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ฮีโมโกลบินผิดปกติเปนภาวะทางพันธกุรรมที่พบไดบอยในประเทศไทยและอีกหลายประเทศในเอเชยี 
ยุโรป และแอฟริกา เกิดขึ้นเนื่องจากยีนที่ควบคุมการสังเคราะหสายโกลบินเปปไทดผิดปกตไิปมีผลทําใหมี
ความผิดปกตใินแงคุณภาพของฮีโมโกลบิน มีรายงานชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติในประเทศไทยแลวมากกวา 
14 ชนิด ปจจุบันวธิีการที่ใชในการศึกษาหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกตน้ัินไดใชเครื่องตรวจวัดชนดิและ
ปริมาณฮีโมโกลบินอัตโนมตัิใชความดันสงู ซ่ึงยังมีฮีโมโกลบินผิดปกติอีกหลายชนิดที่ไมสามารถแยกออกจาก
กันไดดวยวธิน้ีี และปจจุบันยังไมมีการศึกษาถงึความสัมพันธของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดตางๆกับความ
รุนแรงของโรค เพ่ือชวยใหทราบถึงความรุนแรงของฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิดที่พบตอประชากรในภาคใต 
วัตถุประสงคของการศึกษาจึงเนนพัฒนาวิธีการตรวจหาความผิดปกติของฮีโมโกลบินผิดปกตดิวยการตรวจ
วิเคราะหถึงระดับดีเอ็นเอ เพ่ือที่จะทําใหทราบถึงอุบตักิารณ ชนิดและความรุนแรงของฮีโมโกลบินผิดปกติแต
ละชนิด และจะมีประโยชนอยางยิ่งตอการปองกัน ควบคุมและตรวจวินิจฉยัทารกในครรภที่กอใหเกิดโรค
ฮีโมโกลบินผิดปกติรวมกับโรคธาลัสซีเมียที่อาจกอใหเกิดความรุนแรงของโรคได การศึกษาครั้งน้ีไดทําการ
เก็บตวัอยางเลือดของผูปวยที่มีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบไมบอยจํานวน 58 ราย นําตัวอยางเลือดของ
ผูปวยที่มีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งหมดมาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ิมปริมาณยีนเบตาหรือแอลฟาโกลบินโดยการทํา
พีซีอาร และตรวจหาความผิดปกติในระดับโมเลกลุของฮีโมโกลบินผิดปกติดวยการตรวจหาลําดับเบสของ
ตัวอยางดีเอ็นเอ และวธิีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น ผลจากการศึกษาสามารถตรวจพบความผิดปกติ
ในระดับโมเลกุลของฮีโมโกลบินชนิดซี (Hb C) 28 ราย ฮีโมโกลบินชนิด D Panjab 12 ราย ฮีโมโกลบินชนิด
ตาก (Hb Tak) 7 ราย ฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar 4 ราย ฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Hollandia 2 ราย 
ฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand 2 ราย ฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia 2 ราย และฮีโมโกลบินชนิด Hope 1 ราย 
นอกจากนี้การศึกษาครั้งน้ียังไดนําไปสูการตรวจวินิจฉยักอนคลอดใหกับคูสามี-ภรรยาที่เสี่ยงตอการมีบุตรเปน
โรคเบตาธาลสัซีเมียรวมกบัฮีโมโกลบินชนิดซี 2 ราย ผลการตรวจพบวาทารกทัง้ 2 รายใหผลปกติ และตรวจ
วินิจฉัยกอนคลอดใหกับคูสามี-ภรรยาที่เสี่ยงตอการมีบุตรมียีนฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar รวมกับ
ฮีโมโกลบินชนิดอี 1 ราย ผลการตรวจพบวาทารกเปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar   
คําหลัก : ฮีโมโกลบินผิดปกติ, เทคนิควธิีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น, ภาคใตของประเทศไทย 
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 Abstract  
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Hemoglobinopathy (abnormal hemoglobin or hemoglobin variant) is an inherited disorder 
that results in abnormal structure of globin chains of the hemoglobin (Hb) molecule. Many 
abnormal Hbs have been characterized worldwide, including more than 14 variants in Thailand. 
The Bio-Rad Variant II HPLC system is used for investigating hemoglobin variants at 
Songklanagarind Hospital. This system has been shown to be a sensitive, specific and 
reproducible method, but some Hb variants such as Hb Tak and HbD-Punjab cannot, as yet, be 
clearly separated by this method. The aim of this study was to investigate the prevalence of 
hemoglobinopathy in southern Thailand using molecular analysis. A total of 58 abnormal Hbs 
were obtained from blood samples undergoing routine hemoglobin typing at Songklanagarind 
Hospital. Genomic DNAs were extracted from the samples and the globin genes analyzed using 
PCR-direct sequencing and reverse dot blot hybridization. The molecular analysis revealed fifty-
eight abnormal Hbs: 28 HbC, 12 HbD-Panjab, 7 HbTak, 4 Hb G-Makassar, 2 Hb Lepore-
Hollandia, 2 Hb Q-Thailand, 2 Hb O-Indonesia and 1 Hb Hope. During the study, the test was 
also applied to fetal diagnosis of 2 couples at risk of beta-thalassemia with HbC disease. The 
result showed normal genotype in both fetuses. Another one couple at risk of Hb G-Makassar 
with HbE. The result showed fetus with heterozygous of Hb G-Makassar. In conclusion, reverse 
dot blot hybridization for detection of abnormal hemoglobin is useful for characterization of 
abnormal hemoglobin types, including prenatal diagnosis of thalassemia with abnormal 
hemoglobin, which is endemic in Thailand 

 
Keywords: Abnormal hemoglobin; Hemoglobin variant; Reverse dot blot hybridization; 

Molecular diagnosis; Thailand 



 6
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หนา 
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ตารางที่ 2  ตารางแสดงไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอสวนทีต่องการดวยวธิีพีซีอาร     16 
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ตารางที่ 7  ตารางแสดงคาเฉลี่ยของคาทางโลหิตวทิยาของผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินผิดปกต ิ     37 

แตละชนิด 
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ภาพที่ 3  ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด HbG-Makassar       27 
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ภาพที่ 6  ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด Hope        29 
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ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกต ิ
ภาพที่ 10  ภาพแสดงผลการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น   35 
ภาพที่ 11   ภาพแสดงผลการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดดวยวธิีรีเวอรส ดอท บลอท       38 

ไฮบริไดเซชั่น ของครอบครัว T34588 
ภาพที่ 12    ภาพแสดงผลการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดดวยวธิีรีเวอรส ดอท บลอท       39 

ไฮบริไดเซชั่น ของครอบครัว T34854 
ภาพที่ 13    ภาพแสดงผลการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดดวยวธิีรีเวอรส ดอท บลอท       40 

ไฮบริไดเซชั่น ของครอบครัว T37624 
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3) การตรวจหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกตดิวยวธิีการ         15 
       ตรวจหาลําดับเบสโดยวิธีอัตโนมตั ิ
4) การพัฒนาวิธกีารตรวจหาความผิดปกติในระดับโมเลกลุของฮีโมโกลบินผิดปกต ิ      15 
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7. ภาคผนวก               48 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
Ab Abnormal 
Hb Hemoglobin 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
ASO Allele-specific oligonucleotide 
RDB Reverse dot blot 
PCR Polymerase chain reaction 
RT    Retention time  
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
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บทนํา 
 

ฮีโมโกลบินผิดปกติเปนภาวะทางพันธกุรรมที่พบไดบอยในประเทศไทยและอีกหลายประเทศในเอเชยี 
ยุโรป และแอฟริกา เกิดขึ้นเนื่องจากยีนที่ควบคุมการสังเคราะหสายโกลบินเปปไทดผิดปกตไิปมีผลทําใหมี
ความผิดปกตใินแงคุณภาพของฮีโมโกลบิน ปจจุบันมีรายงานชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกตทิี่พบทัว่โลกแลว
มากกวา 850 ชนิด [1] สําหรับในประเทศไทยพบแลวมากกวา 14 ชนิด [2-4] โดยชนิดที่พบมากที่สุดคือ 
ฮีโมโกลบินอี พบโดยเฉลี่ยประมาณรอยละ 13 ของประชากรทั้งหมด และพบประมาณรอยละ 11.2  ในผูหญิง
ที่มาฝากครรภที่โรงพยาบาลสงขลานครนิทร อ .หาดใหญ จ .สงขลา ระหวางป พ.ศ. 2537-2538 ปจจุบนั
วิธีการทีใ่ชในการศึกษาหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติน้ันไดใชวิธกีาร Isoelectric focusing โดยอาศัย
หลักการที่ฮีโมโกลบินแตละชนิดจะมีคา pI ที่ไมเทากันทําใหสามารถแยกฮีโมโกลบินชนิดตางๆแยกออกจาก
กันได และอีกวิธีคือการใชเครื่องตรวจวัดชนิดและปริมาณฮโีมโกลบินอัตโนมัตใิชความดัน HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) เปนเทคโนโลยีใหมสามารถแยกชนิดและระบุปริมาณของฮีโมโกลบนิ
ชนิดตางๆไดเปนอยางดีถึงแมวาฮีโมโกลบินชนิดนั้นจะมีปริมาณเพียงเล็กนอยก็ตาม ซ่ึงเครื่อง HPLC ที่ใชอยู
ในปจจุบันเปนเครื่องของ Bio-Rad ชื่อ Variant โปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหเปนโปรแกรมที่ชื่อ β–thal short 
program เปนโปรแกรมที่พัฒนาขึ้นมาใชในการวินิจฉัยผูปวยเบตา-ธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติ
ทางดานการสรางสายเบตาโกลบิน ซ่ึงไดแก HbE, HbS และ HbC ซ่ึงมีฮีโมโกลบินผิดปกติอีกหลายชนิดทีไ่ม
สามารถแยกไดดวย β–thal short program เชน  HbD, Hb Tak, หรือ Hb Lepore แตเครื่องวิเคราะหก็ยัง
สามารถจะรายงานผลออกมาให นอกจากนี้ยังพบวามีฮีโมโกลบินผิดปกติมากกวาหนึ่งชนิดถูกจัดใหอยูในกลุม
เดียวกันโดยสงัเกตไดจาก retention time (RT) ฉะนั้นการวิเคราะหหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติโดยวธิีน้ีจึง
ยังมีขอจํากัดและแปลผลผดิพลาดได การวิเคราะหหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติในระดบัโมเลกุลจึงมีความ
จําเปนเพ่ือใหไดผลที่ถูกตองแมนยํา และยังเปนการยืนยันผลชนิดของฮีโมโกลบินที่ไดจากการวิเคราะหดวย
เครื่อง HPLC อีกดวย วิธีการศึกษาทางโมเลกุลมักใชวธิีการวเิคราะหหาลําดับเบส sequencing ซ่ึงตองใช
เครื่องมือ DNA sequencer, นํ้ายาที่มีราคาแพง และตองอาศัยผูที่มีความรูความชํานาญในการศึกษา หรือใช
วิธีการ multiplex allele-specific polymerase chain reaction ที่ตองมีการสังเคราะหไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ตําแหนงที่ผิดปกติน้ันๆ และสามารถวิเคราะหหาชนิดความผิดปกตไิดเพียง 1 หรือ 2 ชนิดตอการทําปฏิกิริยา
พีซีอารแตละครั้ง แตเน่ืองจากในประเทศไทยมีรายงานชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติแลวมากกวา 14 ชนิด และ
มีบางชนิดที่เม่ือแยกดวยเครื่องตรวจวัดชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินอัตโนมัติใชความดันสูง HPLC แลวไม
สามารถระบุชนิดที่แนนอนไดเน่ืองจากฮีโมโกลบินชนิดนั้นๆมีคา pI และ RT time ที่เทากนัทําใหมีชนิด
ฮีโมโกลบินมากกวาหนึ่งชนิดนั้นถูกจัดใหอยูในกลุมเดียวกันดังที่กลาวขางตน เชน กลุมของ Hb Tak และ Hb 
D-Panjab การศึกษาวิจัยครั้งน้ีจึงเสนอวิธีการหาชนดิของฮีโมโกลบินผิดปกติดวยเทคนิครเีวอรส ดอท บลอท 
ไฮบริไดเซชั่น  (Reverse dot blot hybridization) ดวยวิธีน้ีจะทําใหสามารถแยกชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ
ไดดวยการทํา hybridization เพียงครั้งเดียว หลักการของเทคนิคนี้จะคลายคลึงกับการตรวจวินิจฉัยชนิดเบตา-
ธาลัสซีเมียดวยเทคนิครเีวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น [5] ตางกันที่การออกแบบตวัตรวจจับ (probe) ให
จําเพาะกับกับตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่ผิดปกติไปของฮีโมโกลบินที่ผิดปกติแตละชนิด ซ่ึงยังไมเคยมีการทํา
วิจัยมากอนในประเทศไทย  
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  นอกจากนี้การศึกษาครั้งน้ียังเปนการศึกษาถึงอุบัติการณของชนิดฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบใน
ภาคใตของประเทศไทย และเพ่ือศึกษาความสัมพันธของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดตางๆกับความรุนแรงของโรค
ดวย เพ่ือชวยใหทราบถึงความรุนแรงของฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิดที่พบตอประชากรในภาคใต และการที่
สามารถวิเคราะหความผิดปกติไดถึงระดับโมเลกุลจะชวยในเรื่องของการปองกัน ควบคุม และตรวจวินิจฉัย
ทารกในครรภที่กอใหเกิดโรคฮีโมโกลบินผิดปกติรวมกบัโรคธาลสัซีเมีย ที่อาจกอใหเกิดความรนุแรงของโรคได  

 
ผลงานวิจยัที่เก่ียวของ (literature review) 

   
  จากผลการทบทวนเอกสารที่ตีพิมพแลวทั้งในและตางประเทศ พบวาชนิดของฮีโมโกลบิน
ผิดปกติที่พบทั่วโลกมากกวา 850 ชนิด [1] สําหรับในประเทศไทยพบแลวมากกวา 14 ชนิด ดังแสดงใน
ตารางที่ 1 ซ่ึงสวนใหญฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบจะเปนรายงานที่พบในภาคกลาง ภาคเหนือ และภาค
ตะวันออกเฉยีงเหนือของประเทศไทย สวนภาคใตของประเทศไทยเลยยังมีการศกึษาถึงชนิดของ
ฮีโมโกลบินผิดปกตจํิานวนนอย ฉะน้ันการศึกษาครั้งน้ีจะทําใหทราบถึงขอมูลของชนิดฮีโมโกลบินผิดปกติ
ไดครอบคลุมสมบูรณครบทุกภาคของประเทศไทย 
  กอนหนานี้วิธกีารศึกษาเพือ่ตรวจหาความผิดปกติในระดับโมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดปกติน้ัน
ไดมีการศึกษาโดยใชวิธี monoplex allele-specific PCR และ PCR-RFLP หรือ multiplex allele-specific 
polymerase chain reaction เชนในการศึกษาแยกชนดิของ Hb S, Hb D-Punjab และ Hb Tak [3, 4, 6, 
7] ซ่ึงตําแหนงของฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งสามชนิดนี้ แสดงออกตําแหนงเดียวกันเม่ือแยกดวยเครื่อง
ตรวจวัดชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินอัตโนมัติใชความดนัสูง HPLC การแยกทางโมเลกุลตองใชไพรเมอรที่
จําเพาะจํานวน 3 คูเพ่ือแยกฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งสามชนิดนี้ออกจากกัน  แตวธิน้ีีไมสามารถแยกระหวาง 
hetertozygous หรือ homozygous ของมิวเตชั่นน้ีไดดวยวธิี multiplex allele-specific polymerase chain 
reaction การศึกษาในครั้งน้ีจึงไดนําเอาเทคนิครีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น มาใชในการวิเคราะห
หาชนิดฮีโมโกลบินผิดปกติ วิธีน้ีจะทําใหสามารถแยกชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติไดดวยการทํา 
hybridization เพียงครั้งเดียว และยังสามารถแยกระหวาง hetertozygous หรือ homozygous ของ 
มิวเตชั่นแตละชนิดได หลักการของการตรวจ  

สําหรับอาการและความรุนแรงของแตละชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกตมีิความหลากหลายตั้งแต
ไมแสดงอาการ เชน ผูที่เปนพาหะของ Hb S, Hb C และ Hb Malay หรือแสดงอาการรุนแรงมากขึ้นมี
อาการซีด (anemia) เชนผูที่มียีน Hb C รวมกับ Hb Malay [8] แตเน่ืองจากขอมูลเกี่ยวกับ
ความสัมพันธระหวางอาการกับชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกตยิังมีรายงานนอยในประเทศไทย [8-11] 
ถาหากมีขอมูลความสัมพันธระหวางอาการกับชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติมากขึน้ก็จะชวยใหทราบ
ถึงแนวทางในการปองกัน รักษา และควบคุมการกอใหเกิดโรคฮีโมโกลบินผิดปกตทิี่รุนแรงได  
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ตารางที่ 1 ชนิดฮีโมโกลบนิผิดปกติที่พบไดในประเทศไทย 

Abnormal Hemoglobin gene defect gene interact mobility on 
l t h iHb Anuntharaj[12] α

11 Lys->Gln α-globin gene > A 

     Hb Siam[13]       α
15 Gly->Arg

    α-globin gene < F 

     Hb Queens[13]        α
34 Leu>Arg

    α-globin gene < F 

Hb Mahidol[14] α
74 Asp->His α-globin gene < A 

Hb Suandok[15] α
109 Leu->Arg α-globin gene < F 

Hb Constant spring[16] α
+31 amino acid α-globin gene < A 

Hb C[17, 18] β
6 Glu->Lys β-globin gene A2 

Hb S[6, 19] β
6 Glu->Val β-globin gene < F 

     Hb G Makassar [20, 21]       β
6Glu>Ala

       β-globin gene < F 

Hb Siriraj[22] β
7- Glu->Lys β-globin gene < F 

Hb Malay[8, 23] β
19 Asn->Ser β-globin gene A 

Hb E[2] β
26 Glu->Lys β-globin gene A2 

Hb J-Bangkok[24, 25] β
56 Gly->Asp β-globin gene >A 

Hb Pyrgos[4] β
83 Gly->Asp β-globin gene >A 

Hb D-Punjab[3, 26] β
121- Glu->Gln β-globin gene < F 

Hb Dhonburi 
(Neapolis)[27, 28] 

β
126 Val->Gly β-globin gene A 

Hb Tak[4] β
147 Them->Thr β-globin gene < F 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจหาความผิดปกตใินระดับโมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดปกตดิวยวธิีรีเวอรส ดอท 
บลอท ไฮบริไดเซชั่น (Reverse dot blot hybridization) 

2.  เพ่ือศึกษาอุบัติการณและชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบในภาคใตของประเทศไทย โดยการศึกษา
ความผิดปกตใินระดับโมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดปกติเปรียบเทยีบกบัวธิี HPLC 

3.  เพ่ือศึกษาความสัมพันธของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดตางๆกับความรุนแรงของโรคโดยเปรียบเทียบ
คาดัชนีของเม็ดเลือดแดง (blood indicies) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1) ตัวอยางเลือด 
ตัวอยางเลือดที่พบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดที่พบไดไมบอย และเปนชนิดที่ไมใชฮีโมโกลบินผิดปกติ

ชนิดฮีโมโกลบินอี ฮีโมโกลบินคอนสแตนตสปริง และฮีโมโกลบินเอช จํานวน 45 ราย ไดจากผูที่มีภูมิลําเนาอยู
ในภาคใตของไทย โดยขอมูลที่ไดมาจากการซักประวตัิยอนกลับไป 2 ชั่วรุน (generation) และสงตรวจหา 
Hemoglobin typing ณ หนวยโลหิตวิทยา ภาควิชาพยาธวิิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย- 
สงขลานครินทร อ.หาดใหญ จ.สงขลา  

ตัวอยางเลือดจํานวน13 ราย จากผูปวยที่เคยทราบวามีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดที่พบไดไมบอย
จากการตรวจหา Hemoglobin typing ดวยวธิี HPLC ในชวงป พ.ศ. 2543-2548 
 

2) เครื่องมือ 
1. เครื่องตรวจวดัชนิดและปรมิาณฮีโมโกลบินอัตโนมัติใชความดันสูง (HPLC, VARIANT®, Bio-Rad, 

USA) 
2. เครื่องนับเม็ดเลือดแดงอัตโนมัติ (Sysmex® XT2000i; Japan) 
3. DNA thermal cycler 480 (Perkin-Elmer, USA) 
4. horizontal gel electrophoresis (Mupid, Japan) 
5. UV transilluminator (UVP, Inc., USA) 
6. Microcentrifuge (TOMY, USA) 
7. Shaking water-bath (Julabo, Germany) 
8. Avant 3100 Genetic analyzer (Applied Biosystems; Thailand) 
9. เครื่องมือและอุปกรณอ่ืนๆที่จําเปนในงานดาน molecular biology 
 

3) สารเคมีและน้ํายา  ที่สําคัญไดแก 
1. ชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA Minikit (Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech Ltd; 

Taiwan) 
2. Biotinylated oligonucleotide primers (Biobasic Inc., Canada) สําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดย

ปฏิกริยา Polymerase chain (ตารางที่.2) 
3. Amino-linked allele-specific oligonucleotide probes (ตารางที่ 3) สําหรับตรวจหาชนิดของ

ฮีโมโกลบิน โดยวิธี reverse dot blot hybridization ตามที่ไดพัฒนาขึ้น 
4. ไนลอนเมมเบรนที่มีประจุลบ  (Pall Biodyne C transfer membrane, P/N: BNBCH3R), (Pall 

BioSupport Division, USA) 
5. 1-Ethyl-3 (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide HCl (EDC, Sigma E7750) 
6. Taq DNA polymerase, Recombinant (Invitrogen, Brazil) 
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7. Streptavidin-alkaline phosphatase Code: RPN1234 (GE Healthcare Bio-Science Corp, 
USA 

8. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphate-p-toluidine salt, BCIP: M41538013 (Molekula, UK) 
9. p-Nitro-blue Tetrazolium Chloride, NBT: NDB0379 (Biobasic Inc., Canada) 
10. Microcon PCR kit (Millipore Corp., MA, USA)  
11. DNA sequencing kit, BigDyeTM terminator cycle sequencing ready reaction (Applied 

Biosystems, CA, USA). 
12. POPTM Polymer (Applied Biosystems, CA, USA). 
13. นํ้ายาอื่นๆที่จําเปนในงานดาน molecular biology 
 

4) วิธีทํา 
4.1  การตรวจหาคาทางโลหิตวทิยา และการตรวจแยกชนดิและปริมาณฮีโมโกลบิน 
นําเลือดที่มีสารกันเลือดแข็ง EDTA จํานวน 3 มิลลลิิตร มาทําการตรวจคาทางโลหิตวิทยาดวยเครื่อง

เครื่องนับเม็ดเลือดแดงอัตโนมัติ (Sysmex® XT2000i; Japan) ซ่ึงจะไดคาตอไปน้ี Hb, Hct, RBC, MCV, 
MCH, MCHC, RDW และตรวจหาชนิดชนิดฮีโมโกลบินผิดปกติและคาของปริมาณฮีโมโกลบินดวยเคร่ืองวัด
ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินอัตโนมัติใชความดันสูง (HPLC, VARIANT®, Bio-Rad, USA) 

 
4.2  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือด 
นําตัวอยางเลอืดที่ทราบวามีฮีโมโกลบินผิดปกติจากวธิีวัดชนิดฮีโมโกลบินอัตโนมตัิใชความดันสูง

แลวจากขอ  4.1 มาสกัดดีเอ็นเอ ดวยชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA Minikit (Blood/Cultured cell) 
(Geneaid Biotech Ltd; Taiwan) 

 
4.3 การตรวจหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธีการตรวจหาลําดับเบสโดยวธิอัีตโนมัต ิ
นําตัวอยางดีเอ็นเอที่ทราบคา retention time ของฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนดิ มาทําการตรวจหา

ลําดับเบสดวยเครื่อง  Avant 3100 Genetic analyzer (Applied Biosystems; Thailand) ตามวิธขีอง Tamary 
H และคณะ [29] กับ Nopparatana C และคณะ [30]  

 
4.4 การพัฒนาวิธกีารตรวจหาความผิดปกติในระดับโมเลกลุของฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธ ี

รีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น  (reverse dot blot hybridization, RDB) 
 เทคนิครีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น จะชวยใหสามารถตรวจหาชนิดการกลายพันธุของยีนธาลัส
ซีเมียไดครั้งละหลายชนิด หลักการของเทคนิคนี้ คือการสราง ASO probes หลายๆชนิดที่มีปลายขางหนึ่งเปน
หมู อะมิโน (NH2) นํามายึดติดบนแผนไนลอนเมมแบรน (nylon membrane) ที่เปนประจุลบ แลวนํา ดีเอ็นเอ 
ของผูปวยที่ไดทํา PCR โดยใชนิวคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอติดฉลากอยูกับ biotin มา hybridize ดวย ASO 
probe กับดีเอ็นเอของผูปวย โดยการทํา color detection วิธีการดังกลาวจะทําใหสามารถทราบชนิดของการ
ผาเหลาของยีนได โดยการทํา hybridization เพียงครั้งเดียว เพราะเปนการนําดีเอ็นเอของผูปวยมา hybridize 
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กับ ASO probes หลายๆชนิด ที่ยึดติดอยูบนแผน membrane แผนเดียวกันวิธีน้ีจึงเปนวิธีที่สะดวกรวดเร็ว
เหมาะสําหรับตรวจหาชนิดการผาเหลาของยีนเบตาหรือแอลฟา ขั้นตอนในการศึกษาประกอบดวย 
 
 4.4.1. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวนทีต่องการดวยวิธีพีซีอาร polymerase chain reaction 

นําตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 4.2 มาเพ่ิมปริมาณยีนเบตาหรือแอลฟาโกลบินโดยใชไพรเมอรที่
จําเพาะกับยีนเบตาหรือแอลฟาโกลบินขึ้นอยูกับชนิดความผิดปกติของฮีโมโกลบินที่ไดจากการวดัชนิด
ฮีโมโกลบินอัตโนมัติใชความดันสูง (HPLC, VARIANT®) โดยแตละชุดไพรเมอรจะติดฉลากดวย biotin  
ที่ดาน 5’ ไพรเมอรที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีแสดงในตารางที่ 2  
 

ตารางที่ 2 ไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอสวนทีต่องการดวยวธิีพีซีอาร 
             

ไพรเมอร ลําดับเบสของไพรเมอร 
RDB 1  
RDB 2 
RDB 3 
RDB 4 
RDB 5 
RDB 6 

Biotin 5’ AAC TCC TAA GCC AGT GCC AGA AGA 3’ 
Biotin 5’ TCA  TTC GTC TGT TTC  CCA TTC TAA AC 3’  
Biotin 5’ TAT CAT GCC TCT TTG CAC CAT TCT 3’ 
Biotin 5’ CAC TGA CCT CCC ACA TCT CCT TTT 3’ 
Biotin 5’ CATGCCTGGCACGCTTTGCTGA 3’ 
Biotin 5’ GATGTTCCTGTCCTTCCCCACCA 3’ 

                                        
4.4.2 วิธีทดสอบหาความผิดปกติในระดับโมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวธิีรีเวอรสดอท บลอท 

ไฮบริไดเซชั่น ประกอบดวยขั้นตอนดังน้ี 
   การทํา hybridization โดยทั่วไป จะทําโดยการตรึง (fix) ดีเอ็นเอ ซ่ึงมีประจุลบบนแผน nylon 
membrane ประจุบวก แตการทํา Reverse Dot Blot ตองการตรึง oligonucleotide probe ที่สรางขึ้น โดยให
ดานปลาย 5’ มีนิวคลีโอไทดจับอยูกับหมูอะมิโน  ดังน้ัน membrane ที่ใชเพ่ือตรึง probe จึงตองมีประจุลบ 
และกอนจะใชตองกระตุน (active) carboxyl group บน membrane กอนดวยสาร EDC [1-Ethyl-3 ( 3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide HCl, Sigma E 7750] หลังจากนั้นจึงหยดสารละลาย ASO-probe แตละ
ชนิดลงบน membrane ที่มีประจุลบนั้น  

การเตรียม allele specific probe strip 
สรางสาย allele specific probe ที่ติดฉลากหมูอะมิโน (NH2) ที่ปลาย 5’ ซ่ึงลําดับเบสของ allele specific 
probe สําหรับตรวจหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิดแสดงดังตารางที่ 3 หลังจากนั้นนํา allele 
specific probes มาติดบนไนลอนเมมเบรนที่มีประจุลบ  (Biodyne C nylon membrane) ตามวธิีการของ 
Winichagoon P และคณะ [5] กับ Cai SP และคณะ [31] 

การไฮบริไดเซชั่น (hybridization) และ detection 
นําพีซีอารจากขอ 4.4.1 มาทําปฏิกิริยากับ allele specific probe strip โดยการนํา 

พีซีอารผสมกับ 40 μl denature solution แลวตม 5 นาที จากนั้นเติมลงในถุงทีมี่ allele specific probe strip 
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ซ่ึงแชอยูใน hybridization buffer (2xSSC/0.1%SDS) incubate ที่อุณหภูมิ 45oC นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นลาง 
เมมเบรนดวย washing buffer (2xSSC/1%SDS) ที่อุณหภูมิ 49oC นาน 10 นาที 
  การตรวจสอบผลชนิดความผิดปกติของฮีโมโกลบิน (Enzymatic detection) เน่ืองจากพีซีอาร
มี biotin ติดอยูจึงสามารถตรวจสอบผล hybridization ไดโดยใช enzymatic reaction 

นํา hybridization strip incubate กับ 1:1000 streptavidin alkaline phosphatase ใน
สารละลาย blocking solution เขยานาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวลางดวย 0.3% Tween20 ใน buffer 3 
นาน 5 นาที แลวลางดวย detection buffer (100mM tris pH9.5, 5mM MgCl2, 100mM NaCl) นาน 5 นาที 
เติม substrate NBT/BCIP ที่ละลายใน 5 ml detection buffer ทิ้งไวในที่มืดนานที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 
นาที ผลบวกจะเกิดสีนํ้าเงินหรือมวงเขม 

 
ตารางที่ 3 Amino-linked oligonucleotide probes สําหรับตรวจหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติโดย 

        เทคนิครีเวอรสดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น  
 

ชื่อโพรบ ลําดับเบสของโพรบ 
HbO-Indonesia N  
HbO-Indonesia M  
HbQ-Thailand N  
HbQ-Thailand M  
HbC N  
HbC M  
HbS N (same as HbC N) 
HbS M  
HbG–Makassar N (same as HbC N) 
HbG–Makassar  M  
HbD-Panjab N 
HbD-Panjab M 
HbHope  N  
HbHope  M  
HbTak N 
HbTak M 

NH2- 5’ ACCTCCCCGCCGAGTTCAC 3’  
NH2- 5’ TCCCCGCCAAGTTCACC 3’ 
NH2- 5’ CGCACGTGGACGACATGCC3’ 
NH2- 5’ GCACGTGCACGACATG 3’ 
NH2- 5’ CTGACTCCTGAGGAGAAGTC 3’ 
NH2- 5’ CTGACTCCTAAGGAGAAG 3’  
NH2- 5’ CTGACTCCTGAGGAGAAGTC 3’ 
NH2- 5’ ACTCCTGTGGAGAAGTCT 3’ 
NH2- 5’ CTGACTCCTGAGGAGAAGTC 3’ 
NH2- 5’ GACTCCTGCGGAGAAGTC 3’ 
NH2- 5’ TGGCAAAGAATTCACCCC 3’ 
NH2- 5’ GGGTGAATTGTTTGCCAA 3’ 
NH2- 5' TGGCTGGTGTGGCTAATG 3’ 
NH2- 5' GCTGATGTGGCTAATGCC  3’   
NH2- 5’ AAGTATCACTAAGCTCGC 3’ 
NH2- 5’ GTATCACACTAAGCTCGC 3’ 

 
4.4 การคํานวณคาทางสถิต ิเปรียบเทียบความแตกตางของคาทางโลหิตวิทยาของฮีโมโกลบินผิดปกติ

แตละชนิดดวยสถิติ non-parametric kruskal wallis test   
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ผลการวิจัย 
1. การตรวจหาคาทางโลหิตวิทยา 

จากการดําเนินงานของโครงการตั้งแตวันที่ 2 กรกฎาคม 2550  ถึงวนัที่ 1 กรกฎาคม 2552 สามารถ
เก็บตวัอยางเลือดของผูปวยที่มีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติจํานวน 45 ราย จากตัวอยางเลือดที่สงตรวจหา 
Hemoglobin typing ณ หนวยโลหิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร จํานวน 9,126 ราย และสามารถเก็บตวัอยางเลอืดของผูปวยที่เคยทราบวามี
ภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติทีไ่มใชฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดฮีโมโกลบินอี ฮีโมโกลบินคอนสแตนตสปริง และ
ฮีโมโกลบินเอช จากการตรวจหา Hemoglobin typing ดวยวิธี HPLC ในชวงป พ.ศ. 2543 ถึง วันที่ 31 
พฤษภาคม 2550 จํานวน 13 ราย รายละเอียดของคาทางโลหิตวทิยาของตัวอยางทั้งหมดแสดงตามตารางที ่4 
และแผนภาพโครมาโตแกรมของผล Hemoglobin typing แสดงในภาพที่ 1  
 
 
ตารางที่ 4 รายละเอียดของตัวอยางเลือดของผูปวยที่มีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกต ิ
 

ก. ตัวอยางเลือดของผูปวยที่เคยทราบวามีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติแลวในชวงป พ.ศ. 2543 ถึง วนัที่  
31 พฤษภาคม 2550 

  

 
 
 
 
 
 

คาดัชนีของเม็ดเลือดแดง (blood indicies) DNA 
CODE RBC Hb Hct MCV MCH MCHC RDW 

        

Hb_Typing %A2 %F % ab 
Hb 

HPLC 
window 

RT 
peak 

30298 4.46 10.2 31.0 70.0 22.9 32.7 18.1 AF+ Ab Hb  - 7.7 12.2 A2 3.45
20600 5.11 12.0 38.0 74.0 23.6 31.9 16.2 AF+ Ab Hb - 4.0 14.4 A2 3.48
28957 5.01 13.0 38.0 76.0 25.9 33.9 13.6 AA2+ Ab Hb 1.8 0.0 35.5 D 4.04
31460 4.67 12.7 37.0 78.0 27.2 34.8 14.5 AA2+ Ab Hb 3.6 39.3 0.0 D 4.12
24377 4.21 11.4 33.0 78.0 27.1 34.8 13.4 AA2+ Ab Hb 3.9 0.0 38.4 S 4.54
29032 3.73 11.2 31.0 84.0 30.0 35.7 13.7 AA2+ Ab Hb 3.2 0.0 40.5 C 5.12
26240 5.92 15.7 45.0 75.0 26.5 35.2 14.0 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 36.9 C 5.14
25072 4.55 10.6 30.0 68.0 24.2 35.6 19.9 AA2+ Ab Hb 3.0 0.0 36.3 C 5.15
24092 5.12 14.1 41.0 79.0 27.6 34.7 13.9 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 32.5 C 5.15
25512 5.13 13.9 39.0 75.0 27.1 36.6 13.7 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 38.3 C 5.16
31112 5.30 14.7 42.0 80.0 27.7 34.8 13.3 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 38.7 C 5.16
30940 5.72 15.9 46.0 81.0 27.8 34.3 13.3 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 40.7 C 5.16
31043 4.36 11.8 33.0 76.0 27.1 35.4 14.7 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 37.2 C 5.17
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ข. ตัวอยางเลือดของผูปวยที่มีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติในชวงวันที่ 1 มถิุนายน 2550 ถงึวันที่ 1 กรกฎาคม 2552 
 

คาดัชนีของเม็ดเลือดแดง (blood indicies) DNA 
CODE RBC Hb Hct MCV MCH MCHC RDW 

        
Hb_Typing 

%A2 
or 

%E 
%F % ab 

Hb 
HPLC 

window 
RT 

peak 

35814 4.25 8.7 28.0 64.7 20.5 31.6 17.6 F+ Ab Hb - 2.2 6.9 A2 3.68 
34832 5.04 13.9 40.8 81.1 27.6 34.1 12.3 E+ Ab Hb 31.5 0.0 62.2 D 4.01 
36087 4.21 11.4 38.0 90.3 27.1 30.0 15.8 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 40.2 D 4.04 
36089 4.22 11.7 39.1 85.7 25.7 33.6 15.8 AA2+ Ab Hb 3.2 0.0 39.4 D 4.04 
36105 5.95 16.2 48.0 81.1 27.2 33.5 14.2 AA2+ Ab Hb 3.2 0.0 40.9 D 4.04 
37032 ND ND ND ND ND ND ND E+ Ab Hb 24.6 0.0 62.8 D 4.06 
37369 5.46 14.9 43.0 78.8 27.3 34.7 14.1 AA2+ Ab Hb 5.7 0.0 34.0 D 4.06 
38183 7.84 18.0 51.1 65.2 23.0 35.2 25.4 FA2+ Ab Hb 7.4 7.9 78.9 D 4.06 
36626 6.21 15.8 53.7 87.0 25.4 29.4 15.9 AA2+ Ab Hb 3.5 0.0 35.2 D 4.07 
36789 4.61 11.6 34.3 74.0 25.2 33.8 14.7 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 34.2 D 4.08 
35685 5.54 15.4 40.0 72.2 27.8 38.5 14.7 E+ Ab Hb 42 0.0 51.4 D 4.11 
38368 6.0 16.4 47.3 76.4 26.5 34.7 12.8 AA2+ Ab Hb 1.9 0.0 34.4 D 4.11 
32017 5.43 15.7 46.6 85.5 28.9 33.7 12.9 AA2+ Ab Hb 3.0 0.0 40.8 D 4.12 
32019 4.98 13.0 39.1 78.0 26.1 33.3 14.3 AA2+ Ab Hb 7.1 0.0 30.7 D 4.16 
32679 4.02 9.6 29.4 73.1 23.9 32.6 17 AA2+ Ab Hb 1.9 0.0 36.7 D 4.16 
36786 5.3 15.9 44.7 84.2 29.9 35.6 13.2 AA2+ Ab Hb 5.3 0.0 35.3 D 4.16 
34326 5.39 16.4 45.8 85.0 30.4 35.8 12.6 AA2+ Ab Hb 4.80 0.0 30.7 S 4.26 
33553 5.71 17.3 51.3 89.3 30.0 33.6 12.2 AA2+ Ab Hb 4.3 0.0 34.3 S 4.28 
37624 4.86 15.7 44.2 90.9 32.3 35.5 13.3 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 41.7 S 4.48 
32591 4.32 10.3 31.0 71.8 23.8 33.2 17.5 AA2+ Ab Hb 3.9 0.0 38.1 S 4.54 
40205 5.0 11.7 35.2 71.0 23.6 33.2 14.0 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 39.0 S 4.55 
33357 4.61 12.3 37.5 81.3 26.7 32.8 17.9 AA2+ Ab Hb 2.8 0.0 15.6 S 4.64 
32658 4.04 10.8 31.7 78.5 26.7 34.1 14.2 AA2+ Ab Hb 2.9 0.0 29.2 S 4.65 
35815 5.43 12.3 39.0 72.4 22.8 31.4 14.3 AE+ Ab Hb 25 0.0 7.6 S 4.84 
32185 3.61 10.3 30.6 84.7 28.4 33.5 13.7 AA2+ Ab Hb 1.9 0.0 20.1 C 4.95 
37190 4.59 11.7 31.9 69.5 25.5 36.7 15.6 E+ Ab Hb 30.8 0.0 57.6 C 5.10 
34854 4.15 11.5 31.4 75.7 27.7 36.6 14.3 AA2+ Ab Hb 3.50 0.0 38.8 C 5.12 
35007 4.87 12.2 36.2 74.3 25.1 33.7 18.9 AA2+ Ab Hb 3.60 0.0 37.3 C 5.12 
36836 4.14 12.0 34.1 82.0 29.0 35.2 14.5 AA2+ Ab Hb 3.0 0.2 40.4 C 5.12 
37714 5.59 13.0 36.7 65.7 23.3 35.4 15.7 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 37.3 C 5.12 
37622 5.54 15.2 43.0 77.6 27.4 35.3 13.8 AA2+ Ab Hb 1.1 0.0 32.9 C 5.13 
32088 4.50 11.2 34.2 75.5 24.8 32.7 19.7 AFA2+ Ab Hb 4.8 15.2 61.1 C 5.15 
32044 4.24 11.6 32.3 76.2 27.4 35.9 14.4 AA2+ Ab Hb 3.8 0.0 38 C 5.16 
32471 4.60 11.1 32.0 69.6 24.1 34.7 17.5 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 33.6 C 5.16 
33426 3.84 7.1 22.6 58.9 18.5 31.4 19.8 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 30.9 C 5.16 
34588 ND ND 30.2 79.3 ND ND ND AA2+ Ab Hb 3.90 0.0 38.1 C 5.16 
34793 4.78 11.7 33.5 70.1 24.5 34.9 16.1 AA2+ Ab Hb 3.70 0.0 37.2 C 5.16 
33136 5.78 14.9 42.0 72.7 25.8 35.5 13.8 AA2+ Ab Hb 3.5 0.0 35.1 C 5.17 
33718 5.23 13.7 40.8 78.0 26.2 33.6 16 AA2+ Ab Hb 3.8 0.0 41.5 C 5.17 
38651 5.6 14.7 42.9 77.0 26.4 34.3 14.3 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 39.0 C 5.18 
38943 ND 12.2 34.0 77.0 26.5 ND ND AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 39.9 C 5.18 
39402 4.7 11.7 33.3 70.4 24.7 35.1 15.4 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 34.2 C 5.18 
40064 5.6 10.5 29.4 52.7 18.8 35.7 21.1 FA2+ Ab Hb 5.6 2.8 91.0 C 5.20 
40173 3.8 10.1 29.2 77.7 26.9 34.6 19.0 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 41 C 5.20 
40444 3.9 11.2 31.7 81.7 28.9 35.3 14.1 AA2+ Ab Hb 3.7 0.0 39.0 C 5.20 
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Case no. 28957, RT peak 4.04 

Case no. 30298, RT peak 3.45 Case no. 20600, RT peak 3.48 Case no. 35814, RT peak 3.68 Case no. 34832, RT peak 4.01 

Case no. 36089, RT peak 4.04 Case no. 36105, RT peak 4.04 

Case no. 35685, RT peak 4.11 

Case no. 32017, RT peak 4.12 

Case no. 36087, RT peak 4.04 

Case no. 37032, RT peak 4.06 Case no. 37369, RT peak 4.06 Case no. 38183, RT peak 4.06 Case no.36626, RT peak 4.07 

Case no. 36789, RT peak 4.08 Case no. 31460, RT peak 4.12 

Case no. 32019, RT peak 4.16 Case no. 32679, RT peak 4.16 

Case no. 38368, RT peak 4.11 

Case no. 36786, RT peak 4.16 

ภาพที่ 1  ภาพแสดงโครมาโตแกรมของผล Hemoglobin typing แยกตามคา retention time (RT time)  
             ของ peak  
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Case no. 34326,RT peak 4.26 Case no. 33553, RT peak 4.28 Case no. 24377, RT peak 4.54 Case no. 37624, RT peak 4.48 
 

Case no. 32658, RT peak 4.65 

 
Case no. 32591, RT peak 4.54 Case no. 33357, RT peak 4.64 

Case no. 35815,,RT peak 4.65 Case no. 32185, RT peak 4.95 Case no. 37190, RT peak 5.10 Case no. 29032, RT peak 5.12 

Case no. 34854, RT peak 5.12 Case no. 35007, RT peak 5.12 Case no. 36836, RT peak 5.12 Case no. 37714, RT peak 5.12 

Case no. 37622, RT peak 5.13 Case no. 26240, RT peak 5.14 Case no. 24092, RT peak 5.15 Case no. 25072, RT peak 5.15 

Case no. 40205, RT peak 4.55 

ภาพที่ 1  (ตอ)   
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Case no. 25512, RT peak 5.16 Case no. 32088, RT peak 5.15 Case no. 30940, RT peak 5.16 Case no. 31112, RT peak 5.16 

Case no. 32471, RT peak 5.16 Case no. 33426, RT peak 5.16 

Case no. 33136, RT peak 5.17 Case no. 33718, RT peak 5.17 Case no. 31043, RT peak 5.17 

Case no. 32044 RT peak 5.16 Case no. 34588, RT peak 5.16 

Case no. 34793, RT peak 5.16 

Case no. 38651, RT peak 5.18 Case no. 38943, RT peak 5.18 Case no. 39402, RT peak 5.18 Case no. 40064, RT peak 5.20 

Case no. 40173, RT peak 5.20 Case no. 40444, RT peak 5.20 

ภาพที่ 1  (ตอ)   
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2. ตรวจหาความผิดปกตใินระดับโมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธีการตรวจหาลาํดับเบสดวย 
    เครื่องมืออัตโนมัติ (Automate DNA sequencing) 

ตัวอยางเลือดที่มีภาวะฮีโมโกลบินผิดปกติจากขอ 1 ทั้งหมดจํานวน 58 ราย นํามาทําการสกัดดีเอ็น
เอดวยชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA Minikit (Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech Ltd; Taiwan) 
เพ่ิมปริมาณยีนเบตาหรือแอลฟาโกลบินโดยการทําพีซีอาร และตรวจหาความผิดปกติในระดับโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธกีารตรวจหาลาํดับเบสดวยเคร่ืองมืออัตโนมัต ิ(Automate DNA sequencing) ผล
จากการศึกษาพบความผิดปกติในระดบัโมเลกุลของฮีโมโกลบินจํานวน 8 ชนิด คอื ฮีโมโกลบินชนิดซี (Hb C) 
28 ราย คิดเปน 48.3 เปอรเซ็นต, ฮีโมโกลบินชนิด D Panjab 12 ราย คิดเปน 20.7 เปอรเซ็นต, ฮีโมโกลบิน
ชนิดตาก (Hb Tak) 7 ราย คิดเปน 12.1 เปอรเซ็นต, ฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar 4 ราย คิดเปน 6.9 
เปอรเซ็นต, ฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Hollandia 2 ราย คิดเปน 3.4 เปอรเซ็นต, ฮีโมโกลบินชนิด Q-
Thailand หรือฮีโมโกลบินมหิดล  2 ราย คิดเปน 3.4 เปอรเซ็นต, ฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia 2 ราย คิด
เปน 3.4 เปอรเซ็นต และฮีโมโกลบินชนิด Hope 1 ราย คิดเปน 1.8 เปอรเซ็นต ผลดังกลาวไดแสดงใน
ตารางที่ 5 และ 6  ผลโครมาโตแกรมของลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab, ฮีโมโกลบินชนิด G-
Makassar, ฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Hollandia, ฮีโมโกลบินชนิดตาก, ฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand, 
ฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia และฮีโมโกลบินชนิด Hope  ไดแสดงในภาพที่ 2-8 ตามลําดบั และผลชนิด
ของฮีโมโกลบินผิดปกติเม่ือเทียบกบัผลของโครมาโตแกรมของHb typing แสดงดังภาพที่ 9    
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ตารางที่ 5  ฮีโมโกลบินผิดปกติทีต่รวจพบ    

DNA CODE Hb_Typing %A2 
or %E %F % ab Hb HPLC 

window 
RT 

peak Abnormal Hb 

30298 AF+ Ab Hb - 7.7 12.2 A2 3.45 Hb Lepore 
20600 AF+ Ab Hb - 4.0 14.4 A2 3.48 Hb Lepore 
35814 F+ Ab Hb - 2.2 6.9 A2 3.68 Hb Hope 
34832 E+Ab Hb 31.5 0.0 62.2 D 4.01 HbD Panjab with HbE 
28957 AA2+ Ab Hb 1.8 0.0 35.5 D 4.04 HbD Panjab 
36087 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 40.2 D 4.04 HbD Panjab 
36105 AA2+ Ab Hb 3.2 0.0 40.9 D 4.04 HbD Panjab 
36089 AA2+ Ab Hb 3.2 0.0 39.4 D 4.04 HbD Panjab 
37032 E+ Ab Hb 24.6 0.0 62.8 D 4.06 HbD Panjab with HbE 
37369 AA2+ Ab Hb 5.7 0.0 34.0 D 4.06 Hb Tak 
38183 FA2+ Ab Hb 7.4 7.9 78.9 D 4.06 Hb Tak 
36626 AA2+ Ab Hb 3.5 0.0 35.2 D 4.07 HbD Panjab 
36789 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 34.2 D 4.08 HbD Panjab 
35685 E+ Ab Hb 42 0.0 51.4 D 4.11 Hb Tak 
38368 AA2+ Ab Hb 1.9 0.0 34.4 D 4.11 HbD Panjab 
31460 AA2+ Ab Hb 3.6 39.3 0.0 D 4.12 HbD Panjab 
32017 AA2+ Ab Hb 3.0 0.0 40.8 D 4.12 HbD Panjab 
32019 AA2+ Ab Hb 7.1 0.0 30.7 D 4.16 Hb Tak 
32679 AA2+ Ab Hb 1.9 0.0 36.7 D 4.16 HbD Panjab 
36786 AA2+ Ab Hb 5.3 0.0 35.3 D 4.16 Hb Tak 
34326 AA2+ Ab Hb 4.80 0.0 30.7 S 4.26 Hb Tak 
33553 AA2+ Ab Hb 4.3 0.0 34.3 S 4.28 Hb Tak 
37624 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 41.7 S 4.48 HbG-Makassar 
24377 AA2+ Ab Hb 3.9 0.0 38.4 S 4.54 HbG-Makassar 
32591 AA2+ Ab Hb 3.9 0.0 38.1 S 4.54 HbG-Makassar 
40205 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 39.0 S 4.55 HbG-Makassar 
33357 AA2+ Ab Hb 2.8 0.0 15.6 S 4.64 HbQ-Thailand 
32658 AA2+ Ab Hb 2.9 0.0 29.2 S 4.65 HbQ-Thailand 
35815 AE+ Ab Hb 25 0.0 7.6 S 4.84 HbO-Indonesia with HbE 
32185 AA2+ Ab Hb 1.9 0.0 20.1 C 4.95 HbO-Indonesia 
37190 E+ Ab Hb 30.8 0.0 57.6 C 5.10 HbC with HbE 
29032 AA2+ Ab Hb 3.2 0.0 40.5 C 5.12 HbC with beta 3.5 kb del. 
34854 AA2+ Ab Hb 3.50 0.0 38.8 C 5.12 HbC 
35007 AA2+ Ab Hb 3.60 0.0 37.3 C 5.12 HbC 
36836 AA2+ Ab Hb 3.0 0.2 40.4 C 5.12 HbC 
37714 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 37.3 C 5.12 HbC 
37622 AA2+ Ab Hb 1.1 0.0 32.9 C 5.13 HbC 
26240 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 36.9 C 5.14 HbC 
24092 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 32.5 C 5.15 HbC 
25072 AA2+ Ab Hb 3.0 0.0 36.3 C 5.15 HbC 
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ตารางที่ 5  (ตอ)   
 

DNA CODE Hb_Typing %A2 
or %E %F % ab Hb HPLC 

window
RT 
peak Abnormal Hb 

32088 AFA2+Ab Hb 4.8 15.2 61.1 C 5.15 HbC  

25512 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 38.3 C 5.16 HbC 

30940 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 40.7 C 5.16 HbC 

31112 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 38.7 C 5.16 HbC 

32044 AA2+ Ab Hb 3.8 0.0 38.0 C 5.16 HbC 

32471 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 33.6 C 5.16 HbC 

33426 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 30.9 C 5.16 HbC 

34588 AA2+ Ab Hb 3.90 0.0 38.1 C 5.16 HbC 

34793 AA2+ Ab Hb 3.70 0.0 37.2 C 5.16 HbC 

31043 AA2+ Ab Hb 3.1 0.0 37.2 C 5.17 HbC 

33136 AA2+ Ab Hb 3.5 0.0 35.1 C 5.17 HbC 

33718 AA2+ Ab Hb 3.8 0.0 41.5 C 5.17 HbC 

38651 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 39.0 C 5.18 HbC 

38943 AA2+ Ab Hb 3.6 0.0 39.9 C 5.18 HbC 
39402 AA2+ Ab Hb 3.4 0.0 34.2 C 5.18 HbC 
40064 FA2+ Ab Hb 5.6 2.8 91.0 C 5.20 HbC 
40173 AA2+ Ab Hb 3.3 0.0 41.0 C 5.20 HbC 

40444 AA2+ Ab Hb 3.7 0.0 39.0 C 5.20 HbC 
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ตารางที่ 6  ตารางสรุปจํานวนและชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบในภาคใตของประเทศไทย 
 

ชนิดฮีโมโกลบินผิดปกต ิ จํานวน 
(ราย) 

ความถี่ 
(%) 

Hb C (β6 Glu-Lys) 

Hb D-Panjab (β121 Glu-Gln) 

Hb Tak  (β146 Term - Thr, AC insertion) 

Hb G-Makassa (β6 Glu-Ala) 

Hb Lepore-Hollandia   

(The cross-over region between δ IVS1#42 and β IVS1#56) 

Hb Q-Thailand (α74 Asp-His) 

Hb O-Indonesia (α116 Glu-Lys) 

Hb Hope (β136 Gly-Asp) 

28 

12 

7 

4 

2 

 

2 

2 

1 

48.3 

20.7 

12.1 

6.9 

3.4 

 

3.4 

3.4 

1.8 
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HbD-Panjab (β121 Glu-Gln, GAA-CAA) 
(case No. 31460, 32017, 32019, 32679) 

A   A     A    G   A    A    T     T     C  A  

HbG-Makassar  (β6 Glu-Ala, GAG-GCG) 
(case No. 24377, 32591) 

T   G     C  G   G    A  G     A  A 

ภาพที่ 3 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด HbG-Makassar   

ภาพที่ 2 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด HbD-Panjab 
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T       A       A    G       C        T     C      G     C        T      T       T 
 
A      C        T    A       A        G    C       T     C        G      C      T 
 A    C insertion 

Hb Tak  (β146 Term - Thr, AC insertion)
(case No. 35685) 

ภาพที่ 5 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิดตาก   

Hb Lepore-Hollandia 
(The cross-over region between IVS1#42 and IVS1#56 of the δ- and β-globin) 

(case No. 20600, 30298) 

ภาพที่ 4 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด Hb Lepore-Hollandia  
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G

G         A     T 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
G

C     A    C  

            Hb Q-Thailand (Hb Mahidol) (α74 Asp-His, GAC – CAC) 
(case No. 32658,33357)  

Hb Hope (β136 Gry-Asp, GGT – GAT)  
(case No. 35814)  

 ภาพท่ี 6 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด Hb Hope 
 

ภาพที่ 6 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด Hope   

ภาพที่ 7 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand  
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G 

A      A    

Hb O-Indonesia (α116 Glu-Lys, GAG – AAG) 
(case No. 32185,35815)  

  

G

ภาพที่ 8 ภาพโครมาโตแกรมแสดงลําดับเบสของฮีโมโกลบินชนิด Hb O-Indonesia 
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Case no. 28957, RT peak 4.04 
Hb D Panjab 

Case no. 30298, RT peak 3.45 
Hb Lepore 

Case no. 20600, RT peak 3.48 
Hb Lepore 

Case no. 35814, RT peak 3.68 
Hb Hope 

Case no. 34832, RT peak 4.01 
Hb D Panjab 

Case no. 36089, RT peak 4.04 
Hb D Panjab 

Case no. 36105, RT peak 4.04 
Hb D Panjab 

Case no. 35685, RT peak 4.11 
Hb Tak with HbE 

Case no. 32017, RT peak 4.12 
Hb D-Panjab

Case no. 36087, RT peak 4.04 
Hb D Panjab 

Case no. 37032, RT peak 4.06 
Hb D Panjab with HbE 

Case no. 37369, RT peak 4.06 
Hb Tak 

Case no. 38183, RT peak 4.06 
Hb Tak 

Case no.36626, RT peak 4.07 
Hb D Panjab 

Case no. 36789, RT peak 4.08 
Hb D Panjab 

Case no. 31460, RT peak 4.12 
Hb D-Panjab 

Case no. 32019, RT peak 4.16 
Hb Tak

Case no. 32679, RT peak 4.16 
Hb D-Panjab 

Case no. 38368, RT peak 4.11 
Hb D-Panjab

Case no. 36786, RT peak 4.16 
Hb Tak 

ภาพที่ 9  ภาพแสดงโครมาโตแกรมของผล Hemoglobin typing เปรียบเทียบกับชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ  
            (ลูกศร แสดงตําแหนงของฮีโมโกลบินผิดปกติ) 



 32

 

Case no. 34326,RT peak 4.26 
Hb Tak 

Case no. 33553, RT peak 4.28 
Hb Tak 

Case no. 24377, RT peak 4.54 
HbG-Makassar 

Case no. 37624, RT peak 4.48 
HbG-Makassar 

Case no. 32658, RT peak 4.65 
Hb Q-Thailand 

Case no. 32591, RT peak 4.54 
HbG-Makassar 

Case no. 33357, RT peak 4.64 
Hb Q-Thailand 

Case no. 35815,,RT peak 4.65 
Hb O-Indonesia with HbE 

Case no. 32185, RT peak 4.95 
Hb O-Indonesia Case no. 37190, RT peak 5.10 

HbC with HbE 
Case no. 29032, RT peak 5.12 

HbC 

Case no. 34854, RT peak 5.12 
HbC Case no. 35007, RT peak 5.12 

HbC Case no. 36836, RT peak 5.12 
HbC Case no. 37714, RT peak 5.12 

HbC 

Case no. 37622, RT peak 5.13 
HbC Case no. 26240, RT peak 5.14 

HbC

Case no. 24092, RT peak 5.15 
HbC

Case no. 25072, RT peak 5.15 
HbC 

Case no. 40205, RT peak 4.55 
HbG-Makassar

ภาพที่ 9  (ตอ)   
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Case no. 25512, RT peak 5.16 
HbC

Case no. 32088, RT peak 5.15 
HbC Case no. 30940, RT peak 5.16 

HbC
Case no. 31112, RT peak 5.16 

HbC 

Case no. 32471, RT peak 5.16 
HbC Case no. 33426, RT peak 5.16 

HbC

Case no. 33136, RT peak 5.17 
HbC

Case no. 33718, RT peak 5.17 
HbC Case no. 31043, RT peak 5.17 

HbC 

Case no. 32044 RT peak 5.16 
HbC Case no. 34588, RT peak 5.16 

HbC 

Case no. 34793, RT peak 5.16 
HbC 

Case no. 38651, RT peak 5.18 
HbC Case no. 38943, RT peak 5.18 

HbC Case no. 39402, RT peak 5.18 
HbC

Case no. 40064, RT peak 5.20 
HbC 

Case no. 40173, RT peak 5.20 
HbC Case no. 40444, RT peak 5.20 

HbC 
ภาพที่ 9  (ตอ)   
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3. การพัฒนาวิธีการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น 
  จากผลการตรวจหาความผดิปกติในระดบัโมเลกุลของฮีโมโกลบินผิดดวยวิธีการตรวจหาลําดบัเบส
ดวยเครื่องมืออัตโนมัติจากขอ 2 สามารถพัฒนาวิธีการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท 
ไฮบริไดเซชั่น ได 7 ชนิด คือ ฮีโมโกลบินชนิดซี, ฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab, ฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar, 
ฮีโมโกลบินชนิดตาก, ฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand, ฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia และฮีโมโกลบินชนิด 
Hope ดังแสดงในภาพที่ 10  
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  ภาพที่ 10 ภาพแสดงผลการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น   
                  แถวบนของแถบทดสอบ N คือ ตัวตรวจจับปกติ ( normal probe) ของฮีโมโกลบินแตละชนิด  

        แถวลางของแถบทดสอบ M คือ ตัวตรวจจับที่ผดิปกต ิ(mutant probe) ของฮีโมโกลบินแตละชนิด
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4. การคํานวณคาทางสถติิ  
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคาทางโลหิตวทิยาของผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิดดวยการ

คํานวณหาคาความแตกตางดวยสถิติ non-parametric kruskal wallis test ดังตารางที่ 7 พบวา คาเฉลี่ยของคา 
Rbc, MCV และ MCHC ของผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิดมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติทีค่วามเชื่อม่ัน 95% 
 
5. การตรวจวินิจฉัยทารกในครรภที่เสียงตอการเปนโรคเบตา-ธาลสัซีเมยีรวมกับฮีโมโกลบินผิดปกติ 

จากการพัฒนาวิธีการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติดวยวิธรีีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น สามารถ
นํามาใชในตรวจวินิจฉัยกอนคลอดใหกับคูสามี-ภรรยาที่เสี่ยงตอการมีบุตรเปนโรคเบตาธาลัสซเีมียรวมกับ
ฮีโมโกลบินชนิดซี 2 ราย ผลการตรวจพบวาทารกทั้ง 2 รายใหผลปกติ ไมเปนโรคเบตาธาลัสซีเมียรวมกับ
ฮีโมโกลบินชนิดซี และตรวจวินิจฉัยกอนคลอดใหกับคูสามี-ภรรยาที่เสี่ยงตอการมีบุตรมียีนฮีโมโกลบินชนิด G-
Makassar รวมกับฮีโมโกลบินชนิดอี 1 ราย ผลการตรวจพบวาทารกเปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar   
ผลการตรวจวนิิจฉัยแสดงในภาพที่ 11-13 
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ตารางที่ 7 ตารางแสดงคาเฉลี่ยของคาทางโลหิตวิทยาของผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิด

 N. 

(%) 

 

Sex  

(M/F) 

 

Age 

(year) 

 

Rbc 

(x106/mm3) 

mean±SD 

Hb 

(g/dL) 

mean±SD 

Hct  

(%) 

mean±SD 

MCV  

(fL) 

mean±SD 

MCH  

(pg) 

mean±SD 

MCHC  

(g/dL) 

mean±SD 

RDW-CV  

(%) 

mean±SD 

% Hb 

variant 

mean±SD 

RT-time 

(min.) 

 

Hb C/N 

Hb D- Panjab/N 

Hb Tak/N 

HbG-Makassar/N 

Hb Lepore/N 

HbQ-Thailand/N 

HbO-Indonesia/N 

Hb Hope/N 

Kruskal-wallis test 

26(50.0) 

10(19.3) 

 5 (9.6) 

 4(7.7) 

 2(3.8) 

 2(3.8) 

 2(3.8) 

 1(1.9) 

11/15 

4/6 

2/3 

1/3 

1/1 

0/2 

0/2 

0/1 

2-69 

19-37 

20-38 

34-43 

17-28 

28-34 

23-34 

60 

4.8±0.7 

5.1±0.8 

5.1±0.3 

4.6±0.4 

4.8±0.5 

4.3±0.4 

4.5±1.3 

4.3 

p=0.02 

12.4±2.1 

13.4±2.4 

15.5±1.6 

12.3±2.4 

11.1±1.3 

11.6±1.1 

11.3±1.4 

8.7 

35.6±5.8 

41.1±7.4 

44.8±4.4 

35.9±5.8 

34.5±4.9 

34.6±4.1 

34.8±5.9 

28.0 

74.1±6.9 

80.7±6.1 

83.1±4.7 

77.9±9.2 

72.0±2.8 

79.9±2.0 

78.6±8.7 

64.7 

p=0.03 

25.9±2.6 

26.3±1.4 

28.7±1.9 

26.7±4.1 

23.3±0.5 

26.7±0.0 

25.6±4.0 

20.5 

34.1±4.2 

33.0±1.5 

34.6±1.1 

34.2±4.1 

32.3±0.6 

33.5±0.9 

32.5±1.5 

31.6 

p=0.02 

15.9±2.5 

15.9±1.2 

13.8±0.8 

14.6±2.0 

17.2±1.3 

16.1±2.6 

14.0±0.4 

12.3 

37.2±3.2 

37.3±2.6 

33.6±2.0 

39.4±1.6 

13.3±1.6 

22.4±9.6 

13.9±8.8 

6.9 

5.12-5.20 

4.01-4.16 

4.06-4.28 

4.48-4.55 

3.45-3.48 

4.64-4.65 

4.84-4.95 

3.68 
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ภาพที่ 11  ผลการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น ของ 
      ครอบครัว T34588 ทารกใหผลปกติ (βN/βN) 
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ภาพที่ 12   ผลการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น ของ 
               ครอบครัว T34854 ทารกใหผลปกติ (βN/βN) 
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ภาพที่ 13   ผลการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดดวยวิธีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น ของ 
               ครอบครัว T37624 ทารกใหผลเปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar 
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ขอวิจารณ 

  เทคนิครีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น เปนวิธทีี่งาย รวดเร็ว ราคาถูก เหมาะสําหรับการตรวจหา
ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติในกลุมประชากรที่มีความหลากหลายชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ เพราะสามารถ
ตรวจหาชนิดของฮีโมโกลบินไดโดยการทดลองเพียงครั้งเดียว ในการวิจัยครั้งน้ีรายงานผลเฉพาะฮีโมโกลบิน
ผิดปกติชนิดอ่ืนที่ไมใชชนิดฮีโมโกลบินอี ฮีโมโกลบินคอนสแตนสปริงค และฮีโมโกลบินเอช ซ่ึงพบไดบอยใน
ภูมิภาคอ่ืนๆของประเทศไทย รวมทั้งทางภาคใตของประเทศไทย  พบฮีโมโกลบินผิดปกตชินิดอ่ืนๆอีก 8 ชนิด
คือคือ ฮีโมโกลบินชนิดซี, ฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab, ฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar, ฮีโมโกลบินชนิดตาก, 
ฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand, ฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia, ฮีโมโกลบินชนิด Hope และฮีโมโกลบินชนิด 
Lepore-Hollandia  

ฮีโมโกลบินชนิดซี เกิดจาการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 6 ของสายเบตาโกลบิน จาก 
กรดกลูตามิค เปน กรดไลซีน (α2β2

6Glu-Lys) และพบได 48.3% จากชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบใน
การศึกษาครั้งน้ี เม่ือแยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC และวิเคราะหดวยโปรแกรม β-thal 
short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention time ที่ 5.12-5.20  ฮีโมโกลบินชนิดซีเคยมีรายงานพบ
ครั้งแรกในประเทศไทยตั้งแตป 2536 ในผูที่จากจังหวัดนครศรีธรรมราช [17, 32] ตอมามีรายงานการคนพบ
ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือจํานวน 15 ราย [18] แตไมมีรายงานการพบในสวนของภาคกลางเลย [33] 
ฉะนั้นชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติอาจจะมีความแตกตางกันในแงของการกระจายตัวตามภูมิภาค อาการของผู
ที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิดซีจะไมมีอาการที่เปนปญหาทางดานสุขภาพ และบางคนอาจจะมีอาการไมรุนแรง
จนถึงรุนแรงถาหากมียีนรวมกับยีนเบตา-ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง [34] ฉะนั้นควรที่จะมีการศึกษาเพิ่มเติมในแง
ของอาการของโรคในกรณีที่ผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิดซีแตงงานกับผูที่มียีนเบตา-ธาลัสซีเมียชนิดตางๆวา
อาการของโรคจะรุนแรงหรือไม 

ฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab เกิดจาการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงที ่ 121 ของสายเบตา
โกลบิน จากกรดกลูตามิค เปน กรดกลูตามีน (α22

6Glu-Gln) พบเปนอันดับสอง 20.7% เม่ือแยกชนิดของ
ฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC และวเิคราะหดวยโปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยก
ออกมาที่ retention time ที่ 4.01-4.16 ฮีโมโกลบินชนิดนี้สามารถพบไดในกลุมประชากรเชื้อสายไทย, อินเดีย 
และชาวยิว-บลักาเรียน [3, 26, 33, 35, 36] จํานวนที่พบฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab ในแตละภาคของประเทศ
ไทยแตกตางกัน ในภาคกลางมีรายงานวาพบแลวจํานวน 4 ราย [26, 33] ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมี
รายงานวาพบแลวจํานวน 9 ราย [3] อาการของผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab จะไมมีอาการที่เปน
ปญหาทางดานสุขภาพเชนกัน 

ฮีโมโกลบินชนิดตาก เกิดจากการที่มีนิวคลีโอไทด AC แทรกเขามาที่ตําแหนง terminator codon ของ
ยีนเบตา-โกลบิน ทําใหเกิดการสรางกรดอะมิโนยาวออกไปอีก 11 ตวั เม่ือแยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใช
ความดัน HPLC และวิเคราะหดวยโปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention 
time ที่ 4.06-4.28 ฮีโมโกลบินชนิดตากพบไดกลุมประชากรเชื้อสายไทย,  มาเลเซีย, และไตหวัน [4, 33, 37-
39] ในคนไทยสามารถพบไดทั้งคนที่อาศัยอยูทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลางและภาคใตของประเทศ
ไทย อาการของผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิดตากมีตัง้แตไมแสดงอาการจนถึงมีอาการ polycythemia สําหรับ
ผูที่มียีนฮีโมโกลบินชนิดตากชวงที่เปนเด็กทารก เน่ืองจากภาวะที่มีออกซิเจนสูงในกระแสเลือด   
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ฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab และฮีโมโกลบินชนิดตาก เม่ือแยกชนิดดวยการใชความดัน HPLC และ

วิเคราะหดวยโปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบินผิดปกติกลุมน้ีจะถูกจัดใหอยูในกลุมเดียวกนัโดยสังเกตจาก 
retention time (RT) ฉะนั้นการวิเคราะหหาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติโดยวธิีน้ีจึงยังมีขอจํากัดและแปลผล
ผิดพลาดได การวิเคราะหดวยวธิีรีเวอรส ดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น จะทําใหสามารถระบุชนิดของฮีโมโกลบิน
ผิดปกติไดอยางแมนยํา เพราะเปนการวิเคราะหถึงระดับยีนที่มีตวัตรวจจับที่เฉพาะภายใตการทดลองเพียงครั้ง
เดียว ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจหาฮีโมโกลบินผิดปกติ นอกเหนือจากวิธ ี multiplex allele-specific 
PCR assay [6] ที่เคยมีรายงานมาแลว 

ฮีโมโกลบินชนิด G-Makassar เกิดจาการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 6 ของสายเบตา
โกลบินจากกรดกลูตามิค เปน กรดอะลานีน (α2β2

6Glu-Ala) มีรายงานครั้งแรกในชาวอินโดนีเซีย [40] และตอมา
ไดมีการรายงานในประเทศไทยจํานวน 6 ราย ซ่ึงเปนคนที่มีภูมิลําเนามาจากทางภาคใต 1 คน  [20, 21] เม่ือ
แยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC และวิเคราะหดวยโปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบิน
ชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention time ที่ 4.48-4.55 ผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด D-Panjab จะไมพบ
อาการที่เปนปญหาทางดานสุขภาพ ยกเวนเม่ือตรวจเลือดจะพบวาคา MCV จะต่ํากวาปกติเล็กนอยคอือยู
ในชวง 77.9+9.2 fL 

ฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand (ฮีโมโกลบินมหิดล หรือ ฮีโมโกลบินชนิด G-Taichung) เกิดจาการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงที ่ 74 ของสายแอลฟาโกลบิน จากกรดแอสพาติค เปน กรดฮีสติดีน 
(α2

74Asp-Hisβ2)  เม่ือแยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC และวิเคราะหดวยโปรแกรม β-thal 
short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention time ที่ 4.64-4.65 พบไดในกลุมประชากรเชื้อสายไทย, 
จีน [2, 41-44] ผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด Q-Thailand  ไมพบอาการที่เปนปญหาทางดานสุขภาพ 

ฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia เกิดจาการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 116 ของสายแอลฟา
โกลบินจากกรดกลูตามิค เปน กรดไลซีน (α2

116Glu-Lysβ2) พบรายงานในกลุมประชากรชาวอินโดนีเซีย [45] ยัง
ไมเคยพบรายงานมากอนในประเทศไทย การศึกษาครั้งน้ีพบผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบินชนิด O-Indonesia 2 
ราย ซ่ึงทั้งสองรายมีเชื้อสายมุสลิม จากจังหวัดยะลาและนราธวิาส การคนพบน้ีบอกไดวาฮีโมโกลบินชนิด O-
Indonesia ที่พบในประเทศไทยและประเทศอนิโดนีเซียอาจจะมีการกระจายตัวมาจากจดุกําเนิดเดียวกัน 
เน่ืองจากลักษณะการแสดงออกทางอาการคลายคลึงกับกลุมประชากรที่พบในประเทศอินโดนีเซีย คือจะไม
แสดงอาการที่เปนปญหาทางดานสุขภาพและผลการตรวจเลือดทางโลหิตวิทยาคา Hb อยูระหวาง 11.3+1.4 
g/dL คา MCV อยูระหวาง 78.6+8.7 fL [46] และเม่ือแยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC และ
วิเคราะหดวยโปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention time ที่ 4.84-4.95     

ฮีโมโกลบินชนิด Hope เกิดจาการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 136 ของสายเบตาโกลบิน
จากกรดไกลซีน เปน กรดแอสพาติค (α2β2

136Gly-Asp) เม่ือแยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC 
และวเิคราะหดวยโปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention time ที่ 3.68 พบ
รายงานในกลุมประชากรชาวไทย, สเปน, อเมริกา, แอฟริกา, ญ่ีปุน,  [33, 47-52] ในประเทศไทยสามารถพบ
ฮีโมโกลบินชนิด Hope ไดทั้งภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และภาคใต แตทางภาคใตพบใน
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ปริมาณที่นอยกวาภาคกลาง และภาคเหนือ จากการศึกษาครั้งน้ีพบเพียงแค 1 ราย ผูที่เปนพาหะฮีโมโกลบิน
ชนิดนี้ไมพบอาการที่เปนปญหาทางดานสุขภาพ 

ฮีโมโกลบินชนิด Lepore เกิดจาการ crossing over ของสายเดลตาโกลบินกับสายของเบตาโกลบินทํา
ใหเกิดฮีโมโกลบินผิดปกต ิ และเม่ือแยกชนิดของฮีโมโกลบินดวยการใชความดัน HPLC และวเิคราะหดวย
โปรแกรม β-thal short ฮีโมโกลบินชนิดซีจะถูกแยกออกมาที่ retention time ที่ 3.45-3.48 ปจจุบันพบ
ฮีโมโกลบินชนิด Lepore จํานวน 3 แบบ คือ ฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Hollandia เกิดจากการ crossing over 
ของยีนเดลตาที่ตําแหนงโคดอน 1-22 และยีนเบตาทีต่ําแหนงโคดอน 50-146 (δaa1-22βaa50-146), ฮีโมโกลบิน
ชนิด Lepore-Baltimore เกิดจากการ crossing over ของยีนเดลตาที่ตําแหนงโคดอน 1-50 และยีนเบตาที่
ตําแหนงโคดอน 86-146 (δaa1-50βaa86-146) และฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Boston-Washington เกิดจากการ 
crossing over ของยีนเดลตาทีต่ําแหนงโคดอน 1-87 และยีนเบตาทีต่ําแหนงโคดอน 116-146 (δaa1-87 

βaa116-146) งานวิจัยครั้งน้ีพบฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Hollandia เกิดจากการ crossing over ของยีนเดลตาที่
ตําแหนง IVS1-42 และยีนเบตาทีต่ําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 56 (δIVS1-42 β56)  จํานวน 2 ราย ซ่ึงฮีโมโกลบินชนิด 
Lepore-Hollandia ชนิดนี้เคยมีรายงานครั้งแรกในคนไทยที่พบในประเทศฮองกงแตไมไดรายงานวาคนไขเปน
คนไทยจากภมิูภาคใด กอนหนานี้ในประเทศไทยเคยพบฮีโมโกลบินชนิด Lepore-Hollandia ในคนไทยภาค
กลางแตตําแหนงที่เกิด crossing over แตกตางกันคอื เกิดจากการ crossing over ของยีนเดลตาทีต่ําแหนง 
โคดอน 22 และยีนเบตาทีต่ําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 50 (δ22 β50)[53] ผลการตรวจเลือดทางโลหิตวทิยาพบวาคา 
MCV จะมีคาต่ํากวาปกติอยูระหวาง 72.0+2.8 fL       

จากงานวิจัยครั้งน้ีจะเห็นไดวาคาทางโลหติวทิยาของผูที่เปนพาหะของฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิด
จะไมแตกตางกันมากอยางมีนัยสําคัญทางสถิติยกเวนคาความเขมขนของม็ดเลือดแดง, คา MCV และคา 
MCHC ที่ใหคา p=0.02, p=0.03 และ p=0.02 ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติเม่ือคํานวณดวยสถติ ิ Kruskal-wallis ที่ใชสําหรับการหาคาความแตกตางของขอมูลที่เปนแบบ non-
parametric แตเน่ืองจากจํานวนขอมูลในแตละชนิดมีนอย คาที่ไดจึงอาจจะไมเพียงพอที่จะนํามาใชใน
การศึกษาถึงลักษณะการแสดงออกทาง phenotype ของฮีโมโกลบินผิดปกติแตละชนิดได 

นอกจากนี้ ผลการวิจัยครั้งน้ียังไดนําไปประยุกตใชกบัการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดใหกับคูเสี่ยงที่มี
โอกาสมีลูกเปนโรคธาลัสซีเมียรวมกับฮีโมโกลบินผิดปกติได ซ่ึงจะมีประโยชนตอการควบคุมและปองกัน
โรคธาลสัซีเมียในประเทศไทยตอไป    
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