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บท คดั ยอ : การ วจิยั นี ้ศกึษา ถงึ ผล ของ ระยะ เวลา ใน การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ตอ การ วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน
เมด็ เลอืด แดง และ แกรนโูลไซต (granulocyte) โดย ใช flow cytometry เพือ่ ตรวจ หา เมด็ เลอืด ที ่ขาด CD59 (PNH cell)
โดย การ วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน เมด็ เลอืด แดง ที ่ใช EDTA และ heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ และ การ
วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน แกรนโูลไซตที ่ใช heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ ตวัอยาง เลอืด ที ่นาํ มา ศกึษา ไดมา
จาก คน ปกต,ิ ผูปวย aplastic anemia (AA), ผูปวย myelodysplastic syndrome (MDS), ผูปวย lymphoma กลุม
ละ 10 ราย และ ผูปวย paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) 13 ราย ทาํ การ ศกึษา โดย เกบ็ ตวัอยาง เลอืด
ไว ที ่อณุหภมู ิหอง ที ่ระยะ เวลา 0 ชัว่โมง, 24 ชัว่โมง และ  48 ชัว่โมง และ วเิคราะห เปอรเซน็ต ของ เมด็ เลอืด ที ่ม ีการ แสดง
ออก ของ CD59 บน เมด็ เลอืด แดง และ แกรนโูลไซต (%CD59 positive erythrocyte และ %CD59 positive granu-
locyte)  ไม พบ ความ แตก ตางกนั ของ เปอรเซน็ต ดงั กลาว ใน แต ละ ชวง เวลา อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (paired t-test,
p>0.05) แต พบ วา %CD59 positive granulocyte บาง ตวัอยาง เลอืด ที ่เกบ็ ไว นาน 48 ชัว่โมง ม ีเปอรเซน็ต ตาง ไป จาก
ตวัอยาง เลอืด ที ่ตรวจ ภาย ใน 24 ชัว่โมง (>1%) เมือ่ วเิคราะห %CD59 positive erythrocyte โดย ใช สาร กนั เลอืด แขง็
EDTA เปรยีบ เทยีบ กบั heparin พบ วา ไม ม ีความ แตก ตางกนั อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (t-test, p>0.05) ดงันัน้ สรปุ
ได วา ตวัอยาง เลอืด ที ่ใช EDTA หรอื heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ เหมาะสม สาํหรบั สง วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59
บน เมด็ เลอืด แดง ยงั หอง ปฏบิตั ิการ ตาง สถาน ที่ โดย ระยะ เวลา ของ การ เกบ็ เลอืด จน ถงึ เวลา วเิคราะห ไม เกนิ 48 ชัว่โมง
สาํหรบั การ วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน แกรนโูลไซตนัน้ สาร กนั เลอืด แขง็ ที ่เหมาะ คอื heparin และ ควร ทาํ การ
วเิคราะห ภาย ใน 24 ชัว่โมง หลงั การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ทัง้ นี ้ปรมิาณ เลอืด ที ่ต่าํ ที ่สดุ ที ่ใช ใน การ วเิคราะห คอื 2 มลิลลิติร
Key Words : Blood storage CD59 expression Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
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Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH)
เปน acquired chronic hemolytic anemia ซึง่ เกดิ จาก
ความ ผิด ปกติ ของ ผนัง เม็ด เลือด แดง1,2 ที่ มี ผล มา จาก
ความ บกพรอง ใน การ แสดง ออก ของ GPI-anchored
proteins  ไดแก CD55 (decay accelerating factor
หรอื DAF) , CD59 (membrane inhibitor of reactive
lysis หรือ MIRL) DAF และ MIRL ทํา หนาที่ ควบคุม
ปฏิกิริยา การ กระตุน ระบบ คอมพลีเมนต (comple-
ment)1,3-6 ดังนั้น การ หาย ไป ของ โปรตีน ทั้ง 2 ชนิด นี้
ทําให เม็ด เลือด แดง ของ ผูปวย PNH มี ความ ไว ตอ
complement 3,7  ทําให เกิด ภาวะ intravascular
hemolysis  การ ขาด หาย ไป ของ GPI-anchored pro-
teins  ที่ ผนัง เม็ด เลือด ใน คนไข PNH เปน ผล มา จาก
ความ บกพรอง ใน การ สังเคราะห GPI-anchor ของ เม็ด
เลือด1 โดย ความ บกพรอง ดัง กลาว เปน ผล มา จาก so-
matic  mutation ของ PIG-A ซึ่ง เปน ยีน ที่อยู บน X-
chromosome  ม ีบทบาท สาํคญั ใน ปฏกิริยิา แรก ของ การ
สงัเคราะห GPI-anchor4,8 นอก จาก นี้ การ พบ ภาวะ เม็ด
เลือด ขาว ต่ํา เกร็ด เลือด ต่ํา ใน ผูปวย PNH ตลอด จน
ความ สัมพันธ ของ โรค นี้ กับ โรค หรือ ความ ผิด ปกติ ทาง
stem cell ไดแก aplastic anemia, myelodysplastic
syndrome, acute myeloid leukemia และ myelo-
proliferative  syndrome แสดง วา PNH เปน โรค ของ
stem  cell ที่ มี ผล ตอ เม็ด เลือด ทุก ชนิด (clonal
hematologic disorder)9,10

ลักษณะ และ อาการ ทาง คลินิก ที่ สําคัญ ของ PNH
ไดแก intravascular hemolysis, bone marrow fail-
ure  และ thrombosis11 การ วินิจฉัย โรค PNH ตอง
อาศยั การ ตรวจ ทาง หอง ปฏบิตั ิการ ที ่แมนยาํ และ เชือ่ถอื ได
การ ตรวจ ทาง หอง ปฏบิตั ิการ ที ่ชวย ใน การ วนิจิฉยั PNH
มี หลาย การ ทดสอบ โดย การ ตรวจ สวน ใหญ จะ เปน การ
ทดสอบ ความ ไว ของ เมด็ เลอืด แดง ตอ คอมพลเีมนต เชน
Ham’s test (acidified serum lysis test) และ sugar

water test (sucrose hemolysis test)3,7 อยางไร ก็
ตาม การ ตรวจ ดงั กลาว ม ีขอ จาํกดั คอื สามารถ ตรวจ ได
บน เม็ด เลือด แดง เทานั้น นอก จาก นี้ การ ทดสอบ นี้ ไม
จาํเพาะ ตอ PNH และ ขัน้ตอน การ ทาํ ไม สามารถ ประยกุต
ใชได หลัง จาก ผูปวย ไดรับ เลือด3 ตอมา ได มี การ
พัฒนาการ ตรวจ กรอง อื่น สําหรับ PNH ไดแก mono-
clonal  antibody gel technique (PNH gel test)1,12
เพือ่ ตรวจ หา เมด็ เลอืด แดง PNH ที ่ม ีการ ขาด หาย ไป ของ
GPI-anchor อยาง สมบรูณ โดย วธิี PNH gel test นี้
สามารถ ใช ตรวจ ด ูความ บกพรอง ของ CD55 และ CD59
บน เมด็ เลอืด แดง ได ใน ผูปวย PNH แต วธิ ีนี ้ก ็ยงั ม ีความ
ไว ไม มาก นัก และ ไม สามารถ ตรวจ หา GPI-deficient
clone ที่ พบ ใน ปริมาณ นอยๆ   ได

ใน ปจจุบัน ได มี การ นํา flow cytometry รวม กับ
monoclonal antibodies มา ใช ใน การ ทดสอบ ด ูการ ขาด
หาย ไป ของ GPI-anchored proteins เชน CD59, CD48
และ CD55 ใน เมด็ เลอืด ของ ผูปวย PNH (PNH cell)2,5
เนื่อง จาก มี ความ จําเพาะ (specificity) และ ความ ไว
(sensitivity)  ดี กวา วิธี ที่ กลาว มา ขาง ตน และ เนื่อง จาก
สามารถ ตรวจ วิเคราะห หา ขนาด ของ PNH clone ภาย
ใน hematopoietic cell lineages ได ด ีกวา และ นาเชือ่ ถอื
กวา Ham’s test2 จงึ ถกู นาํ มา ใช แทน ที่ Ham’s test ซึง่
เคย เปน วิธี มาตรฐาน สําหรับ ตรวจ วิเคราะห PNH13 ใน
ประเทศ ไทย ยงั ม ีหอง ปฏบิตั ิการ ไม กี ่แหง ที ่สามารถ ตรวจ
วเิคราะห โรค PNH โดย การ ใช flow cytometry เนือ่ง
จาก โรงพยาบาล ศิริราช สาขา วิชา โลหิต วิทยา ภาควิชา
อายุรศาสตร เปน แหง หนึ่ง ที่ ให บริการ ใน การ ตรวจ
วิเคราะห ใน โรค PNH หาก สถาน พยาบาล อื่น มี ความ
ตองการ จะ สง เลือด มา ตรวจ วิเคราะห อาจ ตอง ใช เวลา ใน
การ ขนสง ซึ่ง ใน การ ศึกษา ครั้ง นี้ จะ บอก ให ทราบ ถึง ผล
กระทบ ของ การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ใน เวลา ตางๆ   กนั โดย
ใช heparin และ EDTA เปน สาร กนั เลอืด แขง็ ซึง่ อาจ เปน
ประโยชน ใน การ ขนสง เลือด วา ควร สง มา ถึง ภาย ใน ระยะ
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เวลา เทา ใด จึง จะ มี ผล กระทบ ตอ ผล การ ตรวจ นอย ที่ สุด
รวม ทั้ง ปริมาณ ของ เลือด ที่ ใช ใน การ ตรวจ วิเคราะห
สามารถ เกบ็ ได ปรมิาณ นอย ที ่สดุ เทา ใด ที ่ยงั สามารถ ตรวจ
วเิคราะห ได ทัง้ เมด็ เลอืด แดง และ แกรนโูลไซต (granulo-
cyte)  เพือ่ ลด ปรมิาณ ใน การ เกบ็ เลอืด จาก คนไข

กลุม ศกึษา และ วธิกีาร
การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด

ภาย หลัง จาก ไดรับ ความ ยิน ยอม (informed con-
sent)  กลุม ศกึษา จะ ไดรบั การ เจาะ เลอืด จาก หลอด เลอืด
ดาํ (venous blood) ใส หลอด สาร กนั เลอืด แขง็ EDTA
(EDTA blood) และ heparin (heparinized blood)
โดย อตัรา สวน เลอืด: สาร กนั เลอืด แขง็ คอื 3 mL :5.4 mg
EDTA และ 6 ml :40   µL heparin ตาม ลาํดบั เฉพาะ
heparinized blood แบง ทดสอบ ครั้ง ละ 2 mL ที่ 3
เวลา เพื่อ แยก แกรนูโลไซต คือ ที่ เวลา 0 ชั่วโมง, 24
ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง ระหวาง รอ ทดสอบ ใน แต ละ เวลา
เก็บ ตัวอยาง เลือด ไว ที่ อุณหภูมิ หอง การ แยก เม็ด เลือด
แดง ออก จาก เม็ด เลือด ขาว ทํา โดย ใช 6% dextran in
NSS ตาม วิธี ที่ เคย มี รายงาน มา กอน14

กลุม ศึกษา
ประกอบ ดวย ผูปวย aplastic anemia (AA),

ผูปวย  myelodysplastic syndrome (MDS), ผูปวย
lymphoma อยาง ละ 10 ราย และ ผูปวย paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria (PNH) 13 ราย โดย ใน
กลุม ผูปวย PNH แยก ได เปน ผูปวย classical PNH 8
ราย, ผูปวย AA ที ่พฒันา เปน PNH 3 ราย และ ผูปวย
PNH ที่ หาย จาก การ เปน โรค แลว 2 ราย การ เจาะ เลือด
ผูปวย เปน สวน หนึ่ง ของ การ ตรวจ ที่ กระทํา เมื่อ ผูปวย มา
ติด ตาม การ รักษา ที่ สาขา วิชา โลหิต วิทยา ภาควิชา อายุร
ศาสตร ศิริราช กลุม คอน โทรล (control) ประกอบ ดวย
คน ปกติ ที่ ไม มี ประวัติ ประจํา ตัว ใด ๆ  และ ยิน ยอม ให
ดําเนิน การ เจาะ เลือด จาก หลอด เลือด ดํา เพื่อ ทํา การ
วเิคราะห ใน การ ศกึษา นี้

วธิกีาร ศกึษา
วิเคราะห หา GPI-linked protein (CD59) บน เม็ด
เลือด แดง  (Erythrocyte immunophenotyping)

นาํ EDTA blood หรอื heparinized blood 5  µL
ใส ใน หลอด ทดลอง 2 หลอด หลัง จาก นั้น เติม 50  µL
ของ biotin mouse IgG2a (1:20) และ 50  µL ของ
biotin anti-human CD59 (1:20) ใน หลอด ใด หลอด
หนึ่ง หลัง จาก นั้น ทิ้ง ไว ที่ 4 Cํ ใน ที ่มดื 15-30 นาที ลาง
เซลล 1 ครัง้ ดวย 1x PBS 1,000  µL นาํ มา ปน ที่ 2,000
rpm   5 นาที จาก นัน้ เตมิ Streptavidin-PE (1:10) 10
µL ลง ไป ทุก หลอด ทดลอง incubate 15-30 นาที ที่
4 Cํ ใน ที ่มดื ลาง เซลล 1 ครัง้ ดวย 1xPBS 1,000  µL
นาํ ไป ปน ที่ 2,000 rpm 5 นาที จาก นัน้ นาํ rbc pellet มา
เจอื จาง กบั 1% paraformaldehyde 500  µL และ นาํ มา
วเิคราะห ดวย flow cytometry โดย ใช CellQuest soft-
ware
วเิคราะห หา GPI-linked protein (CD59) บน
 แกรนโูลไซต (Granulocyte immunophenotyping)

นาํ heparinized blood 2 mL ผสม กบั 800  µL
ของ   6%dextran in NSS ตั้ง ทิ้ง ไว 30 นาที หลัง จาก
เซลล แยก ชั้นนํา สวน supernate ใส ใน หลอด ทดลอง
ขนาด 15 mL และ เติม 1xPBS ลง ไป 1 เทา นํา ไป นับ
เซลล  และ ไป ปน ที่ 2,000 rpm 5 นาที จาก นัน้ นาํ cell
pellet มา suspend ดวย 1xPBS 1 mL เกบ็ เซลล 1 x
106 / mL ตอ หลอด ทดลอง ( เตรียม หลอด ทดลอง 2
หลอด) หลงั จาก นัน้ เตมิ 50  µL ของ biotin mouse
IgG2a (1:20) และ 50  µL ของ biotin anti-human
CD59 (1:20) ใน หลอด ใด หลอด หนึง่ ทิง้ ไว ที่ 4 Cํ ใน ที่
มดื 15-30 นาที ลาง เซลล 1 ครัง้ ดวย 1x PBS 1,000
µL ปน ที่ 2,000 rpm 5 นาที จาก นัน้ เตมิ Streptavidin
-PE (1:10) 10  µL ลง ไป ทุก หลอด ทดลอง incubate
15-30 นาที ที่ 4 Cํ ใน ที ่มดื จาก นัน้ เตมิ 1 mL FACS
lysing reagent และ incubate 10 นาที ที่ 4 Cํ ใน ที่
มดื นาํ มา ปน ที่ 2,000 rpm 5 นาที ลาง เซลล ดวย 1xPBS
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2 mL 1 ครั้ง ปน ที่ 2,000 rpm 5 นาที จาก นั้น นํา
granulocyte  pellet มา เจอื จาง กบั 1% paraformalde-
hyde  500  µL และ นาํ มา วเิคราะห ดวย flow cytometry
โดย ใช CellQuest software
สถิติ ทดสอบ

เปรยีบ เทยีบ ความ แตก ตาง เปอรเซน็ต ของ เมด็ เลอืด
ที่ มี การ แสดง ออก ของ CD59 บน เม็ด เลือด แดง และ
แกรนูโลไซต ใน คน ปกติ, ผูปวย aplastic anemia
(AA), ผูปวย myelodysplastic syndrome (MDS),
ผูปวย lymphoma และ ผูปวย paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria (PNH) ระหวาง เวลา ที่ 0 ชัว่โมง เทยีบ
กบั 24 ชัว่โมง, 0 ชัว่โมง เทยีบ กบั 48 ชัว่โมง และ 24
ชัว่โมง เทยีบ กบั 48 ชัว่โมง โดย ใช การ ทดสอบ paired
t-test (two-tail) จาก program statview โดย ทดสอบ
สมมตฐิาน ที ่ระดบั นยั สาํคญั 0.05 เปรยีบ เทยีบ ความ แตก
ตาง เปอรเซ็นต ของ เม็ด เลือด ที่ มี การ แสดง ออก ของ
CD59  บน เม็ด เลือด แดง ระหวาง สาร กัน เลือด แข็ง
EDTA และ heparin ระหวาง เวลา ที่ 0 ชัว่โมง EDTA

เทียบ กับ 0 ชั่วโมง heparin, 24 ชั่วโมง EDTA เทียบ
กับ 24 ชั่วโมง heparin และ 48 ชั่วโมง EDTA เทียบ
กบั 48 ชัว่โมง heparin โดย ใช การ ทดสอบ t-test และ
ทดสอบ ความ แปรปรวน ของ ประชากร สอง กลุม ตางกัน
หรอื ไม โดย ใช F-test 15 ซึง่ ทดสอบ สมมตฐิาน ที ่ระดบั
นยั สาํคญั 0.05

ผล การ วจิยั
การ แสดง ออก ของ CD59 บน เม็ด เลือด แดง (CD59
expression on erythrocytes) และ แกรนโูลไซต
(CD59 expression on granulocytes)

การ วิเคราะห เปอรเซ็นต ของ เม็ด เลือด ที่ มี การ แสดง
ออก ของ CD59 บน เมด็ เลอืด แดง (%CD59 positive
erythrocyte) ภาย หลงั การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ทนัที ( ที่ 0
ชัว่โมง) โดย ใช สาร กนั เลอืด แขง็ EDTA และ heparin
พบ %CD59 positive erythrocyte เปน ปกติ (normal
expression)  ใน คน ปกติ 99.97+0.06SD และ 99.92±
0.18SD ( ตารางที่ 1) ใน ผูปวย AA 99.78±0.44SD และ

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

mean±2SD

ตารางที ่1 แสดงคา %CD59 positive และ mean±2SD ในคนปกตบินแกรนโูลไซดและเมด็เลอืดแดงจาก EDTA
blood และ heparinized blood ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง

Normal

ลําดับที่
%CD59 positive

WBC (heparin) RBC (EDTA) RBC (heparin)
0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr
99.83
99.74
99.98
99.98
99.64
99.70
99.66
99.87
99.92
99.88

99.83±0.24

99.86
99.85
99.71
99.94
99.55
99.69
99.51
99.52
99.81
99.78

99.73±0.30

98.13
99.82
99.28
99.50
98.04
99.63
99.87
94.14
99.52
99.81

98.78±3.52

99.94
99.98
99.98
99.98
100.00
99.98
99.97
99.90
99.99
99.93

99.97±0.06

99.91
99.99
99.98
99.98
99.90
99.86
99.97
99.99
99.98
100.00

99.96±0.10

99.88
99.96
99.94
99.96
99.25
99.87
99.99
99.74
99.87
99.92

99.83±0.64

99.96
99.99
99.95
99.99
99.99
99.74
99.95
99.98
99.81
99.87

99.92±0.18

99.98
100.00
99.99
99.96
99.82
100.00
99.82
99.99
98.59
99.83

99.80±0.86

99.97
99.97
99.97
99.96
99.90
99.98
99.96
99.97
99.40
99.97

99.91±0.36
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99.66±0.74SD ( ตารางที่ 2) ใน ผูปวย MDS 99.38±
1.36SD  และ 99.77±0.42SD ( โดย พบ ผูปวย MDS 3
ราย มี %CD59 positive erythrocyte นอย กวา 99%

เมื่อ ใช EDTA blood) ( ตารางที่ 3) ใน ผูปวย lym-
phoma  99.90±0.26SD และ 99.64±1.12SD
(ตารางที่ 4)  ใน ผูปวย PNH 73.51±55.10SD และ

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

mean±2SD

ตารางที ่2 แสดงคา %CD59 positive และ mean±2SD ในผูปวย apastic anemia บนแกรนโูลไซดและเมด็เลอืดแดง
จาก EDTA blood และ heparinized blood ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง

Aplastic anemia

ลําดับที่
%CD59 positive

WBC (heparin) RBC (EDTA) RBC (heparin)
0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr
99.61
97.09
99.48
98.67
99.92
99.85
98.64
99.86
99.98
99.96

99.21±1.80

99.68
96.59
99.77
99.33
99.24
99.34
98.17
99.93
98.83
99.93

99.08±2.06

99.54
97.06
99.11
99.98
99.67
99.37
97.61
99.56
96.48
99.88

98.73±2.42

99.80
99.52
99.94
99.60
99.89
99.76
99.38
100.00
100.00
99.94

99.78±0.44

99.96
99.68
99.99
99.80
99.95
99.81
99.35
100.00
100.00
99.89

99.84±0.40

99.85
99.43
99.95
99.84
99.96
99.76
99.35
99.97
99.80
99.98

99.79±0.44

99.04
99.15
99.90
99.89
99.99
99.74
99.24
99.99
99.97
99.69

99.66±0.74

99.86
99.65
99.97
99.89
99.96
99.75
99.39
99.97
99.97
99.99

99.84±0.38

99.97
99.21
99.89
99.85
99.99
99.74
99.32
99.70
99.60
99.94

99.72±0.54

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

mean±2SD

Myelodysplastic syndrome

ลําดับที่
%CD59 positive

WBC (heparin) RBC (EDTA) RBC (heparin)
0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr
99.71
99.84
99.71
99.91
99.35
99.57
99.95
99.55
99.46
99.40

99.55±0.80

99.86
99.95
99.81
99.53
98.83
99.23
99.63
98.89
99.42
99.29

99.41±0.70

99.26
89.45
99.82
99.89
99.16
99.91
99.94
98.62
99.65
87.63

97.33±9.34

98.17
99.74
99.97
98.81
99.73
99.96
99.97
99.78
98.40
99.23

99.38±1.36

99.96
99.57
99.89
99.72
99.74
99.82
99.71
99.82
99.95
99.94

99.81±0.26

99.92
99.93
99.99
99.70
99.77
99.98
99.87
99.21
99.89
99.90

99.82±0.46

99.99
99.57
99.97
99.64
99.91
99.92
99.97
99.77
99.46
99.50

99.77±0.42

99.99
99.86
99.98
99.14
99.90
99.91
99.97
99.92
99.91
99.78

99.84±0.50

99.91
99.92
99.95
99.62
99.93
99.67
99.99
99.62
99.46
99.23

99.73±0.50

ตารางที ่3 แสดงคา %CD59 positive และ mean±2SD ในผูปวย myelodysplastic syndrome บนแกรนโูลไซด
และเมด็เลอืดแดง จาก EDTA blood และ heparinized blood ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง
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1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

mean±2SD

Lymphoma

ลําดับที่
%CD59 positive

WBC (heparin) RBC (EDTA) RBC (heparin)
0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr
99.89
99.74
99.88
98.81
99.99
99.94
99.19
99.78
99.52
99.80

99.65±0.76

99.85
99.70
99.60
97.92
99.86
99.94
97.73
99.62
99.92
99.96

99.41±1.70

99.85
99.13
99.84
99.73
99.46
99.70
95.83
99.56
96.22
99.55

98.89±3.06

99.96
99.99
99.78
99.98
99.97
99.77
99.93
99.99
99.97
99.62

99.90±0.26

99.97
99.84
99.69
99.99
99.97
99.92
99.95
99.81
99.98
99.96

99.91±0.20

99.99
99.92
98.54
99.90
99.97
99.89
99.91
99.78
99.96
99.85

99.77±0.88

99.70
99.95
99.79
99.98
99.87
99.91
99.75
99.99
98.13
99.35

99.64±1.12

99.97
99.86
99.74
99.82
99.91
99.92
99.99
99.82
98.83
99.98

99.78±0.68

99.89
99.92
99.73
99.76
99.96
99.96
99.98
99.93
99.96
99.95

99.90±0.18

ตารางที ่4 แสดงคา %CD59 positive และ mean±2SD ในผูปวย lymphoma บนแกรนโูลไซด และเมด็เลอืดแดง
จาก EDTA blood และ heparinized blood ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

mean±2SD

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

ลาํดบัที่
%CD59 positive

WBC (heparin) RBC (EDTA) RBC (heparin)
0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr
15.84
3.94
99.00
99.52
8.26
64.38
2.71
55.70
3.85
27.88
64.51
39.64
5.18

37.72±71.52

18.77
2.50
98.99
99.01
8.23
60.15
4.13
58.33
4.53
26.80
62.85
36.74
5.44

37.42±70.54

19.21
4.64
99.00
94.18
10.47
76.61
3.28
63.76
4.63
23.82
71.26
36.07
5.38

39.41±72.86

84.88
72.02
99.82
99.93
97.70
93.45
10.04
78.65
28.51
76.85
89.99
96.53
57.25

73.51±55.10

84.84
68.98
99.84
99.96
67.59
94.68
10.16
80.69
37.79
75.37
93.25
91.69
57.20

74.00±52.76

82.90
74.68
99.52
99.97
65.88
93.68
8.96
79.50
30.23
83.75
90.20
95.46
60.25

74.23±54.90

89.96
71.42
99.60
99.89
66.54
93.44
8.85
80.48
26.12
81.45
91.62
96.19
52.34

73.68±57.52

84.05
69.70
99.86
99.92
65.49
94.58
9.97
81.54
36.22
75.95
93.05
96.67
57.03

74.16±53.88

83.25
76.04
99.44
99.96
65.31
93.65
8.58
78.12
33.98
87.51
88.88
96.52
58.54

74.60±54.52

ตารางที ่5 แสดงคา %CD59 positive และ mean±2SD ในผูปวย paroxysmal nocturnal hemogolbinuria
บนแกรนโูลไซด และเมด็เลอืดแดง จาก EDTA blood และ heparinized blood ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง
ซึง่ผูปวยรายที ่3 และ 4 ไดหายจากการเปนโรค PNH แลว และผูปวยรายที ่11, 12 และ 13 เคยมปีระวตัวิา เปน aplastic
anemia มากอยและไดพฒันาเปน PNH
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73.68± 57.52SD (  ตารางที่ 5) และ พบ เปอรเซ็นต ของ
เม็ด เลือด ที่ มี การ ขาด หาย ไป ของ CD59 บน เม็ด เลือด
แดง (%CD59 negative erythrocyte) ใน ผูปวย PNH
26.52±55.20SD และ 26.34±57.60SD ( ตารางที่ 6) ตาม
ลาํดบั สาํหรบั การ วเิคราะห เปอรเซน็ต ของ เมด็ เลอืด ที ่มี
การ แสดง ออก ของ CD59 บน แกรนูโลไซต (%CD59
positive granulocyte) โดย ใช สาร กัน เลือด แข็ง hep-
arin  พบ %CD59 positive granulocyte เปน ปกติ
(normal expression) ใน คน ปกติ 99.83±0.24SD ใน
ผูปวย MDS 99.45±0.88SD ( พบ 2 ราย มี %CD59
positive granulocyte นอย กวา 99%) ใน ผูปวย AA
99.21±1.80SD ( พบ 4 ราย มี %CD59 positive
granulocyte นอย กวา 99%) ใน ผูปวย lymphoma
99.65±0.76SD ( พบ 1 ราย มี %CD59 positive granu-
locyte  นอย กวา 99%) ใน ผูปวย PNH 37.72±71.52SD

และ พบ เปอรเซน็ต ของ เมด็ เลอืด ที ่ม ีการ ขาด หาย ไป ของ
CD59 บน แกรนูโลไซต (%CD59 negative granulo-
cyte)  ใน ผูปวย PNH 62.30±71.56SD ซึ่ง ใน กลุม
ผูปวย PNH มี 3 ราย ที ่พฒันา มา จาก โรค AA ( ราย ที่
11, 12 และ13) โดย ตรวจ พบ ได ทัง้ บน เมด็ เลอืด แดง และ
แกรนโูลไซต และ 2 ราย ( ราย ที่ 3 และ 4) ที ่หาย จาก การ
เปน โรค แลว
ผล ของ สาร กนั เลอืด แขง็ (EDTA หรอื heparin) ตอ การ
แสดง ออก ของ CD59 บน เม็ด เลือด แดง

เมื่อ เปรียบ เทียบ การ แสดง ออก ของ CD59 บน เม็ด
เลือด แดง จาก การ ใช สาร กัน เลือด แข็ง ตางกัน คือ สาร
กนั เลอืด แขง็ EDTA เปรยีบ เทยีบ กบั heparin พบ วา ใน
แต ละ ชวง เวลา ( 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง และ  48 ชั่วโมง )
%CD59 positive erythrocyte เปน ปกติ ใน กลุม คน
ปกต,ิ  ผูปวย AA, ผูปวย MDS และ ผูปวย lymphoma

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

mean±2SD

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

ลาํดบัที่
%CD59 negative

WBC (heparin) RBC (EDTA) RBC (heparin)
0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr 0 hr 24 hr 48 hr
84.19
3.94
1.00
0.48
91.76
35.63
97.32
44.31
96.17
72.14
35.51
60.38
94.96

62.30±71.56

81.36
2.5
1.11
0.99
91.81
39.86
95.90
41.68
95.49
73.21
37.15
63.28
94.67

62.62±70.56

83.49
4.64
1.00
5.85
89.55
23.46
96.73
36.24
95.37
76.19
28.74
63.97
94.80

60.83±73.14

15.13
27.99
0.18
0.07
32.32
6.56
90.14
21.35
71.57
23.15
10.01
3.47
42.84

26.52±55.20

15.17
31.02
0.16
0.04
32.43
5.33
90.01
19.31
62.32
24.63
6.75
8.33
42.87

26.03±52.86

17.10
25.34
0.49
0.03
34.13
6.32
91.21
20.50
69.85
16.25
9.80
4.55
34.72

25.41±54.62

10.05
28.59
0.40
0.12
33.47
6.56
91.29
19.53
73.96
18.56
8.39
3.81
47.74

26.34±57.60

15.96
30.30
0.14
0.08
34.52
5.43
90.20
18.47
63.90
24.05
6.95
3.34
43.05

25.88±53.98

16.75
23.96
0.56
0.04
34.70
6.35
91.58
21.89
66.11
12.49
11.12
3.49
41.61

25.43±54.62

ตารางที ่6 แสดงคา %CD59 negative และ mean±2SD ในผูปวย paroxysmal nocturnal hemogolbinuria
บนแกรนโูลไซด และเมด็เลอืดแดง จาก EDTA blood และ heparinized blood ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง
ซึง่ผูปวยรายที ่3 และ 4 ไดหายจากการเปนโรค PNH แลว และผูปวยรายที ่11, 12 และ 13 เคยมปีระวตัวิาเปน aplastic
anemia มากอยและไดพฒันาเปน PNH
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ม ีมาก กวา 99% และ ไม แตก ตางกนั อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง
สถติ ิระหวาง สาร กนั เลอืด แขง็ ทัง้ สอง ชนดิ ยกเวน ผูปวย
MDS 3 ราย ( ราย ที่ 1, 4, 9) ที่ มี %CD59 positive
erythrocyte  98.17%, 98.81% และ 98.40% ตาม ลาํดบั
เมื่อ วิเคราะห ที่ 0 ชั่วโมง ใน ตัวอยาง เลือด ที่ ใช EDTA
เปน สาร กนั เลอืด แขง็  และ ผูปวย lymphoma 1 ราย ( ราย
ที ่ 9) ที ่มี %CD59 positive erythrocyte 98.13% เมือ่
วเิคราะห ที่ 0 ชัว่โมง ใน ตวัอยาง เลอืด ที ่ใช heparin เปน
สาร กนั เลอืด แขง็ สาํหรบั ผูปวย PNH ทกุ ราย มี %CD59
positive erythrocyte นอย กวา 99% ยกเวน ผูปวย 2
ราย ( ราย ที่ 3, 4) ที่ หาย จาก การ เปน โรค PNH แลว มี
%CD59 positive erythrocyte เปน ปกต ิมาก กวา 99%
และ เมือ่ เปรยีบ เทยีบ คา ดงั กลาว ของ ตวัอยาง เลอืด ระหวาง
กลุม ที ่ใช EDTA และ กลุม ที ่ใช heparin เปน สาร กนั เลอืด
แขง็ ใน แต ละ ชวง เวลา พบ วา ไม ม ีความ แตก ตางกนั อยาง มี
นยั สาํคญั ทาง สถติิ (p>0.05)
ผล ของ ระยะ เวลา ใน การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ตอ การ แสดง
ออก ของ CD59 บน เม็ด เลือด แดง และ แกรนูโลไซต

การ ตรวจ และ วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน
เม็ด เลือด ที่ ระยะ เวลา ของ การ เก็บ ตัวอยาง เลือด ที่ แตก
ตางกัน คือ 0 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง พบ
%CD59 positive erythrocyte เปน ปกต ิมาก กวารอยละ
99 ใน คน ปกต ิและ ผูปวย โรค ตางๆ ยกเวน ผูปวย PNH
ซึ่ง นอย กวารอยละ 99 และ เมื่อ เปรียบ เทียบ %CD59
positive erythrocyte ของ แต ละ ชวง เวลา ใน แต ละ กลุม
ตวัอยาง พบ วา ไม ม ีความ แตก ตางกนั อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง
สถิติ (p>0.05) สําหรับ แกรนูโลไซต พบ %CD59
positive granulocyte เปน ปกต ิมาก กวารอย ละ  99 ใน
คน ปกต ิและ ผูปวย โรค ตางๆ ยกเวน ผูปวย PNH ซึง่ นอย
กวารอย ละ  99 และ พบ วา ไม ม ีความ แตก ตางกนั ที ่เวลา  0
ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ของ การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด กอน ทาํ
การ ตรวจ วิเคราะห ใน ทุก กลุม ตัวอยาง  แต ที่ เวลา 48
ชั่วโมง คน ปกติ 1 ราย ( ราย ที่ 8) ( ตารางที่ 1), ผูปวย
MDS 2 ราย ( ราย ที่ 2, 10) ( ตารางที่ 3), ผูปวย lym-

phoma   2 ราย (ราย ที่ 7, 9) ( ตารางที่ 4) พบ %CD59
positive granulocyte  ลดลง มา อยาง ชดัเจน เมือ่ เทยีบ
กับ 0 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง และ เมื่อ เปรียบ เทียบ
%CD59 positive granulocyte ของ แต ละ ชวง เวลา ใน
แต ละ กลุม ตัวอยาง พบ วา ไม มี ความ แตก ตางกัน อยาง มี
นยั สาํคญั ทาง สถติิ (p>0.05)

วจิารณ
ลกัษณะ สาํคญั ที ่พบ ใน ผูปวย paroxysmal noctur-

nal  hemoglobinuria (PNH) คอื การ ขาด หาย ไป ของ
CD59 บน เมด็ เลอืด แดง และ แกรนโูลไซต ซึง่ CD59 คอื
membrane inhibitor of reactive lysis มี หนาที่
ปองกัน การ ทําลาย เม็ด เลือด โดย ขัดขวาง การ สะสม ของ
C9 บน ผิว เซลล แมวา Ham’s test จะ เคย เปน วิธี
มาตรฐาน ใน การ วนิจิฉยั โรค PNH แต ก ็ถอื ได วา เปน วธิ ีที่
ใช ตรวจ กรอง เทานัน้ โดย อาจ เกดิ ผลบวก ปลอม กบั โรค อืน่
ได ดงันัน้ ปจจบุนั จงึ ม ีการ นาํ flow cytometry รวม กบั
monoclonal antibodies มา ตรวจ วเิคราะห CD59 บน
เมด็ เลอืด เนือ่ง จาก เปน วธิ ีที ่ถกู ตอง แมนยาํ และ ม ีความ ไว
สงู ทาํให สามารถ ตรวจ พบ PNH clone ขนาด นอยๆ  ได
และ เปน วิธี ที่ มี ประโยชน อยาง มาก ใน การ วิเคราะห ใน
ผูปวย AA และ ผูปวย MDS ที่ พัฒนา เปน PNH เมื่อ
เทยีบ กบั Ham’s test การ วเิคราะห การ ขาด หาย ไป ของ
แอนติเจน CD59 โดย ใช flow cytometry สามารถ
จาํแนก เมด็ เลอืด ที ่ม ีการ แสดง ออก ของ CD59 ออก เปน
PNH subpopulation ทัง้ นี ้ขึน้ อยู กบั ความ หนา แนน ของ
แอนติเจน ดังนี้ PNH I ไม พบ การ ขาด หาย ไป ของ
แอนติเจน  (normal cell), PNH II พบ แอนติเจน ขาด
หาย ไป บาง สวน (intermediate expression), PNH III
พบ แอนติเจน ขาด หาย ไป อยาง สมบูรณ (completely
antigen deficiency)3,16,17 ใน คน ปกติ สามารถ พบ การ
ขาด หาย ไป ของ CD59 บน เมด็ เลอืด ได ถงึ 1%3,18 ดงันัน้
การ ตรวจ พบ เปอรเซน็ต ของ เมด็ เลอืด ที ่ม ีการ ขาด หาย ไป
ของ CD59 บน เมด็ เลอืด (%CD59 negative) มาก กวา
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1% หรอื เปอรเซน็ต ของ เมด็ เลอืด ที ่ม ีการ แสดง ออก ของ
CD59 บน เมด็ เลอืด (%CD59 positive) นอย กวารอย ละ
99 เปน ตวั บงชี ้วา ผูปวย มี PNH clone เกดิ ขึน้ และ จาก
การ ศกึษา ที ่ผาน มา โดย การ ใช flow cytometry พบ วา การ
ตรวจ วัด PNH granulocytes จะ แสดง ถึง ขนาด ของ
PNH clone ที ่แท จรงิ ได ด ีกวา เมือ่ เทยีบ กบั PNH eryth-
rocytes  โดย เฉพาะ ใน กรณ ีที่ PNH clone ม ีขนาด เลก็
เนือ่ง จาก สดัสวน (proportion) ของ PNH granulocytes
จะ สงู กวา ของ PNH erythrocytes เพราะ ชวง ชวีติ (life
span)  ของ PNH erythrocytes จะ ลดลง เมื่อเปรียบ
เทยีบ กบั เมด็ เลอืด แดงปกติ หรอื ผล จาก การ ให เลอืด อาจ
ทาํให PNH erythrocytes ลดลง จาก การ เจอื จาง ดวย เมด็
เลอืด แดง ที ่ไดรบั เขา ไป ใน ขณะ ที่ PNH granulocytes
ม ีอาย ุเทากบั แกรนโูลไซตปกติ ดงันัน้ การ วเิคราะห PNH
granulocytes  จะ แสดง ถงึ การ เกดิ PNH clone ได ด ีกวา
การ วเิคราะห PNH erythrocytes 7,14,19

จาก การ ศกึษา ผล ของ สาร กนั เลอืด แขง็ และ ระยะ เวลา
ใน การ เกบ็ เมด็ เลอืด ตอ การ แสดง ออก ของCD59 บน เมด็
เลอืด แดง ใน เวลา ที่ 0 ชัว่โมง พบ วา มี %CD59 positive
erythrocyte นอย กวารอย ละ  99 ใน ผูปวย MDS  3 ราย
( ราย ที1่, ราย ที4่ และ ราย ที่  9) ( ตารางที ่ 3) ( รปู ที่  1) เมือ่
ใช้ สาร กัน เลือด แข็ง EDTA  และ ผู้ป่วย lymphoma 1
ราย  ( ราย ที9่) เมือ่ ใช สาร กนั เลอืด แขง็ heparin ( ตารางที่
4) แต เมื่อ วิเคราะห ใน เวลา ที่ เพิ่ม ขึ้น กลับ พบ %CD59
positive erythrocyte เปน ปกต ิมาก กวารอย ละ  99 และ
เมื่อ เปรียบ เทียบ ผล การ วิเคราะห %CD59 positive
granulocyte  ของ ผูปวย เอง ก ็พบ มาก กวารอย ละ  99 ใน
ทกุ ชวง เวลา ซึง่ ผล ดงั กลาว อาจ เกดิ จาก artefact ใน การ
ทดลอง  และ พบ %CD59 positive granulocyte ใน
ผูปวย  AA 1 ราย ( ราย ที่  4) ( ตารางที ่ 2), ผูปวย MDS
1 ราย ( ราย ที่  6) ( ตารางที ่ 3) และ ผูปวย lymphoma 1
ราย ( ราย ที่  4) ( ตารางที ่ 4) นอย กวารอย ละ  99 แต เมือ่
วิเคราะห ใน เวลา เพิ่ม ขึ้น รวม ถึง การ วิเคราะห %CD59
positive erythrocyte กลับ พบ มาก กวารอย ละ  99

ดังนั้น การ พบ %CD59 positive granulocyte นอย
กวารอย ละ  99  นัน้ อาจ เกดิ จาก artefact มาก กวา การ เกดิ
PNH clone ที่ แท จริง ได อยางไร ก็ ตาม ควร จะ ตอง ติด
ตาม ศกึษา ผูปวย 3 ราย นี ้ตอไป นอก จาก นี ้พบ %CD59
positive granulocyte นอย กวารอย ละ  99  ใน ผูปวย
AA 3 ราย ( ราย ที่  2, ราย ที่  7 และ ราย ที่  9) ( ตารางที ่2)
ใน ทกุ ชวง เวลา แต %CD59 positive erythrocyte เปน
ปกต ิมาก กวารอย ละ  99  ใน ทกุ ชวง เวลา แสดง ให เหน็ วา
ผูปวย AA ดัง กลาว เริ่ม มี PNH clone เกิด ขึ้น แต พบ
การ แสดง ออก เฉพาะ แกรนโูลไซตเทานัน้ ซึง่ สอด คลอง กบั
การ ศกึษา ที ่ผาน มา ได ม ีการ รายงาน วา สดัสวน ของ PNH
granulocytes  สามารถ พบ ได สงู กวา PNH erythrocytes
เพราะ PNH erythrocytes ม ีชวง ชวีติ (life span) ลดลง
แต PNH granulocytes ม ีอาย ุเทากบั แกรนโูลไซตปกต1ิ4

ซึง่ ใน ผูปวย ที ่เริม่ มี PNH clone ขนาด เลก็ อาจ ตรวจ พบ
ความ ผิด ปก ติ บน แกรนูโลไซตได กอน เม็ด เลือด แดง

ใน การ ศกึษา การ แสดง ออก ของ CD59 บน เมด็ เลอืด
แดง ของ คน ปกติ ผูปวย aplastic anemia (AA) ผูปวย
myelodysplastic syndrome (MDS) ผูปวย lym-
phoma  และ ผูปวย paroxysmal nocturnal hemoglo-
binuria  (PNH) สามารถ ยอม รับ %CD59 positive
erythrocyte ได เมือ่ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ไว นาน ที ่สดุ 48
ชั่วโมง จาก การ ใช EDTA และ heparin เปน สาร กัน
เลอืด แขง็ แต การ ศกึษา ใน แกรนโูลไซตสามารถ ยอม รบั
%CD59 positive granulocyte ได เมือ่ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด
ไว นาน ที ่สดุ 24 ชัว่โมง เมือ่ ใช heparin เปน สาร กนั เลอืด
แขง็ เนือ่ง จาก แกรนโูลไซตที ่เกบ็ ไว นาน เกนิ 24 ชัว่โมง จะ
พบ %CD59 positive granulocyte นอย กวา คา ที ่ยอม
รับได ใน คน ปกติ ซึ่ง อาจ ทําให แปล ผล ผิด ได โดย ปกติ
แกรนูโลไซตสามารถ อยู ภาย นอก รางกาย ได นาน 6
ชัว่โมง  ถา เกนิ 6 ชัว่โมง จะ เริม่ ม ีการ เปลีย่น แปลง และ มี
ปรมิาณ นอย ลง จาก การ ศกึษา นี ้ไม ใช EDTA เปน สาร กนั
เลอืด แขง็ ใน การ วเิคราะห %CD59 positive granulo-
cyte  เพราะ EDTA สามารถ เกบ็ รกัษา สภาพ เมด็ เลอืด ได
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granulocyte (heparin)

0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง

erythrocyte (EDTA)

erythrocyte (heparin)

รปูที ่1 แสดงลกัษณะการแสดงออกของ GPI-anchor protein (CD59) บนเมด็เลอืดแดง (จาก EDTA blood และ heparinized
blood) โดยใช flow cytometry, M1 คอื อาณาเขตของ negative control (Isotype control), M2 แสดง population เดีย่วของเมด็เลอืดแดง
และแกรนโูลไซตทีแ่สดงออก CD59 ยกเวนการแสดงออกของ CD59 บนเมด็เลอืดแดง (จาก EDTA blood) ที ่0 ชัว่โมง พบ popula-
tion ของเมด็เลอืดแดงทีไ่มแสดงออก CD59 ในผูปวย myelodysplastic syndrome รายที ่1

นาน ไม เกนิ 30 ชัว่โมง แต heparin สามารถ เกบ็ ได นาน
ถึง 48 ชั่วโมง20 และ ได ทดลอง ศึกษา การ แยก แกรนูโล
ไซต ใน คน ปกต ิบาง ราย ดวย สาร กนั เลอืด แขง็ EDTA พบ
วา เมือ่ ทาํ ทนัท ีพบ %CD59 positive granulocyte เปน
ปกต ิมาก กวารอย ละ  99 แต หลงั จาก วเิคราะห ใน เวลา เพิม่
ขึน้ มกั พบ isotype control เปน 2 populations และ

พบ %CD59 positive granulocyte นอย กวา 99% ( รปู
ที ่  2) ดังนั้น heparin จึง เปน สาร กัน เลือด แข็ง ที่
เหมาะสม ใน การ วิเคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน
แกรนูโล-ไซต มาก กวา EDTA และ การ พบ %CD59
positive erythrocyte นอย กวารอย ละ  99 ที ่เวลา 48
ชั่วโมง อาจ เปน เพราะ มี สวน ของ เม็ด เลือด แดง ปน เขา มา
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มาก ถึง แมวา จะ ทําให เม็ด เลือด แดง แตก ดวย น้ํา ยา
FACS lysing แลว ก็ ตาม แต เนื่อง จาก มี การ รายงาน วา
สามารถ พบ CD59 บน เม็ด เลือด แดง ได มา กก วา
แกรนูโลไซต จึง อาจ ทําให แยง จับ กับ biotin anti-
human CD59 ได ด ีกวา ทาํให พบ %CD59 negative
granulocyte มาก กวารอย ละ  1 ซึง่ ถอื วา เปน artefactual
abnormal result3 ฉะนัน้ ใน การวเิคราะหการ แสดง ออก
ของ CD59 บน แกรนโูลไซต จงึ ควร ทาํให เมด็ เลอืด แดง
ปน มา นอย ที่ สุด เพื่อ ลด ปญหา การ เกิด ผล ผิด ปกติ ลวง
(artefactual  abnormal result)    อยางไร ก็ ตาม การ
วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน เมด็ เลอืด แดง และ
แกรนโูลไซตควบ คู กนั ไป จะ ให ความ นาเชือ่ ถอื สาํหรบั การ
ตรวจ PNH ใน ผูปวย ทัง้ หมด ซึง่ จะ แสดง ถงึ การ ขาด หาย
ไป ของ แอนติเจน บน เม็ด เลือด ทั้ง 2 ชนิด3

จาก การ ศึกษา ที่ ผาน มา มี การ กลาว ถึง ความ สัมพันธ
ระหวาง  AA และ PNH โดย พบ วา ผูปวย AA บาง สวน
สามารถ พัฒนา เปน PNH ได ซึ่ง อาจ เกิด จาก ความ
พยายาม ของ ไข กระดกู ที ่จะ ฟนตวั จาก สภาวะ aplastic
anemia  ทาํให เกดิ somatic mutation21 และ ให กาํเนดิ
เมด็ เลอืด แดง ที ่ผดิ ปกต ิเกดิ เปน PNH ขึน้ และ จาก การ
ศึกษา นี้ พบ วา ใน กลุม ผูปวย PNH มี 3 ราย ( ราย ที่  11,
12และ 13) ที่ มี การ พัฒนา มา จาก AA ซึ่ง ตรวจ พบ
PNH clone ได ทั้ง จาก เม็ด เลือด แดง และ แกรนูโลไซต

และ ใน กลุม ผูปวย AA 3 ราย ( ราย ที่  2, 7 และ 9) จาก
10 ราย ตรวจ พบ PNH clone ได จาก แกรนูโลไซต
สาํหรบั การ พบ PNH clone ใน ผูปวย MDS Dunn และ
คณะ22 ได รายงาน วา สามารถ พบ ได สงู ถงึรอย ละ  23  และ
เมือ่ ไม นาน มา นี ้ได ม ีการ ใช flow cytometry ใน การ ตรวจ
วเิคราะห โดย Nakao และ คณะ23 ซึง่ รายงาน วา ประมาณ
รอย ละ 80  ของ ผูปวย AA และ  ประมาณรอย ละ  14 ของ
ผูปวย MDS มี PNH clone ซึง่ PNH clone ใน ผูปวย
MDS อาจ จะ พบ ได นอย กวา ผูปวย AA และ ด ูเหมอืน จะ
มี การ ขยาย ตัว นอย กวา ใน classical PNH และ AA/
PNH  บาง ราย ซึง่ จาก การ ศกึษา ครัง้ นี ้ไม พบ ผูปวย MDS
ที ่ม ีการ พฒันา เปน โรค PNH อาจ เนือ่ง จาก ศกึษา ใน กลุม
ผูปวย จํานวน นอย จึง ตองการ ศึกษา ใน ประชากร ที่ มาก
พอ ประกอบ กับ การ ศึกษา นี้ เปน การ ยอม เซลล โดย ใช
monoclonal  antibodies ติด ฉลาก ดวย สี ชนิด เดียว
(one color flow cytometry) ซึง่ ม ีความ ไว นอย กวา การ
ศกึษา ของ Nakao และ คณะ

สรุป
จาก การ ศกึษา ผู วจิยั ได นาํ เสนอ การ วเิคราะห การ แสดง

ออก ของ CD59 บน เม็ด เลือด โดย เม็ด เลือด แดง ใช
EDTA และ heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ และ แกรนโูล
ไซตใช heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ ใน เวลา   0 ชัว่โมง

granulocyte (EDTA)

0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง

รปูที ่2 แสดงลกัษณะการแสดงออกของ GPI-anchor protein (CD59) บนแกรนโูลไซต (จาก EDTA blood) โดยใช flow cytometry,
M1 คอื อาณาเขตของ negative control (Isotype control), M2 แสดง population เดีย่วของ แกรนโูลไซตทีแ่สดงออก CD59  ในคนปกติ
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 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง การ ศกึษา เมด็ เลอืด ของ คน
ปกติ, ผูปวย AA, ผูปวย MDS, ผูปวย lymphoma 
และ ผูปวย PNH ภาย หลงั จาก เกบ็ ตวัอยาง เลอืด และ นาํ
มา วเิคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน เมด็ เลอืด แดง
พบ วา สามารถ ยอม รบั ความ ผนั แปร %CD59 positive
erythrocyte ได เมือ่ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ไว นาน ที ่สดุ 48
ชั่วโมง โดย ใช EDTA หรือ heparin เปน สาร กัน เลือด
แขง็ ซึง่ ให ผล ไม แตก ตางกนั ทัง้  3 ชวง เวลา สาํหรบั การ
วเิคราะห บน แกรนโูลไซต สามารถ ยอม รบั ความ ผนั แปร
%CD59 positive granulocyte ได เมื่อ เก็บ ตัวอยาง
เลือด ไว นาน ที่ สุด 24 ชั่วโมง หาก เกิน 24 ชั่วโมง ไม
แนะนํา ให สง วิเคราะห ดังนั้น ถา ตองการ สง วิเคราะห การ
แสดง ออก ของ CD59 บน เม็ด เลือด แดง สามารถ ใช
EDTA หรอื heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ ก ็ได แต ถา
ตองการ วิเคราะห การ แสดง ออก ของ CD59 บน
แกรนโูลไซต ควร ใช heparin เปน สาร กนั เลอืด แขง็ และ
ระยะ เวลา ของ การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด จน ถงึ เวลา วเิคราะห
ตอง ไม เกนิ 24 ชัว่โมง โดย ปรมิาณ เลอืด ที ่ต่าํ ที ่สดุ ที ่ใช ใน
การ วเิคราะห คอื 2 มลิลลิติร แต หาก ระยะ เวลา ของ การ เกบ็
ตวัอยาง เลอืด จน ถงึ เวลา วเิคราะห เกนิ 24 ชัว่โมง แนะนาํ
ให สง วิเคราะห เฉพาะ การ แสดง ออก ของ CD59 บน เม็ด
เลือด แดง ซึ่ง จะ ให ผล ดี กวา
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Abstract : The objective of this study was to explore the effect of blood storage and different anticoagu-
lants  on flow-cytometric analysis of CD59 expression on erythrocytes and granulocytes. Heparinized
blood  samples were used for analysis of CD59 expression on both erythrocytes and granulocytes, while
EDTA  blood was only appropriate for analysis of erythrocytes. Blood samples were collected from 10
healthy  persons, 10 patients with aplastic anemia (AA), 10 patients with myelodysplastic syndrome
(MDS),  10 patients with lymphoma and 13 patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH).
Analyses  of CD59 expression were performed at 0, 24, 48 hours after blood samples were collected and
kept  at room temperature. The CD59 expression as indicated by the proportions (%) of CD59 positive
cells  were not significantly different (p>0.05) at different time interval of analyses. However, at 48 hours
of  storage, the proportions of CD59 positive granulocytes from a few blood samples were unacceptably
deviated  (>1%) from these analysed within 24 hours. The CD59 expressions on erythrocytes from EDTA
and heparinized blood were not significantly different (p>0.05). In conclusion, for analyses of CD59
expression  on erythrocytes, both EDTA and heparin can be used as anticoagulants and blood samples
should  be sent to operating laboratories within 48 hours. For CD59 expression on granulocytes, hep-
arinized  blood should be used and analysed within 24 hours of collection.
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