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บท คดั ยอ : รายงาน หมู เลอืด Bweak จาํนวน 2 ราย เปน ชาย ไทย ซึง่ เปน ผู บรจิาค โลหติ ที ่โรงพยาบาล มหาราช นคร เชยีงใหม
และ บดิา การ ตรวจ หมู เลอืด ขัน้ ตน ดวย วธิี slide test พบ วา เปน หมู O โดย ให ผล ลบ กบั anti- A , anti-B และ  anti-
A,B ( ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย ) แต ผล การ ตรวจ หมู เลอืด ดวย วธิ ีมาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง และ ดวย วธิี
เจลพบ วา cell grouping  ให ผล 2+ และ ม ีลกัษณะ mixed-field agglutination  ( mf ) กบั anti-B และ anti- A,B
( ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย ) แต ให ผล ลบ กบั anti-B (DiaMed ) และ anti-B ( Bioscot ) และ ให ผล ลบ
กบั  anti-A พบ weak anti-B ใน ซรีมัซึง่ ไม ทาํ ปฏกิริยิา กบั เมด็ เลอืด แดง ของ ตวั เอง การ ตรวจ antibody screening
และ direct antiglobulin test ให ผล ลบ การ ศกึษา น้าํลาย พบ H substance โดย ไม พบ B substance การ ตรวจ
หา ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ของ ABO alleles และ nucleotide sequence จาก ตวัอยาง ด ีเอน็ เอ ของ ผู บรจิาค และ บดิา
ดวย วิธี polymerase chain reaction-sequence specific primer ( PCR-SSP )   ที่ exon 6, 7 และ intron 6 ,
polymerase  chain reaction- restriction fragment length polymorphism ( PCR-RFLP )   ที่ exon 6, 7 และ
DNA sequencing บรเิวณ nucleotide ตาํแหนง ที่ 810-1,065 ของ exon 7 พบ วา ผู บรจิาค และ บดิา เปน heterozy-
gous  แบบ B, O1 การ ศกึษา หมู เลอืด ใน ครอบครวั บดิา มี Bweak phenotype เชน เดยีว กบั ผู บรจิาค มารดา และ นอง
ชาย  ม ีหมู เลอืด A1 พบ A

1(C467T) , O1 allele ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ของ หมู เลอืด Bweak จาก รายงาน ครัง้ นี ้แตก ตาง
จาก หมู เลือด Bweak ที่ เคย มี รายงาน ใน ตาง ประเทศ ซึ่ง พบ วา มี Bweak allele ซึ่ง เกิด จาก point mutation ที่ ตําแหนง
T863G  , G871A , C873G , A1036G , G1055A หรอื B3 allele ซึง่ เกดิ จาก C1054T ที่ exon 7 ผู บรจิาค และ บดิา อาจ
มี Bweak allele ซึง่ เกดิ จาก ความ ผดิ ปกต ิของ ยนี ที ่ตาํแหนง อืน่ ซึง่ ไม สามารถ ตรวจ ได ดวย วธิกีาร ที ่กลาว ขาง ตน ผู บรจิาค
และบิดา ไม มี ประวัติ การ เจ็บ ปวย ราย แรง และ ไม เคย รับ เลือด มา กอน ได ติด ตาม ผู บริจาค มา ตรวจ หมู เลือด ดวย วิธี
serology  ซ้าํ ใน เวลา 1 ป ถดัมา พบ วา ผู บรจิาค มี Bweak phenotype เหมอืน เดมิ คน หมู เลอืด Bweak อาจ ทาํให เกดิ ปญหา
ใน การ ให เลือด เนื่อง จาก วินิจฉัย ผิด เปน หมู เลือด O การ นํา เม็ด เลือด แดง Bweak ไป ให คน หมู เลือด O อาจ ทําให เกิด
transfusion  reaction ดงันัน้ การ ตรวจ หมู เลอืด อยาง ถกู ตอง จงึ ม ีความ สาํคญั ใน ทาง คลนิกิ
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 หมู เลือด ABO เปน หมู เลือด ระบบ แรก ที่ พบ ใน ป
พ.ศ.  2443 (ค.ศ. 1900 ) โดย Karl Landsteiner และ
เปน หมู เลอืด ที ่ม ีความ สาํคญั มาก ที ่สดุ ใน ดาน การ ให เลอืด
แอนติเจน ของ ระบบ ABO พบ ได บน ผิว เม็ด เลือด แดง
และ เนื้อ เยื่อ ตางๆ ของ รางกาย แอนติบอดี ของ ระบบ
ABO  เกดิ ขึน้ เอง ตาม ธรรมชาติ ( naturally occurring
antibodies )  โดย ไม จาํเปน ตอง ไดรบั การ กระตุน ดวย เมด็
เลือด แดง มา กอน เชน การ ไดรับ โลหิต หรือ การ ตั้งครรภ1-
3   คน เรา จะ มี anti-A หรือ anti-B ขึ้น กับ วา คน นั้น ไม มี
แอนตเิจน อะไร เชน คน หมู เลอืด A ไม ม ีแอนตเิจน B จงึ
มี anti-B ทาํนอง เดยีว กนั คน หมู เลอืด B มี anti-A คน
หมู เลอืด O มี anti-A และ anti-B และ คน หมู เลอืด AB
ไม มี anti-A และ anti-B หมู เลือด ระบบ ABO ยัง
สามารถ แบง ได เปน subgroup ชนิด ตางๆ ตาม คุณ
สมบัติ  การ ทําปฎิกิริยา ของ เม็ด เลือด แดง กับ แอน ติ ซีรัม
มาตรฐาน การ พบ แอนตบิอด ีใน ซรีมั และ การ หลัง่ สาร
A,  B และ  H ใน น้ําลาย1,2 คน หมู เลือด A สวน ใหญ
(80% )   เปน หมู เลอืด A1 ที ่เหลอื เปน หมู เลอืด A2 คน หมู
เลือด A2 มี แอนติเจน A นอย กวา คน หมู เลือด A1
(ประมาณ 25 % ของ คน หมู เลือด A1) ประมาณ 1-8 %
ของ คน หมู เลือด A2 และ 22-35 % ของ คน หมู เลือด
A2B สามารถ ตรวจ พบ anti-A1 ใน ซรีมั หมู เลอืด sub-
group  A ที ่ออน กวา หมู เลอืด A2 ไดแก หมู เลอืด A3 , Ax,
Am และ Ael ซึง่ สามารถ พบ ได แต นอย กวา หมู เลอืด A2

4-
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คน หมู เลอืด subgroup B พบ นอย กวา subgroup
A  การ จําแนก subgroup B ชนิด ตางๆ ขึ้น กับ การ ทํา
ปฏิกิริยา  ของ เม็ด เลือด แดง กับ anti-B และ anti-A,B
การ ตรวจ พบ weak anti-B  ใน ซรีมั และ การ หลัง่ B และ
H substance ใน น้ําลาย หมู เลือด subgroup B
สามารถ แบง ได เปน หมู เลอืด B3 , Bx , Bm และ Bel 

1,10  ใน
คน หมู เลอืด B3 การ ทาํปฎกิริยิา ของ เมด็ เลอืด แดง ให ผล
2+  และ ม ีลกัษณะ mixed-field agglutination  ( mf )
กบั anti-B และ anti-A,B ไม พบ weak anti-Bใน ซรีมั

แต พบ B และ H substance ใน น้าํลาย ถา เปน secretor
คน หมู เลอืด Bx การ ทาํปฎกิริยิา ของ เมด็ เลอืด แดง ให ผล
1+  กบั anti-B และ anti-A,B พบ weak anti-Bใน ซรีมั
และ พบ H substance โดย ไม พบ B substance ใน
น้าํลาย  คน หมู เลอืด Bm เมด็ เลอืด แดง ไม ทาํปฎกิริยิา กบั
anti-B และ anti-A,B ไม พบ weak anti-B  ใน ซีรัม แต
พบ B และ H substance ใน น้าํลาย คน หมู เลอืด Bel
เมด็ เลอืด แดง ไม ทาํปฎกิริยิา กบั anti-B และ anti-A,B
พบ  weak anti-B ใน ซรีมั พบ H substance โดย ไม
พบ  B substance ใน น้ําลาย แอนติเจน B บน เม็ด
เลอืด แดง ใน คน หมู เลอืด Bel และ Bm สามารถ ตรวจ พบ
ได ดวย วธิี adsorption and elution การ จาํแนก sub-
group  B ดวย วธิกีาร ตรวจ ทาง serology ดงั ได กลาว ขาง
ตน ขึน้ กบั แอน ต ิซรีมัมาตรฐาน ที ่ใช เมด็ เลอืด แดง ของ คน
subgroup  B เมือ่ ทาํปฎกิริยิา กบั monoclonal anti-B
ซึ่ง มี ความ จําเพาะ ความ แรง และ ความ สามารถ ใน การ
ตรวจ  เซลล weak B antigen ที่ ไม เทากัน อาจ ให
ปฏกิริยิา  แตก ตางกนั การ จาํแนก หมู เลอืด B3 และ Bel
คอน ขาง เดน ชดั แต หมู เลอืด Bx บาง ครัง้ การ ตรวจ ทาง
serology  อาจ ใหปฎิกิริยา ที่ ไม ชัดเจน ปจจุบัน จึง เรียก
subgroup  B ที ่มปีฎกิริยิา ไม ชดัเจน นี ้วา Bweak 
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ใน บาง กรณ ีเชน ตวัอยาง เลอืด ม ีนอย หรอื คน ที ่เปน
non secretor  การ ตรวจ ทาง serology อาจ ทํา ได ไม
สมบูรณ  หรือ ทํา ไม ได การ ตรวจ ดี เอ็น เอ เพื่อ หา ABO
allele  ดวย วิธี polymerase chain reaction-se-
quence  specific primer ( PCR-SSP ), polymerase
chain  reaction- restriction fragment length poly-
morphism  ( PCR-RFLP ) และ การ ตรวจ หา nucleotide
sequence อาจ ชวย แก ปญหา ได 12-18 หมู เลือด sub-
group  A และ subgroup B ทาํให เกดิ ปญหา ใน ผู บรจิาค
โลหิต  เนื่อง จาก แอนติเจน A และ แอนติเจน B ของ
subgroup  A และ subgroup B ออน กวา แอนตเิจน A
และ  แอนตเิจน B ของ คน ปกติ ทาํให บาง ครัง้ ไม สามารถ
เหน็ ปฏกิริยิา จาก การ ตรวจ หมู เลอืด ขัน้ ตน ดวย วธิี slide
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test  และ ถา ไม ไดรบั การ ตรวจ เพิม่ เตมิ ดวย วธิ ีมาตรฐาน
ใน หลอด ทดลอง อาจ ทําให วินิจฉัย ผิด เปน หมู O คน
subgroup  B พบ ได คอน ขาง นอย ม ีรายงาน หมู เลอืด B3
ประปราย5,19-21 สวน Bx หรือ Bweak พบ ได นอย มาก4,18

และ ราย นี้ พบ เปน ราย แรก ใน ผู บริจาค โลหิต ของ โรงพยา
บาล  มหาราช นคร เชยีงใหม จงึ รวบรวม ขอมลู นาํ เสนอ เปน
รายงาน
รายงาน หมู เลอืด Bweak

ชาย ไทย อายุ 21 ป เปน ผู บรจิาค โลหติ ที ่โรงพยาบาล
มหาราช นคร เชยีงใหม 1 ป กอน การ บรจิาค ครัง้ นี้ ได ไป
บรจิาค โลหติ ที ่โรงพยาบาล แหง หนึง่ ใน จงัหวดั ภาค เหนอื
จํานวน 2 ครั้ง และ ผล การ ตรวจ หมู เลือด ที่ โรงพยาบาล
แหง นัน้ พบ เปน หมู เลอืด O ผู บรจิาค ไม ม ีประวตั ิการ เจบ็
ปวย ราย แรง และ ไม เคย รับ เลือด มา กอน การ ตรวจ หมู
เลอืด ขัน้ ตน ดวย วธิี slide test ที ่โรงพยาบาล มหาราช นคร
เชยีงใหม พบ วา เปน หมู เลอืด O โดย ให ผล ลบ กบั anti-A,
anti-B and anti-A,B monoclonal ( ศนูย บรกิาร โลหติ
แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย ) แต ผล การ ตรวจ หมู เลอืด ดวย วธิี
มาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง พบ วา เปน หมู B ทาํให สงสยั
เปน subgroup B จงึ ได ตดิ ตาม ผู บรจิาค และ ครอบครวั
มา ตรวจ หมู เลอืด เพือ่ ศกึษา เพิม่ เตมิ

วสัด ุและ วธิกีาร
การ ตรวจ ทางserology

นํา clotted blood มา ตรวจ ABO , H ,Rh (D) ,
Lewis  ดวย วิธี มาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง22,23 โดย ใช
anti-A, anti-A1 , anti-A,B , anti-D , anti-H mono-
clonal  ( ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย ), anti-
B  monoclonal ( ศูนย บริการ โลหิต แหง ชาติ สภา กาชาด
ไทย , DiaMed , Bioscot )  และ anti- Lea, anti- Leb
monoclonal ( DiaMed ) นาํ เมด็ เลอืด แดง ของ ผู บรจิาค
มา ทาํ ABO grouping ดวย วธิ ีเจลโดย ใช neutral gel
card ( DiaMed ) และ anti-A, anti-B, anti-A,B ( ศนูย
บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย ) ตรวจ antibody

screening  ใน ซรีมั24 direct antiglobulin test (DAT)
บน เม็ด เลือด แดง25 ทํา autocontrol โดย นํา เม็ด เลือด
แดง ของ ผู ถกู ทดสอบ มา ทาํปฎกิริยิา กบั ซรีมัของ ผู นัน้ เอง
นํา ซีรัมของ ผู บริจาค และ บิ ดา มา ทําปฎิกิริยา กับ B cell
ของ คน ปกติ 10 คน ตรวจ แอนตเิจน B บน เมด็ เลอืด แดง
ของ ผู บรจิาค และ บดิา ดวย วธิี adsorption and elution26

ตรวจ หา A , B และ H substance ใน น้าํลาย27

การ ตรวจ ด ีเอน็ เอ
Polymerase chain reaction - sequence specific
primer  ( PCR-SSP )

วิธี ที่ 1. การ ตรวจ O allele
สกดั ด ีเอน็ เอ จาก ACD blood ดวย วธิี simple salt-

ing  out 28 reaction mixture 10   µL ประกอบ ดวย น้าํ
สกัด ดี เอ็น เอ 10 ng , primer ( 261X : 5'- GTGGAA
GGATGTCCTCGTGGTAC- 3' และ 261C : 5'-
AATGTCCACAGTCACTCGCCACT-3') 29 1   µM,
dNTPs 0.2 mM , Taq polymerase 0.4 unit และ
reaction  buffer ( 20 mM Tris-HCl pH 8.4 , 50 mM
KCl ,  1.5 mM MgCl2 , 0.01% BSA , 0.05% Tween-
20 )  PCR amplification โดย ม ีการ เปลีย่น แปลง อณุหภมูิ
ดงันี้ 94  ํC 1 นาท ี, 66 Cํ 30 วนิาที และ 72 Cํ 30 วนิาที
จาํนวน 35 รอบ ตรวจ PCR product โดย การ ทาํ elec-
trophoresis  ใน 2 % agarose gel ตรวจ หา แถบ ด ีเอน็ เอ
ขนาด  195 คู เบส โดย เปรยีบ เทยีบ กบั ด ีเอน็ เอ มาตรฐาน
100  bp ladder positive control คอื ตวัอยาง ด ีเอน็ เอ
ของ คน หมู เลอืด O และ negative control คอื ตวัอยาง
ดี เอ็น เอ ของ คน หมู เลือด AB

วิธี ที่ 2. การ ตรวจ ABO alleles 17,18

ทาํ multiplex PCR 3 reaction โดย ผสม primer
( W1,  W2,  W3 ) ดงั ตาราง ที่ 1 reaction mixture 10
µL  ประกอบ ดวย น้ํา สกัด ดี เอ็น เอ 100 ng , each
primer  2 pmol, dNTPs 2 nmol, AmpliTag Gold
0.5  unit และ buffer เริม่ ดวย denaturation 96 Cํ
10  นาที ตาม ดวย การ เปลี่ยน แปลง อุณหภูมิ เปน รอบๆ
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PCR-SSP
JK-F3
JK-R3
ABO-in3F
ABO-203CR
mo-57a
ABO-350CR
mo-101s
ABO-407R-Aw
ABO-965R-Aw
ABO-996R-Aw
ABO-539R-Bw
ABO-548R-Bw
ABO-721R-ABw
ABO-863R-Bw
ABO-873R-Bw
ABO-1036R-Bw
ABO-1055R-Bw

PCR-RFLP
mo-46
mo-57
mo-101
mo-71
mo-41
mo-42
fy-47
fy-31

ตาราง ที่ 1 Primers used to screen for ABO gene mutations by PCR-SSP or PCR-RFLP
Primer

designation
Reaction

ID Primer sequence ( 5'→→→→→ 3') Primer location
in ABO gene

*
*
Intron 3
Exon 4
Intron 5
Exon 6
Intron 6
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7

Exon 6
Exon 6
Exon 7
Exon 7
Exon 4
Exon 4
Exon 7
Exon 7

* These primer sequences correspond to exon 8 and 9 sequences in the JK blood group gene.

W1
W1
W1
W1
W1
W1

W2-3
W2
W2
W2
W3
W3
W3
W3
W3
W3
W3

R1
R1
R1
R1
R2
R2
R2
R2

CATGCTGCCATAGGATCATTGC
GAGCCAGGAGGTGGGTTTGC
GCTGGCCGTTACAGGGTCTG
AGGGAGGCACTGACATTATACG
GGGTTTGTTCCTATCTCTTTGC
CTTGATGGCAAACACAGTTAACG
CCGTCCGCCTGCCTTGCAG
CCATGAAGTGCTTCTCCGCCA
GCTGCTGGTCCCACAAGTACC
TCCTCAGGACGGCGGGTC
CATGGACACGTCCTGCCAGT
ATGCGGCGCATGGACACGC
CTCGTAGGTGAAGGCCTCCCA
GTTGGCCTGGTCGACCATCC
CTCGATGCCGTTGGCCTGC
CGGACCGCCTGGTGGTTCC
GCAGCCGCTCACGGGTTCT

CGGAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC
CGGGATCCATGTGGGTGGCACCCTGCCA
CGGGATCCCCGTCCGCCTGCCTTGCAG
GGGCCTAGGCTTCAGTTACTC
TAAATCCTGCTCCTAGACTAAAC
GGACAATTCTGTGACATGGGAG
TGCTGGAGGTGCGCGCCTAC
GAAATCGCCCTCGTCCTT
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ดงันี ้ 94 Cํ 20 วนิาที 65 Cํ 30 วนิาที และ 72 Cํ 40
วินาที  จํานวน 30 รอบ ( W1) หรือ 94 ํC 30 วินาที
65 Cํ  30 วนิาท ี และ 72 Cํ 90 วนิาที จาํนวน 32 รอบ
( W2,  W3) ตรวจ PCR product จาก การ ทํา electro-
phoresis  ใน 2 % agarose gel
Polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism ( PCR-RFLP )15,16

ทาํ multiplex PCR 2 reaction โดย ผสม primer
( R1,R2 ) ดัง ตาราง ที่ 1 reaction mixture 10  µL 
ประกอบ ดวย น้าํ สกดั ด ีเอน็ เอ 100 ng, each primer 2
pmol,  dNTPs 2 nmol, Taq polymerase 0.5 unit
และ buffer เริม่ ดวย denaturation 94 Cํ 2 นาที ตาม
ดวย การ เปลีย่น แปลง อณุหภมู ิเปน รอบๆ   ดงันี้ denatur-
ation  94 ํC 10 วินาที annealing และ extension
65 Cํ  60 วนิาที จาํนวน 10 รอบ และ denaturation
94 ํC 10 วินาที annealing 61 Cํ 50 วนิาที และ ex-
tension  72 ํC 20 วินาที จํานวน 20 รอบ นํา PCR
product  มา ยอย ดวย  HpaII,  KpnI,  MboI ,  DdeI ,  SalI
ที่ 37 ํC และ  BstUI ที่ 60 Cํ 2 ชัว่โมง ตรวจ cleav-
age  product จาก electrophoresis ใน 4 % agarose
gel
DNA sequencing

PCR amplification B gene ของ ผู บรจิาค และ บดิา
โดย ใช primer ( position 803 : 5'- GATTTCTAC
TACATGGGGGC -3' และ position 1191 : 5'-
GTGTGATTTGAGGTGGGGAC -3' ) ตรวจ PCR
product โดย การ ทาํ electrophoresis ใน agarose gel
มอง หา แถบ ดี เอ็น เอ ขนาด ประมาณ 400 คู เบส ที่ เรือง
แสง ultraviolet และ ตดั แถบ ด ีเอน็ เอ นี ้จาก agarose gel
นํา มา purify ดวย QIA quick gel extraction kit
(Qiagen , Germany ) เตรยีม sequencing reaction
20   µL โดย ใช purify DNA 400 ng , primer 3.2
pmol  และ dRhodamine terminator cycle se-
quencing  kit with AmpliTaq DNA polymerase

( Perkin Elmer , USA ) ทํา ตาม manufacturer’s in-
struction  และ ใช primer position 803 เปน forward
sequencing primer และ primer position 1191 เปน
reverse sequencing primer ตรวจ หา nucleotide 
sequence ดวย เครื่อง ABI Prism 310 Genetic
analyzer ( Perkin Elmer , USA )

ผล การ ศกึษา
การ ตรวจ หมู เลือด ABO ของ ผู บริจาค แสดง ไว ใน

ตาราง ที่ 2 การ ตรวจ cell grouping ดวย วธิ ีมาตรฐาน
ใน หลอด ทดลอง พบ วา เมด็ เลอืด แดง ของ ผู บรจิาค ให ผล
2+  และ ม ีลกัษณะ mf กบั anti-B และ anti- A,B ( ศนูย
บริการ โลหิต แหง ชาติ สภา กาชาด ไทย ) แต ให ผล ลบ กับ
anti-B  ( DiaMed ) และ anti-B ( Bioscot ) และ ให ผล ลบ
กบั anti-A และ anti-A 1 แสดง วา ผู บริจาค นา จะ มี หมู
เลือด B อยาง ออน ซึ่ง ไม ทํา ปฏิกิริยา กับ anti-B (Dia
Med )  และ anti-B ( Bioscot ) การ ตรวจ cell group-
ing  ดวย วธิ ีเจลพบ วา ให ผล 2+ และ ม ีลกัษณะ mf กบั
anti-B และ anti- A,B ( ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา
กาชาด ไทย) ดงั แสดง ใน รปู ที่ 1 การ แปล ผล ปฏกิริยิา mf
เปรยีบ เทยีบ กบั A3 control cell จาก ศนูย บรกิาร โลหติ
แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย การ ตรวจ serum grouping
พบ วา ซีรัมของ ผู บริจาค ให ผล 4+ กับ A1 cell แต ให
ผลบวก อยาง ออน ( weak positive ) กบั B cell ปกติ (2
ใน 10 ราย ) การ ตรวจ antibody screening ใน ซีรัม
และ  DAT ให ผล ลบ แสดง วา ผู บรจิาค ม ีหมู เลอืด B อยาง
ออน และ มี weak anti-B ใน ซีรัม จึง นํา เม็ด เลือด แดง
ของ ผู บริจาค มา ทํา ปฏิกิริยา กับ ซีรัมของ ผู บริจาค เอง
(autocontrol )   พบ วา ให ผล ลบ แสดง วา weak anti-B
ใน ซรีมั ไม ทาํ ปฏกิริยิา กบั เมด็ เลอืด แดง ของ ตวั เอง และ การ
ตรวจ หา แอนตเิจน B บน เมด็ เลอืด แดง ของ ผู บรจิาค ดวย
วิธี adsorption and elution พบ วา ให ผลบวก การ
ตรวจ  หมู เลอืด H , Rh ( D ) และ Lewis พบ วา ผู บรจิาค มี
หมู เลอืด H , RhD positive และ Le ( a- b+) การ ม ีหมู
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H

H

A & H

A & H

ตาราง ที่ 2 ABO grouping and saliva testing in the family study

Family
Cell grouping* Serum grouping* Sub-

stance 
in saliva

Anti-A1 Anti-B
(Thai Red

Cross)

Anti-B
(Bioscot)

Anti-B
(DiaMed)

Anti-A,B A1 cell B cell O cell

Donor

Father

Mother

Brother

neg

neg

3+

3+

2+, mf

2+, mf

neg

neg

neg

1+, mf

ND

ND

neg

neg

ND

ND

2+ , mf

2+ , mf

4+

4+

4+

4+

neg

neg

weak
(2/10)
1+

(7/10)
4+

4+

neg

neg

neg

neg
mf = mixed - field agglutination; neg = negative;ND = not done
* Tube tests for determination of ABO type of red cells and serum

รปู ที่ 1 The ABO grouping of the donor using neutral gel card and anti-A , anti-B , anti-A,B ( Thai Red
Cross )

crl = control negative
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เลอืด Leb แสดง วา ผู บรจิาค นา จะ เปน secretor จงึ ได เกบ็
น้ําลาย ผู บริจาค เพื่อ ตรวจ หา B และ H substance ผล
การ ตรวจ พบ H substance โดย ไม พบ B substance
ใน น้าํลาย แสดง วา ผู บรจิาค ม ีหมู เลอืด Bweak

การ ศกึษา หมู เลอืด ของ ครอบครวั นี ้แสดง ไว ใน ตาราง
ที่ 2 บดิา ม ีหมู เลอืด Bweak เชน เดยีว กบั ผู บรจิาค โดย เมด็
เลอืด แดง ของ บดิา ให ผล 2+ และ ม ีลกัษณะ mf กบั anti-
B  และ anti- A,B ( ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา กาชาด
ไทย ) ให ผล 1+ และ ม ีลกัษณะ mf กบั anti-B ( Bioscot)
แต ให ผล ลบ กับ anti-B ( DiaMed ) และ ให ผล ลบ กับ
anti-A  พบ weak anti-B ใน ซรีมั ( ให ผล 1+   กับ B
cell  ปกติ 7 ใน 10 ราย ) การ ตรวจ น้ําลาย พบ H sub-
stance  แต ไม พบ B substance บิดา มี หมู เลือด H ,
RhD positive และ Le  ( a- b+) มารดา และ นอง ชาย มี
หมู เลือด A1 , H , RhD positive และ Le  ( a- b-) พบ
A  และ H substance ใน น้ําลาย ได แสดง family
pedigree  ไว ใน รปู ที่ 2

การ ตรวจ ด ีเอน็ เอ ดวย วธิี PCR-SSP โดย amplify
O gene ที ่ตาํแหนง 261 ของ exon 6 พบ วา ผู บรจิาค
และ สมาชกิ ทกุ คน ใน ครอบครวั มี O allele ดงั แสดง ใน รปู
ที่ 3 การ ตรวจ หา ABO alleles ดวย วิธี PCR-RFLP
และ  PCR-SSP ที่ บริเวณ ตําแหนง ตางๆ ใน exon 6, 7

รูป ที่ 2 The ABH and Lewis phenotypes and
ABO genotypes of the family members

รปู ที่ 3 The PCR-SSP pattern of O allele
Lane 1. DNA marker : 100 bp ladder DNA ;  Lane 2. control positive : genotype OO;
Lane 3. control negative : genotype AB;  Lane 4. DNA of the father;
Lane 5. DNA of the mother;  Lane 6. DNA of the donor;  Lane 7. DNA of the brother
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และ  intron 6 ดงั ตาราง ที่ 3 พบ วา ผู บรจิาค และ บดิา มี
B ,  O1 allele มารดา และ นอง ชาย มี A1( C467T ) , O1
allele  การ ทาํ DNA sequencing ใน ผู บรจิาค และ บดิา
โดย PCR amplification เฉพาะ B gene ตรวจ หา
ลาํดบั  เบส โดย ใช forward และ reverse primers พบ วา
nucleotide sequence ที่ ตําแหนง 810 - 1,065 ของ
exon  7 ของ ผู บรจิาค และ บดิา โดย เปรยีบ เทยีบ กบั  AF
134414  : ABO-B101 allele, complete cds (Yama-
moto  F ) จาก GenBank เปน B allele โดย ม ีตาํแหนง
863  =  T, 871  = G, 873 = C, 930 = A , 1,036 = A,
1,054 = C, 1,055 = G และ 1,062 = G ดงั แสดง ใน
รูป ที่ 4 ได ติด ตาม ผู บริจาค มา ตรวจ หมู เลือด ดวย วิธี
serology  ซ้ํา ใน เวลา 1 ป ถัดมา พบ วา ผู บริจาค มี Bweak

phenotype เหมือน เดิม

วิจารณ
การ แสดง ลกัษณะ phenotype ของ หมู เลอืด ระบบ

ABO  ถกู ควบคมุ ดวย ยนี 3 กลุม คอื ABO gene , Hh
gene  และ secretor gene คน ที ่มี H gene ( HH , Hh)
จะ สราง เอนไซม L-fucosyltransferase ทาํให ม ีการ เตมิ
L-fucose กบั สาร ตน กาํเนดิ   ( precursor ) เปน แอนตเิจน
H  คน ที่ มี A gene ( AA , AO ) จะ สราง เอนไซม N-
acetylgalactosaminyltransferase (A-transferase)
ทําให มี การ เติม N-acetylgalactosamine ตอ จาก
แอนตเิจน  H เปน แอนตเิจน A คน ที ่มี B gene ( BB,
BO )  จะ สราง เอนไซม D-galactosyltransferase (B-

BstUI
KpnI
HpaII

-
MboI
HpaII
DdeI

-
-
-
-

SalI
-

HpaII

ตาราง ที่ 3 Polymorphic nucleotides detectable by PCR-RFLP or PCR-SSP as used for ABO genotyping
in this study.

Polymorphism detected
by PCR-

Nucleotide
position Mutation Alleles detectable

RFLP SSP
188-189

261
467
526
646
703
771
796
802
803

798-804
871

1,059-1,061
1,096

+ = done; - = not done

-
+
-
+
-
-
-
+
+
+
+
-
+
-

O1v

O1 , O1v , O1 hybrids
Asian A1,  A2,  O3, cis-AB ,O1-A2 hybrid
B , O1-B hybrids
Ax , Ax hybrids , O1v

B , O1-B hybrids
Ax hybrids , O1v

B
O2

B
Ael , O3

A3 , Bx

A2 , O3

B , O2

GC→AT
G→ -
C→T
C→G
T→A
G→A
C→T
C→A
G→A
G→C
+ G

G→A
-C

G→A
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transferase )  ทําให มี การ เติม D-galactose ตอ จาก
แอนติเจน  H เปน แอนติเจน B 2,10 ดังนั้น คน ที่ ขาด A
gene  และ B gene ( OO ) จึง มี เพียง แต แอนติเจน H
และคน ที่ ขาด H gene ( hh ) จึง ไม มี แอนติเจน H, A
และ  B ซึง่ พบ ได นอย มาก ( Bombay and Parabombay
phenotype )  แอนตเิจน A, B และ H นอก จาก พบ บน
เม็ด เลือด แดง ยัง พบ ได บน epithelial cell , lympho-
cyte,  platelet และ ใน สาร คดั หลัง่ เชน น้าํลาย น้าํตา และ
น้ํานม3 การ หลั่ง A, B และ H substance ใน สาร คัด
หลัง่ ถกู ควบคมุ ดวย secretor gene1 คน ที ่มี secretor
gene ( SeSe, Sese ) จะ ตรวจ พบ H substance ใน สาร
คัด หลั่ง หรือ พบ รวม กับ A substance หรือ B sub-
stance  ใน กรณ ีที ่มี A gene หรอื B gene คน ที ่ขาด
secretor  gene หรอื nonsecretor ( sese ) จะ ไม พบ A,
B และ H substance ใน สาร คดั หลัง่ ไม วา จะ มี A gene,
B gene และ H gene หรอื ไม

ตาํแหนง ที ่ควบคมุ การ สราง ABO gene บน โครโม
โซม  คู ที่ 9 ประกอบ ดวย 7 exon coding sequence
สวน ใหญ ( 77 % ) อยู บน exon 6 และ 7 10,30 คน หมู
เลือด A ที่ มี A1 allele ประกอบ ดวย nucleotide se-
quence  จาก 7 exon รวม 1,065 base pair ( AF

134412  : A101 allele, Yamamoto F ) A1 allele เปน
standard reference สาํหรบั เปรยีบ เทยีบ กบั allele อืน่
คน หมู เลอืด B ที ่มี B allele มี nucleotide sequence
แตก ตาง จาก A1 allele ที่ exon 6 และ exon 7 7
ตาํแหนง  คอื ตาํแหนง เบส ที่ 297 เปลีย่น จาก adenine
เปน  guanine ( A297G ), C526G, C657T, G703A,
C796A, G803C และ G930A ( AF 134414 : B101
allele,  Yamamoto F ) และ ที่ 3'-untranslated region
(3'-UTR) 1 ตําแหนง คือ ตําแหนง G1096A 11 คน หมู
เลอืด  O ที ่มี O1 allele มี nucleotide sequence แตก
ตาง จาก A1 allele คอื ตาํแหนง G261 deletion ที่ exon
6 ( AF 134415 : O01 allele, Yamamoto F ) ทาํให เกดิ
frameshift mutation และ premature stop codon
ดังนั้น คน หมู เลือด O จึง ไม สราง เอนไซม A และ B-
transferase  ทําให ไม มี การ สราง แอนติเจน A และ
แอนติเจน  B

ผู บรจิาค ม ีหมู เลอืด Bweak เมือ่ ตรวจ ดวย วธิี serology
การ ศกึษา หมู เลอืด ใน ครอบครวั พบ วา บดิา มี Bweak pheno-
type  เชน เดียว กับ ผู บริจาค มารดา และ นอง ชาย มี หมู
เลอืด A1 การ ตรวจ ด ีเอน็ เอ ดวย วธิี PCR-RFLP และ 
PCR- SSP ที่ exon 6, 7 และ intron 6 พบ วา ผู บรจิาค

รปู ที่ 4 The electropherogram of the nucleotide sequence position 810 - 1065 in exon 7 of  the donor
( 863 =T , 871  = G ,   873 = C , 930 = A ,   1036 = A ,   1054 = C ,   1055 = G ,   1062 = G)
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และ บิดา มี B, O1 allele มารดา และ นอง ชาย มี A1

(C467T) , O1 allele เนือ่ง จาก ตาํแหนง 261 ของ exon
 6 ของ คน หมู เลือด O สวน ใหญ มี G deletion
ตาํแหนง 261 นี ้จงึ นยิม ใช ตรวจ หา O gene 12,29 ซึง่ พบ ใน
สมาชกิ ทกุ คน ใน ครอบครวั ของ ผู บรจิาค ตาํแหนง 467
ใช ตรวจ Asian A1 allele ซึง่ พบ C467T ใน มารดา และ
นอง ชาย และ พบ มาก ที ่สดุ ใน คน เอเชยี13,31 ตาํแหนง 526,
703, 796, 803, 871 และ 1,096 ใช ตรวจ B allele เนือ่ง
จาก การ ตรวจ ABO gene ดวย วธิี PCR-RFLP และ
PCR-SSP เปน การ ตรวจ หา polymorphism ของ ABO
gene ที ่บาง ตาํแหนง ของ ABO allele ผู บรจิาค และ บดิา
พบ  B, O1 allele จึง ทํา DNA sequencing พบ วา
nucleotide  sequence ที่ ตําแหนง 810 - 1,065 ของ
exon  7 ของ ผู บรจิาค และ บดิา เปน B allele ( ตาํแหนง
863  =  T, 871 = G, 873 = C, 930 = A , 1,036 = A,
1,054 = C, 1,055 = G และ 1,062 = G )

หมู เลือด ABO มี ลักษณะ heterogeneity คือ หมู
เลอืด ที ่มี phenotype เหมอืน กนั อาจ ถกู ควบคมุ ดวย ยนี
ที่ แตก ตางกัน เชน คน หมู เลือด O ที่ มี O1 allele มี
nucleotide  sequence ตาํแหนง G261 deletion ทาํให
เกดิ frameshift และ stop codon คน ที ่มี O1v allele
มี ตําแหนง G261 deletion รวม กับ mutant allele ที่
ตําแหนง อื่น เชน T646A , C771T คน ที่ มี O2 allele มี
ตําแหนง G261 ปกติ แต มี mutant allele ที่ ตําแหนง
G802A ทาํให การ สราง amino acid เปลีย่น แปลง โดย
amino  acid ตําแหนง ที่ 268 glycine เปลี่ยน เปน
arginine  (Gly268Arg ) คน ที ่มี O2 allele จงึ ไม สราง
A หรอื B-transferase และ การ crossing over หรอื มี
recombination  และ gene conversion ระหวาง A
gene  หรือ B gene กับ O gene ( OR allele ) เชน O1-
A2 hybrid หรอื O1v-B hybrid ทาํให เกดิ stop codon
คน ที ่มี OR allele จงึ ไม ม ีการ สราง แอนตเิจน A หรอื B
ทัง้ ๆ    ที ่มี A gene หรอื B gene 11 คน subgroup A
และ  subgroup B ม ีแอนตเิจน A หรอื B ออน กวา คน

ปกต ิเนือ่ง จาก การ มี mutant allele ทาํให amino acid
เปลีย่น แปลง ยงั ผล ตอ catalytic activity ของ A หรอื
B-transferase31 ใน คน Ax phenotype มี mutant
allele  ที่ ตําแหนง T646A ทําให Phe216Ile หรือ เกิด
จาก มี mutant allele ที ่ตาํแหนง T646A รวม กบั A-O1v

hybrid ที่ ตําแหนง 188-226 ของ intron 6 7,9 ใน in-
tron  6 ซึง่ มี chimeric sequence เปน hot spot ของ
การ เกดิ gene conversion 17,21

B allele มี coding nucleotide sequence จาํนวน
1,065 base pair nucleotide sequence หลัง
ตาํแหนง  1,065 เปน non-coding sequence หรอื 3'-
UTR  11 subgroup B มี ผู ศึกษา ไว คอน ขาง นอย มี
รายงาน  Bweak phenotype จาก การ มี Bweak allele ซึง่ มี
point  mutation ที ่ตาํแหนง G539A, A548G, C721T,
T863G, G871A , C873G , A1036G , G1055A ทําให
การ สราง  amino acid เปลี่ยน แปลง Bel allele เกิด
จาก T641G, G669T และ B3 allele เกดิ จาก C1054T
ดัง ตาราง ที่ 4 ผู บริจาค และ บิดา พบ B allele จาก การ
ตรวจ PCR- RFLP และ PCR- SSP ที่ exon 6, 7 และ
intron 6 และ nucleotide sequence ที ่ตาํแหนง 810
-  1,065 ของ exon 7 ปกติ ใน การ ศกึษา นี ้ไม สามารถ ทาํ
DNA sequencing ใน ทกุ ตาํแหนง ของ B gene ของ ผู
บรจิาค และ บดิา ได เนือ่ง จาก ขอ จาํกดั ของ primer ทัง้ สอง
ราย อาจ มี Bweak allele ซึ่ง เกิด ความ ผิด ปกติ ของ ยีน ที่
ตาํแหนง อืน่   ซึง่ ไม สามารถ ตรวจ ได ดวย วธิกีาร ตรวจ ที ่ม ีอยู
การ พิสูจน วา ผู บริจาค และ บิดา มี ความ ผิด ปกติ ของ ยีน ที่
ไหน  ควร ทํา DNA sequencing ที่ ตําแหนง อื่น ของ
exon  7, exon 6 และ intron 6 ซึง่ ถา ไม พบ ความ ผดิ
ปกต ิอาจ ตอง ทาํ DNA sequencing ที่ exon 1-5 รวม
ทัง้ enhancer และ promoter region promoter อยู
ที่ บริเวณ ตําแหนง -118ถึง  -1 upstream exon 1
ประกอบ ดวย GC boxes จาํนวน มาก ซึง่ ม ีผล ตอ ขบวน
การ  transcription enhancer region อยู ที ่ตาํแหนง
-3800 บริเวณ 5'-UTR ประกอบ ดวย mini-satellite
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repeating  sequence  (43 base pair ) มี transcrip-
tion  factor-binding motif ซึง่ ม ีผล ตอ rate of tran-
scription  subgroup A และ subgroup B นอก จาก
เกดิ จาก การ มี mutant allele ยงั เกดิ จาก การ ลดลง ของ
จํานวน  transcription ความ ผิด ปกติ ของ ขบวน การ
splicing ปจจยั ที ่ผล ตอ post-transcription และ ตวั
ยับยั้ง จาก ยีน ที่โลคัสอื่น31 B weak ราย นี ้ถา DNA se-
quencing  ที่ exon 1-7, intron, promoterและ en-
hancer  region แลว ไม พบ ความ ผดิ ปกติ อาจ จาํเปน ตอง
ตรวจ หา ลาํดบั เบส ของ mRNA เพราะ บาง คน ม ียนี ปกติ
แต การ นํา ยีน มา transcribe เปน mRNA (splicing
pattern )   อาจ แตก ตางกนั30 การ สราง โปรตนี จงึ เปลีย่น
แปลง

หมู เลอืด B weak เมือ่ เปน ผู บรจิาค โลหติ สามารถ แยก

เมด็ เลอืด แดง  ( packed red cell )   ให กบั คน หมู เลอืด B
ได  และ เนือ่ง จาก ตรวจ พบ มี weak anti-B ใน ซรีมัดวย
ดงันัน้ ถา จาํเปน ตอง ใช พลาสมา นี ้ควร ให เฉพาะ ผูปวย หมู
O  เทานั้น คน หมู เลือด B weak เมื่อ เปน ผูปวย ที่ ตอง รับ
โลหติ  ควร รบั เมด็ เลอืด แดง จาก คน หมู เลอืด O แต การ รบั
พลาสมา สามารถ รบั จาก คน หมู B และ AB หมู เลอืด
B weak อาจ สราง ปญหา ใน การ ให โลหิต เนื่อง จาก คน หมู
เลอืด  B weak ม ีแอนตเิจน B ออน กวา คน หมู เลอืด B ปกติ
ทาํให บาง ครัง้ การ ตรวจ หมู เลอืด ดวย วธิี slide test อาจ
ไม เหน็ปฏกิริยิา และ ถา ไม ไดรบั การ ตรวจ เพิม่ เตมิ ดวย วธิี
มาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง อาจ วนิจิฉยั ผดิ เปน หมู เลอืด O
ทาํให นาํ เมด็ เลอืด แดง Bweak ไป ให คน หมู เลอืด O และ ถา
การ ทาํ crossmatching ไม สมบรูณ อาจ ทาํให เกดิ trans-
fusion  reaction

ตาราง ที่ 4 Known mutations in B alleles from the consensus sequence. 11

From Chester MA, Olsson ML.  The ABO blood Group gene: a locus of considerable genetic diversity.  Transfus Med Rev
2001;15:181.
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Abstract : We reported two subjects with Bweak phenotype in the same family. The proband was a
 man who donated blood at Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital.  The second subject was his
father.   ABO blood grouping of the donor gave negative reaction with anti-A , anti-B and anti-A,B
( Thai Red Cross ) by slide test so he was classified as group O.  The cell grouping by standard tube
test and gel test showed 2+ and mixed-field agglutination ( mf ) with anti-B and anti-A,B ( Thai Red
Cross ) but showed negative reaction with anti-A and two monoclonal anti-B ( from DiaMed and
Bioscot ).   Weak anti-B was found in his serum but did not react with his own red cells.  Antibody
screening   and direct antiglobulin test were negative.  His saliva contained H subtance while no B
substance  was detected. ABO genotyping of the subjects was performed by several methods includ-
ing   polymerase chain reaction using sequence specific primers ( PCR- SSP ) in exon 6, 7 and intron
6  ;  polymerase chain reaction with restriction fragment length polymorphism  ( PCR-RFLP ) in exon 6,
7  and DNA sequencing at nucleotide position 810-1,065 in exon 7 revealed two difference alleles and
compatible with B,  O1 genotype. Family study demonstrated that his father had the same genotype
and showed B weak phenotype as the donor.  His mother and his brother were blood group A1. Both
of  them were heterozygous A1( C467T ), O1. The genotype of Bweak of this report was different from
the  previous Bweak alleles which had point mutation at T863G , G871A , C873G , A1036G , G1055A or
B3 allele which had C1054T in exon 7.  Our Bweak phenotype may have Bweak allele which can not be
detected  by these methods.  Neither history of serious illness nor previous blood transfusion was
found in the donor and his father.  Serologic study of the donor 1 year later revealed that he was
Bweak phenotype.  The Bweak donor may be at risk of mistyping as blood group O.  This may have
adverse  consequences when transfusing the Bweak blood to group O recipients so the accurate ABO
blood typing is very important in transfusion medicine.
Key Words :  Bweak phenotype B allele   PCR - SSP DNA sequencing
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