
ว า ร ส า ร

เทคนิคการแพทยและกายภาพบําบ ัด
JOURNAL OF MEDICAL TECHNOLOGY AND PHYSICAL THERAPY

นิพนธ ต นฉบ ับ
ORIGINAL ARTICLE

93J Med Tech Phy Ther     Vol. 31 No. 2     May - August 2019 

Received: November 15, 2018 

Revised: January 10, 2019
Accepted: January 21, 2019

บทคัดยอ

 งานวจิยันีเ้ปนการศกึษาครัง้แรกเกีย่วกบัการตรวจวดัระดบัคอมพลเีมนท C3 และการแสดงออกของ CD55 และ 

CD59 ในกลุมผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมีอาการรุนแรงแตกตางกัน ทําการศึกษาโดยใชตัวอยางเลือดของผูปวยที่เขามา

รับการรักษาท่ีโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค จังหวัดอุบลราชธานี จํานวน 44 ราย เจาะเลือดหลังจากไดรับเลือดคร้ัง

สดุทายอยางนอย 30 วนัหรอืกอนรับเลอืด ตรวจระดับคอมพลีเมนท C3 โดยใชหลกัการ turbidimetric test ตรวจวิเคราะห

การแสดงออกของ CD55 และ CD59 บนเม็ดเลือดแดงโดยใชวิธี flow cytometry จําแนกความรุนแรงของผูปวยโรค

ฮีโมโกลบินเอชเปน 3 ระดับ ไดแก รุนแรงนอย จํานวน 14 ราย ปานกลาง 6 ราย และรุนแรงมาก 24 ราย ผลการศึกษา

พบระดับคอมพลีเมนท C3 ในผูปวยที่มีอาการรุนแรงนอย ปานกลาง และมาก เทากับ 1.08 ± 0.16, 1.15 ± 0.29 และ 

1.05 ± 0.17 g/L ตามลําดับ โดยระดับคอมพลีเมนท C3 ทั้ง 3 กลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

การแสดงออกของ CD55 บนผิวเม็ดเลือดแดงของผูปวยที่มีความรุนแรงนอย ปานกลาง และมาก เทากับ 87.4 ± 12.22, 
77.8 ± 14.94 และ 95.8 ± 3.42% ตามลําดับ  สวนการแสดงออกของ CD59 ในกลุมดังกลาวเทากับ 98.3 ± 1.89, 97.6 

± 2.23 และ 99.0 ± 1.48% ตามลําดับ การแสดงออกของ CD55 และ CD59 บนผิวเม็ดเลือดแดงของผูปวย
โรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมีความรุนแรงตางกันเปรียบเทียบกับกลุมคนปกติไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้มีแนวโนมพบการแสดงออกของ CD55 ในระดับนอยกวาในผูปวยที่มีอาการรุนแรงข้ึน 

หากทาํการศกึษาตอไปนาจะไดองคความรูใหมทีเ่ก่ียวกบัการแสดงออกของ CD55 และ CD59 ในผูปวยโรคฮโีมโกลบนิเอช
ที่มีความรุนแรงตางกันที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้น

คําสําคัญ: ฮีโมโกลบินเอช, ความรุนแรง, คอมพลีเมนท C3, CD55, CD59

ระดับคอมพลีเมนท C3 และการแสดงออกของ CD55 และ CD59 บนเม็ดเลือดแดง
ของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชที่มีอาการรุนแรงแตกตางกัน
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Abstract

 This is the first study which aimed to determine the complement C3 level and the 

expression of CD55 and CD59 on red blood cells of variable clinical severity Hb H patients. This study 

conducted on 44 patients from Sunpasitthiprasong Hospital, Ubon Ratchathani, Thailand. Blood sample swere 

collected 30 days after being transfused or just before receiving a transfusion. Measurement of 

complement C3 level was done using turbidimetric test. Investigation of CD55 and CD59 expressions on 

red blood cells was performed using fl ow cytometry method. Among these patients, 14 patients were 

categorized as mild phenotype, 6 patients were moderate and 24 patients were severe phenotype. The 

results showed that complement C3 level in mild, moderate and severe Hb H disease were 1.08 ± 0.16, 1.15 

± 0.29 and 1.05 ± 0.17 g/L, respectively. The expression of CD55 in mild, moderate and severe type were 

87.4 ± 12.22, 77.8 ± 14.94 and 95.8 ± 3.42%, respectively. The expressions of CD59 in those groups 

were 98.3 ± 1.89, 97.6 ± 2.23 and 99.0 ± 1.48%, respectively. Statistical analysis showed no signifi cant 

difference in the level of CD55 and CD59 expressions in patients with variable severity and control 

group. However, this study revealed the trend of low level of CD55 in more severe phenotype of Hb 

H disease. The further study of these molecules might give the insight understanding about CD55 and 

CD59 expression on variable clinical severity Hb H disease.
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บทนํา

 โรคฮีโมโกลบินเอช (Hb H disease) เกิดจากการ

ไดรับยีน α0-thalassemia รวมกับ α+-thalassemia       

(--/-α) หรือเกิดจาก α0-thalassemia รวมกับ non-

deletional mutation (--/αTα) เชน Hb Constant 

Spring (CS) หรือ Hb Pakse′(1) โรคฮีโมโกลบินเอชเปน

โรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงปานกลาง (thalassemia 

intermedia) ที่พบไดมากท่ีสุดและจําเปนตองไดรับการ

ดแูลรักษาท่ีเหมาะสม จากการศกึษาของ Prayalaw P และ

คณะ(2) พบวาโรคธาลัสซีเมียชนิดไมพึ่งพาเลือด (non-

transfusion dependent thalassemia; NTDT) ในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือเปนโรคฮีโมโกลบินเอชในรูปแบบ

ตางๆ ถึงรอยละ 43 ของผูปวยทั้งหมด(2) โดยท่ัวไปผูปวย

โรคฮีโมโกลบินเอชมักจะมีอาการไมรุนแรง ไมตองการ

การรับเลือดเปนประจํา ไมตองตัดมามและไมตองไดรับยา

ขับเหล็ก ในภาวะปกติผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชจะมีระดับ

ฮีโมโกลบินประมาณ 9-10 g/dL แตเมื่ออยู ในภาวะ

เม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลัน (hemolytic crisis) ซึ่งมัก

เกดิจากการตดิเชือ้หรอืมไีข ระดบัฮโีมโกลบนิจะลดลงอยาง

มากจนเกิดภาวะช็อคหรือไตวายได(3) อยางไรก็ตามมีการ

รายงานพบอุบัติการณของโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมีความ

รนุแรงมากสงูขึน้ แมกระท่ังการพบฮโีมโกลบินเอชทีร่นุแรง

มากจนทารกในครรภเปนไฮดรอป (Hb H hydrops 

fetalis) โดยเฉพาะพบไดในกลุมโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด 

non-deletion(4) จากการศึกษาของ Fuchareon S และ

คณะ(3) ในป 2009 ในผูปวยเด็กท่ีเปน Hb H-CS พบวา

มีอาการทางคลินิกแตกตางกันอยางมาก ประมาณรอยละ 

25 ของผูปวยจัดอยูในกลุมทีม่อีาการรนุแรง ระดบัฮโีมโกลบนิ

เริ่มตนตํ่า ตองการรับเลือดเปนประจํา และไดรับการ
ตดัมามต้ังแตอายุ 6 ขวบ อยางไรก็ตามพบผูปวยอีกจํานวน

มากที่ไมต องตัดมาม หรือไมเคยตองไดรับเลือดเลย 

การเจรญิเตบิโตของรางกายและการเจรญิพนัธุปกต ิดงันัน้
จึงเปนเรื่องยากที่จะพิจารณาหรือคาดการณวาผู ปวย

รายใดจะมีอาการรุนแรงนอยหรือรุนแรงมาก จากขอมูล
ดังกลาวช้ีใหเห็นวานาจะมีปจจัยอื่นๆ ที่มีบทบาทในการ

แสดงออกของโรคทีร่นุแรงแตกตางกนัในผูปวยฮโีมโกลบนิเอช 

เปนท่ีนาเสียดายวาถึงแมโรคฮีโมโกลบินเอชจะเปนโรค

ที่พบไดบอยแตการศึกษาเกี่ยวกับความรุนแรงทางคลินิก

ที่แตกตางกันยังมีนอยมาก มีรายงานการศึกษาปจจัย

ทีม่ผีลตอความรุนแรงของโรคในผูปวยฮีโมโกลบินเอชเก่ียว

กบับทบาทของ UGT1 variant(5) และ KLF1 polymorphism(6) 

ซึ่งยังไมพบขอมูลที่ชัดเจนเพียงพอเก่ียวกับปจจัยที่มีผล

ตอความรุนแรงของโรคฮีโมโกลบินเอช 

 จากการทบทวนวรรณกรรม พบปจจัยที่ทําให

พัฒนาความรุนแรงของโรค ไดแก การที่เม็ดเลือดแดงถูก

ทําลาย โดยในกลุมผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช สามารถเกิด 

Hb H inclusion bodies ทาํลายผนงัเซลลของเมด็แดงแดง
ไดอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะเม่ือผูปวยมีอุณหภูมิในรางกาย

สูงกวาปกติ ซึ่งเปนอีกสาเหตุที่ทําเกิดการทําลายเม็ดเลือด

แดง การทําลายเม็ดเลือดแดงจากสาเหตุอืน่ เชน เมด็เลือด

แดงถูกทําลายโดยระบบภูมิคุมกันผานระบบคอมพลีเมนต 

โดยปกติเม็ดเลือดแดงจะมีโปรตีนที่ทําหน าที่ยังยั้ ง

การทาํงานของระบบคอมพลเีมนต เชน CD55 และ CD59 

ซึ่งเปน GPI โปรตีนอยูบนผิวเซลลเม็ดเลือดแดง CD55 

ทําหนาที่ยังยั้ง C3 convertase สวน CD59 ทําหนาท่ียัง

ยั้งการเกิด C5-C9 complex(7) หากมีการแสดงออกของ

โมเลกุลเหลานี้จะทําใหเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงได 

มรีายงานพบการแสดงออกของ CD55 และ CD59 ทีผ่ดิปกติ

ในภาวะอ่ืนนอกจากท่ีพบในผูปวย Paroxysmal nocturnal 

hemoglobinuria (PNH)(8) รวมทั้งมีรายงานในผูปวย                        

β-thalassemia(9-10) กลุมผูวิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาการ
แสดงออกของ CD55 และ CD59 ซึ่งเปนโปรตีนควบคุม

ระบบคอมพลีเมนท (complement regulatory protein) 
ที่ไมไดจําเพาะกับ PNH เทานั้น โดยเปนท่ีทราบกันวา

การทาํลายเมด็เลอืดแดงผานระบบคอมพลเีมนท ทาํใหเกิด
เม็ดเลือดแดงแตกท้ังแบบภายในหลอดเลือดและภายนอก

หลอดเลือด จึงนาจะมีความเกี่ยวของกับพยาธิสรีรวิทยา

ของโรคฮีโมโกลบินเอช ผลท่ีไดจากการศึกษาครั้งนี้ 

นาจะเปนองคความรูใหมที่เกี่ยวกับการแสดงออกของ 
CD55 และ CD59 ในผูปวย Hb H disease ในกลุมอาการ

ตางกันได นอกจากน้ี ในป 2014 มีการศึกษาโปรตีน

ในพลาสมาของผู ป วยฮีโมโกลบินเอชโดยการทํา 2D 

electrophoresis เปรียบเทียบระหวาง Hb H และ Hb 

H-CS โดยพบวาในกลุม Hb H-CS มีการแสดงออกของ
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โปรตนีคอมพลเีมนท C3 ลดลง(11) กลุมผูวจิยัจงึสนใจศกึษา

ระดับคอมพลีเมนท C3 ในงานตรวจประจําวันซึ่งสามารถ

ตรวจไดในโรงพยาบาลระดบัจงัหวดั หากผูปวยฮโีมโกลบนิ

เอชที่มีอาการทางคลินิกแตกตางกันมีระดับคอมพลีเมนท 

C3 จากงานตรวจประจําวันที่แตกตางกันจะเปนประโยชน

ตอการวางแผนดูแลรักษาผูปวยใหเหมาะสมยิ่งขึ้น

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา

 งานวจิยันีเ้ปนการศกึษาเชงิพรรณนาแบบตดัขวาง 

(Cross-sectional descriptive study) ตัวอยางที่ใช

ในการศึกษา ไดแก ตวัอยางเลือดของผูปวยโรคฮีโมโกลบิน

เอชท่ีไดรับการวินิจฉัยและเขามารับการรักษาท่ีคลินิกโรค

เลือดและมะเร็งในเด็ก และคลินิกอายุรกรรมโรคเลือด 

โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค ในชวงเดือนมกราคม-

พฤศจกิายน 2561 จํานวน 44 ราย ผูปวยมีอายุระหวาง   

2-60 ป การศึกษาครั้งนี้ใชตัวอยางเลือดที่เหลือจากงาน

ตรวจทางหองปฏิบัติการประจําวันปริมาตรประมาณ         

1 มิลลิลิตร โดยเปนตัวอยางเลือดที่ใสสารกันเลือดแข็ง   

K2-EDTA และ Sodium heparin การเจาะเก็บตัวอยาง

เลือดดําเนินการโดยนักเทคนิคการแพทยหรือพยาบาล 

ทาํการเจาะเกบ็ตวัอยางเลอืดกอนการรบัเลอืดหรอืหลังจาก

รับเลือดครั้งสุดทายเปนเวลาอยางนอย 1 เดือน และไดรับ

การลงนามยินยอมเขารวมโครงการวิจัยกอนทําการ

เจาะเกบ็เลอืดทกุราย ตวัอยางควบคุมผลลบคอืตวัอยางคน

สุขภาพดี ไมไดเปนธาลัสซีเมียและยินยอมใหเจาะเลือด
เพ่ือทําการวิจัย
 การใชตัวอยางในการศึกษาคร้ังน้ีไดผานการ

รับรองจริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรม

การวิจัยในมนุษย โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค รหัส

เอกสารรับรอง 071/2560

การรวบรวมขอมูลทางคลินิกและการประเมินความ

รุนแรงของผูปวย

 ดําเนินการรวบรวมขอมูลทางคลินิกโดยกุมาร

แพทยโรคเลอืดและมะเรง็ในเดก็ และอายรุแพทยโรคเลือด 

โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค โดยดําเนินการรวบรวม

ขอมูลดังตอไปนี้ ไดแก 1) อายุที่ไดรับการวินิจฉัยครั้งแรก 

(ป) 2) ระดับฮีโมโกลบินเริ่มตน (g/dL) 3) ความตองการ

การรับเลือด (ไมไดรับ, บางครั้งบางคราว, จําเปน) 4) การ

เจริญเติบโตและพัฒนาการ (ปกติ, บกพรองเล็กนอย, 

บกพรอง) 5) ภาวะมามโต (เล็กนอย, ปานกลาง, มาก) 

 ดํ า เ นินการประ เ มินความ รุนแรงของโรค

ฮีโมโกลบินเอช โดยใชวิธีการประเมินซ่ึงดัดแปลงจาก

วธิขีอง Kanavakis E และคณะ(12) โดยการศึกษาน้ีไมใชการ

เปลี่ยนแปลงของกระดูกเปนพารามิเตอรในการประเมิน

ความรุนแรงเน่ืองจากมีความไมแนนอนในการประเมินสูง

และไมมีเกณฑในการประเมินที่ชัดเจน โดยแบงผูระดับ

ความรุนแรงของผูปวย 3 ระดับ ดังนี้ 

 - รนุแรงนอย (mild) ไดแก อายุทีไ่ดรบัการวินจิฉยั

ครั้งแรกมากกวา 4 ป, ฮีโมโกลบินเริ่มตนมากกวา 9 g/dL, 

ไมไดรับเลือด, การเจริญเติบโตปกติ, มามโตเล็กนอย

  - รุนแรงปานกลาง (moderate) ไดแก อายุที่ได

รับการวินิจฉัยครั้งแรก 2-4 ป, ฮีโมโกลบินเริ่มตนมากกวา 

8-9 g/dL, ไมไดรบัเลือด, การเจริญเติบโตบกพรองเล็กนอย, 

มามโตปานกลาง

 - รุนแรงมาก (severe) อายุที่ไดรับการวินิจฉัย

คร้ังแรก 0-2 ป, ฮโีมโกลบนิเริม่ตนนอยกวา 8 g/dL, จาํเปน

ตองรับเลือดหรือบางคร้ังบางคราว, การเจริญเติบโต

บกพรอง, มามโตมาก

การตรวจทางหองปฏิบัติการ
 หลังจากเก็บตัวอยางเลือดที่เหลือจากงานตรวจ
ประจําวัน โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงคแลว ดําเนินการ

รวบรวมผลการตรวจความสมบูรณของเม็ดเลือด (CBC) 
ซึ่งตรวจโดยใชเครื่อง XE-2100 Hematology Analyser 

(Sysmex, Kobe, Japan) และผลการตรวจวิเคราะห

ฮโีมโกลบนิโดยอาศยัหลกัการ capillary electrophoresis 

(Minicap, Sebia, France) จากน้ันดําเนินการขนสง
ตัวอยางเลือดดวยอุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส 

เพื่อนําตัวอยางเลือดมาทําการตรวจวิเคราะหทางหอง

ปฏิบัติการที่หองปฏิบัติการพยาธิวิทยาคลินิก วิทยาลัย

แพทยศาสตรและการสาธารณสขุ มหาวิทยาลัยอบุลราชธาน ี

โดยดําเนินการตรวจ ดังนี้
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 การตรวจวิเคราะหการแสดงออกของ CD55 
CD59 และ CD55 รวมกบั CD59 บนผวิเซลลเมด็เลอืดแดง
 นําเลือดที่ผสมสารกันเลือดแข็ง EDTA มาตรวจ

วิเคราะหการแสดงออกของ CD55 CD59 และ CD55 

รวมกับ CD59 ภายใน 24 ชั่วโมงหลังทําการเจาะเลือด 

โดยนําเลอืดมาเจอืจางเปน 1:10 ดวย phosphate buffer 

saline (PBS) นําเลือดที่เจือจางแลวปริมาตร 50 μL 

ใสหลอดทดลอง 4 หลอด ไดแก หลอดที่ 1 (unstained 

RBC) ไมเติมแอนติบอดี หลอดท่ี 2 เติม anti-CD55 

phycoerythrin (PE) (clone JS11KSC2.3, mouse IgG1, 

Immunotech Sas) ปริมาตร 5 μL หลอดที่ 3 เติม 

anti-CD59 fluoresce inisothiocyanate (FITC) (clone 

P282E, mouse IgG2a, Immunotech Sas) ปริมาตร 

5 μL หลอดที ่4 เตมิ anti-CD55 PE และ anti-CD59 FITC 

อยางละ 5 μL ทาํการบมในทีม่ดื 20-30 นาท ีลางดวย PBS 

2 ครั้ง เพื่อกําจัดแอนติบอดีสวนเกินออก หลังจากนั้น 

ทําใหเปน suspension ดวยการเติม sheath fluid 

ปริมาตร 1 mL ทําการวิเคราะหการแสดงออกของ CD55 

CD59 และ CD55 รวมกบั CD59 ดวยเครือ่ง flow cytometer 

(FC 500 series; Beckman Coulter, USA) โดยใช CXP 

Sofware (Beckman Coulter, USA)(9)

 การตรวจวัดระดับคอมพลีเมนท C3
 ทําการตรวจวัดระดับคอมพลีเมนท C3 ในงาน

ตรวจประจําวันภายใน 1 สัปดาหหลังทําการเจาะเลือด 
โดยใชตัวอยาง haparinized plasma ตรวจวัดระดับ

คอมพลีเมนท C3 ดวยหลักการ turbidimetric method 
ใชนํ้ายาสําเร็จรูปและวิธีการตรวจวัดตามขอแนะนําของ

บริษัทผูผลิต (C3 Specific Protein, BLOSR6X5903, 
Beckman Coulter, USA) โดยใชเครื่องตรวจวิเคราะห

อัตโนมตั ิBeckman DxC 800 (Beckman Coulter, USA) 

ในการตรวจวัด

 การตรวจวิเคราะหจีโนไทป 
 การตรวจวิเคราะห α0-thalassemia (ชนิด SEA 

และ THAI deletions) และการตรวจวิเคราะห α+-thalas-
semia (ชนิด 3.7 kb deletion และ 4.2 kb deletion) 

ทําการดวยโดยวิธี Gap-PCR วิธีการตามการศึกษากอน

หนานี้(13-14) การตรวจวิเคราะหยีน Hb Constant Spring 

และ Hb Pakse′ ทําการตรวจวิเคราะหโดยวิธี allele 
specific PCR(15) ทํา PCR โดยใชเคร่ือง Biometra T 
Personal Thermal Cycler (Biometra GmbH, Germany) 
หลังจากได PCR product นําไปแยกดวย 1.5% agarose 
gel electrophoresis จากน้ันยอมดวย ethidium 
bromide และตรวจสอบขนาด PCR product ภายใตแสง UV 
การวิเคราะหขอมูล
 วิเคราะหขอมูลโดยใชสถิติพรรณนาแสดงขอมูล
เปนจํานวน รอยละ คาเฉลี่ย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ใชสถิติ Kruskal Wallis Test ในการเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางกลุม โดยกําหนดนัยสําคัญทางสถิติที่      
p-value < 0.05 การวิเคราะหทางสถิติทั้งหมดจะใช
โปรแกรม IBM SPSS Statistic 20 software (SPSS Inc, 
Chicago, IL, USA) 

ผลการศึกษา
 ลักษณะตัวอยางที่ใชในการศึกษา
 จากตัวอยางผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชทั้งหมด 
44 ราย สามารถจําแนกความรุนแรงเปน 3 ระดับ ไดแก 
รุนแรงนอย จํานวน 14 ราย (รอยละ 31.8) รุนแรง
ปานกลางจํานวน 6 ราย (รอยละ 13.6) และรุนแรงมาก
จํานวน 24 ราย (รอยละ 54.5) การตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 
พบอัลฟาธาลัสซีเมียจีโนไทปทั้งหมด 3 แบบ โดยพบชนิด 
--SEA/αCSα มากทีส่ดุ 35 ราย คดิเปนรอยละ 79.5 รองลงมา
คือชนิด --SEA/-α3.7 รอยละ 18.2 และยังตรวจพบ THAI 
deletion ซึ่งเปนอัลฟามิวเทชันที่พบไดนอย ในกลุม
ตัวอยางที่รุนแรงนอยและปานกลางพบจีโนไทปทั้งชนิด 
deletion และ non-deletion ในขณะท่ีกลุมตัวอยาง
ทีร่นุแรงมากพบเฉพาะชนดิ non-deletion เทานัน้ จาํนวน
ตัวอยางที่จําแนกตามความรุนแรงและอัลฟาธาลัสซีเมีย
จีโนไทปทั้งหมดแสดงในตารางท่ี 1
 ผลการตรวจพารามิเตอรทางโลหิตวิทยาของ
ตัวอยางท้ัง 3 กลุม พบวามีเพียงคา RBC count เทานั้น
ทีม่คีวามแตกตางกันอยางมีนยัสาํคัญทางสถิต ิโดยมี p-value 
เทากับ 0.035 (<0.05) สวนคาพารามิเตอรอื่น เชน Hb, 
Hct, MCV, MCH, MCHC และ RDW ไมมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมรุนแรงนอย 
ปานกลาง และมาก ดังแสดงในตารางท่ี 2
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ผลการตรวจระดับคอมพลีเมนท C3 และการแสดงออก

ของ CD55 และ CD59 บนผิวเซลลเม็ดเลือดแดง

 ผลการตรวจระดบัคอมพลเีมนท C3 ของตวัอยาง

กลุมรุนแรงนอย รุนแรงปานกลางและรุนแรงมากเทากับ 

1.08 ± 0.16, 1.15 ± 0.29 และ 1.05 ± 0.17 g/L 

ตามลําดบั โดยระดับคอมพลีเมนท C3 ทัง้ 3 กลุมไมมคีวาม

แตกต างกันอย างมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงใน

ตารางท่ี 3 คาเฉลี่ยของรอยละเม็ดเลือดแดงที่มีการ

แสดงออกของ CD55, CD59 และ CD55 รวมกับ CD59 

ในกลุมรุนแรงปานกลาง มคีาลดลงเมือ่เทยีบกบักลุมรนุแรง

นอยและรุนแรงมาก แตผลการวิเคราะหรอยละของ

เม็ดเลือดแดงที่มีการแสดงออกของ CD55, CD59 และ 

CD55 รวมกับ CD59 

ตารางที่ 1 อัลฟาธาลัสซีเมียจีโนไทปและระดับความรุนแรงทางคลินิกของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชที่ทําการศึกษาจํานวน

ทั้งหมด 44 ราย

ตารางที่ 2 พารามิเตอรทางโลหิตวิทยา (hematological parameters) ของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีทําการศึกษา

จํานวนทั้งหมด 44 ราย (คาที่แสดงในตารางคือ mean ± SD)

จีโนไทป

ระดับความรุนแรงทางคลินิก (จํานวน/รอยละ)

นอย ปานกลาง มาก รวม

Deletion 

--SEA/-α3.7 6 (13.6) 2 (4.5) 0 (0) 8 (18.2)

Non-deletion 

--SEA/αCSα 7 (15.9) 4 (9.1) 24 (54.5) 35 (79.5)

--THAI/αCSα 1 (2.3) 0 (0) 0 (0) 1 (2.3)

รวม 14 (31.8) 6 (13.6) 24 (54.5) 44 (100)
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ตารางที่ 3 ผลการตรวจวิเคราะหระดับคอมพลีเมนท C3 ในพลาสมาและการแสดงออกของ CD55, CD59 และ CD55 

รวมกับ CD59 บนผิวเซลลเม็ดเลือดแดงของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชที่ทําการศึกษาจํานวนทั้งหมด 44 ราย (คาที่แสดง

ในตารางคือ mean ± SD)

ทั้ง 3 กลุมตัวอยาง ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (ตารางท่ี 3) ผลการวิเคราะหการแสดงออกของ 

CD55, CD59 และ CD55 รวมกับ CD59 ในตัวอยางกลุม

รนุแรงนอยแสดงในรปูที ่1 ผลการวิเคราะหการแสดงออก

ของ CD55, CD59 และ CD55 รวมกับ CD59 ในตัวอยาง

กลุมรุนแรงปานกลางแสดงในรปูที ่2 และผลการวิเคราะห

การแสดงออกของ CD55, CD59 และ CD55 รวมกับ CD59 

ในตัวอยางที่รุนแรงมากแสดงในรูปที่ 3

ทดสอบความแตกตางระหวางกลุมโดยใชสถิติ Kruskal Wallis Test โดยกําหนดนัยสําคัญทางสถิติที่ p-value < 0.05

รูปที่ 1 Dot plot แสดงผลการตรวจวิเคราะหโมเลกุลท่ีแสดงออกบนผิวเซลลเม็ดเลือดแดงของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช

ที่มีอาการรุนแรงนอยโดยวิธี fl ow cytometry รูปบนซาย: แสดงเม็ดเลือดแดงที่ถูกเลือก (gate) เขามาตรวจวิเคราะห 

โดยอาศัยหลักการ forward และ side scatter
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รูปที่ 2 Dot plot แสดงผลการตรวจวิเคราะหโมเลกุลที่แสดงออกบนผิวเซลลเม็ดเลือดแดงของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช

ทีม่อีาการรุนแรงปานกลางโดยวิธ ีfl ow cytometry รปูบนซาย: แสดงเม็ดเลือดแดงท่ีถกูเลือก (gate) เขามาตรวจวิเคราะห 

โดยอาศัยหลักการ forward และ side scatter

รูปที่ 3 Dot plot แสดงผลการตรวจวิเคราะหโมเลกุลที่แสดงออกบนผิวเซลลเม็ดเลือดแดงของผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช

ที่มีอาการรุนแรงมากโดยวิธี flow cytometry รูปบนซาย: แสดงเม็ดเลือดแดงท่ีถูกเลือก (gate) เขามาตรวจวิเคราะห 
โดยอาศัยหลักการ forward และ side scatter
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สรุปและวิจารณผลการศึกษา
 ตามปกติเซลลเม็ดเลือดแดงจะมีโปรตีนควบคุม

ระบบคอมพลีเมนทเพ่ือปองกันการแตกของเซลล(7) มหีลาย

การศึกษาที่พบวาโปรตีนควบคุมระบบคอมพลีเมนทมี

บทบาทสําคัญในการปองกันเม็ดเลือดแดงแตกจากการ

กระตุนระบบคอมพลีเมนท(16) มีรายงานภาวะซีดจาก

เม็ดเลือดแดงแตกหลายชนิดท่ีเกิดจากมิวเทชั่นหรือ

ออโตแอนตบิอดตีอโปรตนีควบคมุระบบคอมพลเีมนทและ

มิวเทชั่นที่ทําใหเกิดการกระตุนคอมพลีเมนทโดยตรง(17) 

CD55 และ CD59 เปนหน่ึงในโปรตีนควบคุมระบบ

คอมพลีเมนท CD55 หรือ Decay-accelerating factor 

(DAF) เปน glycosylphosphatidylinositol (GPI)-

anchored, type I cell surface protein เปนตัวยับยั้ง 

C3 convertase โดยผานการจบั C3b และ C4b นอกจากน้ัน

ยังจับ alternate pathway convertase C3b Bb, 

classical pathway convertase และ C4b2a โดยปกติ 

CD55 จะแสดงออกบนเซลลตางๆ ทั่วรางกายแตระดับ

การแสดงออกแตกตางกันในแตละชนิด การเกิดความ

บกพรองใน CD55 gene หรือ GPI-anchor attachment 

ทําใหเกิดการลดลงหรือหายไปของ CD55 (รวมทั้ง CD59) 

บนเม็ด เลื อดแดง  และทํ า ให  เกิ ดอาการของโรค 

paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) 

ซึ่งเปน acquired hemolytic disorder ที่พบไดนอย 

การเปน PNH จะเกิดการเพิ่มขึ้นของ C3b และ C9 ทําให

เกิดการแตกของเซลล  เม็ดเลือดแดง  CD59 หรือ 

membrane inhibitor of reactive lysis (MIRL) หรือ 

protectin เปน GPI-anchored cell surface protein มี

โครงสรางเหมือนกับ venom neurotoxin ของงู พบบนเซลล

ทั่วไป การแสดงออกบนเซลลเม็ดเลือดแดงมีความสําคัญ

ตอการปองกันการแตกของเซลลจากระบบคอมพลีเมนท 

CD59 ปองกันเซลลแตกโดยจับกับ C9 ยับยั้ง C5b-9 

complex และปองกนัการเกดิ terminal polymerization 
ของ membrane attack complex (MAC) ใน plasma 

membrane(7-8) นอกจากโรค PNH แลวยงัพบการแสดงออก
ทีล่ดลงของ CD55 และ CD59 ในโรคอ่ืน เชน autoimmune 

hemolytic anemia (AIHA)(18) autoimmune thrombocy 

topenic purpura (ATP)(19) และ lymphopenia ที่เกิด

จาก systemic lupus erythematosus (SLE)(20) เปนตน 

นอกจากน้ียงัมกีารศกึษา CD55 และ CD59 บนเมด็เลอืดแดง

ของผูปวย β-thalassemia โดย Obiad JM และคณะ

ในป 2012(9) ซึ่งพบการแสดงออกของ CD55 ลดลงอยางมี

นยัสําคญัในผูปวย thalassemia major และลดลงเล็กนอย

ในผูปวย thalassemia intermedia เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุมตัวอยางปกติ ในป 2017 การศึกษาของ Kurtogllu 

AU และคณะ(10) พบผลการศึกษาท่ีสอดคลองกันคือพบ

การลดลงของ CD55 และ CD35

 งานวิจัยนี้ศึกษาในกลุมผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช

ที่มีอาการรุนแรงแตกตางกัน โดยแบงความรุนแรงของโรค

เปนรุนแรงนอย ปานกลาง และมาก ผลการศึกษอัลฟา

ธาลัสซีเมียจีโนไทปในกลุมตัวอยางท่ีรุนแรงแตกตางกัน

ซึง่พบวากลุมตัวอยางท่ีรนุแรงมากเปนชนิด non-deletion 

ทั้งหมดสอดคลองกับผลการศึกษาท่ีผานมาท่ีพบวาโรค

ฮีโมโกลบินเอชชนิด non-deletion มีอาการรุนแรง

มากกวา(21) และการพบอัลฟาธาลัสซีเมียจีโนไทปชนิด 

non-deletion ทัง้ในกลุมทีร่นุแรงนอย ปานกลางและมาก 

ชวยยืนยันขอมูลที่ผานมาท่ีพบวาโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด 

non-deletion ถึงแมจะเปนจีโนไทปชนิดเดียวกันแตมี

อาการที่หลากหลาย(3)

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาครั้งแรกเกี่ยวกับการ

แสดงออกของ CD55 และ CD59 ในกลุมผู ปวยโรค

ฮโีมโกลบินเอชทีม่อีาการรนุแรงแตกตางกนั โดยการทาํลาย
เม็ดเลือดแดงของผู ป วยโรคฮีโมโกลบินเอชเกิดจาก             
β-globin chain สวนเกินที่เหลือจะตกตะกอนและ
รวมตัว กันเปน β-globin tetramer (β4) เรียกวา Hb H 

ซึ่งเปนฮีโมโกลบินที่ไมเสถียร ถูกออกซิไดซไดงายเกิดการ

ตกตะกอนภายในเซลล หากเกิดในเซลลเม็ดเลือดแดงตัว

ออน (erythroblast) จะทําใหเกดิการทําลายเมด็เลอืดแดง

ตัวออนและมีการสรางเม็ดเลือดแดงที่ไขกระดูกผิดปกติ 

(ineffective erythropoiesis) แตสวนใหญการตกตะกอน
นี้มักจะเกิดในเซลลเม็ดเลือดแดงตัวแกและเกาะท่ีเยื่อหุม

เซลลเม็ดเลือดแดง ทําใหเกิดความเสียหายของผนังเซลล

เม็ดเลือดแดง การทํางานของเยื่อหุมเซลลเสียไป และ

เม็ดเลือดแดงจะถูกทําลายกอนเวลาอันควร เม็ดเลือดแดง

ของผูปวยโรคฮโีมโกลบินเอชจะแข็ง (rigid) ซึง่ลกัษณะของ
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เยื่อหุมเซลลแบบนี้ทําใหไหลเวียนไปในหลอดเลือดฝอย

ไมดีและงายตอการถูกทําลายจับกินโดยแมคโครฟาจ 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบวาการเปนไขหรือติดเชื้อ

สามารถกระตุนใหเกิด Hb H inclusion bodies ซึ่งจะนํา

มาสูการเกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตกมากขึ้น (hemolytic 

crisis) และฮีโมโกลบินลดลงอยางรวดเร็วได การสูญเสีย

สมดุลของ phospholipid ซึ่งเปนสวนประกอบของ

เยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง โดยเฉพาะอยางยิ่งการแสดง 

phosphatidy lserine ออกมาท่ีผนังดานนอกของ

เม็ดเลอืดแดงของผูปวย นาจะกระตุนใหเกดิ intramedullary 

erythroblast apoptosis และเกดิการจับกนิเมด็เลอืดแดง

ทีผ่ดิปกตโิดยแมคโครฟาจ นอกจากน้ี Ig G ทีแ่สดงออกบน

ผิวเซลลเม็ดเลือดแดงและคอมพลีเมนทนาจะมีสวนทําให

เม็ดเลือดแดงถูกทําลาย(4, 22) ผลการศึกษา CD55 และ 

CD59 บนผิวเซลลเม็ดเลือดแดงของผูปวยโรคฮีโมโกลบิน

เอชในกลุมที่รุนแรงนอย ปานกลาง และมาก เปรียบเทียบ

กบักลุมตวัอยางคนปกตใินการศกึษาครัง้นี ้พบวาท้ัง CD55 

และ CD59 ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

แตมีแนวโนมพบการแสดงออกที่ลดลงของ CD55 ในกลุม

ผู ปวยที่มีอาการรุนแรงปานกลาง (77.8 ± 14.94%) 

มากกวากลุมอาการรนุแรงนอย (87.4 ± 12.22%) (ตาราง
ที่ 3) ซึ่งเปนไปในทํานองเดียวกันกับการศึกษาท่ีผานมา

ในกลุมผูปวย β-thalassemia ที่พบวาตัวอยางท่ีรุนแรง

มากกวาจะมีการแสดงออกของ CD55 ที่ลดลง (9-10)  

อยางไรก็ตามในการศึกษาคร้ังนี้ยังพบผลการศึกษา

ทีไ่มสอดคลองกัน กลาวคือ พบวากลุมผูปวยโรคฮีโมโกลบิน

เอชที่มีอาการรุนแรงมากมีการแสดงออกของ CD55 

(95.8 ± 3.42%) มากกวากลุ มที่รุนแรงปากกลาง 

(77.8 ± 14.94%) ในประเด็นนี้มีความเปนไปไดวาใน
กลุมผูปวยที่รุนแรงมาก เม็ดเลือดแดงท่ีมีการแสดงออก

ของ CD55 ปรมิาณนอยบนผวิเซลลอาจเกดิการแตกทาํลาย

ไปแลว ทําใหเม็ดเลือดแดงท่ีถูกเลือกมาตรวจวิเคราะห
เปนกลุมเม็ดเลือดแดงท่ียังมีการแสดงออกของ CD55 

ปริมาณมาก ซึ่งจากการศึกษานี้พบวาในกลุ มตัวอยาง

ที่มีอาการรุนแรงมากนี้ มีผูปวยถึง 2 รายท่ีมาพบแพทย

ดวยภาวะเม็ดเลอืดแดงแตกเฉยีบพลัน (hemolytic crisis) 

โดยผูปวย 2 รายน้ีพบวามีคา Hb ที่ตํ่า คือ 7.4 และ 

7.7 g/dL (ขอมูลไมไดแสดง) จึงมีความเปนไปไดที่การ

ตรวจวิเคราะห CD55 จะมีผลกระทบจากภาวะที่ผูปวย

มาพบแพทยและปรมิาณ Hb ของผูปวย สวนผลการศกึษา 

CD59 พบวาแสดงออกไมแตกตางกันและพบการแสดงออก

ในเม็ดเลือดแดงจํานวนมากทั้งในกลุมผูปวยและคนปกติ 

(ตารางที่ 3) การศึกษาน้ีที่พบกลุมเซลลเม็ดเลือดแดง

ซึ่งมีการแสดงออกของ CD55 ที่ลดลง แต CD59 ปกติ 

แสดงใหเหน็วาม ีGPI-anchored type 1 surface protein 

ที่ปกติและไมใช PNH clone 

 ผลการศึกษาระดับคอมพลีเมนท C3 พบวา 

กลุ มผู ปวยที่มีอาการรุนแรงนอย ปานกลางและมาก 

มีระดับคอมพลีเมนท C3 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p-value; 0.611) แตระดับคอมพลีเมนท C3 ใน

กลุมผูปวยทีร่นุแรงมากมแีนวโนมลดลง (1.05 ± 0.17 g/L) 

เมื่อเทียบกับกลุมรุนแรงปานกลาง (1.15 ± 0.29 g/L) ซึ่ง

ในกลุมที่รุนแรงมากน้ีพบวาเปนผูปวย Hb H-CS ทั้งหมด          

(ตารางที่ 1) ผลการศึกษาดังกลาวเปนไปในทํานองเดียว

กับการศึกษาของ Leecharoenkiat K และคณะในป 

2014(11) ทีไ่ดศกึษาโปรตนีในผูปวยฮโีมโกลบนิเอช โดยการ

ทาํ 2D electrophoresis และพบวา Hb H-CS ซึง่มีอาการ

รนุแรงกวา มกีารแสดงออกของคอมพลเีมนท C3 ลดลงเมือ่

เทยีบกับ Hb H อยางไรก็ตามผลการตรวจระดับคอมพลีเมนท 

C3 ในงานตรวจประจําวันดวยหลักการ turbidimetric 

test ที่ไมแตกตางกันนี้ชี้ใหเห็นวาระดับคอมพลีเมนท C3 

ไมไดสะทอนความรุนแรงของโรคฮีโมโกลบินเอชหรือการ

ตรวจคอมพลีเมนท C3 ในงานตรวจประจําวันอาจเปนวธิี

ตรวจท่ีไมมคีวามไว (sensitivity) เพียงพอในการประเมิน

ความรุนแรงของโรคฮีโมโกลบินเอช 

 การศึกษาคร้ังนี้สรุปไดวาระดับคอมพลีเมนท C3 
ในผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมอีาการรุนแรงนอย ปานกลาง 

และมาก ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ผลการศึกษาการแสดงออกของ CD55 และ CD59 พบวา

ไมมีความแตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมโรค

ฮีโมโกลบินเอชที่มีอาการรุนแรงนอย ปานกลาง มาก และ

กลุมตวัอยางคนปกติ แตการแสดงออกของ CD55 มแีนวโนม

ที่จะลดลงในผูปวยที่มีอาการรุนแรงมากกวา หากทําการ

ศึกษาตอไปในจํานวนตัวอยางที่มากขึ้นโดยเฉพาะการ
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เปรียบเทียบระหวางผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีเกิดภาวะ

เม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลันและกลุมผูปวยท่ีไมเกิดภาวะ

ดังกลาว นาจะไดองคความรูใหมที่เกี่ยวกับการแสดงออก

ของ CD55 และ CD59 ในผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมี

ความรุนแรงตางกันไดชัดเจนมากยิ่งขึ้น 
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