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บทนำ�

โรคธาลัสซีเมียเปนโรคโลหิตจางที่ถายทอดทางพันธุกรรม เมื่อ

ไดรับยีนธาลัสซีเมียหรือยีนฮีโมโกลบินผิดปกติจากพอและแม 

ทำ�ใหมีอาการโลหิตจางและสงผลกระทบตอรางกายหลายระบบ 

เนื่องจากมีความผิดปกติของการสรางฮีโมโกลบินซ่ึงมีบทบาทใน

การขนสงออกซิเจนของเม็ดเลือดแดง โดยพบวามีความรุนแรง

ของอาการ ตั้งแตไมมีอาการจนถึงรุนแรงถึงแกชีวิต พบอุบัติการณ 

ไดทั่วโลก ประเทศไทยอยูในกลุมเอเชียตะวันออกเฉียงใตซึ่งเปน 

บริเวณที่พบวามีความชุกและอุบัติการณของโรคธาลัสซีเมียและ 

ฮีโมโกลบินผิดปกติที่มากที่สุดแหงหนึ่งของโลก 

ในการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมียจำ�เปนตองอาศัยผลการตรวจ

ทางหองปฏิบัติการเปนสำ�คัญ  โดยอาจเริ่มจากการคัดกรอง เมื่อ

พบวาใหผลบวกจึงตรวจดวยวิธีมาตรฐานหรือการตรวจวิเคราะหชนิด

และปริมาณฮีโมโกลบิน (hemoglobin typing) รวมกับผลการ

ตรวจคาดัชนีเม็ดเลือดแดงเพื่อการแปลผลที่ถูกตอง แตในกรณี

พาหะของธาลัสซีเมีย อาจตองใชการตรวจทางดีเอ็นเอเพื่อยืนยัน

ในขั้นสุดทาย ในดานของเครื่องมือที่ใชในการตรวจวิเคราะหชนิด

และปริมาณฮีโมโกลบินมีหลายเทคนิคหรือหลักการโดยมีการพัฒนา 

อยางตอเนื่อง ซึ่งแตละเทคนิคมีหลักการและศักยภาพในการแยก

ชนิดของฮีโมโกลบินตางกัน ในขณะเดียวกันมีการคนพบฮีโมโกลบิน

ผิดปกติเปนจำ�นวนมาก และบางชนิดมีการแยกหรือมีการเคลื่อน

ที่ซอนทับกับฮีโมโกลบินปกติหรือฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอื่น  ซึ่ง

อาจทำ�ใหเกิดความคลาดเคลื่อนในการวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมียและ

ฮีโมโกลบินผิดปกติได 

ประสิทธิภาพของเทคนิคการตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณ 

ฮีโมโกลบินในปจจุบัน

วิธีอีเล็คโตรโฟรีซิส (Electrophoresis)

การวิเคราะหโดยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซิส เปนเทคนิคแรกตั้งแตป 

ค.ศ. 1963 ที่ใชสำ�หรับแยกชนิดและปริมาณ ฮีโมโกลบิน โดยใช 

ตัวกลางที่เปนวุน หรือ เซลลูโลสอซิเตท  โดยมีความนิยมใชบัฟเฟอรที่

เปนดาง (pH 8.6)  ทำ�ใหโมเลกุลของฮีโมโกลบินทุกชนิดเปนประจุ

ลบ เมื่ออยูในสนามของกระแสไฟฟาจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก เมื่อ

มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในสายโกลบินจะมีผลทำ�ใหประจุ 

ของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลงจึงมีการเคลื่อนที่เปลี่ยนไปเมื่อเทียบ

กับ  Hb A ขอจำ�กัดของ การใชสภาวะดางคือไมสามารถแยก 

ฮีโมโกลบินบางชนิดออกจากกันได เนื่องจากมีการเคลื่อนที่อยูใน

ตำ�แหนงเดียวกัน เชน ไมสามารถแยก Hb A
2
, Hb E, Hb C 

และ Hb O ออกจากกัน และ Hb D, Hb G, Hb Lepore และ 

Hb S ออกจากกัน  ในกรณีใชบัฟเฟอรที่เปนกรด (pH 6.2) ใน

ซิเตรทบัฟเฟอร มักใชตัวกลางที่เปนวุน วิธีนี้สามารถชวยแยก

ฮีโมโกลบินที่แยกดวยสภาวะดางไมได อยางไรก็ตามพบวาไม 

นิยมใชบัฟเฟอรที่เปนกรด เนื่องจากมีฮีโมโกลบินผิดปกติเปน 

จำ�นวนมากไมสามารถแยกออกจาก Hb A ในกรณีตัวกลางที่เปน 

เซลลูโลสอซิเตท สามารถวัดหาปริมาณไดโดยการชะฮีโมโกลบิน 

ออกมาเพื่อวัดปริมาณ สวนตัวกลางที่เปนวุน เมื่อยอมสีฮีโมโกลบิน 

และทำ�พื้นหลังใหใสแลวใชเครื่อง เดนซิโตมิเตอร ในการสแกน

เพื่อวัดปริมาณ 

วีธี อีเลคโตรโฟรีซีส เปนวีธีที่ใชเวลามากและสิ้นเปลืองแรงงาน

มาก โดยเฉพาะการวัดปริมาณโดยการชะฮีโมโกลบิน แตยังถือเปน 

วิธีมาตรฐานของการวัดปริมาณ Hb A
2
 สวนการสแกนดวยเครื่อง

เดนซิโตมิเตอร มีความถูกตองและความแมนยำ�ต่ำ�1  โดยเฉพาะ

กรณีฮีโมโกลบินที่มีปริมาณนอยเชน Hb A
2
 ซึ่งมีความสำ�คัญมาก

ในการวินิจฉัยพาหะของเบตาธาลัสซีเมีย

วิธีโครมาโทกราฟเหลวความดันสูง (high pressure liquid 

chromatography : HPLC) และโครมาโทกราฟเหลวความดัน

ต่ำ� (low pressure liquid chromatography : LPLC)

ใชหลักการโครมาโตกราฟแบบคอลัมนสวนใหญเปนแบบ

แลกเปลี่ยนอิออนชนิดบวก โดยคอลัมนบรรจุอนุภาควุนซิลิกา

ขนาดเล็กเคลือบดวยสารที่มีหมูคารบอกซิลยื่น ซึ่งมีประจุลบ 

ทำ�หนาที่เปนตัวดูดซับ ที่เรียกวา เฟสนิ่ง จับกับประจุบวกของ 

บทความฟนวิชา

ความคลาดเคลื่อนในการวินิจฉัยฮีโมโกลบินผิดปกติจากเทคนิคที่ใชในการตรวจ
วิเคราะหชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน
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ฮีโมโกลบินที่ผานเขาไปในคอลัมนทางระบบสงสารตัวอยาง จากนั้น 

ฮีโมโกลบินแตละชนิดจะถูกชะออกจากคอลัมนดวยบัฟเฟอร ซึ่ง

เปนเฟสเคลื่อนที่ที่มีความแรงของประจุสูงกวาความแรงของประจุ

ของฮีโมโกลบินที่จับอยูกับ เฟสนิ่ง แตเนื่องจากในตัวอยางเลือดมี 

ฮีโมโกลบินปนกันหลายชนิด แตละชนิดมีความแรงของประจุไม 

เทากัน เครื่องอัตโนมัติจะมีโปรแกรมควบคุมการผสมบัฟเฟอร 2 

ชนิดที่มี ความแรงของประจุตางกันเพื่อใหมีการเปลี่ยนแปลงของ

ความแรงของประจุที่เหมาะสม

สำ�หรับฮีโมโกลบินแตละชนิด ระยะเวลาที่ฮีโมโกลบินแตะละ

ชนิดคงอยูในคอลัมนเรียกวารีเทนชันไทม  (retention time, RT) 

ซึ่งเปนคุณสมบัติเฉพาะของฮีโมโกลบินแตละชนิด จากนั้นฮีโมโกล- 

บินที่ถูกชะออกมาจะถูกสงผานไปยังเครื่องตรวจวัดคาการดูดกลืน

แสง เพื่อประมวลออกมาเปนโครมาโตแกรมซึ่งแสดงฮีโมโกลบิน 

แตละชนิดที่แยกออกมาพรอมรายงานปริมาณโดยวิธีโครมาโท

กราฟเหลวความดันสูงจะมีประสิทธิภาพในการแยกสารดีกวาวิธี

โครมาโทกราฟเหลวความดันต่ำ� จึงเปนที่นิยมมากวา 

ปจจุบัน โครมาโทกราฟเหลวความดันสูงอัตโนมัติเปนเทคนิคที่

นิยมใชในการตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินมากที่สุด

ไดแกเครื่องมือยี่หอ Bio-Rad และ Primus (Trinity Biotech) 

ซึ่งมีรายละเอียดการทำ�งานความแตกตางกัน (Table 1)

วิธีการแยกดวยกระแสไฟฟาความตางศักยสูงในหลอดแกวนำ�

ไฟฟาขนาดเล็ก (capillary electrophoresis : CE)

การวิเคราะหโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาความตางศักยสูงใน

หลอดแกวนำ�ไฟฟาขนาดเล็ก   อาศัยการแยกฮีโมโกลบิน ดวย 

กระแสไฟฟาความตางศักยสูง ผานหลอดแกวนำ�ไฟฟาทำ�ดวยซิลิกา

ขนาดเล็กมาก ภายในบรรจุสารละลายอิเลคโตรไลท โดยปลายทั้ง

สองขางของหลอดแกวจุมอยูในสารละลายอิเลคโตรไลท เมื่อปลอย 

กระแสไฟฟาเขาไปจะเกิดการเคลื่อนที่ของฮีโมโกลบินชนิดตางๆ ที่มี

ประจุสุทธิแตกตางกันไปตามแรงขับเคลื่อนไฟฟา (electro osmotic 

flow: EOF) ทำ�ใหสามารถแยกชนิดของฮีโมโกลบินชนิดตางๆ โดย

กำ�หนดเปนโซนตางๆ ตั้งแต 1-15 โซนโดยเทียบกับตำ�แหนงของ 

Hb A ซึ่งเปนตำ�แหนงอางอิงอยูตรงกลาง

จุดเดนของ CE คือสามารถแยก Hb A
2
 ออกจาก Hb E ได 

ในขณะที่ HPLC/LPLC ไมสามารถแยก Hb A
2
 ออกจาก Hb 

E  นอกจากนี้ยังสามารถแยกชนิดและปริมาณของ Hb Bart’s 

และ Hb H ไดดี  ในขณะที่ HPLC/LPLC บางเครื่องไมรายงาน

ปริมาณของ Hb  Bart’s และ Hb H 

ปจจุบันเริ่มมีความนิยมใช CE มาแทน HPLC/LPLC มากขึ้น

เนื่องจากรูปแบบของกราฟแสดงผลคลายกับอีเลคโตรโฟรีซีสชนิด

ดาง แตสามารถแยกชนิดฮีโมโกลบินไดดีกวา  การอานผลงายกวา 

แตกตางจาก HPLC ซึ่งมีรายละเอียดของ พีคมาก ซึ่งตองอาศัย

ความรูความชำ�นาญมากกวา

ความคลาดเคลื่อนของการวินิจฉัยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบิน

ผิดปกติในประเทศไทยดวยเทคนิคหรือเครื่องมือที่แตกตางกัน

เครื่องมือดังกลาวขางตนปจจุบันใชในการตรวจวิเคราะหชนิด

และปริมาณฮีโมโกลบิน แตอยางไรก็ตามไดมีการคนพบฮีโมโกลบิน

ผิดปกติจำ�นวนมากขึ้น ซึ่งพบวาฮีโมโกลบินเหลานี้อาจทับซอนกับ 

ฮีโมโกลบินปกติหรือ ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอื่นได ทำ�ใหเกิด 

ปญหาในการอานหรือแยกชนิดของฮีโมโกลบินได โดยเฉพาะอยาง

Table 1.  Comparison of the Bio-Rad Variant and Primus Ultra 2 HPLC instruments for detection of variants 

hemoglobin2

Method characteristic Bio-Rad (Variant) Primus (Ultra2)

1. Time 4-6 min 4 min (Quick scan)

10 min (High resolution)

2. Program Beta thal short, Alpha thal short Variant
3. Calibration Two point  (A, F)	 Four point (F, A, S, C)
4. Sample dilution Predilution

5 μL to 500 μL

On-board dilutor or manually dilute

7.5 μL to 1,000 μL

5. Temperature 30-35 ํC Room temperature
6. Normal peak 5 peaks 10-12 peaks
7. Identified peak	 Retention time	 Relative retention time
8. Band measurement	 Beta thal short  program : fast 

band  not measured 

Fast band measured
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ยิ่งฮีโมโกลบินที่พบในประเทศไทยสามารถแยกได (Table 2.)

จากขอมูลจากตารางแสดงฮีโมโกลบินผิดปกติซึ่งสามารถแยก

ไดดวยเทคนิคหรือเครื่องมือหนึ่ง แตไมสามารถแยกไดดวยอีกเทคนิค

หรือเครื่องมือ  รวมทั้งฮีโมโกลบินผิดปกติมีโอกาสที่จะซอนทับกับ

ฮีโมโกลบินปกติ หรือ ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอื่น ซึ่งอาจทำ�ใหเกิด

ความคลาดเคลื่อนในการวินิจฉัย ได ดังนี้

Hb E เปนฮีโมโกลบินผิดปกติที่มีรายงานการพบในประเทศไทย

มากที่สุด ดวยเทคนิคอีเลคโตรโฟรีซีส Hb E จะอยูตำ�แหนงเดียว

กับ Hb A
2
 โดยจะถือวาถาในตำ�แหนงนี้มีปริมาณฮีโมโกลบิน 

มากกวารอยละ 10 ใหถือวาเปน Hb E  ดวยเทคนิคโครมาโท

กราฟเหลวไมสามารถแยกระหวาง Hb E และ Hb A
2
 ยกเวน

เครื่อง Ultra2 สามารถแยกความแตกตางระหวาง Hb E และ 

Hb A
2
 ถึงแมไมสามารถแยกขาดออกจากกัน สวนเทคนิค CE 

มี จุดเดนที่สามารถแยกระหวาง Hb E และ Hb A
2
 ได ปริมาณ

ของ Hb E (รวมกับ Hb A
2
) ในผูที่เปนพาหะของ Hb E ชวย 

บงชี้วามีแอลฟาธาลัสซีเมียรวมดวย โดยใชเกณฑที่นอยกวารอยละ 

25  ดังนั้นในกรณีที่สามารถแยก Hb E ออกจาก Hb A
2 
เมื่อ

ตองการใชวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียยังคงใชผลรวมของ Hb E 

และ Hb A
2
 อยางไรก็ตามจะมีประโยชนในกรณีผูที่มี Hb type 

เปน A
2
A แตไดรับเลือดจากผูที่มี Hb E ทำ�ใหมี Hb E ปนมาใน 

ปริมาณเล็กนอยซึ่งไมใช Hb A
2
 ทำ�ใหไมแปลผลผิดเปนพาหะ

ของเบตาธาลัสซีเมีย

Hb C เปนฮีโมโกลบินผิดปกติที่มีรายงานการพบในประเทศ

ไทยนอย ดวยวิธี อีเลคโตรโฟรีซีส  Hb C จะซอนทับกับตำ�แหนง 

Hb A
2 
ซึ่งอยูตำ�แหนงเดียวกับ Hb E ทำ�ใหไมสามารถแยกวาเปน 

Hb C ไดทำ�ใหมีการรายงานเปน Hb E แตสำ�หรับเทคนิค HPLC, 

LPLC และ CE สามารถแยกออกจาก Hb E ได เนื่องจากผูที่

เปนพาหะและโฮโมไซโกทของ Hb C ไมมีอาการผิดปกติหรือโลหิต

จางแตหากผูที่เปนพาหะของ Hb C ไดรับยีนของ Hb S จะทำ�ใหมี

อาการเหมือนผูที่เปนโฮโมไซโกทของ Hb S ซึ่งมีอาการโลหิตจาง

รุนแรง แต ฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งสองชนิดพบไดนอยในคนไทย

Hb Hekinan เปนฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบไดนอย ไมสามารถ

แยกออกจาก Hb A ไดดวยเทคนิค อีเลคโตรโฟรีซีส และ CE 

สวนเทคนิคโครมาโทกราฟเหลวจะอยูใกล Hb A เมื่อใชเครื่อง 

Variant พบวาทำ�ใหลักษณะ พีค ของ Hb A ผิดปกติไป ผูทำ�การ

ตรวจวิเคราะหตองใชความสังเกตุ แตในกรณีผูที่มี Hb E รวมดวย

ทำ�ใหปริมาณของ Hb A ลดลงหรือ พีค ของ Hb A ผอมลง 

ทำ�ให Hb Hekinan แยกออกมาจาก Hb A (แตไมแยกออกจาก

กัน) ทำ�ใหสังเกตุงายขึ้น ในขณะที่เครื่อง Ultra2 สามารถแยก Hb 

Hekinan ออกจาก Hb A ไดดีกวา อยางไรก็ตาม Hb Hekinan 

ไมไดทำ�ใหการสรางสายแอลฟาโกลบินลดลงแตอยางใด การตรวจ

ไมพบจึงไดกอผลเสียในการวินิจฉัยหรือการรักษา

Table 2.  Performance of different technique or  instrument  for separate abnormal hemoglobin  found in Thailand

Separation of abnormal hemoglobin

Technique (instrument)

ReferenceElectro-phoresis

(Alkaline)

HPLC 

(Bio-Rad)

HPLC

(Primus)

LPLC

(Drew)
CE (Sebia)

1. Hb E Hb C No3 Yes3 Yes4 Yes3 Yes4 3, 4

2. Hb E Hb A2 No1 No1,2 No2 No5 Yes6,7 1, 2, 5-7

3. Hb Hekinan Hb A No8,9 No7,9,10 Yes11 N/A No11 8-11

4. Hb Lepore Hb A2(E) Yes12 No13 Yes4 No14 Yes15 4, 12-15

5. Hb Pak num po Hb A No16 N/A N/A No16 N/A 16

6. Hb Constant Spring Hb Pakse No17 No18 N/A No17 No19 17-19

7. Hb Dhon buri Hb A No20 No20 N/A N/A N/A 20

8. Hb Malay HbA No21 No22 N/A N/A No19 19, 21, 22

9. Hb Tak Hb F Yes23 Yes23,24 Yes Yes No10,24 19, 23, 24

10. Hb Q-Thailand Hb F Yes25 Yes24 N/A N/A No24 24, 25

11. Hb Kodaira II Hb A No26 Yes26 N/A N/A N/A 26

12. Hb New York

( Hb Kaohsiung)

Hb A Yes27,28 No27,28 N/A N/A Yes29 27-29

13. Hb J Bangkok Hb Pygros No30 N/A N/A Yes30 N/A 30

14. Hb Siam, Hb Queens Hb S No31 N/A N/A No31 Yes19 19, 31
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Hb Lepore  เปนฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบไดนอย โดยเทคนิค 

อีเลคโตรโฟรีซีส และ CE จะอยูระหวาง Hb A และ Hb A
2
 สวน

เทคนิคโครมาโทกราฟเหลวดวยเครื่อง Variant พบวาจะอยูใน

ตำ�แหนง Hb E หรือ Hb A
2 
ทำ�ใหไมสามารถแยกออกจากกันได 

ซึ่งอาจทำ�ใหแปลผลเปน Hb E  ในขณะที่เทคนิค CE สามารถ

แยกออกจาก Hb E และ Hb A
2
 ได ซึ่ง Hb Lepore เปนความ

ผิดปกติของสายเดลตาและเบตาโกลบิน หากรวมกับเบตาธาลัส- 

ซีเมียทำ�ใหมีอาการโลหิตจางปานกลางได

Hb Pak Num Po เปนฮีโมโกลบินผิดปกติที่พบไดนอย มีคุณ

สมบัติเปนแอลฟาธาลัสซีเมียทำ�ใหการสรางสายแอลฟาโกลบินลด

ลง ปจจุบันพบวาที่ไมสามารถตรวจพบไดดวยเทคนิค LPLC, อีเลค

โตรโฟรีซีส รวมทั้ง ไอโซอิเลคทริคโฟกัสซิง (isoelectric focusing, 

IEF) ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดนี้เมื่อพบรวมกับแอลฟาธาลัส- 

ซีเมีย 1 ทำ�ใหเปน Hb H disease ที่มีอาการโลหิตจางรุนแรง

Hb Constant Spring (Hb CS) เปนฮีโมโกลบินผิดปกติ

ที่พบไดบอยรองจาก Hb E เนื่องจากเปนฮีโมโกลบินที่ไมคงตัว

และมีปริมาณนอยเพียงประมาณรอยละ 1 ในผูที่เปนพาหะ จึงมี

โอกาสไมพบ โดยเมื่อใชวิธีอีเลคโตรโฟรีซีส หากใชตัวกลางเปนวุน

จะใช ปริมาณตัวอยางฮีโมไลเสท มากกวาตัวกลางเซลลูโลสอซิเตท   

ทำ�ใหตรวจพบ Hb CS ไดดีกวา สวนวิธี HPLC พบวามีโอกาส

ตรวจพบไดนอยโดยเฉพาะเมื่อเทียบกับวิธี CE ดังนั้นกลุม อีเลค

โตรโฟรีซีส จึงมีประสิทธิภาพในการตรวจจับ Hb CS ไดดีกวา

กลุม เทคนิคโครมาโทกราฟเหลวอยางไรก็ตาม ดวยวิธีการตรวจ

วิเคราะหชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินยังไมสามารถแยกความแตก

ตางระหวาง Hb CS และ Hb Pakse แตเนื่องจากฮีโมโกลบินผิด

ปกติทั้งสองชนิดไมไดกอใหเกิดความรุนแรงของพยาธิสภาพที่แตก

ตางกัน จึงไมไดกอใหเกิดผลเสียในการวินิจฉัยหรือการรักษา เพียง

แตอาจใหขอมูลทางดานระบาดวิทยาคลาดเคลื่อนไป

Hb Dhon buri เปนฮีโมโกลบินผิดปกติของสายเบตาและทำ�ใหมี

การสรางสายเบตาโกลบินลดลงโดยมีคุณสมบัติเปนเบตาธาลัสซีเมีย 

ดังนั้นถึงแมวาการตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินดวย

เทคนิคตางๆ ไมสามารถตรวจพบไดแตเนื่องจากมีคุณสมบัติเปน 

เบตาธาลัสซีเมียบวก จึงตรวจพบถึงความผิดปกติไดโดยพบวา Hb 

A
2
 สูงกวาปกติเหมือนพาหะของเบตาธาลัสซีเมียทั่วไป 

Hb Malay เปนฮีโมโกลบินผิดปกติของสายเบตาและทำ�ใหมี

การสรางสายเบตาโกลบินลดลงโดยมีคุณสมบัติเปน เบตาธาลัส-

ซีเมียบวก ดังนั้นถึงแมวาการตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณ 

ฮีโมโกลบินดวยเทคนิคตางๆ ไมสามารถตรวจพบไดแตเนื่องจากมี

คุณสมบัติเปน เบตาธาลัสซีเมียบวก จึงตรวจพบถึงความผิดปกติ

โดยพบวา Hb A
2
 สูงกวาปกติเหมือนพาหะของเบตาธาลัสซีเมีย

ทั่วไป แตหากพบรวมกับ Hb E ทำ�ใหมีรูปแบบฮีโมโกลบินเปน 

EFA อาจทำ�ใหสับสนกับพาหะของ Hb E แตพบวามีสัดสวนของ

ฮีโมโกลบินผิดปกติไป โดยพบวามีปริมาณ Hb E รอยละ 53.6 

Hb F รอยละ 11.8 และ Hb A รอยละ 34.6

Hb Tak และ Hb Q-Thailand เปนฮีโมโกลบินผิดปกติของ

สายเบตาและแอลฟาตามลำ�ดับ สามารถแยกจากฮีโมโกลบินปกติ

ไดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟเหลว และ อีเลคโตรโฟรีซีส แตพบวา

มีการซอนทับกับ Hb F เมื่อใชเทคนิค CE ดังนั้น ในกรณีที่พบวา 

Hb F สูงดวยเทคนิค CE ควรใชเทคนิคอื่นเพื่อตรวจสอบ

Hb Kodaira II เปนฮีโมโกลบินผิดปกติของสายเบตา มีคุณสมบัติ

จับออกซิเจนไดแนนกวา Hb A จึงทำ�ใหมีภาวะ polycythemia 

ไมสามารถแยกออกจาก Hb A ดวยเทคนิค อีเลคโตรโฟรีซีส 

แตสามารถแยกออกจาก Hb A ดวยวิธี HPLC 

Hb New York เปนฮีโมโกลบินผิดปกติของสายเบตาผูที่

เปนพาหะหรือผูที่เปนพาหะรวมกับเบตาธาลัสซีเมียไมทำ�ใหเกิด

พยาธิสภาพ  ไมสามารถแยกออกจาก Hb A ดวยเทคนิค อีเลค

โตรโฟรีซีส และ HPLC สามารถแยกจาก Hb A ดวยเทคนิค CE 

Hb J Bangkok และ Hb Pygros เปนฮีโมโกลบินผิดปกติ

ของสายเบตา เมื่อใชเทคนิคอีเลคโตรโฟรีซีสพบวาฮีโมโกลบินทั้ง

คูจะวิ่งอยูหนา Hb A แตอยูต่ำ�กวา Hb Bart’s ดวยระยะทางที่

ใกลเคียงกัน แตสามารถพบความแตกตางไดดวยเทคนิค HPLC 

หรือ LPLC 

Hb Siam และ Hb Queens เปนฮีโมโกลบินผิดปกติของ 

สายแอลฟา ดวยเทคนิคอีเลคโตรโฟรีซีส และ LPLC จะอยูตำ�แหนง

เดียวกันกับ Hb S ทำ�ใหเขาใจวาอาจเปน Hb S ในขณะสามารถ

แยกความแตกตางไดดวยเทคนิคCE อยางไรก็ตามเมื่อคำ�นึง

ถึงเชื้อชาติ  หากปนคนไทยโอกาสที่จะเปน Hb Siam และ Hb 

Queens มากกวา

สรุป

เทคนิคหรือเคร่ือมือท่ีใชในการแยกชนิดและปริมาณฮีโม- 

โกลบินตางมีจุดเดน ขอดี ขอดอยที่แตกตางกันดังนี้

อีเลคโตรโฟรีซีส เปนเทคนิคแรกที่ใชในการแยกชนิดและ 

ปริมาณฮีโมโกลบิน มีจุดเดน ที่สามารถแยกฮีโมโกลปกติและผิด

ปกติไดหลายชนิด เครื่องมือมีหลักการที่ไมซับซอน สามารถแยก

ชนิดหรือตรวจพบ Hb H และ Hb Bart’s ไดดี แตมีขอเสียใน

กรณีที่เปนฮีโมโกลบินท่ีมีปริมาณนอยเมื่อวัดปริมาณดวยเคร่ือง

เดนซิโตมิเตอร พบวามีความแมนยำ�หรือถูกตองต่ำ�  ในกรณี 

ฮีโมโกลบินที่แยกไดอยูใกลกันตองอาศัยทักษะและความชำ�นาญ

สูง เปนเทคนิคที่สิ้นเปลืองเวลาและแรงงานมาก 
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HPLC เปนเทคนิคที่เปนระบบอัตโนมัติ จึงมีขอดีที่ไมสิ้น

เปลืองเวลาและแรงงาน สามารถแยกชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน

ไดมีประสิทธิภาพสูง มีความถูกตองแมนยำ�สูง แตมีขอเสียที่รูป

แบบฮีโมโกลบินที่แยกไดมีจำ�นวนพีค คอนขางมาก ตองอาศัยการ 

ฝกฝนหรือความชำ�นาญในการอาน อาจมีปญหาสำ�หรับ Hb Bart’s 

และ Hb H ซึ่งบางเครื่องไมรายงานปริมาณเชน Variant (Bio-

rad) สวนเครื่อง Ultra2 (Primus)  พบวา Hb H จะซอนทับ

กับ Hb A1c สวน LPLC มีขอดีขอเสียคลายกับ HPLC แตมี 

ประสิทธิภาพต่ำ�กวา

CE  เปนเทคนิคระบบอัตโนมัติจึงมีขอดีที่ประสิทธิภาพ ความ

ถูกตองแมนยำ�สูง  เปนเทคนิคที่สามารถทำ�งานไดปริมาณมากที่

ดีที่สุด สวนรูปแบบฮีโมโกลบินที่แยกไดอานงายคลายกับ อีเลค

โตรโฟรีซีสสภาวะดาง แตมีประสิทธิภาพการแยกชนิดฮีโมโกลบิน

ไดดีกวา จุดเดนที่สำ�คัญคือสามารถแยก  Hb E และ Hb A
2
 ได  

อาจมีขอเสียกรณีที่ตัวอยางที่ไมมี Hb A ทำ�ใหขาดตำ�แหนงอางอิง 

ตองทำ�ซ้ำ�ดวยการผสมกับตัวอยางที่มี Hb A 

สรุป ไมมีเทคนิคหรือเครื่องมือชนิดใดชนิดหนึ่งซึ่งสามารถ

ตรวจจับฮีโมลบินผิดปกติไดทุกชนิด ความรูความเขาใจในขอ 

จำ�กัดของแตละเทคนิคจะทำ�ใหสามารถลดความคลาคเคลื่อนในการ

วินิจฉัยหรือรายงานชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบินโดยเฉพาะฮีโม

โกลบินผิดปกติ ในทางกลับกันสามารถใชเทคนิคที่แตกตางกันชวย

ในการตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติไดมากขึ้นหรือชวยยืนยันชนิด

ของฮีโมโกลบินผิดปกติได
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