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ใน การ วนิจิฉยั แยก ชนดิ ของ โรค มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว
นอก จาก การ ด ูลกัษณะ ของ blast ดวย wright stain
เพือ่ แยก ชนดิ ของ blast ตาม FAB classification1 แลว
ยัง ตอง อาศัย การ ตรวจ วิธี อื่น ๆ  ไดแก cytochemistry,
immunophenotyping, cytogenetics2 และ molecu-
lar  genetics เพือ่ แบง แยก ชนดิ ของ มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว

ให ละเอยีด ลง ไป การ แบง ชนดิ นี้ ม ีผล ตอ การ วาง แผนการ
รักษา และ การ พยากรณ โรค ใน ผูปวย เด็ก เปน อยาง มาก
การ รักษา ผูปวย ที่ เปน T cell leukemia และ B cell
leukemia แตก ตางกนั และ ผูปวย ที ่เปน T cell leuke-
mia  จะ มี การ พยากรณ โรค ที่ ไม ดี และ มี โอกาส มี โรค ใน
อวัยวะ นอก ระบบ เลือด ไดมา กก วา B cell leukemia
เชน โอกาส ม ีการ กระจาย ของ โรค เขา สู ระบบ ประสาท ทาํ
ให ตอง ใช ยา ใน ขนาด ที่ สูง กวา ปกติ หรือ ตอง มี วิธีการ
ปองกนั โรค ไป ที ่ระบบ ประสาท มาก กวา

นิพนธตนฉบับ
การ ยอม Cytochemical Stain ดวย Acid Phosphatase
เปรยีบ เทยีบ กบั การ ใช T cell Monoclonal Antibodies
โดย Flow Cytometry เพือ่ การ วนิจิฉยั T cell Leukemia ใน เดก็

กวิวัณณ วีร กุล, กัลยา เตชะ วณิช, ยอด สวาสดิ์ เทพธรา ดลและ   กลีบ สไบ สรรพ กิจ
สาขา วิชา โลหิต วิทยา ภาควิชา กุมาร เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร ศิริราช พยาบาล

บท คดั ยอ: การ ศกึษา ประสทิธภิาพ ของ การ ใช cytochemical staining ดวย acid phosphatase ใน การ วนิจิฉยั แยก
โรค T cell leukemia ใน เดก็ เปรยีบ เทยีบ กบั การ ใช monoclonal antibodies จาํเพาะ ของ T cell ผล การ ศกึษา:
พบ  วา  การ ยอม acid phosphatase ม ีความ สามารถ ใน การ วนิจิฉยั โรค T cell leukemia ดงันี;้ ความ ไว ใน การ ตรวจ
0.909 (95% CI 0.764, 0.969 ) และ ความ จาํเพาะ 0.942, (95%CI 0.906, 0.965) สวน การ ใช T cell monoclonal
antibodies  จํานวน 4 ตัว คือ CD7, CD2, CD3, และ CD5 พบ วา CD7 มี ความ ไว ใน การ วินิจฉัย มาก ที่ สุด 1.000
(95%CI 0.906, 1.000) และ CD5 ม ีความ จาํเพาะ มาก ที ่สดุ เทากบั 0.997 (95%CI 0.977, 0.999) สรปุ: acid phos-
phatase  สามารถ นํา ไป ใช ใน การ ตรวจ แยก โรค T cell ALL ใน เด็ก ได พอ สมควร ใน ที่ ที่ ไม สามารถ ทํา immuno-
phenotype  ได แต การ ใช immunophenotype ใน การ วนิจิฉยั แยก โรค จะ ไดผล ที ่แนนอน กวา โดย เฉพาะ CD7 และ
CD5
Key Words :  Acid phosphatase T cell leukemia  Immunophenotype
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ใน ประเทศ ไทย และ ประเทศ ที ่กาํลงั พฒันา การ ตรวจ
immunophenotype และ cytogenetics ตลอด จน
molecular  technique อื่น ๆ  มี ขอ จํากัด ทาง ดาน
งบประมาณ และ บคุลากร ทาํให ไม สามารถ ทาํ ได ทัว่ ถงึ ทัง้
ประเทศ แต การ ยอม cytochemistry ม ีการ ใช กนั อยาง
แพร หลาย การ ศกึษา นี ้จงึ วเิคราะห ประสทิธภิาพ ของ การ
ใช cytochemical stain ดวย acid phosphatase ใน
การ วนิจิฉยั แยก โรค T cell leukemia3 ออก จาก acute
leukemia  ชนิด อื่น

วตัถปุระสงค
เพื่อ ศึกษา ความ ไว และ ความ จําเพาะ ของ การ ยอม

cytochemical  stain ดวย acid phosphatase ใน การ

วินิจฉัย T cell leukemiaโดย เปรียบ เทียบ กับ การ ใช
monoclonal  antibodies จําเพาะ ของ T cell โดย วิธี
flow  cytometry4 เพือ่ ตรวจ T cell markers

ผูปวย ที ่ศกึษา
ผูปวย ที่ ไดรับ การ วินิจฉัย วา เปน มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว

ชนิด เฉียบพลัน จํานวน 309 ราย อายุ 0-13 ป ที่มา รับ
การ รกัษา ที ่ภาควชิา กมุาร เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร
ศิริราช พยาบาล ตั้งแตพ.ศ. 2540-2544 และ สามารถ
ตรวจ วินิจฉัย แยก ชนิด ของ มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว จาก การ
เจาะ ไข กระดกู ได ผล การ ตรวจ แยก ชนดิ ของ มะเรง็ เมด็
เลอืด ขาว แสดง ใน แผนภมู ิที่ 1

แผนภมู ิที่ 1 สดัสวน ชนดิ ของ มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว ใน ผูปวย เดก็ ทีม่า รบั การ รกัษา ที ่โรงพยาบาล ศริริาชพ.ศ. 2540-2544
จาํนวน 309 ราย ตงั เลข ใน วง เลบ็ คอื จาํนวน ผูปวย : ALL. acute lymphoblastic leukemia; ANLL, acute non-
lymphoblastic leukemia; AMLL, acute mixed lineage leukemia; M1, acute myeloid leukemia without
maturation;  M2, acute myeloid leukemia with maturation; M3, acute promyelocytic leukemia; M4,
acute  myelomonoblastic leukemia; M5, acute monoblastic leukemia; M6, acute erythroleukemia; M7,
acute  megakaryoblastic leukemia.
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วธิกีาร ศกึษา
ผูปวย ทุก ราย ที่ ไดรับ การ วินิจฉัย วา เปน มะเร็ง เม็ด

เลอืด ขาว จะ ไดรบั การ ตรวจ ไข กระดกู เพือ่ แยก ชนดิ ของ
มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว ดังนี้ ; ยอม wright stain เพื่อ ดู
FAB morphology ; ยอม cytochemistry ไดแก peri-
odic  acid Schiff (PAS)5, myeloperoxidase (MPO)6,
combined esterase (chloroacetate esterase and
non-specific esterase)7 และ acid phosphatase
(AP)8,9 ;  ยอม immunophenotyping จาก mono-
nuclear  cell ที ่แยก ได จาก ไข กระดกู จาํนวน 5 mL โดย
ใช   heparin เปน สาร กัน เลือด แข็ง หลัง จาก นั้น นํา ไป
วเิคราะห ดวย flow cytometry4,10 โดย ใช monoclonal
antibody ตาม ตาราง ที่ 1

การ แยก ชนิด ของ มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว เปน ไป ตาม
FAB classification ผูปวย ที ่ไดรบั การ จาํแนก วา เปน T
cell leukemia ไดแก ผูปวย ที ่มี T cell markers (CD7,
CD2, CD3, CD5) ให ผลบวก มาก กวา รอยละ 30

การ แปล ผล ผลบวก สาํหรบั acid phosphatase คอื
มี เซลลลล ตัว ออน ที่ ติด สี แดง ในซัยโต ปลา สม โดย มี
ลักษณะ เปน block-like positivity มาก กวา รอยละ

20 ของ เซลลลล ตวั ออน ทัง้ หมด
การ วเิคราะห ผล การ ตรวจ ดวย acid phosphatase

และ การ ตรวจ ดวย monoclonal antibodies จําเพาะ
ของ  T cells (CD7, CD2, CD3, CD5) ดวย วธิ ีทาง สถติิ
โดย ใช Chi-square test เพือ่ หา sensitivity, specific-
ity,  positive และ negative predictive value และ หา
คา  95% confidence interval ของ แต ละ คา ที ่ได

ผล การ ศกึษา
ผูปวย จาํนวน 276 ราย จาก ผูปวย acute leukemia

ทัง้ หมด 309 ราย ไดรบั การ ตรวจ acid phosphatase
ใน จํานวน นี้ พบ วา acid phasphatase ให ผลบวก
จํานวน 44 ราย และ ให ผล ลบ 232 ราย ใน กลุม นี้ มี
ผูปวย T cell leukemia 33 ราย และ ผูปวย ที่ ไม ใช T
cell 229 ราย ( ตาราง ที่ 2) กลุม ผูปวย ที ่ม ีผล การ ตรวจ AP
เปน บวก แต ไม ได เปน T cell leukemia (false posi-
tive)  มี จํานวน 14 ราย ใน จํานวน นี้ ไดแก ผูปวย B
lineage ALL 5 ราย ผูปวย ANLL 9 ราย เมือ่ ด ูตาราง
ความ สมัพนัธ ของ การ ตรวจ และ การ วนิจิฉยั T cell  leu-
kemia  พบ วา การ ตรวจ AP มี ความ ไว ใน การ วินิจฉัย

Markers Antibodies
ตาราง ที่ 1 Monoclonal antibodies ที ่ใช แยก ชนดิ ของ มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว ใน เดก็ ที ่ภาควชิา กมุาร เวช ศาสตร รพ. ศริริาช

General markers HLA-DR, CD34
Myeloid markers

Myeloid CD13-33
Monocytic CD15
Erythroid GP-A
Megakaryocytic CD 41 (gp IIB/IIIA)

Lymphoid markers
Early pre B CD19, CD20, CD10 (CALLA)
Pre B cIgM
B sIgM
T CD7, CD2, CD3, CD5
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วิจารณ
ใน ปค.ศ. 1976 กลุม แพทย ทาง โลหิต วิทยา จาก

ประเทศ  ฝรัง่เศส อเมรกิา และ องักฤษ ได รวมกนั จดั ระบบ
การ แบง ชนดิ ของ มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว ขึน้ โดย เรยีก วา การ
แบง แบบ FAB (French-American-British classifi-
cation)  ซึ่ง ใน ตอน แรก จะ แบง มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว ออก
เปน 2 กลุม ใหญ ๆ  คอื acute lymphoblastic leuke-
mia  (ALL) และ acute myeloid leukemia (AML)
โดย ใช การ ด ูรปูราง ลกัษณะ ของ เซลลเปน หลกั ซึง่ ตอมา
มี การ ประชุม และ ขยาย ความ เพิ่ม เติม โดย มี การ ใช
cytochemical stain มา ชวย ให การ แบง ชนดิ ของ leu-
kemia  ให ถูก ตอง มาก ขึ้น โดย ถือ วา หาก เซลลตัว ออน
ยอม ติด สี myeloperoxidase หรือ sudan black B
มากกวา รอยละ 3 ของ เซลลตวั ออน ทัง้ หมด จะ ถอื วา เปน
AML   และ หาก ผล การ ยอม ให ผล ลบ จะ เปน ALL นอก
จาก นี ้ยงัม ีการ ใช PAS (Periodic-Acid-Schiff) เพือ่ การ
วนิจิฉยั ALL โดย ถอื คา การ ตดิ สี มาก กวา รอยละ 3 ของ
ตวั ออน เปน ผลบวก

การ แบง ชนดิ ของ leukemia ดวย ระบบ ดงั กลาว ถงึ
แม จะ ใชได ด ีใน กลุม ผูปวย โรค acute myeloid leuke-
mia  แต ใน โรค ALL ซึ่ง ถูก แบง เปน 3 ชนิด ตาม รูปราง
ของ เซลลตวั ออน ไดแก L1, L2 และ L3 ไม สามารถ นาํ
มา ใช ใน การ บอก การ พยากรณ โรค ที่ แนนอน ได มี กลุม
ผูปวย บาง คน ที่ มี ลักษณะ ของ เซลลเปน L1 แต การ
พยากรณ โรค ไม ดี ใน ผูปวย เหลา นี้ พบ วา ม ีปจจยั ที ่สาํคญั
อื่น ๆ  เชน เปน   T cell leukemia หรือ มี ความ ผิด ปกติ
ของ โครโมโซม เชน t(9;22) หรือ philadelphia chro-

Sensitivity 0.909
Specificity 0.942
Positive predictive value 0.682
Negative predictive value 0.987

ตาราง ที่ 3 การ วเิคราะห ผล ของ การ ใช acid phosphatase staining เพือ่ การ วนิจิฉยั T cell leukemia
Acid phosphatase staining for T cell leukemia 95% confidence interval

0.764, 0.969
0.906, 0.965
0.534, 0.800
0.963, 0.996

0.909 (95%CI และ มี ความ จําเพาะ 0.942 ( ตาราง ที่ 3)
ส่วน การ ตรวจ โดย ใช้ T cell markers นั้น พบ ว่า

CD7 มี ความ ไว ตอ T cell leukemia ใน เด็ก มาก ที่ สุด
โดย มี sensitivity เทากับ 1.000 (95% CI = 0.906,
1.000) แต CD5 จะ ม ีความ จาํเพาะ ตอ T cell มาก ที ่สดุ
โดย มี specificity = 0.996 (95%CI = 0.977, 0.999)
( ตาราง ที่ 4)

ตาราง ที่ 2 ผล การ ศึกษา ผล ของ การ ใช acid phos-
phatase  staining เพือ่ การ วนิจิฉยั T cell leukemia
ผูปวย กลุม (A) เปน T cell leukemia และ ผล AP ให
ผลบวก; ผูปวย กลุม (D) ไม เปน T cell ALL และ ผล
การ ตรวจ AP ให ผล ลบ; ผูปวย กลุม (C) เปน ผูปวย ที ่ผล
การ ตรวจ AP เปน false negative (9.1%); ผูปวย กลุม
(B) เปน ผูปวย ที่ ผล การ ตรวจ AP เปน false positive
(5.8 %) ใน ผูปวย กลุม นี้ ประกอบ ดวย ผูปวย B cell
ALL 5 ราย และ ANLL 9 ราย ( M7 3 ราย, M6 2
ราย, M2 2 ราย, M1 และ M3 อยาง ละ 1 ราย)

T cell
+ -

AP

+

-

30 (A) 14 (B)

3 (C) 229 (D)
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CD7

CD2

CD3

CD5

ตาราง ที่ 4  แสดง คา ความ ไว (sensitivity) และ ความ จําเพาะ (specificity) ของ monoclonal antibodies ; CD7,
CD2, CD3 และ CD5 ใน การ วนิจิฉยั T cell ALL

sensitivity
95% CI

specificity
95% CI

+ predictive value
95% CI

- predictive value
95% CI

1.000
0.906, 1.000

0.706
0.538, 0.832

0.639
0.476, 0.775

0.912
0.770, 0.970

0.963
0.933, 0.980

0.978
0.945, 0.991

0.988
0.965, 0.996

0.996
0.977, 0.999

0.787
0.651, 0.880

0.685
0.685, 0.943

0.885
0.710, 0.960

0.969
0.843, 0.994

1.000
0.985, 1.000

0.905
0.905, 0.971

0.949
0.915, 0.970

0.988
0.965, 0.996

95% CI = 95% confidence interval แสดง คา ไว ใต ตวั เลข ของ คา ตางๆ

mosome  เปน ตัว กําหนด การ พยากรณ โรค ดังนั้น จึง มี
ความ พยายาม ที ่จะ หา วธิกีาร ตรวจ เพือ่ แบง ชนดิ ของ ALL
ดวย ระบบ อื่น เชน การ แบง ตาม immunophenotype
ของ เซลล ใน ระยะ แรก ใช เทคนคิ การ ด ูเมด็ เลอืด รวม กลุม
(rosetting technique)  เพือ่ แบง ALL ออก เปน Tcell
คือ กลุม ที่ form rosette  กับ เม็ด เลือด แดง ของ แกะ
(sheep erythrocytes;  ERFC) และ B cell คอื กลุม ที่
form rosette กับ เม็ด เลือด แดง ของ หนู (mouse
erythrocytes; MRFC) โดย พบ วา กลุม ที ่เปน T cell มี
การ พยากรณ โรค ที่ ไม ดี ตอมา จึง มี การ ใช monoclonal
antibodies มา ใช เพื่อ ตรวจ ดู surface markers ของ
เซลลตัว ออน และ สา มารถ แบง เซ ลลออกตาม การ เจริญ
พัฒนา ของ เซลล (stage of differentiation) พบ วา B
cell lineage จะ แบง ออก เปน  early pre B (CD10 หรอื
common ALL antigen - CALLA  negative และ
positive) , pre B (cytoplasmic  Ig positive) และ B
cell (surface Ig positive) สวน  T cell ALL มี mark-
ers  คือ CD7, CD2, CD3 และ CD5 เปน ตัว กําหนด
lineage ปจจุบัน นี้ จึง เปน ที่ ยอม รับ กัน ทั่ว โลก วา การ
วินิจฉัย  และ การ แบง ชนิด ของ acute  leukemia ให ถูก

ตอง แมนยํา นั้น อยาง นอย ควร ตอง ใช ระบบ ของ MIC
classification  (Morphology, immunophenotype
and  cytogenetics classification)2

ผูปวย ที่มา รับ การ รักษา ที่ ภาควิชา กุมาร เวช ศาสตร
โรงพยาบาล ศิริราช จะ ไดรับ การ ตรวจ แยก ชนิด ของ
leukemia ตาม ขัน้ตอน ที ่กลาว แลว ขาง ตน พบ วา ม ีผูปวย
เปน T cell ALL รอยละ 25 ของ ผูปวย ALL ทัง้ หมด
ผูปวย กลุม นี ้จะ ไดรบั การ รกัษา ตาง จาก กลุม ที ่เปน B cell
ALL  ( แผนภมู ิที่ 2)

ใน T-cell leukemia การ ยอม acid phosphatase
จะ พบ activity อยู บริเวณ golgi เมื่อ ดู ใน กลอง
จุลทรรศน จะ เห็น สี แดง เปน กอน ชัดเจน กอน เดียว หรือ
หลาย กอน ดงันัน้ จงึ สามารถ ใช acid phosphatase เปน
marker ของ T-lymphoblast8,9 แต เนือ่ง จาก เซลลชนดิ
อื่น  เชน erythroblast และ myeloblast ก็ สามารถ ให
ผลบวก ตอ acid phosphatase ได ใน ลกัษณะ เดยีว กนั
จงึ ควร ใช การ ทดสอบ อืน่ ๆ  ประกอบ ดวย เชน กลุม AML
จะ มี MPO และ sudan black B stain ให ผลบวก
กลุม erythroblast (M6) อาจ จะ มี ผล MPO และ
sudan black B เปน ผล ลบ แต เซลลมัก จะ มี ลักษณะ
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แผนภมู ิที่ 2 แนว ทาง การ รกัษา มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ acute lymphoblastic leukemia (ALL) ใน เดก็ โดย แบง
ผูปวย ตาม กลุม ความ เสี่ยง (risk factors) สําหรับ ผูปวย T cell ALL จะ ไดรับ การ รักษา ดวย Siriraj Protocol LBL
โดยดดัแปลง จาก BFM protocol
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ทาง morphology จาํเพาะ ชดัเจน ยกเวน megakaryo-
blast  (M7) ซึง่ ถงึ แม เซลลอาจ จะ ม ีลกัษณะ เฉพาะ คอื มกั
ม ีขอบ เซลลไม เรยีบ หรอื ที ่เรยีก วา มี cytoplasmic bleb
แตบาง ครัง้ เซลลก ็ม ีลกัษณะ เหมอืน ตวั ออน ทัว่ ไป ได และ
M7  มัก จะ มี acid phosphatase ให ผลบวก ดวย การ
วนิจิฉยั แยก M7 กบั T cell leukemia จงึ มกั เปน ปญหา
และ จะ ตอง ใช immunophenotype มา ชวย

สรปุ
การ ใช acid phosphatase เพือ่ วนิจิฉยั แยก ผูปวย

T  cell ALL ม ีความ ไว ใน การ วนิจิฉยั รอยละ 90.9 และ
มี ความ จําเพาะ รอยละ 94.2 แต acid phosphatase
จะให ผลบวก ปลอม ได โดย เฉพาะ กลุม ผูปวย acute
megakaryocytic  leukemia (M7) และ acute eryth-
roid  leukemia (M6) รวม ทั้ง ALL precursor B จึง
ควร ใช การ ยอม cytochemical stain อืน่ ๆ  รวม ทัง้ การ
ด ู morphology มา ชวย และ ใน ที ่ที ่สามารถ ทาํ Immuno-
phenotype  ได นัน้ ยงั ควร จะ ใช immunophenotype
มา ชวย ใน การ วนิจิฉยั แยก โรค ดวย
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The Use of Acid Phosphatase Cytochemical Staining for
Detection of T cell Leukemia in Children;
Compare to Immunophenotyping by Monoclonal Antibodies
Using Flow Cytometry
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Abstract : The use of cytochemical staining with Acid Phosphatase for diagnosis of T cell leukemia
in  children were statistically analysed, and compared to the results from immunophenotypic study,
using  T cell monoclonal antibodies by flow cytometry. Results : The use of acid phosphatase staining
for  T cell leukemia showed 0.909 sensitivity (95%CI 0.764, 0.969) and 0.942 specificity (95%CI 0.906,
0.965).  Among the 4 monoclonal antibodies (CD7, CD2, CD3, CD5) used for T cell leukemia, the  CD7
had  the highest sensitivity of 1.000 (95%CI 0.906, 1.000) and CD5 had the highest specificity of 0.997
(95%CI 0.977, 0.999). Conclusion : Acid phosphatase staining can be used to differentiate T cell
leukemia from other types of leukemia in places where immunophenotypic and cytogenetic studies
were  unavailable.  Immunophenotyping was still the standard investigation, recommended in clas-
sification  of childhood leukemias,and the diagnosis of T cell leukemia especially CD7 and CD5.
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