัเอง แสดงใหเห็นวาผูปวยเบตา ธาลัส
ซีเมีย ท่ีมรีะดบัฮีโมโกลบิน เอฟ สูง (สรางสายแกมมาโกลบิน ไดมาก) จะมีอาการของโรคนอยลง ผูวิจยัเคย
ทดลองใหยาไฮดรอกซียูเรีย (hydroxyurea, HU) เพื่อกระตุนการสราง ฮีโมโกลบนิ เอฟ ในผูปวยโรค β-
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thalassemia/Hb E พบวาผูปวยที่ไดรับยามฮีีโมโกลบิน เอฟ เพ่ิมขึ้นและไมตองรับเลอืดเลยระหวางที่กินยา แต
การตอบสนองตอยา HU ในผูปวยแตละรายแตกตางกันไดมาก ผูปวยบางรายตอบสนองตอการรักษาด ี
ในขณะท่ีผูปวยบางรายตอบสนองตอยานอยมาก จึงไดรวมกับ ดร.ยุวดี วัฒนโภคาสิน คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ และ รศ.นพ.สุภร จันทจารณุี คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบด ี
ศึกษาวจิัยเรื่องการกระตุนการสรางฮโีมโกลบิน เอฟ ในเซลลตนกําเนดิเม็ดเลือดแดงในหลอดทดลอง
เปรยีบเทียบกบัผลท่ีพบเมื่อใหยา hydroxyurea ในผูปวยธาลัสซีเมยี 
      4.2 Oxidative stress และผลของการใช antioxidant 
  เปนที่ทราบกนัดีวาผูปวยธาลัสซีเมียมีปญหา oxidative stress ซ่ึงสวนหนึ่งเกดิจาก Fenton 
reaction ที่มีธาตุเหล็กเปนตวัเรงปฏกิิรยิา เนื่องจากภาวะ oxidative stress ดังกลาวจงึทําใหระดับของสารตาน
อนุมูลอิสระทีม่ีอยูในตวัผูปวย เชน วิตามินซี วิตามินอีและโคเอ็นซัยม Q 10 ลดต่ําลงกวาระดบัในคนปกติ 
การศกึษาทีผ่านมาไดมีความพยายามทีจ่ะใช antioxidant ชนิดใดชนดิหนึ่ง เชน วิตามิน อี มารักษาผูปวย แต
ผลการศึกษาไมสามารถสรุปไดชัดเจน การศึกษาเบื้องตนพบวาผูปวยมรีะดับ malonyldialdehyde (MDA) ซึ่ง
เปนผลผลิตของ lipid peroxidation สูงกวาคนปกติและระดับของสารตานอนุมลูอิสระ (antioxidant) เชน 
reduced glutathione (GSH) ต่ํากวาปกติ สวนคาของ antioxidant enzyme activity ตาง ๆ เชน superoxide 
dismutase (SOD) และ glutathione peroxidase (GSH-Px) เปลีย่นแปลงไป ในการวจิัยนีไ้ดศึกษาผลของ
ขมิ้นชันที่มีสารสกัด curcumin ซึ่งมีคุณสมบัติเปน strong antioxidant ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  Curcumin (turmeric) เปนสมุนไพรไทยที่มีสวนประกอบ เรียกวา curcuminoids 
ประกอบดวย curcumin I (diferuloylmethane), curcumin II (demethoxycurcumin) และ curcumin III 
(bisdemethoxy-curcumin) ในการศึกษาครัง้นี้ไดรับความรวมมือจากองคการเภสัชกรรม ในการผลติ curcumin 
capsule ขนาด 250 mg ใหกบัผูปวย โดยมี รศ. ดร.รัชนีกร กลัลประวิทธ เปนหัวหนาโครงการ ในสวนเกี่ยวกับ
การศกึษาผลของ antioxidant ในหองปฏิบตัิการ 
      4.3 การศกึษา non-transferrin bound iron และผลของขมิ้นชนัและชาเขยีวในการขับธาตเุหล็ก 
  ผูปวยธาลัสซีเมียที่ไดรับเลือดเปนประจําหรือผูปวยที่มีอาการรุนแรงปานกลาง เมื่อมีอายุมาก
ข้ึน จะมีธาตุเหล็กสะสมอยูในตัวมากและทําใหเกิดพยาธิสภาพตาง ๆ ตามมา เชน ตับแข็ง เบาหวาน และภาวะ
หัวใจลมเหลว จึงมีการวิจัยเพ่ือหายาขับธาตุเหล็กใหม ๆ โดยเฉพาะชนิดรับประทาน เพื่อนํามาใชแทนยาขับ
เหล็กที่ใชกันอยูในปจจุบัน คือ ยา desferrioxamine ซ่ึงมีราคาแพงและตองฉีดเขาเสนหรือใตผิวหนังทุกวนั ๆ 
ละ 8-12 ช่ัวโมง เพราะยาถูกขับออกเรว็มาก 
  ปกติธาตเุหล็กในพลาสมาจะถูกจับอยูกับโปรตีน transferrin หรือ ligands อ่ืน ๆ เชน 
albumin  ผูปวย β-thalassemia/HbE มีการสะสมของธาตเุหล็กมาก ปรมิาณธาตุเหล็กรวม และทรานสเฟอรริน 
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(transferrin) ในพลาสมามีความอิ่มตัว (TIBC) เพิ่มมากขึ้น จนอิ่มตวัรอยเปอรเซ็นต (transferrin saturation) 
และเกดิมีธาตุเหล็กรูปทีไ่มจบักับทรานสเฟอรริน เรยีกวา non-transferrin bound iron (NTBI) ปรากฏใน
พลาสมาของผูปวย β-thalassemia มีหลักฐานวาธาตุเหลก็ที่เรยีกวา NTBI นี้เปนตวักระตุนใหมีการสรางอนุมูล
อิสระ (free radicals) ที่ไปทําลาย lipids, nucleic acids, proteins และ carbohydrates ทําใหการทํางานของเซลล
และเนื้อเยื่อตาง ๆ ผิดปกตไิป ธาตุเหลก็รูป NTBI ในพลาสมาอาจมีสวนทําใหผูปวยตดิเชื้อบางอยางไดงาย
และทําใหการทําหนาท่ีของเซลลเอนโดธเีลียมบริเวณหลอดเลือดบกพรอง นอกจากนั้นยังสงผลใหปริมาณ
สาร antioxidant จําพวกวิตามินอีและ glutathione ในรางกายมีปริมาณลดต่ําลง ปจจบุันธาตุเหล็กรปู NTBI 
ไดรับความสนใจในแงท่ีเปนตัวบงชี ้ (indicator) ที่สัมพันธกับภาวะธาตุเหลก็เกินและใชเปนตัวตดิตาม
สัมฤทธผิลของการรักษาภาวะเหลก็เกินในผูปวยที่ไดรบัยาขับเหล็ก  
  curcumin นอกจากจะมีคุณสมบัติเปน antioxidant แลว ยังมโีครงสรางที่อาจจะขับธาตุเหล็ก 
(iron-chelating activity) เพราะม ีβ-diketo moiety ซึ่งสามารถจับเหลก็ ferric ion (Fe+3) ได  อยางไรกต็าม ยัง
ไมมีการศึกษาวิจัยคุณสมบัตขิอง curcumin ในการขับธาตุเหลก็จากพลาสมามากอน  ในรายงานนี้จึงได
รวมกับ ดร. สมเดช ศรีชัยรัตนกูล คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัเชียงใหม ทําการวจิัยเพื่อศึกษาคุณสมบัติ
ของ curcumin ในการจับธาตุเหล็กและทาํการวิจยัเพ่ือตรวจวดัคุณสมบัติของสารสกัดชาเขียว (catechin) ใน
การดึงและลดปริมาณธาตเุหล็กรูป NTBI ในซีรั่มของผูปวยและตรวจวัดความสามารถของสารสกัดชาเขียว 
ในการลดปริมาณอนุมลูอิสระที่เกดิขึ้นในเม็ดเลือดแดงของคนปกติที่ถกูกระตุนดวยซีรั่มของผูปวยโรคธาลัส
ซีเมียชนิด β-thalassemia 
      4.4 Antisense therapy และการใช siRNA 
  เนื่องจากมวิเตชั่น (mutation) ท่ีเกิดขึ้นบนยีนเบตาโกลบินบางชนิด เชน IVSI-5, G->C; 
IVSII-654, C->T รวมทั้ง βE สงผลใหเกิดมี abnormal splicing ข้ึนในกระบวนการ mRNA processing โดยมวิ
เตชั่นเหลานีจ้ะไปกระตุน cryptic splice site ที่อยูใกลเคยีง ทําใหมีการสราง mRNA ที่ผิดปกติและมีการสราง
สายเบตาโกลบินลดลง การรักษาผูปวยท่ีมีมิวเตชั่นดังกลาวที่มีความเปนไปไดและมีการศกึษาวิจยัอยูในขณะนี ้
คือ การเขาไปสกัดกั้น (block) abnormal splicing ดวยช้ินสวนของ DNA ขนาดเล็ก (antisense DNA) ที่
สังเคราะหขึ้นในหลอดทดลอง  เนื่องจากมิวเตชั่นเหลานี้พบไดบอยในคนไทย จึงไดริเริ่มงานวจิัยที่เกี่ยวของ
โดยมี ดร.มล.เสาวรส สวัสดวิัฒน เปนหัวหนารับผดิชอบ และจะทําการวจิัยรวมกับ Professor Ryszard Kole ที่
มหาวิทยาลยั North Carolina ประเทศสหรัฐอเมริกา  
  สําหรับ siRNA (small interference RNA) เปนเทคนิคในการยับยั้งการแสดงออกของยีนใน
ระดับ RNA (posttranscription) ถูกนํามาใชในการศึกษาวจิัยในหลากหลายสาขา โดยการสังเคราะห RNA สาย
คูสั้น ๆ ประมาณ 20 bp ที่มีลําดับเบสคูสมกับเบส (complementary) ใน mRNA ซ่ึงจะสงผลให mRNA เสน
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น้ันถกูทําลายไปและไมสามารถสรางโปรตนีได  การนําเทคนิค siRNA มาใชยับยั้งการสรางอลัฟาโกลบินใน
เม็ดเลือดแดงตวัออนของผูปวยเบตาธาลัสซีเมีย เปนอีกแนวทางหนึง่ท่ีจะชวยใหเกิดสมดลุระหวางสายอัลฟา
และเบตาโกลบินในเมด็เลือดแดงมากขึ้น ซึ่งจะชวยลดพยาธิสภาพที่เกิดกับเมด็เลือดแดงอนัเนื่องมาจาก
สายอัลฟาโกลบินท่ีไมมีคู ทาํใหความรนุแรงของการทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงลดลง งานวิจยัเบื้องตนในสวน
น้ีทําโดย รศ.ปานทิพย  วฒันวิบลูย คณะเทคนิคการแพทย มหาวทิยาลยัมหิดล โดยไดรับความอนุเคราะห 
siRNA จาก Dr. Koichiro Muta จาก Kyushu University เมือง Fukuoka ประเทศญี่ปุน 
 5. การสราง transgenic mice 
  โครงการวจิัยนี้ เปนความพยายามทีจ่ะสรางหนู ที่ไดมีการสอดใสยนีเบตาธาลัสซีเมียท่ีพบ
บอยในคนไทยและยีนโกลบิน อี เขาไป โดยคาดหวังวาหนู β-thalassemia/Hb E ท่ีสรางขึ้นมา จะใชเปน 
โมเดลในการทดสอบยาที่ใชในการกระตุนใหมีการสรางฮีโมโกลบิน เอฟ หรือการทดสอบ antisense therapy 
และถาเราสามารถเอาหนูท่ีมียีน β-thalassemia/Hb E สอดใสอยูไปผสมพันธุกับหนทูี่มีการ knockout เอายีนที่
ควบคุมการสรางเบตาโกลบนิของหนูออกไปแลว ก็อาจจะไดหนูท่ีมีความผดิปกติตาง ๆ คลายคลึงกับที่พบใน
คน (คือ หนูที่เปน β-thalassemia/Hb E transgenic/knockout mice) เพื่อนําไปใชศกึษาทางดานพยาธสิรีรวิทยา 
ตลอดจนอาจนํามาใชศึกษาเกี่ยวกับภาวะเหล็กเกิน (iron overload) และการรักษาดวย gene therapy ตอไป 
งานวิจยันี้ทํารวมกับ Associate Professor Dr. Panos Ioannou, Murdoch Institute, Melbourne University 
ประเทศออสเตรเลีย 
 6. ความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน UDP-glucuronosyltransferase (UGT1A) และเภสัช
จลนศาสตรของยา พาราเซตามอล ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  เนื่องจากผูปวย β-thalassemia/HbE จําเปนตองใชยาหลายชนิดในการรกัษาและบรรเทา
อาการตาง ๆ เชน ยาขับเหลก็สวนเกิน ยาทางระบบหวัใจและหลอดเลอืด ยาปฏิชีวนะ ยาแกปวด เปนตน  ยา
ดังกลาวจะถูกดูดซึม ยอยสลายและกําจัดยาใหหมดฤทธิแ์ละขับออกจากรางกายตอไป ดวยกระบวนการตาง ๆ 
อาทิ กระบวนการ glucuronidation โดยเอน็ไซม UDP-glucuronosyltransferase (UGTs)  แตธรรมชาติของ
เอ็นไซมชุดนีม้ีความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic polymorphisms) คอนขางสูง ผูปวยท่ีมภีาวะบลิริูบิน
ในเลือดสูง (hyperbilirubinemia) เชน ผูปวย Gilbert’s syndrome เอ็นไซมที่กําจัดบลิริูบินคือ UDP-
glucuronosyl-transferase (UGT1A1) ทําหนาที่ลดลง เนื่องจากยีนทีค่วบคุมการสรางเอ็นไซมมีจาํนวนซ้ําของ
นิวคลิโอไทด TA (TA repeats) ที่ promoter ของ UGT1A1 gene แตกตางกัน  การศึกษาตอมาพบวาความ
หลากหลายของยีนท่ีควบคุมการสรางเอ็นไซม UGT1A1 มีความเกี่ยวของกับความหลากหลายของยีนที่
ควบคุมการสรางเอ็นไซม UGT1A ในรูปอ่ืน (isoform) ดวย เชน UGT1A6 ซึ่งเปนเอ็นไซมที่มีความสําคัญใน
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การเปลีย่นแปลงสารและยาหลายชนิด เชน ยาพาราเซตามอลและยาที่มีโครงสรางแบบฟนอล เปนตน และ
ความผดิปกตดิังกลาวมกัพบบริเวณ coding region ของ UGT1A6 (T181A, R184S)  
  ในประเทศไทย ยังไมมีการศกึษาเภสัชจลนศาสตรของยาที่ใชบอยในผูปวยธาลัสซีเมียอยางมี
ระบบ แพทยและบุคคลากรทางการแพทย ใชแบบแผนการใหยาในผูปวยธาลัสซีเมียเชนเดียวกับคนไขอ่ืน ๆ 
ซึ่งอาจทําใหการรักษาไมเกดิประสิทธิผลเทาท่ีควร  คณะผูวจิัยรวมกับ ดร.อุดม จันทรารักษศรี ภาควิชาเภสัช
ศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล จงึไดเริ่มทําการศึกษา เพื่อหาขอมูลเบ้ืองตนทางเภสัช
จลนศาสตรในผูปวยธาลัสซีเมีย โดยใชยาสามัญประจําบาน เชน พาราเซตามอล เปนยาตนแบบควบคูไปกับ
การตดิตามระดับบิลริูบินในเลือด (endogenous substrate) 
 7. การผลติแอนติบอดีเพือ่งานวจิัยและวินจิฉยัโรคธาลัสซีเมีย 
  ในปจจุบันการตรวจหาพาหะของ อัลฟาธาลัสซีเมยี ทําไดคอนขางแมนยํา โดยใชเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR)  แตวิธน้ีีมีคาใชจายสูงและอาจจะไมเหมาะในการ screen หาผูปวยหรือ
พาหะจํานวนมาก  เมื่อแรกคลอดการตรวจหาปริมาณฮีโมโกลบินบารท (Hb Bart’s) สามารถใชเปนขอบงชี้
ของอัลฟาธาลสัซีเมียไดคราว ๆ  แตเมื่อการแสดงออกของยีนแกมมาโกลบินหยดุลง จะไมสามารถตรวจพบ 
Hb Bart’s ได ทั้งโดยวธิี electrophoresis และcolumn chromatography  เดิมมีรายงานการใชแอนติบอดี้ตอ Hb 
Bart’s มาตรวจหาพาหะของอัลฟาธาลัสซีเมีย โดยเทคนคิ capillary tube precipitin test  แตก็พบวาวิธดีังกลาว
ไม sensitive และ specific เพยีงพอ  การวิจยัครั้งนี้ จึงรวมกับ ศ.มรว. ชิษณุสรร  สวัสดิวัฒน คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัมหิดลและศ.ดร.วัชระ  กสิณฤกษ คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลยัเชียงใหม ในการสกัดแยก 
Hb Bart’s จากเลือดของทารกที่เสยีชีวิตเมื่อแรกคลอด แลวนําไปสรางแอนตบิอดี้ในแมไก โดย IgY 
technology ซึ่งเปนการวิจยัเปนครั้งแรกในโลก เราสามารถเก็บไขไกเพ่ือศึกษาการสรางโพลโีคลนอลแอนติ
บอดี้ตอ Hb Bart’s ได โดยการแยก IgY ออกจาก egg yolk แลวทําปฏกิิรยิากับ hemoglobin และ globin chain 
ชนิดตาง ๆ ท่ีเปนแอนติเจน โดยใชเทคนิค indirect ELISA 
 

2. วัตถุประสงค 
 ก. การศึกษาเพื่อใหเขาใจความผดิปกติที่เปนสาเหตุของอัลฟาและเบตาธาลัสซีเมยีชนิดใหม ๆ 
 ข. การศกึษาคณุสมบัติของเม็ดเลือดแดงและพยาธิสรรีวทิยา 
 ค. การศกึษาทีจ่ะหาแนวทางในการวินิจฉยัและรักษาผูปวยใหมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึน 
 ง. การสรางหนูที่มียีนธาลัสซีเมียของคนสอดใสอยูและสรางหนู β-thalassemia/Hb E เพื่อนํามาใช
เปนสัตวตวัอยางในการศึกษาท่ีไมสามารถจะทําในผูปวยได เชน การทดสอบทางดาน gene therapy 
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3.  กจิกรรมทีไ่ดดาํเนินการ 
 3.1 การศกึษาความผิดปกติในระดับโมเลกุลในกลุมผูปวยท่ีมีฮีโมโกลบนิ เอฟ สูงผดิปกต ิ
  การสรางฮโีมโกลบินเอฟ (hemoglobin F, Hb F) โดยทั่วไปจะเกิดขึ้นเมื่อทารกอยูในครรภ 
โดย Hb F มีโครงสรางทางโมเลกลุเปน α2γ2 เมื่อใกลคลอดการสังเคราะห γ-globin chain เริ่มลดลงและมี β-
globin chain ข้ึนมาแทนที ่ จนภายหลังคลอดเมื่อทารกอายุประมาณ 1 ป จะพบ Hb F ประมาณรอยละ 1 
เทานั้น แตถามีความผดิปกติของยีนโกลบินที่อยูในกลุม β-globin gene cluster โดยเฉพาะการแหวงหายไป 
ของยีน β, δ และ γ-globin หรือมิวเตชั่นที่เกิดขึ้นในบรเิวณ promoter ของ γ-globin gene จะทําใหยังคงมีการ
สราง γ-globin chain และ Hb F (α2γ2) เชนเดียวกับในระยะที่เปนทารก โดยจะพบม ีHb F ประมาณรอยละ 10-
30  ภาวะท่ีมีการสราง Hb F ในผูใหญน้ีเรียกวา Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (HPFH) ผูท่ีเปน 
HPFH ไมมีอาการผิดปกติทางคลินิก แมแตผูที่เปน homozygote หรอืผูที่มีปฏิสัมพันธกับยนี β-thalassemia 
หรือ Hb E ก็ไมมีอาการผิดปกติ แตอาจพบความไมสมดลุของการสราง α- และ non α-globin 
 3.1.1 การศกึษาอณชีูววิทยาของ SEA-HPFH 
  ในประเทศไทยมีรายงานการพบ HPFH ไมกี่รายงาน งานวิจยัน้ีเปนการศึกษาวจิัยครอบครัว
ท่ีถูกสงมาปรกึษา เพราะตรวจพบมีความผิดปกติของเม็ดเลือดแดงและมรีะดับของ Hb F สูงกวาคนปกติ 6 
ครอบครวั เมือ่ตรวจวิเคราะหชนิดและปรมิาณของ Hb A2 และ Hb F ดูการกระจายของเม็ดเลือดแดงที่มี Hb F 
ดวยการยอมสี (ตารางที่ 1) พบวา 
  1) Gγ/Aγ globin ratio ตรวจโดยใชเทคนิคการแยกสายโกลบนิดวย polyacrylamide gel 
electrophoresis พบวา subject ทุกรายมีคา Gγ มากกวา Aγ-globin chain 
  2) F-cell distribution คนปกติพบเม็ดเลือดแดงที่มี Hb F (F-cell) นอย ประมาณรอยละ 1-8 
เทานั้น แตในผูปวยท่ีศึกษาพบมี F-cell มากขึ้นและบางรายพบวาเมด็เลือดแดงทุกเมด็เปน F-cell (pancellular)  
  เม่ือสกัด DNA และทําการตรวจวเิคราะหโดยใช PCR technique เพ่ือตรวจหามิวเตชั่นชนิดที่
เคยพบแลวในคนไทย แตตรวจไมพบความผิดปกติเหลานี้ ไดแก 
   - β-thalassemia ใชเทคนิค reverse dot blot hybridization 
   - HPFH ชนิดตางๆ เชน HPFH-6 Thai type, Vietnamese type 
   - Chinese Gγ (Aγδβ) °-thalassemia 
   - Hb Lepore 
จึงไดทําการศกึษาตอ ดังนี ้
  1. Haplotype analysis เปนการศึกษารูปแบบของ single nucleotide polymorphism ที่ 
เกิดขึ้นบน β-globin gene cluster ในตําแหนงตาง ๆ โดยใชเทคนิค PCR และ restriction enzyme จําเพาะไดแก  
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   • บริเวณ -158 nt จาก Gγ-globin gene ตัดดวยเอ็นไซม XmnI 
   • ε-globin gene  ตัดดวยเอ็นไซม HincII 
   • Gγ-globin gene  ตัดดวยเอ็นไซม HindIII 
   • Aγ-globin gene  ตัดดวยเอ็นไซม HindIII 
   • ψβ-globin gene  ตัดดวยเอ็นไซม HincII 
   • 3′ψβ-globin gene ตัดดวยเอ็นไซม HincII 
   • β-globin gene  ตัดดวยเอ็นไซม AvaII 
   • 3′β-globin gene  ตัดดวยเอ็นไซม BamHI 
 

ตารางที่ 1  ผลการวเิคราะหคาฮีโมโกลบนิ ชนิดการผาเหลาของ β-globin gene และ haplotype analysis ใน
ผูปวย 2 ครอบครัวที่ตรวจพบวามี ฮโีมโกลบินเอฟ สูงผดิปกต ิ
 
Analysis Sex/Age 

(year ) 
Hb 

(g/dL) 
MCV 
(fL) 

Hb 
Typing  

HbF 
(%) 

HbA2  
(%) 

β-globin 
genotype 

Haplotype * 

Family A 
Son M/14 12.1 59 EF 47.5 (E)45.4  - /E +,-+-++,oo** 

-,+-+-+,++ 
Father M/37 11.7 65 EFA  2.6 (E)93.0  E/E Not done 
Mother F/37 9.2 83 A2FA  30.4 3.4 - /N +,-+-++,oo** 

-,+----,++ 
Family B 
Son  M/25 12.8 76 A2F  96.4 3.6 - / 35 +,-+-++,oo** 

-,+----,++ 
Father M/48 11.5 66 A2FA  2.1 5.6 N / 35 -,+----,++ 

-,-----,++ 
Mother F/45 14.4 83 A2FA  15.1 3.0 - / N +,-+-++,oo** 

-,+----,++ 
หมายเหต:ุ *แสดงแบบแผนของ DNA polymorphism บน β-globin gene cluster, +, ถูกตดัไดดวย restriction enzyme; -, ไม ถูก
ตัดดวย restriction enzyme **oo, แสดงวา DNA บริเวณ β-globin gene อาจจะแหวงหายไปหรือมี polymorphism เปน ++ 
เชนเดียวกับ allele บนโครโมโซมอีกขางหนึ่ง 
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  2. Southern blot hybridization  เพื่อตรวจหามิวเตชั่นท่ีเกิดจาก gene deletion โดยใช 
restriction enzyme ตัดจําเพาะเขาไปยอย DNA ของตัวอยางและตรวจสอบดวย DNA probe เพ่ือ เปรียบเทียบ
ขนาดของ DNA fragment ที่ไดกับผลในคนปกติ  ในการวจิัยครั้งนีไ้ด พัฒนาการสราง DNA probe ซึ่งแตเดิม
มักจะเตรยีมโดยการสราง recombinant DNA ท่ีเกิดจากการสอดใสยีนท่ีตองการศกึษาเขาไปใน พลาสมิดของ
แบคทีเรยี เมือ่เพาะเลี้ยงแบคทีเรียก็จะได recombinant DNA เพิ่มมากขึ้นทําใหสกัดเฉพาะสวน DNA ที่ 
ตองการศกึษาและนํามาใชเปน DNA probe ได จะเห็นวาเทคนิคดังกลาวคอนขางยุงยากและใชเวลานานใน
การเตรยีม DNA probe  ในงานวจิัยน้ีจึงไดพัฒนาวธิีการเตรียม DNA probe โดยใชเทคนิค PCR เพิ่มจํานวน 
DNA ที่มีลําดบัของเบสปกติในบริเวณท่ีตองการใชเปนตัวตรวจสอบ (เชน บางสวนของ β-globin gene หรือ 
γ-globin gene) และในปฏกิริิยา PCR นั้นได incorporate DIG-11-dUTP เขาไปดวย ทําใหสามารถตรวจสอบ 
hybridization ท่ีเกิดขึ้นโดยใช DIG-alkaline phosphatase ซึ่งเปนสารปลอดรังสี เทคนิคนี้มีประโยชนมาก
เพราะไมตองใชสารกัมมันตภาพรังสี (32P) ทําใหเกิดความปลอดภัยกบัผูวจิัยและเพือ่นรวมงาน ไมกอใหเกิด
มลภาวะและเสียคาใชจายนอยลง เพราะไมตองรอส่ัง 32P มาใชในแตละครั้งที่ทําการทดลอง 
  3. การศึกษา γ-globin gene expression โดยการทํา transient transfection BAC 
constructs เขาไปใน erythroleukemia cell line (K562)  การสราง construct ใช plasmid EBAC/148β ซ่ึงเปน 
BAC shuttle vector ที่มี β-globin gene cluster (70 kb) แลวแทนที ่ Aγ-globin gene coding region ดวย 
EGFP/kanamycin cassette จะได pEBAC/148β:EGFP ทําใหสามารถตรวจวัดการแสดงออกของ Aγ-globin 
gene โดยการตรวจวดัการแสดงออกของ EGFP ซ่ึงตรวจสอบไดโดยใช flow cytometer  นอกจากนั้น ยังใช 
plasmid นี้เปน backbone ในการสราง constructs อีก 3 ชนิด ซึ่งประกอบดวย  )1 ( 0.7 kb HPFH-3 core 
enhancer ที่ 5' breakpoint ของ SEA-HPFH (pEnH)  ) 2( ~8.7 kb downstream 3' breakpoint ของ SEA-HPFH 
ซึ่งตอดวย 0.7 kb HPFH-3 core enhancer (pSEA-HPFH) และ (3) pSEA-HPFH ที่มี 1.0 kb human 3' HS-1 
sequence ค่ันกอนตําแหนง 3' breakpoint sequence ของ SEA-HPFH (pSEA-HPFH_3pHS) ดังแสดงในรูปท่ี 1 
เม่ือได construct ทั้ง 4 ชนิด จึงทําการศกึษาเปรียบเทียบการแสดงออก EGFP หลังจาก transient transfection 
เขาไปใน K562 ที่เวลา 2 วัน และ 40 วันตามลําดับ 
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รูปท่ี 1 EGFP modified EBAC constructs ที่มีสวนของ 3' end แตกตางกัน 
 
ผลการศึกษา 
  Southern blot hybridization แสดงใหเห็นความผิดปกติที่มีสาเหตุจากยนีแหวงในผูปวย
ครอบครวัที่ 1 (Family A) เมื่อยอย DNA ผูปวยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Bgl II และ Xba I และทํา hybridization 
กับ δ-globin gene probe (รูปท่ี 2)  เม่ือเปรยีบเทียบ DNA mapping ที่ไดกบัรายงานที่เคยมีมากอนใน
ตางประเทศ พบวา DNA fragment ท่ีผิดปกติน้ันนาจะเกดิจากการแหวงของเนื้อ DNA ขนาด 27 kb ซึ่งเรยีกวา 
SEA-HPFH type จึงไดใชเทคนิค Gap-PCR เพ่ือเปน diagnostic method ไปตรวจสอบมิวเตชั่นใน ผูปวยอีก 5 
ครอบครวั พบวาผูปวย Family B เกิดจากมวิเตชั่นที่มียีนแหวงหายไป 27 kb เชนเดยีวกัน 
  DNA sequencing บริเวณ breakpoint พบวา 5′ breakpoint อยูระหวางนิวคลิโอไทด 986 และ 
987 ทางดาน upstream ของ β-globin gene และ 3′ breakpoint อยูหางจากตําแหนง 3′ HS 1 ไปทาง 
downstream อีก 2.3 kb 
  ปจจัยท่ีทําใหมีการสราง HbF สูง อาจเกิดจากยีนสวน 3’-enhancer ซ่ึงพบอยูหางจาก 
breakpoint ดาน 3’ ประมาณ 3-4 kb เมื่อเกิด deletion ของยีน β-globin ทําใหบริเวณ 3’-enhancer เขามาใกล
ยีน γ-globin จึงชวยใหมีการผลิต γ globin chain มากขึ้น อีกปจจยัหนึ่งซึ่งอาจเกิดรวมกับปจจยัแรก ไดแกการ
ขาดหายไปของ 3’HS-1 ซึ่งพบวาเปน insulator ค่ันประมาณ 20 kb ดาน 3’ จาก β-globin gene เพื่อกั้นไมใหม ี
interaction ระหวางการผลิต β-globin กับ ช้ินสวนของยนีหลัง 3’HS-1 
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รูปท่ี 2  Southern blot hybridization แสดงใหเห็นความผิดปกติที่มีสาเหตุจากยีนแหวง เมื่อยอย DNA ผูปวย
ดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Bgl II (C) และ Xba I (B) และทํา hybridization กับ δ-globin gene probe 
 
  ผลการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออก EGFP หลังจากทํา transient transfection ของ BAC 
constructs ชนิดตาง ๆ ที่สรางขึ้น เขาไปใน K562 แลววดั EGFP ในวันที่ 2 และ 40 ตามลําดบั พบวาคา 
Median peak fluorescence (MPF) ที่ไดจาก พลาสมิด ที่มีเฉพาะสวนของ 0.7 kb HPFH-3 core enhancer 
(pEnH) และ พลาสมิด ท่ีเลยีนแบบ SEA-HPFH ซึ่งมี 0.7 kb HPFH-3 core enhancer อยูขางทาย (pSEA-
HPFH) มีคาสูงกวา พลาสมดิ ที่มี 3' HS-1 sequence ค่ันกอนตําแหนง 3' breakpoint sequence ของ SEA-
HPFH (pSEA-HPFH_3pHS) ประมาณ 2-3 เทา (รูปที่ 3) 

 

รูปท่ี 3  แสดงคา median peak fluorescence (MPF) ของ EGFP expression หลังจากทํา transient transfection 
ของ BAC constructs ชนิดตาง ๆ เขาไปใน K562 
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  ผลการศึกษาสนับสนุนสมมติฐานวา การสราง HbF ที่สูงขึ้นในผูใหญที่เปน HPFH เกิดจาก 
การ deletion ของยีน β-globin รวมกับการขาดหายไปของ 3’HS-1 ซึ่งเปน insulator กั้นไมใหมี interaction 
ระหวางการผลิต β-globin กับ enhancer sequence หลัง 3’HS-1 เมื่อมี deletion เกิดขึน้ DNA บริเวณ 3’-
enhancer ถูกนาํเขามาใกลยนี γ-globin จึงชวยใหมีการแสดงออก γ globin gene และสราง Hb F มากขึ้น 
 
 3.1.2 การตรวจพบ (δβ)ο-thalassemia ชนิดใหมในคนไทยโดยการศึกษาในระดับโมเลกุล 
  ในงานวิจยัเพือ่หาปจจัยทางพันธกุรรมที่ทาํใหผูปวย β-thalassemia/Hb E มีอาการรุนแรง
แตกตางกัน พบผูปวยรายหนึ่งไดรับการวนิิจฉัยวาเปนโรค β-thalassemia/Hb E เนื่องจากมี Hb typing เปน 
E+F มีอาการซีดเล็กนอย การเจรญิเตบิโตปกตแิละไมพบตับมามโต เมื่อทําการศึกษาเลือดของบิดาไมพบ
ลักษณะของพาหะ β-thalassemia โดยพบวาบิดามีปริมาณ Hb A2 ปกติ แตมีปริมาณ Hb F 23.2% เซลลเม็ด
เลือดแดงมลีักษณะ microcyte และ hypochromia มีคา Gγ-globin chain ต่ํากวาปกติเล็กนอยคือ 34.7% (ตาราง
ท่ี 2) ดังนัน้ ความผดิปกติทีพ่บในครอบครัวน้ีนาจะเปน (δβ)ο-thalassemia จึงไดทําการศกึษาเพื่อหาชนิดของ
มิวเตชั่นตอไป 
 

ตารางที่ 2  คาทางโลหิตวิทยาของผูปวย (δβ)ο-thalassemia และครอบครัว 
 

 Father  Mother Propositus Sister 
Sex and Age M F F/13 F/18 
RBC (1012/L) 5.35 4.17 6.03 5.58 
Hb (g/dl) 13.4 11.9 12.2 12.1 
Hct (%) 39.9 35.8 34.7 34.8 
MCV (fl) 74.6 85.9 57.6 62.4 
MCH (pg) 25.1 28.4 20.2 21.6 
MCHC (g/dl) 33.7 33.1 35.2 34.6 
RDW (%) 18.9 13.7 18.2 18.4 
Hb A2 (E) (%) 2.7 31.1 49.9 53.0 
Hb F (%) 23.2 0.9 45.6 42.3 
Gγ/ Gγ +Aγ (%) 
-158 Gγ XmnI  

34.7 
-/- 

N.D. 
N.D. 

46.4 
+/- 

46.1 
N.D. 
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วิธกีารศึกษา 
  ข้ันแรกทําการศึกษา haplotype บน β-globin gene cluster โดยใชเทคนิค PCR แลวตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ เพ่ือตรวจหาวา DNA ของผูปวยบรเิวณใดที่เปน heterozygote พบวา DNA ของผูปวย
ตําแหนง Aγ/HindIII, ϕβ/HincII, 3’β/HinfI และ 3’β/BamHI เปน heterozygous (รูปที่ 4A) แสดงวาความ
ผิดปกติของยนีนาจะเกดิจาก gene deletion และตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของ DNA ควรอยูระหวาง ϕβ-
globin gene และ 3’β-globin gene 
  ในการศึกษานี ้ ไดใชวธิีใหมในการตรวจหาตําแหนงของ breakpoint ของการแหวงหายของ 
DNA จากเดิมที่ใชวธิี Southern blot hybridization ซ่ึงทําไดลําบากและใชเวลานาน วธิีใหมนี้อาศัยขอดีของ
เอ็นไซม DNA polymerase ชนิดใหม คือ PhusionTM DNA polymerase (Finnzyme, Finland) ที่สามารถเพิ่ม
จํานวนชิ้น DNA ท่ีมีขนาดยาว ๆ ที่ครอมบริเวณทีแ่หวงหายไปของ DNA ได 
ผลการศึกษา 
  เริ่มตนใช primer ϕβ และ N1 ซ่ึงอยู upstream และ downstream ของตําแหนง heterozygote 
ท่ี ϕβ/HincII และ 3’β/HinfI ตามลําดับ ซึง่ในคนปกติตาํแหนงของ primer ทั้งสองอยูหางกัน 18.9 kb พบวา
ช้ิน PCR ที่ไดจาก DNA ของผูปวยมีขนาด 7.6 kb ซึ่งมีขนาดเล็กกวาปกติ 11.3 kb เพื่อยืนยันขนาดของ DNA 
ท่ีแหวงหายไป จึงทํา PCR โดยใช sense strand primer 3’ϕβ, ϕβF ท่ีอยู downstream ของ primer ϕβ และ 
antisense strand primer B4, C3R, S3 ซึ่งอยู upstream ของ primer N1 พบวาชิ้นของ PCR product ท่ีไดมีขนาด
เล็กลงจากขนาดที่คาดวาจะไดจากคนปกติ 11.3 kb (รปูที่ 4B) แสดงวาการแหวงหายไปของ DNA มีขนาด
ประมาณ 11.3 kb และเมื่อทํา PCR ดวย primer S3 ไมมี PCR product เกิดขึ้น แสดงวาตําแหนงของ primer S3 
อยูในบริเวณที ่DNA ขาดหายไป 
  เพ่ือหาตําแหนง breakpoint จึงทําการศึกษาโดยทํา DNA sequencing พบวาคนไขมี DNA 
ขาดหายไป 11,269 kb โดยตําแหนง 5’ breakpoint อยูที่นิวคลโิอไทดตําแหนงท่ี 60045 (NG_000007) 
ประมาณ 3.1 kb 5’ ของยีน δ-globin และตําแหนง 3’ breakpoint อยูที่นิวคลิโอไทดตําแหนง 71313 ซึ่งเปน
นิวคลิโอไทดที่ 274 ใน intron 2 ของยีน β-globin และมี 22 orphan nucleotide แทรกเขามา (รูปที่ 4C, 4D)  
  การแหวงหายไปของ DNA ที่ทําใหเกิด (δβ)ο-thalassemia ในครอบครวันี้ ยังไมเคยมี
รายงานการคนพบมากอน แตมีรายงานวา DNA บริเวณประมาณ 2.3-4 kb upstream ของยีน δ-globin ซึ่งเปน 
DNA สวนท่ีขาดหายไปทางดาน 5’ ในผูปวยรายนี้มี negative regulatory effect คือเปน silencer ของทั้ง γ และ 

β-globin promoter และบรเิวณ 3’β-globin มี DNA ที่เปน enhancer อยู 2 แหง คือ DNA สวนท่ีอยูภายใน 
intron 2 ของยนี β-globin และอีกแหงหนึ่งอยูทางดาน 3’β-globin บริเวณที่เลยจาก poly A site  การทีผู่ปวยมี 
DNA ขาดหายไปถึง 11.3 kb ทําใหสวนของ DNA ท่ีเปน enhancer ในบริเวณนี ้ถูกนําเขามาใกลกับยีน Aγ-



 26

globin ประกอบกับ DNA สวนที่เปน silencer ก็ขาดหายไปดวย จึงนาจะเปนสาเหตุที่ทําใหมีการสราง Hb F 
เพ่ิมขึ้น ซ่ึงผูวจิัยกําลังศึกษาเพื่อยืนยันสมมติฐานดังกลาวอยู 
 

 
 

รูปท่ี 4  (A) β-globin cluster แสดงตําแหนงของเอ็นไซมตัดจําเพาะและ haplotype ของผูปวย ตําแหนงของ 
primer และระยะหางของ primer ตําแหนงของ DNA ที่ขาดหายไปแสดงดวยแทงสีดํา (B) PCR product ที่ได
จาก primer ตาง ๆ ที่ครอมบริเวณท่ีมกีารแหวงหายไปของ DNA; N และ P คือ PCR product จาก DNA คน
ปกติและผูปวยตามลําดับ (C) DNA sequencing ของบริเวณ breakpoint ของ (δβ)ο-thalassemia deletion (D) 
ลําดับเบสของ DNA ของผูปวยบริเวณ breakpoint (deletion) เปรยีบเทียบกับลําดับเบสของคนปกติบริเวณ 5’ 
breakpoint (5’ N) และ 3’ breakpoint (3’ N) ตัวอักษรเขมแสดง orphan nucleotide ที่แทรกเขามา 
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 3.2 การศกึษาคณุสมบัติของ red cell vesicles และ microparticles 
  ผูปวยธาลัสซีเมีย โดยเฉพาะรายที่ตัดมามแลว ขณะที่เม็ดเลือดแดงไหลอยูในกระแสเลือด 
อาจมีเศษเล็ก ๆ ของเม็ดเลือดแดง (red cell vesicles) หลุดออกมาโดยกระบวนการ vesiculation อยูในกระแส
เลือด (peripheral blood)  ผิวนอกของ vesicle มีสวนประกอบทางเคมีทีป่ระกอบไปดวยโมเลกลุที่สําคัญหลาย
ชนิด เชน immunoglobulin และ phosphatidylserine (PS) ซึ่งโมเลกลุเหลานี้อาจจะไปกระตุนการทํางานของ
ระบบอืน่ ๆ ในรางกาย เชน ระบบการแข็งตัวของเลือดและ complement system ทําใหเกิดพยาธิสรรีวิทยาและ
ความผดิปกตอ่ืินตามมา  เนื่องจาก red cell vesicles เหลานี้มีขนาดเล็กกวาเมด็เลือดแดงปกติและอาจมีขนาด
เล็กเทาเกร็ดเลอืด (platelet) ทําใหเกิดปญหาในการวัดจาํนวน  คณะผูวจิัยไดพัฒนาเทคนิคเพื่อแยก red cell 
vesicles ออกจากเกรด็เลือด โดยใชเทคนคิ two-color flow cytometric immunostaining method โดยใชแอนติ
บอดี้จําเพาะท่ีติดฉลากกับสารเรืองแสงเขาไปจับยดึกับเซลล คือ 
 • Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-glycophorin A (Dako, Denmark) จะจับกบัเม็ด เลือด
แดงและ red cell vesicles 
 • fluorescent isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD41 antibody (Becton Dickinson 
Biosciences, CA) จะจับกับเกรด็เลือด 
  วิธนีี้ทําใหสามารถวัด (quantitation) absolute number ของ red cell vesicles ไดเปนครั้งแรก 
โดยการเปรียบเทียบกับจํานวนของ fluorescent TrueCount bead (Becton Dickinson Biosciences, CA) 
  ความผดิปกตขิองเม็ดเลือดแดงในผูปวยธาลัสซีเมีย จะนําไปสูปญหาซีดเรื้อรังและภาวะ 
แทรกซอนตาง ๆ เชน การอุดตนัในเสนเลือดท่ีปอด ภาวะติดเชื้องายและการมเีหล็กเกิน  เม็ดเลือดแดงที่
ผิดปกติมีผลตอโครงสรางของเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง โมเลกุลของ phosphatidylserine (PS) ซึ่งปกติอยูที่
ดานในของผนังเม็ดเลือดแดง จะเปลี่ยนตําแหนงจากดานในเยือ่หุมเซลลไปอยูบนผิวดานนอกและจะไป
กระตุนระบบการแข็งตัวของเลือดได  นอกจากนัน้ยังพบ PS ไดบนเยื่อหุมเซลลของ red blood cell vesicle 
ดวย  ปจจุบนัมีการศึกษาถงึความสําคัญของ PS ในหลาย ๆ โรคท่ีเกี่ยวของกับความผดิปกตทิางดานการ
แข็งตัวของเลอืด ซึ่งแหลงของ PS ที่สําคัญคือ ไมโครพารติเคลิ (microparticles)  
  ไมโครพารติเคิล คือ อนุภาคขนาดเล็กที่หลุดมาจากผนังเซลลทีถู่กกระตุนหรือจากเซลลที่
กําลังจะเกิด apoptosis แตมีขนาดเลก็กวา vesicles  การเกดิไมโครพารติเคลินัน้เหมือนกับการเกิด vesicles 
กลาวคือ อาจจะเกิดจาก activation ของเซลลชนิดตาง ๆ หรือเกดิจาก apoptosis หรือการที่มกีารเพิ่ม calcium 
ภายในเซลล  บนผวิของไมโครพารติเคิลจะมี PS ปรากฏอยูและ PS นี้สามารถกระตุนระบบการแข็งตวัของ
เลือดได  มีรายงานวาผูปวยท่ีมีความเส่ียงของการอุดตันของเสนเลอืดจากภาวะ thrombosis มีปริมาณของ     
ไมโครพารติเคิลสูง แตยังไมมีการศึกษาทีแ่นชัดในผูปวยธาลัสซีเมีย ซึ่งมีรายงานภาวะ thrombosis รวมถึง 
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activation ของเซลลตาง ๆ ในเลือด ซึ่งอาจกอใหเกิดไมโครพารติเคิลได  การศกึษาครั้งนี้ นอกจากจะวัด
ปริมาณของไมโครพารติเคลิแลวยังไดตรวจวิเคราะห เพื่อหาชนิดเซลลตนกําเนิดของไมโครพารติเคิลดวย 
ผลการศึกษา 
 3.2.1 การวัดปริมาณ (quantitation) ของ absolute number ของ red cell vesicles 
  phycoerythrin (PE)-conjugated anti-glycophorin A มีคุณสมบัติจับกบัเม็ดเลือดแดงและ red 
cell vesicles สวน fluorescent isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD41 จะจับกับเกร็ดเลือด  เมื่อผสม
แอนติบอดี้ท้ังสองชนิดใสในหลอดที่มี fluorescent TrueCount bead ที่รูจํานวนและนําไปวดัดวยเครื่อง 
FACSort โดยการ excite เซลลเม็ดเลือดแดงดวยแสงที่มคีวามยาวคลืน่ 488 nm จาก argon ion laser 15 mW 
เซลลเมด็เลือดแดง, red cell vesicles และ TrueCount beads จะถูกแยกออกจากกันตามขนาด โดยดจูาก
สัญญาณใน forward light scatter (FSC) และ side light scatter (SSC) (รูปที่ 5A, 5C)  red cell vesicles จะอยู
ในบริเวณกลุม R1 เชนเดียวกับเกร็ดเลือดเพราะมีขนาดใกลเคยีงกัน สวน TrueCount beads (R2) จะมีขนาด
ใหญกวาและแยก red cell vesicles จากเกร็ดเลือดไดจากการติดสี fluorescent คือ red cell vesicles จะจับกับ
anti-glycophorin A ทําใหเห็นเปนสีแดง สวนเกรด็เลือดจบักับ anti-CD41 ทําใหเห็นเปนสีเขียวของ FITC (รปู
ท่ี 5B, 5D)  จํานวนของ TrueCount beads ในชอง R2 จะนํามาใชเพื่อคํานวณ absolute numbers ของ red cell 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5  flow cytometric dot plot ของ red cell vesicles ในเลือดคนปกติ (5A, 5B) และผูปวย β-thalassemia/ 
Hb E (5C, 5D)  R1 แสดง FSC/SSC light scatter gate ของ red cell vesicles และเกรด็เลือด (5A, 5C)  แต
เฉพาะ red cell vesicles เทานั้นท่ีจะจับกับ glycophorin A สวนเกร็ดเลือดจะจับกับ CD 41 (5B, 5D) 
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vesicles ตามสูตร ซึ่งพบวา red cell vesicles ในผูปวยธาลัสซีเมยีทุกชนิดสูงกวาคนปกติ (ตารางที่ 3) และสูง
อยางมีสําคัญทางสถิติในผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ตัดมามแลว 
 
Absolute Rbc vesicles/µL  =  No. of glycophorin A positive (R1)  X  bead count/test X dilution factor 
    No. of bead collected (R2)  sample volume (µL) 
 
 
ตารางที่ 3  อัตรารอยละและจํานวนสัมบูรณ (mean+SD) ของ vesicle ของเม็ดเลือดแดงในคนปกติและผูปวย
ธาลัสซีเมยีชนิดตาง ๆ 

 
No. subject Normal 

25 
β thal/HbE 

(S)*140 
β thal/HbE 
(NS)**36 

HbH 
44 

HbH/CS 
18 

% Vesicles 
Absolute Vesicles/ul 

0.6+0.4 
30,199 

+19,686 

4.1+1.6 
261,648 

+268,690 

2.7+1.7 
172,067 

+220,813 

2.1+1.2 
126,489 
+61,343 

2.3+1.4 
114,262 
+70,340 

 

S*= Splenectomized patients, NS** = Nonsplenectomized patients 
 
  ขอมูลที่ไดจากการศกึษานีแ้สดงใหเห็นวาม ี vesicle ของเม็ดเลือดแดงในผูปวยธาลสัซีเมีย
และในเลือดของคนปกติ แตอัตรารอยละและจํานวนสมับูรณในผูปวยมีสูงกวาในคนปกติ โดยเฉพาะในเลือด
ของผูปวยเบตาธาลัสซีเมยีท่ีตัดมามแลว และพบสูงในผูปวยเบตาธาลสัซีเมียมากกวาในผูปวยอัลฟาธาลัสซีเมีย  
การที่เปนเชนนี้อาจจะเปนเพราะวาความรุนแรงทีเ่กิดกบัโปรตีนในผนังเซลล ในเม็ดเลือดแดงของผูปวยเบตา 
ธาลัสซีเมยี มีมากกวาในผูปวยอัลฟาธาลัสซีเมีย โดยผนงัเซลลเมด็เลือดแดงในผูปวยเบตาธาลัสซีเมียไมเสถยีร 
เกิดแตกสลายงายกวาเม็ดเลือดแดงของผูปวยอัลฟาธาลัสซีเมีย ซ่ึงสายเบตาโกลบนิสวนเกินจะจับรวมกันเปน 
homo-tetramer ได จึงมีความเสถยีรมากกวาสายอัลฟาโกลบินสวนเกนิท่ีพบในเม็ดเลือดแดงของผูปวย
เบตาธาลัสซีเมีย ซึ่งจะจับกบัผนังเซลลของเม็ดเลือดแดงและทําความเสียหาย หรือออกซิไดซผนังเซลลของ
เม็ดเลือดแดงได ความเสียหายของผนังเซลลเหลานี้ ทําใหอาการของโรคในผูปวยเบตาธาลัสซีเมียมีมากกวาใน
ผูปวยอัลฟาธาลัสซีเมีย  จํานวน vesicle ของเม็ดเลือดแดงท่ีพบสูงในผูปวยเบตาธาลสัซีเมียน้ี มีความสัมพันธ
ดานลบกับความรุนแรงของโรค ซึ่งดูไดจากคาฮีโมโกลบิน คาฮีมาโตคริทและจํานวนเมด็เลือดแดงที่ลดลงที่
สัมพันธกับจํานวน vesicle ของเม็ดเลือดแดงที่เพิ่มขึ้น 
  การที่พบจํานวน vesicle ของเม็ดเลือดแดงท่ีสูงมากในผูปวยเบตาธาลสัซีเมียที่ตัดมาม แสดง
ใหเห็นวามามมีสวนเกีย่วของกับจํานวน vesicle  มามไดช่ือวาเปนอวัยวะที่มรีะบบ reticuloendothelial ที่
สําคัญ มีหนาที่กําจัดเซลลทีห่มดอายุ เชน เม็ดเลือดแดงที่แกตวั เซลลท่ีมี apoptosis  เซลลเหลานีม้ักพบวาม ี
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phosphatidylserine (PS) บนผวิเซลล vesicle ของเม็ดเลือดแดงก็มีสวนท่ีพบวาเปน PS เมื่อยอมเซลลดวย
annexin V ซึ่งเปนโปรตนีทีจ่ําเพาะกับ PS (รูปที ่ 6)  ใน vesicle ของเม็ดเลือดแดงพบวาม ี PS บนผิวเซลลถึง
อัตรารอยละ 10-50 ซึ่งสูงกวาที่พบในเซลลเม็ดเลือดแดงเองอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (P<0.0001)  ฉะนั้น 
vesicle ของเม็ดเลือดแดงกจ็ะตองถูกกําจดัทําลายโดยมาม เมื่อผูปวยเบตาธาลัสซีเมียตัดมาม จึงไมสามารถ
กําจัด vesicle ไดเต็มที ่ ทําใหพบ vesicle รวมทั้งเซลลเม็ดเลือดแดงที่ผิดปกต ิ เชน เซลล anisocytosis และ 
poikilocytosis ของเม็ดเลือดแดงสูงในผูปวยกลุมนี้ ซึ่งเซลลเม็ดเลือดแดงที่ผิดปกตินีส้ามารถเกิดเปน vesicle
ไดมากมายในกระแสเลือด 
 

 
รูปท่ี 6  แสดงคา two-parameter dot plot ของเม็ดเลือดแดง (A) และ red cell vesicle (B) ยอมดวย FITC-
conjugated annexin V และ PE-conjugated anti-glycophorin A ตัวเลขที่มุมขวาแสดงเปอรเซ็นตของเซลลที่
ยอมติด annexin V 
 
  แมวาจะยังไมสามารถเชื่อมโยงจํานวน vesicle ของเม็ดเลือดแดงที่พบกับสาเหตุการเกิด 
thombosis ที่มักพบบอยในผูปวยธาลัสซีเมียก็ตาม แตมีรายงานการเกิด thromboembolism ในผูปวยโรคโลหิต
จางตาง ๆ เชน ผูปวยโรค sickle cell และโรคธาลัสซีเมีย ซ่ึงมีการเชือ่มโยงกับความผิดปกติของ asymmetry 
ของ phospholipid ของเม็ดเลือดแดงและภาวะการกระตุนในเซลลอ่ืน ๆ เชน ในเกรด็เลือด เซลลโมโนไซต 
(monocyte) เซลลแกรนลูโลไซต (granulocyte) และเซลล endothelial การกระตุนเซลลเหลานี ้ ทําให PS 
ออกมายังดานนอกของผวิเซลลและเกิด vesicle ข้ึน ซ่ึงอาจจะไปทําใหเกิดการกอตัวของสวนประกอบของ
เอนไซมที่เกีย่วของกับ procoagulant ตาง ๆ  ฉะนั้น จึงมีความเปนไปไดที่การพบ vesicle หรือ microparticle 
ท่ีมาจากเม็ดเลอืดแดงหรือเซลลชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมี PS และ มจีํานวนมาก นาจะกอใหเกิดพยาธิสภาพการอุดตนัใน
เสนเลือดและอวัยวะตาง ๆ ของผูปวยธาลสัซีเมีย 
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 3.2.2 การศกึษาชนดิเซลลตนกําเนดิและการวัดจาํนวนและ absolute number ของ microparticle 
  การศกึษาหาจาํนวนไมโครพารติเคลิ (MPs) ที่พบ annexin V positive และชนดิเซลลตน
กําเนิดของไมโครพารติเคิลในเลือดของผูปวยธาลัสซีเมีย ทําไดโดยการยอมผวิไมโครพารติเคลิดวย annexin 
V ซึ่งจําเพาะตอ PS และ โมโนโคลนลัแอนติบอดี้ที่จําเพาะตอชนิดของเซลล ไดแก เม็ดเลือดแดง 
(glycophorin A) เม็ดเลือดขาว (CD45) เกร็ดเลือด (CD41) เอนโดทีเรยีลเซลล (CD105) แกรนโูลไซด (CD66) 
โมโนไซด (CD14) รวมถึง adhesion molecule ที่สําคัญของเกรด็เลือดและเอนโดทเีรียลเซลลชนิด P-selectin 
(CD62P) E-selectin (CD62E) CD 36 CD 61 และ tissue factor โดยทําการยอมแบบ 3 สี 
 3.2.2.1 การหาคาอัตรารอยละ annexinV-positive ของ microparticles  

  annexin V ที่ติดฉลากดวยสารฟลโูอเรสเซนตสีเขียว (FITC) สามารถจับกับโมเลกลุของ 
phosphatidylserine (PS) บนผวิของ MPs ทั้งนี้ตัวอยางเลือดจะตองถูกยอมทันทีหลังจากทาํการเจาะ  แลว
นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง FACSort flow cytometer (Becton Dickinson) โดยใชโปรแกรม CellQuest 
Software ในการบันทกึและวิเคราะหผลทีไ่ด  รูปที ่7A แสดงคุณสมบตัิของขนาด (FSC, แกนนอน) และความ
หนาแนน (SSC, แกนตั้ง) ทําใหสามารถแยกกลุม MPs ซึ่งเปนกลุมที่มีขนาดเล็กกวาเกร็ดเลือดและเมด็เลือด
แดง แลวกําหนดไวใหเปนกลุมที่ 1 (region R1) สวนกลุมของเกรด็เลือดและเม็ดเลือดแดงจะถกูกําหนดใหเปน
กลุมที่ 2 (region R2) และ 3 (region R3) ตามลําดับ  เราสามารถนํากลุมประชากรของ MPs (R1) มาวิเคราะห
หาปริมาณการติด annexinV โดยการวิเคราะหกราฟฮิสโตแกรม (histogram plot) (รูปที่ 7B) และเรยีกคา
คํานวณทางสถิติ (histogram statistics) ท่ีแสดงเปอรเซ็นตของกลุม MPs ท่ีติด annexin V (M2) ซึ่งในรูปที่ 7B 
พบวามีอยู 5.83% ของ microparticles ท้ังหมด 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 7  แสดงขนาดและความหนาแนนของ microparticles ในบรเิวณ R1 (A) และการวเิคราะหหา
ประมาณ annexin V บนผวิของ MPs โดย histogram (B) 
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 3.2.2.2 การหาชนิดของเซลลตนกําเนดิของกลุมประชากร MPs ที่ติด Annexin V 
  เม่ือยอมตัวอยางเลือด (heparinized blood) ดวย annexinV ที่ติดฉลากดวยสี FITC และยอม
ตามดวย monoclonal antibody ที่ติดฉลากดวยสีที่แตกตางออกไป เชน สี PE หรอืสี Peridinin Chlorophyll 
Protein (PerCP) ที่จําเพาะตอเซลลตาง ๆ เชน เม็ดเลือดแดง/anti-glycophorin A-PE, endothelial cells/CD105-
PE (endoglin), granulocytes/CD66e-PE, monocytes/CD14-PE, เม็ดเลือดขาว/CD45-PerCP, CD62P-PE (P-
selectin), CD61-PE (Integrin), CD36-PE, เกรด็เลือด/CD41-FITC และ anti-tissue factor–FITC แลววิเคราะห
ดวยเครื่อง FACSort flow cytometer โดยใชโปรแกรม CellQuest Software ในการบันทึกและวิเคราะหผลทีไ่ด 
(รูปที่ 8) กลุม MPsใน region R1 ซึ่งเปนกลุมที่มีขนาดเลก็กวาเกร็ดเลือดและเมด็เลือดแดง จะสามารถแยกมา
ตรวจวิเคราะหการยอมติดส ี annexinV ได เปนกลุม region R2 ของรปูที่ 8B และจากกลุม region R2 นําไป
วิเคราะหหาปริมาณของ monoclonal antibody ท่ีจําเพาะตอเซลลตาง ๆ ดังกลาวขางตนได โดยการวิเคราะห
ดวยกราฟฮิสโตแกรม (histogram plot) และเรยีกคาคํานวณทางสถิติ (histogram statistics)  กลุมท่ีติด 
monoclonal antibody คือกลุม M2 ตามรูปที่ 8C 

  A    B    C 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8  แสดงตําแหนงของ microparticles ใน R1 (A) ซึ่งสามารถแยกกลุมเซลลท่ีมี PS-positive ออกมาโดย
การยอมดวย annexin V (B) และวิเคราะหหาปริมาณของเซลลตนกําเนดิชนิดตาง ๆ โดยการยอมดวย 
monoclonal antibody ท่ีจําเพาะ เชน CD 36 (C) 
 
  การศกึษาชนดิเซลลตนกําเนดิของไมโครพารติเคลิที่พบ annexin V และ adhesion molecule 
พบวา ผูปวยธาลัสซีเมยีและคนปกติมีปรมิาณเปอรเซ็นต CD41 (เกร็ดเลือด) รวมถึง adhesion molecule 
CD62P และ CD36 คอนขางสูง รองลงมา คือ เซลลท่ีมี glycophorin A ซึ่งไดแกเมด็เลือดแดง ท่ีพบในระดับ
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M1 M2
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C D

A B

R1

R4

R2

R3M1 M2

ปานกลาง  แตในผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ไมไดตดัมามและผูปวย Hb H พบเซลลที่เปน เม็ดเลือดแดง 
(glycophorin A) สูงขึ้น สวนเปอรเซ็นตของเซลลตนกําเนิดและ adhesion molecules อื่น ๆ พบวามเีล็กนอย 
 3.2.2.3 การหาจํานวนสัมบูรณของ MPs ที่ยอมติด annexin V 
  จํานวนสัมบูรณของ MPs สามารถตรวจนบัไดโดยการยอมตัวอยางเลอืด (heparinized blood) 
ดวย annexin V ที่ติดฉลากดวยสี PE แลวจึงยอมดวย monoclonal antibody ที่จําเพาะกับเกร็ดเลอืด คือ anti-
CD41a ที่ติดฉลากดวยสี FITC ใน TrueCount tube (Lot No. 57004, Bead Count 51440, Becton Dickinson) 
ซึ่งภายในบรรจุ lyophilized pellet ขนาด 4.2 ไมโครเมตร ที่ติดฉลากไวดวยสี FITC และสี PE  เมื่อนําไป
วิเคราะหดวยเครื่อง FACSort flow cytometer  ในรูปที่ 8 เซลลในกลุม R1 คือ MPs สวน R4 คือเซลลเกร็ด
เลือด (รูปที่ 9A)  MPs ท่ียอมติดสี annexin V แยกออกมาวิเคราะหไดใน region R2 (รูปท่ี 9B)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 9  ตัวอยางการหาจํานวนสมบูรณ MPs ในเลือดของผูปวยธาลัสซเีมียรายหนึ่ง R1 คือเซลลในกลุม MPs 
สวน R4 คือเซลลเกรด็เลือด (A) ซึ่งสามารถแยกเซลลท่ีติด annexin V ออกมาไดเปน R2 (B) และนําไปยอม
กับ marker เชน CD41 ซึ่งจําเพาะตอเกร็ดเลือดและคาํนวณหาจํานวน โดยการเปรียบเทียบกบั lyophilized 
bead, R3 (D) และคํานวณจํานวน MPs ที่มาจากเกรด็เลือด (CD41 positive) ได (C) 
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กลุมของ lyophilized pellet คือ กลุมใน region R3 (รูปที ่9 D) ซึ่งไดจากภาพทีก่ําหนดใหแกนตั้งเปน FL1 (ใน
รูปคือ annexinV-PE) และแกนนอนเปน FL2 (ในรูปคือ CD41-FITC) เก็บตัวอยางใหไดจํานวนของ 
lyophilized pellet (R3) อยางนอย 1,500 อนุภาคและคํานวณหาจํานวน MPs ที่มีตนกําเนิดจากเซลลเกรด็เลือด
ท่ีติด annexinV ในตัวอยางไดตามสูตร 
 
 
 
 
  การศกึษาจํานวนไมโครพารติเคิลท่ีพบ annexin V ในผูปวยธาลัสซีเมีย โดยเฉพาะใน β-
thalassemia/Hb E ที่ตัดมามแลว (S) พบวาคาเฉลี่ยทั้งคาเปอรเซ็นต (percent positive) และคาจํานวน (absolute 
number) ของ annexin V สูงกวาคนปกติ อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ดังแสดงใน ตารางที่ 4 
 

ตารางที่ 4  แสดงคาเฉลี่ยเปอรเซนต (percent positive) และคาจํานวน (absolute number) ของ annexin V 
positive microparticles (MPs) ในผูปวยธาลสัซีเมียและคนปกต ิ(S=splenectomy, NS=non-splenectomy) 
 

 Patient's type 

 
β-thalassemia/ Hb E β-thalassemia/ Hb E 

(S) 
HbH HbH-CS Normal 

 N=28 N=25 N=24 N=18 N=22 
  Mean ± S.D. Mean ± S.D. Mean ± S.D. Mean ± S.D. Mean ± S.D. 
Percent annexin V 
positive MPs 13.55 ± 9.53 16.30 ± 9.09 12.42 ± 9.75 12.91 ± 7.23 10.47 ± 6.87 
Absolute number of 
annexin V positive 
MPs 

24314±16918 52960±31302 23940±16807 23869±16957 16934±10139 
 
  ผลการทดลองที่ไดช้ีใหเห็นวาผูปวยธาลัสซเีมีย มีคาเฉลี่ยทั้งคาเปอรเซน็ต (percent positive) 
และคาจํานวน (absolute number) ของไมโครพารติเคิลที่มี annexin V สูงกวาคนปกติและพบคาสูงท่ีสุดใน
ผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ตัดมามแลว แสดงใหเห็นวาผูปวยธาลัสซเีมียนาจะมีพยาธิสภาพที่อาจกอใหเกิด
ไมโครพารติเคิลไดงาย  ไมโครพารติเคลิที่มี annexinV อาจเกิดขึน้มาจากหลาย ๆ ปจจัย ผูปวยธาลัสซีเมียมี
การสรางสายโกลบินทีผ่ดิปกติลดลงและสายโกลบนิปกตท่ีิเหลืออาจจะรบกวนการควบคุม phospholipid บน
ผนังเซลล ทําให PS ออกมาอยูดานนอกและกอใหเกิดการหลุดของผนังเซลล (shedding) เปนไมโครพารติเคิล
ในกระแสเลือดได  นอกจากนี้เม็ดเลือดแดงที่ผิดปกติสญูเสียความยดืหยุนของผนังเซลล (deformability) เมื่อ
ตองแทรกตัวผานไปตามผนังเสนเลือดฝอยเพื่อทําหนาที่หรือขณะแทรกตัวผาน sinusoid ในมาม อาจทําใหเกิด

(NS) 

Dilution factor x Absolute annexinV-positive 
microparticles 

= 

Events in annexinV-positive microparticles 
population (R2) 

Events in absolute count bead region (R3) 

x
Total bead per test 

Test volume 
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การหลดุของผนังเซลลไดเชนกัน  นอกจากเม็ดเลือดแดงแลว การศกึษาเซลลตนกําเนิดของไมโครพารติเคลิใน
ผูปวยและคนปกติยังพบวา เกรด็เลือด (CD41) และ adhesion molecule (CD36, CD62P) มีคาเฉลี่ยเปอรเซ็นต 
annexin V สูงกวาคาเปอรเซ็นตท่ีไดจากเม็ดเลือดแดง (glycophorin A) ทั้งในผูปวยธาลัสซีเมียและคนปกติ 
แสดงวา เกรด็เลอืดอาจเปนแหลงเซลลตนกําเนดิหลักของไมโครพารติเคิล ในผูปวยธาลัสซีเมียและคนปกติ 
ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาเซลลตนกําเนิดของไมโครพารติเคลิในคนปกติจากรายงานอื่น ที่พบวา cellular 
marker ของเกร็ดเลือดมีคาสงูสุด  นอกจากนี้ยังมรีายงานที่สนับสนุนเกี่ยวกับการมี chronic platelet activation 
ในผูปวยธาลัสซีเมีย โดยเฉพาะผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ตัดมามแลว และยงัมีรายงานเกีย่วกับการมี 
persistent platelet activation ในโรค sickle cell disease (SCD) และพบไมโครพารติเคิลจากเกร็ดเลอืดดวย 

  การเกิดการกระตุนเกรด็เลือดนี้ อาจเกิดขึน้มาจากหลายสาเหตุ แตยังไมเปนที่แนชัดและยัง
ไมมีรายงานเฉพาะเกีย่วกับโรคธาลัสซีเมีย สาเหตุหน่ึงอาจเกิดจากการที่มี PS บนผวิเซลลเม็ดเลือดแดงที่มผีล
ไปกระตุนเซลลอ่ืน ๆ รวมถึงเกร็ดเลือด ซ่ึงมีคุณสมบัติถูกกระตุนไดงาย ประกอบกับผูปวยธาลัสซีเมยีมี
ปริมาณเกร็ดเลือดที่สูงกวาคนปกติดวย จึงอาจเปนสาเหตุทําใหพบไมโครพารติเคิลจากเกรด็เลือดในสัดสวนที่
สูงกวาเซลลอ่ืน ๆ การทีม่ีเกรด็เลือดและไมโครพารติเคิลจากเกร็ดเลือดในระดับท่ีสูงในผูปวยธาลัสซีเมยีนี ้
อาจกอใหเกิดพยาธิสภาพที่เกี่ยวของกับการแข็งตวัของเลือดได 
  นอกเหนือจาก cellular marker จากเกรด็เลือดและเม็ดเลือดแดงแลว ยังพบ cellular marker 
จากเอนโดทเีรยีลเซลล (endothelial cell, EC) ซึ่ง cellular marker ที่ใชคือ CD105 และพบ EC-microparticles 
ท่ีเกิดจากการ apoptosis  ปริมาณของ cellular marker ท้ังสองชนิดพบสูงในระดบัหนึ่ง ซึ่งไมแตกตางจาก
ระดับของคนปกติอยางมีนยัสําคัญ แสดงใหเห็นวาปญหาที่เกิดจากการถูกกระตุนของ EC ในผูปวยธาลัสซีเมีย
อาจแตกตางจากคนปกติ โดย EC ที่พบสูงในคนปกติอาจถูกกําจดัไดและไมกอใหเกดิพยาธิภาพ  สวนcellular 
marker จากเซลลอ่ืน ๆ พบวามีปริมาณที่ต่าํและไมมีความแตกตางจากระดับของคนปกติอยางมีนัยสําคัญ 
 

 3.3 การศึกษาการเกิด thromboembolism และ thrombosis ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  การศกึษาวิจยัที่ผานมาพบวาผูปวยธาลัสซเีมียที่ตัดมามแลว มักจะมีจํานวนของเกร็ดเลือดสูง
กวาปกติและมกีารเปลีย่นแปลงรูปรางและการทํางาน (hyperactivity) ทําใหเกิดภาวะ thromboembolism ซึ่ง
เปนภาวะแทรกซอนท่ีสําคัญในผูปวยเบตาธาลัสซีเมยี  ผนังเซลลเกร็ดเลือดประกอบไปดวย phospholipids 
(PL) ซึ่งมีอยูหลายชนิดเมื่อเกร็ดเลือดถูกกระตุน PL สวนที่เรยีกวา phosphatidylserine (PS) จะ expose ออกสู
ภายนอก เดิมเรียกสารกลุมนีว้า platelet factor 3 (PF3) เมื่อออกมาอยูดานนอกจะเกดิการกระตุนเอ็นไซมและ
การทํางานของเกรด็เลือด โดยมี calcium เปนตัวเชื่อม ทาํใหเกิดพื้นผวิที่ coagulation factor มาจับ  PL สวนที่
ให FIXa และ FVIIIa มาจับ คือ phosphatidyl ethanolamine (PE) และ phosphatidylcholine (PC) ซึ่งจะไปยอย 
FX ใหเปน FXa จากนั้น FXa และ FVa จึงจับบน PL สวนท่ีเรยีกวา phosphatidylinositol (PI) และ 
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phosphatidylserine (PS) โดยมี calcium เปนตัวเชื่อมเชนกัน เรยีกกลุม complex น้ีวา prothrombinase ซึ่งจะ
ยอย FII ใหเปน FIIA คือ thrombin นั้นเอง และเปนท่ีทราบกันดวีา thrombin เปน key enzyme ที่สําคัญในการ
กระตุน fibrinogen ใหเปน fibrin และยังกระตุนการทํางานของเกร็ดเลือดอีกดวย เกรด็เลือดที่ถกูกระตุนจะมี
รูปรางเปลี่ยนไปและปลอยสารออกจากแกรนูลเชน β-thromboglobulin (BTG) และ Platelet factor 4 (PF4) 
ทําใหโปรตีน CD63 หรือ glycoprotein 53 ซึ่งเปนสวนประกอบของ lysosomal membrane ของเกรด็เลือดโผล
ออกมาดานนอก เกร็ดเลือดท่ีถูกกระตุนการทํางานมากผิดปกติ จะนําไปสูการเกาะกลุมของเกรด็เลือดท้ังแบบ 
hypo- และ hyper-aggregation และเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหเกิด thrombosis  
 3.3.1 การศกึษาความสัมพันธของจํานวนเม็ดเลอืดแดงที่มี PS อยูบนผวิดานนอกกับการเกดิการ
กระตุนการทํางานของเกร็ดเลือด 
  เนื่องจากเม็ดเลือดแดงธาลัสซีเมียมีรูปรางแตกตางจากเมด็เลือดแดงปกติ  ผนังเซลลของเม็ด
เลือดแดง expose ให phospholipids โดยเฉพาะ PS ออกมาดานนอกได จึงมีคุณสมบัติคลาย PF3 ทําใหเกิด 
thrombin activation อยางตอเนื่องและมผีลทําใหเกร็ดเลอืดของผูปวยทํางานมากกวาปรกติ  คณะผูวิจยัจึงได
ศึกษาจํานวนเม็ดเลือดแดงทีม่ี PS อยูบนผิวดานนอกกบัเกรด็เลือดท่ีผิดปกติ ซ่ึงตรวจพบไดโดยการตรวจหา
โปรตีน CD63 หรือ glycoprotein 53 ในผูปวยเบตาธาลสัซีเมียจํานวน 50 ราย โดยเปนผูปวยที่ตดัมาม 16 ราย
และไมไดตัดมาม 34 ราย 
 ~ การวัด PS บนผิวดานนอกของเม็ดเลือดแดงใชวธิี annexin V binding assay  
 ~ วัดระดับ plasma BTG และ PF 4 โดยใช plasma ผสมกับ anti-platelet ไดแก 8.3 mM aspirin, 
3.2 mM caffeine, 1.7 mM theophylline และ 1.5 mM sodium azide ใน 0.106 M sodium citrate 
 ~ วัด CD63 บนผิวของเกร็ดเลอืดโดยวิธี immunostaining และ flow cytometer  
 ~ วัดการเกาะกลุมของเกรด็เลือด (platelet rich plasma aggregation test) โดยเครื่อง 
Aggrecorder II เมื่อกระตุนเกรด็เลือดดวยสาร agonists ไดแก 1 mg/ml epinephrine, 0.2 mM ADP, 2 mg/ml 
collagen และ 30 mg/ml ristocetin 
ผลการศึกษา 
  พบความสัมพนัธระหวางคา %PS exposing Rbc กับ %CD63 positive ที่ออกมาอยูบนผิว
นอกของเกร็ดเลือด (r= 0.85), %CD63 positive กับระดับของ plasma BTG (r =0.7) และระดับของ plasma PF 
4 (r = 0.83) และ % activated platelet (r = 0.785) (ตารางที่ 5) ผลการศึกษายังแสดงวาผูปวยทุกรายมีคาตาง ๆ 
ดังกลาวแตกตางจากคนปกตอิยางมีนัยสําคญัทางสถิต ิ และผูปวยเบตาธาลัสซีเมียที่ตัดมามแลวมีคาสูงกวา
ผูปวยที่ยังไมไดตัดมาม ยกเวนคาระดับ plasma PF 4 และ % activated platelet ซึ่งไมแตกตางกัน 
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ตารางที่ 5  แสดงการเปลี่ยนแปลงทีผ่วิเม็ดเลือดแดงและเกรด็เลือดที่ถกูกระตุนในผูปวยเบตาธาลัสซีเมีย 
 

 Control Total patients Splenect. 
β-thalassemia 

Non-splenect. 
β-thalassemia 

Platelet count, X 103/cumm 242 383 552 303 
Annexin V positive, % 2.0 5.3 5.8 5.1 
Plasma BTG, IU/ml 192 263 280 255 
Plasma PF4, IU/ml 61 88 93 86 
CD63 exposing platelet, % 1.4 4.3 4.7 4.1 
Activated platelet  
(under SEM), % 

17.0 36.7 38.6 34.7 

 

 สวนการเกาะกลุมของเกรด็เลือด พบวาอัตราสวนการเกาะกลุมในผูปวย homozygous β-thalassemia 
(β-thalassemia major) และ β-thalassemia/Hb E ดังนี้ 
 

   Hypoaggregability Normoaggregability Hyperaggregability 
β-thalassemia major  40   30   30 
β-thalassemia/Hb E  70   17   13 
 

 3.3.2 การศกึษาความสัมพันธระหวางคา annexin V positive microparticles กับคาพารามเิตอรทาง
โลหิตวิทยาและคาปจจยัการแข็งตัวของเลอืด (platelet factor 3 like activity) 
  การที่มี annexin V positive microparticles ในปริมาณทีสู่งนั้นหมายถงึการมี phosphatidyl 
serine (PS) ปรากฏอยูในกระแสเลือดในปริมาณมากและ PS น้ีสามารถทําใหเกิดพยาธิสภาพท่ีสําคญั คือ การ
ไปกระตุนระบบการแข็งตัวของเลือด รวมถึงการไปกระตุนเซลลอ่ืน ๆ ใหอยูในสภาวะถูกกระตุน (activated 
cell) ได จึงไดทําการศกึษาความสัมพันธระหวางคา annexin V positive microparticles กับคาพารามิเตอรทาง
โลหิตวิทยาและคาปจจยัการแข็งตัวของเลอืด (platelet factor 3 like activity) 
ผลการศึกษา 
  คาปจจัยการแข็งตัวของเลือด (platelet factor 3 like activity) ของผูปวย β-thalassemia/Hb E 
ท้ังที่ตัดมามและไมตัดมาม ผูปวยฮีโมโกลบินเอช (HbH) และฮโีมโกลบินเอช/คอนสแตนสปริง (HbH/CS) มี
ความแตกตางจากคนปกติอยางมีนัยสําคญั  โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวย β-thalassemia/Hb E ที่ตัดมาม (ตาราง
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ท่ี 6) และพบความสัมพันธอยางมนีัยสําคัญระหวางคาปจจัยการแข็งตัวของเลือด (platelet factor 3 like 
activity) กับปริมาณ annexin V positive microparticles ที่ r2 = 0.138 (รปูที่ 10) 
 

ตารางที่ 6  แสดงคาเฉลี่ย (mean±S.D.) ของคาปจจัยการแข็งตวัของเลือด (platelet factor 3 like activity) ใน
เลือดผูปวยธาลัสซีเมีย ยโีนไทปชนิดตาง ๆ และคนปกต ิ
 

 Patient's genotype 

 

Healthy 
subjects β-thalassemia/ 

Hb E  
β-thalassemia/ 
Hb E (ตัดมาม) HbH HbH/CS 

 (n=11) (n=18) (n=16) (n=12) (n=11) 
Platelet factor 3 like 
activity (OD 405) 

1.13±0.16 1.22±0.49a 2.21±0.76b 1.48±0.90a 1.55±0.44a 

a = significantly difference from healthy subjects (p<0.05)  
b = significantly difference from healthy subjects (p<0.01) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 10  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาปจจัยการแข็งตัวของเลอืด (platelet factor 3 like activity) กับ
จํานวน annexin V positive microparticles ในผูปวยธาลสัซีเมีย ยีโนไทปชนิดตาง ๆ และคนปกต ิ
 
  เนื่องจากเกร็ดเลือดเปนแหลงกําเนิดของ annexin V positive microparticles ที่สําคัญ จึงได
ศึกษาถึงความสัมพันธของคาปจจัยการแข็งตัวของเลือด (platelet factor 3 like activity) กับปริมาณ annexin V 
positive microparticles ที่มี specific marker และ adhesion molecule ของเกรด็เลือด คือ CD41, CD36 และ CD 
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62P พบวามีความสัมพันธอยางมีนัยสําคญัที่ r2=0.209, 0.177 และ 0.14 ตามลําดับ  นอกจากนียั้งพบความ 
สัมพันธอยางมีนัยสําคัญระดับต่ํา ระหวางปริมาณ annexin V positive microparticles กับคาพารามิเตอรทาง
โลหิตวิทยาบางตัว คือ คาฮีโมโกลบิน คา mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) และคา
ปริมาณเกร็ดเลือด โดยมีคา r2=0.049, 0.055 และ 0.109 ตามลําดับ 
  ผลการทดลองที่พบคาปจจัยการแข็งตัวของเลือดในผูปวยธาลัสซีเมียสูงกวาคนปกตินี้ 
สอดคลองกับรายงานตาง ๆ ท่ีพบความผิดปกติ ภาวะเสี่ยงและปญหาเกี่ยวกับการอุดตันของเสนเลือดในผูปวย
ธาลัสซีเมีย  ซ่ึงยังไมมีรายงานที่ชัดเจนถึงสาเหตุของปญหานี้   แตมีรายงานที่แสดงถึงความสัมพันธของเม็ด
เลือดแดงที่ผิดปกติของผูปวยธาลัสซีเมียซึ่งมี  PS อยูบนผิวเซลลและการมี  chronic activation ของเกร็ดเลือด 
ไมโครพารติเคิล เปนอนุภาคที่มี PS อยูบนผิวอนุภาคและพบมีปริมาณสูงในหลาย  ๆ  โรคที่มีภาวะเสี่ยงตอการ
เกิดการอุดตันของเสนเลือด ผลการทดลองที่พบนี้ ช้ีใหเห็นถึงความสัมพันธของปริมาณไมโครพารตเิคลิกบัคา
ปจจัยการแข็งตัวของเลือดในผูปวยธาลัสซีเมีย แสดงใหเห็นวา ไมโครพารติเคิลนี้นาจะมีสวนเกี่ยวของกับการ
เกิดการแข็งตัวของเลือด  ซึ่งอาจจะเกิดมากผิดปกติ จนกอใหเกิดการอุดตันของเสนเลือดในผูปวยธาลัสซีเมีย 
บางรายได 
  ผลการศึกษานีแ้สดงใหเห็นวาความผดิปกตขิองผนงัเมด็เลอืดแดงซึ่งมี PS อยูดานนอกอาจจะ
เปนตัวกระตุนใหเกรด็เลือดมีรูปรางและทํางานผิดปกติ จึงเกิดการเกาะกลุมเปน aggregated platelet ข้ึนและ
อาจนําไปสูการเกดิ thrombosis ไดงาย 
 

 3.4 Therapeutic intervention 
 3.4.1 การใชยากระตุนใหมีการสรางฮโีมโกลบนิ เอฟ (Hb F, α2γ2) เพ่ิมขึ้น 
  การศกึษาลักษณะอาการในผูปวยเบตาธาลสัซีเมีย พบวาผูปวยที่มีระดบัฮีโมโกลบิน เอฟ สูง 
(สราง Hb F ไดมาก) จะมคีวามรนุแรงของโรคนอย เนื่องจากฮโีมโกลบิน เอฟ สามารถพาออกซิเจนไปให
เนื้อเยื่อไดใกลเคียงกับฮีโมโกลบิน เอ (Hb A, α2β2) และการที่มีสาย γ-globin chain เพิ่มขึ้นยังชวยลดปริมาณ
ของสาย unbound α-globin chain ซึ่งเปนสวนเกินอยูภายในเซลลเมด็เลือดแดงและสงผลใหเกดิพยาธิสภาพ
ของเม็ดเลือดแดง  ผูวิจยัเคยทดลองใหยาไฮดรอกซียูเรีย (hydroxyurea, HU) เพื่อกระตุนการสราง Hb F พบวา
ผูปวยโรค β-thalassemia/Hb E ที่ไดรับยามี Hb F เพ่ิมขึ้นและไมตองรับเลือดเลยระหวางที่กนิยา แตการ
ตอบสนองตอยา HU ในผูปวยแตละรายแตกตางกันไดมาก ผูปวยบางรายตอบสนองตอการรักษาดวยยา HU ดี 
ในขณะท่ีผูปวยบางรายตอบสนองตอยานอยมาก จึงไดศึกษาวจิัยเรื่องการกระตุนการสราง ฮโีมโกลบิน เอฟ 
ในเซลลตนกําเนิดเมด็เลือดแดงในหลอดทดลอง (in vitro) เพื่อเปรยีบเทียบกับผลท่ีพบเม่ือใหผูปวยธาลัสซีเมีย
รับประทานยา hydroxyurea (in vivo) 
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วิธกีารศึกษา 
  ทําการทดสอบหาความเขมขนของ HU และชวงเวลาการใหยาจนถึงการวิเคราะหผลที่
เหมาะสม โดยการเจาะเลือดผูปวย β-thalassemia/Hb E นํามาแยกชั้น mononuclear cell ดวย Ficoll-Hypaque 
gradient และนําเซลลไปเพาะเลีย้งใหไดเซลลตนกําเนดิเม็ดเลือดแดง (erythroid progenitor cells) ในจาน
เพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสม ที่อุณหภูมิ 37°C, 5% CO2 เปนเวลา 3-6 วัน แลวจึงนําเซลลที่เพาะเลี้ยงไวมาเติม HU 
ความเขมขนตาง ๆ ตั้งแต 10, 20, 30, 60, 80, 100 mol/L เพื่อหาความเขมขนที่ใหผลในการกระตุนการสราง 
ฮีโมโกลบิน เอฟ ท่ีดีและมจีาํนวนเซลลตายนอยที่สุด แลวจึงวิเคราะหผลของ HU ในระยะเวลาตาง ๆ กัน 
  หลังจากนัน้จึงทําการศกึษาโดยเลือกผูปวยโรค β-thalassemia/Hb E จํานวน 10 ราย ท่ีเคย
ไดรับการศึกษา in vivo โดย รศ.นพ.สภุร จันทจารณุี คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธบิดี โดยได
รับประทานยา HU ขนาด 5 มก./กก./วัน เปนเวลา 5 วันตอสัปดาห นาน 2 ป และไดหยุดยาไปแลว 1 ป ทําการ
เจาะเลือดผูปวยและนํา mononuclear cell ไปเพาะเลีย้งใหไดเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดแดงในวันท่ี 6 แลวจึงเติม 
HU ความเขมขน 30 mol/L และเพาะเลีย้งเซลลตอไปจนครบ 10 วัน ซ่ึงเปนสภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดสําหรับ
การทดสอบแบบ in vitro  หลังจากนัน้จึงเปรยีบเทียบกบัผลการรกัษาแบบ in vivo โดยวดัการเพิม่ขึ้นของ Hb 
F ดวยเครื่อง automated HPLC และวัดการเปลี่ยนแปลงของ Gγ/Aγ globin chain โดยการทํา polyacrylamide 
gel electrophoresis เพื่อแยกสายโกลบินชนิดตาง ๆ ออกจากกันและวเิคราะหปริมาณดวย densitometer  สวน 

Gγ/Aγ  mRNA ratio ทําโดยใชเทคนิค real-time PCR 
ผลการทดลอง 
  การเติม HU ความเขมขนตาง ๆ ตั้งแต 10, 20, 30, 60, 80, 100 mol/L ในเซลลตนกําเนิดเมด็
เลือดแดงวันตาง ๆ พบวาความเขมขน 30 mol/L ใหผลในการกระตุนการสราง ฮีโมโกลบิน เอฟ ที่ดีและมี
จํานวนเซลลตายนอยที่สุด และเมื่อวเิคราะหผลของ HU ในระยะเวลาเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดแดง
ตาง ๆ กัน พบวาการเติม HU ในเซลลตนกําเนดิเม็ดเลอืดแดงที่เลีย้งในวนัที่ 6 และเพาะเลีย้งเซลลตอไปจน
ครบ 10 วัน เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการทดสอบ in vitro (ตารางที่ 7) การให HU ในเซลลตน
กําเนิดเม็ดเลือดแดงเมื่อเพาะเลี้ยงกอน 6 วัน พบวาเซลลมี differentiation และเจรญิเปนเซลลเม็ดเลือดแดงตวั
แกไดนอย (Patient 6, ตารางที่ 7) 
  ตารางที่ 8 แสดงผลการตอบสนองตอยา HU ในผูปวย (in vivo) และในเซลลเพาะเลีย้ง (in 
vitro culture) โดยการวัดคาพารามิเตอรตาง ๆ ไดแก การเพิ่มขึน้ของ Hb F การเปลีย่นแปลงของ Gγ/Aγ globin 
chain และ Gγ/A

γ  mRNA ratio 
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ตารางที่ 7  การเจรญิของเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดแดงทีเ่พาะเลี้ยงในชวงเวลาตาง ๆ กัน กอนและหลังการเติม 
HU ความเขมขน 30 mol/L และเพาะเลี้ยงเซลลตอไปจนครบ 10 วนั 
 
           Treatment            % Pronormoblast  %Basophilic %Polychromatic %Orthochromatic %Reticulocyte 
                 normoblast normoblast       normoblast 

Normal 
1 Untreated day 0-d10 3.0 17.0 67.0    11.0       2.0 
 30µM HU d6-d10 3.0 20.0 64.0    11.0       2.0 
2 Untreated day 0-d10 1.0 22.0 67.0    9.0       1.0 
 30µM HU d6-d10 3.0 24.0 66.0    6.0       1.0 
Patients 
1 Untreated day 0-d10 4.0 43.0 49.5    1.0       2.5 
 30µM HU d6-d10 3.4 43.3 50.6    22.0       0.6 
2 Untreated day 0-d10 1.0 29.0 62.0    3.3       5.2 
 30µM HU d6-d10 2.0 37.0 53.0   8.0       1.0 
3 Untreated day 0-d10 2.5 46.5 48.5    1.5       1.0 
 30µM HU d6-d10 7.5 38.5 52.0   2.0       1.0 
4 Untreated day 0-d10 3.0 20.5 75.0    1.0       0.5 
 30µM HU d6-d10 4.0 21.5 73.5   2.5       0.5 
5 Untreated day 0-d10 4.0 46.0 50.0    0.0       0.0 
 30µM HU d6-d10 5.0 48.0 45.0    2.0       1.0 
6 30µM HU d0-d10 7.0 68.0 25.0    0.0       1.0 
 30µM HU d3-d10 2.0 35.0 60.0    3.0       0.0 
 30µM HU d6-d10 2.0 23.0 55.5    19.5       0.0 
 30µM HU d0-d13 1.0 36.0 56.5    3.0       0.5 
 30µM HU d3-d13 0.0 46.4 46.0    4.6       3.0 
 30µM HU d6-d13 0.0 1.5 32.5    58.5       7.5 
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ตารางที่ 8  การเปลี่ยนแปลงคา γ-mRNA, γ-globin chain และปริมาณ Hb F ภายหลังการใหยาไฮดรอกซียเูรยี 
 

 in vitro study in vivo study P value 
increased Gγ/Aγ m RNA 
(real-time PCR technique)    

0.34-8.18 0.28-6.10 0.164 

increased Gγ/Aγ globin chain 
(Triton-acid urea gel electrophoresis)   

0.80-1.43 0.98-1.23 0.134 

increased Hb F 
(automated HPLC)    

0.50-19.08 0.29-11.73 0.204 

 
  เม่ือเปรยีบเทียบผลของไฮดรอกซียูเรียในเซลลเพาะเลีย้งแบบ in vitro โดยเติม HU ความ
เขมขน 30 mol/L ในเซลลเพาะเลี้ยงวันที ่ 6 และเพาะเลี้ยงเซลลตอไปจนครบ 10 วันกับผลการรกัษาแบบ in 
vivo พบวามีความสัมพันธกนั (รูปที่ 11) และพบผูปวย 3 รายท่ีมกีารเปลี่ยนแปลงของคาตาง ๆ ดังกลาวไม
ชัดเจน ทั้งการทดสอบแบบ in vitro และการใหยา in vivo 
  ผลการศึกษาแสดงวาการทดลองใหยา HU ในเซลลตนกําเนดิเม็ดเลอืดแดงที่เพาะเลี้ยง (in 
vitro culture) สามารถพยากรณการตอบสนองตอการใหยา HU ในผูปวยโรค β-thalassemia/Hb E  เนื่องจากยา 
HU มี cytotoxic effect การศกึษา in vitro จึงมีประโยชนในการเลือกใหยา HU เฉพาะผูปวยทีใ่หการ
ตอบสนองที่ดีตอยาและชวยลดผลอันไมพงึประสงคในผูปวยท่ีไมตอบสนองตอยาได วิธีการน้ียงัอาจนําไป 
ใชทดสอบสารหรือยาชนิดอ่ืน ๆ ไดดวย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 11 แสดงความสัมพันธของผลของไฮดรอกซียูเรีย ในการเพิ่มขึน้ของ Hb F และการเปลี่ยนแปลงของ 
Gγ/Aγ globin  mRNA ratio ในเซลลเพาะเลีย้งแบบ in vitro กับผลการรกัษาแบบ in vivo 
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 3.4.2 การศกึษา oxidative stress และผลของการใช antioxidant ในผูปวยธาลสัซีเมีย 
  ผูปวยธาลัสซีเมีย β-thalassemia/HbE มีภาวะ oxidative stress สูงกวาคนปกติ เนื่องจากมี
ความผดิปกตใินการสังเคราะหฮีโมโกลบนิ คือ มีการสังเคราะหสาย เบตาโกลบิน ลดลงหรือไมมีการ
สังเคราะหเลย ทําใหสาย อัลฟาโกลบิน เหลือมากเกินและไมเสถียร เม็ดเลอืดแดงอายุส้ันและแตกงาย 
ฮีโมโกลบินเกดิเปน methemoglobin และ hemichrome ซึ่งสามารถสลายตอไปไดสายโกลบิน ฮีม (heme) และ
เหล็ก สวนของฮีมท่ีมีธาตุเหล็กอิสระหลดุออก จึงเกิดปฏิกริิยา oxidation ไดงาย อนมุูลของธาตเุหล็กจะเขาไป
รวมในปฏิกริยิา Fenton ทําใหเกิดอนุมลูอิสระซึ่งเปนสาเหตุของภาวะ oxidative stressไดจากการศึกษา
เบ้ืองตนโดยการตรวจภาวะ lipid peroxidation พบวาผูปวยมรีะดับ malondialdehyde (MDA) ซึ่งเปนผลผลิต
ของ lipid peroxidation สูงกวาคนปกติและระดับของสารตานอนมุูลอิสระ (antioxidant) เชน reduced 
glutathione (GSH) ต่ํากวาปกติ สวนคาของ antioxidant enzyme activity ตาง ๆ เชน superoxide dismutase 
(SOD) และ glutathione peroxidase (GSH-Px) เปลีย่นแปลงไป (ตารางที่ 9) และเลือดของผูปวยมีภาวะ 
oxidative stress สูงกวาเลือดของคนปกติ อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.001) 
  นอกจากนั้น ระดับของสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) ในผูปวย เชน วิตามนิซี วติามินอ ี
และโคเอ็นไซม Q10 ยังลดต่ํากวาคาท่ีตรวจพบในคนปกติ แตการใหวิตามนิอีแกผูปวยเพยีงชนิดเดยีวไม
สามารถสรุปผลไดชัดเจนวาผูปวยมีอาการดีข้ึนหรือไม จงึไดมีความพยายามที่จะศึกษาผลของสารอืน่ ๆ ที่เคย
มีรายงานวามคุีณสมบัติเปน antioxidants เชน curcumin ซึ่งเปนสารที่สกัดไดจากขมิน้ชัน 
 

ตารางที่ 9 แสดง oxidative stress และ antioxidants (units/g Hb) ในคนปกติและผูปวย β- thalassemia/Hb E 
 

β-thalassemia/Hb E patients Biochemical 
parameters 

Normal 
Total 
n=20 

Splenectomized
N=6 

Non-splenectomized 
N=14 

Antioxidant enzymes     
-   SOD (u/g Hb) 2774.87+389.02 4157.66+557.39a 4383.46+572.17a 4082.54+536.98a 
-   GSH-Px (u/g Hb) 32.94+3.84 61.00+10.00a 54.7+7.28a 64.44+9.83a 

Antioxidant     
-   GSH (mg/g Hb) 1.78+0.22 1.76+0.25 1.92+0.20 1.70+0.24 

Lipid perxidation     
-   MDA (nmol/g Hb) 548.03+124.56 1136.71+344.67a 1496.78+341.36a 1004.56+238.14a 

asignificantly different from normal group, p<0.001 
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  ขมิ้นชัน  (curcumin หรือ curcuma longa linn) เปนสมุนไพรไทยที่มีสวนประกอบเรียกวา 
curcuminoids ประกอบดวย curcumin I (diferuloylmethane) curcumin II (demethoxycurcumin) และ 
curcumin III (bisdemethoxy-curcumin) ละลายไดใน  ethanol, alkali, ketone, acetic acid และ  chloroform แต
ไมละลายในน้ํา   curcumin มี  functional group ที่สําคัญคือ  methoxylated phenols และ  β-diketone ซึ่งเปนลิ
แกน  (ligand) สําหรับโลหะ  เชน  ธาตุเหล็ก จึงสามารถจับธาตุเหล็กที่อยูในรูปของ ferric nitrate และ non-
transferrin bound iron (NTBI) หรือ nonheme iron ไดดวย  สวนของขมิ้นชันที่มนุษยนํามาใชประโยชนอยาง
แพรหลาย  คือ  rhizome ซ่ึงนํามาปนเปนผงขมิ้น  (turmeric) เพื่อใชประกอบอาหาร  จะใหกลิ่นของขมิ้นและให
สารสีเหลือง (diferuloyl methane) ซ่ึงเปน polyphenolic pigment ของ curcumin  
  ในทางเภสัชศาสตร  curcumin เปนสารที่มีความปลอดภัยสูง  การทดสอบในคนโดยให
รับประทาน  curcumin  วันละ   8  กรัม  นาน   3  เดือน  ไมพบพิษจาก  curcumin  จึงมีการศึกษาวิจัยคุณสมบัติทาง
เภสัชศาสตรของขมิ้นชัน  พบวามีคุณสมบัติที่สําคัญคือ  antioxidant, prooxidant, anti-inflammatory และ 
anticancer  การที่ curcumin ใหผลทางเภสัชศาสตรแตกตางกันมากนี้  ทําใหเกิดการศึกษาวิจัยเพ่ือหาขนาดยาที่
เหมาะสมในการรักษาโรคตาง ๆ 
  มีรายงานการวิจัยพบวา  derivatives ของ  curcumin  คือ  demethoxy curcumin และ 
bisdemethoxy curcumin ในความเขมขนเพียง   80  µM  สามารถปองกันการเกิด  oxidation ของฮีโมโกลบิน   
การทดลองในหนูพบวา  curcumin  ปองกันการเกิด  lipid peroxidation ของ  microsomes ในเซลลตับ  ในผนัง
เซลลเม็ดเลือดแดงและ  brain homogenates โดยการกําจัด  oxygen free radicals เชน  superoxide anions และ 
hydroxyl radicals    นอกจากนี้ผงขมิ้น  (turmeric) ยังชวยลด  lipid peroxidation โดยการรักษาระดับของ 
antioxidant enzyme เชน superoxide dismutase (SOD) catalase และ glutathione peroxidase (GSH-Px) 
 
 3.4.2.1 การศึกษาคุณสมบัติสารตานอนุมูลอิสระ  (antioxidant)  ของขมิ้นชัน ในเซลลเม็ดเลือดแดงที่
ไดจากการเพาะเลี้ยง in vitro  
  ผูปวย  β-thalassemia/Hb E มี  oxidative stress สูง  โดยตรวจพบระดับของ  malondi-aldehyde 
ซึ่งเปนผลผลิตของ  lipid peroxidation สูงกวาคนปกติ  มีระดับของสารตานอนุมูลอิสระ  เชน  reduced 
glutathione (GSH) ต่ํา  และมีคาของ  antioxidant enzyme ตาง  ๆ  เชน  superoxide dismutase (SOD) และ 
glutathione peroxidase (GSH-Px) เปลี่ยนแปลงไป  แตในขณะเดียวกันก็มีรายงานการเกิด  enhanced apoptosis 
ในเซลลเม็ดเลือดแดงตัวออนในไขกระดูกของผูปวยธาลัสซีเมีย  ซึ่งเปนสาเหตุการเกิดภาวะซีด  (anemia) ใน
ผูปวย   ดังนั้นจึงมีความสําคัญที่จะตองศึกษาผลของ  curcumin ในขนาดตาง  ๆ  ที่จะตองให และตรวจวัดการ
เปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดแดงธาลัสซีเมีย  โดยการวัดจํานวน  phosphatidylserine (PS) ท่ีผิวดานนอกของเซลล
และวัดคาการเปลี่ยนแปลงของ reactive oxygen species (ROS) ภายในเซลล 
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  1. การวัดจํานวน  phosphatidylserine (PS) ท่ีผิวดานนอกของเซลล ทําโดยเจาะเลือด 
peripheral blood จากคนปกติ   4  รายและผูปวย  β-thalassemia/Hb E 6  ราย  ปนแยกเซลลตนกําเนิด  (CD 34) 
และนํามาเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง  โดยการเติม  cytokines ตาง  ๆ  และ  erythropoietin (EPO) ใหเจริญเปน
เซลลเม็ดเลือดแดงตนกําเนิด  (ECFC, erythroid colony forming cells) ในวันท่ี   7  แลวจึงเติม active ingredient 
ของ  curcumin (C21H20O6; 1,7-bis [4-hydroxy-3-methoxyphenyl]-1,6-heppadiene-3,5-dione, Sigma, USA) 
ความเขมขน  0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25 และ   50  µM  โดยการละลาย  curcumin  ใน  0.2%  DMSO  ภายหลังจากการ
เติมสารละลาย  curcumin  นาน  0, 3, 6, 12, 18 และ   24  ช่ัวโมง  จึงเติมสาร  annexin V ที่ติดฉลากกับสารฟลูออ
เรสเซนต FITC ลงไปจับกับ PS บนผิวเซลล ทําใหสามารถตรวจหาปริมาณ  PS บนผิวเซลลไดดวยเครื่อง  flow 
cytometer  
  2. ตรวจหาปริมาณ reactive oxygen species (ROS) นําเซลลเม็ดเลือดแดงที่ใหสาร  curcumin 
ความเขมขนตาง  ๆ  เปนเวลา   3  ช่ัวโมง  มาเติมสาร  dichlorofluoresceine diacetate (DCFH-DA) ใหมีความ
เขมขนสุดทาย  0.4 mm แลวอุนนาน  15 นาท ีที่   37  0C สาร  DCFH-DA ท่ีซึมผานผนังเซลลเม็ดเลือดแดงเขาไป 
จะถูกตัดเอาหมู diacetate ท่ีปลายออกดวยเอ็นไซม esterase ในเซลลเกิดเปนสาร DCFH ซึ่งเม่ือทําปฏกิริยิากบั 
ROS ภายในเซลล โดยมี H2O2  ท่ีเติมลงไปเปนตัวกระตุน จะเปลี่ยนเปนสาร DCF ซึ่งจะใหสารเรืองแสงสีเขียว  
ผลการศึกษา 
  เม่ือเติม curcumin ความเขมขน 0-5 µM เปนเวลานาน  6 ช่ัวโมง ไมพบการเปลีย่นแปลงของ 
PS บนผิวเซลลเม็ดเลือดแดง (รูปที่ 12) แตความเขมขนของ curcumin ที่เพ่ิมขึ้นตั้งแต  10 µM หรือการ 
incubate นานกวา  6 ช่ัวโมงขึ้นไป จะพบคา annexin V เพิ่มขึ้น ซึ่งบงชี้ถึงการทีม่ีปริมาณ PS บนผวิเซลล
สูงขึ้น แสดงวาเซลลของผูปวยบางรายเริม่มีการตายแบบ apoptosis เกิดขึ้น ปริมาณ PSจะยิ่งสูงขึ้นเมื่อเติม 
curcumin ความเขมขนเพิ่มขึน้ถึง  50 µM โดยพบคา annexin V เพิ่มขึ้นถึงรอยละ 65-95 เมื่อ incubate นาน 6-
12 ช่ัวโมง ซึ่งเม็ดเลือดแดงของคนปกติจะมีการเปลี่ยนแปลงนอยกวาเม็ดเลือดแดงของผูปวย  
  ผลการทดลองจึงสรุปไดวา  ความเขมขนของ bisdemethoxy  curcumin มีผลตอคุณสมบัติการ
เปนสารตานอนุมูลอิสระ  (antioxidant) ซึ่งเกิดขึ้นเมื่อให  curcumin  ความเขมขนเพียง   5  µM  หรือนอยกวา  ถา 
curcumin มีความเขมขนสูงกวานี้อาจจะทําใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis 
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รูปท่ี 12 แสดงคา annexin V positive red blood cells เมื่อเติม curcumin ความเขมขนและเวลาตาง ๆ กัน ในคน
ปกติ  4 รายและผูปวย β-thalassemia/Hb E 6 ราย 
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 3.4.2.2 การศึกษา pharmacokinetics ของ curcuminoids ในอาสาสมัครปกต ิ
  ผูวจิัยไดทดลองศึกษา pharmacokinetics ของ curcuminoids ที่ผลิตจากองคการเภสัชกรรม 
ขนาดแคปซูลละ 250 มก. ในอาสาสมัครปกติจํานวน 20 คน ที่ลงชื่อยินยอมเขารวมโครงการและไดรับการคัด
กรองจากแพทยใหเปนไปตามเกณฑคัดเลือก โดยอาสาสมัครจะรับประทาน curcuminoids ครั้งเดยีว จํานวน 6 
กรัม (24 แคปซูล) เพ่ือศึกษา pharmacokinetics หลังจากนั้น 1 สัปดาห อาสาสมัครจะมารับ folic acid เพื่อ
รับประทานวนัละครั้ง เปนเวลา 14 วันและในวันที่ 14 อาสาสมัครจะตองมาโรงพยาบาล เพ่ือรับประทาน 
curcuminoids อีกครั้ง 6 กรัม พรอมกับ dose สุดทายของ folic acid เพื่อศึกษาผลของ folic acid ตอ 
pharmacokinetics ของ curcuminoids 
  อาสาสมัครจะไดรับการเจาะเลือด หลังจากอดอาหารประมาณ 10 ช่ัวโมง จํานวน 20 มล. 
เปน baseline กอนจะไดรับ curcuminoids จํานวน 6 กรัม พรอมกับน้ํา 250 มล. หลังจากนั้นจะถูกเจาะเลือดที่
เวลา 15, 30, 60, 75 นาที 1.5, 2, 4, 8 และ 24 ช่ัวโมง อาสาสมัครรับประทานอาหารและน้ําดื่มไดหลังรับ 
curcuminoids 2 ช่ัวโมง เลือดที่ไดจะถกูนําไปแยกเมด็เลือดและพลาสมา หลังจากนั้นเก็บพลาสมาท่ี -80°c 
จนกระท่ังวิเคราะหหาระดับ curcuminoids สวนเม็ดเลือดแดงนําไปวิเคราะหคาสารตานอนุมูลอิสระ  
  การวัดระดับ plasma curcuminoids และ active metabolites ทําโดยใช liquid 
chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) และบันทึกลง plasma concentration time 
curve คํานวณคา pharmacokinetics parameters ท่ีอธิบายระดับยาท่ีไดดีที่สุด (ตารางที่ 10) นอกจากนั้นไดทํา
การ validate วธิีกอนทําการวิเคราะหตาม bioanalytical method validation (US FDA) ดังนี ้
  1. specificity การวิเคราะห plasma 6 ตวัอยาง ของอาสาสมัครไมมี endogenous peak ที ่
retention time ของ curcuminoids และ internal standard  
  2. recovery ของ curcuminoids ใน plasma ในชวง 0.01-1 µg/ml หลังจาก liquid–liquid 
extraction พบวา recovery ของ curcumin = 84.4-92.3% demethoaycurcumin = 84.6-91.5% และ bis-
demethoxycurcumin 88-94.6% 
  3. lower limit of quantitation (LLOQ) โดยดูจาก signals to noise ratio พบวา LLOQ ของวิธี
น้ี = 0.005 µg/ml  
  4. linearity และ calibration range พบวา curcuminoids ทั้ง 3 ตัว จะอยูใน linear ที่ชวงความ
เขมขน 0.005 ถึง 1 µg/ml และมีคา r2 ≥ 0.99 
  5. accuracy และ precision พบวา intra-day, inter-day accuracy และ precision อยูในชวง
ยอมรับได 
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  6. ทดสอบ stability ท่ี -80°C นาน 3 เดือน, freeze-thaw 3 cycles และ stability ของ 
processed samples (26 h ที่ 5°C) จํานวน n = 3, และ 2 ความเขมขน (0.0075 และ 0.75 µg/ml) พบวา อยูใน
เกณฑที่กําหนด 
 

ตารางที่ 10 pharmacokinetic ของ curcumin ในอาสาสมัครปกติ ท่ีไดรบัขมิ้นชัน 6 กรัม (mean±SEM) 
 

Parameters Male (n = 13) Female (n = 7) Total (n = 20) 
T ½ (h) 5.072 ± 0.94 11.001 ± 5.532 7.147 ± 2.041 

MRT (h) 7.072 ± 1.491 17.127 ± 8.068 10.591 ± 3.052 
AUC 0-∞ 
(ng.h/ml) 

3.191 ± 0.675 10.382 ± 5.547 5.708 ± 2.051 

Vd/F/kg 
(L/h/kg) 359296 ± 340335 322118 ± 135904 346284 ± 75602 

Cmax (ng/ml) 0.646 ± 0.125 0.658 ± 0.142 0.650 ± 0.093 
Tmax (h) 1.19 ± 0.04 1.32 ± 0.04 1.24 ± 0.03 

 
 3.4.2.3 การศกึษา oxidative stress และผลของการใช curcumin ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  การศกึษาครั้งนี้ ไดรับความรวมมือจากองคการเภสัชกรรม ในการผลิต curcumin capsule 
ขนาด 250 mg ใหกับผูปวย β-thalassemia/Hb E โดยมีผูปวยทีใ่หความยินยอมเขารวมโครงการจํานวน 24 ราย 
(11 ราย ไดรบัการตดัมามแลว) ผูปวยมีอายุระหวาง 16-48 ป และมรีะดับฮีโมโกลบิน 4.7–9.5 g/dl ผูปวยจะ
ไดรับ curcumin ขนาด 250 mg/แคปซูล วนัละ 2 แคปซูลทุกวัน เปนเวลา 6 เดือน 
  เนื่องจาก curcumin มีโครงสรางที่สามารถจับธาตุเหลก็ที่อยูในรูปของ ferric nitrate และ 
non-transferrin bound iron (NTBI) หรือ nonheme iron ดวย ในรายงานครัง้นี้ นอกจากจะศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของสภาวะ oxidative stress จึงไดศึกษาปริมาณ nonheme iron และ PF3-like activity ในเม็ดเลือด
แดงของผูปวยดวย เมื่อผูปวยรับประทานยา curcumin ครบ 6 เดือน จึงเจาะเลือดตรวจวดัสภาวะ oxidative 
stress รวมท้ัง nonheme iron และ PF3-like activity ในเลอืดผูปวยอีกครั้ง หลังจากนัน้ใหผูปวยหยดุยาเปนเวลา 
3 เดือน แลววดั parameters ตาง ๆ อีกครั้ง 
ผลการศึกษา 
  การใหขมิ้นชันกับผูปวยเบตาธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบิน อี เปนเวลา 6 เดอืน พบวาตวัช้ีวัดตาง ๆ 
ท่ีกลาวมาเปลีย่นแปลงไปในทางที่ดีข้ึนและสามารถลดปริมาณของ nonheme iron และ PF3 like activity ของ
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เม็ดเลือดแดงลงได (ตารางที่ 11)  เมื่อหยุดยาพบวาคา oxidative stress, antioxidants, nonheme iron และ PF3 
like activity กลบัมาอยูในระดับใกลเคยีงกับระดับกอนที่จะไดรับขมิ้นชัน ผลการศกึษานีแ้สดงถึงขอดีอีก
ประการหนึ่งของการใช curcumin ในผูปวยธาลัสซีเมยี ทีม่ีท้ังปญหา oxidative stress และ iron overload 
 

ตารางที่ 11 ผลของ curcumin ตอ oxidative stress, antioxidant, nonheme iron และ PF3 like activity (PS) ใน
เม็ดเลือดแดงของผูปวย β-thalassemia/HbE กอนใหยา (0 month), หลังใหยาเปนเวลา 6 เดือน (6 months) และ
หลังจากหยุดยาเปนเวลา 3 เดอืน (withdrawal 3 months) 
 

Subjects β-thalassemia/Hb E patient 
Biochemical 
parameters 

Curcumin 
treatment 
(months) 

Normal 
n=27 splenectomized 

n=11 
non-splenect. 

N=13 
total 
n=24 

0 1625.4+160.4 1571.2+251.3 1596.1+207.4 
6 1220.6+137.7 1000.5+225.9 1101.4+213.2 

MDA 
(nmols/g Hb) 

withdrawal 3 

 
565.9+110.9 

1661.4+198.5 1505.3+325.5 1583.4+274.9 
0 4986.2+772.8 4614.4+610.7 4784.8+700.0 
6 4127.1+790.2 3940.2+303.3 4028.6+572.7 

SOD 
(units/g Hb) 

withdrawal 3 

 
2867.9+234.3 

5288.1+798.8 5040.5+461.1 5164.3+648.9 
0 50.7+6.7 44.0+4.7 47.0+6.5 
6 38.8+5.3 37.0+3.7 37.8+4.5 

GSH-Px 
(units/g Hb) 

withdrawal 3 

 
28.3+2.15 

48.2+7.2 46.2+6.7 47.2+5.9 
0 48.2+7.2 53.1+10.5 50.8+9.3 
6 58.0+7.4 61.1+7.5 59.7+7.6 

GSH 
(mg/dl) 

withdrawal 3 

 
53.9+9.0 

40.1+7.3 48.9+7.5 44.5+8.5 
0 108.7+27.4 4.5+4.0 52.3+56.1 
6 75.0+28.1 0.8+1.9 34.8+42.1 

Nonheme iron 
(nmol Fe/mg  
protein) withdrawal 3 

 
0.8+1.5 

97.9+24.5 9.3+3.8 53.6+48.8 
0 0.9+0.1 0.3+0.2 0.6+0.4 
6 0.6+0.3 0.1+0.1 0.3+0.3 

PF3 like  
activity 
(OD 405) withdrawal 3 

 
0.25+0.1 

1.1+0.02 0.3+0.1 0.7+0.4 
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 3.4.3 การศกึษาเรื่อง non-transferrin bound iron (NTBI) และผลของขมิ้นชนัและชาเขยีว ในการ
ขับธาตุเหล็ก 
  ปกติธาตเุหล็กในพลาสมาจะถูกจับอยูกับโปรตีน transferrin หรือ ligands อ่ืน ๆ เชน 
albumin  รางกายผูปวย β-thalassemia/Hb E มีธาตุเหล็กสะสมมาก ปริมาณธาตเุหลก็รวมและทรานสเฟอรริน 
(transferrin) ในพลาสมามีความอิ่มตัวเพิ่มมากขึ้น จนอิ่มตัวรอยเปอรเซน็ต (transferrin saturation) ทําใหมีธาตุ
เหล็กรูปท่ีไมจบักับทรานสเฟอรริน เรยีกวา non-transferrin bound iron (NTBI) ปรากฏในพลาสมาของผูปวย
 β-thalassemia  ขณะนียั้งไมทราบโครงสรางทางเคมีท่ีแนชัดของ NTBI แตถกูตรวจพบเปนครั้งแรกใน serum 
ของผูปวยในปริมาณ 1-10 µM  มีหลักฐานวาธาตุเหลก็ที่เรยีกวา NTBI นี้เปนตวักระตุนใหมีการสรางอนุมูล
อิสระ (free radicals) ที่ไปทําลาย lipids, nucleic acids, proteins และ carbohydrates ทําใหการทํางานของเซลล
และเนื้อเยื่อตาง ๆ ผิดปกตไิป ทําใหเกิดอาการตับแข็ง กลามเนื้อหัวใจทํางานผดิปกติ ตอมไรทอตาง ๆโดย
เฉพาะที่เกี่ยวของกับการผลิต sex hormone และ insulin จะทํางานไดนอยกวาปกติ เปนตน  ธาตุเหล็กรูป 
NTBI ในพลาสมามีสวนทําใหผูปวยติดเชื้อบางอยางไดงายและทําใหการทําหนาท่ีของเซลลเอนโดธเีลยีม
บริเวณหลอดเลือดบกพรอง  ปจจุบันธาตเุหล็กรูป NTBI ไดรับความสนใจในแงที่เปนตัวบงชี ้ (indicator) ที่
สัมพันธกับภาวะธาตุเหลก็เกนิและใชเปนตวัติดตามสัมฤทธิผลของการรักษาภาวะเหล็กเกินในผูปวยที่ไดรับ
ยาขับเหล็ก  
 3.4.3.1 การวัดระดับ Non-transferrin bound iron (NTBI) ในซีรมัของหนูธาลสัซีเมีย 

  ความสําเรจ็ในการใชเทคนิค GET recombination system รวมกับเทคนิคการสอดใสยีน βE 
และยนี β 4-bp deletion เขาไปในพลาสมิด pEBAC/148β ทําใหสามารถสรางหนูทดลองที่มีมิวเตชัน่ใน codon 
41/42 (4-bp deletion) และใน codon 26 (HbE) ของ β-globin gene ซึ่งเปนยีนธาลัสซีเมียท่ีพบบอยที่สุดในคน
ไทย หนูธาลัสซีเมีย (double heterozygote) ที่มี transgene ชนิดตางๆมีอาการของโรคธาลัสซีเมียคลายคลึงกับที่
เกิดในคนที่เปนโรคธาลัสซีเมีย พยาธิสภาพท่ีนาสนใจอยางหนึ่ง คือ อาการซีด อันเนื่องมาจากการมี
ฮีโมโกลบินทีไ่มเสถียรอยูในเม็ดเลือดแดงของหนู transgenic สงผลใหเม็ดเลือดแดงถูกทําลายงายกวาปกติ
และเกดิภาวะโลหิตจางขึน้ ทําใหมีปริมาณธาตเุหล็กเกนิ จนเกิดการสะสมของธาตเุหล็กที่บริเวณเนื้อเยื่อตาง ๆ 
ผูวจิัยจึงไดทําการศกึษาและตรวจวดัปริมาณของธาตุเหลก็รูป NTBI ในพลาสมาหรอืซีรัมของหนูธาลัสซีเมยีที่
สรางขึ้น โดยการนําตัวอยางซีรัมที่ไดมาจากการเจาะเลือดจากหัวใจ (cardiac puncture) ของหนูทดลอง 3 ตัว 
(รหัสเปน 1S, 2S และ 3S ซึ่งมีหนูธาลัสซีเมียรวมอยูดวย) มาทําการวัดปริมาณ NTBI ดวยวิธ ี NTA 
chelation/HPLC และอานคาจากกราฟมาตรฐานที่แสดงปริมาณธาตเุหล็กความเขมขนตาง ๆ ท่ีตรวจวดัไดดวย
วิธี HPLC (รูปที่ 13) 
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รูปท่ี 13 กราฟมาตรฐานของปริมาณธาตเุหล็กความเขมขนตาง ๆ ที่ตรวจวัดไดดวยวธิ ีHPLC 
 
ผลการศึกษา 
  ในซีรัมของหนูทดลอง 2 ใน 3 ตัวคือ 2S และ 3S มีธาตเุหล็กรูป NTBI ปรากฏขึ้นเหมือนกับ
ท่ีตรวจพบไดในซีรัมของคนที่เปนโรค homozygous β-thalassemia (ตารางที่ 12) หนูทดลอง 2S และ 3S ที่
เปน transgenic mice และเปนโรคธาลัสซีเมีย จึงเหมาะที่จะนํามาเปนแบบอยางของหนูทดลอง เพ่ือศึกษา
ภาวะเหลก็เกนิที่เกิดขึน้ตามธรรมชาต ิ รวมกับการทีถู่กเหนี่ยวนําดวยการฉีดสารละลายธาตุเหล็กเขาไปใน
ปริมาณสูง เพ่ือใชศึกษาผลสัมฤทธิ์ของยาขับเหล็กในการลดภาวะเหลก็เกิน กอนท่ีจะนําไปใชศึกษาทดลองใน
คนที่เปนผูปวยโรคธาลัสซีเมีย ในขัน้ตอไป 
 

ตารางที่ 12 ปริมาณ NTBI ท่ีตรวจวดัไดในซรีัมของหนูทดลอง 3 ตัว (1S, 2S และ 3S) และผูปวยโรค 
homozygous β-thalassemia 1 ราย และคนปกติ 1 ราย 
 

ตัวอยางซรีัม ปริมาณ NTBI (ไมโครโมลาร) 
หนูทดลอง 1S 0.28 
หนูทดลอง 2S 7.21 
หนูทดลอง 3S 6.22 
ผูปวยโรค homozygous β-thalassemia 6.22 
คนปกต ิ 0.27 
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 3.4.3.2 การศกึษาเรื่อง Non-transferrin-bound iron และปฏิสัมพนัธกับขมิ้นชนั (curcumin) 
  การบําบดัดวยยาขับเหล็ก เชน เดสเฟอรริออกซามีน (desferioxamine) หรือดีเฟอรริโพรน 
(deferiprone) หรือท้ังสองชนิดรวมกัน เปนวธิีที่กําจัดธาตุเหล็กทีม่ากเกินออกจากรางกายได เปนการชวย
ปองกันอันตรายจากการเกดิสารอนุมูลอิสระที่มธีาตุเหลก็เปนตวัเรงปฏิกริิยาและสงผลใหผูปวยมอีายุยืนยาว
ข้ึน มีคุณภาพชีวิต (quality of life) ท่ีดีขึ้น แตมีคาใชจายที่สูง ตองทําการรกัษาอยางตอเนือ่งและมีฤทธิ์
ขางเคียงที่เปนอันตราย 
  แมวา curcumin จะมโีครงสรางที่อาจจะขบัธาตุเหลก็ (iron-chelating activity) เพราะมี β-
diketo moiety ซึ่งสามารถจบัเหล็ก ferric ion (Fe+3) ได  แตยังไมมีการศึกษาวจิัยการขับธาตุเหล็กจากพลาสมา
ดวย curcumin มากอน  ในรายงานนีจ้ึงไดทําการวิจยัเพื่อศึกษาคุณสมบตัิของ curcumin ในการจับธาตุเหล็กทั้ง
ท่ีอยูในรูปของ ferric nitrate (chemical form) และ NTBI (biological form) ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
 1. การศกึษาการจับธาตุเหลก็ในรูป ferric nitrate ของ curcumin 
  Incubate ferric nitiate 0-100 µM กับ curcumin ที่มีความเขมขน 100 µM ใน MOPS buffer, 
pH 7 ที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที วดัการดดูกลืนแสงของสารประกอบมีสีของ iron-curcumin ที่ไดโดยใช
ความยาวชวงคลื่น 400-800 nm พบวาความยาวชวงคลืน่ 500 nm สามารถวัดการจบัเปนสารประกอบระหวาง
ธาตุเหลก็กับ curcumin ได ทัง้นี้ข้ึนอยูกับความเขมขนของธาตุเหลก็ คือ 
  ๑ Fe+3 ที่มีความเขมขน 20 µM curcumin จะอิ่มตัว (saturate) ในเวลา 10 นาที  
  ๑ Fe+3 ที่มีความเขมขน 40 µM curcumin จะอิ่มตัว (saturate) ในเวลา 15 นาที  
  ๑ Fe+3 ที่มีความเขมขน 100 µM curcumin จะอิ่มตวั (saturate) ในเวลา 25 นาที  
 2. การศกึษาการจับธาตุเหลก็ในรูปของ NTBI ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  นํา pooled serum ของผูปวยธาลัสซีเมยีท่ีไมไดรับยาขับธาตุเหล็กมาทําปฏิกริิยากับ curcumin 
หรือ desferrioxamin (DFO) ความเขมขน 12.5–100 µM แลววดัความเขมขนของ NTBI ที่เหลืออยูดวยวิธ ี
HPLC ซึ่งทําได 2 แบบ คือ อาจจะเติม aluminium 100 µM ลงไปกอนท่ีจะเตมิ NTA เพ่ือปองกัน iron-
shuttling effect ระหวางปฏกิริิยา (blocking step) หรือไมมีการเติม aluminium 
ผลการศึกษา 
  - ถาไมเติม aluminium blocking เมื่อมี curcumin หรือ DFO ระดับของ NTBI จะลดลงอยาง
รวดเร็วจนถึงระดับ maximum ในเวลา 1 ช่ัวโมง (∆ NTBI = -5.6 µM เมื่อเติม curcumin และ ∆ NTBI = -5.8 
µM เมื่อเติม DFO) การลดลงของ NTBI นี้จะเพิ่มมากขึน้เมื่อมี ascorbic acid ความเขม 100 µM  การขับธาตุ
เหล็กในรูปของ NTBI ออกอยางรวดเรว็ เมื่อไมมี aluminuim blocking อาจเกิดจาก iron shuttling effect 
เนื่องจากสารตัวอยาง NTBI มี excess unbound iron chelator 
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  - ถาเติม aluminium blocking การขับธาตุเหล็กในรูป NTBI จะลดลงคอนขางชาและเปน 
biphasic คือ ระยะแรกจะเรว็แลวจะชาลง ผลการขับธาตุเหล็กใน 30 นาทีแรกพบวา  
   ๑ NTBI ลดลง 1.1 µM เมื่อมี curcumin 12.5 µM 
   ๑ NTBI ลดลง 1.9 µM เมื่อมี curcumin 25 µM 
   ๑ NTBI ลดลง 1.2 µM เมื่อมี DFO 12.5 µM 
   ๑ NTBI ลดลง 2.8 µM เมื่อมี DFO 25 µM 
  - เมื่อเติม ascorbic acid 100 µM ภายในชัว่โมงแรก 
   ๑ NTBI ลดลงจาก 7.0 เปน 6.1 µM เมื่อมี curcumin 100 µM 
   ๑ NTBI ลดลงจาก 7.0 เปน 2.9 µM เมื่อมี DFO 100 µM 
  การขับเหลก็ในรูปของ NTBI ดวย curcumin นอกจากจะมลีักษณะเปน biphasic แลวยัง
ข้ึนอยูกับเวลาและความเขมขนของธาตุเหล็กดวย จะตองทําการศกึษาตอไปเพื่อศึกษาวาสวนประกอบใดใน 
curcumin ที่มีบทบาทในการขับธาตุเหล็กและ NTBI ชนิดใดที่ถกูขับออกไดดวย curcumin เพ่ือท่ีจะนําไปใช
ในการประเมนิผลการใช curcumin ในแงของการเปน oral iron chelator ตอไป 
 
 3.4.3.3 ผลของสารสกดัชาเขียวในการดึงธาตุเหลก็รูป non-transferrin bound iron (NTBI) และการ
ลดปริมาณอนมุูลอิสระในเมด็เลือดแดงทีถ่กูกระตุนดวยซีรัมผูปวยธาลสัซีเมีย 
  ชาเปนพืชที่ไดรับความนิยมในการบริโภคมากที่สุดชนิดหนึ่งของโลก การดื่มชาเขียวหนึ่ง
แกว  (ปริมาณ  1.2 กรัม) ทําใหมีสารคะเตชินอยูในพลาสมาในปริมาณ  0.4 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร     เมื่อนําใบ
ชามาทําใหแหงและผานกระบวนการหมัก  จะไดเปนชาหลายชนิด   การผลิตชาเขียว  (unfermented หรือ  green 
tea) ไมตองการผานกระบวนการหมัก  ชาจีนอูหลง (semi-fermented หรือ  Oolong tea) ไดจากการนําใบชามา
หมักชวงระยะส้ัน  ๆ  สวนชาดํา  (fully-fermented หรือ  black tea) ไดจากการนําใบชามาหมักเปนเวลานาน
ประมาณ  1 เดือน  ในระหวางท่ีทําการหมักใบชาสดนั้นเอนไซม  polyphenol oxidase (PPO) ที่มีอยูในใบชาจะ
ทําลายสารประกอบโพลีฟนอลจําพวกสารคะเตชิน  (catechins, C) อิพิคะเตชิน  (epicatechin, EC) อิพิคะเตชิน
แกลเลต  (epicatechin 3–gallate, ECG) อิพิแกโลคะเตชิน  (epigallocatechin, EGC) แกโลคะเตชิน 
(gallocatechin gallate, GCG) และอิพิแกโลคะเตชินแกเลต  (epigallocatechin 3–gallate, EGCG) ใหมีปริมาณ
นอยลง   การนําใบชาออนท่ีไมผานการหมักมาทําการอบ ค่ัวหรือนึ่ง ดวยความรอนที่อุณหภูมิสูงในเวลาสั้น  ๆ 
จะชวยหยุดยั้งการทํางานของเอนไซมดังกลาว     สารคะเตชินจะมีฤทธิ์ตานและปองกันการเกิดโรคมะเร็ง
รวมท้ังโรคระบบหลอดเลือดและหัวใจ ชวยปองกันเม็ดเลือดแดงถูกทําลายโดยภาวะอนมุลูอิสระมากเกนิ สาร 
ECG จากชาเขียวชวยปองกันลิโปโปรตีนชนิดความหนาแนนต่ํา  ไมใหถูกออกซิไดซดวยสารอนุมูลอิสระ 
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สารประกอบโพลีฟนอลในชาเขียวที่ความเขมขนต่ํา  ๆ  (2-20 ไมโครโมลาร) ยังมีคุณสมบัติที่สําคัญ  คือ  ลด
ภาวะอนุมูลอิสระมากเกินและจับธาตุเหล็ก (bifunctional activities) ไดอีกดวย 
  สารคะเตชนิในใบชาเขียวเปนกลุมสารฟลาโวนอล (flavanols) ที่มีฤทธิ์ตานการออกซิเดชันดี
เยี่ยม พบวามสีารคะเตชนิอยูประมาณ 20% ของน้ําหนักชาแหง ซึ่งนาจะเปนปริมาณที่มีความสาํคัญมากที่สุด 
โดยเฉพาะอยางยิ่งสาร EGCG และ catechins ที่พบไดในปริมาณสูงทีสุ่ด ตามดวยสาร ECG, EGC และ EC 
ตามลําดับ คุณสมบัติตานการออกซิเดชนัเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี้ ECG>EGCG>EGC>GA>EC=C สาร
คะเตชินเหลานี้มีความไวตอการถูกออกซิไดซไดงาย สาร EGCG มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันแรงที่สุดในกลุมสาร
คะเตชิน โดยอาจจะจับกับอะตอมธาตเุหลก็ในโมเลกลุของเอนไซม ribonucleotide reductase ซึ่งจําเปนในการ
เจรญิเติบโตของ ผลการศึกษาวิจยัรวมกับมูลนิธโิครงการหลวงเมื่อเร็ว ๆ น้ี พบวาผลติภณัฑชาเขียวแหงที่
เตรยีมจากการอบแหงในตูไมโครเวฟ (กําลังไฟฟา 800 วัตต อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส) นาน 3 นาที ยังคงมี
ปริมาณสารคะเตชินรวม สารคะเตชินชนดิ EGCG รวมทั้งฤทธิต์านการออกซิเดชนัเปรยีบเทยีบไดหรือดกีวา
ผลิตภณัฑชาเขียวทีผ่ลติขึ้นดวยวธิีเชิงพาณิชยอีกดวย 
  งานวิจัยสวนนี้เปนการตรวจวัดคุณสมบัติของสารสกัดชาเขียว ในการดึงและลดปริมาณ ธาตุ
เหล็กรูป NTBI ในซีรัมของผูปวยและตรวจวัดความสามารถของสารสกัดชาเขียว ในการลดปริมาณ อนุมูล
อิสระท่ีเกิดขึ้นในเม็ดเลือดแดงของคนปกติ ที่ถูกกระตุนดวยซีรัมของผูปวยโรคธาลัสซีเมียชนิด β-thalassemia 
major 
 1. การศึกษาจลศาสตรของสารสกัดชาเขียวในการลดปริมาณ NTBI ในซีรัม 
  ก. ผลความเขมขนของสารสกัดชาเขียว 
  นําซีรัมผูปวยโรค β-thalassemia major จํานวน 0.9 มล. มา incubate กับ สารสกัดชาเขียว 
(ความเขมขนสุดทาย 0-0.5 กรัมเปอรเซ็นต) และสารละลาย desferioxamine (ความเขมขนสุดทาย 0-100 ไม
โครโมลาร) ท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง แลวแบงซรีัม เปนสองสวน ๆ ละ 0.45 มล. สวนหนึ่งไม
เติมและอีกสวนหนึ่งเติมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) ลงไป เพ่ือ
ปองกันการเกดิ iron-shuttling effect ซ่ึงจะทําให ปริมาณ NTBI ที่ตรวจวัดไดต่ํากวาท่ีเปนจริง แลว incubate 
ตอไปอีก 1 ช่ัวโมงที่อุณหภมูิหอง หลังจากนั้นจึงเติมสารละลาย NTA (ความเขมขนสุดทาย 80 มิลลโิมลาร) 
ลงไปในซีรัมทั้งสองสวนและ incubate ตอไปอีก 30 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวจึงปนผาน membrane filter (30-
kD cut off) เพื่อแยกโปรตนีตาง ๆ ที่มีอยูในซีรัมออกไป นําสวนใส ultra-filtrate ไปวิเคราะหดวยวิธ ี NTA 
chelation/HPLC (Singh et al., Anal.Biochem. 1990) 
  ข. ผลของเวลา 



 55

  นําซีรัมผูปวยโรค β-thalassemia major จํานวน 0.9 มล. มา incubate กับสารสกัดชาเขียว 
(ความเขมขนสุดทาย 0.2 กรัมเปอรเซ็นต) และสารละลาย desferioxamine (ความเขมขนสุดทาย 40 ไมโครโม
ลาร) ที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลานาน 0, 0.5, 1, 2, 4 และ 8 ช่ัวโมง จากนั้นแบงซีรัมเปนสองสวน ๆ ละ 0.45 มล. 
สวนหนึ่งไมเติมและอีกสวนหนึ่งเติมสารละลาย อะลูมิเนียมคลอไรด (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 
ลงไป แลว incubate ตอไปอีก 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นจึงเติมสารละลาย NTA (ความเขมขน
สุดทาย 80 มิลลิโมลาร) ลงไปในซีรัมทั้งสองสวนและ incubate ตอไปอีก 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง แลวปนผาน 
membrane filter และนําสวนใส ultra-filtrate ไปวิเคราะหดวยวิธี NTA chelation/HPLC 
 2. ผลของสารสกัดชาเขียวตอปริมาณอนุมลูอิสระในเม็ดเลือดแดงที่ถูกกระตุน 
  แบง red blood cell suspension ของคนปกติ (40% hematocrit) ออกเปนสองสวน โดยสวน
หนึ่ง (pre-treatment) นํามา incubate กับสารสกัดชาเขียว (ความเขมขนสุดทาย 2 กรัมเปอรเซ็นต) ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง และอีกสวนหนึ่ง (simultaneous treatment) นํามา incubate กบัสารสกัด
ชาเขียว (ความเขมขนสุดทาย 2 กรัมเปอรเซ็นต) รวมกบัสารละลาย Fe2+-EDTA (ความเขมขนสุดทาย 200 ไม
โครโมลาร), Fe3+-NTA (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) และซีรัมของผูปวยธาลัสซีเมียชนิด β-
thalassemia major (ปริมาณ NTBI 9.8 ไมโครโมลาร) ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลานาน 1 และ 8 ช่ัวโมง จากนั้น
นํามา incubate กับสารเรืองแสง 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) รวมกับสารละลาย 3% H2O2 
และตรวจวดัการเรืองแสงสีเขียว (fluorescent intensity, FI) ที่เกิดขึ้นในเม็ดเลือดแดงดวยเครื่อง flow 
cytometer 
ผลการทดลอง 
  เม่ือไมไดเติมสารละลายอลมูิเนียมคลอไรดลงไปในซรีมั พบวาสารสกัดชาเขยีวสามารถ 
กําจัด NTBI ที่มีอยูในซีรมัไดเกือบทั้งหมด (NTBI = -9.61 ไมโครโมลาร) ซ่ึงคลายกับการทํางานของ 
desferioxamine (NTBI = -9.77 ไมโครโมลาร) ภายในเวลา 1 ช่ัวโมง (รูปที่ 14, วงกลมทึบ) ซ่ึงนาจะเปนผลมา
จาก iron-shuttling effect ที่เกิดขึ้นในสภาวะที่มีสารจบัเหล็กในสารสกัดชาเขียวและ desferioxamine อิสระ
คงเหลืออยูในซีรัมที่ศึกษา  แตเมื่อเติมสารละลายอลูมิเนยีมลงไปยับยั้งผลดังกลาว พบวา สารสกัดชาเขียวและ 
desferioxamine ลดปริมาณ NTBI ลงอยางชา ๆ ในชวง 1 ช่ัวโมงแรก ตอจากนัน้ก็จะลดลงอยางชามาก (รูปที่ 
14 วงกลมโปรง) ดังนัน้ชนดิหรือรูปแบบของ NTBI ในซีรัม นาจะมผีลตออัตราเร็วในการทํางานของสารสกัด
ชาเขียวและ desferioxamine นอกจากนี้ยังพบวาประมาณ 43.7 เปอรเซ็นตของปริมาณ NTBI ถูกกําจัดออกไป
โดยสารสกดัชาเขียว (ความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นต) และประมาณ 51.1 เปอรเซ็นตของปริมาณ NTBI ถูก
กําจัดออกไปโดยสารละลาย desferioxamine (ความเขมขน 40 ไมโครโมลาร) ภายในระยะเวลา 8 ช่ัวโมง  
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รูปท่ี 14  ผลของสารสกัดชาเขียว (GTE) ที่ความเขมขน 0-0.5 กรัมเปอรเซ็นต (รูปซาย) และยา desferioxamine 
(DFO) ที่ความเขมขน 0-100ไมโครโมลาร (รูปขวา) ในการลดปริมาณ NTBI (mean+SEM) ในซีรัมของผูปวย
โรคธาลัสซีเมียชนิด β-thalassemia major 3 ราย 
 
  การนํา red cell suspension มา incubate กับสารสกัดชาเขียวความเขมขน 2 กรัมเปอรเซ็นต
เปนเวลา 1 ช่ัวโมงลวงหนา กอนที่จะกระตุนดวยสารละลาย Fe3+-NTA หรือซีรัมของผูปวยธาลัสซีเมีย หรือ
การนํา red cell suspension มา incubate กับสารสกัดชาเขียวความเขมขน 2 กรัมเปอรเซ็นตรวมกับการกระตุน
ดวยสารละลาย Fe3+-NTA หรือซีรัมของผูปวยธาลัสซีเมีย พบวาสารสกัดชาเขียวลดปริมาณอนุมูลอิสระไดดี 
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Induction Time 2% GTE treatment 
(Hour) Without treatment Pre-treatment Immediate treatment Post-treatment 

Fe-EDTA 1 242 + 128 447+336 411+230 484 + 269
8 137 +23 180+54 151 254 + 92 

Fe-NTA 1 252 + 89+21 83+21 86 + 36 
8 280 +64 187+130 227+102 257 + 72 

Serum 1 346 +3 242+42 258 304 + 16 
8 438 + 229 126+58 133 290 + 139

ตารางที่ 13  ผล oxidative stress ที่เกิดจากการกระตุนดวยธาตเุหล็กวิธกีารตาง ๆ 
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ในเวลา 1 และ 8 ช่ัวโมง  แตไมสามารถยับยั้งหรือลดปริมาณอนุมูล อิสระใน red cell suspension ท่ีนํามา 
incubate กับสารละลาย Fe3+-EDTA (ตารางที่ 13) แสดงวาชาเขียวมีองคประกอบของสารบางอยางที่สามารถ
จับและดึงธาตุเหล็กไดคลายกับ desferioxamine แมวาจะมีศักยภาพที่ต่ํากวาเล็กนอย  ความสามารถของสาร
สกัดชาเขียวในการกําจัดธาตุเหล็กรูป NTBI ในซีรัมผูปวยธาลัสซีเมียเกิดขึ้นอยางชา ๆ มีลักษณะที่ข้ึนกับเวลา
และความเขมขนท่ีใช และยังชวยลดภาวะอนุมูลอิสระในเม็ดเลือดแดงปกติท่ีถูกกระตุนดวยซีรัมของผูปวย
ธาลัสซีเมียท่ีมีธาตุเหล็กรูป NTBI อยู 
 
 3. ความสามารถในการดึงธาตุเหลก็รูปทีไ่มจับกับทรานสเฟอรรินในซีรั่มผูปวยธาลสัซีเมีย โดยสาร
อิพิแกลโลคะเตชินและอิพิคะเตชินแกลเลตในสารสกดัชา 
  การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบสัมฤทธิผล  (efficacy) ของสารสกัดหยาบ  (crude 
extract) และสวนตางๆ  (fractions) ของสารคะเตชินที่แยกไดจากชาเขียวในหลอดทดลองในการดึงธาตุเหล็ก
รูป  NTBI ในซีรั่มของผูปวยโรค  β-thalassemia และเปรียบเทียบความสามารถในการจับธาตุเหล็กของ
ผลิตภัณฑชาเขียวที่ผลิตดวยวิธีเชิงพาณิชยกับวิธีอบแหงในตูไมโครเวฟ 
 การเตรียมสารละลายชาเขียวตาง ๆ การวิเคราะหและแยกชนิดสารคะเตซิน 
 การเตรยีมผลติภัณฑชาเขียวแหง 
  นําใบชาสดมาแบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งนาํมาผานความรอนในเตาไมโครเวฟดวย
กําลังไฟฟา 800 วัตตเปนเวลา 3 นาที (เรียกวา microwave processed green tea) อีกสวนหนึ่งนําสงโรงงานชา
เพ่ือเตรยีมเปนใบชาเขียวแหงดวยวธิีเชิงพาณิชย (เรียกวา commercial green tea) เก็บบรรจผุลิตภณัฑชาเขียว
แหงทั้งสองไวใชในการทดลองอื่น ๆ ตอไป 

 การเตรียมสารสกัดหยาบชาเขียว 
  นําใบชาเขียวแหงมาบดใหละเอียดดวยครกที่ทําดวยกระเบื้องเคลือบ เทลงในน้ํารอน
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสจํานวน 100 มิลลิลิตร ทําการสกัดเปนเวลานาน  10 นาที  กรองน้ําชาท่ีสกัดไดลงบน
กระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเสนผาศูนยกลาง 125 มิลลิเมตร ก็จะไดสารสกัดหยาบชาเขียว  (Green tea 
crude extract) 
 ก. การแยกสารคะเตชินตางๆในชาเขียวดวยวิธี HPLC 
  นําสารละลายชาเขียวที่เตรยีมไดไปแยกสารคะเตชินชนดิตาง ๆ ดวยวิธี Semi-preparative 
HPLC และทาํใหแหงภายใตสูญญากาศ นําผงสารคะเตชินตางๆไปละลายใน MOPS buffer, pH 7.0 กอน
นําไปใชศกึษาตอไป 
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  การวิเคราะหสารสกัดชา (ความเขมขน 2 กรัมเปอรเซ็นต) ดวยวธิี HPLC พบมีสารคะเตชิน
ตาง ๆ ถูกชะออกมาตามลําดบัเวลา (retention time, RT) ดังนี้ EGC (5.5 นาที), EC (RT 6.8 นาท)ี, C (RT 9.8
นาที), EGCG (RT 11.5 นาที) และ ECG (RT 22.5 นาที) ซึ่งความเขมขนของสารคะเตชินตาง ๆ ท่ีมีอยูในใบ
ชาจะเปนสัดสวนโดยตรงกับความสูงและพืน้ที่ใตกราฟ (รปูที่ 15) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  การแยกสารคะเตชินตาง ๆ จากสารสกดัชาเขียวดวยวธิี semi-preparative HPLC ไดสาร  คะ
เตชินตาง ๆ ท้ังหมด 5 สวน คือ Fraction I, II, III, IV และ V (รูปที่ 16) และพบวาใน fraction I มีสาร Gallic 
acid และ EGC ใน fraction II มีสาร C และ EGCG ใน fraction III มีสาร C และ EC ใน fraction IV มีสาร 
ECG สวนใน fraction V ไมพบสารคะเตชนิท่ีสนใจ 

 

รูปท่ี  16  สารคะเตชินตาง ๆ (fraction I, II, III, IV และ V) ที่แยกไดโดยวิธี semi-preparative HPLC  
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รูปท่ี 15  สารคะเตชินตางๆในสารสกดัหยาบชาเขียวที่วเิคราะหไดโดยวธิ ีAnalytical HPLC 
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 ข. การศกึษาจลศาสตรของสารคะเตชินตาง ๆ ในการจับกบัธาตุเหลก็รูป NTBI ในซีรัม 
  นําสารสกัดหยาบ  (crude extract) และสารคะเตชินตางๆ (catechin fractions; EGCG และ 
ECG) จากชาเขียวมาทําปฏิกิริยากับซีรั่มของผูปวยโรคธาลัสซีเมียท่ีมีธาตุเหล็กรูป  NTBI ที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียสเปนเวลานาน  0.5,1, 2, 4 และ  8 ช่ัวโมง  จากนั้นจึงเติมสารละลาย  NTA ความเขมขน  80 มิลลิโมลาร
เพื่อดึงธาตุเหล็กรูป  NTBI ที่มีอยูหรือเหลืออยูในพลาสมา  ใหกลายเปน  Fe(NTA)2 นําไปปนผาน 
ultrafiltration membrane (30-kD molecular weight cut-off) เพ่ือกําจัดโปรตีนตาง ๆ ในพลาสมาออกไป  นํา
สารละลายที่ปนไดไปวิเคราะหหาปริมาณเหล็กรูป  NTBI ดวยวิธี  RP-HPLC โดยอาศัยหลักการคือ สาร 1-
methyl-2-propyl--3-hydroxypyridin-4-one (หรือ CP22) ความเขมขน  3 มิลลิโมลาร  ในตัวทําละลายชะที่
ประกอบดวย  19% acetonitrile ใน  5 mM MOPS, pH 7.0 จะแยงจับธาตุเหล็กจากสารประกอบ  Fe3+-(NTA)2 
ทันที  แลวเปลี่ยนเปนสารประกอบ  Fe3+-(CP22)3 ซึ่งมีสีแดงและสามารถตรวจวัดการดูดกลืนแสงไดท่ีความ
ยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 ค..การดึงธาตุเหล็กรูป NTBI โดยสารสกัดหยาบชาเขียว 
 ผลของความเขมขนของสารสกัดชาเขียว 
  นําซีรั่มของผูปวยธาลัสซีเมียจํานวน  10 รายมาทําปฏิกิริยากับสารสกัดชาเขียว  (microwave-
processed และ commercial green tea) ความเขมขนสุดทาย  0–0.5 g% ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียสเปน
เวลานาน 1 ช่ัวโมง และนําไปวัดปริมาณ NTBI ท่ีเหลืออยู 

  ผลที่ไดในรูปที่  17A แสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบชาเขียวทั้งสองชนิดมีความสามารถใน
การลดปริมาณ  NTBI ลงไดในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขนของสารสกัดที่ใช  (concentration-dependent 
manner)   ที่นาสนใจคือชาเขียวท่ีเตรียมไดจากการอบแหงในตูไมโครเวฟ  มีความสามารถในการลดปริมาณ 
NTBI ไดดีกวาชาเขียวที่เตรียมดวยวิธีเชิงพาณิชยท่ัวไป  (รูปที่ 17B) ซึ่งอาจจะอธิบายไดวาการนําใบชาสดที่
เก็บไดมาอบแหงทันทีที่อุณหภูมิสูง (100 องศาเซลเซียส) สามารถยับยั้งการทํางานหรือทําลายเอนไซม  โพลีเฟ
นิลออกซิเดสที่จะไปสลายสารคะเตชินที่มีอยูในใบชา จึงทําใหมีปรมิาณสารตะเตชนิตาง ๆ โดยเฉพาะอยางยิง่ 
สาร EGCG และ ECG ที่มีคุณสมบัติในการดึงธาตุเหล็กคงเหลืออยูมากกวาชาเขียวที่เตรียมดวยวิธีเชิงพาณิชย 
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รูปท่ี 17  ผลของความเขมขนของสารสกดัหยาบชาเขียว (microwave-processed และ commercial green tea) 
ในการลดปริมาณธาตเุหล็กรปู NTBI (mean + SEM, n=10) ในซรีั่มของผูปวยธาลัสซีเมีย (A) แสดงปริมาณ
ธาตุเหลก็รูป NTBI ที่ลดลง ตามความเขมขนของสารสกัดชาเขียวท่ีเตมิลงไป (B) แสดงคาการเปลี่ยนแปลง
ของธาตุเหล็กรูป NTBI ที่เปนผลจากความเขมขนของสารสกัดชาเขยีว 
 
 ผลของเวลา 
  เม่ือนําซีรั่มของผูปวยธาลัสซเีมียจํานวน 10 ราย (5 รายยังไมไดรับการตดัมามและอีก 5 
รายไดรับการตัดมามแลว) มาทําปฏิกริยิากับสารสกัดชาเขียว (microwave-processed และ commercial green 
tea) ความเขมขนสุดทาย 0.5 g% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 0-8 ช่ัวโมง จากนัน้นําไปวัด
ปริมาณ NTBI ดวยวิธี NTA chelation/HPLC 
  ผลการศึกษาทีไ่ดแสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบชาเขียวท้ังสองชนิดที่ความเขมขนสุดทาย 
0.5 g% มีความสามารถในการลดปริมาณ NTBI ไดอยางดี โดยจะพบวาสารสกัดชาเขียวทั้งสองชนิดนี้สามารถ
ลดปริมาณ NTBI ไดอยางรวดเรว็ในชวงระยะเวลา 1-2 ช่ัวโมงแรก (รปูที่ 18A) ตอจากนั้นปริมาณ NTBI จะ
ไมคอยเปลี่ยนแปลงมากนัก  ในปริมาณความเขมขนเทา ๆ กันสารสกัดหยาบชาเขียวท่ีเตรยีมไดจากการ
อบแหงในตูไมโครเวฟมีความสามารถในการลดปริมาณ NTBI ไดดีกวาชาเขยีวที่เตรียมดวยวิธเีชิงพาณิชย
ท่ัวไป (รูปที ่ 18B) ซึ่งอาจเปนเพราะวายังคงมีปริมาณสารคะเตชินตาง ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งสาร EGCG และ 
ECG ที่มีคุณสมบัติในการดึงธาตุเหลก็คงเหลืออยูมากกวา    
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รูปท่ี 18  ผลของเวลาในการลดปริมาณธาตุเหล็กรูป NTBI โดยสารสกดัหยาบชาเขียว (microwave-processed 
และ commercial green tea) (mean + SEM, n=10) ในซีรั่มของผูปวยธาลสัซีเมีย A.) แสดงปริมาณธาตเุหล็ก
รูป NTBI ที่ลดลงตามเวลา B) แสดงคาการเปลี่ยนแปลงของธาตุเหล็ก NTBI จากสารสกัดชาเขียวสองชนิด 
 
อยางไรก็ตามจะสังเกตเห็นวาแมวาปริมาณ NTBI ในซีรั่มจะถูกกําจดัใหหมดไปเปนจํานวนมากโดยสารสกัด
หยาบชาเขียวทั้งสองชนิด แตไมสามารถถูกกาํจัดไปไดทั้งหมด ซึ่งอธิบายไดวา ในซีรั่มผูปวยธาลัสซีเมียท่ี
นํามาศึกษานีม้ีปริมาณ NTBI อยูในระดบัหนึ่งแตมีอยู 2 รูปคือ รูปหนึ่งเปน NTBI ขนาดโมเลกุลเล็ก (low-
molecular weigh NTBI) ที่มีอะตอมของธาตุเหล็กจับตวัอยูกับสารลแิกนขนาดเล็ก (เชน ซิเตรท ฟอสเฟตหรือ
กรดอะมโิน กลูตาเมต) ในพลาสมาและสามารถจับกับยาขับเหล็กท่ีดงึเหล็กไดดีกวาได สวนอีกรปูหนึ่งเปน 
NTBI ขนาดโมเลกลุใหญ (high-molecular weigh NTBI) ที่มีอะตอมของธาตุเหล็กจับตวัอยูกับโปรตีนใน
พลาสมา ( เชน อัลบูมินและเซรโูลพลาสมิน) หรือจับตวัตอกันเปนสายโพลีเมอรยาว ดังนัน้โมเลกุลของยาขับ
เหล็กจึงไมสามารถเขาไปจบัไดเนื่องจากผลของ steric hindrance ระหวางโมเลกลุทั้งสอง 
 
 ง.  การดึงธาตเุหล็กรูป NTBI โดยสารคะเตชิน EGCG และ ECG จากชาเขียว 
 ผลของความเขมขน 
  นําซีรั่มของผูปวยธาลัสซีเมียจํานวน 10 รายมาทําปฏกิริยิากับสารละลาย EGCG และ ECGที่
ความเขมขนตาง ๆ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง และนําไปวัดปริมาณ NTBI ท่ีเหลืออยู 
ผลการทดลองในรูปท่ี 19 แสดงใหเห็นวาสาร EGCG ใน fraction II และสาร ECG ใน fraction IV สามารถลด
ปริมาณ NTBI ในซรีั่มของผูปวยธาลัสซีเมียไดในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขนของสารที่ใช โดยพบวาภายใน 
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1 ช่ัวโมงสาร EGCG (ความเขมขน 10 µM) สามารถลดปริมาณธาตเุหลก็รูป NTBI จาก 4.11+0.81 µM เหลือ 
2.01+0.21 µM (∆NTBI = 2.10 µM) ในขณะที่สาร ECG (ความเขมขน 10 µM) สามารถลดปริมาณธาตเุหล็ก
รูป NTBI จาก 4.11+0.81 µM เหลือ 2.15+0.30 µM (∆NTBI = 1.96 µM) แสดงวาสารทั้งสองชนิดนีล้ดธาตุ
เหล็กรูป NTBI ได โดยทีส่าร EGCG มีประสิทธิภาพดีกวาสาร ECG เมื่อใชปรมิาณเทากนั นอกจากนี้หมู     
แกโลอลิในโมเลกลุ EGCG และ ECG นาจะมีบทบาทในการเขาจับและดึงอะตอมธาตุเหล็กจากโมเลกลุ NTBI 
ไดด ี
 

 
 
รูปท่ี 19  ผลของความเขมขนของสารละลาย EGCG และ ECG (0-10 µM) ในการลดปริมาณธาตุเหล็กรูป 
NTBI (mean + SEM, n=10) ในซีรั่มของผูปวยธาลัสซีเมีย 

ผลของเวลา 
  นําซีรั่มของผูปวยโรคธาลัสซีเมียจํานวน 10 ราย มาทําปฏิกริิยากับสารละลาย EGCG และ 
ECG ความเขมขนสุดทาย 10 µM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 0-8 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปวดั
ปริมาณ NTBI ที่เหลืออยู ผลการทดลองในรูปท่ี 20 แสดงใหเห็นวาสาร EGCG ใน fraction II และสาร ECG 
ใน fraction IV สามารถลดปริมาณ NTBI ในซีรั่มของผูปวยธาลัสซีเมียไดอยางชา ๆ ในลักษณะทีข้ึ่นกับเวลาที่
ใชในการทําปฏิกริิยา โดยพบวาภายใน 1 ช่ัวโมงสาร EGCG (ความเขมขน 2.5 µM) สามารถลดปริมาณธาตุ
เหล็กรูป NTBI จาก 3.75+0.13 µM เหลือ 2.66+0.18 µM (∆NTBI = 1.09 µM) ในขณะที่สาร ECG(ความ
เขมขน 2.5 µM) สามารถลดปริมาณธาตุเหล็กรูป NTBI จาก 3.75+0.13 µM เหลือ 3.08+0.24 µM (∆NTBI = 
0.67 µM) 
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สวนภายในเวลา 8 ช่ัวโมงจะพบวาสาร EGCG (ความเขมขน 2.5 µM) สามารถลดปริมาณธาตุเหล็ก
รูป NTBI จาก 3.75+0.13 µM เหลือ 2.39+0.30 µM (∆NTBI = 1.36 µM) ในขณะที่สาร ECG (ความเขมขน 
2.5 µM) สามารถลดปริมาณธาตเุหล็กรูป NTBI จาก 3.75+0.13 µM เหลือ 2.43+0.17 µM (∆NTBI = 1.32 
µM) แสดงวาสารท้ังสองชนิดนี้สามารถลดธาตุเหลก็รปู NTBI ได โดยที่สาร EGCG มีประสิทธภิาพดกีวาสาร 
ECG เชนกันเมื่อใชปริมาณเทากัน 
 

 
 

รูปท่ี 20  ผลของเวลาในการลดปริมาณธาตุเหล็กรูป NTBI (mean + SEM, n=10) โดยสาร EGCG และ ECG 
(ความเขมขน 0-10 µM) ในซีรั่มของผูปวยโรคธาลัสซีเมีย 

สรุปผลการทดลอง 
  จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารหยาบสกัดชาเขียวมคีวามสามารถลดระดับธาตุเหล็กรูป 
NTBI ในซีรัม่ของผูปวยโรคธาลัสซีเมียไดอยางมีประสิทธิภาพ ในลกัษณะที่ข้ึนกบัปริมาณ (concentration-
dependent manner) และเวลาที่ใชทําปฏกิิรยิา (time-dependent manner)  ผลิตภณัฑชาเขยีวที่เตรียมจากการ
อบแหงในตูไมโครเวฟ (กําลังไฟฟา 800 วัตต อุณหภูม ิ 100 องศาเซลเซียส) เปนเวลานาน 3 นาทีสามารถลด
ปริมาณธาตเุหล็กรูป NTBI ไดดกีวาชาเขียวที่เตรยีมขึน้โดยวิธเีชิงพาณิชย ในลักษณะที่ข้ึนกับความเขมขน
และเวลาเชนกนั  สารคะเตชนิ EGCG และ ECG ท่ีแยกไดจากชาเขียวมีความสามารถในการจับกับธาตุเหลก็
รูป NTBI ได ในลกัษณะที่ข้ึนกับความเขมขนและเวลา ซึ่งสาร EGCG มีความสามารถดีกวาสาร ECG อยางไร
ก็ตามแมวาสารสกัดหยาบชาเขียว สาร EGCG และ ECG ที่แยกไดจากชาเขียวสามารถลดปริมาณ NTBI ได
จํานวนหนึ่ง แตก็ไมสามารถกําจัด NTBI ท้ังหมดที่มีอยูใหหมดไปได อาจจะเปนเพราะวาในซีรัมม ีNTBI ทั้ง
รูปที่ถกูกําจัดไดงายและรูปทีก่ําจัดออกไปไดยาก แมวาจะเพิ่มปริมาณสารและเวลาในการปฏกิิรยิาใหมากเกิน
พอแลว จึงจําเปนตองทําการศึกษาตอไปถึงธรรมชาติทีแ่ทจริงของธาตุเหล็กที่เกดิขึ้นในซีรัมของผูปวย
โรคธาลัสซีเมีย 
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 3.4.4 Antisense therapy  
  การศกึษาความผิดปกติของยีนในระดับโมเลกลุ ทําใหทราบวามิวเตชั่นของ β-globin gene ที่
ทําใหเกิด β-thalassemia ที่พบบอยในคนไทยบางชนดิสงผลใหเกิด abnormal RNA-splicing เชน มิวเตชั่นใน 
IVS 1 ตําแหนงที่ 5, G→C; IVS 2 ตําแหนงที่ 654, C→T รวมทั้งการเกดิ βE จากการแทนที่ของเบส G→A มิว
เตชั่นเหลานีไ้ปกระตุน cryptic splice site ที่อยูใกลเคยีงทําใหเกิด mRNA ผิดปกตแิละ frameshift mutation  
ยีนผิดปกตเิหลานี้จะสราง β-globin chain ปกติลดลงหรือสรางไมได คณะผูวจิัยมสีมมติฐานวา ถาสามารถ
สกัดกั้น (block) abnormal splicing ท่ีเกิดขึ้น โดยให oligonucleotide ท่ีสังเคราะหข้ึนในหลอดทดลองเขาไป
จับกับ RNA บริเวณท่ีเปน abnormal splice site จะทําใหกระบวนการ RNA processing ปกติเกิดขึ้นและสราง 
β-globin chain ไดดังเดิม 
  งานวิจยัทีผ่านมาไดรวมมือกบั Professor Ryzard  Kole มหาวิทยาลยั North Carolina และ 
โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก (คปก.) ของสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวจิัย (สกว.) ทําการศึกษา เพ่ือ
ทดลองใช antisence DNA ในรูปของ morpholino oligonucleotide ที่มีเบสคูสมกับ RNA บริเวณที่เกดิ 
abnormal splicing ใน βE-globin pre-mRNA ใน HeLa cell line ท่ีมียีนธาลัสซีเมียชนิด βIVS1-6/βE พบวา HeLa 
cell สามารถสราง βE-globin mRNA และ βE-globin chain จาก normal splicing เพิ่มขึ้นและปริมาณ ของ βE-
globin chain ข้ึนอยูกับขนาด (dose) ของ antisence DNA ท่ีใหกับเซลล 
  นอกจากนี้ยังไดทดลองให morpholino oligonucleotide ที่มีเบสคูสมกับบรเิวณท่ีเปน 
abnormal splice ใน intron 2 (IVS2) ตําแหนงที่ 654 ของ β-globin gene ใน erythroid progenitor cells ที่ได 
จากผูปวย βIVS2-654thal/Hb E พบวาเซลลสามารถสราง β-globin mRNA ท่ีถกูตองและเกิดเปน β-globin chain 
ท่ีรวมกับ α-globin เปน Hb A ได และในทํานองเดียวกนัเมื่อทดสอบกับ βE-globin gene ก็พบวาเกิด normal 
splicing ได βE-globin mRNA และ Hb E ไดเชนเดยีวกัน และเมือ่ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดแดงตน
กําเนิดจากไขกระดกูของหนู transgenic ที่มียีนเบตาธาลัสซีเมียชนดิ IVS 2-654 ของมนุษย (C→T) และ
ทดลองให morpholino oligonucleotide ที่มีเบสคูสมกับบริเวณที่เปน abnormal splice site ใน intron 2 
ตําแหนง 654 ของ β-globin gene มนุษย พบวาไดผลเชนเดียวกนั แมวาผลที่ไดจะไมดีเทากับการทดลองที่ทํา
ในเซลลตนกําเนิดเมด็เลือดแดงจากผูปวย แสดงวาอาจจะใช transgenic mice เปนตนแบบการทดลองให 
antisense DNA แบบ in vivo ไดตอไป 
  การศกึษาครั้งนี้ไดเปรยีบเทียบวธิีการนํา antisense DNA เขาสูเซลลโดยวธิี syringe loading 
และวธิี free uptake และเปรียบเทียบผลการรักษาดวย antisense DNA 3 ชนิด คือ morpholino, 2’-0-MOE 
phosphorothioate (MOE) และ peptide nucleic acid (PNA) ที่เชื่อมตอกบักรดอะมโิน lysine และ arginine  
 



 65

ผลการศึกษา 
 3.4.4.1 การแกไข abnormal RNA splicing ดวย antisense DNA ชนิด morpholino, MOE หรือ PNA 
ท่ีปลายดาน C-terminus มี lysine เกาะอยู 4 ตัว (PNA-4K) และนําเขาสูเซลลโดยวธิี syringe loading  
 เมื่อนําเซลลจากไขกระดูกหนูธาลัสซีเมียท่ีมียีนผิดปกติของผูปวยชนดิ β IVS II-654 มาผสมกับ 
antisense DNA แตละชนดิและใช syringe ดูด cell suspension ผานเขม็ฉีดยาขึ้นลงหลาย ๆ ครั้ง วิธนีี้จะทําให
เกิดรรูั่วทีผ่นังเซลล oligonucleotide จึงแทรกซึมเขาไปภายในเซลลและไปพันเกลยีว (hybridize) กับ DNA 
template ท่ีมีเบสคูสมกันได ผลการทดลองพบวาจํานวน β-globin mRNA ที่มี splicing ปกติเพิ่มขึน้นั้น ข้ึนอยู
กับขนาด (dose) ของ antisense DNA ที่เตมิลงไปใน cell suspension และ antisense DNA ชนิด morpholino 
ใหผลดีกวา PNA และ MOE โดย morpholino และ PNA-4K ความเขมขน 45 µM ทําใหเกิดการสะสมของ 
mRNA ปกติมากกวา 50% (รปูที่ 21) แสดงวา antisense DNA ถูกนําเขาเซลลเมด็เลือดแดงทีแ่ยกจากไขกระดูก
ของหนูธาลัสซีเมียไดดวยวธิี syringe loading  

 

 

รูปท่ี 21  RT-PCR products ท่ีไดภายหลังการเพาะเลีย้งเซลลจากไขกระดูกหนธูาลัสซีเมีย (βIVSII-645 knockin 
transgene) เปนเวลา 18 ช่ัวโมงและนํา antisense DNA ชนิด morpholino, MOE หรือ PNA-4K เขาสูเซลลโดย
วิธี syringe loading และเพาะเลีย้งตอไปอกี 24 ช่ัวโมง  RT-PCR product ที่เกิดจาก splicing ปกตมิีขนาด 231 
bp (c) และจาก abnormal splicing ของยีนผิดปกติมีขนาด 304 bp 
 

 3.4.4.2 การนํา antisense DNA เขาสูเซลลดวยวิธี free uptake 
  ทําไดโดยการเพาะเลี้ยงเซลลไขกระดูกหนูธาลัสซีเมยีท่ีมยีีน βIVSII-645 ของผูปวยสอดแทรกอยู 
ในสวนผสมที่มี antisense DNA ความเขมขน 45 µM และตดิตามการสราง RNA เปนเวลานาน 3-9 วัน การ
ทดลองนี้มีความสําคัญเพื่อท่ีจะประเมินความสามารถของ antisense DNA แตละชนดิในการซึมผานเขาไปใน
เซลล  ผล RT-PCR product แสดงใหเห็นวาปริมาณการสราง mRNA ที่มี splicing ปกติโดย morpholino และ 
PNA-4K ซึ่งมีประจุเปนบวกขึ้นอยูกับเวลา  แสดงวา antisense DNA ท้ังสองชนิดนี้ สามารถแทรกซึมเขาสู
เซลลและทําใหเกิดการสราง mRNA ปกติได (รูปที ่22)  สวน MOE ซึ่งเปน antisense DNA ที่มีประจลุบสราง 
mRNA ปกตินอยมาก ซึ่งอาจจะเกิดเพราะไมสามารถเขาสูเซลลไดดี 
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รูปท่ี 22  RT-PCR products ที่ไดภายหลังการเพาะเลีย้งเซลลไขกระดกูหนูธาลัสซีเมีย (β IVS II-654 knockin 
transgene) ในสวนผสมที่มี antisense DNA ชนิดตางๆ นาน 3-9 วัน RT-PCR products ที่เกิดจาก splicing 
ปกติ (c) และผดิปกติ (ab) มีขนาด 231 และ 304 bp ตามลําดับ 
 

 3.4.4.3 ผลการนํา PNA ท่ี conjugate กับ lysine 8 ตัว และ arginine 4, 6 และ 8 ตัว (8K, 4R, 6R, 8R) 
เขาสูเซลลไขกระดูกดวยวธิี free uptake  
  เนื่องจากมรีายงานวา PNA oligonucleotide ที่มีกรดอะมโิน lysine 1, 2 และ 4 ตัวทางดาน 3’ 
end สามารถแทรกเขาสูเซลลไดดีและสามารถแกไข splicing ท่ีผิดปกติไดเพ่ิมมากขึน้ใน HeLa cells และใน 
transgenic mouse ที่มียีน EGFP-β IVS II-654 สอดแทรกอยู  ประสิทธภิาพท่ีเพิ่มขึ้นนี้อาจจะเกดิจากประจุ
บวกของกรดอะมิโน lysine  คณะผูวจิัยจึงไดทดลองผลของ PNA ที่ conjugate กับ lysine 8 ตัว และ arginine 
4, 6 และ 8 ตัว (8K, 4R, 6R, 8R) โดยการนําเขาสูเซลลไขกระดกูดวยวิธี free uptake เปนเวลา 7 วัน แลวจึง
สกัด RNA มาวิเคราะหปรมิาณ mRNA ดวยวธิี RT-PCR  ผลการทดลองพบวามกีารสราง mRNA ปกติเพิ่ม
มากขึ้นจากการใช PNA-8R (arginine) ความเขมขน 45 µM และมากกวาการใช PNA-8K (lysine) อยางเห็นได
ชัด (รูปที่ 23)  สรุปไดวา PNA ที่ conjugate กับ arginine ใหผลดกีวา PNA ที่ conjugate กับ lysine และจํานวน
กรดอะมโินที ่ conjugate กับ PNA ที่มากขึ้นจะทําใหประสิทธิภาพในการเขาสูเซลลและสราง mRNA ปกติ
เพ่ิมมากขึ้นดวย 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 23  RT-PCR products ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงเซลลไขกระดกูจากหนูธาลัสซีเมีย β IVS II-654 knockin 
transgene ในสวนผสมที่มี PNA-peptide conjugate ชนิดตาง ๆ และสกัด RNA ในวนัที่ 7 ของการเลี้ยงเซลล 
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N    D0  D1   D2  D3  D4   D5 BM  Sp 
Blood

 
 3.4.4.4 การทดสอบแบบ in vivo โดยการฉีด antisense DNA ในหนูธาลัสซีเมียชนิด βIVS II-654  
  ฉีด  antisense DNA ในรูปของ  PNA 4K (lysine) ความเขมขน   50  mg/kg/day เขาไปบริเวณ 
tail vein ของหนูธาลัสซีเมียชนิด  βIVS II-654 เปนเวลา   5  วัน  แลวเจาะเลือดจากปลายหางหนูในวันท่ี  0, 1, 2, 3, 4 
และ   5  และจากไขกระดูกในวันที่   5  นํามาสกัด RNA เพ่ือศึกษา  β-globin mRNA ที่มี  splicing ปกติ   ผลการ
ทดลองในรูปที่  24  แสดงวาไมมีการสราง  correct β-globin mRNA เลย  ทั้งจากไขกระดูก  (BM) เซลลใน
กระแสเลือด  (D 0-5) และมาม  (sp)  แสดงวาแม  antisense DNA ไดรูปแบบตาง  ๆ  จะสามารถเขาสูเซลลเม็ด
เลือดแดงตัวออนท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการและสราง  correct spliced β-globin แตยังไมมีประสิทธิภาพใน
การรักษา เมื่อทดสอบโดยการฉีด antisense DNA เขาไปในหนูธาลัสซีเมีย (in vivo) 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24  การตรวจสอบ  β-globin mRNA  ที่มี  splicing ปกติ  ภายหลังการฉีด  PNA 4K (IV) ความเขมขน   50 
mg/kg/day เขาไปในหนูธาลัสซีเมีย ชนิดท่ีมีการผาเหลาใน intron 2 ตําแหนง  654 (β+β654) เปนเวลา  5 วัน 
 
 3.4.4.5 การเพิ่มประสิทธิภาพของ antisense oligonucleotide โดยการนํา morpholino oligonucleotide 
มา conjugate กับ tat like peptide (M-tat)  
  เพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของ  antisense oligonucleotide ไดมีการนํา  morpholino 
oligonucleotide มา  conjugate กับ  tat like peptide (M-tat) เนื่องจากเคยมีการศึกษาวา  amino acid ลําดับท่ี   49-
57 ของ Tat โปรตีนของไวรัส HIV สามารถนํา bimolecule ตาง ๆ เขาสูเซลลได 
  เมื่อนํา  M-tat oligonucleotide  มาทดลองใหเซลลเม็ดเลือดแดงตัวออน  จากไขกระดูก
หนูธาลัสซีเมีย βIVS II-654   โดยวิธี syringe load พบวามีความเขมขน   5  µM  สามารถทําใหเกิด  correct β-globin 
mRNA ไดประมาณ   90  % (รูปที่  25)  และเมื่อให  M-tat ตอเซลลโดยวิธี  free uptake พบวามีความเขมขน   45 
µM  มี  correct β-globin mRNA ประมาณ   95 %  (รูปที่  25B) เมื่อเปรียบเทียบกับ  morpholino oligonucleotide ที่
ไมได  conjugate กับ  tat peptide ที่สามารถทําใหเกิด  correct mRNA นอยกวา   5  %  แสดงใหเห็นวาการนํา  Tat 
peptide มา  conjugate กับ  morpholino oligonucleotide ทําใหประสิทธิภาพของ  antisense oligonucleotide 
สูงขึ้น 
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รูปท่ี 25  แสดง correct (c)β-globin mRNA ท่ีไดจากการให M-tat oligonucleotide ความเขมขนตาง ๆ ในเซลล
เม็ดเลือดตัวออนจากไขกระดูกหนูธาลัสซีเมียชนิด βIVS II-654 

 
  นอกจากนี้ยังไดทดลองให  M-tat ตอเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดแดง  จากผูปวย  βIVS II-654  /HbE 
โดยวิธี  free uptake พบวาเซลลสามารถสราง  β-globin mRNA  ที่ถูกตอง (รูปที่  26A)  และเปน  β-globin chain 
ท่ีสามารถรวมกับ  β-globin เกิดเปน  Hb A ได (รูปท่ี  26B)  โดยปริมาณ  Hb A ที่สังเคราะหข้ึนไดน้ัน  ข้ึนอยูกับ
ปริมาณของ M-tat oligonucleotide ที่เซลลไดรับ 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 26  แสดง correct β-globin mRNA ทีไดจากการให M-tat oligonucleotide ความเขมขนตาง ๆ เขาไปใน
เซลลตนกําเนดิเม็ดเลือดแดงจากผูปวย βIVS II-654 /HbE  2 ราย โดยวธิี free uptake (A) และปริมาณ Hb A ที่ถูก
สังเคราะหขึ้นจากการที่มี correct β-globin mRNA เพ่ิมขึ้นในเซลลเม็ดเลือดแดง 
  

  ขณะนี้ผูวิจัยกําลังเตรียมการทดสอบ in vivo ให  M-tat oligonucleotide ในหนูธาลัสซีเมีย
ชนิด βIVS II-654 /HbE 

A B
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 3.4.5 การยับยั้งการแสดงออกของอัลฟาโกลบินยีนดวย siRNA 
  เทคนิคอาร เอ็น เอ ไอ เปนเทคนิคในการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดบัอาร เอ็น เอ 
(posttranscription) ถูกนํามาใชในการศกึษาวิจยัในหลากหลายสาขา โดยการสังเคราะหอาร เอ็น เอ สายคู สั้น 
ๆ ประมาณ 20 bp (เรยีกวา small interference RNA หรือ siRNA) ที่มีลําดับเบสคูกับเบส (complementary) ใน 
mRNA สงผลให mRNA เสนนั้นถูกทําลายไปไมสามารถสรางโปรตีนได  การนําเทคนิคอาร เอ็น เอ ไอ มาใช
ยับยั้งการสรางอัลฟาโกลบนิในเมด็เลือดแดงเบตาธาลสัซีเมียเปนอีกแนวทางหนึ่ง ที่ชวยใหเกิดสมดุลระหวาง
สายอัลฟาและเบตาโกลบนิในเม็ดเลือดแดงมากขึ้น ซึ่งจะชวยลดพยาธสิภาพท่ีเกดิกบัเม็ดเลือดแดงอัน
เนื่องมาจากสายอัลฟาโกลบินที่ไมมีคู ทําใหความรุนแรงของการทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงลดลง 
  ในการศึกษานีไ้ดทดลองใช siRNA ตอ α-globin ซึ่งไดรบัความอนุเคราะหจาก Dr. K Muta 
จาก Kyushu University, Fukuoka, ประเทศญี่ปุน ในการยับยั้งการแสดงออกของยนีอัลฟาโกลบนิในระดับ
อาร เอ็น เอ ในเซลลเมด็เลือดแดงตวัออนของคนปกตริะยะ pronormoblast ซ่ึงเปนเซลลเพาะเลี้ยงวันท่ี 6 
(erythroid colony forming cells)  α-globin siRNA ถูกนําเขาเซลล ECFC โดยวธิ ี transfection ดวย 
lipofectamine และศกึษาความเขมขนของ α-globin siRNA และระยะเวลาที่เหมาะสมในการทํางานของ 
siRNA ในเซลลเม็ดเลือดแดงตัวออน โดยใช α-actin siRNA เปน control ตรวจสอบการทํางานของ α-actin 
siRNA โดยนบัจํานวน apoptotic cells ดวย flow cytometry, วัดระดับ mRNA ดวยวธิี RT-PCR และวดัปริมาณ
โกลบินท่ีลดลงดวยวธิี globin-chain analysis และ benzidine staining 
ผลการทดลอง 
  หลังจาก transfected siRNA เขาในเซลล ECFC พบวา siRNA ที่ใชสามารถเขาสูเซลลผาน
ทาง lipofectamine โดยไมทําใหเซลลเกดิ apoptosis เพิ่มขึ้นและ α-globin siRNA ปริมาณ 1ไมโครกรัม 
สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนอัลฟาโกลบิน  การตรวจวดัระดับ mRNA หลังจาก 48 ช่ัวโมง พบระดบั 
α-globin mRNA ลดลง โดยไมลดระดับ β-globin mRNA (รูปท่ี 27A)  แต α-globin siRNA บางชนิดไม
สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนอัลฟาโกลบินได (รูปที่ 27B)  สวนการวดัปริมาณโปรตนีอัลฟาโกลบินที ่
96 ช่ัวโมง พบวาปริมาณโปรตีนโกลบินลดลง แมวาในบางการทดลองลดลงไมชัดเจน (รูปที่ 28)  อยางไรก็
ตาม การตรวจปริมาณฮีโมโกลบินภายในเซลลเม็ดเลือดแดงตวัออนระยะตาง ๆ โดยการยอมดวย benzidine 
พบวามีเซลลทีต่ิดสีลดลงอยางชัดเจน  
  ผลจากการศกึษานี้อาจใชเปนรูปแบบตัวอยาง เพ่ือศึกษาเซลลพยาธิสภาพในเมด็เลือดแดง 
ของอัลฟาธาลสัซีเมีย และนาํไปประยกุตใชเพื่อลดการสรางสายอลัฟาโกลบินในเบตาธาลัสซีเมยี เพื่อลดความ
รุนแรงของโรคที่มีสาเหตุจากสายอัลฟาโกลบินที่ไมมีคูไดตอไป 
 
 



 70

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 27  แสดงผลของ α-globin siRNA ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนอัลฟาโกลบิน (A) การตรวจวดั
ระดับ mRNA  พบวา α-globin siRNA บางชนิด (N2) ไมสามารถยับยัง้การแสดงออกของยีนอัลฟาโกลบินได 
(B) ระดับ α-globin mRNA ลดลง โดยไมลดระดับ β-globin mRNA 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 28  แสดงปริมาณของสายอัลฟาโกลบินท่ีลดลงเมือ่เติม siRNA ยับยั้งการสรางสายอัลฟาโกลบิน ในเซลล
เม็ดเลือดแดงผูปวยเบตาธาลสัซีเมียท่ีเพาะเลี้ยงวันที่ 6 
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 3.5 การสราง Transgenic mice 
  ถึงแมวาโรคธาลัสซีเมียจะพบบอยในประเทศไทยและมผีูปวยจํานวนมาก การศึกษา
ธรรมชาติของโรค (natural history) ทําไดยาก เพราะจะตองใชเวลาติดตามอาการและพยาธวิิทยาของผูปวย
ตอเนื่องเปนเวลานาน ผูปวยธาลัสซีเมียมีหลายชนิดและจะมีอาการมากนอยแตกตางกัน นอกจากนี้ผูปวยที่มี
อาการซีดมากอาจจะตองไดรับเลือดบอย ทําใหการศึกษาพยาธิสภาพทําไมไดหรอืทําไดยาก ในตางประเทศ
นักวจิัยไดพยายามที่จะหาโมเดล (model) สําหรับการศกึษาวิจยั โมเดลที่นักวจิัยกําลังใชกันมากในปจจุบันคือ 
การสราง transgenic mice ที่เปนธาลัสซีเมีย โดยมจีุดมุงหมายที่จะนําหนูธาลัสซีเมียนี้มาศึกษาวิจยัการรักษา
โดยการเปลี่ยนยีน (gene therapy) หรือการใชยาและสารเคมีตาง ๆ เพือ่รักษาอาการที่ผิดปกต ิ
  โครงการวจิัยธาลัสซีเมยี สถาบันวจิัยและพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลยั 
มหิดล ไดรวมมือกับ Dr. Panos Ioanou และ Prof. Robert Williamson จาก Murdoch Institute University of 
Melbourne เมอืงเมลเบอรน ประเทศออสเตรเลยี สรางหนูธาลัสซีเมียท่ีมีการสอดใสยีนทั้งกลุมบน β-globin 
gene cluster ของคนเขาไป โดยยีน β-globin จะเปนยนี β-thalassemia ที่มีการผาเหลาชนิดที่พบบอยในคน
ไทย เชน βE และ β4bp deletion   ขณะนี้ทางโครงการมีหนธูาลัสซีเมียหลายชนิด เชน หนูที่มียีนของหนคูรบทั้ง b1 
และ b2 (βm+/+) แตมียีน β-thalassemia ของคนรวมดวย (HbE transgenic หรือ β4bp transgenic) ซึ่งจะไมมี
ลักษณะผดิปกติเพราะมี endogenous gene ของหนูอยูครบ หรือหนูท่ียีน b1 และ b2 แหวงหายไป (β 
knockout, βm+/-) บนโครโมโซมขางหนึ่ง เรยีกวา heterozygous β knockout mice หรือมียีน βE, β4bp deletion 
รวมกับ β knockout แบบ double heterozygote (HbE-DH, βm+/-βE และ 4 bp-DH, βm+/-β4bp) ซึ่งจะมีลกัษณะ
ผิดปกติตาง ๆ คลายธาลัสซีเมีย ข้ึนอยูกับจาํนวนชดุ (copy) ของ βE-gene วาเปน 2, 4, 6 หรือ 8 ชุด  
 3.5.1 การดูแลและเพาะเลี้ยงหนูเพื่อรักษาสายพันธุ (genotype)  
  ชนิดของหนูธาลัสซีเมียที่ตองการสรางขึ้นเพื่อการวิจยั ทาํโดยใหมีการผสมพันธุระหวางหนู 
transgenic ท่ีมีการสรางขึ้นอยูกอนแลว เชน 
 • β knockout x HbE-transgene จะไดหนูชนิด A. HbE-β knockout (HbE-DH, βm+/-βE) 
 • β knockout x 4bp transgene จะไดหนูชนิด B. 4bp deletion-β knockout  
            (4bp deletion-DH, βm+/-β4bp) 
 • 4bp-DH x HbE-DH  จะไดหนูชนิด A. HbE-DH 
       B. 4bp deletion-DH 
       C. 4bp deletion/HbE-DH (βm+/- β4bpβE) 
       D. rescued 4bp deletion/HbE-β knockout 
           homozygote (βm-/- β4bpβE) 
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  การตรวจสอบชนิดของหนู transgenic ที่เกดิใหมทําไดโดยการตัดหางหนู ขนาดประมาณ 1 
ซม. นํามาสกัด DNA และทาํ multiplex PCR โดยใช primer 3 คู คูแรกจําเพาะตอยีน β-globin ของหนูให PCR 
product 260 bp คูที่สองจําเพาะตอยนี βE-globin ของมนุษยให PCR product 447 bp และ primer คูสุดทาย
จําเพาะกับโครโมโซมหนูทีถู่กแทนที่ดวยยีน HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) ซ่ึงจะให PCR 
product ขนาด 315 bp ผลของ PCR fragment จะบงบอกถงึ genotype ของหนู (รูปท่ี 29)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 29  แสดงผลของ multiplex PCR ท่ีใชแยกชนิดของหนู genotype ตาง ๆ  amplified β-globin จากมนุษยมี
ขนาด 447 bp และ amplified DNA จากหนูปกติมีขนาด 260 bp (แถว 1, 2, 16); amplified DNA จากหนู 
transgenic (βm+/+βE) มีขนาด 260 และ 447 bp (แถว 4, 7, 8, 15); amplified DNA จากหน ู β knockout 
heterozygote (βm+/-) มีขนาด 260 และ 315 bp (แถว 13); amplified DNA จากหนู double heterozygote (βm+/-

βE) มีขนาด 260, 315 และ 447 bp (แถว 3, 5, 6, 9, 11 และ 14) และ amplified DNA จากหนู rescued β 
knockout homozygote (βm-/-βE) มีขนาด 315 และ 447 bp (แถว 10 และ12) 
 
  หนูชนิด B, C, D จะมลีักษณะอาการผิดปกติและหนูชนดิ D มีลักษณะเหมือนคนที่เปนโรค 
β-thalassemia/HbE มากที่สดุ เพราะไมมี endogenous β-globin gene ของหนูเหลืออยู อยางไรกด็หีนูชนิด A, 
B, และ C สามารถนํามาใชศึกษาวจิัยไดดวย  นอกจากนี้โครงการวิจยัธาลัสซีเมียยงัไดรับ transgenic mice ซึ่ง
ยีน β ของหนูขางหนึ่งถูกแทนที่ (knock-in) ดวยยนีธาลัสซีเมีย βIVS II-654, C->T ของมนุษย (βm+/hIVS II-654) จาก 
Professor Ryszard Kole ที่ Lineberger Comprehensive Cancer Center and Department of Pharmacology, 
University of North Carolina, Chapel Hill ประเทศสหรัฐอเมรกิา เพื่อการศึกษาวธิีการรักษาผูปวยดวย 
antisense DNA  ขณะนี้ไดทําการผสมพนัธุกับหนู βE-transgenic เพือ่ผลิตหนูที่มยีีนของมนุษยท้ัง βIVSII-654,C->T 
และ HbE gene (βm+/hIVS II-654 βE) และไดนาํหนูท่ีมี genotype น้ีไปผสมพันธุกับหนู HbE-DH (βm+/- βE) เพ่ือ
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สรางหนู rescued mice ที่มีแตยีนมนุษย βIVSII-654,C->T/βE โดยไมม ีendogenous gene ของหนูเหลืออยู (βm-/hIVSII-

654 βE) 
 3.5.2 การศกึษาวิจยัโดยใชหนูธาลสัซีเมีย 
  คณะผูวจิัยไดแบงเลีย้ง transgenic mice ที่มี genotype ตาง ๆ แยกเปน 2 สวน คือ สวนแรก
สําหรับผลิตหนู genotype ตาง ๆ รวมทั้ง rescued mice และอกีสวนหนึง่นําไปทดลองศึกษาในหัวขอตอไปนี ้
 3.5.2.1 การศกึษาวิจยัธรรมชาติของ transgenic mice ชนิดตาง ๆ (natural history) โดยการศึกษาคา
ทางโลหิตวิทยา: Hb, MCV, MCH, MCHC, %Hb F โดยการใช automatic blood cell counter และการ
วิเคราะหชนิดของฮีโมโกลบนิโดยวิธี hemoglobin electrophoresis และ high performance liquid 
chromatography (HPLC) 
ผลการศึกษา 
  เนื่องจากหนู strain ที่ใชในการวจิัยคือ C57BL/6 และ หนู β-knockout เกิดจากการท่ียีน b1 
และ b2 ของหนูถูกทําใหแหวงหายไปจากโครโมโซมขางหนึ่ง (β knockout heterozygote) ดวยการแทนที่ดวย
ยีน HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase gene) 
              A                                   B                                   C                                      D 
 
  
 
 
             E                                   F                                   G                                      H 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 30  ลกัษณะเมด็เลือดแดงในหนูปกติและหนูที่มลีักษณะของธาลัสซีเมีย (A) หนูปกติ (B) หนู β-
knockout heterozygote (C) หนู knock-in β IVSII-654-heterozygote (D) หนู HbE-βIVSII-654-DH และ (E-H) หนู 
rescued mice ชนิด βm-/- βE ท่ีมี βE-gene จํานวน 4, 6, และ 8 ชุดและหนู rescued mice ชนิด βm-/hIVSII-654 βE  

ตามลําดับ 
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  แมวาหนูจะยังคงมียีน b1 และ b2 ครบบนโครโมโซมขางที่เหลือ หนูจะมีลกัษณะของ
โรคธาลัสซีเมีย คือ มีอาการซีด ตับมามโต พบเหล็กสะสมอยูในตับและมาม จึงเปนโมเดลทีเ่หมาะสมในการ
ศึกษาวจิัย  นอกจากนี ้ พบวาหนูท่ีเปน homozygote จะตายหมดตั้งแตในทองเพราะหนูไมมียนี γ ที่จะสราง 
HbF (α2γ2) ไดเหมือนคน  การสอดใสยีน β-globin ของมนุษยเขาไปในยีนหนู ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
โลหิตวิทยาและพยาธวิิทยาหลายอยางขึ้นอยูกับชนดิและจํานวนชุด (copy) ของยีนที่ถูก transfer เขาไป หนู 
transgenic ชนิด HbE-DH หรือ HbE-βIVSII-654-DH   ซึ่งมียีน β ของหนูบนโครโมโซมขางเดียว แตมี βE ของ
มนุษยอยูดวย จะมีลักษณะของเม็ดเลือดแดง (รูปท่ี 30) และคาทางโลหิตวิทยาเชนเดียวกับหน ู wild type 
(ตารางที ่ 14) แสดงวา βE-gene ของมนุษยท่ี integrate เขาไปในโครโมโซมของหนูสามารถแสดงออก 
(expression) และสรางฮโีมโกลบิน (α2

mβE) ได 
  หนู transgenic ชนิด 4bp deletion-DH หรือหนู βm+/IVSII-654 heterozygote จะมีลักษณะ
เชนเดยีวกับหนู β knockout heterozygote เพราะถงึแมจะมียีน β4bp deletion ของคนหรอืมียีน βIVSII-654 ของคนอยู 
แตยีนนี้ไมสามารถสราง β-globin chain ได หนูจึงมีอาการซดีและมกีารเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดแดง
เชนเดยีวกัน (ตารางที่ 14) 
 

ตารางที่ 14  แสดงคาทางโลหิตวิทยาของหนู transgenic แบบตางๆ  
 

Group n Hb 
g/dl 

HCT 
% 

MCV 
fl 

MCH 
pg 

RDW 
% 

Rbc 
109/ml 

C57/BL6 Wild type  20 15.3 + 1.1 49.4 + 3.0 51.7 + 1.2 15.2 + 1.2 13.6 + 1.3 10.9 + 0.7 
Hb E transgene (βm+/+βE) 2 15.5 + 0.9 50.9 + 0.9 53.3 + 1.4 16.3 + 1.1 16.1 + 1.1 ND 
β knockout heterozygote (βm+/-) 12 8.4 + 0.5 28.5 + 1.1 45.8 + 2.7 13.8+0.6 36.6 + 1.3 5.1 + 0.5 
4bp deletion-DH (βm+/-β4bp)  8.3 + 0.8 ND 42.6 12.4 + 0.7 32.5 + 1.7 ND 
Heterozygous βm+/h IVS II-654 5 8.3 + 0.3 27.6 + 1.0 42.2 + 0.4 12.7 + 0.2 ND 6.5 + 0.3 
HbE-DH (βm+/-βE, E 2 copies) 12 14.7 + 0.7 51.4 + 2.2 50.8 + 0.6 14.8 + 0.3 16.0 + 2.7 10.1 + 0.4 
HbE-DH (βm+/-βE, E 4 copies) 12 15.0 + 1.0 50.2 + 0.7 50.3 + 1.1 14.3 + 0.7 17.1 + 0.5 10.0 + 0.3 
HbE βIVSII-654-DH (βm+/IVSII-654βE) 5 13.7 + 1.0 40.7 + 0.7 45.9 + 1.1 15.2 + 0.7 ND 8.9 + 1.2 
Rescued mice 
•βm-/-βE (E 4 copies) 

 
2 

 
7.8, 6.2 

 
20.4, 22.5 

 
48, 49 

 
18.4, 13.5 

 
38.9, 26 

 
4.25, 4.57 

•βm-/-βE (E 6 copies) 2 14.2, 11.6 45, 38 47, 43 15, 13 20, 20 9.5, 8.9 
•βm-/-βE (E 8 copies) 3 17.7 + 1.4 51.8 + 2.1 45.6 + 3.2 14.4 + 1.2 21.0 + 2.3 12.4 + 2.0 
•βm-/h IVS II-654βE (E 6 copies) 3 13.8 + 0.6 43.9 + 1.9 42.2 + 1.4 13.3 + 0.4 ND 10.4 + 0.7 
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 สวนหนู rescued mice ซึ่งยีนหนูขาดหายไปจากโครโมโซมทั้งสองขางจะมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง
ของเม็ดเลือดแดงและคาทางโลหิตวิทยา ข้ึนอยูกับจํานวนชุดของ βE-gene ของคนที่หนูไดรับ ในการศึกษา
ครั้งนี้พบ rescued mice ที่มี βE-gene 4 ชุด จะยังคงมลีักษณะของโรคธาลัสซีเมียเชนเดียวกับ β knockout 
heterozygote แตหนูที่มี βE-gene ตั้งแต 8 ชุดขึ้นไปจะกลับมีลกัษณะเหมือนหนู wild type แมวาคา MCV และ
คา RDW จะยงัผิดปกติเลก็นอย สวนหนูท่ีมี βE 6 ชุด จะยังคงมีอาการซีดเล็กนอยและมีผลทําใหคาโลหิตวิทยา
ผิดปกติ (ตารางที่ 14, รูปที่ 30) 
 
 3.5.2.2 การศกึษาเกี่ยวกับพยาธิสภาพของหนูธาลสัซีเมีย โดยเฉพาะการเปลีย่นแปลงของอวัยวะตาง 
ๆ ไดแก หัวใจ ตับ มาม เพื่อเปรียบเทียบกับผูปวยธาลัสซีเมยี โดยใช light microscope และ electron 
microscope รวมกับ gross anatomy  ตัวอยางตับ มามและไตไดจากการผาตัดหนูที่ถกูวางยาสลบ แลว fixed ใน
นํ้ายา 10% buffered formalin เมื่อเตรยีม tissue section แลวจึงยอมดวยสี hematoxylin & eosin เพื่อศึกษา
ลักษณะทาง histology รวมกับการยอมดวยสี Prussian blue เพ่ือศึกษาการสะสมของธาตุเหลก็ในเนื้อเยื่อ
เหลานี้ ปริมาณของธาตุเหลก็ในตับวัดโดยวธิีของ Torrance และ Bothwell (Torrance J.D. & Bothwell T.H. A 
simple technique for measuring iron concentrations in formalinised liver samples.  S. African. J. Med. Sci. 
33:9-11, 1968.) 
ผลการศึกษา  
  การเปลีย่นแปลงของอวยัวะ ไดแก ตับ มามและไต เมื่อเปรียบเทียบกบัผูปวยธาลัสซีเมีย โดย
ใช light microscope และ electron microscope รวมกับ gross anatomy พบวาหนูชนิด β knockout 
heterozygote และหน ู rescued mice มีตับขนาดปกตแิตซีด (pale) และมีมามโต (splenomegaly) (ตารางที่ 15, 
รูปที่ 31)  
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 31  ลกัษณะทางกายภาพของอวัยวะตับและขนาดของมามท่ีเก็บจากหนูปกต ิ (WT), หนู β knockout 
heterozygote (BKO) และหนู double heterozygote (DH) 
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ตารางที่ 15  แสดงคาน้ําหนักตัว, น้ําหนักอวัยวะตาง ๆ และปริมาณเหล็กที่สะสมในตับของหนูปกติ, หนู Hb E 
transgene heterozygote, หน ูβ-knockout heterozygote, หนู double heterozygote และ หนู rescued 
 

Weight index (%)  No Age range 
    (day) 

Body wt.* 
(g) Liver wt. Spleen wt. Heart wt. 

Liver Iron*  

Wild type 4 60-108 21.7±2.2 4.9±0.14 0.16±0.12 0.54±0.03 0.33±0.13 
Hb E transgene 16 69-190 22.5±3.4 4.7±0.63 0.46±0.08 0.58±0.07 0.28±0.10 
β-Knockout 16 60-365 23.8±2.9 4.8±0.75 2.07±0.53 0.76±0.09 1.57±0.43 
Double heterozy 9 62-210 21.5±2.3 5.5±0.58 0.32±0.11 0.56±0.07 0.34±0.05 
Rescued  5 154-378 25.7±3.5 5.5±0.51 2.19±0.56 0.88±0.19 2.69±0.73 
      Rescued 1  323 23.7 ND 2.5 0.93 3.48 
      Rescued 2  365 31.3 6.0 1.2 0.86 2.88 
      Rescued 3   378 25.9 4.8 2.6 0.62 1.73 
      Rescued 4  154 22.2 5.8 2.4 0.86 2.65 
      Rescued 5  165 25.3 5.5 2.2 1.15 ND 

 

Body weight (g) and liver iron content (mg Fe/g dry wt) are shown as mean+SD 
Weight index is calculated from actual organ weight/body weight x 100 
 

ก. 
 
 
ข. 
 
 
 

รูปท่ี 32 ภาพถายสไลดช้ินเนื้อมามของหนู (ก) ยอมดวยสี H&E: A, หนูปรกต;ิ B, หนู β knockout 
heterozygote; C, หนู double heterozygote และ R, หนู rescued mice (ข) ยอมดวยส ีPrussian blue staining: 
D, หนูปรกต;ิ E, หนู β knockout heterozygote; F, หนู double heterozygote และ R, หนู rescued mice. 
(กําลังขยาย 40 เทา) 

R

R
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  หนู β knockout heterozygote มี splenic red pulp ในมามขยายกวางทาํใหพบ splenic white 
pulp ยาก (รปูท่ี 32B) พบธาตุเหลก็สะสมเพิ่มขึ้นในตบั ท้ัง hepatocyte (รูปที ่ 33B) และ apical part ของ 
proximal tubular cell ของไต (รูปที่ 33E)  ธาตุเหล็กสะสมจะพบมากยิ่งขึ้นในมามของ rescued mice (รูปที ่
32R) เมื่อยอมเซลลดวยสี H&E และ Prussian blue staining และจะสงัเกตเห็นไดธาตุเหล็กที่สะสมมากยิ่งขึ้น
ในตับของ rescued mice เมื่อยอมเซลลดวยสี Prussian blue staining (รปูที่ 33R) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 33  ภาพถายสไลดช้ินเนื้อตับ (A, B, C, R) และไต (D, E, F) ของหนู transgenic ชนิดตาง ๆ: A และ D, 
หนูปกติ; B และ E, หนู β knockout heterozygote; C และ F, หนู double heterozygote และ R, หนู rescued 
mice (Prussian blue staining, กําลังขยาย 400 เทา) 
 
 3.5.2.3 การศกึษาคณุสมบัติของเม็ดเลือดแดง 
  3.5.2.3.1  การวดัอายุขัยของเม็ดเลือดแดง (red cell life span) ดวยเทคนิค flow cytometry   
ทําโดยการยอมเม็ดเลือดแดงดวยการฉีดสารไบโอติน (sulfo-NHS biotin) ประมาณ 100-200 ไมโครลิตร ผาน
ทางเสนเลือดดําบริเวณปลายหางเขาไป (รูปที่ 34)  เม็ดเลือดแดงที่อยูในหลอดเลือดของหนูทุกเซลลจะถูกติด
ฉลากดวยไบโอติน(biotin) หลังจากนั้นจึงตดิตามเก็บเลือดจากปลายหางของหนูครั้งละประมาณ 2-5 
ไมโครลติร เปนประจําสัปดาหละครั้ง ดวยวิธี tail-vein puncture ซึ่งปรมิาณของเลือดท่ีเก็บมานอยมาก จนไม
มีผลตอปริมาตรเลือดและจาํนวนเม็ดเลือดแดงที่ตดิฉลากในตวัหนูตวัน้ัน  เลือดของหนูที่เก็บไดน้ีนํามาผสม
กับ heparin เพ่ือปองกันการแข็งตวัของเลือด เมื่อเติม streptavidin ซึ่งติดฉลากดวยสารเรืองแสง ท่ีเรยีกวา 
phycoerythrine (PE) streptavidin-PE จะจบักับไบโอติน บนผิวเมด็เลือดแดงไดอยางจําเพาะเจาะจง แลวจึงนํา
เม็ดเลือดแดงเหลานี้ไปวดัสารเรืองแสงดวยเครื่อง Fluorescence Activator Cell Sort (FACS) flow cytometer 
และวเิคราะหผลดวยโปรแกรม CellQuest เพื่อหาเปอรเซ็นตของเม็ดเลือดแดงที่มีไบโอตินและตดิฉลากดวย 

R
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streptavidin-PE โดยใหจํานวนเม็ดเลือดแดงที่มีไบโอตินอยูบนผวิเซลลในขณะทีฉ่ีดสารเปน 100%  คา
เปอรเซ็นตนี้จะลดลงไปเรื่อย ๆ ตามเวลาที่เพิ่มขึ้น  เนื่องจากเซลลเมด็เลือดแดงที่เกาจะคอย ๆ ถกูกาํจัดออกไป
จากระบบไหลเวยีนของเลือด ขณะที่เซลลใหมซึ่งไมมไีบโอตินบนผวิเซลลกถ็ูกสรางขึ้น การวดัอายุขัยของ
เม็ดเลือดแดงจะสิ้นสุด เมื่อพบวาเปอรเซน็ตของเซลลเม็ดเลือดแดงที่มีไบโอตินเทากับใน negative control 
(เมื่อไมไดฉีดไบโอติน) หรอืเทากับศูนย 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 34  การฉีดสารไบโอตนิ (sulfo-NHS biotin) ผานทางเสนเลือดดําบริเวณปลายหางของหนู 
 
ผลการศึกษา 
  จะเห็นวาการสราง chimeric hemoglobin ในหนู rescued มีผลตอลักษณะทางพยาธิวิทยา ทํา
ใหอาการซีดของหนูลดลงเมือ่เปรียบเทียบกับหนู heterozygous β knockout และแสดงวา βE-transgene ของ
คนสามารถแสดงออกไดในหนู  เพื่อที่จะศึกษาคณุสมบัติของเม็ดเลอืดแดงที่มี chimeric hemoglobin ในเซลล 
จึงไดทําการศกึษาอายุขัยของเม็ดเลือดแดง (RBC life span) ซึ่งจะบงบอกถึงความบกพรองในการทําหนาที่
ของเม็ดเลือดแดง 
  จากการทดลองในหนู 6 ชนดิ คือ หนูปกติ (wild-type) หนูธาลัสซีเมยีท่ีมีการแหวงของยีน
เบตาโกลบนิหนึ่งขาง (heterozygous β knockout mice, βm+/-) หนูที่มียีน βIVSII-654   knockin อยูในโครโมโซม
ขางหนึ่ง (βm+/IVSII-654 heterozygote) หรือมี Hb E ดวย (βm+/IVSII-654/βE-DH ) และหนูธาลัสซีเมียที่มีการขาด
หายไปของยีนเบตาโกลบนิทัง้สองขาง แตมี βE-gene (rescued mice, βm-/-βE และ βm-/IVSII-654 βE) อยูดวย  
เนื่องจากหนูท้ังหมดมีพื้นฐานทางพันธุกรรมที่ตางกนั โดยเฉพาะยีนทีเ่กีย่วของกับการสรางฮีโมโกลบินใน
เม็ดเลือดแดง ทําใหคุณสมบัติบางประการของเม็ดเลือดแดงเปลี่ยนไป ซึ่งมีผลตออายุขัยของเม็ดเลือด (รูปที ่
35)  ในหนูปกติอายุขัยของเม็ดเลือดแดงประมาณ 58 วนั หรือครึ่งชีวติของอายุขัย(T1/2) เทากับ 25 วัน หน ู
transgenic ซ่ึงมียีน βE-globin ของคนเขาไปแทรกในพันธุกรรมของหนู มีอายุขัยของเม็ดเลือดแดงประมาณ 56 
วัน หรือครึ่งชวีิตของอายุขัย (T1/2) เทากับ 28 วัน  หนูธาลัสซีเมียทีม่ีการแหวงของยีนเบตาโกลบินหนึ่งขาง 
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(β knockout heterozygote) หรือมียีนβIVSII-654 เขาไปแทนที่ยีน β ของหนูขางหนึ่ง (heterozygousβm+/IVSII-654) 
พบวาอายุขัยของเม็ดเลือดแดงเทากับ  36 วนั หรือครึ่งชวีติของอายุขัย (T1/2) เทากับ  13 วัน ซึ่งลดลงอยาง
ชัดเจนเมื่อเปรยีบเทียบกับหนูปรกติ 
 

ก 
 
 
 
 
 
ข 

 
 

รูปท่ี 35 ก. ผงัการกระจายของเม็ดเลือดแดงจากการวิเคราะหดวย flow cytometry และ ข. กราฟแสดงอายุขัย
ของเม็ดเลือดแดงในหน ู transgenic ชนิดตางๆ หนูปกต ิ (A, E) , หนู β knockout heterozygote (B), หนู 
transgenic, βm+/+/βE (C) และ heterozygote type βm+/IVSII-654 (D)  
 
  สวนหนู double heterozygote ซึ่งมียีน βE รวมกับ β knockout (HbE-DH, βm+/-βE) มีอายุขัย
ของเม็ดเลือดแดงประมาณ 60 วันหรือครึ่งชีวิตของอายุขัย (T1/2) เทากับ 25 วันเชนเดียวกับหนปูรกติ (รูปที ่
36) แตหนู rescued type ซึ่งไมมียีน b1 และ b2 ของหนูอยูในโครโมโซม แมจะมี human βE-globin gene เขา
ไปทํางานแทนที่ได อายุขัยของเม็ดเลือดแดงยังคงลดลงเชนเดียวกับหนูธาลัสซีเมีย β knockout heterozygote 
คือ ประมาณ  34 วัน หรือ ครึ่งชีวติของอายุขัย (T1/2) เทากับ  11 วัน  
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รูปท่ี 36  กราฟแสดงอายขัุยและอายุครึง่ชีวิต (T1/2) ของเม็ดเลือดแดง ในหนูปกติ (wild type), หนู 
heterozygous β knockout (βm+/-), หนู transgenic (βm+/+/βE), หนู double heterozygote (HbE-DH, βm+/-βE) และ
หนู rescued type (βm-/-/βE) 
 
  3.5.2.3.2  การวัด red cell vesicles ในหนูธาลัสซีเมียแบบตาง ๆ  ผูปวยธาลัสซีเมยีโดยเฉพาะ
รายท่ีตดัมามแลวมเีศษเล็กๆของเม็ดเลือดแดง (vesicles) หลุดออกมาในกระแสเลือด (peripheral blood) ผิว
นอกของ vesicle ประกอบไปดวยโมเลกุลท่ีสําคัญ เชน immunoglobulin และ phosphatidylserine (PS) ซึ่ง
โมเลกลุเหลานี้อาจจะไปกระตุนระบบอืน่ ๆ ในรางกาย เชน complement system และระบบการแข็งตัวของ
เลือด ทําใหเกดิความผิดปกติอ่ืนตามมา 
  เนื่องจาก red cell vesicles เหลานี้มีขนาดเล็กกวาเมด็เลือดแดงปกติและอาจมีขนาดเล็ก
เทากับเกร็ดเลอืด (platelet) จึงใชแอนติบอดี้จําเพาะที่ตดิฉลากกับสารเรืองแสงเขาไปจับยึด (binding) กับเซลล 
คือ 

• Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-glycophorin A จะจับกับเม็ดเลือดแดงและ red cell 
vesicles 

• fluorescent isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD41 antibody จะจับกับเซลลเกร็ด
เลือด 

แลวตรวจโดยดูจากขนาดและแอนตเิจนของเม็ดเลือดแดงที่ติดบน vesicle ซ่ึงวิเคราะหไดดวยเครื่อง flow 
cytometer โดยที่ขนาดของ vesicle จะม ีforward light scatter (FSC) และ side light scatter (SSC) ซึ่งใกลเคยีง
กับขนาดของเกรด็เลือด แต vesicle ของเม็ดเลือดแดงและเกร็ดเลือด ซ่ึงอยูเปนกลุมในขนาดเดยีวกันสามารถ
แยกออกจากกนัไดดวย glycophorin A ซึ่งเปนแอนตเิจนที่จําเพาะตอเม็ดเลือดแดงและแอนติเจน CD41a ซึ่ง
จําเพาะตอเกรด็เลือด อัตรารอยละของ vesicle ของเม็ดเลือดแดงสามารถคํานวณไดจากอัตรารอยละของ 
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glycophorin A  เมื่อไดอัตรารอยละก็สามารถคํานวณหาจํานวนสมบูรณ vesicle ของเม็ดเลือดแดง โดยเทียบ
กับจํานวน fluorescent TrueCount bead (Becton Dickinson Biosciences, CA) ซ่ึงใสลงไปพรอมกับเลือด
ตัวอยางโดยทีจ่ํานวน bead ที่ใสลงไปจะทราบจํานวนที่แนนอน เมือ่ทราบทั้งอัตรารอยละ vesicle ของเม็ด
เลือดแดงและอัตราสวนของ bead ในชอง R2 ตอ bead ที่ใสลงไปทั้งหมดก็จะสามารถคํานวณจํานวนสมบรูณ 
vesicle ของเม็ดเลือดแดงได  ตารางที่ 16 แสดงคา reactive oxygen species (ROS) และจํานวน vesicle ของ
เม็ดเลือดแดงในหนูธาลัสซีเมียแบบตาง ๆ พบวาหน ู rescued type มเีม็ดเลือดแดงผดิปกติซึ่งสอดคลองกับคา 
red cell life span ที่สั้นลง แมวาระดับฮีโมโกลบินจะใกลเคียงกับหนูปกติ 
 

ตารางที่ 16  คา reactive oxygen species (ROS) และจํานวน vesicle ของเม็ดเลือดแดงในหนูธาลัสซีเมียแบบ
ตาง ๆ 
 

 
 
  3.5.2.3.3  การวัดอนุมลูอิสระ (reactive oxygen species, ROS) ในหนูธาลัสซีเมียดวยเทคนิค 
flow cytometry–based DCF assay  ผูปวยธาลัสซีเมยีมีภาวะ oxidative stress สูงกวาคนปกต ิ เนื่องจากมีความ
ผิดปกติในการสังเคราะหฮีโมโกลบิน คือ มีการสังเคราะหสายเบตาโกลบินลดลงหรือไมมีการสังเคราะหเลย 
ทําใหมีสายอัลฟาโกลบินมากเกินและไมเสถียร เม็ดเลือดแดงอายุสัน้แตกงายและมีภาวะที่มีเหลก็เกินจึงเกิด
อนุมูลอิสระ โดยผานทางปฏกิิรยิา Fenton ไดงาย  การตรวจวดัอนุมลูอิสระทําไดโดยนําเซลลเมด็เลือดแดงมา
เติมสาร dichlorofluoresceine diacetate (DCFH-DA) ใหมีความเขมขนสุดทาย  0.4 mm แลวอุนนาน  15 นาทีที ่
370C  สาร DCFH-DA ท่ีซึมผานผนังเซลลเม็ดเลือดแดงเขาไป จะถูกตดัเอาหมู diacetate ที่ปลายออกดวย
เอ็นไซม esterase ในเซลลเกดิเปนสาร DCFH ซ่ึงเมื่อทําปฏิกริิยากับ ROS ภายในเซลล โดยมี H2O2 ที่เติมลงไป
เปนตัวกระตุน จะเปลีย่นเปนสาร DCF ซ่ึงจะใหสารเรอืงแสงสีเขียว จึงตรวจวัดปริมาณไดดวยเครื่อง flow 
cytometer 
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ผลการทดลอง 
  พบวาเม็ดเลือดแดงหนธูาลสัซีเมียทั้งชนดิ β knockout heterozygote และหนู rescued type มี
ภาวะ oxidative stress สูงกวาหนูปกติ ซึ่งอาจจะอธิบายผลที่พบวาหนู rescued type มีคา red cell life span สั้น
ลง (รูป 37) 
 
 
 
 
 
 
 
                    WT(10)     TG(8)     BKO(13)        DH(7)        R(5)   
 

รูปท่ี 37  แสดงผลการวดั reactive oxygen species (ROS) ในเม็ดเลือดแดงโดยวิธ ี 2', 7'-dichloro-fluorescien 
(DCF) assay ในหนูปกติ (WT), หนู transgenic (TG, βm+/+/βE), หนู heterozygous β knockout (BKO, βm+/-), 
หนู double heterozygote (HbE-DH, βm+/-βE) และหนู rescued type (R, βm-/-/βE) 
 

 3.6 ความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน UDP-glucuronosyltransferase (UGT1A) และ
เภสัชจลนศาสตรของยา พาราเซตามอล ในผูปวยธาลัสซีเมีย 
  ผลจากความผดิปกติในการสังเคราะหฮีโมโกลบิน ทําใหเม็ดเลือดแดงขาดความยดืหยุนและ
มีความแข็งตวัเพิ่มขึ้น เมด็เลอืดเหลานี้จะถกูทําลายโดย reticuloendothelium system โดยเฉพาะทีม่าม จึงมัก
พบวาผูปวยมมีามโต ในรายที่มีอาการซีดเรื้อรังเมด็เลอืดแดงทีผ่ิดปกติจะถูกยอยสลายไป บิลริบูินและธาตุ
เหล็กจะถกูเกบ็สะสมไว ทําใหพบภาวะเหล็กเกนิและดีซานในผูปวยธาลัสซีเมีย ธาตุเหล็กบางสวนจะถกู
สะสมที่อวัยวะตาง ๆ เชน ตับ  การท่ีผูปวยตองไดรับเลือดบอย ๆ ทําใหมีภาวะเสี่ยงท่ีจะไดรับเชื้อไวรัสตับ
อักเสบ สงผลกระทบตอการทํางานของตับท่ีเปนอวยัวะสาํคัญ ในการกาํจัดการออกฤทธิ์ของยาหรือสารอื่นที่
เขาสูรางกาย การสะสมของธาตุเหลก็และอนุมูลอิสระที่เพ่ิมขึ้นอยางมาก จะกระทบตอการทํางานของอวัยวะ
ตาง ๆ เชน หลอดเลือดมีการแข็งตวั (atherosclerosis) ทําใหเลือดไปเลี้ยงหัวใจไดนอย การบีบตวัของหัวใจ
ลดลงสงผลใหปริมาณเลือดทีถู่กบีบออกจากหัวใจลดลง (cardiac output) เลือดไปเลี้ยงตับลดลง (hepatic 
blood flow) ไตลดการกรองและการขับของเสียออกนอกรางกาย ซึ่งพยาธิสภาพทั้งหมดนี้ลวนแตมผีลกระทบ
ตอเภสัชจลนศาสตรของยา (pharmacokinetics) ซึ่งรวมถงึการทีย่าถกูดดูซึม การกระจาย การเปลีย่นแปลงและ
การถูกกําจัดยาออกนอกรางกาย 
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  บิลิรูบนิที่เกดิจากการสลายตัวของเม็ดเลือดแดง จะจับกับโปรตีนในพลาสมาและถกูนําไปที่
ตับเพื่อทําปฏกิิรยิากับ uridine diphosphate (UDP) ผานกระบวนการ glucuronidation โดยเอ็นไซม UDP-
glucuronsyltransferase (UGTs) ไดสารประกอบที่ละลายน้ําดีข้ึน จากนั้นจึงถูกขับออกทางปสสาวะและน้ําด ี
บิลิรูบนิในเลือดในระดับที่เหมาะสมมีคุณสมบัติตานอนุมลูอิสระ แตถามรีะดับสูงเกินไปในเลือดผูปวยจะมี
อาการตวัเหลอืง ตาเหลืองและสงผลใหเกิดอันตรายตอสมองได (encephalopathy) นอกจากนี้ยังพบวาผูปวย
มักมีแนวโนมเปนโรคนิว่ในถุงน้ําดแีละทอนํ้าดรีวมดวย 
  เนื่องจากผูปวย β-thalassemia/HbE จําเปนตองใชยาหลายชนิดในการรกัษาและบรรเทา
อาการตาง ๆ เชน ยาขับเหลก็สวนเกิน ยาทางระบบหวัใจและหลอดเลอืด ยาปฏิชีวนะ ยาแกปวด เปนตน  ยา
ดังกลาวนี้มกัถกูเปลีย่นแปลงเพื่อกําจดัยาใหหมดฤทธิ์และขับออกจากรางกายตอไป ดวยกระบวนการ 
glucuronidation โดยเอ็นไซม UDP-glucuronosyltransferase (UGTs) เชนเดยีวกัน แตธรรมชาติของเอ็นไซม
ชุดนี้มีความหลากหลายทางพันธกุรรม (genetic polymorphisms) คอนขางสูง ในผูปวยที่มีภาวะบิลิรูบนิใน
เลือดสูง (hyperbilirubinemia) เชน ผูปวย Gilbert’s syndrome เอ็นไซมที่กําจัดบลิริูบินคือ UDP-
glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1) ทําหนาท่ีลดลง เนื่องจากยีนท่ีควบคุมการสรางเอ็นไซมมีการเปลี่ยน
จํานวนซ้ําของ TA (TA repeats) ที่ promoter ของยนี UGT1A1 (รูปที่38)  การศึกษาตอมาพบวาความ
หลากหลายของยีนท่ีควบคุมการสรางเอ็นไซม UGT1A1 มีความเกี่ยวของกับความหลากหลายของยีนที่
ควบคุมการสรางเอ็นไซม UGT1A ในรูปอ่ืน (isoform) ดวย เชน UGT1A6 ซึ่งเปนเอ็นไซมที่มีความสําคัญใน
การเปลีย่นแปลงสารและยาหลายชนิด เชน ยาพาราเซตามอลและยาที่มีโครงสรางแบบฟนอล เปนตน และ
ความผดิปกตดิังกลาวมกัพบบริเวณ coding region ของ UGT1A6 (T181A, R184S)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 38 แผนที่ของยีน UGT1A1 แสดงจาํนวนซ้ําของ TA (TA repeats) ที่ promoter ของยีน UGT1A1 
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  ในประเทศไทยยังไมมีการศกึษาเภสัชจลนศาสตรของยาที่ใชบอย ในผูปวยธาลัสซีเมียอยางมี
ระบบ แพทยและบุคคลากรทางการแพทย ใชแบบแผนการใหยาในผูปวยธาลัสซีเมียเชนเดียวกับคนไขอ่ืน ๆ 
ซึ่งอาจทําใหการรักษาไมเกดิประสิทธิผลเทาท่ีควร  คณะผูวจิัยรวมกับ ดร.อุดม จันทรารักษศรี ภาควิชาเภสัช
ศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล จงึไดเริ่มทําการศึกษา เพื่อหาขอมูลเบ้ืองตนทางเภสัช
จลนศาสตรในผูปวยธาลัสซีเมีย โดยใชยาสามัญประจําบาน เชน พาราเซตามอล เปนยาตนแบบควบคูไปกับ
การตดิตามระดับบิลริูบินในเลือด (endogenous substrate) 
วิธกีารศึกษา 
  โดยการเลือกผูปวยที่มีความรุนแรงของโรคใกลเคยีงกนั อาย ุ 18-45 ป และตองไมมีประวัติ
ไดรับเลือดหรอืไดรับมาแลวมากกวา 3 เดือน ไมเปนโรคหัวใจ เบาหวาน แผลในกระเพาะอาหาร เปนตน 
จากนั้นใหผูปวยธาลัสซีเมียและอาสาสมัครสุขภาพดี 10 ราย รับประทานยาพาราเซตามอลขนาด 1 กรัม และ
เจาะเลือดตามเวลาตาง ๆ กนั เปนระยะเวลา 4-5 เทาของคาครึ่งชีวิตของยา และนําตัวอยางเลือดมาตรวจวดั
ระดับยาและเมตาโบไลทของยา 
ผลการศึกษา 
  ขอมูลเบ้ืองตนชี้ใหเห็นวาปรมิาณ ยาพาราเซตามอล ในพลาสมา (area under concentration 
time curve; AUC) ในผูปวยมีปริมาณต่ํากวาในอาสาสมคัรสุขภาพดีอยางมีนัยสําคญั ขณะที่เมตาโบไลททีผ่าน
ทางปฏิกริิยา glucuronidation ในผูปวยมปีริมาณต่ํากวาในอาสาสมัครสุขภาพดีอยางมีนัยสําคัญเชนกัน (รูปที่
39) ระดับยาที่ต่ําในผูปวยนาจะเกิดจากการเปลีย่นแปลงยาไดเร็วข้ึนผานทางปฏิกริยิา glucuronidation (รูปที่
40)  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 39 curve แสดงคาความเขมขนของยา พาราเซตามอล (mean+SEM) ในอาสาสมัครปกติ (A) และผูปวย
ธาลัสซีเมยี 10 ราย (B) 
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รูปท่ี 40 curve แสดงความเขมขนของ paracetamol-glucuronide (mean+SEM) ในอาสาสมัครปกติ (A) และ
ผูปวยธาลัสซีเมีย 10 ราย (B) 
 
  คณะผูวจิัยจึงไดพยายามสืบหาปจจัยท่ีทําใหมีการเปลี่ยนแปลง AUC ของยาและเมตาโบไลท
ของยาพาราเซตามอลในผูปวย รวมถึงปจจัยดานพนัธกุรรมที่ควบคุมการสรางเอน็ไซม UGTs เมื่อตรวจหา 
genetic polymorphisms ของ UGT1A1 และ UGT 1A6 และนํามาวิเคราะหอิทธิพลของ genetic poly-
morphisms ของเอ็นไซม UGT1A1 และ UGT 1A6 ท่ีสงผลกระทบตอเภสัชจลนศาสตร ผลการทดลอง พบวา  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 40 curve แสดงคาความเขมขนของยา พาราเซตามอล (mean+SEM) แยกตาม genetic polymorphisms 
ของ UGT1A1 และ UGT 1A6 ในอาสาสมัครปกติ (A) และผูปวยธาลัสซีเมีย (B) 
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ความหลากหลายของยีนที่ควบคุมการสราง UGTs สงผลใหมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณยาพาราเซตามอล 
ในพลาสมาและเมตาโบไลทที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงยาผานทางปฏิกริยิา glucuronidation ทั้งในผูปวยและ
อาสาสมัครสุขภาพดีอยางมนีัยสําคัญ (รูปท่ี 41, 42) และ genetic polymorphism ของ UGT1A1 และ UGT1A6 
มีแนวโนมของการสงผลกระทบตอกระบวนการเปลีย่นแปลงยาในระดับท่ีแตกตางกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 41 curve แสดงความเขมขนของ paracetamol-glucuronide (mean+SEM) แยกตาม genetic 
polymorphisms ของ UGT1A1 และ UGT 1A6ในอาสาสมัครปกติ (A) และผูปวยธาลัสซีเมยี (B) 
 

 3.7. การผลติแอนติบอด้ีเพือ่งานวจิัยและวินจิฉยัโรคธาลัสซีเมีย 
  การศกึษาครั้งนี้ มีวตัถุประสงคเพื่อที่จะผลิตแอนติบอดี้ตอฮีโมโกลบินชนิดตาง ๆ และ 
พัฒนาเปนชดุตรวจเพื่อวินิจฉัยโรคธาลัสซเีมีย จึงไดรวมกับ ศ.มรว.ชิษณุสรร  สวัสดิวัฒน คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัมหิดล และ ศ.วัชระ  กสินฤกษ คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลยัเชียงใหม ในการศึกษาวจิยั 
ผลการศึกษาวจิัยท่ีไดดําเนนิการไปแลว มีดังนี ้
  3.7.1 การเตรยีม hemoglobin และ globin chain ชนิดตาง ๆ ไดแก Hb A, Hb A2, α-globin 
chain และ β-globin chain (จากเลือดของคนปกติ), Hb F และ γ-globin chain (จากเลือดของผูปวยเบตา-ธาลัส
ซีเมีย) และ Hb Bart’s (จากเลือดของผูปวยโรค Hb Bart’s hydrops fetalis) ไดสําเรจ็ และทําใหบริสุทธิ์โดย
วิธกีารทางชีวเคมี ไดแก isoelectric focusing, cellulose acetate electrophoresis, high pressure liquid 
chromatography (HPLC) และ ion exchange chromatography ซึ่งตรวจสอบความบริสุทธิ์ไดดวยวธิี amino 
acid sequencing และ mass spectrophotometry  หลังจากนั้น hemoglobin และ globin chain ที่ไดถกูนําไปฉีด
เขาไปในสัตวทดลอง เพื่อใชเปนแอนตเิจนกระตุนใหเกดิการผลิตแอนติบอดี้ในสัตวทดลอง hemoglobin และ 
globin chain ท่ีเหลือสามารถเก็บไวใชตรวจสอบความจาํเพาะของแอนติบอดี้ที่ผลิตไดตอไป 
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  3.7.2 การใช IgY technology ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี้ตอ Hb Bart’s, Hb F, α-globin 
และ ξ-globin โดยการฉีด Hb Bart’s, Hb F, α-globin และ ξ-globin เขาไปในกลามเนื้อหนาอกของแมไก เก็บ
ซีรัมและไขไก เพื่อศึกษาการสรางแอนติบอดี้ โดยการแยก IgY ออกจาก egg yolk ดวยวิธี water dilution และ 
sodium phosphate precipitation และศึกษาการตรวจสอบแอนติบอดี้โดยวิธี indirect ELISA โดยใช 
hemoglobin และ globin chain ชนิดตาง ๆ เปนแอนตเิจน ผลการทดลองพบวา IgY technology สามารถผลิต
โพลีโคลนอลแอนติบอดี้ ตอ Hb Bart’s และ Hb F ไดจากไขไกของแมไกที่ฉีดกระตุนดวย Hb Bart’s และ Hb 
F  แตพบ cross-reactivity เนือ่งจากทั้ง Hb Bart’s และ Hb F มีสวนประกอบของ γ-globin chain (ตารางที่ 17) 
สําหรับแมไกที่ฉีดดวย α-globin และ ξ-globin พบแอนติบอดี้ในระดับต่ําและแอนติบอดี้เกดิขึ้นไดชา เมื่อ
เปรยีบเทียบกบัการฉีด Hb Bart’s และ Hb F ซึ่งอาจเกิดจากการขาดคณุสมบัติของ immunogen ท่ีดี 
  ผูวจิัยไดนําเอา IgY แอนติบอดีท้ี่ผลิตได มาพัฒนาวธิีการตรวจวนิิจฉัยธาลัสซีเมยีโดยวิธี 
direct ELISA ผลการทดลองพบวาสามารถตรวจแยกผูปวย α-thalassemia บางชนิด ไดแก ผูปวยทีเ่ปน Hb H 
disease, Hb H/CS ที่มีระดับของ Hb Bart’s สูงกวาปกตแิละผูปวยเบตาธาลัสซีเมยีทีม่ีระดับของ Hb F สูงกวา
ปกต ิไดแก ผูปวยที่เปน β-thalassemia/HbE และ β thalassemia major ออกจากคนปกติได  
  สําหรับการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอ ξ-globin เพ่ือวินิจฉัย α-thalassemia 1 ทําได
โดยการฉีดหนูดวย ξ-globin ใน route ตาง ๆ และศึกษาการตอบสนองการสรางแอนติบอดีโ้ดยวธิี ELISA 
จากนั้นนํา spleen cells ของหนูที่มีการสรางแอนติบอดี้มาเชื่อมตอกับ myeloma cells โดยวธิ ี hybridoma 
technique  ผูวิจัยสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี้ ไดจํานวน 8 clones โดยพบวาโมโนโคลนอลแอนติ
บอดี้ท้ังหมดไมจําเพาะตอ ξ-globin เทานัน้ แตทําปฏกิิรยิาไดกับ Hb A, Hb A2, Hb F, Hb Bart’s, α-globin, β-
globin, γ-globin, adult lysate, normal cord lysate และ Hb Bart’s hydrops fetalis lysate ดวยเชนกนั จึงจะตอง
ทําการแยกโปรตีนอ่ืน ๆ ออกไปเพื่อจะไดแอนติบอดี้ตอ ξ-globin ท่ีบรสิุทธิ์และจําเพาะกับ α-thalassemia 1 
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ตารางที่ 17  indirect ELISA แสดงผลบวกของ anti-Hb Bart’s IgY antibodies ซ่ึงจําเพาะตอ γ globin chain ใน
คนปกติ พาหะธาลัสซีเมียและผูปวยธาลัสซีเมียชนิดตาง ๆ 
 

            Subjects   Total cases Positive cases (n) (%) 
Normal subjects 
Normal hemoglobin   98   4 (4.1 %) 
α-thalassemia cases 
:Disease 
Hb H-CS    16   16 (100 %) 
Hb H disease    31   19 (61.3 %) 
EA Bart’s    4   4 (100 %) 
CS EA Bart’s    5   5 (100 %) 
CS EF Bart’s    1   1 (100 %) 
Homozygous Hb CS   4   1 (25 %) 
Bart’s hydrops fetalis   3   3 (100 %) 
:Non-disease 
Homozygous α-thal 2   5   1 (20 %) 
Heterozygous α-thal 2   4   0 (0 %) 
Heterozygous α-thal-1   57   5 (8.8 %) 
Heterozygous Hb CS   8   0 (0%) 
β-thalassemia 
:Disease 
β-thalassemia/Hb E   27   27 (100 %) 
Homozygous β-thal   1   1 (100 %) 
:non-disease 
Heterozygous β-thal   39   15 (38.5 %) 
Homozygous Hb E   18   15 (83 %) 
Heterozygous Hb E   25   3 (12 %) 
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4. ผลผลิตจากกลุมวจิัย 
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   Munkongdee1, Kanjana Vichittumaros1, Pornpan Sirankapracha1, Noppadol  
   Siritanaratkul2, Tanyachai Sura3, Ampaiwan Chuansumrit3, Issarang  
   Nuchprayoon4, Saranya Suwansings5, Somchai Intarasiripong6, Ken Abel7,  
   Andreas Braun7 

 สังกัด  1Thalassemia Research Centre, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development, 2Faculty of Medicine Siriraj Hospital, 3  Faculty of 
   Medicine Ramathibodi Hospital, Mahidol University, 4Faculty of Medicine  
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   Chulalongkorn University, 5Chiangrai Pachanukraw Hospital, 6 Maharaj  
   Nakornrajchasima Hospital, Thailand 7  SRQUENOM, Inc., San Diego, CA. 
2. การประชุม: 9th International Conference on Thalassemia and Hemoglobinopathies. Palermo, 
   Italy, October 15-19, 2003. 
 ช่ือเรื่อง:  Expression of βE  -and γ-globin  genes in infants heterozygous for hemoglobin E 
 ช่ือนักวิจัย: Pranee Winichagoon-Fucharoen1, Kanjana Vichittumaros1, Pattanee  
   Winichagoon2, Chureeporn Chitchumroonchokechai2, Suthat Fucharoen1         
 สังกัด:  1Thalassemia Research Centre, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development 2Institute of Nutrition, Mahidol University, 
   Salaya, Nakornpathom 73170, Thailand. 
3. การประชุม: 9th International Conference on Thalassemia and Hemoglobinopathies. Palermo, 
   Italy, October 15-19, 2003. 
 ช่ือเรื่อง:  Humanised mouse models for β-thalassemia /HBE disease  
 ช่ือนักวิจัย Duangporn Jamsai1,2, Faten Zaibak1, Jim Vadolas1, Suthat Fucharoen2, Robert 
   Williamson2 and Panos Loannou1,* 

 สังกัด:  1Murdoch Childrens Research Institute, Royal Childern’s Hospital, Parkeville, 
   Victoria 3052, Australia  2Thalassemia Research Centre, Institute of Science and 
   Technology and Institute of Molecular Biology and Genetics, Mahidol University, 
   Nakornpathom 73170, Thailand 
4. การประชุม: 9th International Conference on Thalassemia and Hemoglobinopathies. Palermo, 
   Italy, October 15-19, 2003. 
 ช่ือเรื่อง:  Efficacy of curcumin in the in vitro removal of non transferring-bound iron  
   (NTBI) in thalassemic serum.  
 ช่ือนักวจิัย: Somdet Srichairatanakool1, Cholthida Thephinlap1,  Chada Phisalaphong2  and  

   Suthat Fucharoen3 
 สังกัด:  1Departmen of Biochemistry, Faculty of Medicine, Chiang Mai University, 
   2 Thai Government Pharmaceutical Organization and 3Thalassemia Research 
   Center, Institute of Science and Technology for Research and Development, 
   Mahidol University, Nakornpathom, Thailand 
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5. การประชุม: Genetics and Population Health. Western Australia, August 8-10, 2004; 
 ช่ือเรื่อง:  Thalassemia genotype-phenotype correlations 
 ช่ือนักวจิัย: *Fucharoen S, Winichagoon P, Sripichai O, Kumkhaek C, Munkongdee T,  
   Vichittumaros K, Sirankapracha P. 

 สังกัด:  Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development, Mahidol University, Salaya, Thailand 
6. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics.  Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Disease modifier genes in thalassemia.  
 ช่ือนักวจิัย: Fucharoen S1, Winichagoon P1, Sripichai O1, Kumkhaek C1, Whitacre J2, Abel K2, 
   Braun A2 
 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
   2 SEQUENOM,Inc., San Diego, USA. 
7. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics.  Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  In vivo repair of incorrectly spliced β-globin mRNA restores hemoglobin  
   synthesis in IVSII-654 β-thalassemic mouse. 
 ช่ือนักวจิัย: Svasti S1, Fucharoen S1, Fucharoen P 1, Kole R2 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand  
   2 Lineberger Comprehensive Cancer Center, University  
8. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics.  Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Development of an HPFH-specific assay for HbF inducers  
 ช่ือนักวจิัย: Louthai P1, 2, Vadolas J2, Wardan H2, Winichagoon P1, Svasti J3, Ioannou P2, 
   Fucharoen S1. 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
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   2CAGT Research Group, Murdoch Children’s Research Institute, Royal  
   Children’s Hospital, Flemington Road, Melbourne, VIC 3052, Australia 
   3 Departments of Biochemistry, Mahidol University, Bangkok, Thailand 
9. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics. Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Molecular mechanism of HbF enhancing in Southeast Asian HPFH 
 ช่ือนักวจิัย: Changsri Kh1, Winichagoon P1, Fucharoen S1. 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
10. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics. Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Genetic factors affecting clinical severity in β-thalassemia/HBE disease 
 ช่ือนักวจิัย: Kumkhaek C1, Sripichai O1, Munkongdee T1, Vichittumaros K1, Sirankapracha P1, 
   Winichagoon P1, Fucharoen S1. 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
11. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics. Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Frequent co-occurrence of UDP-glucuronosyl-transferase 1A1 and 1A6  
   polymorphisms in Thai beta-thalassemia/HbE and African-American sickle  
   cell anemia patients 
 ช่ือนักวจิัย: Jeeranut Sawattep2, Thad Howard3, Noppawan Phumala Morales2,  
   Yupin Sanvarinde2, Pranee Fucharoen1, Suthat Fucharoen1, Udom Chantharaksri2,  
   Russell E Ware3 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
   2 Department of Pharmacology, Faculty of Science, Mahidol University,  
   3 Division of Hematology, St.Jude Children’s Research Hospital, Memphis, TN, 
   United States, 38105. 
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12. การประชุม: 5th Human Genetics Organization (HUGO) Pacific Meeting & 6th Asia-Pacific 
   Conference on Human Genetics. Biopolis, Singapore, November 17-20, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Pathophysiologic changes in a murine model of beta-thalassemia: human  
   hemoglobin E transgene integration 
 ช่ือนักวจิัย: Bundit Wannasuphaphol1,2, Wantana Khongnium1, Worakawee Chumworathayee1, 
   Malee Warnnisson4, Ruchaneekorn Kalpravidh2, Kovit Pattanapunyasat4,  
   Duangporn Jamsai1,5, Panos A. Ioannou5, Frans A. Kuypers6, Yvonne A. Van 
   Gessel7, Pranee Winichagoon1, Suthat Fucharoen1. 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
   2Biochemistry Department, 3 Development of Pathology and 4Development of 
   Immunology, Faculty of Medicine Siriraj Hospital Mahidol University, 
   Interdisciplinary Graduate Program in Genetic Engineering, Kasetsart University,  
   5 CAGT Research Group, The Murdoch Children’s Research Institute, Royal 
   Children’s Hospital, Victoria, Australia 
   6Children’s Hospital Oakland Research Institute CA USA. 
   7United States Army Medical Component. Armed Forces Research Institute of 
   Medical Sciences Thailand 
13. การประชุม: 46th American Society of Hematology Annual Meeting and Exposition. 
   San Diego USA, December 4-7, 2004. 
 ช่ือเรื่อง:  Disease modifier genes in thalassemia. 
 ช่ือนักวจิัย: Suthat Fucharoen1, Pranee Winichagoon1, Orapan Sripichai1,  
   Chutima Kumkhaek1, Thongperm Munkongdee1, Kanjana Vichittumaros1,  
   Pornpan Sirankapracha1, Johanna Whitacre2, Ken Abel, Andreas Braun2 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
   2 SEQUENOM, Inc., San Diego, USA. 
14. การประชุม: 46th American Society of Hematology Annual Meeting and Exposition. 
   San Diego USA, December 4-7, 2004. 
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 ช่ือเรื่อง:             Genome-wide SNP association study for genetic modifiers of β0-thalassemia/Hb E. 
 ช่ือนักวจิัย: Kenneth Abel1, Johanna Whitacre1, Qianli Ma1, Vach Angkachatchai1, 
   Orapan Sripichai2, Pranee Fucharoen2, Lindsay Farrer3, Suthat Fucharoen2, 
   Andreas Braun1 
 สังกัด:   1 SEQUENOM, Inc., San Diego, USA. 
   2Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
   3Department of Medicine and Genetics and Genomics, School of Medicine,  
   Boston University, Boston, MA, 
15. การประชุม: Fourth World Conference of the International Coenzyme Q10 Association, January 
   26, 2005; The Beverly Hilton. 
 ช่ือเรื่อง:  Oxidative stress and the antioxidant activity of coenzyme Q10 in β-thalassemia/Hb 
   E patients. 
 ช่ือนักวจิัย: Ruchaneekorn W. Kalpravidh1, Angkana Wichit1, Siritanaratkul N2, Fucharoen S3 
 สังกัด:   1Department of Biochemistry, Mahidol University. 
   2Department of Medicine, Faculty of Medicine Siriraj Hospital. 
   3Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
16. การประชุม: Eighth Cooley’s anemia Symposium, March 17-19, 2005; USA. 
 ช่ือเรื่อง:  Genetic analysis of candidate modifier polymorphisms in beta-thalassemia/Hb E 
   patients. 
 ช่ือนักวจิัย: Orapan Sripichai1, Johanna Whitacre2, Thongperm Munkongdee1, Chutima  
   Khumkhaek1, Ken Abel2, Andreas Braun2, Winichagoon P2, Fucharoen S1 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand. 
   2SEQUENOM, Inc., San Diego, CA, USA. 
17. การประชุม: Eighth Cooley’s anemia Symposium, March 17-19, 2005; USA. 
 ช่ือเรื่อง:  Rescued mice with Hb E transgene developed pathologic changes similar to  
   human β-thalassemia disease. 
 ช่ือนักวจิัย: Bundit Wannasuphaphol1, Kovit Pattanapunyasat2, Panos A. Ioannou3, 
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   Pranee Winichagoon-Fucharoen1, Suthat Fucharoen1 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University 
   2Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University,  
   3CAGT Research Group, The Murdoch Childrens Research Institute, Victoria, 
   Australia. 
18. การประชุม: 15th International Conference on Oral Chelation in the Treatment of Thalassemia 
   and other Diseases.  April 22-26, 2005.  Taiwan. 
 ช่ือเรื่อง:  Iron-chelating and free-radical scavenging activities of curcumin and green tea 
   catechins in iron-loaded conditions. 
 ช่ือนักวจิัย: Somdet Srichairatanakool1, Sakaewan Ounjiaiean1, Chonthida Tephinlap1,  
   Wachiraporn Tipsuwan1, Udompun Khansuwan1, Chada Phisalpong2, 
   Suthat Fucharoen3. 
 สังกัด:   1Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Chiang Mai University,  
   2Government Pharmaceutical Organization, Bangkok, 
   3Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Nakhornpathom, Thailand 
 
 4.3 การนําเสนอผลงานในที่ประชุมภายในประเทศ 
1. การประชุม: การประชุมสัมมนาวิชาการธาลัสซีเมียแหงชาติครั้งที่ 9 กรุงเทพมหานคร  
  18-19 มิถุนายน 2546 
 ช่ือเรื่อง: β- and α-thalassemia mutations in β-thalassemia/Hb E patients in Chiang Rai and 
  Koraj 
 ช่ือนักวจิัย Orapan Sripichai1, 2, Thongperm Munkongdee2, Kanjana Vichittumaros2,  
   Pranee Winichagoon2, Saranya Suwansings3, Somchai Intarasiripong4,  
   Nittaya Visanuyothin4, Suthat Fucharoen2,  
 สังกัด:  1Department of Biochemistry, Faculty of Science and 
  2Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research  
  and Development, Mahidol University,  
  3Chiangrai Prachanukraw Hospital and 4Maharaj Nakornrajchasima Hospital 
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2. การประชุม: การประชุมสัมมนาวิชาการธาลัสซีเมียแหงชาติครั้งที่ 9 กรุงเทพมหานคร  
  18-19 มิถุนายน 2546 
 ช่ือเรื่อง: Nonheme iron, platelet factor 3 like activity, and red blood cell vesicles in  
  β-thalassemia/Hb E patients treated with curcumin  
 ช่ือนักวิจัย Ruchaneekorn W. Kalpravidh, Orn-uma Sroijit, Noppadol Siritanaratkul,  
  Nisarat Opartkiattikul, Kovit Pattanapanyasat, Chada Phisalaphong, Suthat  
  Fucharoen. 
 สังกัด:  Department of Biochemistry, Department of Medicine, Department of  
  Clinical pathology, Office for research and Development, Faculty of  
  Medicine Siriraj Hospital, The Government Pharmaceutical Organization, 
  Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for  
  Research and Development, Mahidol University, Thailand 
3. การประชุม: การประชุมวิชาการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ครั้งที่ 29  
  มหาวิทยาลัยขอนแกน 20-22 ตุลาคม 2546 
 ช่ือเรื่อง: Production of anti-hemoglobin Bart’s antibody for thalassemia diagnosis from  
  chicken egg. 
 ช่ือนักวิจัย Jintaridth P, Kalpravidh RW, Srisomsap C, Fucharoen S, Svasti J, Kasinrerk W. 
 สังกัด:  Department of Biochemistry, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol  
  University, Laboratory of Biochemistry, Chulabhorn Research Institute,  
  Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research  
  and Development, Mahidol University. 
4. การประชุม: 10th ASEAN Conference in Medical Laboratory Technology. Chiang Mai  
  April 26-30, 2004 
 ช่ือเรื่อง:  Prevention and control of thalassemia in the post-genomic era. 
 ช่ือนักวิจัย Suthat Fucharoen, Pranee Fucharoen 
 สังกัด:  Thalassemia Research Centre, Institute of Science and Technology for Research 
   And Development, Mahidol University 
5.  การประชุม: 10th ASEAN Conference in Medical Laboratory Technology. Chiang Mai  
  April 26-30, 2004 
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 ช่ือเรื่อง:  In vivo repair of incorrectly spliced β-globin mRNA restores hemoglobin  
   synthesis in IVSII-654 β-thalassemic mouse. 
 ช่ือนักวจิัย: Svasti S1, Fucharoen S1, Kole R2 
 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development, Mahidol University, Thailand  
   2 Lineberger Comprehensive Cancer Center, University of North Carolina,  
   Chaple Hill, NC, USA 
6. การประชุม: 10th ASEAN Conference in Medical Laboratory Technology. Chiang Mai  
  April 26-30, 2004 
 ช่ือเรื่อง:  Non-radioactive southern blot hybridization for detection of southeast Asian  
   (SEA) HPFH in Thai families  
 ช่ือนักวจิัย: Changsri Kh1, 2, Winichagoon P2, Akkarapatumwong V1, Fucharoen S2,  
 สังกัด:   1Institute of Molecular Biology and Genetics 
   2Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development, Mahidol University, Thailand  
7. การประชุม: การประชุมสัมมนาวิชาการธาลัสซีเมียแหงชาติครั้งที่ 10 กรุงเทพมหานคร  
  29-30 กรกฎาคม 2547 
 ช่ือเรื่อง:  In vivo repair of incorrectly spliced β-globin mRNA restores hemoglobin  
   synthesis in IVSII-654 β-thalassemic mouse. 
 ช่ือนักวจิัย: Svasti S1, Fucharoen S1, Kole R2 
 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development, Mahidol University, Thailand  
   2 Lineberger Comprehensive Cancer Center, University of North Carolina,  
   Chaple Hill, NC, USA 
8. การประชุม: การประชุมสัมมนาวิชาการธาลัสซีเมียแหงชาติครั้งที่ 10 กรุงเทพมหานคร  
  29-30 กรกฎาคม 2547 
 ช่ือเรื่อง:  Non-radioactive southern blot hybridization for detection of southeast Asian  
   (SEA) HPFH in Thai families  
 ช่ือนักวจิัย: Changsri Kh1, 2, Winichagoon P2, Akkarapatumwong V1, Fucharoen S2,  
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 สังกัด:   1Institute of Molecular Biology and Genetics 
   2Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for  
   Research and Development, Mahidol University, Thailand  
9. การประชุม: The Fifth Princess Chulabhorn International Science Congress.  Evolving Genetics 
   and Its Global Impact. กรุงเทพมหานคร, 16-20 สิงหาคม 2547 
 ช่ือเรื่อง:  Pathophysiologic changes in a murine model of beta-thalassemia: human  
   hemoglobin E transgene integration 
 ช่ือนักวจิัย: Bundit Wannasuphaphol1,2, Wantana Khongnium1, Worakawee Chumworathayee1, 
   Malee Warnnisson4, Ruchaneekorn Kalpravidh2, Kovit Pattanapunyasat4,  
   Duangporn Jamsai1, 5, Panos A. Ioannou5, Frans A. Kuypers6, Yvonne A. Van 
   Gessel7, Pranee Winichagoon1, Suthat Fucharoen1. 
 สังกัด:   1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
   2Biochemistry Department, 3 Development of Pathology and 4Development of 
   Immunology, Faculty of Medicine Siriraj Hospital Mahidol University, 
   Interdisciplinary Graduate Program in Genetic Engineering, Kasetsart  
   University, Thailand. 
10. การประชุม: The Fifth Princess Chulabhorn International Science Congress.  Evolving Genetics 
   and Its Global Impact.  กรุงเทพมหานคร, 16-20 สิงหาคม 2547 
 ช่ือเรื่อง:  Frequent co-occurrence of polymorphisms in UDP-glucuronosyl-transferase 1A1 
   and 1A6 in Thai β-thalassemia/HbE and African-American sickle cell anemia 
   patients 
 ช่ือนักวจิัย: Jeeranut Sawattep1,2, Thad Howard4, Pranee Fucharoen3, Suthat Fucharoen3, Udom 
   Chantharaksri1, Russell E Ware4 
 สังกัด:   1 Department of Pharmacology, Faculty of Science, 3Thalassemia Research Center, 
   Institute of Science and Technology for Research and Development, Mahidol 
   University, Thailand, 2Department of Pharmacology, Phramongkutklao College of 
   Medicine, Bangkok,Thailand. 
   4Department of Pediatrics/Hematology/Oncology, Duke University, USA 
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11. การประชุม: 17th FAOBMB Symposium/2nd IUBMB Special Meeting /7th A-IMBN Conference 
   Genomics and Health in the 21st Century. กรุงเทพมหานคร, 22-26 พฤศจิกายน 
   2547 
 ช่ือเรื่อง:  Determination for different severity of thalassemia: genotype phenotype  
   interaction. 
 ช่ือนักวจิัย: Suthat Fucharoen1, Pranee Winichagoon1, Orapan Sripichai1, Chutima  
   Kumkhaek1, Thongperm Munkongdee1, Kanjana Vichittumaros1, Pornpan  
   Sirankapracha1, Johanna Whitacre2, Ken Abel2, Andreas Braun2 
 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Nakornpathom, 
   2SEQUENOM, Inc., San Diego, CA 
12. การประชุม: 17th FAOBMB Symposium/2nd IUBMB Special Meeting /7th A-IMBN Conference 
   Genomics and Health in the 21st Century กรุงเทพมหานคร, 22-26 พฤศจิกายน 
   2547 
 ช่ือเรื่อง:  Chicken egg yolk anti-Hb Bart’s antibodies for thalassemia. 
 ช่ือนักวจิัย: Pornrutsami Jintaridth1, Ruchaneekorn W. Kalpravidh1, Chantragan Srisomsap2, 
   Suthat Fucharoen3, M.R. Jisunuson Svasti2, 4, Watchara Kasinrerk5 
 สังกัด:  1Department of Biochemistry, Faculty of Medicine Siriraj Hospital,  
   2Laboratory of Biochemistry, Chulabhorn Research Institute,  
   3Thalassemia Center, Institute of Science and Technology for Research and  
   Development, Mahidol University 
   4Department of Biochemistry, Faculty of Science, Mahidol  University,  
   5Department of Clinical Immunology, Faculty of Associated Medical Sciences, 
   Chiang Mai University, Chiang Mai, Thailand 
13. การประชุม: การประชุมวิชาการทางเทคนคิการแพทยครัง้ที่ 29 วันที่ 27-29 เมษายน 2548 
   โรงแรมไดมอนด พลาซา จังหวัดสุราษฏรธาน ี
 ช่ือเรื่อง:  Triplicated Α-globin genes ααα  in clinical severity of –Α thalassemia/Hb E 
   disease. 
 ช่ือนักวจิัย: Kumkhaek C1, Sripichai O1, Munkongdee T1, Winichagoon P1, Fucharoen S1 
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 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand 
14. การประชุม: การประชุมวิชาการทางเทคนคิการแพทยครัง้ที่ 29 วันที่ 27-29 เมษายน 2548 
   โรงแรมไดมอนด พลาซา จังหวัดสุราษฏรธาน ี
 ช่ือเรื่อง:  Genetic analysis of candidate modifier polymorphisms in beta-thalassemia/Hb E 
   patients. 
 ช่ือนักวจิัย: Orapan Sripichai1, Johanna Whitacre2, Thongperm Munkongdee1, Chutima  
   Khumkhaek1, Ken Abel2, Andreas Braun2, Pranee Winichagoon1, Suthat  
   Fucharoen1 
 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand, 
   2SEQUENOM, Inc., San Diego, CA, USA 
15. การประชุม: การประชุมวิชาการทางเทคนคิการแพทยครัง้ที่ 29 วันที่ 27-29 เมษายน 2548 
   โรงแรมไดมอนด พลาซา จังหวัดสุราษฏรธาน ี
 ช่ือเรื่อง:  In vivo repair of incorrectly spliced β-globin MRNA in β-thalassemic mouse 
   by antisene oligonucleotide. 
 ช่ือนักวิจัย: Saovaros Svasti1, 2, Pranee Winichagoon1, Suthat Fucharoen1 and Ryszard Kole2 

 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand and    
   2Lineberger Comprehensive Cancer Center, University of North Carolina, Chapel 
   Hill, NC, USA 

16. การประชุม: การประชุมวิชาการทางเทคนคิการแพทยครัง้ที่ 29 วันที่ 27-29 เมษายน 2548 
   โรงแรมไดมอนด พลาซา จังหวัดสุราษฏรธาน ี
 ช่ือเรื่อง:  Pathophysiologic changes in a murine model of beta-thalassemia human  
   hemoglobin E transgene integration. 
 ช่ือนักวจิัย: Bundit Wannasuphaphol1, 2, Wantana Khongnium1, Malee Warnnissorn3,  

    Ruchaneekorn Kalpravidh2, Kovit Pattanapunyasat4, Duangporn Jamsai1, 5, Panos 
    A. Ioannou5, Frans A. Kuypers6, Yvonne A. Van Gessel7, Pranee Winichagoon1, 
    Suthat Fucharoen1 
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 สังกัด:  1Thalassemia Research Center, Institute of Science and Technology for Research 
   and Development, Mahidol University, Thailand, 
   2Biochemistry Department, Mahidol University, Thailand, 
   3Department of Pathology, Mahidol University, Thailand, 
   4Department of Immunology, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol  
   University, Thailand 
   5CAGT Research Group, the Murdoch Children’s Research Institute, Royal  
   Children’s Hospital, Victoria, Australia 
   6Children’s Hospital Oakland Research Institute, CA, USA, 7United States Army 
   Medical Component, Armed Forces Research Institute of Medical Sciences. 
17. การประชุม: การประชุมวิชาการทางเทคนคิการแพทยครัง้ที่ 29 วันที่ 27-29 เมษายน 2548 
   โรงแรมไดมอนด พลาซา จังหวัดสุราษฏรธาน ี
 ช่ือเรื่อง:  Study of cell viability in thalassemic erythroid progenitor cells. 
 ช่ือนักวจิัย: Dalina Tanyong1, Pranee Fucharoen3, Thidarat Netikul1, Thanmas   
   Raungwittayawut1, Noppadol Siritanaratkul2, Suthat Fucharoen3 
 สังกัด:  1Department of Clinical Microscopy, Faculty of Medical Technology, Mahidol 
   University, Thailand 
   2 Department of medicine, Faculty of Medicine Siriraj hospital, Thailand,  
   3Thalassemia research center, Institute of Science and Technology for research and 
   development, Mahidol University, Salaya campus, Thailand 
 
 นอกจากนั้นไดจัดประชุมเมธีวจิัยอาวโุส ทั้งหมด 3 ครั้ง ดังนี ้
ครั้งที่ 1  ช่ือเรือ่งการประชุม “Protein Structure and Molecular Enzymology and Thalassemia Research” 
 จัดรวมกับ ศาสตราจารย ดร. มรว. ชิษณุสรร  สวัสดวิัฒน  
 ระหวางวันท่ี 22-23 สิงหาคม 2546 ท่ีโรงแรมรอยัลริเวอร กรุงเทพมหานคร 
ครั้งที่ 2  ช่ือเรือ่งการประชุม “Integration of Biological Science, Protein Chemistry and Medicine” 
 จัดรวมกับ ศาสตราจารย ดร. มรว. ชิษณุสรร  สวัสดวิัฒน, ดร. ศิรวิัฒน  วงศศริ ิ
 ระหวางวันท่ี 14-15 พฤศจิกายน 2547 ที่ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
ครั้งที่ 3  ช่ือเรือ่งการประชุม “Thalassemia: from molecular biology to clinical medicine” 
 ระหวางวันท่ี 11 สิงหาคม 2548 ที่ โรงแรมรอยลัซิตี้ กรงุเทพมหานคร 



 104

 4.4 การผลิตนักศกึษาบัณฑิตระดับปรญิญาโทและปริญญาเอก 
 

นักศึกษาปรญิญาเอกที่จบการศึกษาหรือกําลังศึกษาอยู 
 

ช่ือ-นามสกุล หลักสูตร แหลงทุน ปการศึกษา 
ดร. ดวงพร  แจมใส   หลักสูตรอณูชีววิทยาและ

พันธุศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 1 

2541-2545 

ดร. ทิพยรัตน  สุวรรณมณี หลักสูตรอณูชีววิทยาและ
พันธุศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 1 

2541-2545 

ดร. กิตติพงศ  ไพบูลยสุขวงค หลักสูตรอณูชีววิทยาและ
พันธุศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

Ph.D/M.D. Program รุนที ่9 2542-2546 

ดร. ณัฐยา  แซอ้ึง หลักสูตรเทคนิคการแพทย
(นานาชาติ)
มหาวิทยาลัยมหดิล 

ทุนโครงการพัฒนาอาจารย 
สาขาขาดแคลน 
(ดร.ปราณี ฟูเจริญ) 

2543-2547 

ร.อ.หญิง จีรานุช  สวัสดิ์เทพ ภาควิชาเภสชัวิทยา 
คณะวิทยาศาสตร 

- 
(ดร.อุดม จันทรารักษศรี) 

2543-2547 

น.ส. ไขมุกด  ชางศร ี หลักสูตรอณูชีววิทยาและ
พันธุศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

ทุนโครงการพัฒนาอาจารย 
สาขาขาดแคลน 

2543-2547 

น.ส. พรรัศมิ์  จินตฤทธ์ิ ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตรศิริราช-
พยาบาล มหาวิยาลัยมหดิล 

- 2543-2547 

น.ส. อรพรรณ  ศรีพิชัย ภาควิชาชีวเคมี 
คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 4 

2544-2548 

นายบัณฑิต  วรรณศุภผล ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตรศิริราช-
พยาบาล มหาวิยาลัยมหดิล 

Ph.D/M.D.รุน 11 2545-2549 

น.ส. วรวรรณ  ชุมเปย ภาควิชาจุลทรรศนศาสตร 
คณะเทคนิคการแพทย 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

- 2545-2549 
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น.ส. ดวงมณี  แสนมั่น คณะเทคนิคการแพทย 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

Split mode Ph.D. Program 4/2004 
(ดร.ปราณี ฟูเจริญ) 

2545-2549 

น.ส. วรรธนันท  มกรสาร ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตร 
ศิริราชพยาบาล 

Ph.D/M.D. รุน 12 2546-2549 

น.ส. ปรียจรรย  เหลาไทย ภาควิชาชีวเคมี 
คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

Ph.D/M.D. รุนที่ 12 2546-2549 

นายนที  เจียรวิริยะไพศาล หลักสูตรอณูชีววิทยาและ
พันธุศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 6 

2546-2550 

น.ส. มยุรา  มีแสง หลักสูตรเทคนิคการแพทย
(นานาชาติ) 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 6 

2546-2550 

น.ส.ศิริพร  จิตแกว ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตร ศิรริาช
พยาบาล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 7 (พิเศษ) 

2547-2551 

น.ส. ขนิษฐา  ศรีนวล หลักสูตรเทคนิคการแพทย 
(นานาชาติ) 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 6 (รศ.ปานทิพย  วัฒนวิบูลย) 

2547-2551 

นายเอกฤทธิ์  นวลศร ี ภาควิชาอิมมูโนโลย ี
คณะแพทยศาสตรศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหดิล 

โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
รุนที่ 6 (ศ.โกวิท  พัฒนาปญญาสัตย) 

2547-2551 
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นักศึกษาปรญิญาโทที่จบการศึกษาหรือกําลังศึกษาอยู 
 

ช่ือ-นามสกุล หลักสูตร แหลงทุน ปการศึกษา 
น.ส. ประไพพิศ  อินเสน ภาควิชาชีวเคมี 

คณะแพทยศาสตรศิริราช-
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหดิล 

- 2543-2546 

นายวิทูรย  อุยหา ภาควิชาชีวเคมี  
คณะแพทยศาสตรศิริราช-
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหดิล 

- 2541-2545 

นายเอกฤทธิ์  นวลศร ี ภาควิชาอิมมูโนโลย ี
คณะแพทยศาสตรศิริราช-
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหดิล 

- 2543-2546 

น.ส. วชิราภรณ  ทิพยสุวรรณ ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

- 2544-2547 

นายวรวุฒิ  สมศักดิ ์ ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

- 2544-2547 

น.ส. ชลธิดา  เทพหินลัพ ภาควิชาชีวเคมี 
คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

- 2544-2547 

น.ส. อรพรรณ  สาระกลุ สาขาวิชาเทคนิคการแพทย 
คณะเทคนิคการแพทย 
มหาวิทยาลัยมหดิล 

ทุนโครงการพัฒนาอาจารย 
สาขาขาดแคลน 

2544-2547 

นายสุรเชษฐ  พรรคเสือ สาขาพันธุวิศวกรรม 
บัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

- 2545-2548 

นายวรกวี  ชุมวรฐายี สาขาพันธุวิศวกรรม 
บัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

- 2545-2548 
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5. ผลลพัธและการนาํผลงานไปใชประโยชน 
 5.1 การสรางเครือขายวิจยัภายในประเทศ  ปจจุบันกลุมวจิัยธาลัสซีเมียมีเครือขายความรวมมือ
ทางวิชาการ รวม 5 คณะ/สถาบันฯ ภายในมหาวิทยาลยัมหิดล และอกี 2 คณะจาก 2 มหาวิทยาลยั นอกจากนี้ยัง
มีการดําเนนิงานรวมกับเมธวีจิัยอาวโุสอีก 2 ทานและอาจารยทานอื่น ดังนี้ 
  ก. ศาสตราจารย ดร.มรว. ชิษณสุรร  สวัสดวิฒัน มหาวิทยาลัยมหิดล ในสวนที่เกี่ยวกับ
การคนหาโครงสรางของฮีโมโกบนิผดิปกติ ตลอดจนโครงสรางและหนาท่ีของ hybrid molecule ระหวาง 
mouse α globin กับ human βE–globin 
  ข. ศาสตราจารย ดร. อภิชาติ  สุขสําราญ มหาวิทยาลัยรามคาํแหง เกี่ยวกับการศกึษาสาร
สกัดจากธรรมชาติที่อาจมีผลกระตุนใหมีการสราง Hb F เพิ่มสูงขึ้น และการคนหาสารสกัดจากธรรมชาติที่
อาจมีคุณสมบตัิเปน iron chelator และ anti-apoptosis 
  ค. มีงานวิจยัทางดาน pharmacogenomics ในผูปวยธาลัสซีเมีย รวมกบั ดร. อุดม 
จันทรารกัษศร ี
  ง. รวมกับ ศ.วัชระ  กสินฤกษ คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในการใช 
IgY technology ผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดี้ตอ Hb Bart’s เพ่ือนํามาตรวจวนิิจฉัย α-thalassemia 
 5.2 ความรวมมือในการทําวจิัยกบันักวจิัยจากตางประเทศ อาทิ 
 1. ประเทศญี่ปุน 
  - Dr. Koichiro Muta 

     Department of Medicine and Bioregulatory Science 
     Graduate School of Medical Science 
     Kyushu University 
  - Professor Kazunari Taira 
     Department of Chemistry and Biotechmology  
     School of Engineering 
     The University of Tokyo 

 2. ประเทศออสเตรเลีย 
  - Dr. Panos Ioannou 
     Murdoch Institute & Royal Children Hospital 
     University of Melbourne 
 3. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  - Dr.Andreas Braun / Professor Charles Cantor 
     Sequenom Inc. 
     San Diego 
  - Professor Ryszard Kole 
     Lineberger Comprehensive Cancer Center 
     University of North Carolina 
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  - Professor Lindsay Farrer 
     Department of Medicine and Genetics and Genomics  
     School of Medicine 
     Boston University 
  - Dr. Russell E. Ware 
     Division of Hematology, St.Jude Children’s Research Hospital, 
     Memphis, TN 
 4. ประเทศสวีเดน 
  - Dr. Bengt Fadeel 
     Institute of Environmental Medicine 
     Karolinska Institute 
 5. ประเทศเยอรมัน 
  - Professor Helmut Bartsch 
     German Cancer Research Center (DKFZ) 
     Heidelberg  
 
 5.3 การจัดอบรมและการประชุมวิชาการธาลัสซีเมีย 
  1. ไดรับเชิญใหรวมเปนกรรมการในการจดัการประชุมวิชาการธาลัสซีเมียแหงชาติ 
ครั้งที่ 8 (8–9 สิงหาคม 2545) ครั้งที่ 9 (18–19 มิถุนายน 2546) และครั้งที่ 10 (29–30 กรกฎาคม 2547) 
  2. จัดอบรมเรื่อง Advanced Knowledge in Thalassemia ณ โรงแรมเรดิสนั 
กรุงเทพมหานคร ระหวางวนัที่ 20–21 มิถนุายน 2546 
  3. ไดรวมอยูในกองบรรณาธิการจัดพิมพ Proceeding ของการประชุม 4th Colloquium 
of Asian Network for Clinical Laboratory Standardization and Harmonization รวมทั้งเปนประธานในการจัด
ประชุม 5 thColloquium of Asian Network for Clinical Laboratory Standardization and Harmonization ณ 
โรงแรม Royal River ระหวางวันท่ี 17–19 ธันวาคม 2546 
  นอกจากนี้ยังมกีารนําเอาความรูที่ไดจากการทําวิจัยไปทดสอบใชหรือนาํไปเปนพ้ืนฐานใน
การตรวจรักษา ควบคุมและปองกันโรคธาลัสซีเมีย รวมกับกระทรวงสาธารณสุขและมลูนธิิโรคโลหิตจาง 
ธาลัสซีเมยี 
 



 109

 

6. นักวิจัยในโครงการที่ไดรับรางวัล/ทุนวิจัย ระหวางรับทุนสํานักงานสนับสนุนการวิจัย 
 ก. รางวัลและทุนที่หัวหนาโครงการไดรับในระหวางรับทุน สํานักงานสนับสนุนการวิจัย 
  1. รางวลันักวิทยาศาสตรดีเดน ประจําป พ.ศ. 2545 จากมูลนธิิสงเสริมวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี ในพระบรมราชูปถัมภ รวมกับ ศาสตราจารย ดร.มรว. ชิษณุสรร สวัสดิวัฒน จากคณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัมหิดล 
  2. ศิษยเกาดีเดน สาขาวิทยาศาสตรสุขภาพ คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
ประจําป พ.ศ. 2545 
  3. ทุนวิจัยเรื่อง “Genomewide search for disease modifier genes จาก NIH/USA 
(2002-2005) 
 ข. รางวัลและทุนที่ผูรวมโครงการไดรับในระหวางรับทุน สํานักงานสนับสนุนการวิจัย 
 6.1 ช่ือนักวิจัย:  ศาสตราจารย ดร. โกวิท  พัฒนาปญญาสัตย 
  6 .1. 1 โครงการวจิัยเรื่อง การเปลี่ยนแปลงของ Activation Markers และ Chemokine 
   Receptors บนผิวของ Lymphocyte ท่ีถูกกระตุนเมื่อมีการติดเชื้อเอชไอว-ี1 
   ในหลอดทดลอง ไดรับทุนจาก สํานักโรคเอดส วัณโรค และโรคตดิตอทาง 
   เพศสัมพันธ ตัง้แตป พ.ศ.2545 เปนจํานวนเงิน 445,000 
  6 .1. 2 โครงการวจิัยเรื่อง การควบคุมคุณภาพและการประกันคณุภาพการตรวจวัด  
   CD4 ที ลิมโฟไซต ดวยวธิโีฟลไซโตมิเตอรในประเทศไทย 
   ไดรับทนุจาก สํานักโรคเอดส วัณโรค และโรคติดตอทางเพศสัมพันธ ตั้งแตป 
   พ.ศ.  2545 เปนจํานวนเงนิ 240,000 
  6 .1. 3 โครงการวจิัยเรื่อง การประเมินคุณภาพของโมโนโคลนลั แอนติบอดี ที่เจือจาง 
   เพื่อใชในการตรวจวดั CD4 ที ลิมโฟไซต ดวยวธิโีฟลไซโตมิเตอร 
    ไดรับทนุจาก สํานักโรคเอดส วัณโรค และโรคติดตอทางเพศสัมพันธ  
   ตั้งแตป พ.ศ  2545 เปนจํานวนเงิน  425,000 บาท 
  6.1.4 โครงการวจิัยเรื่อง การประเมินน้ํายาปองกนัความเสื่อมของตัวอยางเลือดจาก 
   ผูปวยโรคตดิเชื้อเอชไอวี -1 เพ่ือการวดัวิเคราะห CD4 ทีลิมโฟไซต ในประเทศไทย
   ไดรับทนุจาก สํานักโรคเอดส วัณโรค และโรคติดตอทางเพศสัมพันธ 
   กระทรวงสาธารณสุข ตั้งแตป พ.ศ  2545 เปนจํานวนเงนิ  193,000 บาท 
  6.1.5 โครงการวจิัยเรื่อง การประเมินคุณภาพการใชโมโนโคลนัล แอนติบอดีราคาถูก 
   เพื่อใชในการตรวจวดั CD4+ ที ลิมโฟไซต ในผูปวยโรคติดเชื้อเอชไอว-ี1 ใน 
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   ประเทศไทย ไดรับทนุจาก สํานักโรคเอดส วัณโรค และโรคติดตอทางเพศสัมพันธ
   กระทรวงสาธารณสุข ตั้งแตป พ.ศ.  2545 เปนจํานวนเงนิ 275,000 บาท 
  6.1.6 โครงการวจิัยเรื่อง CD8 T-lymphocyte function in HIV infected patients  
   following in vitro activation: A selective or global defect in cytokine production
   and memory T cell distribution ไดรับทุนจากคณะแพทยศาสตรศริริาชพยาบาล
   ตั้งแตป พ.ศ.  2546 เปนจํานวนเงิน  498,000 
  6.1.7 โครงการวจิัยเรื่อง การทดสอบฤทธิก์ารกระตุนระบบภูมคุิมกันของสารสกัด 
   สมุนไพร  4 ชนิด ไดรับทุนจาก สํานักงานคณะกรรมการวจิัยแหงชาติ ป พ.ศ  2547
   เปนจํานวนเงนิ 880,000 บาท 
  6.1.8 ไดรับทนุสนับสนุนจาก Becton Dickinson Immunocytometry Systems  
   ตั้งแตป พ.ศ. 2541 ถึง ปจจุบนั โดยในป พ.ศ.  2541 เปนจาํนวนเงิน  30,000 
   เหรียญสหรัฐ ป พ.ศ.  2543 เปนจํานวนเงนิ  30,000 เหรียญสหรัฐ ป พ.ศ.  2544  
   เปนจํานวนเงนิ  40,000 เหรยีญสหรฐั ป พ.ศ.  2545 เปนจาํนวนเงิน 400,000 
   บาท และป พ.ศ  2547 เปน จาํนวนเงิน  800,000 บาท 
  6.1.9 โครงการวจิัยเรื่อง Evaluation of CD4+ T-cell Enumeration Technologies  
   ไดรับทนุจาก World Health Organization (WHO) ป พ.ศ  .2547 เปนจํานวน 
   เงิน  20,000.- เหรียญสหรฐั 
  6.1.10 โครงการวจิัยเรื่อง Evaluation of Flow Cytometer for determination of 
   Absolute CD4+ T-Lymphocyte Counts in HIV-Infected Thai Patients, Global 
   AIDS Program ตั้งแตป พ.ศ. 2546  เปนจํานวนเงิน  524,510 บาท 
  6.1.11 โครงการวจิัยเรื่อง การประเมินคณุภาพการใชโฟลไซโตมิเตอรในการวเิคราะหหา
   CD4 ทีลิมโฟไซต ในผูปวยโรคติดเชื้อเอชไอวี/เอดสของประเทศไทย 
   ไดรับทนุจาก US-CDC/GAP (Global AIDS Program) ตั้งแตป พ.ศ  .2545- ปจจุบัน
   เปนจํานวนเงนิ  2,956,752.- บาท 
 6.2 ช่ือนักวจิัย: ดร.ปราณี  ฟูเจรญิ 
  6.2.1 การศึกษาคณุสมบัติของเซลลตนกําเนิดในผูปวยธาลัสซีเมีย และการควบคุม 
   การสรางเม็ดเลือดแดง จากศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ
   ระหวางป พ.ศ. 2545-2548 
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  6.2.2 ทุนวิจยัเรื่อง การศึกษาหนูธาลัสซีเมีย จากเงินงบประมาณแผนดิน   
   ระหวางป พ.ศ. 2547-2549 
 6.3 ช่ือนักวิจัย: ดร. ม.ล. เสาวรส  สวัสดิวัฒน 
  6.3.1 ทุน Post-doctoral Research Follow จาก Cooley’s Anemia Foundation  
   ป พ.ศ. 2002 ทําวิจัยเรื่อง antisense therapy กับ Professor Ryszard Kole,  
   University of North Carolina 
  6.3.2 ทุนวิจัย “การซอมการตัดตอ อารเอนเอ ผิดปกติในหนูธาลัสซีเมีย” 
   จากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ระหวางป พ.ศ. 2547-2549 
 6.4 ช่ือนักวิจัย: ดร. สมเดช ศรีชัยรัตนกุล 
  6.4.1 ศึกษาคุณสมบัติตานออกซิเดชั่นและจับธาตุเหล็กของสาร catechin ในใบชา 
   จากมูลนิธิโครงการหลวง ประจําป พ.ศ. 2546 
  6.4.2 ศึกษาการลดภาวะธาตุเหล็กและอนุมูลอิสระมากเกินโดยสาร epicatechin  
   3-gallate (ECG) และ epigallocatechin 3-gallate (EGCG) ในใบชา 
   จากมูลนิธิ โครงการหลวง ประจําป พ.ศ. 2547-2548 
 6.5 ช่ือนักวิจัย: ดร. ดลินา  ตันหยง 
  6.5.1 ศึกษาปญหาสัญญาณภายในเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือดแดงของผูปวยธาลัสซีเมีย
   จากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
 6.6 ช่ือนักวิจัย: ดร. ดวงพร  แจมใส 
  6.6.1 รางวัลวิทยานิพนธดีเยี่ยม ประจําป พ.ศ. 2547 “การสรางหนูฮีโมโกลบินอี  
   และเบตาศูนยธาลัสซีเมีย” จากสภาวิจัยแหงชาติ 
  6.6.2 รางวัลชมเชย ระดับปริญญาเอก เรื่อง “การสรางหนูฮีโมโกลบินอี   
   และเบตาศูนยธาลัสซีเมีย” ประจําป พ.ศ. 2547 จากมหาวิทยาลัยมหิดล  
 6.7 ช่ือนักวิจัย: นางสาวอรวรรณ  คันธมาทน 
  6.6.1 รางวัลวิทยานิพนธดีเดน ระดับปริญญาโท “การคัดกรองสาร flavonoid ที่มี 
   คุณสมบัติยับยั้งการทํางานของ P-glycoprotein ในเซลลมะเร็งปากมดลูก 
   ของมนุษยชนิด κB” สาขาวิชาวิทยาศาสตรสุขภาพ ประจําป พ.ศ. 2546  
   มหาวิทยาลัยเชียงใหม 




