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การคัดเลือกเกล็ดเลือดมาตรฐานสำ�หรับตรวจหาแอนติบอดีต่อเกล็ดเลือด

บทคัดย่อ

		  แอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดมีความสำ�คัญในการเกิดภาวะ neonatal alloimmune thrombocytopenia (NATP), post-

transfusion purpura (PTP) และ platelet transfusion refractoriness การตรวจหาแอนตบิอดตีอ่เกลด็เลอืดจงึมคีวามสำ�คญั

ในผูป้ว่ยเหลา่นี ้การตรวจหาแอนตบิอดตีอ่เกลด็เลอืดจำ�เปน็ตอ้งใชเ้กล็ดเลือดทีท่ราบชนดิแอนตเิจนในการทดสอบ การศกึษา

ครัง้นีม้วีตัถปุระสงคเ์พื่อตรวจหาแอนตเิจนของเกลด็เลอืดในผูบ้รจิาคเกลด็เลอืดหมู่โอ เพื่อคดัเลอืกเกลด็เลอืดมาตรฐานสำ�หรบั

ใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดในผู้ป่วย โดยตรวจหาแอนติเจนของเกล็ดเลือดจำ�นวน 7 ระบบ คือ HPA-1 ถึง 

HPA-6 และ HPA-15 ในตัวอย่างจำ�นวน 126 ราย ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction with sequence specific 

primer (PCR-SSP) ผลการศึกษาพบว่าแอนติเจนที่พบได้ในผู้บริจาคเกล็ดเลือดทุกรายคือ HPA-1a, -2a, -4a, -5a และ -6a 

ในขณะที่ HPA-1b, -2b, -5b และ -6b พบได้น้อย และไม่พบ HPA-4b ส่วน HPA-3a, -3b, -15a และ -15b มีความถี่ของ

ยีนเป็นร้อยละเท่ากับ 52.4, 47.6, 59.1 และ 40.9 ตามลำ�ดับ ซึ่งข้อมูลความถี่ของยีนที่ได้ ไม่แตกต่างจากข้อมูลของชาวไทย

และใกล้เคียงกับชาวเอเชียที่มีการศึกษามาก่อน เมื่อทำ�การคัดเลือกเกล็ดเลือดมาตรฐานพบว่ามีจำ�นวน 3 รายที่มีแอนติเจน

เหมาะสมสำ�หรับคัดกรองแอนติบอดี และจำ�นวน 9 รายสำ�หรับตรวจจำ�แนกแอนติบอดีชนิด HPA-1b, -2b, -3a, -3b, -5b, 

-6b, -15a และ -15b นอกจากนีย้งัไดข้อ้มลูแอนตเิจนของเกลด็เลอืดในผูบ้รจิาคเกลด็เลอืด ทีน่ำ�ไปใช้ในการเลอืกเกลด็เลอืด

ที่เหมาะสมสำ�หรับผู้ป่วยในอนาคตต่อไป
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Selection of standard platelets for platelet antibody detection

Abstract

	 Platelet alloantibodies can cause neonatal alloimmune thrombocytopenia (NATP),  post-transfusion purpura 

(PTP) and platelet transfusion refractoriness. Detection of these antibodies requires the standard platelets with 

known antigens. In this study, human platelet antigens (HPA) -1 to -6 and HPA-15 alleles were typed in 126 

group O single donor platelets (SDP) using PCR with sequence specific primers (PCR-SSP). HPA-1a, -2a, -4a, 

-5a and -6a were present in all samples. HPA-1b, -2b, -5b, and -6b were rare and HPA-4b was not found. The 

gene frequencies of HPA-3a, -3b, -15a and -15b were 52.4 %, 47.6 %, 59.1 % and 40.9 %, respectively. The 

gene frequencies of HPA in this study were similar to those of previous studies in Thais and Asians population. 

For standard platelet selection, platelets from 3 donors were selected for platelet antibody screening test and 9 

donors were selected for platelet antibody identification. This set of standard platelets can identify anti-HPA-

1b, -2b, -3a, -3b, -5b, -6b, -15a and -15b. Moreover, the distribution of HPA genotypes in this study provides 

basic information on donor which will be useful for further searching of HPA- matched platelets for patients.
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บทนำ�

		  เกล็ดเลือดมีบทบาทสำ�คัญในกระบวนการห้ามเลือด

ของรา่งกาย ดงันัน้เกลด็เลอืดจงึเปน็สว่นประกอบเลอืดสำ�คญั

ที่ใช้รักษาอาการเลือดออกเนื่องจากภาวะเกล็ดเลือดตํ่า การ

ที่ผู้ป่วยได้รับเกล็ดเลือดบ่อยครั้ง อาจมีการสร้างแอนติบอดี

ต่อแอนติเจนบนเกล็ดเลือดที่ผู้ป่วยไม่มีขึ้น ส่งผลให้เกิดการ

ทำ�ลายเกลด็เลอืดที่ไดร้บัเขา้ไป ทำ�ใหอ้ายกุารทำ�งานของเกลด็

เลือดสั้นลง แอนติเจนบนผิวของเกล็ดเลือดแบ่งออกเป็น 2 

กลุม่ใหญ ่กลุม่แรกคอืแอนตเิจนทีส่ามารถพบรว่มกนักบัเซลล์

ชนิดอื่นๆ นอกเหนือจากเกล็ดเลือด (common antigens) 

เช่น แอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงได้แก่แอนติเจน ABH, 

Lewis, Ii, P และแอนติเจนบนเม็ดเลือดขาวได้แก่ HLA 

class I กลุ่มที่สองคือแอนติเจนที่พบเฉพาะบนผิวของเกล็ด

เลือด เรียกว่า Human platelet antigen (HPA) ปัจจุบันมี

การพบ HPA แล้วจำ�นวน 21 ระบบและให้ชื่อเป็น HPA-1 

ถึง HPA-21 มีลักษณะเป็นคู่อัลลีลซึ่งกันและกัน กำ�หนด

เรียกเป็น a และ b โดยอัลลีล a จะพบได้บ่อยกว่าอัลลีล b 

จากการศึกษาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน HPA ที่ควบคุมการ

สร้างแอนติเจนชนิดต่างๆ พบว่ามีความแตกต่างกันเพียงกรด

อะมโิน 1 ชนดิ ซึง่เปน็ผลจากการมนีวิคลโีอไทดท์ีแ่ตกตา่งกนั

เพียง 1 เบสเท่านั้น 
(1-4)

		  แอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดเป็นสาเหตุของการเกิด

ภาวะ neonatal alloimmune thrombocytopenia (NATP), 

post-transfusion purpura (PTP), platelet transfusion 

refractoriness  ภาวะ NATP มีสาเหตุจากการที่เกล็ดเลือด

ของทารกในครรภ์มี human platelet antigens (HPA) ที่ไม่

เหมือนกับมารดา เช่นเด็กมีแอนติเจน HPA-1a แต่มารดา

ไม่มีแอนติเจน HPA-1a เมื่อมี fetomaternal transfusion 

หรือการที่เลือดทารกเข้าสู่กระแสเลือดของมารดา จึงกระตุ้น

มารดาให้สร้าง anti-HPA-1a ได้ ซึ่งถ้าแอนติบอดีนั้นเป็น

ชนิด IgG สามารถผ่านรกเข้าไปจับกับแอนติเจนบนผิวเกล็ด

เลือดของทารก ทำ�ให้เกล็ดเลือดของทารกถูกทำ�ลายโดย

เซลลแ์มคโครฟาจใน reticuloendothelial system เชน่ มา้ม 

อาการทางคลินิกของโรคพบตั้งแต่ ไม่แสดงอาการจนถึงมี

ภาวะเลอืดออกอยา่งรนุแรงตัง้แตอ่ยู่ในครรภ ์ขณะคลอดหรอื

หลังคลอด ภาวะ PTP มีสาเหตุจากการที่ผู้ป่วยได้รับเลือด

ที่มีแอนติเจนบนผิวของเกล็ดเลือดไม่ตรงกัน ทำ�ให้ผู้ป่วยมี

การสร้างแอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดที่ให้เข้าไป แอนติบอดีที่ผู้

ปว่ยสรา้งขึน้จะทำ�ลายเกลด็เลอืด ทำ�ใหเ้กดิอาการเลอืดออก

อย่างรุนแรงได้ ภาวะ platelet transfusion refractoriness 

คอืภาวะทีม่กีารใหเ้กลด็เลอืดในผูป้ว่ยแลว้ปรมิาณเกลด็เลอืด

ไม่เพิ่มขึ้นโดยมีค่า  corrected count increment (CCI) ที่ 

1 ชั่วโมงน้อยกว่า 7.5 x 10
9
 เซลล์ต่อลิตร

 
ซึ่งภาวะ platelet 

transfusion refractoriness นี้เป็นปัญหาสำ�คัญที่พบได้ในผู้

ป่วยที่ได้รับเกล็ดเลือดบ่อยครั้ง โดยพบได้สูงประมาณร้อย

ละ 40 ถึง 70 ในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งที่จำ�เป็นต้องได้รับ

เกลด็เลอืดเปน็ประจำ� ผูป้ว่ยกลุม่นีน้อกจากจะพบ anti-HPA 

แล้วยังพบ anti-HLA ด้วย แต่พบ anti-HLA ได้บ่อยกว่า 

(3, 5-7)
 ฉะนั้นการตรวจหา anti-HPA ในผู้ป่วยที่มีภาวะเหล่า

นี้จึงมีความสำ�คัญและจำ�เป็น เพื่อช่วยในการตรวจวินิจฉัยหา

สาเหตุและติดตามการรักษา ตลอดจนการพิจารณาหาเกล็ด

เลือดที่เหมาะสมให้แก่ผู้ป่วย 

		  การตรวจหาแอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดนั้น จำ�เป็นต้อง

ใชเ้กลด็เลอืดทีท่ราบชนดิแอนตเิจนเปน็เกลด็เลอืดมาตรฐาน

สำ�หรับตรวจกรอง (screening platelets) และตรวจจำ�แนก

ชนิดของ anti-HPA (panel platelets) ซึ่งต้องเลือกจาก

เกล็ดเลือดของคนหมู่โอ จำ�นวน 8-10 ราย โดยแต่ละราย

จะมีแอนติเจนที่แตกต่างกัน และอาศัยความแตกต่างของ

แอนติเจนในการจำ�แนกชนิดของแอนติบอดีได้ การคัดเลือก

เกล็ดเลือดมาตรฐานนั้นจำ�เป็นต้องทราบชนิดของแอนติเจน

บนเกล็ดเลือดก่อน จึงจะสามารถคัดเลือกเกล็ดเลือด

มาตรฐานที่เหมาะสมได้ 

		  การตรวจหาชนิดแอนติเจนบนเกล็ดเลือดนั้นมีหลาย

วิธีดว้ยกันเชน่ polymerase chain reaction with fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP), polymerase chain 

reaction with allele specific oligonucleotides (PCR-

ASO) hybridization, polymerase chain reaction with 

single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) 

และ polymerase chain reaction with sequence specific 

primers (PCR-SSP) 
(8-10)

  ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้เลือก

ใช้เทคนิค PCR-SSP สำ�หรับตรวจหาชนิดแอนติเจนของ

เกล็ดเลือดเนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว  มีขั้นตอน

นอ้ย  มคีวามถกูตอ้งและแมน่ยำ�สงู ไดต้รวจหาชนดิแอนตเิจน

ของเกล็ดเลือดจำ�นวน 7 ระบบในผู้บริจาคเกล็ดเลือดหมู่

โอ เพื่อให้ ได้ข้อมูลพื้นฐานสำ�หรับคัดเลือกเกล็ดเลือดที่มี

แอนตเิจนเหมาะสม ไวเ้ปน็เกลด็เลอืดมาตรฐานสำ�หรบัตรวจ

หาแอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดต่อไป
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วัสดุและวิธีการศึกษา

	 	 ตัวอย่างทดสอบ

		  ตัวอย่างเลือดของผู้บริจาคเกล็ดเลือด (single do-

nor platelets) ซึ่งเป็นผู้บริจาคเกล็ดเลือดเป็นประจำ�ของ

คลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

จำ�นวน 126 ราย โดยเป็นผู้ที่มีหมู่เลือดโอซึ่งไม่มีแอนติเจน 

A และ B บนเซลล์ ทั้งนี้เพื่อป้องกันการรบกวนปฏิกิริยาจาก 

anti-A, anti-B และ anti-AB ที่พบได้ในซีรัมคนหมู่ B, A 

และ O ทำ�การเก็บตัวอย่างเลือดปริมาตร 5 มิลลิลิตรในสาร

กันเลือดแข็ง citrate phosphate dextrose และนำ�มาสกัด

ดเีอน็เอโดยใชว้ธิ ีguanidine-hydrochloride และตกตะกอน

โดยใช้ alcohol 
(11)

 ทำ�การเตรียมดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้น

ประมาณ 100 ng/ml งานวจิยันี้ไดผ้า่นการพจิารณาจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

(HE531167)

	 	 ดีเอ็นเอมาตรฐาน

		  เปน็ตวัอยา่งดเีอน็เอทีท่ราบชนดิแอนตเิจนของ HPA-

1 ถึง 6 และ HPA-15 จำ�นวน 8 ราย ซึ่งได้จากคลังเลือด

กลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น

		  Primers

		  การศกึษาครัง้นี้ใช ้specific primers ตามทีม่ผีูร้ายงาน

ไว้แล้วดัง ตารางที่ 1 
(10, 12, 13)

 จำ�นวนทั้งหมด 14 reactions 

แตล่ะ reaction จะม ีinternal control primer ทีจ่ะเพิม่ขยาย

ยีน human growth hormone เพื่อให้มั่นใจว่าการทดสอบ

ที่ให้ผลลบไม่ได้เกิดจากความผิดพลาดของการทำ�ปฏิกิริยา 

PCR

Table 1  Nucleotide sequences of specific primers and internal control primers for HPA-1 to 6 and HPA-15 

genotyping 
(10, 12, 13)

HPA Specificity Primer sequences  (5’ ----> 3’) Size (bp) Conc. (mM)

HPA-1 1a

1b

common

ACT TAC AGG CCC TGC CTC T

ACT TAC AGG CCC TGC CTC C                                      

GTG CAA TCC TCT GGG GAC T                     

245 0.4

HPA-2 2a

2b

common

GCC CCC AGG GCT CCT GAC                       

GCC CCC AGG GCT CCT GAT                        

TCA GCA TTG TCC TGC AGC CA                 

258 0.5

HPA-3 3a

3b

Common

GGA CTG GGG GCT GCC CAT                          

GGA CTG GGG GCT GCC CAG                            

TCC ATG TTC ACT TGA AGT GCT                

266 0.75

HPA-4 4a

4b

Common

GCT GGC CAC CCA GAT GCG                        

GCT GGC CAC CCA GAT GCA                                              

CAG GGG TTT TCG AGG GCC T                       

120 0.5

HPA-5 5a

5b

Common

AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AG        

AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AA       

CTC TCA TGG AAA ATG GCA GTA               

246 3.75
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HPA Specificity Primer sequences  (5’ ----> 3’) Size (bp) Conc. (mM)

HPA-6 6a

6b

Common

GAC GAG TGC AGC CCC CG                            

GGA CGA GTG CAG CCC CCA                         

CTATGTTTCCCAGTGGTTGCA                         

238

239

0.75

1

HPA-15 15a

15b

Common

TTC AAA TTC TTG GTA AAT CCT GG           

TTC AAA TTC TTG GTA AAT CCT GT           

ATG ACC TTA TGA TGA CCT ATT C             

225 0.75

Internal 

control

HGH I

HGH II

CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA            

ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTT TC      439 0.1

	 	 การทดสอบหายีน HPA

		  ทดสอบหายีนที่ควบคุมการสร้างแอนติเจน HPA-1 

ถึง 6 และ HPA-15 ด้วยเทคนิค PCR-SSP ส่วนผสมใน

แต่ละปฏิกิริยาพีซีอาร์มีปริมาตรทั้งหมด 13 ml ประกอบ

ด้วย DNA 100 ng, PCR buffer (67mM Tris HCl pH 

8.8, 17 mM ammonium sulfate, 0.1% Tween 20, 200 

mM dNTPs, 2 mM MgCl
2
), Taq DNA polymerase 

0.5 units, ใช้ internal control primers ในปริมาณ 0.1 

mM และ specific primers ปริมาณ 0.4-3.75 mM ความ

เข้มข้นตาม ตารางที่ 1 นำ�ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 

PCR รุ่น GeneAmp PCR system 9700 (PE-Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) หรือ PXE 0.2 

Thermocycler (Thermo Electron Corporation, Milford 

City, MA, USA) โดย denature ที่อุณหภูมิ 96
o
ซ นาน 2 

นาท ีทำ�ปฏกิริยิาที ่96
o
ซ นาน 30 วนิาท ี66

o
ซ นาน 60 วนิาท ี

และ 72
o
ซ นาน 40 วนิาท ีจำ�นวน 5 รอบ ทำ�ปฏกิริยิาที ่96

o
ซ 

นาน 30 วินาที 58
o
ซ นาน 60 วินาที และ 72

o
ซ นาน 40 

วินาที จำ�นวน 21 รอบ ทำ�ปฏิกิริยาที่ 96
o
ซ นาน 30 วินาที 

55
o
ซ นาน 75 วินาที และ 72

o
ซ นาน 120 วินาที จำ�นวน 4 

รอบ และที่อุณหภูมิ 72
o
ซ นาน 10 นาที นำ�ดีเอ็นเอที่เพิ่ม

จำ�นวนได้ ไปแยกด้วย gel electrophoresis โดยใช้ 1.5 % 

agarose ในบัฟเฟอร์ 0.5X TBE ที่มี 0.5 mg/ml ethidium 

bromide ผสมอยู่  ภายใต้กระแสไฟฟ้า 300 โวลต์ เป็นเวลา

นาน 15 นาที จากนั้นนำ�ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 

UV transilluminator  บันทึกผลที่ได้เพื่อนำ�ไปแปลผล ดัง

ตัวอย่างใน รูปที่ 1 

Figure 1  Gel electrophoresis of HPA genotyping using PCR-SSP. Lane M, 100 bp ladder marker; Lane 1a 

to 15b, each lane represents the PCR product of internal control and specific primers. The 439-

bp amplification product of the HGH control primers is presented in all lanes, which shows that 

amplification has occurred optimally. The genotype was deduced from the presence or absence of 

amplification products specific for alleles. This sample shows HPA-1a1a, HPA-2a2a, HPA-3a3b, 

HPA-4a4a, HPA-5a5a, HPA-6a6b and HPA-15b15b genotypes.
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การทดสอบ reproducibility 

		  ทำ�การสุ่มตัวอย่างดีเอ็นเอจำ�นวน 10 รายที่ไม่ทราบ

ผล genotyping ทำ�การทดสอบ HPA typing อีกครั้ง เพื่อ

ดูผล reproducibility 

สถิติที่ใช้ ในการวิเคราะห์ข้อมูล

	 1.	คำ�นวณหาความถี่ของ HPA genotype จากสูตร	

		  % genotype frequencies = ∑ จำ�นวนตวัอย่างที่พบ 

genotype นั้น / N x 100  

	 2.	คำ�นวณหาความถี่ของ HPA gene จากสูตร		

		  % gene frequencies = ∑ จำ�นวนตัวอย่างที่พบ 

allele นั้น / 2N x 100  

		  เมื่อ  N =  จำ�นวนตัวอย่างทั้งหมดที่ใช้ ในการศึกษา

	 3.	ทดสอบความแตกต่างความถี่ของแอนติเจนระหว่าง 

2 กลุ่ม โดยใช้สถิติ Chi-square (X
2
) และ Fisher’s exact 

test

ผลการศึกษา

	 	 ผลการตรวจ HPA-typing 

		  เมื่อใช้เทคนิค PCR-SSP ในการตรวจหา HPA 

typing โดยสุ่มในตัวอย่างดีเอ็นเอจำ�นวน 10 ราย เพื่อดู

ผล reproducibility ของการทดสอบ พบว่าให้ผลตรงกันทุก

ราย จากการตรวจ HPA typing ในตัวอย่าง DNA ทั้งหมด 

126 รายได้ผลดัง ตารางที่ 2  พบว่า HPA-1a, 2a, 4a, 5a 

และ 6a  เป็นอัลลีลที่พบได้บ่อย และในทุกรายจะพบอัลลีล 

HPA-1a, -2a, -4a, -5a, -6a  แต่ไม่พบ HPA-4b สำ�หรับ 

HPA-3 และ -15 ทัง้อลัลลี a และ b พบในจำ�นวนที่ใกลเ้คยีง

กัน  คือ HPA-3a และ -3b พบร้อยละ 52.4  และ 47.6  

ตามลำ�ดับ  ส่วน HPA-15a และ -15b  พบ 59.1%  และ 

40.9% ตามลำ�ดบั เมื่อเปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูในชาวไทยทีม่ผีู้

รายงานมาก่อน 
(10, 14, 15)

 ตาม ตารางที่ 3 พบว่าผลการศึกษา

ครั้งนี้ ความถี่ของยีน HPA ไม่แตกต่างกับการศึกษาในชาว

ไทยที่ผ่านมา และไม่แตกต่างกับชาวเอเชียด้วยกัน (ยกเว้น 

HPA-2b ทีพ่บในชาวเกาหลแีละญีปุ่น่ไดส้งูกวา่) แตแ่ตกตา่ง

จากชาวผิวขาว โดยชาวผิวขาวมีความถี่ของยีน HPA-1b สูง

กว่าชาวเอเชีย

	 	 การคัดเลือกเกล็ดเลือดมาตรฐาน

		  จากการตรวจหาแอนติเจน HPA-1 ถึง -6 และ -15 

ในกลุ่มผู้บริจาคเกล็ดเลือดหมู่โอ จำ�นวน 126 ราย เพื่อคัด

เลือกเกล็ดเลือดที่ทราบชนิดแอนติเจนไว้เป็นเกล็ดเลือด

มาตรฐาน สามารถคัดเลือกเกล็ดเลือดมาตรฐานจำ�นวน 3 

ราย ที่มีแอนติเจนครอบคลุมตามที่ต้องการ สำ�หรับตรวจ

กรองแอนติบอดี (screening platelets) และจำ�นวน 9 ราย 

(panel platelets) สำ�หรับตรวจจำ�แนกชนิดแอนติบอดีชนิด 

HPA-1b, -2b, -3a, -3b, -5b, -6b, -15a และ -15b ในผู้

ปว่ย ดงัแสดงใน ตารางที ่4 และ 5 โดยพจิารณาตามการกระ

จายตวัของแอนตเิจนระบบตา่งๆ จากอบุตักิารณข์องแอนตเิจน 

HPA พบว่าอัลลีล a จะพบได้บ่อยกว่าอัลลีล b จึงพิจารณา

เลือกเกล็ดเลือดที่มีแอนติเจนของอัลลีล b เป็นหลักก่อน 

เช่น 1b, 2b  เป็นต้น จากนั้นพิจารณาผลของ dosage effect 

เนื่องจากแอนติเจนของเกล็ดเลือดมีผลของ dosage effect 

โดยคนที่มี homozygous gene จะมีปริมาณของแอนติเจน

มากกว่าคนที่มี heterozygous gene ดังนั้นจึงเลือกเซลล์ที่

มี homozygous gene ก่อน แล้วจึงพิจารณาอุบัติการณ์ของ

แอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดที่พบได้บ่อยในประชากร
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Table 2  Genotype and gene frequencies of HPA in 126 single donor platelet samples

Genotype No.

Genotype frequencies 

(%)

Gene

Gene frequencies 

(%)

HPA-1a1a

HPA-1a1b

HPA-1b1b

120

6

0

95.2

4.8

0.0

HPA-1a

HPA-1b

97.6

2.4

HPA-2a2a

HPA-2a2b

HPA-2b2b

118

8

0

93.7

6.3

0.0

HPA-2a

HPA-2b

96.8

3.2

HPA-3a3a

HPA-3a3b

HPA-3b3b

34

64

      28

27.0

50.8

22.2

HPA-3a

HPA-3b

52.4

47.6

HPA-4a4a

HPA-4a4b

HPA-4b4b

126

0

0

100.0

0.0

0.0

HPA-4a

HPA-4b

100.0

0.0

HPA-5a5a

HPA-5a5b

HPA-5b5b

114

12

0

90.5

9.5

0.0

HPA-5a

HPA-5b

95.2

4.8

HPA-6a6a

HPA-6a6b

HPA-6b6b

125

1

0

99.2

0.8

0.0

HPA-6a

HPA-6b

99.6

0.4

HPA-15a15a

HPA-15a15b

HPA-15b15b

45

59

22

35.7

46.8

17.5

HPA-15a

HPA-15b

59.1

40.9
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Table 4  Selected screening platelets for anti-HPA screening

Cell no

HPA

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b 15a 15b

3 + 0 + + 0 + + 0 + 0 + 0 + 0

8 + 0 + 0 + + + 0 + 0 + + 0 +

9 + + + 0 + + + 0 + + + 0 + 0

Table 5  Selected panel platelets for anti-HPA identification

Cell no

HPA

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b 15a 15b

1 + 0 + 0 0 + + 0 + + + 0 0 +

2 + + + 0 0 + + 0 + 0 + 0 + 0

3 + 0 + + 0 + + 0 + 0 + 0 + 0

4 + 0 + + + + + 0 + 0 + 0 + 0

5 + + + 0 + 0 + 0 + 0 + 0 0 +

6 + 0 + + + + + 0 + 0 + 0 + +

7 + 0 + 0 + 0 + 0 + + + 0 + 0

8 + 0 + 0 + + + 0 + 0 + + 0 +

9 + + + 0 + + + 0 + + + 0 + 0

วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

		  การศกึษาชนดิของ human platelet antigen (HPA)  

ทั้ง 7 ระบบ ในผู้บริจาคเกล็ดเลือดของคลังเลือดกลาง คณะ

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ในครั้งนี้ ใช้เทคนิค 

PCR-SSP ซึ่งเป็นวิธีที่รวดเร็ว ขั้นตอนน้อย มีความถูกต้อง

และแม่นยำ� เทคนิค PCR-SSP นี้ใช้กันมากในการตรวจหา

แอนติเจนของเนื้อเยื่อ เช่น การตรวจ HLA DNA typing 

การตรวจ HLA-B*27 typing การตรวจ HLA-B*1502 

typing หรือแม้แต่การตรวจหายีนหมู่เลือด ABO เทคนิคที่

พัฒนาขึ้นสำ�หรับ HPA typing นี้มีขั้นตอนการทดสอบและ

นํ้ายาต่าง ๆ ที่ใช้คล้ายคลึงกับการตรวจ HLA typing 
(16)

 

จึงสะดวกต่อการใช้งานและการควบคุมคุณภาพของนํ้ายา 

อย่างไรก็ตาม specific primer สำ�หรับตรวจหายีน HPA-2b 

ครั้งนี้จะให้ผลบวกอ่อน ๆ กับทุกตัวอย่างที่มียีน HPA-2a2a 

ในขณะที่ในตัวอย่างที่พบ HPA-2b จะให้ผลบวกที่แรงมาก 

(8+)

		  จากผลการตรวจหา HPA ทั้ง 7 ระบบ พบว่า HPA-

1a, -2a, -3a, -4a, -5a, -6a และ -15a เป็น อัลลีลที่พบได้

บ่อยเช่นเดียวกับการศึกษาในชนชาติต่างๆที่ผ่านมา 
(14, 15, 17)

 

ดังแสดงไว้ใน ตารางที่ 3 

		  จากการศึกษาของ ภาวิณีและคณะ พบว่าแอนติบอดี

ต่อเกล็ดเลือดที่พบในผู้ป่วยชาวไทยที่มีปัญหาเกล็ดเลือดตํ่า

ไดแ้ก ่anti-HPA-5b, -2b และ -3a 
(18)

 ในขณะที ่anti-HPA-

1a เป็นสาเหตุของการเกิดภาวะ NATP และ PTP ได้บ่อย

ที่สุดในประชากรผิวขาว แต่ anti-HPA-1a มีโอกาสน้อยที่

จะเป็นสาเหตุของ NATP และ PTP ในชาวไทย เนื่องจาก

พบแอนติเจน HPA-1a ได้ในอัตราที่สูงมาก  มีรายงานว่าพบ 

anti-HPA-1b, -2a, -2b, -3a, -3b, -4a, -4b, -5a, -6a, -15a 
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และ -15b ในผูป้ว่ย NATP, PTP และ platelet transfusion 

refractoriness ชาวผวิขาวและชาวญีปุ่น่ 
(19-24)

 แตจ่ากรายงาน

การตรวจหาแอนติเจน HPA ในชาวไทยทั้งหมดที่ผ่านมา 
(10, 

14, 15)
 แอนติเจน HPA-1a, -4a, -4b, -5a และ HPA-6a มี

โอกาสน้อยที่จะเป็นสาเหตุของ NATP, PTP และ platelet 

transfusion refractoriness เนื่องจากแอนติเจนดังกล่าวพบ

ได้ในอัตราที่สูงมากในชาวไทย ยกเว้น HPA-4b ซึ่งยังไม่พบ

ในชาวไทย นอกจากนี ้HPA-1b ซึง่ในการศกึษาครัง้นีพ้บรอ้ย

ละ 2.4 คล้ายกับชาวเอเชีย (ร้อยละ 0.2-2.8) แต่แตกต่าง

จากชาวผิวขาว (ร้อยละ 13.3-17.5) จึงมีโอกาสพบ anti-

HPA-1b ในชาวผวิขาวไดส้งูกวา่ชาวเอเชยี สำ�หรบัแอนตเิจน 

HPA-2b ในรายงานนี้ นั้นพบในอัตราที่ตํ่ากว่าในชาวเกาหลี

และชาวญี่ปุ่น ซึ่งมีรายงานว่าพบ HPA-2b สูงกว่าชาวเอเชีย

ชาติอื่น จึงมีโอกาสสร้าง anti-HPA-2b ในสองชนชาตินี้สูง

กว่าชนชาวเอเชียชาติอื่นๆ

		  จากการศึกษาหาแอนติเจน HPA-1 ถึง -6 และ 

-15 ในกลุ่มผู้บริจาคเกล็ดเลือดหมู่โอจำ�นวน 126 รายเพื่อ

คัดเลือกเกล็ดเลือดที่ทราบชนิดแอนติเจนไว้เป็นเกล็ดเลือด

มาตรฐาน สำ�หรับตรวจหาแอนติบอดีในผู้ป่วย โดยอาศัย

หลักพิจารณาตามการกระจายของแอนติเจนก่อน ซึ่งจาก

อุบัติการณ์ของแอนติเจนเหล่านี้ในคนไทย พบว่าโอกาสที่

จะพบแอนติเจน HPA-1b, -2b, -5b และ -6b ค่อนข้าง

น้อย จึงเลือกเกล็ดเลือดที่มีแอนติเจนเหล่านี้ก่อน จากนั้นก็

พิจารณาผลของ dosage effect โดยจะเลือกเกล็ดเลือดที่มี 

homozygous gene กอ่น แต่ในการศกึษาครัง้นีส้ามารถเลอืก 

เกล็ดเลือดที่มี homozygous gene ได้เพียง HPA-1a1a, 

-2a2a, -3a3a, -3b3b, -4a4a, -5a5a, -6a6a, -15a15a 

และ -15b15b เท่านั้น จึงจำ�เป็นต้องเลือกเกล็ดเลือดที่มี 

heterozygous gene ได้แก่ HPA-1a1b, -2a2b, -5a5b 

และ HPA-6a6b โดยสรุปได้เกล็ดเลือดมาตรฐานสำ�หรับ

ตรวจกรองแอนติบอดีและสำ�หรับตรวจแยกชนิดแอนติบอดี

จำ�นวน 3 รายและ 9 ราย ตามตารางที่ 4 และ 5 ตามลำ�ดับ 

เมื่อพิจารณาอุบัติการณ์ในการพบแอนติบอดีต่อเกล็ดเลือด

ในประชากรไทย จากที่เคยมีรายงานพบเพียง anti-HPA-5b, 

-2b และ -3a 
(18)

 ซึ่ง panel platelets ที่ดีนั้น ควรจำ�แนก

ชนดิของแอนตบิอดทีีพ่บไดบ้อ่ยในประชากรนัน้ๆ ไดด้ ีดงันัน้ 

panel platelets ทีค่ดัเลอืกมานี้ใชจ้ำ�แนกชนดิของแอนตบิอดี

ที่พบได้บ่อยในประชากรไทยได้ และยังใช้จำ�แนกแอนติบอดี

ชนิดอื่น ๆ ได้อีกด้วย ได้แก่ anti-HPA-1b, -2b, -3a, -3b, 

-5b, -6b, -15a และ -15b 

		  การตรวจหาชนิดแอนติเจนของเกล็ดเลือด โดยใช้

เทคนิค PCR-SSP ในครั้งนี้ นอกจากจะใช้คัดเลือกเกล็ด

เลือดสำ�หรับใช้เป็นเกล็ดเลือดมาตรฐาน ในการตรวจหา

แอนติบอดีต่อเกล็ดเลือดในผู้ป่วยแล้ว ยังได้ข้อมูลชนิด

แอนติเจนของเกล็ดเลือดของผู้บริจาคเกล็ดเลือดแต่ละราย 

ที่นำ�ไปใช้คัดเลือกหรือค้นหาเกล็ดเลือดที่เหมาะสมให้แก่ผู้

ป่วย อันจะมีผลทำ�ให้การรักษาผู้ป่วยมีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น

ต่อไป
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