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บทคัดย่อ

ความเป็นมา CD36 หรือ Naka หรือ GPIV เป็นไกลโคโปรตีนบนเกล็ดเลือดและเซลล์อื่นๆ เช่น โมโนไซต ์และ endothelial cells 

จัดเป็น class B scavenger receptor คนที่เป็น CD36 deficiency (Nakanegative) สามารถสร้าง anti-Naka เมื่อได้รับเลือด หรือ

ตั้งครรภ์ ก่อให้เกิดปัญหาทางคลินิก โดยเฉพาะคนที่เป็น CD36 deficiency type I  วัตถุประสงค์ การศึกษานี้ได้ท�ำการตรวจฟีโน-

ไทป์ของ CD36 (Naka)  ในผู้บริจาคเกล็ดเลือดของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย เพื่อใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษา

ความส�ำคัญทางคลินิก  วิธีการศึกษา ได้ด�ำเนินตรวจหา CD36 บนเกล็ดเลือดจ�ำนวน 598 ตัวอย่าง และบนโมโนไซต์จ�ำนวน 36 

ตัวอย่าง เป็นผู้บริจาคที่ให้ผล CD36 บนเกล็ดเลือด negative จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง และ positive 30 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างทุกรายท�ำ

การตรวจฟีโนไทป์ด้วย flow cytometry  ผลการศึกษา จากการศึกษาตรวจหา CD36 บนเกล็ดเลือดพบว่าเป็น CD36 positive 

(Naka positive) จ�ำนวน 588 ตัวอย่าง (98.33%) และเป็น CD36 deficiency (Naka negative) จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง (1.67%) และ

ผลการตรวจหา CD36 บนโมโนไซต์ของตัวอย่างที่ให้ผล CD36 deficiency จ�ำนวน 6 ตัวอย่างพบให้ผล positive จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง 

เป็น CD36 deficiency type II และให้ผล negative จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง เป็น CD36 deficiency type I จากการศึกษานี้บ่งบอก

ได้ว่าแอนติเจน Naka อาจก่อให้เกิดปัญหาทางคลินิกในคนไทยได้

คำ�สำ�คัญ :	l CD36  l Naka antigen l Thai blood donors
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Abstract:

Background: CD36 or Nakaor GPIV is a glycoprotein on platelet membrane and other cells such as monocytes 

and endothelial cells. CD36 is working as a class B scavenger receptor. CD36 deficiency (Nakanegative) persons 

can produce anti-Nakawhen they receive blood transfusion or during pregnancy, especially CD36 deficiency type I. 

Objective: To study CD36 (Naka) phenotype in platelet apheresis donors of the National Blood Centre, Thai Red 

Cross Society in order to be used as a preliminary data in its clinical significance.  Methods: This research 

studied CD36 on 598 platelet samples and 36 monocyte samples including 6 samples with CD36 negative on 

platelets and another 30 samples with CD36 positive on platelets obtained from platelet apheresis donors.  All 

samples were phenotyped by flow cytometry. Results: CD36 positive (Nakapositive) was found in 588 samples 

(98.33%) while CD36 deficiency (Nakanegative) was found in 6 samples (1.67%).  CD36 deficiency was found in 

6 monocyte samples; CD36 deficiency type II was found in 5 samples and CD36 deficiency type I was found in 

1 sample.  This study indicates that Naka antigen may cause clinical problems in Thai population.

Keywords :	 l CD36  l Naka antigen  l Thai blood donors
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บทน�ำ

CD36 หรือมีชื่อเรียก GPIV, GPIIIb, Naka และอื่นๆ  เป็น

ไกลโคโปรตนีในกลุม่ class B scavenger receptor  นอกจากนี้

ยงัพบบนเซลล์อืน่ๆ เช่น โมโนไซต์, endothelial cells, erythro- 

blasts และ heart muscle cells เป็นต้น ยีนที่ควบคุมการ

แสดงออกของ CD36 อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 7 ประกอบด้วย 15 

exons1  ในคนที่มี mutations บนยีน CD36 บางต�ำแหน่งจะ

ท�ำให้การแสดงออกของ CD36 บนเกล็ดเลือดลดลงหรือหายไป

เรียกว่า CD36 deficiency หรือ Naka negative ซ่ึงคนที่มี 

Naka negative จะถูกกระตุ้นให้สร้างแอนติบอดีต่อ Naka (anti- 

Naka) ได้ เมื่อได้รับแอนติเจน Naka จากการรับเลือด หรือ 

ตั้งครรภ์ เมื่อผู้ป่วยมีแอนติบอดีชนิดนี้แล้วอาจเกิดปัญหาทาง 

คลินิกหลายประการ เช่น ภาวะไม่ตอบสนองต่อการให้เกล็ดเลือด 

(platelet transfusion refractoriness; PTR)2  ปัญหาเกล็ด

เลือดต�่ำในทารกในครรภ์และแรกคลอด (fetal and neonatal 

alloimmune thrombocytopenia; FNAIT)3,4 post transfusion 

purpura (PTP)5 และ transfusion-related acute lung 

injury (TRALI)6  นอกจากนั้นยังมีรายงานว่า CD36 เป็น recep-

tor ของ oxidized low density lipoprotein (oxLDL) and 

long-chain fatty acids ซึ่งพบว่าเกี่ยวข้องกับภาวะน�้ำหนักเกิน 

และเบาหวาน7  อีกทั้งยังเป็น receptor ต่อ thrombospondin, 

collagen และเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด Plasmodium 

falciparum8  ในประเทศไทยเคยมีรายงานผู้ป่วยที่มีภาวะ FNAIT 

จาก anti-Naka 4  แต่รายงานกรณีผู้ป่วยมีภาวะอื่นๆ ที่เกิดจาก

ม ีanti-Naka พบได้น้อย ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากข้อจ�ำกดัเร่ืองวธีิการ 

ตรวจทีค่่อนข้างยุง่ยาก และห้องปฏบิติัการส่วนใหญ่ไม่สามารถท�ำ-

การตรวจวิเคราะห์ได้ ต้องส่งมาตรวจที่ห้องปฏิบัติการ reference 

laboratories

ความถี่ของแอนติเจน Naka negative หรือ CD36 defi-

ciency ในประชากรชาติต่างๆ มีความแตกต่างกัน เช่น ชาว 

African พบได้ร้อยละ 4-8  ชาวญี่ปุ่นร้อยละ 3-4  ชาว African 

American ร้อยละ 2.4  ชาว Caucasians ร้อยละ 0.39-11 และ

พบประมาณร้อยละ 2 ในประชากรชาวจีน12  การศึกษาในชาวไทย

เคยมีรายงานของ Urwijitaroon และคณะ ท�ำการศึกษาแอนติเจน 

Naka ในคนไทยภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่ามีแอนติเจน Naka 

negative ร้อยละ 2.2813  แอนติเจน Naka negative หรือ CD36 

deficiency สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทตามการขาดหายไป

ของแอนติเจนบนเซลล์ ได้แก่ CD36 deficiency type I คือชนิด

ที่ไม่พบ CD36 ทั้งบนเซลล์เกล็ดเลือดและโมโนไซต์ และ CD36 

deficiency type II คือชนิดที่ไม่พบ CD36 บนเซลล์เกล็ดเลือด 

แต่พบบนโมโนไซต์ ซึ่งความส�ำคัญทางคลินิก Type I ท�ำให้เกิด

การ alloimmunization สร้างแอนติบอดีได้11,14  ความถี่ของ CD36 

deficiency แต่ละชนิด มีความแตกต่างกันไป เช่น รายงานการ

ศึกษาของ Xu และคณะ ได้ศึกษาในผู้บริจาคโลหิตชาวจีน Han 

(Zhejiang) ที่มีสุขภาพดี พบความถี่ของ CD36 deficiency type 

I และ CD36 deficiency type II คือ 0.5 และ 1.3% ตามล�ำดับ12  

และจากรายงานของ Li และคณะ ได้ศึกษาในผู้บริจาคโลหิตชาว

จีน (Shanghai) ที่มีสุขภาพดี พบความถี่ของ CD36 deficiency 

type I และ CD36 deficiency type II คือ 0.2 และ 2.0% ตาม

ล�ำดับ15 ทั้งนี้ยังไม่เคยมีการศึกษาของ CD36 deficiency  ใน

ชาวไทย รวมถึงการศึกษาทางโมเลกุลของยีน CD36  การศึกษา

นี้จึงเป็นการศึกษาน�ำร่องเพื่อตรวจหาความถี่ของชนิด CD36 

deficiency ในผู้บริจาคโลหิตชาวไทย

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างที่ท�ำการศึกษา

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาประกอบด้วย ตัวอย่างเกล็ดเลือด 

ผู้บริจาคเกล็ดเลือดของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

ที่เหลือใช้ในงานประจ�ำจ�ำนวน 598 ตัวอย่าง และตัวอย่างเลือด

ชนิด EDTA blood จ�ำนวน 36 ตัวอย่าง จากผู้บริจาคที่มีผล 

CD36 บนเกล็ดเลือดเป็น negative จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง และผล 

positive จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง เพื่อทดสอบความถูกต้องวิธีการ

ตรวจ งานวิจัยนี้ผ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย จากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัย ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

หมายเลข 3/2558

การตรวจหาแอนติเจน CD36 บนเกล็ดเลือดและ monocyte 

ด้วยวิธี flow cytometry  

การเตรียมเกล็ดเลือด 

เตรียมเกล็ดเลือดจากตัวอย่าง platelet concentrate ปริมาตร 

250 μL ล้าง 2 ครั้ง ด้วย 0.2% bovine serum albumin (BSA) 

+ phosphate buffer saline (PBS)/EDTA ผสมให้เข้ากัน แล้ว

น�ำไปปั่นที่ความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 4 นาที 30 วินาที จาก

นั้นเทส่วน supernatant ทิ้ง แล้วปรับความเข้มข้นเซลล์ให้ได้

ประมาณ 100 x 109 cells/μL ด้วย 0.2% BSA+PBS/EDTA

ขั้นตอนการย้อมด้วย monoclonal antibody

ท�ำการทดสอบจ�ำนวน 2 หลอด ประกอบด้วย หลอดที่ 1 

(negative control) น�ำเกล็ดเลือดที่เตรียมได้ปริมาตร 50 μL 

มาย้อมด้วย FITC Mouse IgG Isotype control (BD Pharmin-

gen, San Jose, CA, USA) dilution 1:50 ปริมาตร 50 μL 

และน�ำเกล็ดเลือดที่เตรียมไว้ ในหลอดที่ 2 ปริมาตร 50 μL มา
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ย้อมด้วย FITC labeled anti-human CD41 MoAbs (strain: 

P2) (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) dilution 

1:50 ปริมาตร 50 μL ใช้เป็น positive control ของเกล็ดเลือด 

จากนั้นทดสอบตัวอย่างในหลอดที่ 3 (หลอด test) โดยใช้เกล็ด

เลือดที่ต้องการตรวจฟีโนไทปป์ริมาตร 50 μL มาย้อมด้วย FITC 

labeled anti-human CD36 McAbs (strain: FA6) (Beckman 

Coulter, Indianapolis, IN, USA) dilution 1:20  ปริมาตร 50 

μL  น�ำหลอดทั้งสาม incubate ที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลา 

30 นาที แล้วปั่นล้าง 1 ครั้งด้วย buffer ที่ 3000 rpm เป็นเวลา 

4 นาที 30 วินาที เทส่วน supernatant ทิ้ง แล้วเติม 0.2% 

BSA+PBS/EDTA 500 μL น�ำไปวัดด้วยเคร่ือง flow cyto- 

meter (FC500 MCL; Beckman Coulter, Indianapolis, IN, 

USA) 

วิธีการแปลผล ในหลอดที่ 1 เซลล์เกล็ดเลือดในหลอดนี้ต้อง

ไม่ติดสี FITC ใช้เป็น negative control ส่วนในหลอดที่ 2 

เซลล์เกล็ดเลือดต้องติดสี FITC labeled anti-human CD41 

McAbs (CD41 เป็น marker ของเกล็ดเลือด) ใช้เป็น positive 

control การติดสีเกล็ดเลือดและก�ำหนดพื้นที่ตรวจนับเซลล์เกล็ด

เลือด (หลอดที่ 1 และ 2 ท�ำการทดสอบเมื่อเริ่มต้นทดสอบใหม่) 

ส่วนในหลอดที่ 3 ที่ต้องการตรวจ CD36 บนเกล็ดเลือด หากมี

การติดสี FITC อ่านผล positive แต่ถ้าไม่ติดสีให้ผล negative 

(Figure 1)

ขั้นตอนการย้อม monocytes

น�ำตัวอย่างเลือด EDTA blood ท่ีทราบชนิดเป็น CD36 

positive เติมลงในหลอดที่ 1 และหลอดที่ 2 ปริมาตรหลอดละ 

50 μL  หลอดที่ 1 ย้อมด้วย  monoclonal antibody mouse 

IgG - FITC / monoclonal antibody mouse IgG - PE (BD 

Pharmingen, San Jose, CA, USA) เป็น negative control 

หลอดที่ 2 ย้อมด้วย monoclonal antibody anti-human CD14- 

PE (Biolegend, San Diego, CA, USA) / monoclonal 

antibody anti-human CD36 - FITC (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN, USA) เป็น positive control และหลอดที่ 

3 ใช้ตัวอย่าง EDTA blood ที่ต้องการทดสอบ CD36 จ�ำนวน 36 

ตัวอย่าง  ย้อมด้วย monoclonal antibody anti-human CD14- 

PE (Biolegend, San Diego, CA, USA) / monoclonal 

antibody anti-human CD36 - FITC (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN, USA) จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิห้องใน

ที่มืด 20 นาที แล้วท�ำให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกด้วย lysing 

solution น�ำไป incubate ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืดอีก 10 นาที 

จากนั้นปั่น 3,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที แล้วเทส่วน supernatant 

แล้วปั่นล้าง 2 ครั้งด้วย 2% fetal calf + 1X PBS ที่ 3,000 rpm 

นาน 2 นาที จากนั้นเทส่วน supernatant ทิ้ง แล้วเติม 1% 

paraformaldehyde (PFA) 500 μL น�ำไปวัดด้วยเครื่อง flow 

cytometer โดยเลือกวิเคราะห์กลุ่มเซลล์โมโนไซต์ จากการติดสี 

CD14-PE

วิธีการแปลผล ในหลอดที่ 1 เซลล์เกล็ดเลือดในหลอดนี้ต้อง

ไม่ติดสี FITC ใช้เป็น negative control ส่วนในหลอดที่ 2 เซลล์

โมโนไซต์ต้องติดสี  Mab anti-human CD14 - PE / Mab 

anti-human CD36 - FITC (CD14 ซึ่งเป็น marker ของโมโน

ไซต์) ใช้เป็น positive control (หลอดที่ 1 และ 2 ท�ำการทดสอบ

เมื่อเริ่มต้นทดสอบใหม่) ส่วนในหลอดที่ 3 เป็นต้นไปเป็นหลอด 

test ทดสอบหา CD36 บนโมโนไซต์ ถ้าให้การติดสี CD14-PE 

และ CD36-FITC อ่านผลเป็น CD36 positive ถ้าติดสีเฉพาะ 

CD14-PE แต่ไม่ติดสี CD36-FITC ให้ผลเป็น CD36 negative 

บนโมโนไซต์ (Figure 2)

ผลการศึกษา

จากการตรวจแอนติเจน CD36 (Naka) บนเกล็ดเลือดผู้บริจาค

ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ จ�ำนวน 598 ตัวอย่าง ด้วยวิธี flow 

cytometry พบว่าให้ผล positive จ�ำนวน 588 ตัวอย่าง (98.33%) 

และ ให้ผล negative จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง (1.67%)  จากนั้น

ท�ำการตรวจหาแอนติเจน CD36 บนโมโนไซต์ในตัวอย่างผู้บริจาค

Figure 1  Flow cytometry histogram of CD36 negative 

(A) and CD36 positive (B) on platelet
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ที่ให้ผล CD36 negative จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง ด้วยวิธี flow 

cytometry พบว่าให้ผล negative จ�ำนวน 1 ตัวอย่างแสดงว่า

เป็น CD36 deficiency type I และให้ผล positive จ�ำนวน 5 

ตัวอย่างแสดงว่าเป็น CD36 deficiency type II รายละเอียดดัง

แสดงใน Table 1 และ Figures 1 และ 2

นอกจากนั้นได้ท�ำการ validate วิธีการตรวจหาแอนติเจน 

CD36 บน monocytes โดยใช้ตัวอย่างโมโนไซตผ์ู้บริจาคที่ให้ผล 

CD36 (Nak a) positive บนเกล็ดเลือด จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง พบ

ว่าให้ผลถูกต้อง 

วิจารณ์

CD36 หรือ แอนติเจน Naka จัดเป็น class B scavenger 

receptor เมื่อมีการกระตุ้นให้สร้าง anti- Naka สามารถท�ำให้ 

ผู้ป่วยเกิดอาการทางคลินิกต่างๆ เช่น PTR, FNAIT, PTP และ 

TRALI2-6 ความแตกต่างของการแสดงออกของแอนติเจนเกิดจาก

การมี mutations ในยีน CD36 ท�ำให้ไม่มีการแสดงออกของ CD36 

บนเซลล์ เรียกว่า CD36 deficiency หรือ Naka negative ซึ่ง

แบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ CD36 deficiency type I ไม่มีการ

แสดงออกของ CD36 ทั้งบนเกล็ดเลือดและโมโนไซต์ และ CD36 

deficiency type II ไม่มีการแสดงออกของ CD36 เฉพาะบน

เกล็ดเลือด ซึ่ง CD36 deficiency type I จะก่อให้เกิดปัญหา

ทางคลินิกจากการสร้างแอนติบอดีได้11,14  ความถี่และชนิดของ 

CD36 deficiency (Naka negative) มีความแตกต่างกันตาม

เชื้อชาติ ซึ่งจากรายงานต่างๆ พบว่า CD36 deficiency (Naka 

negative) พบได้มากในชาวเอเชีย (2-10%) African (4-8%) และ 

African-American (2.4%) แต่พบได้ค่อนข้างน้อยในชาวผิวขาว 

(0.3%) จึงก่อให้เกิดปัญหาทางคลินิกในคนเอเชีย  African และ 

African-American ได้มากกว่า9-11,14,17 

จากการศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาความถี่และ

ชนิดของ CD36 deficiency โดยตรวจหาแอนติเจน CD36 (Naka) 

บนเกล็ดเลือดและโมโนไซต์ ของผู้บริจาคเกล็ดเลือดของศูนย์บริการ

โลหิตแห่งชาติ จ�ำนวน 598 ตัวอย่างด้วยวิธี flow cytometry 

พบว่าการตรวจ  CD36 บนเกล็ดเลือดให้ผลเป็น negative จ�ำนวน 

10 ตัวอย่าง (1.67%) แต่สามารถติดตามตัวอย่างเลือดเพื่อหาชนิด

ของ CD36 deficiency จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง พบว่า CD36 ให้ผล 

negative ท้ังบนเกลด็เลอืดและโมโนไซต์ เป็น CD36 deficiency 

type I จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง ให้ผล negative เฉพาะบนเกล็ดเลือด 

เป็น CD36 deficiency type II จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง  ทั้งนี้ไม่

สามารถตรวจหา CD36 บนโมโนไซต์ได้ครบ 10 ตัวอย่าง เนื่องจาก

ไม่มีตัวอย่างชนิด EDTA blood ของตัวอย่าง 4 รายที่เหลือ วิธี

การตรวจฟีโนไทป์ของ CD36 ด้วยเทคนิค flow cytometry มี

ข้อดีคือมีความถูกต้องแม่นย�ำสูง และมีความไวในการตรวจสูง แต่

Table 1  CD36 (Naka) phenotyping results in 598 samples

CD36 (Naka) phenotyping Number Percentage

CD36 positive 588 98.33

CD36 negative 10 1.67

	Type I 1 0.16

	Type II 5 0.84

	Not tested 4 0.67

Total 598 100.0 

Figure 2  Flow cytometry scattergram of CD36 negative (A) and CD36 positive (B) on monocytes
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มีข้อจ�ำกัดคือน�้ำยาและเครื่องมือมีราคาแพง จึงมีความเหมาะสมใน

การตรวจหาฟีโนไทป์ของ CD36 ในผู้ป่วยและผู้บริจาคส�ำหรับห้อง

ปฏิบัติการพิเศษที่มีเครื่อง flow cytometer จากผลการศึกษา

พบว่ามีความสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ในไทยของ Urwi-

jitaroon Y. และคณะ พบว่ามี Naka negative 2.28%13 และ

การศึกษาในจีนประมาณ 2%12,15,17 จึงเป็นแอนติเจนที่มีความส�ำคัญ

ทางคลินิกชนิดหนึ่ง ซึ่งควรท�ำการศึกษาในกลุ่มประชากรไทยให้

ครอบคลุมมากขึ้น และศึกษาทางโมเลกุลของยีนต่อไป

สรุป

 จากการศึกษานี้ได้ตรวจฟีโนไทป์ของแอนติเจน CD36 หรือ 

Naka ในผู้บริจาคเกล็ดโลหิตคนไทย พบว่าส่วนใหญ่เป็น CD36 

positive โดย CD36 deficiency ที่พบได้น้อยสามารถจ�ำแนก

ชนิดได้ 6 ราย ส่วนใหญ่เป็น CD36 deficiency type II และ 

CD36 deficiency type I พบได้น้อย ซ่ึงอาจท�ำให้เกิดการ 

alloimmunization และเกิดปัญหาทางคลินิกได้ อย่างไรก็ตาม

ควรท�ำการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการท�ำนายความเสี่ยง

การเกิด alloimmunization ในประชากรไทยต่อไป
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