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การตรวจวัดปริมาณซีตาโกลบินในเม็ดเลือดแดงดวยเทคนิคโฟลไซโตเมทรี

บทคัดยอ
  สายซีตาโกลบินเปนโปรตีนที่มีการสรางข้ึนต้ังแตระยะ 2 เดือนแรกของการต้ังครรภจนถึงประมาณ 3 เดือนหลังคลอด 
ผูใหญปกติมกัตรวจไมพบซตีาโกลบนิในเมด็เลอืดแดงหากใชเทคนคิท่ีมคีวามไวไมเพยีงพอ แตพบไดมากขึน้ในผูทีเ่ปนอัฟาธาลสั

ซีเมยี  การศึกษาคร้ังน้ีไดนาํเทคนิคโฟลไซโตเมทรีมาประยกุตใชในการตรวจวัดปริมาณซีตาโกลบินในเมด็เลอืดแดง โดยใชโมโน

โคลนอลแอนติบอดีจําเพาะตอซีตาโกลบินและคอนจูเกตกับสารเรืองแสง R-Phycoerythrin  ทําการศึกษาในเม็ดเลือดแดง

ของ คนปกติ พาหะอัลฟาธาลัสซีเมียและผูปวยโรคอัลฟาธาลัสซีเมีย ตรวจพบปริมาณซีตาโกลบินในคนปกติ 3 ราย มีคารอย

ละ 1.0 + 0.7  พาหะอัลฟาธาลัสซีเมีย 1 (SEA deletion)  6 รายมีคารอยละ 9.0 + 2.0  พาหะอัลฟาธาลัสซีเมีย 1 ที่มีฮี

โมโกลบินอีรวม 4 รายมีคารอยละ 9.0 + 6.4  ผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช 2 รายมีคารอยละ 14.3 และ 13.9  และในทารก

ที่เปนโรค Hb Bart’s hydrops fetalis  1 รายมีคารอยละ 68.0 ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาสามารถใชเทคนิคโฟลไซโตเมท

รีในการตรวจวัดปริมาณซีตาโกลบินที่มีอยูในเม็ดเลือดแดงไดและปริมาณท่ีวัดไดมีความสัมพันธกับชนิดของความผิดปกติของ

ยีนอัลฟาโกลบินดวย จึงอาจพัฒนาตอไปสําหรับการคัดกรองหรือวินิจฉัยอัลฟาธาลัสซีเมียได

คําสําคัญ: อัลฟาธาลัสซีเมีย, สายซีตาโกลบิน, โฟลไซโตเมทรี
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Flow cytometric determination of zeta globin chian in red blood cells  

Abstract
  ζ-globin chain is a globin protein synthsized during the first 2 months of gestation to about 3 months 
after birth. Without appropriate technique, no ζ-globin chain could be detected in normal adult but the level is 
increased in individual with α-thalassemia.  In this study, a technique of flow cytometry has been applied to 

determination of ζ-globin chain in red blood cells. The ζ-globin chain in red blood cells was detected using 

MoAb - ζ globin – RPE. Study was done on normal individuals,  α-thalassemia 1 carriers (SEA deletion) and 

α-thalassemia diseases. The levels of ζ-globin chain were found to be 1.0 + 0.7 % in 3 normal individuals, 

9.0 + 2.0 % in 6  α-thalassemia 1 carriers and 9.2 + 6.4 % in 4 double heterozygotes for  α-thalassemia 1 

with Hb E. The levels of 14.3 % and 13.9 % were detected in two patients with Hb H disease whereas a fetus 

with Hb Bart’s hydrops fetalis had ζ-globin chain of as high as 68.0 %. This data indicates that flow cytometric 

assay could be used to demonstrate ζ-globin chain in red blood cells and the amounts detected are correlated 

with number of  α-globin defect. With further development, the technique might be useful for screening and 

diagnosis of α-thalassemia in a prevention and control program.      
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บทนํา
  อัลฟาธาลัสซีเมียเกิดจากความผิดปกติยีนในการ
สังเคราะหสายอัลฟาโกลบิน แบงออกเปน  α-thalassemia 
1 (α0-thalassemia) และ α-thalassemia 2 (α+-tha-
lassemia) พบอุบัติการณสูงแตกตางกันในแตละภูมิภาค  
ชนิดท่ีมีความสําคัญ คือ α-thalassemia 1 ซ่ึงเปนสาเหตุ
ของการเกิดโรค Hb Bart’s hydrops fetalis ทําใหทารกเสีย
ชีวิตขณะคลอดเนื่ องจากภาวะน้ีทําใหมีการขาดหายไปของ
ยีนอัลฟาโกลบินทั้ง 4 ยีน(1) ในคนไทยตรวจความผิดปกติ
ได 2 ชนิด คือ ชนิด SEA deletion ที่พบไดบอยและชนิด 
THAI deletion ที่พบไดนอยกวา ผู ใหญที่เปนพาหะ α-
thalassemia 1 ชนิด SEA deletion มกีารแสดงออกของสาย
ซีตาโกลบินปริมาณนอยในเม็ดเลือดแดง (2) สายซีตาโกลบิน
เปนสวนประกอบสําคัญของ Hb Gower I (ζ

2
ε
2
) และ 

Hb Portland I (ζ
2
γ
2
)  ในผู ใหญปกติ มักตรวจไมพบแม

จะใชการตรวจท่ีมีความไวสูง เชน immunoassay (3-5) แตใน

ผูที่เปนพาหะ α-thalassemia 1 ชนิด SEA deletion อาจ

ตรวจพบไดในเลือด สวนผูที่เปนพาหะ α-thalassemia 2 ที่

มกีารขาดหายไปของยีนอัลฟาโกลบนิเพยีงยนีเดยีวและพาหะ  

-thalassemia 1 ชนิด FIL deletion และ MED deletion 

จะตรวจไมพบ(5)

  การตรวจวัดปริมาณซีตาโกลบินทําไดหลายวิธี เชน  

radioimmunoassay (RIA), Triton X-100/urea/poly-

acrylamide gel electrophoresis, slot blot immunobind-

ing assay (SBIA), immunocytochemical techniques, 

reverse-phase high performance liquid chromatography 
(RP-HPLC), ELISA และ flow cytometry (6-12)  การศึกษา
ครั้งน้ีไดนําเทคนิคโฟลไซโตเมทรีมาประยุกตใช ในการตรวจ
วัดปริมาณซีตาโกลบินในเม็ดเลือดแดง โดยใช โมโนโคนอล

แอนติบอดีทีจํ่าเพาะตอซีตาโกลบินและคอนจูเกตกับสารเรอืง

แสง R-Phycoerythrin (MoAb - ζ globin chain - RPE) 
ศึกษาเปรียบเทียบในตัวอยางเลือดคนปกติ ผูที่เปนพาหะ
อัลฟาธาลัสซีเมียและผูที่เปนโรคอัลฟาธาลัสซีเมีย

วิธีการศึกษา
  1. ตัวอยางเลือดและการตรวจทางโลหิตวิทยา

  ตัวอยางเลือดใหมจํานวน 16 ราย ไดเจาะเก็บจาก
ผู้ที่เข้ามารับการตรวจยืนยันฮีโมโกลบินและดีเอ็นเอเพื่อ
วินิจฉัยธาลัสซีเมีย ที่หนวยบริการธาลัสซีเมีย ศูนยวิจัยและ

พัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการทางการแพทย 
(ศวป.) คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน 
ตัวอยางทุกรายไดรับการตรวจวิเคราะหเม็ดเลือดแดงโดยใช
เครื่ อง URIT-2900 (13) และวิเคราะหชนิดฮีโมโกลบินดวย
วิธี automated capillary electrophoresis (Capillaris 2: 
Sebia, France) (14)  การศึกษาคร้ังน้ีไดผานความเห็นชอบ
จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัย
ขอนแกน (HE542233)
  2. การเตรียมส่ิงสงตรวจ
  ตัวอย่างท้ังหมดได้รับการตรวจวิเคราะห์เพื่อหา
ปริมาณซีตาโกลบินที่มีในเม็ดเลือดแดงโดยเทคนิคโฟลไซโต
เมทรี ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Mundee และคณะ (15) ใชเลือด 
20 ไมโครลิตร (ปรับให ได 45-50 % ฮีมาโตคริต) ใน 0.05 
% glutaraldehyde ใน phosphate buffer saline  ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร (สวนผสม 1) ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที ดูด

สวนผสม 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรเติมใน 0.1% Triton 

X-100 ใน 0.1% BSA-PBS (สวนผสม 2) ทิ้งไวที่อุณหภูมิ

หอง 5 นาที จากน้ันดูดสวนผสม 2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

เติมลงในโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอซีตาโกลบิน

และคอนจูเกตกับสารเรืองแสง R-Phycoerythrin (MoAb 

- ζ globin chain – RPE) 5 ไมโครลิตร เติม 0.1% BSA-

PBS ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ทิ้งไว ในที่มืด 15 นาที จากน้ัน

เตมิ 1% formaldehyde ใน 0.1% BSA-PBS ปรมิาตร 500 

ไมโครลติรจะไดสวนผสมทีส่ามารถนาํไปตรวจวัดปรมิาณซีตา
โกลบินในเม็ดเลือดแดงโดยวิธีโฟลไซโตเมทรี

  3. โฟลไซโตเมทรี

  ใชเครื่ อง Coulter Epics XL-MCL (Backman 
Coulter, Miami, FL, U.S.A.) อัตราความเร็วในการเคลื่ อนท่ี
ของเซลล์สูงและหยุดนับอัตโนมัติเมื่อเม็ดเลือดแดงครบ 
10,000 เซลล ใช FSS และ log SSC ในการตีกรอบเลือก
กลุมเซลลเม็ดเลือดแดง

ผลการศึกษา
  ตัวอยางท้ังหมดท้ังหมดท่ีศึกษาจํานวน 16 ราย 

ประกอบดวย คนปกติ 3 ราย, พาหะ α-thalassemia 1 
จํานวน 6 ราย, พาหะ α-thalassemia 1 ทีม่ฮีีโมโกลบนิอีรวม 

4 ราย, ผูปวยโรคฮีโมโกลบินเอช 2 ราย และโรค Hb Bart’s 
hydrops fetalis 1 ราย มีขอมูลทางโลหิตวิทยาดังแสดงใน 
ตารางที ่1 ทกุรายถกูนาํไปวิเคราะหปรมิาณซีตาโกลบนิในเมด็
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เลอืดแดงโดยใชเทคนคิโฟลไซโตเมทรดัีงแสดงตัวอยางในรูป
ที่ 1 ผลการศึกษาพบวา คนปกติมีคา Hb 15.5 + 0.4 g/dl, 
MCV 90.2 + 3.8 fl และ MCH 28.4 + 0.7 pg มีปริมาณ
ซีตาโกลบินรอยละ 1.0 + 0.7  ผูทีเ่ปนพาหะ α-thalassemia 
1 (SEA deletion) พบลกัษณะ hypochromic microcytosis 
ชัดเจนโดยมี Hb 11.9 + 1.6 g/dl, MCV 67.6 + 1.6 fl 
และ MCH 21.5 + 1.1 pg ตรวจพบปริมาณซีตาโกลบินรอ
ยละ 9.0   2.0 ซ่ึงเปนปรมิาณท่ีใกลเคยีงกับทีต่รวจพบในผูที่
เปนพาหะ double heterozygote α-thalassemia 1 / Hb E  
คือรอยละ 9.2  + 6.4  ผูที่เปนโรคฮีโมโกลบินเอช 2 รายซ่ึง
มีจีโนไทปเปน ( --SEA/αCSα) และ (-- SEA/-α4.2) อยางละ 

1 ราย ตรวจพบปริมาณซีตาโกลบินรอยละ 14.3 และ 13.9 
ตามลําดับ สวนผูที่เปนโรค Hb Bart’s hydrops fetalis 1 
ราย ตรวจพบมีปริมาณซีตาโกลบินรอยละ 68.0 ตัวอยางการ
ตรวจและผลการวิเคราะหแสดงไวใน รูปที่ 2 ซ่ึงแสดงฮีสโต
แกรมการตรวจหาปริมาณซีตาโกลบินในเมด็เลอืดแดงโดยใช 
MoAb - ζ globin chain – RPE ดวยเทคนิคโฟลไซโตเมท
รีของตัวอยาง 4 ราย ประกอบดวย พาหะ α-thalassemia 
1 (รอยละ 9.72), โรค Hb Bart’s hydrops fetalis (รอย
ละ 68.0), โรคฮีโมโกลบินเอช (รอยละ 14.3) และคนปกติ 
(รอยละ 0.28)   

ตารางที่ 1 ขอมูลทางโลหิตวิทยาและปริมาณซีตาโกลบินในเม็ดเลือดแดงของผูที่มีจีโนไทปตางๆท่ีตรวจวัดดวยเทคนิคโฟล
ไซโตเมทรีในการศึกษาคร้ังน้ี แสดงเปนขอมูลดิบหรือ mean + SD

1 2 3 4 5

number 3 6 4 2 1

α-genotype αα/αα --SEA / αα --SEA / αα --SEA / αCS α,

--SEA / -α4.2

-- / --

Rbc (x1012/l) 5.4 ± 0.1 5.5 ± 0.6 5.8 ± 1.0 4.6, 5.2 2.5

Hb (g/dl) 15.5 ± 0.4 11.9 ± 1.6 12.8 ± 2.7 8.6, 9.7 6.3

Hct (%) 48.9 ± 1.8 37.3 ± 4.3 38.4 ± 5.2 32.7, 29.9 28.3

MCV (fl) 90.2 ± 3.8 67.6 ± 1.6 66.6 ± 4.6 71.0, 57.3 111.8

MCH (pg) 28.4 ± 0.7 21.5 ± 1.1 21.9 ± 1.2 18.6, 18.5 24.8

MCHC (g/dl) 31.6 ± 1.8 31.9 ± 1.6 33.2 ± 2.7 26.2, 32.4 22.2

RDW (%) 14.8 ± 0.4 17.1 ± 0.6 15.9 ± 1.5 19.8, 15.0 24.7

Hb type A
2
A A

2
A EA CSA

2
ABH,A

2
ABH Embryonic Hb Bart’s

HbA
2 
/ E

 
 (%) 2.6 2.4 ± 0.6 19.6 ± 1.1 1.3, 1.7 Hb Bart’s = 90.4

Hb F (%) - - 0.7 ± 0.3 - -

ζ - globin chain (%) 1.0 ± 0.7 9.0 ± 2.0 9.2 ± 6.4 14.3, 13.9 68.0
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รูปที่ 1  แสดงฮีสโตแกรมของซีตาโกลบินโดยวิธโีฟลไซโตเมทร ี A: dot density plot histogram แสดงการตีกรอบเลอืกกลุม
เม็ดเลือดแดงดวย FSC และ Log SSC  B,C:  dot density plot and single channel histogram ในตัวอยางท่ี
เปนพาหะ α-thalassemia 1 (มี  ζ-globin รอยละ 4.7)

รูปที่ 2 แสดงตัวอยางฮีสโตแกรมของซตีาโกลบนิในเมด็เลอืดแดงโดยใช MoAb - M globin chain – RPE และเทคนคิโฟล
ไซโตเมทรีของตัวอยาง 4 ราย ประกอบดวย A: พาหะ α-thalassemia 1 (รอยละ 9.72), B: โรค Hb Bart’s hy-

drops fetalis (รอยละ 68.0), C: Hb H disease ( --SEA/αCSα) (รอยละ 14.3)  และ D: คนปกติ (รอยละ 0.28)  

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
  Embryonic Hb ที่พบในระยะ embryo คือ Hb 
Gower I (ζ

2
ε

2
), Hb Gower II (α

2
ε

2
) และ Hb Portland 

(ζ
2
γ

2
) ซ่ึงมสีายซีตาโกลบินเปนสวนประกอบใน Hb Gower 

I (ζ
2
ε

2
) และ Hb Portland I (ζ

2
γ

2
)  สายซีตาโกลบินที่

สามารถพบได ในกระแสเลือดปริมาณนอยน้ีจะพบไดจนถึง

อายุไดประมาณสามเดอืนภายหลังจากคลอด ยกเวนในรายที่
เปนโรค Hb Bart’s hydrops fetalis ซ่ึงเกิดจากการขาดหาย

ไปของ ζ globin gene ทัง้ 4 gene ทาํใหมกีารแสดงออกของ   

globin gene เพิม่ขึน้ อีกท้ังพบวาในพาหะ α-thalassemia 1 

สามารถตรวจพบวายังมีการแสดงออกของ ζ gene อยู  จึง
ทาํใหตรวจวัดซีตาโกลบินในเมด็เลอืดแดงเปนปริมาณไดโดย
เทคนิคตางๆ ที่มีความไวเพียงพอ

  ในปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคนิคโฟลไซโตเมทรีเพื่ อ
ตรวจวัดปรมิาณซีตาโกลบินในเมด็เลอืดแดงซ่ึงการทํางานของ

โฟลไซโตมเิตอรจะอาศัยการวดัเซลลทีก่าํลังไหลอยู ซ่ึงจะวดั
ปรมิาณของสารเรืองแสงท่ีเปลงบนผิวเซลล หรอืภายในเซลล
ขณะที่ไหลผานทางกรวยของเครื่ อง เปนเซลลเดี่ยว ๆ ใน
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อัตราความเร็ว 500-1000 เซลล/วินาที เมื่ อเซลลไหลผาน
ลําแสงเลเซอร แสงที่กระทบเซลลจะเกิดการหักเหแสงเปน 
2 ทิศทาง ในตัวเครื่ องจะมี detector มารับการหักเหของแสง 
ซ่ึงจะวัดคาการหักเหของแสงเปนมุมแคบทางดานหนาทําให
สามารถบอกขนาดเซลลไดและวดัคาการหักเหของแสงทีอ่อก
จากเซลลจะทําใหสามารถวัดสวนประกอบภายในเซลล ได 
จากน้ันเครื่ องก็จะเปลี่ยนสัญญาณแสงใหเปนสัญญาณไฟฟา  
และสงขอมูลไปยังเครื่ องคอมพิวเตอรเพื่ อประมวลผลออก
มา เนื่ องจากฮีโมโกลบนิหรอืสายโกลบินอยูภายในไซโตพลาส
ซึมและโมโนโคลนอลแอนติบอดีไมสามารถผานเยื่ อหุมเซลล
ของเม็ดเลอืดแดงได ดังน้ันกอนการยอมจึงจําเปนตองทําการ
ตรึงเซลลและทําใหเซลลเปนรู เพื่ อใหเซลลเม็ดเลือดแดงท่ี
จะทําการตรวจวัดมีรูปรางท่ีคงตัวและเพื่ อให โมโนโคลนอล
แอนติบอดีสามารถผานเยื่ อหุมเซลลของเมด็เลอืดแดงเขาไป
จับกับฮีโมโกลบินหรือสายโกลบินที่มีอยูภายในเซลลได การ

ศึกษาคร้ังน้ีใช 0.05 % glutaraldehyde ใน PBS เพื่ อตรึง

เซลลและใช 0.1% Triton X-100 ใน 0.1% BSA-PBS 

เพื่ อทําใหเซลลเปนรู 

  การประยกุตใชโฟลไซโตเมทรซ่ึีงเปนเทคนคิท่ีมคีวาม

ไวสูงในการตรวจวัดปริมาณซีตาโกลบินโดยใช โมโนโคนอล

แอนติบอดีที่จําเพาะตอซีตาโกลบินและคอนจูเกตกับสาร

เรืองแสง R-Phycoerythrin ที่ใช ในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา

สามารถตรวจวดัปรมิาณซีตาโกลบินไดอยางชัดเจนในตัวอยาง

ทีม่คีวามผิดปกติของการสรางสายอัลฟาโกลบนิ ไดแก พาหะ 

α-thalassemia 1, Hb H disease และ Hb Bart’s hydrops 
fetalis สวนปริมาณซีตาโกลบินที่ตรวจวัดได ในคนปกติที่มี
คาในระดับรอยละ 1.0 + 0.7 นั้น สะทอนใหเห็นถึงความ
ไวของวิธีโฟลไซโตเมทรีที่สามารถตรวจวัดปริมาณซีตาโก

ลบินในปริมาณนอยได  เมื่ อพิจารณาจากขอมูลที่ได พบวา

ปริมาณซีตาโกลบินที่ตรวจวัดไดแปรผันตามความรุนแรงของ
ความผิดปกติและการเกิดโรคอัลฟาธาลัสซีเมีย กลาวคือพบ
ซีตาโกลบินใน Hb Bart’s hydrops fetalis Hb H disease    
พาหะ α-thalassemia 1 ซ่ึงสัมพันธกับจํานวนอัลฟาโกลบิน

ยีนท่ีขาดหายไป  ดังน้ันเชื่ อวาหากไดรับการพัฒนาตอไป เท

คนิคโฟลไซโตเมทรีนี้ จะสามารถพัฒนาไปสูเทคนิคการตรวจ
คัดกรองและชวยวินจิฉัยโรคอัลฟาธาลสัซีเมยีได (16,17) ดังเชน
ทีไ่ดมกีารพฒันาเปนชุดตรวจข้ึนแลวดวยเทคนิค ELISA และ 
immunochromatographic assay ในประเทศจีน (18,19)
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