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Abstract

Research problems: Serology method is the most commonly used for Duffy blood group phenotyping. This  

method is simple, convenient and inexpensive. However, mutation of FYx gene at position C265T can cause a weak 

expression of Fyb antigen and may not be detected by anti-Fyb which lead to false negative by serology testing.  

The objective of this study is to detect FY*A, FY*B and FY*X genotypes in Duffy blood group system by polymerase 

chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP).

Materials and methods: Ninety seven samples were tused for phenotyping of Fya and Fyb by serology method and 

the DNA was extracted for detect FY*A and FY*B genotype by PCR-SSP.
 

Results:  Phenotyping of 97 samples showed that 78 samples (80.41%) were Fy(a+b-) and 19 samples (19.59%) 

were Fy(a+b). Seventy-eight DNA samples of Fy(a+b-) were then detected for FY*X genotype at position C265T by 

PCR-SSP. The results showed no C265T mutation in all tested samples. The comparison results between serology 

and PCR-SSP methods were concordant.
 

Conclusions: PCR-SSP can be as alternative method to detect FY*A, FY*B and FY*X genotype in Duffy blood 

group system for selecting suitable blood to the patient who has anti-Fya and/or anti-Fyb in order to prevent adverse 

effects of transfusion reaction and investigate for the cause of hemolytic disease of the newborn.  
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บทคดัย่อ

ท่ีมาของปัญหาวิจยั: การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ในหมูเ่ลอืดระบบ Duffy นิยมใชว้ธิทีางซโีรโลย ี ขอ้ด ี คอื 

งา่ย สะดวก และประหยดั แต่หากจโีนทยัป์เป็น FY*X ซึง่เกดิจากกการกลายพนัธุข์องยนี Duffy ทีต่�าแหน่ง C265T ท�าใหม้ี

การแสดงออกอยา่งอ่อนของแอนตเิจน Fyb อาจตรวจไมพ่บโดยการใช ้ anti-Fyb การตรวจทางซโีรโลยอีาจพบความแรงของ

ปฏกิริยิาต�่าท�าใหอ้า่นเป็นผลลบได ้ งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พือ่ตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X ในหมูเ่ลอืด

ระบบ Duffy ดว้ยวธิ ีpolymerase chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP)
 

วสัดุและวิธีการ: น�าตวัอย่างเลอืด จ�านวน 97 ราย มาตรวจหาฟีโนทยัป์ของแอนตเิจน Fya และ Fyb ด้วยวธิซีโีรโลย ี 

ตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X ในหมู่เลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ีpolymerase chain reaction-sequence  

specific primer (PCR-SSP)
 

ผลการศึกษา: พบ Fy(a+b-) จ�านวน 78 ราย (80.41%) และ Fy(a+b+) จ�านวน 19 ราย (19.59%) สกดั DNA จาก 

ตวัอยา่งเลอืด เพือ่น�าไปตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A และ FY*B ดว้ยวธิ ีPCR-SSP พบวา่การตรวจหาฟีโนทยัป์ของแอนตเิจน 

Fya และ Fyb ดว้ยวธิซีโีรโลยใีหผ้ลสอดคลอ้งกบัการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A และ FY*B น�า DNA ทีม่ฟีีโนทยัป์ Fy(a+b-) 

มาตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X ไมพ่บการกลายพนัธุข์องจโีนทยัป์ทีต่�าแหน่งน้ี 

สรปุผลการศึกษา: ดงันัน้วธิ ีPCR-SSP สามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X  

ในหมูเ่ลอืดระบบ Duffy และมปีระโยชน์ในการชว่ยเลอืกเลอืดทีเ่หมาะสมใหก้บัผูป้ว่ยทีม่ ี anti-Fya และ/หรอื anti-Fyb เพือ่

ป้องกนัการเกดิปฏกิริยิาไมพ่งึประสงคห์ลงัจากไดร้บัเลอืด และชว่ยหาสาเหตุของภาวะเมด็เลอืดแดงแตกในเดก็แรกคลอดได้
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2558; 48(2): 136-143

ค�ารหสั: จโีนทยัป์, FY*A, FY*B, FY*X, Duffy, PCR-SSP

 

บทน�า

 แอนตเิจน Fya และ Fyb ของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy มี

การถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ co-dominant สามารถ ตรวจ

พบ phenotypes ได ้4 แบบ คอื Fy(a-b+), Fy(a+b-), Fy(a-b-) 

และ Fy(a+b+) ความถี่ของ phenotype ในหมู่เลือดระบบ  

Duffy แตกต่างกนัไปในประชากรแต่ละประเทศ ในประชากรไทย 

พบ Fy(a+b-) มากทีส่ดุ รองลงมาพบ Fy(a+b+) สว่น Fy(a-b+) 

พบน้อย และ Fy(a-b-) พบน้อยมาก1-6  

 แอนตเิจนของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy เป็น glycoprotein 

และท�าหน้าที่เป็นตวัรบั (receptor) ของเชื้อมาลาเรยี ชนิด  

Plasmodium vivax และ Plasmodium knowlesi โดยแอนตเิจน 

Duffy ท�าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัโปรตนีทีย่ดึเกาะบนผวิเซลลข์องเชือ้

ในระยะทีอ่ยูใ่นเมด็เลอืดแดง คอื ระยะ merozoite โปรตนีทีใ่ช้

ในการยดึเกาะเรยีกว่า merozoite ligand บรเิวณส่วนปลาย 

ของเชือ้ เรยีกวา่ apical end ประกอบดว้ยสว่นทีส่�าคญั 2 สว่น  

คอื microneme และ rhoptry ทีม่คีวามจ�าเพาะต่อการเขา้จบักบั 

glycoprotein ชนิดต่างๆ7 ดงันัน้คนที่ม ี phenotype เป็น 

Fy(a-b-) ซึง่ไมม่แีอนตเิจน  Duffy  จงึไมพ่บการตดิเชือ้ ประชากร 

ในแอฟรกิาตะวนัตกสว่นใหญ่เป็น Fy(a-b-)8-10 หากน�าเมด็เลอืดแดงทีม่ ี

แอนติเจนของหมู่เลือด Duffy ไป treat ด้วย proteolytic  

enzyme พบว่า receptor ของ Fya และ Fyb จะถูกก�าจดั

ออกไปท�าใหไ้มส่ามารถท�าปฏกิริยิากบัแอนตบิอดไีด้1, 2

 ยีนที่ก� าหนดการสร้างแอนติเจนของหมู่ เลือด

ระบบ Duffy ม ี 4 alleles อยูบ่น exon ที ่ 2 ของโครโมโซม 

ที ่1 (1q22-q23) ยนี FY*A และ FY*B มนิีวคลโิอไทดแ์ตกต่างกนั 

ที่ต�าแหน่ง 125G>A และมีกรดอะมิโนแตกต่างกัน คือ 

Gly42Asp โดย FY*A ก�าหนดการสร้างแอนติเจน Fya 

(Fy(a+)) และ FY*B ก�าหนดการสรา้งแอนตเิจน Fyb (Fy(b+)) 

ส�าหรบั FY*FY มนิีวคลโิอไทดแ์ตกต่างกนัทีต่�าแหน่ง -33T>C 

ที ่GATA-1 binding motif ของ FY*A และ FY*B ผูม้ยีนีแบบ 

FY*FY ไมส่ามารถสรา้งแอนตเิจน Fya และ Fyb (Fy(a-b-)) 

สว่น FYx มกีารเปลีย่นแปลงนิวคลโิอไทดท์ีต่�าแหน่ง 265C>T 

และมกีารเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินเป็น Arg89Cys ยนี FYx 

สรา้งแอนตเิจน Fyb ไดป้รมิาณน้อย เมื่อน�าเลอืดของคนทีม่ ี

จีโนทยัป์เป็น FYx มาท�าปฏิกิรยิากบั Anti-Fyb จะไม่พบ

ปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง1-2,11-12

 แอนติบอดีของหมู่เลือดระบบ Duffy เป็นชนิด  

immune type (IgG) สามารถท�าปฏกิริยิาไดท้ีอุ่ณหภมู ิ37 oC
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จากการถูกกระตุน้โดยเมด็เลอืดแดงจากการรบัเลอืดหรอืเคย

ตัง้ครรภ ์แมว้า่แอนตบิอดใีนระบบน้ีไมต่รงีคอมพลเีมนต ์แต่มี

ความส�าคญัทางคลนิิก เพราะสง่ผลใหเ้มด็เลอืดแดงถูกท�าลาย 

และมอีายสุ ัน้กวา่ปกตหิลงัจากไดร้บัเลอืด (hemolytic transfusion 

reaction, HTR) และ/หรอืเกดิภาวะเมด็เลอืดแดงแตกในเดก็

แรกคลอดได ้(hemolytic disease of the newborn, HDN) ดงันัน้ 

หากพบแอนตบิอดใีนซรีมัของผูป้ว่ยจ�าเป็นตอ้งน�าเลอืดทีไ่มม่ี

แอนตเิจนทีต่รงกบัแอนตบิอดทีีพ่บไปใหแ้ก่ผูป้ว่ย1-2 

 การตรวจหา Fya และ Fyb แอนตเิจน ใชว้ธิทีางซโีรโลย ี

โดยน�าเมด็เลอืดแดงมาท�าปฏกิิรยิากบัแอนติบอดทีี่จ�าเพาะ 

และอา่นผลปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง วธิน้ีีมขีอ้ด ี 

คอื เป็นวธิทีีง่า่ย สะดวก รวดเรว็ และเสยีคา่ใชจ้า่ยในการตรวจน้อย 

แต่มีข้อจ�ากัดคือ  แอนติบอดีที่ ใช้ต้องมีความจ�า เพาะ  

ความแรง และความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

จึงสามารถเหน็การจบักลุ่มของเมด็เลอืดแดงอย่างชดัเจนได้

ด้วยตาเปล่า ดงันัน้หากแอนติเจนของหมู่เลือดบนผิวของ 

เมด็เลอืดแดงมปีรมิาณน้อย อาจท�าใหต้รวจไม่พบปฏกิริยิา 

การจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงและเกิดความผิดพลาดใน 

การอ่านและแปลผลได้13 ปจัจุบนัมกีารศกึษาล�าดบัเบสของ 

ยนีหมูเ่ลอืดระบบ  Duffy1-2,14  และมกีารน�าเทคนิคทางอณูพนัธศุาสตร ์

มาตรวจหายนีของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ี polymerase  

chain reaction (PCR) ซึง่เป็นวธิทีีไ่ดร้บัความนิยมอยา่ง 

แพรห่ลาย15-19 และสามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหายนี 

ของหมู่เลอืดระบบ Duffy10-25 เพื่อช่วยแก้ปญัหาในกรณีทีม่ ี

แอนติเจนปริมาณน้อยและไม่สามารถตรวจพบโดยวิธีทาง 

ซโีรโลยไีด ้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูท้ีม่จีโีนทยัป์ FYx ซึง่มกีาร

สรา้งแอนตเิจน Fyb ไดป้รมิาณน้อย เมือ่ปฏกิริยิากบั anti-Fyb  

อาจเกดิการผดิพลาดในการอา่นและแปลผลได้26-29 การศกึษาน้ี 

มวีตัถุประสงคเ์พื่อตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ 

FY*X ในหมู่เลอืดระบบ Duffy โดยวธิ ี polymerase chain  

reaction-sequence specific primers (PCR-SSP)

1. ตวัอย่างเลือด

         เกบ็ตวัอยา่งเลอืด ปรมิาตร 2.5 mL โดยใช ้EDTA 

เป็นสารกนัเลอืดแขง็จ�านวน 97 ราย จากนักศกึษาสาขาวชิา

เทคนิคการแพทย์ ชัน้ปีที่ 3 และ 4 คณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ระหวา่งเดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2555 ถงึ 

เดอืนกุมภาพนัธ ์พ.ศ. 2556 งานวจิยัน้ีไดผ้า่นการพจิารณาจาก 

คณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนุษยข์องคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ตามเอกสารเลขที ่078E/55

วสัดแุละวิธีการ

2. การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb โดยใช้วิธีซีโรโลยี

 เตรยีมตวัอยา่งเลอืดเป็น 5% red cell suspension 

หยด anti-Fya และ anti-Fyb (Bio-Rad, Dreieich, Germany) 

อยา่งละ 1 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง ขนาด 12x75 mm 

จากนัน้หยด 5% red cell suspension ของตวัอยา่งเลอืดลงใน

หลอด anti-Fya และ anti-Fyb หลอดละ 1 หยด เขยา่สว่นผสมของ

เซลลแ์ละซรีมัใหเ้ขา้กนัด ี ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 5 นาท ี

ปั่นอ่านผลและบนัทกึผล จากนัน้น�าไปอุ่นที่อุณหภูม ิ37 oC 

นาน 30 นาท ี ปั่นอา่นผลและบนัทกึผล ปั่นลา้งดว้ยน�้าเกลอื  

0.85 % จ�านวน 3 ครัง้ๆ ละ 45 วนิาท ีที ่3,500 rpm เทน�้าเกลอื 

ออกให้หมดแล้วเติมน�้ายา anti-human globulins 1 หยด  

(National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Thailand) 

ปัน่อา่นผลทนัท ีหากไมม่ปีฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง 

ใหย้นืยนัผลโดยดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ และบนัทกึผล หลอด

ทีอ่า่นผลปฏกิริยิาเป็นผลลบใหเ้ตมิ IgG-sensitized red cells 

1 หยด ผสมให้เข้ากนั แล้วน�าไปปั่นอ่านผลและบนัทึกผล

ปฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง

3. การสกดั DNA จากตวัอย่างเลือด  

 น�าตวัอยา่งเลอืดไปป ัน่ที ่3,500 rpm นาน 5 นาท ีใช ้

transfer pipette ขนาด 1 mL ดูดเก็บส่วน buffy coat ใส่ใน 

หลอดทดลองขนาด 12×75 mm เตมิ  RBC-lysing reagent 

จ�านวน 3 mL ผสมใหเ้ขา้กนันาน 3 นาท ีแลว้ปั่น 3,500 rpm 

นาน 5 นาท ีเทสว่นใสทิง้จากนัน้ผสมโดยใช ้vortex mixer เพือ่

ให ้pellet กระจาย ท�าซ�้า อกี 2 ครัง้ จากนัน้เตมิ RBC-lysing 

reagent  จ�านวน 1 mL ผสมให้ pe l le t  กระจายแล้ว 

ดดูใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL น�าไปป ัน่ที ่5,000 rpm 

นาน 2 นาที จะได้ pellet ที่มขีนาดประมาณ 25 µL เติม  

proteinase K 12 µL, ddH
2
O 300 µL, 10% SDS 105 µL, 

เตมิ 7.5 M guanidine HCl 105 µL ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั 

แลว้อุน่ใน dry block heater ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 10 นาท ี

ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนัอย่าท�าใหเ้กดิฟอง น�าไปอุ่นอกีครัง้

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 5 นาท ี น�าไปป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 

10 นาท ีดดูสว่นน�้าใสจ�านวน 500  µL ใสห่ลอดทดลองขนาด 

12×75 mm เตมิ absolute ethanol จ�านวน 1 mL ดดูสว่นของ  

DNA มาใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mLจ�านวน 800 µL 

น�าไปป ัน่ที ่10,000 rpm นาน 5 นาท ีเทสว่นน�้าใสทิง้ เตมิ 80% 

ethanol จ�านวน 500 µL ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้ vortex mixer  

ตัง้ทิง้ไว ้ 1 นาท ี ป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 5 นาท ี เทสว่นใส 

ทิ้ง จากนัน้เปิดฝา microcentrifuge tube แล้วน�าไปอุ่นที ่

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 1 นาท ี ละลาย DNA ดว้ย ddH
2
O 

จ�านวน 100 µL incubate ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 5 นาท ีผสม 

ใหเ้ขา้กนัแลว้น�า DNA ไปตรวจสอบคณุภาพ ดว้ย 1% agarose 

gel electrophoresis สุดทา้ยวดัและค�านวณความเขม้ขน้และ

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558138     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



จากการถูกกระตุน้โดยเมด็เลอืดแดงจากการรบัเลอืดหรอืเคย

ตัง้ครรภ ์แมว้า่แอนตบิอดใีนระบบน้ีไมต่รงีคอมพลเีมนต ์แต่มี

ความส�าคญัทางคลนิิก เพราะสง่ผลใหเ้มด็เลอืดแดงถูกท�าลาย 

และมอีายสุ ัน้กวา่ปกตหิลงัจากไดร้บัเลอืด (hemolytic transfusion 

reaction, HTR) และ/หรอืเกดิภาวะเมด็เลอืดแดงแตกในเดก็

แรกคลอดได ้(hemolytic disease of the newborn, HDN) ดงันัน้ 

หากพบแอนตบิอดใีนซรีมัของผูป้ว่ยจ�าเป็นตอ้งน�าเลอืดทีไ่มม่ี

แอนตเิจนทีต่รงกบัแอนตบิอดทีีพ่บไปใหแ้ก่ผูป้ว่ย1-2 

 การตรวจหา Fya และ Fyb แอนตเิจน ใชว้ธิทีางซโีรโลย ี

โดยน�าเมด็เลอืดแดงมาท�าปฏกิิรยิากบัแอนติบอดทีี่จ�าเพาะ 

และอา่นผลปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง วธิน้ีีมขีอ้ด ี 

คอื เป็นวธิทีีง่า่ย สะดวก รวดเรว็ และเสยีคา่ใชจ้า่ยในการตรวจน้อย 

แต่มีข้อจ�ากัดคือ  แอนติบอดีที่ ใช้ต้องมีความจ�า เพาะ  

ความแรง และความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

จึงสามารถเหน็การจบักลุ่มของเมด็เลอืดแดงอย่างชดัเจนได้

ด้วยตาเปล่า ดงันัน้หากแอนติเจนของหมู่เลือดบนผิวของ 

เมด็เลอืดแดงมปีรมิาณน้อย อาจท�าใหต้รวจไม่พบปฏกิริยิา 

การจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงและเกิดความผิดพลาดใน 

การอ่านและแปลผลได้13 ปจัจุบนัมกีารศกึษาล�าดบัเบสของ 

ยนีหมูเ่ลอืดระบบ  Duffy1-2,14  และมกีารน�าเทคนิคทางอณูพนัธศุาสตร ์

มาตรวจหายนีของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ี polymerase  

chain reaction (PCR) ซึง่เป็นวธิทีีไ่ดร้บัความนิยมอยา่ง 

แพรห่ลาย15-19 และสามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหายนี 

ของหมู่เลอืดระบบ Duffy10-25 เพื่อช่วยแก้ปญัหาในกรณีทีม่ ี

แอนติเจนปริมาณน้อยและไม่สามารถตรวจพบโดยวิธีทาง 

ซโีรโลยไีด ้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูท้ีม่จีโีนทยัป์ FYx ซึง่มกีาร

สรา้งแอนตเิจน Fyb ไดป้รมิาณน้อย เมือ่ปฏกิริยิากบั anti-Fyb  

อาจเกดิการผดิพลาดในการอา่นและแปลผลได้26-29 การศกึษาน้ี 

มวีตัถุประสงคเ์พื่อตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ 

FY*X ในหมู่เลอืดระบบ Duffy โดยวธิ ี polymerase chain  

reaction-sequence specific primers (PCR-SSP)

1. ตวัอย่างเลือด

         เกบ็ตวัอยา่งเลอืด ปรมิาตร 2.5 mL โดยใช ้EDTA 

เป็นสารกนัเลอืดแขง็จ�านวน 97 ราย จากนักศกึษาสาขาวชิา

เทคนิคการแพทย์ ชัน้ปีที่ 3 และ 4 คณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ระหวา่งเดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2555 ถงึ 

เดอืนกุมภาพนัธ ์พ.ศ. 2556 งานวจิยัน้ีไดผ้า่นการพจิารณาจาก 

คณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนุษยข์องคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ตามเอกสารเลขที ่078E/55

วสัดแุละวิธีการ

2. การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb โดยใช้วิธีซีโรโลยี

 เตรยีมตวัอยา่งเลอืดเป็น 5% red cell suspension 

หยด anti-Fya และ anti-Fyb (Bio-Rad, Dreieich, Germany) 

อยา่งละ 1 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง ขนาด 12x75 mm 

จากนัน้หยด 5% red cell suspension ของตวัอยา่งเลอืดลงใน

หลอด anti-Fya และ anti-Fyb หลอดละ 1 หยด เขยา่สว่นผสมของ

เซลลแ์ละซรีมัใหเ้ขา้กนัด ี ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 5 นาท ี

ปั่นอ่านผลและบนัทกึผล จากนัน้น�าไปอุ่นที่อุณหภูม ิ37 oC 

นาน 30 นาท ี ปั่นอา่นผลและบนัทกึผล ปั่นลา้งดว้ยน�้าเกลอื  

0.85 % จ�านวน 3 ครัง้ๆ ละ 45 วนิาท ีที ่3,500 rpm เทน�้าเกลอื 

ออกให้หมดแล้วเติมน�้ายา anti-human globulins 1 หยด  

(National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Thailand) 

ปัน่อา่นผลทนัท ีหากไมม่ปีฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง 

ใหย้นืยนัผลโดยดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ และบนัทกึผล หลอด

ทีอ่า่นผลปฏกิริยิาเป็นผลลบใหเ้ตมิ IgG-sensitized red cells 

1 หยด ผสมให้เข้ากนั แล้วน�าไปปั่นอ่านผลและบนัทึกผล

ปฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง

3. การสกดั DNA จากตวัอย่างเลือด  

 น�าตวัอยา่งเลอืดไปป ัน่ที ่3,500 rpm นาน 5 นาท ีใช ้

transfer pipette ขนาด 1 mL ดูดเก็บส่วน buffy coat ใส่ใน 

หลอดทดลองขนาด 12×75 mm เตมิ  RBC-lysing reagent 

จ�านวน 3 mL ผสมใหเ้ขา้กนันาน 3 นาท ีแลว้ปั่น 3,500 rpm 

นาน 5 นาท ีเทสว่นใสทิง้จากนัน้ผสมโดยใช ้vortex mixer เพือ่

ให ้pellet กระจาย ท�าซ�้า อกี 2 ครัง้ จากนัน้เตมิ RBC-lysing 

reagent  จ�านวน 1 mL ผสมให้ pe l le t  กระจายแล้ว 

ดดูใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL น�าไปป ัน่ที ่5,000 rpm 

นาน 2 นาที จะได้ pellet ที่มขีนาดประมาณ 25 µL เติม  

proteinase K 12 µL, ddH
2
O 300 µL, 10% SDS 105 µL, 

เตมิ 7.5 M guanidine HCl 105 µL ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั 

แลว้อุน่ใน dry block heater ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 10 นาท ี

ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนัอย่าท�าใหเ้กดิฟอง น�าไปอุ่นอกีครัง้

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 5 นาท ี น�าไปป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 

10 นาท ีดดูสว่นน�้าใสจ�านวน 500  µL ใสห่ลอดทดลองขนาด 

12×75 mm เตมิ absolute ethanol จ�านวน 1 mL ดดูสว่นของ  

DNA มาใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mLจ�านวน 800 µL 

น�าไปป ัน่ที ่10,000 rpm นาน 5 นาท ีเทสว่นน�้าใสทิง้ เตมิ 80% 

ethanol จ�านวน 500 µL ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้ vortex mixer  

ตัง้ทิง้ไว ้ 1 นาท ี ป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 5 นาท ี เทสว่นใส 

ทิ้ง จากนัน้เปิดฝา microcentrifuge tube แล้วน�าไปอุ่นที ่

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 1 นาท ี ละลาย DNA ดว้ย ddH
2
O 

จ�านวน 100 µL incubate ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 5 นาท ีผสม 

ใหเ้ขา้กนัแลว้น�า DNA ไปตรวจสอบคณุภาพ ดว้ย 1% agarose 

gel electrophoresis สุดทา้ยวดัและค�านวณความเขม้ขน้และ

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558138     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

ความบรสิทุธิข์อง DNA โดยเครือ่ง UV spectrophotometer 

เก็บรกัษา DNA ที่ได้เก็บไว้ที่ -20 oC เพื่อรอการทดสอบ 

ขัน้ตอนต่อไป

4. การตรวจหาจีโนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X  ใน

หมู่เลือดระบบ Duffy โดยวิธี PCR-SSP

 น�า DNA จ�านวน 97 ตวัอยา่งมาตรวจหาจโีนทยัป์

ของ FY*A และ FY*B โดยท�า PCR 2 หลอดต่อ DNA 1 ราย 

หลอดที ่ 1 ใชไ้พรเ์มอร ์ FYA-FW และ FYAB-RV ทีจ่�าเพาะ

ต่อจโีนทยัป์ของ FY*A สว่นหลอดที ่ 2 ใชไ้พรเ์มอร ์FYB-FW 

และ FYAB-RV ทีจ่�าเพาะต่อจโีนทยัป์ของ FY*B แต่ละหลอด

ใส ่HGH5580F และ HGH5967R (human growth hormone 

gene) เป็น internal control primers และใช ้FY*A และ FY*B 

เป็น positive control และ negative control ตามล�าดบัควบคู่

ไปดว้ยทกุครัง้ 

 ส�าหรบัการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X น�า DNA 

จ�านวน 78 ราย ทีส่กดัจากตวัยา่งเลอืดทีม่ฟีีโนทยัป์ Fy(a+b+) 

มาท�า PCR 1 หลอดต่อ DNA 1 ราย โดยใชไ้พรเ์มอร ์FYB-FW 

และ FYX-RV จ�าเพาะต่อจีโนทัยป์ของ FY*X โดยใช ้

HGH5580F และ HGH5967R เป็น internal control primers  

โดยม ีFY*X positive control และ negative control ควบคูไ่ปดว้ย 

 เตรยีมส่วนผสมของน�้ายาต่างๆ ในการท�า PCR 

ปรมิาตร 10 µL ประกอบดว้ย DNA template 200 ng, dNTPs 

0.2 mM (Invitrogen,  Brazil), MgCl
2
 1.5 mM (Invitrogen,  

Brazil), 1X buffer (Invitrogen,  Brazil), Taq polymerase 

0.25 U (Invitrogen,  Brazil), ไพรเมอรท์ีจ่�าเพาะต่อยนี FY*A,  

FY*B หรอื FY*X 25 ng  (Bio Basic Inc., Bangkok, Thailand) 

และ ไพรเมอรท์ีจ่�าเพาะต่อยนี human growth hormone 12.5 ng 

(Bio Basic Inc., Bangkok, Thailand) (ตารางที ่ 1) จากนัน้

ผสมใหเ้ขา้กนัและน�าไปใส่ในเครื่อง Thermal cycler (Gene 

Amp PCR System 9600, Roche Diagnostic systems,  

Connecticut, USA)

 สภาวะในการท�า PCR ของการตรวจหาจโีนทยัป์

ของ FY*A และ FY*B ประกอบดว้ย denature ทีอุ่ณหภมู ิ95 oC, 

1 นาท ีจ�านวน 1 รอบ denature ทีอุ่ณหภมู ิ95 oC, 30 วนิาท ี

annealing ที่อุณหภูม ิ 66.2 oC, 30 วนิาที extension ที่

อุณหภมู ิ72 oC, 45 วนิาท ีจ�านวน 30 รอบ และ extension 

ทีอุ่ณหภมู ิ 72 oC, 30 วนิาท ี จ�านวน 1 รอบ ส�าหรบัสภาวะ 

ในการท�า PCR ของการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X ท�าเชน่เดยีวกนั 

ยกเวน้ ขัน้ตอน annealing ใชอุ้ณหภมู ิ67 oC จากนัน้น�า PCR  

product ไปตรวจสอบดว้ย 1.2%  agarose gel electrophoresis 

แยกผา่นดว้ยกระแสไฟฟ้าขนาด 100 volts นาน 40 นาท ีจากนัน้ 

ย้อมแผ่น gel ด้วย ethidium bromide นาน 5 นาที และ 

วเิคราะห ์PCR product ดว้ยเครือ่ง UV transluminator โดย

เปรยีบเทยีบ PCR product ทีไ่ดก้บั DNA marker ขนาด 100 bp 

DNA ladder (Fermentas, Utah, USA)

 1.  ผลการตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ในหมู่เลือด 

ระบบ Duffy โดยวิธีซีโรโลยี 

 จากผลการตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ใน 

หมู่เลอืดระบบ Duffy จ�านวน 97 ราย ตรวจพบ Fy(a+b-)  

จ�านวน 78 ราย (รอ้ยละ 80.41)  และ Fy(a+b+) จ�านวน 19 ราย 

(รอ้ยละ 19.59) 

2. ผลการตรวจหาจีโนทยัป์ของ FY*A และ FY*B ในหมู่

เลือดระบบ Duffy โดยวิธี PCR-SSP

 ในการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A และ FY*B ใน 

หมู่เลอืดระบบ Duffy ต้องม ี PCR product ของ internal 

control ขึน้ทีต่�าแหน่ง 434 bp ทกุราย จงึสามารถแปลผลได ้ 

นอกจากน้ี PCR product ของ หลอด FY*A และ FY*B positive 

control ตอ้งม ีspecific PCR product ขนาด 216 bp และ PCR 

product ของ หลอด FY*A และ FY*B negative control ตอ้ง 

ไมม่ ีspecific PCR product ขนาด 216 bp จงึสามารถแปลผล 
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และแบบ FY*A/FY*B จ�านวน 19 ราย (รอ้ยละ 19.59)

ผลการศึกษา

Table 1. Primers
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Primer name Primer sequence (5’   3’)

FYA-FW CCTTCCCAGATGGAGACTATGG

FYB-FW CCTTCCCAGATGGAGACTATGA

FYX-RV CAGGGCAGAGCTGCCAGCA

FYAB-RV TAGCTTCCCAACCATCTTA

HGH5580F TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA

HGH5967R CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC
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Figure 1. Gel electrophoresis of FY*A and FY*B genotyping by PCR-SSP.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1-2: FY*A/FY*B genotype, 

Lane 3-4: FY*A/FY*A genotype, Lane 5-6: FYB/FY*B genotype

3. ผลการเปรียบเทียบการตรวจหาฟีโนทยัป์ และจีโนทยัป์

ของระบบหมูเ่ลือด Duffy

 เมือ่เปรยีบเทยีบผลการตรวจฟีโนทยัป์ดว้ยวธิซีโีรโลย ี 

และผลการตรวจจโีนไทป์ดว้ยวธิ ี  PCR-SSP พบวา่ทัง้สองวธิี

ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั ดงัแสดงในตารางที ่2 

Phenotypes Genotypes Number(%)

Fy (a+b-) FY*A/FY*A 78 (80.41)

Fy (a+b+) FY*A/FY*B 19 (19.59)

Total 97 (100)

Table 2. Comparison of the results for the detection of 

phenotype and genotype in Duffy blood group system

4. ผลการตรวจหาจีโนทยัป์ของ FY*X  ในหมู่เลือดระบบ 

Duffy โดยวิธี PCR-SSP

 การตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X หมูเ่ลอืดระบบ Duffy 

จะแปลผลได ้ตอ้งม ีPCR product ของ internal control ขึน้ 

ที่ต�าแหน่ง 434 bp และ PCR product ของ หลอด FY*X  

positive control ตอ้งม ีspecific PCR product ขนาด 180 bp  

และตรวจไม่พบ PCR product ในหลอด FY*X negative  

control ดงัแสดงในรปูที ่2 จากผลการตรวจ DNA ของตวัอยา่ง

เลอืดทีม่ฟีีโนทยัป์ Fy(a+b-) จ�านวน 78 ราย ไมพ่บจโีนทยัป์

ของ FY*X 

Figure 2. Gel electrophoresis of FY*X genotyping at position C265T 

by PCR-SSP.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1: None FY*X genotype, 

Lane 2: FY*X genotype

 การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ด้วยวธิี

ซโีรโลย ี พบ Fy(a+b-) และ Fy(a+b+) ประมาณ รอ้ยละ 80  

และร้อยละ 20 ตามล�าดับ ซึ่งมีความถี่ใกล้เคียงกับที่ม ี

การศกึษาในประชากรไทย ส�าหรบัประชากรในประเทศแถบเอเชยี 

เชน่ ญีปุ่น่ และจนี มคีวามถีข่อง Fy(a+b-) มาก รองลงมา คอื 

Fy(a+b+), Fy(a-b+) และ Fy(a-b-) ตามล�าดับ  แตกต่าง

กบัประชากรในประเทศทางแถบยโุรปมคีวามถีข่อง Fy(a+b+) 

มาก รองลงมา คอื Fy(a-b+), Fy(a+b-) และ Fy(a-b-) ตามล�าดบั 

สว่นประชากรในประเทศแอฟรกิามคีวามถีข่อง Fy(a-b-) มาก 

รองลงมา คอื Fy(a-b+), Fy(a+b-) และ Fy(a-b-) ตามล�าดบั1-6 

แอนตบิอดขีองระบบหมูเ่ลอืดน้ีเป็นชนิด IgG ไมต่รงีคอมพลเีมนต ์

และมีความส�าคัญทางคลินิก จากการรายงานชนิดของ 

แอนตบิอดต่ีอหมูเ่ลอืดผูป้ว่ยทีส่ง่ตรวจ ณ ศนูยบ์รกิารโลหติแหง่ชาต ิ

สภากาชาดไทย30 พบความถีข่องแอนตบิอดตี่อหมูเ่ลอืดระบบ 

Duffy รอ้ยละ 2.7 และพบ anti-Fyb มากกวา่ anti-Fya หากพบ

แอนตบิอดชีนิดใดในซรีมัของผูป้่วยจ�าเป็นต้องจดัหาเลอืดที่

ไมม่แีอนตเิจนทีต่รงกบัแอนตบิอดทีีพ่บไปใหแ้ก่ผูป้ว่ย1-2

 เมือ่น�าผลการตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb 

ด้วยวธิซีโีรโลยมีาเปรยีบเทยีบกบัการตรวจหาจโีนทยัป์ของ  

FY*A, FY*B และ FY*X ในหมูเ่ลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ีPCR-SSP 

พบวา่ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั  ดงันัน้การตรวจจโีนทยัป์ของ FY*A, 

FY*B และ FY*X ในหมูเ่ลอืด Duffy ดว้ยวธิ ี PCR-SSP จงึ

สามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหาจโีนทยัป์ได้5, 14-22
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Figure 1. Gel electrophoresis of FY*A and FY*B genotyping by PCR-SSP.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1-2: FY*A/FY*B genotype, 

Lane 3-4: FY*A/FY*A genotype, Lane 5-6: FYB/FY*B genotype
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Total 97 (100)

Table 2. Comparison of the results for the detection of 
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Lane 2: FY*X genotype
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นอกจากวธิ ี PCR-SSP แลว้ยงัมงีานวจิยัอืน่ๆ ทีไ่ดร้บัการตพีมิพ ์

โดยใช้วิธีทางอณูพันธุศาสตร์มาใช้ในการตรวจหายีนใน 

หมูเ่ลอืดน้ีเชน่กนั เชน่ วธิ ีPCR-RFLP, real-time PCR หรอื 

multiplex SNaPShot เป็นตน้15-25 แมว้า่วธิกีารต่างๆ เหลา่น้ีจะ

ใชเ้วลานาน และมคีา่ใชจ้า่ยสงูกวา่วธิทีางซโีรโลย ีแต่สามารถ

น�ามาใชแ้ก้ปญัหาในกรณีทีม่แีอนตเิจนปรมิาณน้อย  ๆ ซึ่งไม่

สามารถตรวจพบไดด้ว้ยวธิทีางซโีรโลยี26-29 การตรวจหายนี 

ของหมู่เลือดระบบ Duffy มปีระโยชน์ในการเลือกเลือดที ่

เหมาะสมใหก้บัผูป้่วย ในกรณีทีผู่ป้่วยม ี anti-Fya และ/หรอื 

anti-Fyb ตอ้งเลอืกเมด็เลอืดแดงของผูบ้รจิาคทีไ่มม่แีอนตเิจน

ตรงกับแอนติบอดีนัน้ๆ ให้แก่ผู้ป่วยเพื่อป้องกันการเกิด

ปฏกิริยิาจากการรบัเลอืด1, 2, 31-35

 ขอขอบคุณนักศึกษาสาขาวิชาเทคนิคการแพทย ์ 

คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ที่เอื้อเฟ้ือ

ตวัอย่างเลอืด รวมถงึขอขอบคุณ Marion E Reid และ Kim 

Hue Roye จาก Immunochemistry Laboratory, New York 

Blood Centre, New York, USA ทีเ่อื้อเฟื้อ DNA ของ FY*A, 

FY*B และ FY*X positive control ใชใ้นงานวจิยัน้ี
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