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Major histocompatibility complex (MHC) คอื
บรเิวณ ที ่เปน ที ่ตัง้ ของ กลุม ของ ยนี ซึง่ เปน ตวั กาํหนด และ
ควบคมุ ลกัษณะ ของ แอนตเิจน บน ผวิ เซลล ที ่เกีย่วของ กบั
การ ตอบ รบั หรอื ปฏเิสธ เนือ้ เยือ่ (tissue rejection) รวม
ทัง้ การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั (immune response)
ระบบ ของ human leukocyte antigen (HLA) ใน คน

นัน้ จะ ถกู ควบคมุ โดย กลุม ยนี HLA ซึง่ อยู ใน MHC บน
short arm ของ โครโมโซม คู ที่ 6 โดย ครอบ คลมุ บรเิวณ
ถึง 4 Mb (4,000 kb) ดัง รูป ที่ 1 ซึ่ง ประกอบ ดวย 3
regions คือ class I, class II และ class III แต ละ

region จะ ประกอบ ดวย ยนี หลาย locus แต ละ locus
ก็ จะ ประกอบ ดวย ยีน จํานวน มาก1-4 ดัง แสดง ใน รูป ที่ 1

Class I ประกอบ ดวย ยีน ที่ สําคัญ 3 ชนิด คือ ยีน
ของ HLA-A, HLA-B และ HLA-C ซึ่ง เปน ยีน ชนิด
classical HLA class I ที ่หนาที ่ใน การ กาํหนด การ ตอบ
รับ หรือ ปฏิเสธ เนื้อ เยื่อ นอก จาก นี้ ยัง มี ยีน ที่ เปน non-

classical HLA class I เชน HLA-E, HLA-F และ
HLA-G และ ยีน ที่ เปน classical chain related คือ
MICA และ MICB

Class II ประกอบ ดวย ยีน ที่ เปน classical HLA
class II คอื HLA-DR, HLA-DP และ HLA-DQ สวน
ยนี ที ่เปน non-classical HLA class II คอื HLA-DN
และ HLA-DO

Class III ประกอบ ดวย ยนี ที ่สราง องค ประกอบ ของ
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รปู ที่ 1 ลกัษณะ การ เรยีง ตวั ของ กลุม ยนี major histocompatibility complex
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ระบบ complement คอื Bf, C2, C4A, C4B, tumor
necrosis factor (TNF) และ steroid 21-hydroxylase
enzymes (21-OH)

Classical HLA genes สําหรับ HLA class I จะ
ควบคมุ และ กาํหนด การ สราง โมเลกลุ ของ โปรตนี HLA-
A, HLA-B และ HLA-C ซึ่ง จะ พบ อยู บน ผิว เซลล ที่ มี
นวิเคลยีส เกอืบ ทกุ ชนดิ ใน รางกาย สาํหรบั HLA class
II คอื HLA-DR, HLA-DP และ HLA-DQ นัน้ ยนี ใน
กลุม นี้ จะ ประกอบ ดวย locus ของ  α และ  β chain
ไดแก DRA, DRB, DQA, DQB, DPA, DPB locus
เปนตน โมเลกลุ ของ โปรตนี ของ DR จะ ถกู ควบคมุ โดย
DRA  gene และ  DRB gene คือ DRA และ DRB1
genes (DR1-18), DRA และ DRB3 genes (DR52),
DRA และ DRB4 genes (DR53), DRA และ DRB5
genes (DRB51) สวน  DRB2,  DRB6 และ DRB9 เปน
pseudogenes สําหรับ โมเลกุล ของ โปรตีน ของ DQ
และ DP จะ ถกู ควบคมุ โดย DQA1 และ DQB1 genes,
DPA1 และ DPB1 genes แอนตเิจน ของ HLA class

II จะ พบ อยู บน ผวิ ของ เซลล บาง ชนดิ ไดแก B lympho-
cyte,  macrophage, dendritic cell และ activated
T lymphocyte เปนตน เนื่อง จาก กลุม ของ ยีน บน
HLA  complex จะ เรียง อยู ใน บริเวณ ที่ ใกล ชิด กัน มาก
ดังนั้น กลุม ของ ยีน นี้ จะ ถาย ทอด จาก พอแม ไป ยัง ลูก ไป
พรอม กนั ทัง้ บรเิวณ โดย เรยีก genetic unit ที ่ถาย ทอด
ไป ดวย กนั บน แต ละ โครโมโซม วา HLA haplotype ซึง่ จะ
ประกอบ ดวย HLA-A, -B, -C และ -D loci สําหรับ
รปูแบบ ของ ยนี ที ่ตางกนั ใน แต ละ locus เรยีก วา allele
ซึ่ง อาจ จะ มี รูปแบบ เดียว (monomorphic) หรือ หลาย
รปูแบบ (polymorphic) ลกัษณะ ที ่สาํคญั อยาง หนึง่ ของ
HLA  gene คอื เปน ยนี ที ่มี alleles ใน แต ละ locus มาก
ชนดิ (highly polymorphic)5 ดงั แสดง ใน รปู ที่ 2 ใน แต
ละ คน จึง ไดรับ การ ถาย ทอด แต ละ haplotype จาก พอ
และ แม โดย ทั้ง 2 haplotype จะ มี co-dominantly
expression คอื ม ีการ แสดง ออก ของ แอนตเิจน อยาง เทา
เทยีม กนั ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ที ่ไดรบั การ ถาย ทอด มา
จาก พอ และ แม เรียก วา HLA genotype สําหรับ

รูป ที่ 2 Extent of polymorphism in HLA (July 2002)
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ลกัษณะ ที ่แสดง ออก จรงิ เรยีก วา HLA phenotype โดย
แต ละ คน จะ มี HLA-A, -B, -C อยาง ละ 2 โมเลกลุ และ
HLA-DR, -DP และ DQ อยาง ละ 2 โมเลกุล เชน เดียว
กนั

ระบบ การ เรยีก ชือ่ HLA
แอนตเิจน ระบบ HLA เปน major histocompat-

ibility  antigen ซึ่ง พบ วา ใน กรณี ปลูก ถาย อวัยวะ  เชน
กรณ ีปลกู ถาย ไต ถา ได ไต มา จาก พีน่อง ผูปวย ที ่ม ีแอนตเิจน
ระบบ HLA เหมือน กัน (HLA identical) จะ ให ผล
graft  survival ดี กวา ไต ที่มา จาก พี่นอง ที่ เปน HLA
haploidentical  หรือ จาก ผู บริจาค ที่ เปน cadveric
donor6 ทําให มี ผูทํา การ ศึกษา แอนติเจน ระบบ นี้ อยาง
กวางขวาง และ เกิด การ สับสน ใน การ เรียก ชื่อ บาง ครั้ง
แอนตเิจน ชนดิ เดยีว กนั แต ม ีชือ่ เรยีก แตก ตางกนั เพราะ
ทํา การ ตรวจ ดวย วิธี ที่ แตก ตางกัน เมื่อค.ศ. 1964
Terasaki  และ Mc Clelland7 ได แนะนํา วิธีการ ตรวจ
microlymphocytotoxicity test (LCT) ซึง่ ให ผล ไว และ
แมนยํา กวา วิธี อื่น และ ยัง คง นิยม ใช อยู ใน ปจจุบัน ภาย
หลงั จาก การ จดั ประชมุ เชงิ ปฏบิตั ิการ นานา ชาต ิครัง้ แรก ใน
ป 1964 เปนตน มา ได ม ีการ ตัง้ กรรมการ กาํหนด ชือ่ เรยีก
แอน ติ ของ ระบบ HLA ดวย ความ รวมมือ ของ องคการ
อนามยั โลก (The HLA Nomenclature Committee)
ซึ่ง ได มี การ กําหนด ชื่อ ของ แอนติเจน ที่ ทํา การ ตรวจ ทาง
ซโีรโลย,ี cellular typing และ molecular typing โดย
เริม่ ม ีอกัษร ตาม หลงั HLA ถา เปน class I ไดแก A, B
และ C และ ถา เปน class II ไดแก D, DR, DQ และ
DP เปนตน สวน allele ของ แต ละ locus จะ ได ชือ่ เปน
1, 2, 3 เปนตน ไป

เดมิ แอนตเิจน ตวั ใด ที ่ยงั ตองการ ศกึษา เพิม่ เตมิ จะ มี
“w” นํา หนา ตัว เลข ไป กอน แต หลัง จาก การ ประชุม ใน ป
1991 ได ม ีการ นาํ ผล การ ตรวจ ซ ีโรโลย ีมา ประกอบ กบั วธิี
ทาง molecular ใน การ ตัง้ ชือ่ allele ใหม จงึ ให ยกเลกิ
“w” ที ่ม ีนาํ หนา ตวั เลข ลง เหลอื เพยีง 3 กรณี คอื Bw4,

Bw6 และ Cw locus ซึง่ ยงั ใช เปน Cw เพือ่ ไม ให สบัสน
กบั complement component รวม ทัง้ กรณ ีของ Dw
และ DP ซึ่ง ตรวจ ดวย วิธี mixed lymphocyte
reaction (MLR) และ primed lymphocyte testing
(PLT) การ ตัง้ ชือ่ ทาง วธิ ีซ ีโรโลย ีซึง่ ขึน้ตน ดวย locus ตาม
ดวย ตัว เลข ไดแก HLA-A1, HLA-A2, HLA-DR1
เปนตน สวน วธิ ีทาง molecular ก ็จะ ตรวจ เปน allele
โดย ระบบ การ เรียก ชื่อ ของ HLA จะ ขึ้นตน ดวย locus
ตาม ดวย เครือ่งหมาย ดอก จนั และ ตวั เลข โดย ที ่ตวั เลข 2
ตัว แรก มัก จะ ตรง กับ ตัว เลข เดิม ที่ ทํา การ ตรวจ ดวย วิธี
ซโีรโลยี เชน HLA-A*0201 วธิ ีซ ีโร ย ีคอื HLA-A2 สวน
ตวั เลข หลกั ที่ 3 และ 4 แสดง ถงึ ลาํดบั allele นัน้ ถกู คน
พบ แต บาง กรณ ีจะ ม ีตวั เลข ลาํดบั ที่ 5 และ 6 เพือ่ แสดง
ถงึ การ เปลีย่น แปลง ของ nucleotide ที ่ไม ทาํให amino
acid เปลี่ยน แปลง เชน DRB1*030101 และ DRB1
*030102  ที ่ม ีลกัษณะ โปรตนี เหมอืน กนั แต ม ีความ แตก
ตางกนั ที ่ระดบั nucleotide 1 ตาํแหนง เทานัน้ ตวัอยาง
รายชื่อ ของ HLA specificities และ HLA alleles ที่
ไดรบั การ ตัง้ ชือ่ โดย WHO Nomenclature Commit-
tee  ใน ป 20025 แสดง ไว ใน ตาราง ที่ 1 และ 2 สําหรับ
แอนตเิจน ที ่ตรวจ วธิ ีซ ีโรโลยี ซึง่ เดมิ เคย ตัง้ ชือ่ ไว แลว แต
ตอมา สามารถ แยก เปน แอนติเจน ยอย ได อีก หลาย ชนิด
เรยีก วา มี split antigens จงึ เขยีน ชือ่ แอนตเิจน เดมิ ไว
ใน วง เลบ็ เชน A23 และ A24 เปน splits ของ A9, B44
และ B45 เปน splits ของ B12, DR15 และ DR16 
เปน splits ของ DR2 เปนตน

การ ตรวจ HLA antigens
การ ตรวจ หา HLA antigens ทาํ การ ทดสอบ ได 2

ระดบั คอื Phenotypic level ซึง่ ตรวจ ชนดิ ของ โปรตนี
บน ผิว เซลล โดย ใช วิธี ซี โรโลยี หรือ วิธี cellular และ
Genotypic level ซึง่ จะ ตรวจ DNA sequence ของ ยนี
นัน้ โดย ใช วธิ ีพ ีซ ีอาร
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Cw*0102-0107
Cw*0202-0205
Cw*0302-0315
Cw*0401-0410
Cw*0501-0505
Cw*0602-0607
Cw*0701-0716
Cw*0801-0809
Cw*1202-1208
Cw*1402-1405
Cw*1502-1511
Cw*1601, 1602,
Cw*160401
Cw*1701-1703
Cw*1801, 1802

ตาราง ที่ 1 ตัวอยาง ของ HLA Class I alleles (July 2002)
HLA-A HLA-B HLA-C

Serology Alleles Serology Alleles Serology Alleles
A1
A2
A3
A11

A23(9)
A24(9)
A25(10)
A26(10)
A29(19)
A30(19)
A31(19)
A32(19)
A33(19)
A34(10)

A36
A43

A66(10)
A68(28)
A69(28)
A74(19)

A*0101-0109
A*0201-0258
A*0301-0309
A*1101-1113
A*2301-2309
A*2402-2435
A*2501-2504
A*2501-2618
A*2901-2906
A*3001-3012
A*31012-3108
A*3201-3207
A*3301-3306
A*3401-3404
A*3601-3603
A*4301
A*6601-6604
A*6801-6822
A*6901
A*7401-7408
A*8001

B7
B8
B13
B14
B15
B18
B27
B35
B37
B38(16)
B39(16)
B40
B41
B42
B44(12)
B45(12)
B46
B47
B48
B49(21)
B50(21)
B51(5)
B52(5)
B53
B54(22)
B55(22)
B56(22)
B57(17)
B58(17)
B59
B67
B73
B78

B*0702-0731
B*0801-0816
B*1301-1310
B*1401-1405
B*1501-1573
B*1801-1818
B*2701-2725
B*3501-3544
B*3701-3705
B*3801-3808
B*3901-3926
B*4001-4044
B*4101-4105
B*4201-4204
B*4402-4432
B*4501-4506
B*4601,4602
B*4701-4704
B*4801-4807
B*4901-4903
B*5001-5004
B*5101-B5129
B*5201-5204
B*5301-5309
B*5401, 5402
B*5501-5512
B*5601-5608
B*5701-5709
B*5801-5806
B*5901
B*6701, 6702
B*7301
B*7801-7805
B*8201, 8202
B*8301

Cw1
Cw2
Cw3
Cw4
Cw5
Cw6
Cw7
Cw8

-
-
-
-
-
-
-
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ตาราง ที่ 2 ตัวอยาง ของ HLA class II alleles (July 2002)
HLA-DR HLA-DQ  HLA-DP

Serology Alleles Serology Alleles Serology Alleles

DR1
DR15(2)
DR16(2)
DR3
DR4
DR11(5)
DR12(5)
DR13(6)

DR14(6)
DR7
DR8
DR9
DR10

DR52

DR53

DR51

α -Chain
DRA*0101-010202

β-Chain
DRB1*0101-0108
DRB1*1501-1513
DRB1*1601-1608
DRB1*0301-0323
DRB1*0401-0444
DRB1*1101-1142
DRB1*1201-1208
DRB1*1301-1312
DRB1*1314-1352
DRB1*1401-1443
DRB1*0701-0706
DRB1*0801-0824
DRB1*090102,0902
DRB1*1001
DRB3*0101-0110
DRB3*0201-0217
DRB3*0301-0303
DRB4*0101-0106
DRB4*0101-0109
DRB5*0101-0109
DRB5*0202-0205

-

DQ5(1)
DQ6(1)
DQ2
DQ3
DQ4

α -Chain
DQA1*0101-0106
DQA1*0201
DQA1*0301-0303
DQA1*0401
DQA1*0501-0505
DQA1*0601

β-Chain
DQB1*0501-0504
DQB1*0601-0620
DQB1*0201-0203
DQB1*0301-0313
DQB1*0401-0402

-

DPw1
DPw2
DPw3
DPw4
DPw5
DPw6

-
-

α -Chain
DPA1*0103-0108
DPA1*0201-0203
DPA1*0301
DPA1*0401-0402

β-Chain
DPB1*0101
DPB1*0201-0202
DPB1*0301
DPB1*0401-0402
DPB1*0501
DPB1*0601

DPB1*0801-4101
DPB1*4401-9201
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การ ตรวจ ดวย วิธี ซี โรโลยี7-9
วธิี LCT เปน วธิ ีที ่ยงั ใช อยู จน ถงึ ปจจบุนั ม ีหลกัการ

คือ เมื่อ นํา เซลล lymphocytes ซึ่ง มี แอนติเจน ของ
HLA มา ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอนตบิอด ีของ HLA ชนดิ ตางๆ
โดย ม ีคอมพลเีมนต รวม ดวย เมือ่ ม ีปฏกิริยิา จาํเพาะ เกดิ
ขึน้ เซลล ที ่เกดิ ปฏกิริยิา จะ ตาย อาน ผล โดย การ ประมาณ
คา รอยละ ของ เซลล ที ่ตาย ซึง่ จะ ตดิ ส ีที ่ใช ยอม คอื Eosin
สวน เซลล ที่ ยัง มี ชีวิต จะ ไม ติด สี วิธี นี้ จําเปน ตอง ทํา การ
ทดสอบ ภาย ใน 24 ชั่วโมง เพราะ การ แปล การ ทดสอบ
ตอง เปรยีบ เทยีบ เปอรเซน็ต เซลล ที ่ยงั ม ีชวีติ ใน การ ทดสอบ
ของ negative control ซึง่ ตอง มาก กวา 80% ขึน้ ไป ผล
การ ทดสอบ นี ้จงึ จะ เชือ่ถอื ได นอก จาก นี ้สาร กนั เลอืด แขง็
ที ่ใช ใน การ เจาะ เกบ็ เลอืด ควร ใช acid citrate dextrose
(ACD) หรอื sodium heparin ซึง่ ไม มี phenol

สําหรับ การ ตรวจ แอนติเจน ของ HLA class I คือ
HLA-A, -B และ-C อาจ ใช whole lymphocytes หรอื
T lymphocytes ก ็ได แต หาก ตองการ ตรวจ แอนตเิจน
ของ HLA-class II คอื HLA-DR และ -DQ จาํเปน ตอง
ใช B lymphocytes ซึง่ สามารถ แยก จาก whole lym-
phocytes  ได หลาย วิธี เชน แยก โดย ใช nylon wool
หรือ  ใช monoclonal conjugated magnetic bead
หรอื ใช วธิี fluorescein isothiocyanate (FITC) con-
jugated  antihuman immunoglobulin antibody10-

การ ตรวจ ดวย วธิ ีซ ีโรโลยี นอก จาก จะ ใช ใน การ ตรวจ
แอนติเจน แลว ยัง ใช ใน การ ตรวจ หา ชนิด ของ แอนติบอดี
ได โดย การ นาํ ซรีมัผูปวย มา ทาํ ปฏกิริยิา กบั panel lym-
phocytes  ของ known HLA specificities ซึง่ อาจ จะ
ทํา การ ตรวจ กรอง กับ panel 30 ราย กอน แลว จึง ตรวจ
เพิม่ เตมิ กบั panel อกี ประมาณ 60-80 ราย เพือ่ จาํแนก
ชนิด ของ แอนติบอดี นั้น สําหรับ การ ทํา HLA cross-
match  นัน้ ก ็ยงั ม ีการ ใช วธิี LCT รวม กบั วธิี antiglobu-
lin  และ flow cytometry14,15

การ ตรวจ วิธี Cellular9,16,17

วิธี MLR เปน การ ตรวจ lymphocyte defined
antigen  การ ที่ lymphocytes ที ่มี HLA แตก ตางกนั
เมื่อ ใส รวม กัน ใน น้ํา เพาะ เลี้ยง เซลล ใน หลอด ทดลอง จะ
เกิด การ กระตุน ซึ่ง กัน และ กัน ทําให เกิด การ สราง เซลล
ออน (blast formation) มี การ แบง ตัว ของ เซลล ทําให
เกดิ DNA reduplication และ สามารถ วดั พกิดั ของ การ
กระตุน ได เมือ่ ใส สาร radioactive DNA precursors
(3H Thymidine) ลง ไป ใน หลอด ทดลอง นัน้ วธิ ีนี ้เรยีก วา
Two-way method เพราะ เซลล ของ ทัง้ สอง ฝาย ม ีโอกาส
ไป กระตุน และ ถกู กระตุน ให เกดิ การ แบง ตวั ได และ ได มี
การ ดดัแปลง วธิกีาร ตรวจ ให ทาํ ได สะดวก ขึน้ โดย treat
เซลล ฝาย หนึง่ ดวย Mitomycin C หรอื การ ฉาย รงัส ีเพือ่
ไม ให เซลล มี การ แบง ตัว ตอไป แต ยัง มี ความ สามารถ
กระตุน เซลล ของ อีก ฝาย หนึ่ง ได เรียก วา stimulator 
cells เมือ่ นาํ มา เพาะ เลีย้ง รวมกนั จะ เกดิ การ แบง ตวั เฉพาะ
เซลล ที่ เรียก วา responder cells เทานั้น วิธี นี้ เรียก วา
One-way method การ ตรวจ ดวย วธิ ีนี ้ตอง ใช เวลา นาน
ถงึ 3-6 วนั จงึ จะ ทราบ ผล และ จะ บอก ได เพยีง วา เซลล สอง
พวก แตก ตางกัน เทานั้น ไม สามารถ บอก ชนิด ได กรณี ที่
ตองการ ตรวจ ชนิด ของ แอนติเจน D นั้น ตอง ทํา การ
ทดสอบ เซลล นัน้ กบั homozygous typing cells ถา
responder cells ไม มี การ ตอบ สนอง กับ stimulator
cells คอื ไม ม ีการ กระตุน ให เกดิ การ สราง เซลล ออน ทาํให
สามารถ บอก ความ เหมอืน หรอื แตก ตาง ของ แอนตเิจน ได

 เดิม การ ทดสอบ MLR ใช เพื่อ ศึกษา ความ แตก ตาง
ของ ระบบ major histocompatibility complex
ระหวาง ผู บรจิาค และ ผู รบั อวยัวะ กอน การ ปลกู ถาย อวยัวะ
หรือ ไข กระดูก ใน กรณี ที่ เปน living related donor
เพราะ อาศยั จาก การ ตรวจ ดวย วธิ ีซ ีโรโลย ีอยาง เดยีว อาจ
เกดิ ความ ผดิพลาด ได ซึง่ อาจ เกดิ จาก weak หรอื false
negative  reaction และ ปญหา ของ cross reactivity18-

เนือ่ง จาก แอน ต ิซรีัม่ที ่ทาํ ปฏกิริยิา กบั แอนตเิจน ชนดิ หนึง่

13

20
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ใน ขณะ เดยีว กนั สามารถ เกดิ ปฏกิริยิา กบั แอนตเิจน ชนดิ
อื่น ได ทั้ง นี้ เพราะ สวน โครง สราง ของ แอนติเจน บาง สวน
คลาย คลงึ กนั ทาํให เกดิ ปญหา ใน การ แปล ผล ผดิพลาด ได
เชน กลุม ของ HLA-B27, -B7, -B22 และ -B42 เปนตน
สาํหรบั การ ตรวจ หา HLA-D locus นัน้ ไม สามารถ ตรวจ
ได ดวย วธิ ีซ ีโรโลย ีได ผล การ ตรวจ MLR จะ เปน ตวั ชวย
ใน การ พยากรณ ลวง หนา ของ graft survival ได อยาง ดี
แต เนือ่ง จาก วธิ ีนี ้ม ีขอ จาํกดั ใน เรือ่ง การ ทดสอบ ใช เวลา นาน
และ ม ีขัน้ตอน ยุง ยาก ปจจบุนั หอง ปฏบิตั ิการ สวน ใหญ จงึ
ได นาํ วธิ ีทาง molecular มา ใช แทน วธิี MLR ใน การ ตรวจ
แอนติเจน ของ HLA class II

การ ตรวจ ดวย วธิี molecular
การ ตรวจ ดวย วธิ ีนี ้สามารถ นาํ มา ใช ใน การ จาํแนก ชนดิ

ของ แอนตเิจน HLA ได หลาย ระดบั21,22 คอื ระดบั low,
medium  และ high resolution ระดับ low resolu-
tion  นัน้ จะ ตรวจ แอนตเิจน ได เปน broad families of
alleles ซึง่ จะ เทยีบ เทากบั วธิ ีซ ีโรโลยี สาํหรบั ระดบั high
resolution นั้น จะ สามารถ จําแนก ชนิด ของ allele ได
อยาง ละเอยีด ใน ขณะ ที ่ระดบั medium resolution นัน้
ผล การ ทดสอบ จะ บอก ได เปน กลุม ยอย ของ alleles ซึง่ จะ
ชวย ยนืยนั และ สรปุ ผล ของ low-resolution typing ให
จาํกดั ใน วง แคบ ลง ได สาํหรบั กรณ ีปลกู ถาย ไต หรอื solid
organs อื่น ๆ   นั้น สวน ใหญ ตองการ ผล ระดับ low-
resolution typing เทานัน้ แต กรณ ีปลกู ถาย ไข กระดกู
หรือ ปลูก ถาย เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต นั้น จําเปน ตอง
อาศยั การ ยนืยนั ผล ดวย high-resolution typing เพือ่
ชวย ให มี long-term graft survival และ ลด ปญหา การ
เกดิ graft-versus-host disease วธิี molecular ที ่นยิม
ใช ใน ปจจบุนั จะ ได กลาว ตอไป

Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP)23,24

 วธิ ีนี ้จะ นาํ genomic DNA มา ตดั ดวย เอน็ ไซม re-

striction  endonuclease นาํ มา แยก DNA fragments
ใน agarose gel แลว transfer ไป ยัง nylone mem-
brane  เพื่อ ทดสอบ กับ locus-specific probes และ
แปล ผล  allele ตอไป วธิี RFLP นี้ เปน วธิ ีที ่ใช ตรวจ กรณี
ม ีตวัอยาง ตรวจ จาํนวน มาก แต ผล ที ่ได บาง ครัง้ จะ ม ีปญหา
ใน การ แปล ผล เนือ่ง จาก ผล ของ cross-hybridization
ของ แต ละ locus จงึ ตอง อาศยั การ ตรวจ high-solution
เพิม่ เตมิ  ตอมา ได ม ีการ นาํ เทคนคิ polymerase chain
reaction (PCR) มา ใช ใน การ ตรวจ หา HLA alleles เพือ่
ชวย ใน การ จําแนก ชนิด ของ แอนติเจน ให ถูก ตอง และ
แมนยาํ มาก ขึน้ ไดแก PCR-sequence specific oligo-
nucleotide  brobes (PCR-SSOP), PCR-sequence
specific  primer (PCR-SSP), PCR-restriction frag-
ment  length polymorphism (PCR-RFLP), PCR-
single  strand conformation polymorphism (PCR-
SSCP)  เปนตน

PCR-SSOP25,26

ทาํ การ ทดสอบ amplified DNA ของ HLA-class
I หรอื class II regions กบั sequence-specific oli-
gonucleotide  probes ซึ่ง สามารถ จะ recognized
ความ แตก ตาง ของ HLA alleles ได กรณ ีที่ amplified
products เปน immobilized form เมือ่ นาํ มา hybrid-
ized  กบั probes ที่ label ดวย radioactive, enzyme
หรอื fluorescent tags ก ็จะ เกดิ ปฏกิริยิา เหน็ เปน จดุ บน
แผน filter หรอื membrane ซึง่ เรยีก วธิ ีนี ้วา dot blot
กรณี ที่ ปฏิกิริยา เห็น เปน เสน (line) เรียก วา slot blot
สาํหรบั กรณ ีที่ probes เปน immobilized และ ampli-
fied  product จะ ถกู label แทน จะ เรยีก การ ทดสอบ วา
reverse  dot blot หรอื blot dot ซึง่ วธิ ีนี ้เปน วธิ ีที ่เหมาะ
ใน การ ทดสอบ กบั ตวัอยาง ทดสอบ จาํนวน มาก ใช DNA
จํานวน นอย สามารถ ตรวจ ได ทั้ง ระดับ low และ me-
dium  resolution  แต เนือ่ง จาก แต ละ sample จะ ตอง ทาํ
ปฏิกิริยา กับ probes ประมาณ 40-60 ชนิด ใน แต ละ
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locus จึง ตอง มี การ optimized อุณหภูมิ ใน การ ทํา
ปฏกิริยิา hybridization ให เหมาะสม เพือ่ ให การ อาน ผล
การ ทดสอบ ชดัเจน และ ถกู ตอง

PCR-SSP27,28

ใช เทคนคิ พ ีซ ีอาร ใน การ เพิม่ จาํนวน DNA ของ แถบ
พนัธ ุกรรม ของ ยนี ที ่ตองการ ทดสอบ โดย ใช primers ซึง่
มี ความ จําเพาะ กับ single HLA allele หรือ group
ของ HLA alleles ชนดิ ตางๆ โดย ม ีหลกัการ คอื Prim-
ers  ที่ มี ลําดับ เบส จําเพาะ ตออัลลีล จะ สามารถ จับ กับ
DNA  template ใน ปฏิกิริยา พี ซี อาร ทําให มี การ เพิ่ม
จาํนวน ของ DNA template (PCR product) สามารถ
ตรวจ หา  allele ได โดย การ วเิคราะห ดวย agarose gel
electrophoresis  หาก DNA template ไม มี allele
ชนดิ นัน้ คอื ม ีลาํดบั เบส แตก ตาง ออก ไป ทาํให primers
ไม สามารถ จับ กับ DNA template เพื่อ เพิ่ม จํานวน
DNA  ให ตรวจ พบ ได ใน การ ทดสอบ ดวย วธิี PCR-SSP
นี ้จะ มี internal control primer pair อยู รวม ดวย เพือ่
ใช เปน control ของ การ amplification เมื่อ ตรวจ
amplified  products บน agarose gel กรณี ที่ เกิด
bands ( ทั้ง specific band ของ HLA allele และ
band  ของ internal control) แสดง วา เปน HLA allele
ชนิด นั้น และ ถา พบ เฉพาะ internal control band
แสดง วา ไม มี HLA allele ชนดิ นัน้ การ ทดสอบ ดวย วธิี
PCR-SSP สามารถ ตรวจ ได ทั้ง ระดับ low, medium
และ  high resolution ขึน้ อยู กบั ชนดิ ของ primers ที ่ใช
วิธี นี้ ใช เวลา ใน การ ทดสอบ หลัง จาก การ เตรียม DNA
ประมาณ  2 ชั่วโมง แต ไม เหมาะ ใน กรณี ที่ มี ตัวอยาง
ทดสอบ จาํนวน มาก

PCR-RFLP19,29

เมือ่ ได amplified products ของ กลุม ของ alleles
แต ละ locus แลว นํา มา ตัด ดวย เอ็น ไซม restriction
endonuclease  ชนดิ ตางๆ เอน็ ไซมแต ละ ชนดิ จะ สามารถ

ตดั PCR products ได ตรง ตาํแหนง restriction sites
เมือ่ เปรยีบ เทยีบ pattern ของ ปฏกิริยิา ที ่ได จาก เอน็ ไซม
แต  ละ ชนดิ สามารถ จาํแนก ชนดิ ของ HLA alleles ได วธิี
ใช DNA จํานวน นอย แต ไม เหมาะ ใน การ ทดสอบ ใน
ตัวอยาง จํานวน มาก เพราะ การ ทดสอบ มี หลาย ขั้นตอน
และ ตอง ระวงั การ แปล ผล ผดิ ใน กรณ ีของ incomplete
enzyme  digestion

การ ตรวจ ดวย วธิี molecular ที ่กลาว มา ขาง ตน เปน วธิี
ที ่นยิม ใช ใน หอง ปฏบิตั ิการ HLA สาํหรบั กรณ ีที ่ตองการ
ตรวจ ยนืยนั ผล allele อยาง ละเอยีด เชน กรณ ีของ unre-
lated  stem cell transplantation อาจ ตองการ ตรวจ
เพิม่ เตมิ ดวย การ ใช sequence-based typing เพือ่ หา
ลาํดบั เบส ด ีเอน็ เอ (DNA sequencing)30

การ ตรวจ HLA antigens นัน้ เปน การ ตรวจ ซึง่ ตอง
อาศัย เจาหนาที่ หอง ปฏิบัติ การ ที่ มี ความ ชํานาญ และ มี
ประสบการณ ทั้ง ใน เรื่อง วิธีการ ทดสอบ และ การ แปล ผล
การ ทดสอบ ถงึ แมวา จะ ม ีการ นาํ เครือ่งมอื อตัโนมตั ิมา ชวย
ใน การ ทดสอบ เชน เครือ่ง หยด เซลล อตัโนมตั ิสาํหรบั การ
ทดสอบ ทาง ซี โรโลยี หรือ การ ใช โปรแกรม คอมพิวเตอร
ชวย การ แปล ผล การ ทดสอบ ทาง ซ ีโรโลย ีและ วธิ ีพ ีซ ีอาร ก็
ยัง มี ความ จําเปน ที่ จะ ตอง มี บุคลากร ที่ มี ความ รู ความ
ชํานาญ มา ตรวจ สอบ เพื่อ ปองกัน ความ ผิดพลาด ใน การ
แปล ผล นอก จาก นี ้เทคนคิ ที ่ใช ใน การ ทดสอบ รวม ทัง้ น้าํ
ยา ซึ่ง ใช ใน การ ทดสอบ สวน ใหญ จัด ซื้อ จาก ตาง ประเทศ
อาจ จะ ม ีความ แตก ตางกนั ใน แต ละ หอง ปฏบิตั ิการ จงึ ควร
ม ีการ ตรวจ สอบ คณุภาพ ของ การ ตรวจ HLA antigens
ให ม ีมาตรฐาน เดยีว กนั

สรปุ
แอนตเิจน ของ ระบบ HLA ม ีความ หลาก หลาย ถงึ แม

จะ ม ีวธิกีาร ตรวจ HLA antigens ใน ระดบั ตางๆ หลาย
วธิี การ เลอืก ใช วธิ ีใน การ ทดสอบ ขึน้ อยู กบั วตัถปุระสงค ที่
ตอง พิจารณา ให เหมาะสม สําหรับ การ ปลูก ถาย ไต นั้น
ตองการ ผล ของ แอนตเิจน ใน ระดบั low resolution ใน
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ขณะ ที่ การ ปลูก ถาย ไข กระดูก หรือ เซลล ตน กําเนิด เม็ด
โลหิต จะ ตอง มี การ ตรวจ ยืนยัน ดวย high-resolution
typing โดย เฉพาะ อยาง ยิง่ กรณี unrelated donors
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1. The HLA genes are located on chromosome
number:
A. 2
B. 4
C. 6
D. 8
E. 10

2. DR51 molecules are the product of:
A. DRA and DRB1
B. DRA and  DRB2
C. DRA and  DRB3
D. DRA and  DRB4
E. DRA and  DRB5

3. The test of choice for HLA antigen testing,
in which known sera are tested to type
HLA antigens on test  cells is:
A. Inhibition
B. Agglutination
C. Cytotoxicity
D. Fluorescent antibody test
E. Enzyme-linked immunosorbent test

CME Credit
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4. Test which is used for HLA-D typing is:
A. Flow cytometry
B. Mixed lymphocyte reaction
C. Primed lymphocyte test
D. Fluorescent antibody test
E. Enzyme-linked immunosorbent test

5. Molecular typing which is usually employed
for high throughput is:
A. PCR-SSOP
B. PCR-SSP
C. PCR-RFLP
D. PCR-SSCP
E. Sequence-based typing
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คติธรรมนํากําจัดจุดออน
คนพาลไมใหทานเพราะกลัวจน
บัณฑิตชนกลัวจนจึงใหทน
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