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บทคัดย่อ: 

 Hemolytic anemia (HA) เป็นภาวะที่เกิดการทำลายเมด็เลือดแดงหรอืการกำจัดเม็ดเลือดแดงจากกระแสเลือด

ก่อนอายุขัย HA ทีพ่บบ่อยในโลกได้แก่ hereditary spherocytosis (HS), glucose-6-phosphate dehydrogenase 

deficiency, sickle cell anemia และโรคธาลสัซเีมียโดยเฉพาะโรคธาลสัซเีมียน้ันพบได้มากในประเทศไทย สาเหตุหน่ึง

ของการภาวะซีดในกลุ่มโรค hemolytic anemia คือเม็ดเลือดแดงถูกทำลายด้วยภาวะภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล ส่วน

ในโรคธาลัสซีเมียน้ันความไมส่มดุลกันระหว่างการสร้างสายโกลบินทำใหเ้กิดสายบีต้าจบักันเองในโรคอัลฟ่าธาลัสซีเมียหรือ

สายอัลฟาที่ไม่มีคู่ สง่ผลทำใหโ้มเลกุลของฮีโมโกลบินสายที่เหลือตกตะกอนที่ผนังของเม็ดเลือดแดงทัง้ตัวอ่อนและตัวแก ่ทำ

ให้เม็ดเลือดแดงถูกทำลายจากภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลที่เกิดจากโมเลกุลของฮีม นอกจากน้ีพบว่าระดับของสารต้าน

อนุมูลอสิระในผูป้่วยธาลัสซีเมียมีระดับทีล่ดลงเช่นกัน อย่างไรก็ตามกลไกในระดับโมเลกลุของการควบคุมภาวะถูกออก ซิ

ไดซ์เกินสมดุลยังไม่ทราบแน่ชัด จากการศึกษาครั้งน้ีพบว่าในผู้ป่วยโรคธาลสัซเีมียมีการแสดงออกของ ไมโครอารเ์อน็เอ-

144 เพิ่มสูงข้ึนซึ่งมีความสัมพันธ์กบัการแสดงออกทีล่ดลงของยีนเป้าหมายคือ nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (NRF2) และระดับของกลูตาไธโอน เมื่อทำการศึกษาผลของการลดหรือเพิ่มไมโครอารเ์อ็นเอ-144 โดยการเติม 

miR- inhibitor และ mimic ในเซลล์เมด็เลอืดแดงตัวอ่อน พบว่าเมื่อลดการแสดงของไมโครอารเ์อ็นเอ-144 น้ันจะส่งผลให้

การแสดงออกของยีน NRF2 และระดับของกลูตาไธโอนเพิม่ข้ึน และเมือ่เพิม่การแสดงของไมโครอาร์เอ็นเอ-144 จะสง่ผล

ให้ลดการแสดงออกของยีน NRF2 และระดับของกลูตาไธโอน นอกจากน้ีพบว่าการเพิ่มข้ึนของไมโครอาร์เอ็นเอ-144 จะทำ

ให้เซลล์ไวต่อภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลทีท่ำถูกกระตุ้นด้วยความเข้มข้น H2O2 ที่เหมาะสมและเซลลเ์ม็ดเลือดแดงจะทน

ต่อภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลเมื่อเติม inhibitor ของไมโครอาร์เอ็นเอ-144 ดังน้ันจากการศึกษาครั้งน้ีพบว่าถ้ามคีวาม

ผิดปกติที่เกิดข้ึนจากไมโครอารเ์อ็นเอ-144 อาจจะสง่ผลทำให้ความสามารถในการจัดการของเซลล์ต่อภาวะถูกออกซิไดซ์

เกินสมดุลจะลดลง ส่งผลทำให้เซลลเ์ม็ดเลือดแดงเกิดภาวะเม็ดเลอืดแดงได้ง่าย 

 

คำหลัก : เมด็เลือดแดงแตกง่าย, โรคธาลัสซเีมีย, ภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล, ไมโครอาร์เอ็นเอ-144, ยีน NRF-2 
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Abstract: 

 Hemolytic anemia (HA) results from red blood cells (RBCs) destruction or removal of RBCs from 

the circulation before a normal life span. The most common HA affected worldwide are hereditary 

spherocytosis, G-6-PD deficiency, sickle cell anemia and thalassemia. Especially, thalassemia had high 

prevalence in Thailand. Oxidative damage to their erythroid cells seems to be a major etiology of 

hemolytic anemia. In thalassemia, imbalanced globin chain synthesis results in excessive β4 in α-

thalassemia or unbound α-globin chains in β-thalassemia causing erythroid destruction by oxidative 

stress. Oxidative stress status of thalassemia is potentiated by the heme. Conversely, the reduction of 

antioxidant level of α- thalassemia and β- thalassemia was observed. However, the molecular basic 

mechanism for this phenotype remains unknown. Our study showed miR-144 expression is up-

regulated in thalassemia and correlated with reduced nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) 

as target mRNA and decreased glutathione levels. To study effect of miR-144 expression, the gain-loss 

of miR-144 expression were performed by miR- inhibitor and mimic transfection in erythroblastic cell 

line. This study reveals that miR-144 expression was down-regulated, and NRF2 expression and 

glutathione levels were increase in comparison with untreated condition after miR- inhibitor 

transfection. While increased of miR-144 expression contributed to the decreased NRF2 expression and 

glutathione level compared to untreated condition after miR- mimic transfection. Moreover, miR-144 

overexpression leads to significantly increased sensitivity to oxidative stress at indicated concentrations 

of H2O2 and rescued by miR-144 inhibitor. Therefore, our findings suggested that dysregulation of miR-

144 may play a role in their reduced ability to deal with oxidative stress and susceptibility to RBC 

hemolysis. 

Keywords : hemolytic anemia, thalassemia, oxidative stress, miR-144, NRF-2 
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เน้ือหางานวิจัยประกอบด้วย  

1. บทคัดย่อภาษาไทย และภาษาอังกฤษ (ตามเอกสารแนบหมายเลข 2/1 และ 2/2) 

2. บทสรุปผู้บรหิาร (Executive Summary) ประกอบด้วย: 

- ท่ีมาและความสำคัญของปัญหา 
 Hemolytic anemia เป็นภาวะทีเ่กิดการทำลายเม็ดเลอืดแดงหรอืการกำจัดเม็ดเลอืดแดงจากกระแส

เลือดกอ่นอายุขัย ซึ่งโดยทั่วไปเม็ดเลือดแดงจะมีอายุราว 120 วัน [1, 2] Hemolytic anemia ที่พบบ่อยใน

โลกได้แก่ hereditary spherocytosis (HS), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) 

deficiency, sickle cell anemia และ thalassemia [3-9] โดยเฉพาะโรค thalassemia น้ันพบได้มากใน

ประเทศไทย อาการทางคลินิกแบ่งออกได้เป็นการซีดแบบฉับพลันและเรื้อรังและพบเม็ดเลือดแดงตัวอ่อนมาก

ข้ึน มีอาการดีซ่าน, น่ิว และม้ามโต สาเหตุหน่ึงของการภาวะซีดในกลุม่โรค hemolytic anemia คือเม็ดเลอืด

แดงถูกทำลายด้วยภาวะภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล (oxidative stress) ซึ่งการเกิด oxidative stress จะ

เกิดข้ึนทั้งในเม็ดเลือดแดงตัวอ่อนส่งผลทำใหเ้กิดการสร้างเมด็เลือดแดงที่ผิดปกติ (ineffective erythropoie- 

sis) หรือในเม็ดเลือดตัวแก่ทำให้เกิดการแตกและอายุขัยสั้น ในภาวะปกติการเกิด oxidation จะถูกควบคุมให้

อยู่ในภาวะที่สมดุลกันระหว่างสิ่งทีท่ำให้เกิด oxidation (pro-oxidants) และสิ่งที่ต่อต้านการเกิด oxidative 

(anti-oxidants) แต่พบว่าในกลุ่มโรค hemolytic anemia มีการสร้าง pro-oxidants หรือ reactive 

oxygen species และผลผลิตที่ทำใหเ้กิด oxidative เช่น จากโปรตีน, ไขมัน, และสารพันธุกรรมมีการสร้างที่

เพิ่มข้ึนในกลุ่มโรค hemolytic anemia [10] ซึ่งการควบคุมสภาวะของ oxidation ในระดับโมเลกลุ น้ันจะ

ถูกควบคุมด้วย transcription factor และ microRNAs [11] 

 microRNA (miRNAs, miR-) คือ non coding RNA สายสั้นประมาณ 21 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งทำหน้าที่

ควบคุมการแสดงออกของยีนโดยการยับย้ังการแปลรหสัของ mRNA หรอืการกระตุ้นให้ mRNA สลาย การ

ควบคุมแบบ negative ของการแสดงออกของ mRNA น้ีมีความสำคัญในการเจริญเติบโตของเซลล์, การ

เปลี่ยนแปลงรปูร่าง, การตายของเซลล์และภาวะ oxidation ด้วย [11-13] โดยก่อนหน้าน้ีได้มีการศึกษา 

miRNA และกระบวนการ redox-sensitive ไว้ [11] miRNA ทำหน้าที่ควบคุมกระบวนการการสง่สญัญาณ

ของ Nrf2/ARE ซึง่เป็นกระบวนการที่สำคัญใน redox homeostasis นอกจากน้ี miRNA มีบทบาททีส่ำคัญ

ในการควบคุมกระบวนการ redox ในไมโตรคอนเดรียซึ่งเป็นแหลง่สร้าง H2O2 ทีม่ากทีสุ่ดอีกด้วย[14] มี

การศึกษาบทบาทของ miRNA ต่อกระบวนการ oxidative stress ในเม็ดเลือดแดงในหนู miR-144/451 

knockout พบว่าเม็ดเลือดแดงของหนูจะมี oxidative stress เพิ่มข้ึน โดยต่อมาพบว่า miR-451 จะทำหน้าที่

ควบคุมยีนเป้าหมายคือ Ywhaz (the phospho-serine/threoninebinding protein 14-3-3 ζ) ซึ่งการ

แสดงออกที่ลดลงของยีนน้ีสง่ผลใหเ้กิดการยับย้ังการทำงานของ transcription factor 3 (FoxO3) ซึง่

เกี่ยวข้องกบั oxidative stress [15] ในโรค sickle cell anemia ซึ่งกลุม่ของ hemolytic anemia เช่นกัน

พบว่าการเพิ่มข้ึนของระดับ ROS [16] และการลดลงของระดับ antioxidant [17] จากการศึกษาพบว่า miR-

144 จะทำหน้าที่ควบคุมภาวะ oxidative stress โดยการควบคุมผ่าน nuclear factor-erythroid 2-



 

related factor 2 (NRF2) [18] แสดงว่า miRNA มบีทบาทที่สำคัญในการควบคุม oxidative stress ในกลุ่ม

โรค hemolytic anemia อย่างไรก็ตามในโรค hemolytic anemia อื่นน้ัน กระบวนการทำงานและป้องกัน

กันเกิด oxidative stress ของ miRNA ยังไมเ่ป็นที่ทราบแน่ชัด 

 ดังน้ันผู้วิจัยจึงได้ทำการศึกษาบทบาทและหน้าที่ของ miRNA ที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมภาวะ oxidative 

stress ในกลุ่มโรคของ hemolytic anemia ซึ่งผู้วิจัยได้ทำการศึกษาในกลุม่โรค thalassemia ซึ่งเป็นโรคที่

พบมากในประเทศไทย โดยได้ทำการศึกษาการแสดงออกของ miR-144 ในการควบคุมผ่านยีนเป้าหมาย 

NRF2 ในตัวอย่างเลอืดของผู้ป่วย thalassemia และศึกษาหน้าที่และความสำคัญของ miRNA และยีน

เป้าหมาย (gain and loss function) ซึ่งการศึกษาครั้งน้ีจะเป็นข้อมลูทีส่ำคัญของบทบาทของ miRNA ใน

การควบคุมปอ้งกันภาวะ oxidative stress ในกลุ่มโรค hemolytic anemia  

 

- -ทบทวนวรรณกรรม 

โรค hemolytic anemia  

 Hemolytic anemia เป็นภาวะทีเ่กิดการทำลายเม็ดเลอืดแดงหรอืการกำจัดเม็ดเลือดแดงจากกระแส

เลือดกอ่นอายุขัย ซึ่งโดยทั่วไปเม็ดเลือดแดงจะมีอายุราว 120 วัน [1, 2] Hemolytic anemia ที่พบบ่อยใน

โลกได้แก่ hereditary spherocytosis (HS), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) 

deficiency, sickle cell anemia และ thalassemia [3-9] โดยเฉพาะโรค thalassemia น้ันพบได้มากใน

ประเทศไทย โดยเฉพาะโรค thalassemia น้ันพบได้มากในประเทศไทย อาการทางคลินิกแบง่ออกได้เป็นการ

ซีดแบบฉับพลันและเรื้อรังและพบเม็ดเลอืดแดงตัวอ่อนมากข้ึน มีอาการดีซ่าน, น่ิว และม้ามโต 

 โรคธาลัสซีเมีย (Thalassemia) 

 โรค thalassemia และ abnormal hemoglobin เป็นโรคที่มีถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่พบบ่อยที่สุดใน

คนไทย โดยพบว่าประชากรไทยเป็นพาหะของธาลัสซีเมยีชนิดใดชนิดหน่ึงเช่น อัลฟ่าธาลัสซเีมีย (α-

thalassemia) หรือเบต้าธาลัสซเีมีย (β-thalassemia) หรือร่วมกับ abnormal hemoglobin เช่น Hb 

Constant Spring (HbCS) หรือ พาหะของ hemoglobin E (HbE) สูงถึงร้อยละ 30-40 ดังน้ันกลุ่มโรค

ดังกล่าวจงึเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขของประเทศไทยเป็นอย่างมาก[6] โรค thalassemia แบง่ออกเป็น 

2 กลุม่หลักๆคือ  

 โรค α-thalassemia เกิดจากความผิดปกติของยีน α ซึ่งส่วนใหญจ่ากการขาดหายไปของยีนส่งผลให้มี

การสร้างสาย α-globin ลดลงหรอืสร้างไม่ได้เลย ในทารกการลดลงของสาย α-globin นำไปสู่การจับกันของ

สาย γ-globin เรียกว่า hemoglobin Bart’s (Hb Bart’s; γ4) เช่นเดียวกบัในผู้ใหญจ่ะมีการจบักันเองของ

สาย β-globin เรียกว่า hemoglobin H (Hb H; β4) ซึ่ง hemoglobin ทั้งสองชนิดน้ีจะจับกบัออกซิเจนแน่น 

ส่งผลให้การปลอ่ยออกซิเจนไปสู่เน้ือเย่ือเกิดได้น้อยกว่าปกติ การเกิดพยาธิสภาพของผู้ป่วยจะเพิม่ข้ึนตาม

จำนวนการขาดหายไปของยีนอัลฟ่าได้แก่ α-thalassemia2 (-α/αα), α-thalassemia1 (-α/-α), (--/αα), 

HbH disease (--/-α) และ Hb Bart's hydrops fetalis (--/--) ตามลำดับ ซึ่งจากการจบักันเองของ γ-

globin และ β-globin สามารถตกตะกอนในเม็ดเลือดแดงตัวแก่ ทำให้เม็ดเลอืดแดงผิดปกติและจะถูกทำลาย

เมื่อผ่านม้ามส่งผลให้เม็ดเลือดแดงมอีายุขัยสั้นกว่าปกติน้ันเอง [7, 19] 



 

 โรค β-thalassemia เกิดจากความผิดปกติของยีน β ซึ่งส่วนใหญเ่กิดจากการมิวเตช่ันของยีนสง่ผลใหม้ี

การสร้างสาย β-globin ลดลงหรือสร้างไม่ได้เลย ส่งผลทำให้เกดิความไมส่มดุลกันระหว่างสาย α-globin 

และ β-hemoglobin α-hemoglobin ที่เหลืออยู่จะไมเ่สถียรและจะตกตะกอนในผนังเซลล์ของเม็ดเลือดแดง

ตัวอ่อนในไขกระดูกสง่ผลใหเ้กิดการทำลายเม็ดเลอืดแดงตัวอ่อนต้ังแต่ในไขกระดูก (ineffective erythpoie- 

sis) ซึ่งเป็นสาเหตุหลักที่ทำใหเ้กิดภาวะซีดในผูป้่วย β-thalassemia และ α-hemoglobin ทีเ่หลือตกตะกอน

ในเม็ดเลือดแดงตัวแก่จะสง่ผลใหเ้กิดการทำลายเม็ดเลือดแดงที่ผิดปกติดังกล่าวโดยจะถูกกำจัดโดยม้ามส่งผล

ให้เม็ดเลือดแดงมีอายุสั้นกว่าปกติเช่นกัน [19-21] 

 จากการที่พยาธิสภาพของผูป้่วย thalassemia จะเกิดจากการไม่สมดุลกันระหว่าง hemoglobin ทั้งสอง

สาย ซึง่โมเลกุลของ hemoglobin สายทีเ่หลือน้ันจะตกตะกอนทีผ่นังของเม็ดเลือดแดงทั้งตัวอ่อนและตัวแก่

ส่งผลให้เกิดการทำลายเม็ดเลือดแดงทีผ่ิดปกติดโดยม้าม ส่งผลให้เม็ดเลอืดแดงมีอายุสั้นกว่า 120 วัน 

(extravascular hemolysis) หรือถูกทำลายในหลอดเลือด (intravascular hemolysis) ทำให้มี heme หรือ

เหล็กทีเ่กิดจากการสลายของ hemoglobin สะสมอยู่มาก ทำให้ธาตุเหล็กซึ่งเป็นส่วนของประกอบ heme ที่

จับอยู่ด้วยน้ันหลุดเป็นอสิระได้ง่ายส่งผลใหเ้กิดสารอนุมลูอสิระผ่านกระบวนการ Fenton reaction และสาร

อนุมูลอสิระมีโอกาสสัมผสักับส่วนประกอบของเม็ดเลือดแดงเช่น โปรตีนหรือไขมันของผนังเซลล์เม็ดเลอืดแดง 

[21-23] ให้เกิดผลผลิตของภาวะออกซิเดช่ันเพิ่มข้ึนอีก ส่งผลให้เกิดภาวะ oxidative stress ในผูป้่วย 

thalassemia ซึ่งเป็นสาเหตุหน่ึงของการภาวะซีดในผูป้่วย thalassemia 

 ภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล (Oxidative stress) และการควบคุมภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุลใน

เม็ดเลือดแดงระดับโมเลกุล 

    ภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล (Oxidative stress) เกิดจากการเพิม่ข้ึนของอนุมลูอสิระและสารเกี่ยวข้องที่

เป็นผลิตผลหรอือาจเกิดจากความบกพร่องของการป้องกันอนัตรายจากการเกิดออกซิเดช่ันซึง่เกิดจากปริมาณ

เอนไซม์ทีท่ำหน้าที่ต้าน (anti-oxidants) การเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวลดลง อนุมลูอสิระที่มบีทบาทสำคัญต่อ

เซลล์ ได้แก่ อนุมูลอสิระออกซเิจน และอนุมลูอิสระไนโตรเจน ก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซเิดช่ันของอนุมลูอสิระ

อันมีความไวต่อชีวโมเลกลุภายในเซลลไ์ด้แก ่ ไขมัน โปรตีน และกรดนิวคลีอกิ ทำให้เซลล์ถูกทำลายและเกิด

ผลิตผลของอนุมลูอสิระส่งผลต่อพยาธิสภาพของร่างกายได้  

 ธาตุเหล็กซึ่งเป็นส่วนประกอบทีส่ำคัญในฮีโมโกลบิน เป็นหน่ึงตัวการสำคัญทีท่ำใหร้่างกายสร้างสารโปร 

ออกซิแดนท ์ โดยผ่านกระบวนการ Fenton reaction ซึง่สามารถทำใหเ้กิด oxidative stress ข้ึนภายใน

ร่างกายได้ โดย Ferrous iron (Fe2+) จะถูกออกซิไดซ์ด้วย H2O2 ทำให้ได้ hydroxyl radical (•OH) และ 

hydroxyl anion (OH-) และสำหรบั ferric iron (Fe3+) ที่เกิดข้ึนมาจะกลับมาทำปฏิกริิยากับ H2O2 ได้เป็น 

peroxide radical (•OOH) และ proton (H+) ซึง่ reactive oxygen species (ROS) ต่างๆที่เกิดข้ึนน้ันทำให้

เกิดภาวะ oxidative stress ข้ึน ดังสมการที่ 1 และ 2 

สมการที่ 1 : Fe2+ + H2O2  ®  Fe3+ + •OH + OH-  

สมการที่ 2 : Fe3+ + H2O2  ®  Fe2+ + •OOH + H+  

 การสะสมของสาร pro-oxidants จากกระบวนการดังกล่าวน้ันส่งผลทำใหเ้กิดกระบวนการการทำลาย

ไขมันที่ผนังเซลล์ (lipid peroxidation), การทำลายสภาพโปรตีน (protein cabonylation) และการ



 

สลายตัวของฮโีมโกลบิน (Hb denaturation) ดังน้ันในร่างกายมนุษย์จึงมีกระบวนการควบคุมสารอนุมลูอสิระ

เหล่าน้ี ส่งผลให้ร่างกายอยู่ในสภาวะสมดุล ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอสิระ (antioxidant)  ทีส่ำคัญของร่างกาย 

เช่น SOD, GSH และ PRDX เป็นต้น [24, 25] โดยสารต้านอนุมูลอสิระข้างต้นน้ันล้วนถูกสร้างโดยการกระตุ้น

ด้วย transcription factor คือ NF-E2-related factor 2 NRF2 ซึง่ NRF2 จะกระตุ้นยีนเป้าหมายที่

เกี่ยวข้องกบัการสร้างสารต้านอนุมลูอสิระผ่าน antioxidant/ electrophile response element 

(ARE/EpRE) [26] ยีนเป้าหมายที่ถูกกระตุ้นเช่น Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (Gclc), 

glutamate-cysteine ligase, modifier subunit (Gclm) ซึ่งเกี่ยวข้องกบัการสร้าง Glutathione 

peroxidase (GSHPx), Thioredoxin reductase 1 (Txnrd1), Peroxiredoxin 1 (Prdx1) (เกี่ยวกบัการ

กำจัด ROS), Glutathione S-transferase (Gst), NAD(P)H dehydrogenase quinone 1 (Nqo1) (ล้างพิษ

สารแปลกปลอม) [26-29] ในเซลลเ์ม็ดเลือดแดง NRF2 มบีทบาทที่สำคัญมาก โดยจากการศึกษาในหนูที่ขาด

ยีน NRF2 อย่างเดียวหรือขาดยีนอื่นที่ถูกควบคุมด้วย NRF2 เช่นยีน peroxiredoxin1 (PRDX1) พบว่าหนูจะ

มีภาวะ autoimmune hemolytic anemia และมีภาวะตอบสนองต่อออกซเิดช่ันได้ง่าย ร่วมกบัพบระดับ

ของ GSH ลดลง [30-32] จากการศึกษาในหนูกระตุ้นใหเ้ปน็โรค sickle cell disease (SCD) พบว่าเมือ่มีการ

เพิ่มการกระตุ้นยีน NRF2 จะลดภาวะถูกออกซิไดซเ์กินสมดุล ลดการติดเช้ือ ลดการทำลายอวัยวะและภาวะ

เม็ดเลือดแดงแตกง่ายในหนู SCD ได้ [33] นอกจาก NRF2 แล้ว พบว่า TF ที่สำคัญในการควบคุมภาวะออกซิ

เดช่ันคือ Forkhead box O3 (Foxo3) ซึง่มหีน้าที่กระตุ้นให้มีการสร้างเอนไซม์ SOD2, CAT [34] จาก

การศึกษาในหนูที่ขาดยีนดังกล่าวพบว่ามีระดับอนุมลูอสิระเพิ่มสงูข้ึนและมสีารต้านอนุมูลอิสระลดลงสง่ผลให้

เม็ดเลือดแดงมีอายุสั้นลง [35] ยีน Foxo3 ยังสามารถลดภาวะซีดในหนู ß-thalassemia อีกด้วย [36] 

นอกจาก TF ที่กล่าวมาจะถูกควบคุมด้วยระดับของการภาวะออกซเิดช่ันแล้ว ปัจจบุันพบว่า TF เหล่าน้ียังถูก

ควบคุมในระดับของ post-translation ด้วย miRNA อกีด้วย 

 microRNA (miRNAs, miR-) คือ non-coding RNA สายสั้นประมาณ 21 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งทำหน้าที่

ควบคุมการแสดงออกของยีนโดยการยับย้ังการแปลรหสัของ mRNA หรือการกระตุ้นให้ mRNA สลาย ซึ่งเป็น

การควบคุมการแสดงออกของ miRNA แบบ negative ซึง่พบว่า miRNA น้ีมีความสำคัญในการควบคุมภาวะ

ออกซเิดช่ันด้วย [37] โดยก่อนหน้าน้ีได้มกีารศึกษา miRNA และกระบวนการ redox-sensitive ไว้ miRNA 

ทำหน้าที่ควบคุมกระบวนการการสง่สญัญาณของ Nrf2/ARE ซึ่งเป็นกระบวนการทีส่ำคัญใน redox 

homeostasis [38] นอกจากน้ี miRNA มบีทบาททีส่ำคัญในการควบคุมกระบวนการ redox ในไมโตรคอนเด

รียซึ่งเป็นแหลง่สร้าง H2O2 ที่มากทีสุ่ดอีกด้วย [14] มกีารศึกษาบทบาทของ miRNA ต่อกระบวนการถูก

ออกซิไดซเ์กินสมดุลในเม็ดเลือดแดงในหนู miR-144/451 knockout พบว่าเม็ดเลอืดแดงของหนูจะมอีนุมลู

อิสระเพิม่ข้ึน โดยที่ miR-451 จะทำหน้าที่ควบคุมยีนเป้าหมายคือ Ywhaz (the phospho-

serine/threoninebinding protein 14-3-3 ζ) ซึง่การแสดงออกทีล่ดลงของยีนน้ีส่งผลให้เกิดการยับย้ังการ

ทำงานของ FoxO3 น้ันเอง [15] นอกจากน้ีจากการศึกษาในโรค SCD ซึง่มรีะดับอนุมูลอิสระสูงและระดับสาร

ต้านอนุมูลอสิระต่ำ พบว่ามีการแสดงออกของ miR-144 เพิ่มสงูข้ึนและ miR-144 จะทำหน้าที่ควบคุมภาวะ

ออกซเิดช่ันโดยควบคุมผ่านยีน NRF2 [18] NRF2 ยังสามารถควบคุมภาวะถูกออกซิไดซ-เกินสมดุลโดยผ7าน 

miR-214 ซึ่งจะยับย้ังยีน ATF4 (กระตุ้นการสร้างสารต้านอนุมูลอสิระ) [39] จงึเห็นได้ว่า miRNA มบีทบาทที่



 

สำคัญในการควบคุมภาวะถูกออกซิไดซ-เกินสมดุลในเม็ดเลือดแดงผ่าน mRNA เป้าหมายทีส่ำคัญคือกลุ่มของ 

TF 

 โรคธาลัสซีเมีย (Thalassemia) และภาวะถูกออกซิไดซเ์กินสมดุล (Oxidative stress) 

 สาเหตุของพยาธิสภาพทีเ่กิดข้ึนในโรค thalassemia น้ันเกิดจากการไม่สมดุลกันระหว่าง hemoglobin 

ทั้งสองสายของผู้ป่วย thalassemia ทำใหโ้มเลกลุของ hemoglobin สายที่เหลือตกตะกอนทีผ่นังของเม็ด

เลือดแดงทั้งตัวอ่อนและตัวแก ่ สง่ผลใหเ้กิดการทำลายของเม็ดเลือดแดงที่ผิดปกติดังกล่าว ทำใหม้ี heme 

หรือเหล็กที่เกิดจากการสลายของ hemoglobin กระตุ้นการสร้างสารอนุมูลอสิระผ่านกระบวนการ Fenton 

reaction และสารอนุมูลอสิระมีโอกาสสัมผัสกับส่วนประกอบของเม็ดเลือดแดงเช่น โปรตีนหรือไขมันของผนัง

เซลลเ์ม็ดเลือดแดง ทำใหเ้กิดผลิตผลของสารอนุมลูอสิระเพิม่ข้ึน จากการศึกษาในผูป้่วย   พบการเพิม่สงูข้ืนข
องระดับของ TBARS ซึ่งเป็นผลจากกระบวนการ lipid peroxidation ในกลุ่ม α-thalassemia trait และ

สูงข้ึนมากใน HbH disease และเมื่อทำการวัดระดับของสารต้านอนุมลูอสิระในพลาสมาพบว่าระดับของ

วิตามิน A, C และ E ลดลงในผู้ป่วยเช่นกัน เช่นเดียวกบัเมื่อทำการตรวจวัดในเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยพบว่า

ระดับของวิตามิน E, glutathione, catalase และ SOD ที่ลดลงเช่นกัน นอกน้ียังพบว่าเม็ดเลือดแดงของ

ผู้ป่วยสามารถถูกกระตุ้นจาก hydrogen peroxide ได้งา่ยและม ี deformability ของเม็ดเลือดแดงลดลง

เช่นกัน [40] ส่วนในผู้ป่วย β-thalassemia น้ันพบว่ามีภาวะออกซเิดช่ันเกิดข้ึนใน band 4.1, band 3 ของ

ผนังเซลลเ์ม็ดเลือดแดง ซึ่งนำไปสู่พยาธิสภาพของเม็ดเลือดแดง [22, 23, 41] และเมื่อทำการวัดระดับของ 

TBARS พบว่ามรีะดับเพิ่มสูงข้ึน [42, 43] และมกีารลดลงของสารต้านอนุมลูอสิระได้แก ่ peroxyl radical 

trapping potential (TRAP) และวิตามิน E ในผูป้่วย β-thalassemia [43]  

 แต่อย่างไรก็ตามกลไกทางโมเลกุลในการควบคุมกระบวนการทำงานและปอ้งกันกันเกิดภาวะ oxidative 

stress โดยเฉพาะอย่างย่ิง miRNA และยีน TF เป้าหมายในกลุ่มโรคของ hemolytic anemia ยังไม่เป็นที่

ทราบแน่ชัด ดังน้ันคณะผู้วิจัยจงึได้ทำการศึกษาบทบาทและหน้าที่ของ miRNA และ TF เป้าหมายทีเ่กี่ยวข้อง

กับการควบคุมภาวะ oxidative stress ในกลุ่มโรค thalassemia ซึ่งเป็นโรคที่พบมากในประเทศไทย โดยทำ

ได้ทำการศึกษาการแสดงออกของ miR-144 ในการควบคุมผ่านยีนเป้าหมาย NRF2 ในตัวอย่างเลือดของ

ผู้ป่วย thalassemia และศึกษาหน้าที่และความสำคัญของ miRNA และยีนเป้าหมาย (gain and loss 

function) ซึง่การศึกษาครั้งน้ีจะเป็นข้อมลูทีส่ำคัญของบทบาทของ miRNA ในการควบคุมป้องกันภาวะ 

oxidative stress ในกลุม่โรค hemolytic anemia ต่อไป 

 

- วัตถุประสงค์  
- เพื่อวิเคราะห์การแสดงออกของ miRNA ในการควบคุมภาวะ oxidative stress ในกลุ่มโรค 

thalassemia  

- เพื่อศึกษาการทำงานของ miRNA และ mRNA เป้าหมายทีเ่กี่ยวข้องกับการควบคุมภาวะ oxidative 

stress ในกลุ่มโรค thalassemia 

 

 



 

- วิธีทดลอง  
1. ตัวอย่างผูป้่วย 

 นำเลือดทีอ่ยู่ในสารกันเลือดแข็งจำนวน 6 ml จาก 25 ตัวอย่าง ประกอบไปด้วยคนปกติจำนวน 6 

ตัวอย่างจากอาสาสมัครและผูป้่วยได้แก ่β thalassemia/HbE จำนวน 7 ตัวอย่าง, HbH diseases จำนวน 9 

ตัวอย่าง และ HbH/CS-disease จำนวน 3 ตัวอย่าง จากคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ 

การศึกษาครั้งน้ีได้ผ่านคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลสงขลา

นครินทร์ (Approval ID: 57-217-19-2) นำมาเตรียมสเมียร์เลือดและย้อมด้วยสี Wright Giemsa เพื่อดู

รูปร่างเซลล์เม็ดเลอืดแดงด้วยกล้องจุลทรรศน์ และตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องนับเม็ดเลือดอัตโนมัติ Sysmex 

2. การคัดแยกเม็ดเลอืดแดงระยะ reticulocyte ด้วยวิธีการปั่นแยก 

 นำตัวอย่างเลือดที่ได้มาปั่นที่ความเร็ว 5,000 rpm อุณหภูม ิ4 องศา เวลา 5 นาที เพื่อกำจัดพลาสมาและ 

buffy coat ทิง้ ให้คงเหลอืแต่ส่วนของเม็ดเลือดแดง (reticulocyte และเม็ดเลือดแดงตัวแก่) นำส่วนดังกล่าว

มาล้างสองครั้งด้วย reticulocyte saline solution ทีเ่ย็นและนำส่วนดังกล่าวมาปั่นที่ความเร็ว 12,000 rpm 

อุณหภูมิ 4 องศา เวลา 30 นาที แยกส่วนบนช้ันบนสุดทีป่ัน่ได้มาเติม reticulocyte saline solution และ

นำมาปั่นที่ความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา เวลา 30 นาทีอีกครั้งหน่ึง นำเซลล์เม็ดเลอืดแดงระยะ 

reticulocyte ที่แยกได้มาตรวจสอบความบริสทุธ์ิของการแยกด้วยการวัดการแสดงออกของ CD71 ซึ่งจะ

จำเพาะกับเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน (reticulocyte) ทำการวิเคราะหด้์วยเครือ่ง flow cytometry นอกจากน้ี

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงระยะ reticulocyte ที่แยกได้จะถูกนำมาสกัด RNA เพื่อวัดการแสดงออกของ miRNA 

และ mRNA เป้าหมายต่อไป 

3. การเพาะเลี้ยงเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน  

 ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์ K562 cell line ในอาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI 1640 ผสมกบั 10% Fetal bovine 

serum (FBS), 2 mM L-Glutamine และ 1x Penicillin และ Streptomycin นำเอาเซลล์เม็ดเลือดแดงตัว

อ่อน K562 ที่ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์ มาใส่ใน 24 well plate แต่ละหลมุมเีซลลป์ระมาณ 1x105เซลล์ เพื่อนำ

เซลล์ที่ได้ไปทำการศึกษาผลของการเพิม่และลดการแสดงออกของ miR-144 ต่อไป 

4. การเพิ่มการแสดงออกและยับย้ังการแสดงออกของ miR-144  

 เซลลเ์ม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 จำนวน 1x105 เซลล์ ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์ ใน 24-well plate ทำการ

transfect โดยการนำ RNAiMAX Lipofectamine® reagent ผสมกบั Opti-MEM® medium เพื่อทำการ

เพิ่มการแสดงออกของ miR-144 นำ hsa-miR-144-3p miRNA mimic (mirVanaTM) ที่ความเข้มข้น 30 nM 

และ 40 nM ตามลำดับ และเพื่อทำการลดการแสดงออกของ miR-144 นำ anti-miR144 inhibitor ที่ความ

เข้มข้น 200 nM และ 300 nM ตามลำดับ ซึง่ miR-144 mimic หรือ anti-miR144 inhibitor น้ันจะถูกเจือ

จางกบั Opti-MEM® medium จากน้ันเตรียมสารละลาย miR-144 mimic หรือ anti-miR144 inhibitor ที่

ความเข้มข้นต่างๆ ผสมกับสารละลาย RNAiMAX Lipofectamine® reagent ในอัตราส่วน 1:1 หลังจากผสม

เข้ากันแล้วบ่ม ไว้ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที แล้วนำส่วนผสมที่ได้ใสล่งในหลมุที่มกีารใส่เซลล์ไว้แล้วข้าง 

ต้น จากน้ันนำเข้าไปเพาะเลี้ยงในตู้ CO2 incubator ที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 370C หลังจากน้ันทำการเก็บ

เซลล์ในวันที่ 3 หลังจากเติม miR-144 mimic หรอื anti-miR144 inhibitor นำเซลล์ที่ได้ไปตรวจการเพิม่



 

และลดการแสดงออกของ miR-144 โดยวิธี qRT-PCR และดูผลของเพิม่และการลดการแสดงออกของ miR-

144 ต่อการแสดงออกของยีนเป้าหมาย, ดูการมีชีวิตรอดของเซลล์ (cell viability), รูปร่างของเซลล์ 

(Morphology) ด้วยวิธี cytospin, วัดระดับภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล (Oxidative stress) ด้วยการวัด

ระดับของอนุมลูอสิระ (reactive oxygen species: ROS) และสารต้านอนุมูลอสิระ Glutathione (GSH) 

ด้วยวิธี flow cytometry 

5. การวัดการแสดงออกของ miRNA และ mRNA เป้าหมาย 

- การวิเคราะห์การแสดงออกของ miRNA ในเม็ดเลือดแดงด้วย qRT-PCR 

 เพื่อศึกษาการแสดงออกของ miRNA ทีเ่กี่ยวข้องกับ oxidative stress ซึง่ในการศึกษาครั้งน้ีคือ miR-

144 น้ัน เซลลเ์ม็ดเลือดแดงระยะ reticulocyte ของตัวอย่างคนปกติและผูป้่วยที่แยกได้ หรือเซลลเ์ม็ดเลือด

แดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรือ miRNA inhibitor จะถูกนำมาสกัด RNA โดย

ใช้ชุดสกัดของ Hybrid-R™ miRNA วิธีสกัดแบบ total RNA (large and small RNA) หลงัจากน้ันนำมาวัด

การแสดงออกของ miR-144 โดยใช้ TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems) เริ่มด้วยข้ันตอน 

Reverse transcribe RNA โดยมี primer ทีจ่ำเพาะต่อ miR-144 นำผลผลิตที่ได้มาทำการวัดการแสดงออก

ของ miRNA ด้วย TaqMan probe (Applied Biosystems) ที่จำเพาะกบั miR-144  และใช้ RNU48 เป็น 

internal control คำนวณการแสดงออกโดยวิธี เปรียบเทียบค่า Ct (2-ΔCt) ของการทดลองสามซ้ำ 

- การวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA เป้าหมายในเม็ดเลือดแดงด้วย qRT-PCR 

 ทำการวัดการแสดงออกของยีน nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (NRF2) 

ซึ่งการศึกษากอ่นหน้าน้ีพบว่ายีน NRF2 เป็น mRNA เปา้หมายของ miR-144 การศึกษาทำโดยนำ total 

RNA ทีส่กัดได้มาเปลี่ยนเป็น cDNA ด้วยน้ำยา High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems) 

หลงัจากผสมตัวอย่างที่ได้แล้ว นำไปเข้าเครือ่ง Thermocycler ที่ อุณหภูมิ 37 0C นาน 60 นาที ต่อด้วย 95 
0C นาน 5 นาทีและเกบ็ไว้ที่ 4 0C นำไปวัดการแสดงออกของ mRNA เป้าหมาย ด้วย qRT-PCR วิธี 

Sybergreen (SYBR® Premix Ex Taq ™ II :Tli RNaseH Plus) โดยการใช้ forword primer 5’- 

GACGGTATGCAACAGGACATTGAG -3’, reverse primer 5’-AACTTCTGTCAGTTTGGCTTCTGGA -3’ 

(138 bp) และ GAPDH (endogenous gene) forword primer 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC, 

reverse primer 5’-GAAGATGGTGATGGGA TTTC-3’ (226 bp) ที่ความเข้มข้นของ primer 0.2 μM 

ทำการเทียบการแสดงออกของยีนดังกล่าวในตัวอย่าง mRNA ที่ได้จากเม็ดเลือดแดงระยะ reticulocyte คน

ปกติและผู้ป่วย thalassemia ทำการวัดการแสดงออกด้วย qRT-PCR คำนวณการแสดงออกโดยวิธี

เปรียบเทียบค่า Ct (2-ΔΔCt) ของการทดลองสามซ้ำ  

6. การมีชีวิตรอดของเซลล์ (cell viability) 

 ทำการทดสอบผลการมีชีวิตรอดของเซลล์ (cell viability) ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก 

transfect ด้วย miRNA mimic หรือ miRNA inhibitor ด้วยการย้อมด้วยสี trypan blue ในอัตราส่วน 1:1 

นับจำนวนเซลล์ที่ไม่ติดสี (เซลล์มีชีวิต) ด้วย counting chamber 

 

 



 

7. รปูร่างของเซลล์ (Morphology) ด้วยวิธี cytospin 

 ทำการทดสอบดูรปูร่างของเซลล์ Morphology ด้วยการปั่นตกตัวอย่าง ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน 

K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรอื miRNA inhibitor ด้วยเครือ่ง cytospin ที่ความเร็ว 700 

rpm นาน 5 นาที ทำการย้อมสีตัวอย่างเซลลบ์นแผ่นสไลด์ด้วยสี Wright Giemsa เพื่อดูรูปร่างเซลล์ด้วย

กล้องจลุทรรศน์  

8. การวัดภาวะ oxidation และระดับ antioxidant  

 เพื่อตรวจภาวะ oxidation ในเซลล์เม็ดเลือดแดงของตัวอย่างคนปกติและผูป้่วย หรือเซลลเ์ม็ดเลือดแดง

ตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรือ miRNA inhibitor ด้วยการวัดระดับของ ROS โดย

วิธี dichlorofluorescein (DCF) assay ซึ่งสาร 2’, 7’ dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) น้ัน 

สามารถเข้าไปในเซลล์และจะถูก deacetylate ด้วย esterase ที่อยู่ภายในเซลล์ เปลี่ยนเป็น DCFH และถูก

เปลี่ยนเป็นสารเรืองแสง 2’, 7’ dichlorofluorescein (DCF) เมื่อถูกกระตุ้นด้วย H2O2 นำตัวอย่างเม็ดเลอืด

แดง ประมาณ 1x106 cells/mL ละลายใน PBS มาย้อมด้วยสาร DCFH-DA ที่ถูกละลายในเมทานอลที่ความ

เข้มข้น 0.4 mM หลังจากทิง้ไว้ที่อุณหภูมิ 37 0C เวลา 15 นาที ที่ 5% CO2 หลังจากน้ัน เม็ดเลือดแดงจะถูก

ล้างด้วย PBS แล้ว เติม PBS ลงไปในตัวอย่างและกระตุ้นด้วย 2 mM ของ H2O2 นำเม็ดเลือดแดงมาตรวจ

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometry โดยเริ่มจาก การวิเคราะห์แบบ dot-plot ระหว่าง side scatter 

(SSC) และ forward scatter (FSC) แล้ว เลือกบริเวณ (gate) ของเฉพาะเม็ดเลอืดแดงอย่างเดียว หลงัจาก

น้ันเม็ดเลือดแดง 10,000 เซลลจ์ะถูกวิเคราะหร์ะดับของความเข้มแสง DCF (ROS ทีเ่กิดข้ึน) ในช่อง green 

fluorescent (FL-1) ทำวิเคราะหผ์ลด้วย mean fluorescence intensity (MFI) ของระดับ ROS 

หลงัจากการกระตุ้นที่ 30 นาทีในตัวอย่างคนปกติเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยโรค thalassemia หรือเซลลเ์ม็ดเลือด

แดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรือ miRNA inhibitor เทียบกับกลุม่เซลล์ที่ไม่ได้

รับการ transfect 

 ส่วนการวัดระดับของ antioxidant น้ันจะทำการตรวจวัดระดับของ reduced thiol glutathione 

(GSH) ซึ่งเป็นสาร antioxidant ที่สำคัญในเม็ดเลือดแดง โดยนำตัวอย่างเม็ดเลอืดแดงประมาณ 1x106 

cells/mL ละลายใน PBS มาทำการกระตุ้นด้วยการเติม 1 mM ของ H2O2 หลังจากน้ันนำเซลลท์ี่ถูกกระตุ้น 

ไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 0C 5% CO2 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง นำเซลล์ที่ได้มาปั่นล้างด้วย PBS นำตัวอย่าง ที่ได้มา 

ย้อมกับ mercury orange ละลายด้วย acetone ที่ความเข้มข้น 40 µM เวลา 3 นาททีี่อุณหภูมหิ้อง 

นำเซลล์ที่ได้มาปั่นล้างด้วย PBS อีกครั้ง เติม PBS ลงไปในตัวอย่าง และนำเม็ดเลือดแดงมาตรวจวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง flow cytometry เซลลจ์ะถูกวิเคราะหร์ะดับความเข้มแสง mercury orange (ระดับ GSH ทีเ่กิดข้ึน) 

ในช่อง FL-2 ทำวิเคราะหผ์ลด้วย mean fluorescence intensity (MFI) เพือ่เปรียบระดับของสีทีเ่กิดข้ึน

เทียบกับกลุ่มผู้ป่วยโรค thalassemia หรือเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA 

mimic หรือ miRNA inhibitor เทียบกบักลุม่เซลล์ทีไ่ม่ได้รับการ transfect ทำการวิเคราะห์ผลของ 

oxidative status จากเครื่อง flow cytometry ด้วยโปรแกรม Cell Quest Pro 

 

 



 

9. การกระตุ้นภาวะ oxidative stress ในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน 

 เพื่อศึกษาผลของของการเพิ่มหรือลดการแสดงออกของ miR-144 ต่อภาวะ oxidative stress ในเซลล์

เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน โดยนำเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรอื 

miRNA inhibitor มาจำนวน 2 x 104 cell มาเติม H2O2 ที่ความเข้มข้น 10, 20, และ 30 µM เป็นเวลา 6 

ช่ัวโมง ทำการตรวจนับจำนวนเซลล์และทำการวัดการแสดงออกของ mRNA เป้าหมายต่อไป 

10. การวิเคราะหผ์ลทางสถิติ (Statistical analysis) และความสัมพันธ์ของ miRNA และพยาธิสภาพของโรค  

 ข้อมูลค่าทางโลหิตวิทยา, การแสดงออกของ miRNA และการแสดงออกของ mRNA จะแสดงค่ากลาง

และค่าความคลาดเคลือ่น (mean ± SE) และใช้ค่า Student's t-test ในการคำนวณค่าความแตกต่าง (p-

value) ค่าความสอดคล้องสัมพันธ์กันของ miRNA และพยาธิสภาพของกลุม่โรค thalassemia โดยการใช้ 

Spearman’s rank correlation (SPSS version 13) ค่าความแตกต่างที่ p < 0.05.  

 

- แผนการดำเนินงาน 
 

แผนการวิจัย 
เดือนท่ี 

1-6 7-12 13-18 19-24 25-30 31-36 37-42 

1. ส่ังซ้ือน้ำยาและสารเคมี/

ขอเอกสารจริยธรรมการวิจัย

ในมนุษย์ 

       

2. เก็บตัวอย่างและศึกษา

ภาวะ oxidation ในคนปกติ

และกลุ่มโรค thalassemia 

       

3. สกัดแยก total RNA จาก

เซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน 

reticulocyte/วิเคราะห์การ

แสดงออกของ miRNA และ 

mRNA เป้าหมายด้วย qRT-

PCR 

       

4. เพาะเล้ียงเม็ดเลือดแดงตัว

อ่อน, เพิ่มการแสดงออกของ 

miRNA ด้วย miRNA mimic 

และยับยั้งการแสดงออกของ 

miRNA ด้วยAnti-miRNA 

inhibitor 

       

5. ผลของภาวะ oxidation 

ในเม็ดเลือดแดงตัวอ่อนที่มี

การเพิ่มการแสดงออกของ 

miRNA ด้วย miRNA mimic 

       



 

แผนการวิจัย เดือนท่ี 

และยับยั้งการแสดงออกของ 

miRNA ด้วย Anti-miRNA 

inhibitor 

7.ศึกษาความสัมพันธ์ของ 

miRNA และพยาธิสภาพของ

กลุ่มโรค Thalassemia 

       

8. สรุป, รวบรวมผลการ

ทดลอง ร่างผลงานวิจัย 

       

10. เขียนรายงานการวิจัย        

11. ตีพิมพ์ผลงานวิจัย        

 

3. ผลการทดลอง  
 3.1 ค่าทางโลหิตวิทยาและภาวะ oxidative stress ของผู้ปว่ย thalassemia 

 เมื่อทำการตรวจวัดค่าทางโลหิตวิทยาของคนปกติและผูป้่วย thalassemia ได้แก่ β thalassemia/HbE, 

HbH diseases และ HbH/CS-disease พบว่าค่า RBC count ของ β-thalassemia/HbE และ HbH/CS-

disease มีค่าต่ำกว่าคนปกติอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.01) นอกจากน้ีพบว่าค่า Hb, Hct, MCV และ MCH มีค่าต่ำ

ในกลุ่มโรค Thalassemia เมื่อเทียบกับคนปกติอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.01) ในส่วนของค่า MCHC มีค่าต่ำกว่าคน

ปกติเฉพาะกลุม่ ɑ-thalassemia และกลุ่มโรค Thalassemia มีค่า RDW สูงเมื่อเทียบกับคนปกติอย่างมีนัยสำคัญ 

(p < 0.01) (แสดงดังตารางที่ 1) จากผลดังกล่าวแสดงว่ากลุม่โรค Thalassemia มีภาวะซีดเมื่อเทียบกบัคนปกติ 

 นอกจากน้ีเมื่อทำการตรวจวัดระดับของ ROS ด้วยเครื่อง flow cytometry พบว่าระดับของ ROS ใน

ผู้ป่วยโรค thalassemia มีระดับทีสู่งกว่าคนปกติอย่างมนัียสำคัญ (p < 0.01) และมีระดับของ Glutathione ซึง่

เป็นสารต้านอนุมลูอสิระต่ำกว่าคนปกติอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.01) เช่นกัน (แสดงดังตารางที่ 1)  

 3.2 การแสดงออกของ miR-144 และ mRNA เป้าหมายในเม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน reticulocyte ของ

ผู้ป่วย thalassemia  

 เมื่อทำการวัดการแสดงออกของ miR-144 ในกลุม่ผูป้่วย thalassemia พบว่าในผูป้่วย ɑ-thalassemia 

ได้แก่ HbH disease และ HbH-CS disease มีการแสดงออกของ miR-144 เพิม่ข้ึนเมื่อเทียบกับคนปกติเป็น 

15.7 เท่า และ 31.6 เท่าตามลำดับ (p < 0.01) เช่นเดียวกับผูป้่วย β thalassemia/HbE ซึ่งมกีารแสดงออกที่

เพิ่มข้ึนเป็น 3.1 เท่า (p < 0.01) เช่นกัน (แสดงดังรปูที่ 1) 



 

ตารางที่ 1 แสดงค่าทางโลหิตวิทยาและภาวะ oxidative stress ของคนปกติและผู้ป่วย thalassemia ได้แก่ β 

thalassemia/HbE, HbH diseases และ HbH/CS-disease 

 

 

RBC, Red blood cells; Hb, hemoglobin; Hct, hematocrit; MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean 

corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; Red cell distribution width; 

RDW, ROS; Reactive oxygen species GSH; Glutathione. * p < 0.05 and ** p < 0.01 โดยการใช้ independent 

Student’s t-test เปรียบเทียบกับคนปกติ 

 

 
รูปที่ 1 แสดงการแสดงออกของ miR-144 ในกลุม่ผูป้่วย thalassemia และคนปกติ (*p < 0.05, ** p < 0.01) 
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Red blood 

parameter 

Normal  

(n=6) 

Hb H disease 

(n=9)  

HbH CS disease 

(n=3) 

β-thalassemia/HbE 

(n=7)  

RBC count  

(x10
6 
cell/L) 

5.1 ± 0.4 4.5 ± 0.8 3.8 ± 0.1** 3.3 ± 0.6** 

Hb (g/dL) 13.9 ± 1.1  8.5 ± 1.2** 7.8 ± 0.2** 7.9 ± 1.4** 

Hct (%) 42.5 ± 3.3 29.8 ± 4.3** 29.6 ± 2.0** 24.1 ± 4.4 ** 

MCV (fL) 84.0 ± 2.1 67.3 ± 9.2** 78.8 ± 2.7* 72.8 ± 4.5 ** 

MCH (pg) 27.4 ± 1.0 19.1 ± 2.3** 20.9 ± 1.3** 23.9 ± 2.0** 

MCHC (g/dL) 32.6 ± 0.4 28.54 ± 1.5** 26.6 ± 2.4** 32.8 ± 0.9  

RDW (%) 13.6 ± 0.7 24.5 ± 2.3** 24.1 ± 3.9** 24.7 ±4.7 ** 

ROS level (MFI) 30.8 ± 5.9 96.7 ± 42.9** 78.7 ± 30.3** 80.4 ± 12.5** 

GSH (MFI) 430 ± 146.5 199.1 ± 95.3** 148.3 ± 46.6* 194.0 ± 57.1** 



 

 และเมือ่ทำการวัดการแสดงของ mRNA เป้าหมายของ miR-144 คือ NRF2 พบว่าในผูป้่วย ɑ-

thalassemia ได้แก่ HbH disease และ HbH-CS disease น้ันมีการแสดงออกของ NRF2 ลดลงเมือ่เทียบกบัคน

ปกติเป็น 0.3 เท่า (p < 0.01) และ 0.5 เท่าตามลำดับ (p < 0.05) เช่นเดียวกับผูป้่วย β thalassemia/HbE ซึง่มี

การแสดงออกที่เพิม่ข้ึนเป็น 0.4 เท่า (p < 0.05) เช่นกัน (แสดงดังรูปที่ 2) นอกจากน้ียังพบว่าการแสดงออกของ 

NRF2 น้ัน มีความสัมพันธ์กบัระดับของ Glutathione ที่ตรวจวัดได้ (แสดงดังรปูที่ 3)   

 
รูปที่ 2 แสดงการแสดงออกของ NRF2 ในกลุ่มผู้ป่วย thalassemia และคนปกติ (*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 
รูปที่ 3 แสดงความสัมพันธ์ของการแสดงออกของ NRF2 และ ระดับของ Glutathione (MFI) 

 3.3 ผลของการลดการแสดงออกของ miR-144 ต่อ mRNA เป้าหมาย และภาวะ oxidative stress ใน

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 

 เมื่อทำการลดการแสดงออกของ miR-144 โดยการใช้ anti-miR144 inhibitor ที่ความเข้มข้น 200 nM 

และ 300 nM ตามลำดับ พบว่าเมื่อทำการวัดการแสดงออกของ miR-144 ด้วย qRT-PCR มีการแสดงออกทีล่ดลง 
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เป็น 0.7 เท่า ในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่มีการ transfect anti-miR144 inhibitor ที่ความเข้มข้น 300 

nM เปรียบ เทียบกบั untreated cell อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) (แสดงดังรูปที่ 4)  

 เมื่อทำการศึกษาผลของการแสดงออกทีล่ดลงของ miR-144 ต่อ mRNA เป้าหมาย พบว่าการแสดงออกที่

ลดลงน้ันสง่ผลทำให้ NRF2 mRNA มีการแสดงออกที่เพิม่ข้ึนในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการเติม 

miR-144 inhibitor ที่ความเข้มข้น 300 nM เปรียบเทียบกับ untreated cell อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) 

(แสดงดังรปูที่ 5)  

 

 
รูปที่ 4 แสดงการแสดงออกของ miR-144 ที่ลดลงในเซลลเ์ม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการเติม miR-144 

inhibitor (*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 
รูปที่ 5 แสดงการแสดงออกของ NRF2 mRNA เป้าหมายที่เพิ่มข้ึนในเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 หลงัจาก

การเติม miR-144 inhibitor (*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 เมื่อทำการศึกษาผลของการแสดงออกทีล่ดลงของ miR-144 ต่อภาวะ oxidative stress ในเซลลเ์ม็ด

เลือดแดงตัวอ่อน K562 พบว่าเมื่อทำการวัดระดับของ oxidant ทีเ่กิดข้ึนหลังจากหลงัจากการเติม miR-144 

inhibitor ที่ความเข้มข้น 300 nM เปรียบเทียบกบั untreated พบว่าไม่มีความแตกต่าง (แสดงดังรูปที่ 6) แต่
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อย่างไรก็ตามเมื่อทำการวัดระดับของ Glutathione ในเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลงัจากหลังจากการเติม 

miR-144 inhibitor ที่ความเข้มข้น 300 nM เปรียบเทียบกับ untreated พบว่ามรีะดับของ Glutathione ที่

เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.01) (แสดงดังรปูที่ 7) 

 
รูปที่ 6 แสดงระดับของ oxidant ในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวออ่น K562 หลังจากการเติม miR-144 inhibitor (*p < 

0.05, ** p < 0.01) 

 

 
รูปที่ 7 แสดงระดับของ Glutathione ในเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการเติม miR-144 inhibitor 

(*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 

 3.4 ผลของการเพิ่มการแสดงออกของ miR-144 ต่อmRNA เป้าหมาย และภาวะ oxidative stress ใน

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 

 เมื่อทำการเพิ่มการแสดงออกของ miR-144 โดยการใช้ miR144 mimic ที่ความเข้มข้น 30 nM และ 40 

nM ตามลำดับ พบว่าเมื่อทำการวัดการแสดงออกของ miR-144 ด้วย qRT-PCR เช่นกัน มีการแสดงออกทีเ่พิ่มข้ึน

เป็น 17 เท่า และ เป็น 32 เท่า ในเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวออ่น K562 ที่มีการ transfect ด้วย miR144 mimic ที่

ความเข้มข้น 30 nM และ 40 nM ตามลำดับ เปรียบเทียบกับ untreated cell อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.01) 

(แสดงดังรปูที่ 8)  
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 เมือ่ทำการศึกษาผลของการแสดงออกทีเ่พิ่มข้ึนของ miR-144 ต่อ mRNA เป้าหมาย พบว่าการแสดงออก

ที่ลดลงน้ันส่งผลทำให้ NRF2 mRNA มีการแสดงออกที่ลดลงในเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 เป็น 0.4 เท่า ใน

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่มีการ transfect ด้วย miR144 mimic ที่ความเข้มข้น 30 nM และ 40 nM 

เปรียบเทียบกับ untreated cell อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) (แสดงดังรูปที่ 9)  

 
รูปที่ 8 แสดงการแสดงออกของ miR-144 ที่ลดลงในเซลลเ์ม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการเติม miR-144 

mimic (*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 
รูปที่ 9 แสดงการแสดงออกของ NRF2 mRNA เป้าหมายทีล่ดลงในเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการ

เติม miR-144 mimic (*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 เมื่อทำการศึกษาผลของการแสดงออกทีเ่พิ่มข้ึนของ miR-144 ต่อภาวะ oxidative stress ในเซลล์เม็ด

เลือดแดงตัวอ่อน K562 พบว่าเมื่อทำการวัดระดับของ oxidant ทีเ่กิดข้ึนหลังจากหลงัจากการเติม miR-144 

mimic ที่ความเข้มข้น 40 nM เปรียบเทียบกับ untreated พบว่าระดับของ oxidant เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ (p 

< 0.05) (แสดงดังรปูที ่ 10) และเมื่อทำการวัดระดับของ Glutathione ในเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 
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หลงัจากหลงัจากการเติม miR-144 mimic ที่ความเข้มข้น 40 nM เปรียบเทียบกบั untreated พบว่ามรีะดับของ 

Glutathione ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) (แสดงดังรปูที่ 11) 

 

 
รูปที่ 10 แสดงระดับของ oxidant ในเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการเติม miR-144 mimic (*p < 

0.05, ** p < 0.01) 

 
รูปที่ 11 แสดงระดับของ Glutathione ในเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลังจากการเติม miR-144 inhibitor 

(*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 

 3.5 ผลจากการเพิม่หรือลดการแสดงออกของ miR-144 ต่อกระตุ้นภาวะ oxidative stress ในเซลลเ์ม็ด

เลือดแดงตัวอ่อน 

 จากการนำเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรือ miRNA 

inhibitor มาเติม H2O2 ที่ความเข้มข้น 10, 20, และ 30 µM เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง และทำการตรวจนับจำนวนเซลล์

ที่มีชีวิตด้วยสี trypan blue น้ันพบว่าในเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA inhibitor 

จะพบการมีชีวิตเพิ่มข้ึนใน H2O2 ที่ความเข้มข้น 20 และ 30 µM อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกบั 

untreated นอกจากพบว่าเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic จะพบการมี

ชีวิตลดลงใน H2O2 ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 30 µM ตามลำดับ (แสดงดังรูปที่ 12)  
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รูปที่ 12 แสดงจำนวนเซลล์เม็ดเลอืดแดงตัวอ่อน K562 หลงัจากการเติม miR-144 inhibitor และ miRNA 

mimic ในภาวะทีเ่ติม H2O2 ความเข้มข้น 10, 20 และ 30 µM ตามลำดับ (*p < 0.05, ** p < 0.01) 

 

 นอกจากน้ีเมื่อทำการวัดการแสดงออกของ mRNA เป้าหมายคือ NRF2 ในเซลลเ์ม็ดเลือดแดงตัวอ่อน 

K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic หรือ miRNA inhibitor ในสภาวะที่เติม H2O2 ความเข้มข้น 30 µM 

พบว่ามีการแสดงออกทีเ่พิ่มข้ึนในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA inhibitor ทั้งที่

ไม่ได้ถูกกระตุ้นภาวะ oxidative stress และในภาวะกระตุ้นด้วย H2O2 ความเข้มข้น 30 µM เมือ่เปรียบเทียบกบั 

untreated อย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.01) แต่ไม่มีความแตกต่างการแสดงออกของ NRF2 ใน เซลล์เม็ดเลือดแดงตัว

อ่อน K562 ที่ถูก transfect ด้วย miRNA mimic (แสดงดังรปูที่ 13) 

 
รูปที่ 13 แสดงการแสดงออกของ NRF2 mRNA เป้าหมายในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน K562 หลงัจากการเติม 

miR-144 inhibitor และ miRNA mimic ในภาวะที่เติม H2O2 ความเข้มข้น 10, 20 และ 30 µM ตามลำดับ (*p 

< 0.05, ** p < 0.01) 
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4. สรุปและวิจารณผ์ลการทดลอง และข้อเสนอแนะสำหรับงานวิจัยในอนาคต 
 โรค thalassemia เป็นโรคที่มีถ่ายทอดทางพันธุกรรมทีพ่บบ่อยที่สุดในคนไทย พยาธิสภาพของผู้ป่วย 

thalassemia จะเกิดจากการไม่สมดุลกันระหว่าง hemoglobin ทั้งสองสาย ซึง่โมเลกุลของ hemoglobin 

สายที่เหลอืน้ันจะตกตะกอนที่ผนังของเม็ดเลือดแดงทัง้ตัวออ่นและตัวแก่สง่ผลใหเ้กิดการทำลายเม็ดเลอืดแดง

ที่ผิดปกติดโดยม้าม ส่งผลให้เม็ดเลือดแดงมอีายุสั้นกว่า 120 วัน (extravascular hemolysis) หรือถูกทำลาย

ในหลอดเลือด (intravascular hemolysis) ทำใหม้ี heme หรอืเหลก็ที่เกิดจากการสลายของ hemoglobin 

สะสมอยู่มาก ทำให้ธาตุเหล็กซึง่เป็นส่วนของประกอบ heme ที่จบัอยู่ด้วยน้ันหลุดเป็นอิสระได้ง่ายส่งผลให้

เกิดสารอนุมลูอสิระผ่านกระบวนการ Fenton reaction ให้เกิดผลผลิตของภาวะออกซิเดช่ันเพิม่ข้ึนอีก สง่ผล

ให้เกิดภาวะ oxidative stress ในผูป้่วย thalassemia ซึ่งเป็นสาเหตุหน่ึงของการภาวะซีดในผู้ป่วย 

thalassemia [21, 22] จากการศึกษาพบว่าผู้ป่วย thalassemia ทั้ง α-thalassemia และ β-thalassemia 

จะมรีะดับของอนุมลูอสิระ (ROS) เพิม่ข้ึนและระดับสารต้านอนุมูลอสิระ glutathione ต่ำลงเมือ่เทียบกบัคน

ปกติซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าน้ีเช่นกัน [22, 23, 40, 41, 44]  

 เมื่อทำการศึกษากระบวนการควบคุมทางโมเลกลุของภาวะ oxidative stress ในผู้ป่วย thalassemia 

ผ่านการทำงานของ miRNA และยีนเป้าหมาย พบว่าในเม็ดเลอืดแดงตัวอ่อนระยะ reticulocyte ในกลุ่ม

ผู้ป่วย thalassemia พบว่าในผู้ป่วย ɑ-thalassemia ได้แก่ HbH disease และ HbH-CS disease และ

ผู้ป่วย β thalassemia/HbE พบว่ามีการแสดงของ miR-144 เพิม่ข้ึนเมื่อเทียบกับคนปกติ โดยผลการแสดง

ของ miR-144 ในกลุ่มผู้ป่วย thalassemia ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาการแสดงออกของ miR-144 ในเม็ด

เลือดแดงตัวอ่อนของผูป้่วย sickle cell anemia ซึง่เปน็กลุ่มโรค hemolytic anemia เช่นกัน [18] 

นอกจากน้ียังพบว่ากลุ่มผู้ป่วย ɑ-thalassemia ได้แก่ HbH disease และ HbH-CS disease น้ันมีการระดับ

การแสดงออกของ miR-144 ทีเ่พิ่มมากกว่ากลุ่มผู้ป่วย β thalassemia/HbE อาจจะมสีาเหตุมาจากการเกิด

พยาธิสภาพที่แตกต่างกันคือในกลุ่มผู้ป่วย ɑ-thalassemia ภาวะซีดมักจะเกิดเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) 

ในกระแสเลอืดมากกว่า β thalassemia/HbE ซึ่งมักจะมกีารทำลายเม็ดเลอืดแดงตัวก่อนต้ังแต่ในไขกระดูก 

(ineffective erythropoiesis) [19, 20]  

 การทำงานของ miR-144 ในการควบคุมภาวะ oxidative stress ในเม็ดเลอืดแดงของผู้ป่วย 

thalassemia น้ันจะทำงานผ่านยีนเป้าหมายคือ NRF2 ซึง่พบว่ามีการแสดงออกทีล่ดลงในเม็ดเลอืดแดงระยะ 

reticulocyte เช่นกันสอดคล้องกับการศึกษาในผูป้่วย sickle cell anemia เช่นกัน [18] การแสดงออกที่

ลดลงของยีน NRF2 น้ันมีความสอดคล้องกบัระดับของ glutathione ซึง่อาจจะทำให้เซลล์เม็ดเลือดแดงของ

ผู้ป่วย thalassemia ไวต่ออนุมูลอิสระมากข้ึนและในทีสุ่ดนำไปสู่การแตกของเม็ดเลือดแดง โดยผลดังกล่าวน้ี

สอดคล้องกบัการศึกษาบทบาทของ NRF2 ในหนูที่ขาดยีน NRF2 พบว่าหนูจะมีภาวะ autoimmune 

hemolytic anemia และมีภาวะตอบสนองต่อออกซิเดช่ันได้ง่าย ร่วมกับพบระดับของ GSH ลดลง [30-32] 

 นอกจากการวัดระดับการแสดงออกของ miR-144 และยีนเป้าหมายในเม็ดเลอืดแดงตัวอ่อนของผู้ป่วย 

thalassemia แล้ว ผู้วิจัยได้ทำการศึกษาผลของการลดและเพิ่มการแสดงออกของ miR-144 ต่อการควบคุม



 

ภาวะ oxidative stress โดยการเติม miR- inhibitor และ mimic ในเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน โดยพบว่า

พบว่าเมื่อลดการแสดงของไมโครอารเ์อ็นเอ-144 น้ันจะส่งผลให้การแสดงออกของยีน NRF2 และระดับของ 

กลูตาไธโอนเพิม่ข้ึนและยังสามารถยับย้ังการกระตุ้นจากอนุมูลอสิระ (H2O2) ได้จากการเพิม่การแสดงออกของ

ยีน NRF2 น้ันเอง แต่เมื่อเพิม่การแสดงของไมโครอาร์เอ็นเอ-144 จะส่งผลใหล้ดการแสดงออกของยีน NRF2 

และระดับของกลูตาไธโอน อีกทั้งยังส่งผลให้เซลลเ์ม็ดเลือดแดงน้ันไวต่อภาวะ oxidative stress ถูกกระตุ้น

ด้วยความเข้มข้น H2O2 อีกด้วย ดังน้ันจากการศึกษาครัง้น้ีพบว่าถ้ามีความผิดปกติทีเ่กิดข้ึนจาก miR-144 

อาจจะส่งผลทำให้ความสามารถในการจัดการของเซลล์ต่อภาวะถูกออกซิไดซเ์กินสมดุลจะลดลง ส่งผลทำให้

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงเกิดภาวะเม็ดเลือดแดงได้ง่าย ซึ่งการศึกษาครั้งน้ีจะเป็นข้อมลูทีส่ำคัญของบทบาทของ 

miRNA ในการควบคุมป้องกันภาวะ oxidative stress ในกลุ่มโรค hemolytic anemia เช่น hereditary 

spherocytosis (HS), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) deficiency ต่อไป 
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