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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่ 17 ฉบบัที ่ 3 กรกฎาคม-กนัยายน 2550

 ความ สาํคญั ของ แอนตเิจน HLA
แอนติเจน Human Leucocyte antigen (HLA)

หรือ ที่ เรียก วา Major Histocompatibility complex
(MHC)  ม ีบทบาท สาํคญั อยาง มาก ใน การ แยก แยะ ตวั เอง
(self) และ สิ่ง แปลก ปลอม ของ รางกาย (non-self) ของ
กระบวน การ รบัรู ของ immune cell แอนตเิจน HLA จงึ
ม ีความ สาํคญั อยาง ยิง่ ใน การ ปลกู ถาย อวยัวะ เนือ่ง จาก
แอนตเิจน  HLA ของ บคุคล หนึง่ ยอม เปน สิง่ แปลก ปลอม
สําหรับ อีก บุคคล หนึ่ง ดังนั้น ใน การ ปลูก ถาย อวัยวะ ถา
สามารถ เลือก แอนติเจน HLA ระหวาง ผูให และ ผู รับ ให
เหมอืน กนั มาก ที ่สดุ โอกาส เกดิ การ ตอ ตาน สิง่ ปลกู ถาย จาก
รางกาย (graft rejection) หรอื ภาวะ การ ตอ ตาน รางกาย
จาก สิ่ง ปลูก ถาย (graft versus host) จะ นอย ลง โดย
เฉพาะ การ ปลูก ถาย ไข กระดูก หรือ stem cell การ คัด
เลอืก ไข กระดกู เพือ่ การ ปลกู ถาย มกั สบื คน ใน พีน่อง รวม
บิดา มารดา เพราะ โอกาส การ พบ HLA ที่ เหมือน กัน
(identical  sibling) ประมาณ รอยละ  25 แต เนือ่ง จาก ใน
ปจจุบัน จํานวน สมาชิก พี่นอง ใน ครอบครัว เล็ก ลง ทําให
โอกาส การ พบ identical sibling ลด นอย ตาม จงึ ตอง คดั
เลือก จาก ประชากร ทั่ว ไป (unrelated donor) ดังนั้น จึง
ตอง มี วิธีการ ตรวจ แอนติเจน HLA ให ไดผล ที่ ถูก ตอง
สามารถ คดั เลอืก อวยัวะ ได เหมาะสม การ ปลกู ถาย จงึ จะ มี
ผล สาํเรจ็ สงู

ชนิด ของ แอนติเจน และ วิธี ทดสอบ
นับ ตั้งแต มี การ คน พบ แอนติเจน HLA มา ตั้ง แต ป

ค.ศ.  19541  ได ม ีการ พฒันาการ ตรวจ หา แอนตเิจน HLA
ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี โดย อาศยั ปฏกิริยิา micro lympho cyto-
toxicity  test กลาว คอื ให เซลล ลมิโฟไซดที ่ม ีแอนตเิจน
HLA ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอน บอ ดี HLA ชนดิ ตาง ๆ  โดย มี
คอมพลเีมนทรวม ดวย ถา แอนตเิจน ม ีความ จาํเพาะ ตรง
กบั แอนตบิอดี จะ เกดิ ปฏกิริยิา ทาํให เซลล ตาย โดย วธิ ีซี
โรโลยี สามารถ พบ แอนตเิจน  HLA-A จาํนวน 28 ชนดิ
HLA-B จํานวน 59 ชนิด HLA-C จํานวน 10 ชนิด
และ HLA-DR จาํนวน 21 ชนดิ2 วธิ ีซ ีโรโลย ีนี ้ม ีขอ จาํกดั
บาง ประการ เชน แอน ต ิซรีมัที ่ม ีความ ไว และ ความ จาํเพาะ
สงู หา ได ยาก ไม สามารถ หา แอนตบิอด ีได ครบ ทกุ ชนดิ
ไม สามารถ เก็บ ตัวอยาง เลือด ไว ได ตอง ทดสอบ ทันที
ชนิด ของ ยีน ที่ ควบคุม การ สราง แอนติเจน และ การ
ทดสอบ

ยีน ที่ ควบคุม การ สราง แอนติเจน HLA อยู บน แขน
ขาง สัน้ ของ โครโมโซม คู ที่ 6 ม ีความ ยาว ประมาณ 4,000
กโิล เบส นบั เปน ยนี ที ่ม ีความ หลาก หลาย สงู มาก ที ่สดุ ของ
มนษุย ใน บรรดา แถบ ยนี ขนาด นอย กวา 5,000 กโิล เบส
จาก รายงาน ใน ตน ป 2007 3 พบอัลลีลของ ยีน ที่ ควบคุม
การ สราง แอนตเิจน HLA -A จาํนวน 506 ชนดิ HLA-B
จาํนวน 851 ชนดิ  HLA-Cw จาํนวน 276 ชนดิ HLA-
DRB1 จํานวน 477 ชนิด HLA-DQB1 จํานวน 81
ชนดิ  และ HLA-DPB1 จาํนวน 120 ชนดิ ดงันัน้ หลงั
จาก ที ่ม ีการ คน พบ ปฏกิริยิา ลกู โซ polymerase chain

บทความ พเิศษ
การ ตรวจ แอนติเจน HLA : การ ตรวจ ระดับ High Resolution ดวย
Microbeads Array Technique

อมร รัตน รม พฤกษ
คลัง เลือด กลาง คณะ แพทยศาสตรมหาวิทยาลัย ขอนแกน

ไดรับ ตน ฉบับ 30 มิถุนายน2550 ให ลง ตี พิมพ 2 สิงหาคม  2550
ตองการ สาํเนา ตน ฉบบั ตดิ ตอรศ.อมรรตันรมพฤกษ คลงั เลอืด กลาง
คณะ แพทยศาสตร   มหาวิทยาลัยขอนแกน   จังหวัดขอนแกน 65000
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reaction  (PCR) โดย Saiki ใน ป 1985 4 จาก นั้น 4 ป
ตอมา จงึ ม ีการ นาํ เทคนคิ PCR มา ใช ใน การ ตรวจ หา ยนี
HLA  ไดแก PCR- restriction fragment length poly-
morphism  (PCR-RFLP)5,6, PCR -single-strand
conformational  polymorphisms (PCR-SSCP)7,8,
PCR-sequence specific oligonucleotide probes
(PCR-SSOP)9,10, PCR-sequence specific primers
(PCR-SSP)11,12, direct sequencing13,14 วธิี molecu-
lar  ให ผล การ ทดสอบ ที ่ถกู ตอง แมนยาํ แต วธิ ีเหลา นี ้ก ็ม ีขอ
จาํกดั บาง ประการ หรอื หลาย ประการ เชน ม ีหลาย ขัน้ตอน
ใช เวลา การ ทดสอบ นาน ทดสอบ ตัวอยาง ได ทีละนอย
ราย (Low throughput) คาใชจาย สงู สามารถ ตรวจ หา
ยีน ได ใน ระดับ กลุม ของอัลลีล (low resolution) เชน
A*02 จน ถึง ระดับ ชนิด ของอัลลีล (high resolution)
เชน A*0201 หลักการ ของ แต ละ วิธี สามารถ อาน ได จาก
บทความ “Histocompatibility testing” ที ่ได ม ีการ นาํ
เสนอ ไว ใน วาร สาร โลหติ วทิยา และ เวช ศาสตร บรกิาร โลหติ
ป ที่ 14 ฉบบั ที่ 3, 2547 ดงันัน้ ใน การ คดั เลอืก ไข กระดกู
หรือ stem cell จาก unrelated donor เพื่อ การ ปลูก
ถาย ตอง ใช การ ทดสอบ HLA ที่ มี high resolution
สามารถ ทดสอบ ได ถงึ ระดบัอลัลลี (4 digits) ทัง้ นี ้เพือ่ ให
แอนตเิจน HLA ม ีความ เหมอืน กนั มาก ที ่สดุ

ใน การ ทดสอบ หา ชนดิ ของ ยนี เทคนคิ sequence
base typing นบั วา เปน Gold standard ใน การ ตรวจ หา
และ ยนืยนั ชนดิ ของ ยนี แต เทคนคิ ดงั กลาว ม ีขอ จาํกดั ใน
การ ทดสอบ คอื สามารถ ทดสอบ ได ครัง้ ละ นอย ตวัอยาง
(Low  throughput) ใช เวลา นาน ที ่สาํคญั ม ีคาใชจาย สงู
มาก และ บาง ครัง้ ไม สามารถ บอก heterozygous alleles
ที ่ชดัเจน ได จงึ ได ม ีผู พฒันา นาํ เอา เทคนคิ polymerase
chain reaction- sequence specific probes (PCR-
SSO) มา ใช รวม กบั เครือ่ง Flow cytometry ใน รปูแบบ
ของ Microsphere-based suspension array เพือ่ ลด
ขอ จํากัด ของ วิธี PCR-SSOP ดังนั้น เทคนิค Micro -
sphere -based suspension array จึง เปน เทคนิค ที่ มี

ความ จําเพาะ สะดวก รวด เร็ว ใช เวลา นอย สามารถ
ทดสอบ ได ครั้ง ละ มาก ๆ  (high throughput) และ
สามารถ ตรวจ หา ยนี ได ใน ระดบั high resolution

การ ทดสอบ หา ยีน ดวย วิธี Microsphere-based
suspension  array (Luminex technology) 15,16

ใช หลกัการ พืน้ฐาน ของ PCR-SSO โดย ใช specific
oligonucleotide  probes เคลอืบ บน เมด็ bead แทน
การ เคลอืบ บน แผน membrane และ ตรวจ วดั ปฏกิริยิา
ดวย เครื่อง Flowcytometer (Luminex) ซึ่ง จะ วัด
สฟีลอูอเรส เซนต การ ตรวจ วดั ส ีมี 2 แบบ ประกอบ ดวย

1. การ ตรวจ วัด สีฟลูออเรส เซนตของ เม็ด bead
(bead  identification)

เมด็ bead ที ่ใช เปน polystyrene microsphere
ที ่ม ีขนาด ประมาณ 5.5 ไมครอน ซึง่ จะ ถกู เคลอืบ ส ีภาย ใน
เมด็ bead ดวย สฟีลอูอเรส เซนต 2 สี (red and infra-
red)  ที ่ม ีสดัสวน แตก ตางกนั ดงันัน้ ใน 1 หลอด หรอื 1
array สามารถ ผสม เมด็ beads ได ถงึ 100 ชนดิ ที ่ม ีความ
เขม ของ ส ีตางกนั ดงั รปู ที่ 1 จาก นัน้ ทาํ การ เชือ่ม probe
แต ละ ชนดิ บน เมด็ bead แต ละ สี นัน่ คอื ใน 1 หลอด ของ
การ ทดสอบ จะ มี specific probes ที่ ตางกัน ถึง 100
ชนิด

2. การ ตรวจ วัด สีฟลูออเรส เซนตที่ เกิด ปฏิกิริยา
จาํเพาะ บน เมด็ bead  (reporter identification)

เมือ่ ทาํ การ เพิม่ ขยาย ยนี แลว นาํ amplicon มา ทาํ
ปฏิกิริยา กับ microbeads array ที่ ถูก ติด ฉลาก ดวย
specific probe สวน ของ amplicon จะ จบั กบั probe
ที่ จําเพาะ กัน จาก นั้น ติด ฉลาก สี ฟู ลออเรส เซนตกับ
amplicon ทีอ่ยู บน เมด็ beads ทาํ การ วดั ส ีสฟีลอูอเรส
เซนตบน เมด็ bead
ขัน้ตอน การ ทาํ PCR-SSOP-Luminex method

ประกอบ ดวย ขั้นตอน ดัง รูป ที่ 2
1) PCR amplification ทาํ การ เพิม่ ขยาย ยนี HLA

ใน สวน ของ exon ของ แต ละ loci โดย ใช specific
primers  ที่ ปลาย ดาน 5' ติด ฉลาก ดวย biotin ได
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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่ 17 ฉบบัที ่ 3 กรกฎาคม-กนัยายน 2550

รูป ที่ 2 แสดง ขัน้ตอน การ ทดสอบ PCR-SSOP-Luminex  ( จาก Itoh, et al, 2005)

รูป ที่ 1 แสดง สดัสวน ความ เขมขน ของ สฟีลอูอเรส เซนตภาย ใน microbead   ( จาก Itoh, et al, 2005)
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amplicon  ที่ จําเพาะ ของ ยีน
2) Hybridization นาํ amplicon ที ่ไดมา dena-

ture  ที ่อณุหภมูิ 95 Cํ เพือ่ ให ได DNA สาย เดีย่ว จาก นัน้
นาํ ไป hybridized กบั specific probes ชนดิ ตาง ๆ  ที่
ถกู  label อยู บน microbeads สวน ของ amplicon ที่
ม ีความ จาํเพาะ กบั probe ใด ก ็จะ เขา จบั แบบ comple-
mentary  กนั กบั probe นัน้ ๆ

3) Streptavidin-phycoerythrin (SA-PE)
reaction เตมิ น้าํ ยา SA-PE เพือ่ ให สฟีลอูอเรส เซนตเขา
ไป จบั กบั สาร biotin-amplicon บน probe

4) Measurement เปน ขั้นตอน การ วัด ผล โดย ใช
เครือ่ง  Luminex อาศยั หลกัการ ของ Flowcytometer
ดงั รปู ที่ 3 กลาว คอื เครือ่ง จะ ม ีแสง เลเซอร 2 ชนดิ ชนดิ
แรก (635 nm.) จะ ทาํ การ ตรวจ สฟีลอูอเรส เซนตภาย ใน
เม็ด bead เพื่อ สามารถ บอก ได วา เม็ด bead ที่ กําลัง
เคลือ่น ตวั ผาน แสง นัน้ ม ีความ เขม ของ ส ีแบบ ใด หรอื อกี
นยั หนึง่ เปน probe ชนดิ ใด แสง เลเซอร ชนดิ ที ่สอง (532

nm.) จะ ตรวจ หา สีฟลูออเรส เซนตที่อยู บน amplicon
เพือ่ ด ูวา บน bead นัน้ มี amplicon อยู หรอื ไม จาก นัน้ นาํ
คา ที ่ได ไป แปล ผล โดย ใช โปรแกรม คอมพวิเตอร สามารถ
บอก ได วา ใน ตัวอยาง ทดสอบ นั้น มี ยีน HLA ชนิด อะไร
บาง เครือ่ง Luminex จะ ทาํงาน ได เรว็ มาก สามารถ วดั สี
ในปฎกิริยิา 1 หลอด (beads 100 ชนดิ) ได ภาย ใน 30
วินาที

เทคนคิ  Microsphere-based suspension array
หรอื PCR-SSOP-Luminex method สามารถ ตรวจ หา
ชนิด ของ ยีน ได ใน ระดับ high resolution (4 digits)
เปน เทคนคิ ที ่สามารถ ทาํ ได สะดวก รวด เรว็ มาก สามารถ
ทดสอบ พรอม กนั ไดทลีะ 96 arraysใน ลกัษณะ ของ 96
wells microplate ทาํให ตรวจ วดั HLA-A,-B, -C, -DR
จาํนวน 100 ตวัอยาง ได ภาย ใน 5 ชัว่โมง โดย ใช บคุคลา
กร เพยีง 1 คน ตาง จาก เทคนคิ PCR-SSP ที ่ใช เวลา ถงึ
2.5 ชั่วโมง ตอ 1 ตัวอยาง ปจจุบัน มี น้ํา ยา สําเร็จ รูป
จําหนาย อยาง นอย 2 บริษัท การ เลือก ใช ขึ้น อยู กับ ชนิด

รปู ที่ 3 แสดง แสง เลเซอร 2 ชนดิ ชนดิ แรก  (635  nm) จะ ทาํ การ ตรวจ สฟีลอูอเรส เซนตภาย ใน เมด็ bead (bead ID) 
แสง เลเซอร ชนดิ ที ่สอง (532 nm) จะ ตรวจ หา สฟีลอูอเรส เซนตทีอ่ยู บน amplicon(reporter ID)
( จาก http://www. upstate. com)
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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่ 17 ฉบบัที ่ 3 กรกฎาคม-กนัยายน 2550

ของ ประชากร นัน้ ๆ  เพราะ แต ละ ประชากร จะ ม ียนี HLA
ที ่หลาก หลาย และ แตก ตางกนั ตอง เลอืก ใช ให เหมาะสม จงึ
จะ ไดผล การ ทดสอบ ที่ ถูก ตอง และ แมนยํา
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