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Abstract
Paraprotein is the immunoglobulin or immunoglobulin components that generated by the

abnormal clones of plasma cells or other B-cell lineage (monoclonal or oligoclonal) and can be detected in

the blood or urine. Paraprotein detection is using for the diagnosis of lymphoproliferative disorder,

especially multiple myeloma. There are several laboratory methods for paraprotein detection, including;

1) the screening test of abnormal immunoglobulin formation using protein electrophoresis ; and 2) the

tests for identify immunoglobulin isotype or components using Immunoelectrophoresis, Immunotyping

electrophoresis, or Immunofixation electrophoresis. Additionally, immunoturbidimetric method and

immunonephelometric method are high sensitivity tests that are used to monitor treatment, including the

detection of minimal residual disease, but requires more sophisticate tools. As such, detection of

paraproteins leads to the accurate diagnosis and the effective monitoring which will be associated with

the better treatment outcomes.
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การตรวจวิเคราะห ์paraprotein ทางหอ้งปฏิบตักิาร
ภูมิคุม้กนัวิทยา

กญัฐิกา บตุรดี1, สมพงศ ์ บญุให้2

1ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั
2ฝ่ายผลิตนํÊายาแอนติซีรมัและผลิตภณัฑ์เซลล์ ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

บทคดัยอ่
Paraprotein เป็นอิมมูโนโกลบุลินทีÉ ผิดปกติ  โดยโปรตีนเหล่านี Êถูกสร้างขึ Êนจาก clone ทีÉ ผิด

ปกติของ B-cell lineage และสามารถตรวจพบได้ในเลือดหรือปัสสาวะ ซึÉ งมักบ่งบอกถึงโรคในกลุ่ม

lymphoproliferative disorder โดยเฉพาะอย่างยิÉ ง multiple myeloma  ซึÉ งโรคเหล่านี Êมีการสร้าง

อิมมูโนโกลบุลิน หรือ ส่วนประกอบของอิมมูโนโกลบุลินชนิดใดชนิดหนึÉ งมากผิดปกติ   โดยการตรวจ

paraprotein ทางห้องปฏิบัติการมีหลายวิธี ได้แก่ การตรวจคัดกรองโดยวิธี protein electrophoresis

เพืÉอดวูา่ผูป่้วยมีการสรา้งอมิมโูนโกลบลุนิทีÉผิดปกติหรอืไม่ การตรวจจาํเพาะโดยวิธี immunoelectrophoresis,

immunotyping electrophoresis และ immunofixation electrophoresis เพืÉอดูชนิดของ paraprotein

ส่วนการตรวจวัดปริมาณของอิมมูโนโกลบุลิน โดยวิ ธี immunoturbidimetric method และ immuno-

nephelometric method เพืÉ อการติ ดตามการรักษาและการตรวจหารอยโรคเล็ กน้อยทีÉ เหลื ออยู่

หลงัการรกัษา (minimal residual disease)  ดังนัÊนการตรวจ paraprotein ทางหอ้งปฏิบัติการทีÉมีความ

ถูกต้องแม่นยาํ และความไวสงูนัÊน ตอ้งอาศัยเครืÉองมือและความชาํนาญของผูท้าํการวิเคราะห ์  ซึÉงช่วยให้

แพทยส์ามารถวินิจฉัยและติดตามการรกัษาโรคเหล่านี Êไดถู้กตอ้งต่อไป

คาํสาํคญั:   Paraprotein, myeloma, อิมมโูนโกลบลุนิ.

บทฟืÊ นฟูวิชาการ
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Paraprotein เป็นโปรตีนทีÉผิดปกติในเลือดทีÉพบได้

บ่อยในโรคมะเรง็ทางโลหติวิทยา (hematologic malignancy)

ส่งผลให้เกิดความผิดปกติทางคลินิกหลายอย่าง(1)  โดย

paraprotein ทีÉพบในโรคทางโลหิตวิทยานัÊน มักพบร่วมกับ

โรคในกลุ่ม lymphoproliferative diseases  ซึÉงเกิดจากการ

ทาํงานอย่างผิดปกติของ B-cell ในระยะต่าง ๆ กันนาํไปสู่

โรคในกลุ่ ม leukemia, lymphoma และ plasma cell

disorders ดังแสดงในตารางทีÉ 1 ผู้ป่วยทีÉเป็นมะเร็งในกลุ่ม

lymphoproliferative diseases นี Êจึงมีโอกาสพบปรมิาณของ

อิมมูโนโกลบุลินทีÉ มากผิดปกติ  โดยเป็นอิมมูโนโกลบุลิน

ทีÉสรา้งขึ Êนจากกลุ่มของเซลลเ์พียงกลุ่มเดียว (single clone)

จึงทาํให้เกิดลักษณะอิมมูโนโกลบุลินทีÉ มีความเหมือนกัน

โดยดู ได้จากขนาดของโปรตี นและประจุ ไฟฟ้ าเรี ยกว่ า

monoclonal immunoglobulin รู ้จักกันในชืÉ อ parapro-

teinemia ซึÉงเป็นปัจจยับ่งชี Êตอ่การเกิดมะเรง็ (tumor marker)

ทีÉ เก่าแก่ทีÉ สุดในประวัติศาสตร์ของการรักษาโรคแผนใหม่

โดยเกิ ดขึ Ê นในสมัยทีÉ เที ยบเคี ยงได้กั บช่ วงรั ชสมั ยของ

พระเจา้อยู่หัวรชักาลทีÉ 4 ในประเทศไทย ดังเห็นได้จากการ

เรยีกชืÉอโปรตีนนี Êอีกหลาย ๆ ชืÉอ อาทิเช่น myeloma protein,

monoclonal protein, M protein, monoclonal immuno-

globulin, gammopathy, monoclonal gammopathy,

paraproteinemia, dysproteinemia, monoclonal spike

และ M spike

อิมมูโนโกลบุลิน (immunoglobulin: Ig)

ในการตอบสนองต่อแอนติเจนดว้ยโมเลกุลทีÉอยู่ใน

ลักษณะสารนํÊา  (humoral immune response: HIR) นัÊน

B lymphocyte ทีÉ ได้รับการกระตุ้ นจะมีการเพิÉ มจาํนวน

และแบ่ งตัวกลายเป็ น plasma cells แล้วทาํ การสร้าง

อิมมูโนโกลบุลินหลัÉ งออกมาสู่กระแสเลือดและสิÉ งคัดหลัÉ ง

ต่าง ๆ ทัÉวร่างกาย(3)  ทาํหนา้ทีÉเป็นแอนติบอดี  ซึÉงสามารถ

จับกับแอนติเจนอย่างจาํเพาะและก่อให้เกิดผล (effector

function) ตา่ง ๆ ตามมาเพืÉอทาํลายแอนติเจนนัÊน ๆ ในเลอืด

แอนติบอดีจะอยู่ ในนํÊา เหลือง (serum) และนํÊา เหลืองทีÉมี

แอนติบอดีทีÉสามารถจับกับเชื Êอโรคหรือสารพิษต่าง ๆ อยู่ใน

ปรมิาณทีÉเขม้ขน้ เรยีกวา่ antiserum เมืÉอนาํนํÊาเหลอืงมาแยก

โปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า  พบว่าอิมมูโนโกลบุลินส่วนใหญ่

วิÉงไปสู่ขัÊวประจุบวกได้ไม่ไกลนัก จึงอยู่ในส่วนของ gamma

(γ) globulin โดยบางส่วนทีÉ วิÉ งไกลกว่าอาจจะอยู่ ในส่วน

beta () และ alpha () คนปกตมิปีรมิาณของอมิมโูนโกลบลุนิ

ประมาณรอ้ยละ 20 ของโปรตีนในนํÊาเหลือง ส่วนผู้ทีÉกาํลัง

มี การติ ดเชื Ê อหรือตอบสนองต่ อแอนติ เจนต่ าง ๆ ระดับ

อิมมู โนโกลบุลินจะสูงขึ Ê น โครงสร้างของอิมมู โกลบุลิน

ประกอบดว้ย heavy (H) chain และ light (L) chain โดยทัÊง

2 ส่วน ประกอบดว้ยส่วน variable region และ constant

region  ช่องวา่งระหว่าง variable region ของ heavy chain

(V
H
) กบั variable region ของ light chain (V

L
) จะเป็นบรเิวณ

ทีÉรองรบัสิÉงแปลกปลอมชนิดตา่ง ๆ (antigen) โดยใน variable

region นัÊนจะมีการเปลีÉยนแปลงของกรดอะมิโนต่าง ๆ เพืÉอ

ใหเ้ขา้ไดก้บัสิÉงแปลกปลอมหลากหลายชนิด  ซึÉงบน variable

region มีส่วนทีÉมีการเปลีÉยนแปลงเพียง 6 บริเวณ คือ มี 3

บรเิวณในสว่น V
H
 และอีก 3 บรเิวณในสว่น V

L 
 บรเิวณดงักลา่ว

นัÊนถกูเรียกวา่ complimentary determining region (CDR)

ดงันัÊนจึงมี CDR1, 2 และ 3 ในแตล่ะสว่น ดงัแสดงในรูปทีÉ 1

ตารางทีÉ 1. แสดงลกัษณะของ lymphoproliferative disorders ชนิดตา่ง ๆ (2)

ลักษณะ พบเซลลเ์มด็เลือดขาวตวัออ่น พบเซลลเ์มด็เลือดขาวทีÉผดิปกติ พบ plasma cells

หรอืตวัแกใ่นไขกระดกูและในเลือด ในตอ่มนํÊาเหลือง ทีÉมากกวา่ปกตใินไขกระดกู

(peripheral blood)

เซลลท์ีÉเกิดโรค Myelogenous or Lymphocytic cells Plasma cells

lymphocytic cells (Reed-Sternberg cells ใน

Hodgkin lymphoma)

ตาํแหน่งทีÉเกิดโรค ไปตามกระแสโลหติ สามารถ อยูต่ามอวยัวะตา่ง ๆ  เช่น อยูใ่นไขกระดกู

ผา่น blood brain barrier ตอ่มนํÊาเหลือง ตบั มา้ม ไขกระดกู หรอืบางครัÊงเกดิเป็นกอ้น

เขา้สูส่มองไดใ้นบางกรณี แตไ่มอ่อกมาในเลือด ตามทีÉตา่ง ๆ  เรียกวา่

หากไมเ่ปลีÉยนแปลงเป็น leukemia plasmacyoma

Leukemia Lymphoma Myeloma*

* ตารางนีÊใช ้myeloma เป็นตวัแทนของ plasma cell disorders
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การตรวจหา paraprotein ทางห้องปฏิบัติการวิทยา
ภูมิคุ้มกัน

สิÉงส่งตรวจทีÉใช้ในการตรวจหา paraprotein ทาง
หอ้งปฏิบตัิการ ไดแ้ก่ 1) ซีรมั โดยเจาะเลือดจากหลอดเลือด
ดาํใสห่ลอดเลือด ตัÊงทิ Êงไว ้ 4 - 6 ชัÉวโมง ทาํการปัÉ นแยกซีรมั
ออกจากเม็ดเลือดด้วยความเร็วรอบ 3,000 - 3,500 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 - 15 นาที; 2) ปัสสาวะ 24 ชัÉ วโมง
โดยต้องมี กระบวนการในการทาํ ให้ ปั สสาวะเข้มข้นขึ Ê น
ประมาณ 4 เทา่ (4)

การตรวจคัดกรองอิมมโูนโกลบุลิน (screening test)
โดยมีจุดมุ่งหมายหลกั คือ การตรวจเพืÉอดวู่าผูป่้วย

มีการสรา้งอิมมูโนโกลบุลินผิดปกติหรือไม่
1. Agarose gel zone protein electrophoresis

คื อวิ ธี การแยกโปรตี นด้วยกระแสไฟฟ้าภายใต้
หลักการว่าโปรตีนแต่ละชนิดมีประจุไฟฟ้าแตกต่างกัน โดย
barbital buffer ทาํหนา้ทีÉเป็นตัวนาํกระแสไฟฟ้าและรกัษา

สภาวะ pH ของสารละลายใหเ้ป็นด่างอยู่เสมอ ในสภาพสาร
ละลายทีÉ เป็นด่าง โปรตีนทุกชนิดในซีร ัมจะมีประจุลบ เมืÉอ
ผ่านไฟฟา้ลงไปในสารละลาย โปรตีนจึงเคลืÉอนทีÉผ่านตวักลาง
(agarose gel หรือ cellulose acetate membrane) ไปยงั
ขัÊวบวก (anode) ระยะทางและความเร็วในการเคลืÉ อนทีÉ
ขึ Êนอยู่กับนํÊาหนักของโมเลกุลและความแรงของประจุโปรตีน
แต่ละชนิด ดว้ยหลกัการนี Êโปรตีนในซีรมั จึงแยกตัวออกเป็น
5 ชนิด  คือ albumin, 1 globulin, 2 globulin,  globulin
และ γ globulin ตามลาํดับ แถบของโปรตีนจะปรากฏขึ Êน
เมืÉอผ่านกระบวนการยอ้มสี ดงัแสดงในรูปทีÉ 2 การนาํเครืÉอง
densitometers scan มาช่วยอ่านค่า ความเข้มของแต่ละ
แถบสี ทาํให้สามารถทราบค่าความเข้มข้น (ร้อยละ) ของ
โปรตีน การอา่นผลการทดสอบวิธี agarose gel zone protein
electrophoresis โดยดูความเขม้และความกวา้งของแถบสี
ทีÉ เกิดขึ Êนในส่วนของ gamma-globulin zone เมืÉอเทียบกับ

normal control ดงัแสดงในรูปทีÉ 2

รูปทีÉ 1. แสดงลกัษณะโครงสรา้งของอิมมโูนโกลบลุิน ประกอบดว้ย heavy (H) chain และ light (L) chain โดยทัÊง 2 ส่วน ประกอบดว้ยส่วน

variable region และ constant region ช่องวา่งระหว่าง variable region ของ heavy chain (V
H
) กบั variable region ของ light chain

(V
L
) จะเป็นบรเิวณทีÉรองรบัสิÉงแปลกปลอมชนิดตา่ง ๆ

รูปทีÉ 2. แสดงผลผลการตรวจวเิคราะหห์าอมิมโูนโกลบลุนิโดยหลกัการ agarose gel zone protein electrophoresis: A) ระยะทางและความเรว็

ในการเคลืÉอนทีÉขึ Êนอยู่กับนํÊาหนักของโมเลกุลและความแรงของประจุโปรตีนแต่ละชนิด จึงแยกตวัออกเป็น 5 ชนิด คือ albumin,

1 globulin, 2 globulin,  globulin และ γ globulin ตามลาํดบั; B) แสดงความเขม้ของแถบสีในสว่นของ gamma-globulin zone

 0  5  10  15  20 
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 0 
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2. Capillary zone protein electrophoresis

ปัจจุบันวิธีการทดสอบนีÊเป็นทีÉนิยมมาก เนืÉองจาก

เป็นวิธีทีÉนาํเครืÉองตรวจวิเคราะหอ์ตัโนมตัิ (automate) มาช่วย

ในตรวจวิเคราะห ์ทาํใหล้ดเวลาในการทดสอบ เป็นวิธีทีÉง่าย

สะดวก และรวดเร็ว ทัÊงนี Ê สามารถแยก Beta1 globulin กับ

Beta2 globulin ได ้ การตรวจโปรตีนในกระแสเลือดเรียกว่า

serum protein electrophoresis (SPEP) และการตรวจ

โปรตีนในปัสสาวะจะเรยีกวา่ urine protein electrophoresis

(UPEP) หลกัการ capillary electrophoresis (CE) คือ การให้

ศกัยไ์ฟฟ้าสงูตัÊงแต่ 10,000 - 30,000 โวลต ์ แก่หลอดรูเล็ก

(capillary tube) ทีÉมีเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 25 - 100 m  ซึÉงภาย

ในบรรจุดว้ยสารละลายอิเล็กโทรไลต ์ และทีÉปลายทัÊงสองขา้ง

ของ capillary tube จุ่ มอยู่ ในภาชนะทีÉ บรรจุสารละลาย

อิเล็กโทรไลต ์ เมืÉอมีการใหศ้กัยไ์ฟฟ้า  ทาํใหไ้อออนในสิÉงส่ง

ตรวจวิÉงจากขัÊวบวกไปยงัขัÊวลบตามแรงของ electro osmotic

flow (EOF) จากนัÊนโซนของสารทีÉแยกจากกัน และเคลืÉอนทีÉ

ผ่ าน detection window ซึÉ งสัญญาณจาก detector

จะส่งผ่านไปยัง data processor ผลทีÉ ได้ออกมาเรียกว่า

electropherogram สามารถแยกโปรตีนได้ทัÊงหมด 6 ชนิด

ไดแ้ก่ albumin, 1 globulin, 2 globulin, 1 globulin,

2 globulin และ γ globulin เครืÉองตรวจวิเคราะหอ์ตัโนมตัิ

จะคาํนวณความเขม้ของโปรตีนแต่ละแถบหน่วยเป็นรอ้ยละ

หากต้องการทราบค่าความเข้มข้น (g/dl) โดยการนาํค่า

โปรตีนทัÊงหมดมาคาํนวณค่าความเข้มข้นของแต่ละแถบได้

ดงัแสดงในรูปทีÉ 3 electro osmotic flow (EOF) เป็นลกัษณะ

เฉพาะของ capillary electrophoresis ซึÉ งมี ส่วนเพิÉ ม

ประสิทธิภาพในการแยก  เนืÉ องจากลักษณะการไหลของ

EOF เป็นแบบหน้าตดัเรียบ (flat flow profile) โซนของสาร

ทีÉเกิดจากการแยกใน capillary electrophoresis จะแคบจึง

ทาํใหเ้พิÉมประสิทธิภาพในการแยก (efficiency) ของโปรตีน

ความไว (sensitivity) ของ SPEP สามารถตรวจพบ

paraprotein เมืÉอผูป่้วยมี paraprotein สงูกวา่ 0.429 g/dl (5)

โดยจะพบลกัษณะทีÉคลา้ยหนามแหลมอนัเป็นทีÉมาของคาํว่า

M spike โดยปกติสังเกตได้โดยเอาความสูงของกราฟหาร

ด้วยความกว้างของกราฟได้เกินกว่า 3 เท่า อย่างไรก็ตาม

ในผูป่้วยทีÉมี M protein ปรมิาณตํÉา ๆ เช่น ผูป่้วย Monoclonal

gammopathies of uncertain significance (MGUS) อาจพบ

M spike ทีÉเป็นรอยขยกัใน gamma globulin zone เท่านัÊน

ในกรณีนี Êควรทาํการตรวจวิเคราะห์ทีÉจาํเพาะเพิÉม เพืÉอเป็น

การยืนยันผลการตรวจวิเคราะห์ต่อไป อนึÉง แถบกราฟฐาน

แคบทีÉเกิดขึ Êนในรูปแบบของ M spike นัÊน  เนืÉองจากเป็นโปรตีน

ทีÉมีคุณสมบัติทางไฟฟ้าใกล้กัน อนุมานได้ว่าน่าจะมาจาก

เซลล์ทีÉ ผิดปกติ เพียงโคลนเดียว ภาวะนี Êจะต้องแยกจาก

polyclonal immunoglobulin ซึÉงมีลกัษณะกราฟฐานกวา้ง

ดังแสดงในรูปทีÉ  4 โดยจะพบในผู้ป่วยทีÉมีการติดเชื Êอเรื Êอรัง

ไดร้บัวคัซีน หรอืเป็นโรค autoimmune disease  อนึÉงผูป่้วย

บางรายอาจมี  polyclonal immunoglobulin ร่ วมกับ

monoclonal immunoglobulin ดังนัÊนการตรวจวิเคราะห์ทีÉ

จาํเพาะเพิÉมจะช่วยในการวินิจฉัยผูป่้วยได้

รูปทีÉ 3. แสดงการตรวจหาอิมมโูนโกลบลุินโดยหลกัการของ capillary zone protein electrophoresis: A) หลกัการทาํงานของ capillary zone

protein electrophoresis; B) ผลการตรวจวเิคราะหอ์มิมโูนโกลบลุนิ โดยหลกัการ capillary electrophoresis (CE)

 

+

 

-

Capillary tube 25-100 μm

High Voltage Source (10,000-30,000 v) 

Electrolyte 

container

Light Source

Migration

Electrode

Detector

ANOD

E
CATHODE

A

Concentration  
Total protein

6.0  g/dl

Albumin     α1    α2    β1  β2     γ
                                         

Name    %      g/dl  
Albumin   65.4     3.92

Alpha 1     3.7     0.22

Alpha 2     8.5     0.51

Beta 1      5.0     0.30

Beta 2      3.8     0.23

Gamma   13.6     0.82

B

Fraction values

Total protein 6.0 g/dl
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ส่วน UPEP สามารถตรวจพบ paraprotein ใน

ปัสสาวะ เมืÉ อผู้ ป่วยมี  paraprotein ในปัสสาวะสูงกว่า

0.002 g/dl (4) การตรวจ 24h UPEP เคยมีความสาํคญัมาก

ในการตรวจโรค light chain myeloma (เรียกอีกชืÉอหนึÉงว่า

Bence jone myeloma) ซึÉงพบประมาณ 15.0 ของผู้ป่วย

myeloma ทัÊงหมด การพบ paraprotein ซึÉงมกัจะเป็น light

chain ของอิมมูโนโกลบุลิน เนืÉ องจากความไม่สะดวกใน

การเก็บปัสสาวะ 24 ชัÉวโมง การตรวจปัสสาวะทีÉไดค้รัÊงแรก

หลังตืÉนนอน (first void urine) ก็อาจมีประโยชน์ในผู้ป่วย

บางราย กลา่วคือ หากพบ M protein จะช่วยในการวินิจฉยั

โรคได้แต่หากตรวจไม่พบอาจจะยังสรุปไม่ได้แน่ชัด ผู้ป่วย

บางรายตรวจพบโปรตี นทัÊ ง 5 ชนิด แต่ ไม่พบลักษณะ

monoclonal protein ซึÉงบง่บอกถงึพยาธิสภาพใน glomerulus

และ renal tubule ดงัแสดงในรูปทีÉ 5

การตรวจจาํเพาะอิมมโูนโกลบุลิน (specific test)

โดยมีจุดมุ่ งหมายหลัก คือ การตรวจเพืÉ อใช้ใน

การบอกชนิดของ paraprotein

1. Immunoelectrophoresis (IEP)

เ ป็ นวิ ธี การตรวจวิ เคราะห์ เพืÉ อแยกชนิ ดของ

paraprotein ปัจจุบันได้ร ับความนิยมน้อยลง เนืÉ องจากมี

ขัÊนตอนการทาํทีÉยุ่งยาก ใช้เวลานาน การเก็บรักษาผลการ

ทดสอบยาก ความไวในการทดสอบนอ้ย โดยสามารถตรวจ

พบ paraprotein ไดเ้มืÉอมีปรมิาณมากกวา่ 1 g/l ผลทีÉเกิดขึ Êน

บางครัÊงดูยาก (low resolution) แต่มีขอ้ดีคือไม่เกิดปัญหา

prozone phenomena  เนืÉองจากการ diffusion ผ่าน gel

คล้ายกับเป็นการปรับอัตราส่วนระหว่ างแอนติ เจนและ

แอนติบอดีอยู่แล้ว โดยแถบของอิมมูโนโกลบุลินจะเกิดขึ Êน

ระหว่ างแอนติ เจนและแอนติบอดี ทีÉ พบกันในปริมาณทีÉ

รูปทีÉ 4. แสดงผลทางหอ้งปฏิบตัิการของ serum protein electrophoresis (SPEP) ทีÉมี M spike ลกัษณะต่าง ๆ: A) normal control;

B) monoclonal immunoglobulin ทีÉมีปรมิาณ M spike สงู; C) monoclonal immunoglobulin ทีÉมีปรมิาณ M spike ต ํÉา; D) polyclonal

immunoglobulin

A B C

รูปทีÉ 5. แสดงผลทางหอ้งปฏิบตัิการของ urine capillary zone protein electrophoresis: A) Normal Control; B) ผูป่้วยทีÉตรวจพบ urine

monoclonal protein; C) ผูป่้วยตรวจพบโปรตีนทัÊง 5 ชนดิในปัสสาวะ
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เหมาะสมโดยอัตโนมัติ การทดสอบนี Êเทียบการเกิดแถบของ

อิมมูโนโกลบลุินระหว่างซีรมัคนปกติและซีรมัผูป่้วย ดังแสดง

ในรูปทีÉ 6 โดยอาศยัหลกัการ protein electrophoresis และ

immunoprecipitation โดยเริÉ มจากการแยกโปรตีนด้วย

กระแสไฟฟ้า จากนัÊนใส่ anti-human antibody ซึÉงประกอบ

ดว้ย anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-kappa chain และ

anti-lambda chain ลงในช่องว่างระหว่างซีรมัคนปกติและ

ซีรัมผู้ ป่วย หลังจากการทาํปฏิ กิริยาประมาณ 12 ชัÉ วโมง

จะเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี เกิดเป็น

Ag-Ab complex และเกิดการตกตะกอน  โดยสามารถอ่าน

ผลการทดสอบเทียบกบัซีรมัคนปกติ

2. Immunofixation electrophoresis (IFE)

เ ป็ นวิ ธี การตรวจวิ เคราะห์ เพืÉ อแยกชนิ ดของ

paraprotein  ปัจจุบันวิ ธีการทดสอบนี Ê ได้รับความนิยม

ในห้องปฏิบัติการขนาดใหญ่  เนืÉ องจากราคาค่อนข้างสูง

การตรวจ IFE ทาํได้รวดเร็วขึ Êนโดยใช้เวลาทัÊงหมดประมาณ

2 ชัÉวโมง การเก็บรักษาผลการทดสอบง่าย ดูผลไดง้่ายและ

มีความไวมากกว่าวิธี IEP การตรวจวิเคราะหโ์ดยอาศยัหลกั

การ protein electrophoresis และ immunoprecipitation

โดยเริÉมจากการแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า เมืÉอเติม anti-

human antibody ทีÉจาํเพาะ ซึÉงประกอบดว้ย anti-IgG, anti-

IgA, anti-IgM, anti-kappa chain และ anti-lambda chain

จะเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี เกิดเป็น

Ag-Ab complex และเกิดการตกตะกอน โดยจะมี การ

ชะลา้งสว่นของโปรตีนไม่เกีÉยวขอ้งออก และ Ag-Ab complex

จะปรากฏใหเ้ห็นเมืÉอผ่านกระบวนการยอ้มส ีการตรวจ serum

Immunofixation electrophoresis (SIFE) สามารถตรวจพบ

paraprotein เมืÉอผูป่้วยมี paraprotein สูงกว่า 0.03 g/l (6)

และหากทาํใน 24 hour urine (เรียกว่า UIFE) จะมีความไว

มากขึ Êนโดยสามารถพบ monoclonal immunoglobulin

ไดท้ีÉระดับ 0.006 g/l (7) ตัวอย่างของผลการตรวจวิเคราะห์

ดงัแสดงในรูปทีÉ 7 ขอบเขต IFE คอื ผูป่้วยทีÉพบ IgM monoclonal

protein อาจจะเกิดไปยึดติดกับ gel มีผลทาํใหเ้กิดปฏิกิริยา

กบั anti-human antibody ทัÊง 5 ชนิด ควรดผูลการทดสอบ

อืÉน ๆ ประกอบ เช่น immunoglobulin levels, Immunotyping

electrophoresis เป็นตน้

ในบางครัÊ งการตรวจหาอิมมู โนโกลบุลินโดยวิ ธี

SPEP อาจเกิดความไม่แน่ใจ เนืÉ องจากแถบหรือโซนของ

การเกิดปฏิกิริยาไม่อยู่ ในส่วนของ gamma zone  ดังนัÊน

การส่งตรวจดว้ยวิธี IFE ช่วยในการวินิจฉัยไดด้ี ดังแสดงใน

รูปทีÉ 8 อย่างไรก็ตามการทราบชนิดของอิมมูโนโกลบุลินของ

paraprotein ไม่ได้มีส่วนช่วยในการรักษาผู้ ป่วยมากเท่า

ใดนกั การพบวา่มี paraprotein โดย SPEP หรอื UPEP ทีÉมี

ราคาถูกกว่าก็มีความเพียงพอแลว้ในการวินิจฉัยโรค ทาํให้

ในโรงพยาบาลทัÉวไปไม่มีการตรวจวิเคราะห ์ IFE

อนึÉงการตรวจวิเคราะหห์า IgD และ IgE นัÊนจาํเป็น

จะต้องทาํการตรวจพิ เศษเพิÉ มเติมโดยใช้ antibody ต่อ

heavy chain ชนิด delta และ epsilon จึงสามารถพบแถบ

ของโปรตีนได้ การวินิจฉัย light chain myeloma ด้วยวิธี

IFE ต้องทาํการแยกโรค IgD และ IgE myeloma ก่อน

แต่เนืÉองจากอตัราการเกิดโรค multiple myeloma ชนิด IgD

และ IgE นัÊ นมีน้อยมากจึ งมักจะไม่ ได้ทาํ การตรวจใน

โรงพยาบาลทัÉวไป

รูปทีÉ 6. แสดงการตรวจหาอิมมโูนโกลบุลินดว้ยหลกัการ immunoelectrophoresis  โดยใช ้ agarose gel ดา้นขวาแสดงแถบของการเกิด

ปฏกิริยิาระหวา่งแอนตเิจนและแอนตบิอดี
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3. Immunotyping electrophoresis (IT) หรือ capillary

immunosubtraction (or Immunodisplcement) electro-

phoresis

เ ป็ นวิ ธี การตรวจวิ เคราะห์ เพืÉ อแยกชนิ ดของ

paraprotein ปัจจุบนัวิธีการทดสอบนี ÊเริÉมไดร้บัความนิยมใน

หอ้งปฏิบตัิการทีÉมีปริมาณของการทดสอบมาก  เนืÉองจากวิธี

การทดสอบทาํได้รวดเร็วโดยเครืÉองตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติ

(automate) แต่ยังอ่านผลไดย้ากในบางกรณี ซึÉงทาํใหม้ีขอ้

ด้อยกว่า IFE อย่างไรก็ตามอาจเป็นวิธีทีÉ เหมาะสมหากมี

การส่งตรวจปริมาณมากในแต่ละวันโดยใช้ IFE เพืÉอยืนยัน

ผลในบางรายการตรวจวิเคราะห์โดยเริÉมจากการทาํปฏิกิริยา

ระหว่าง human antibody (IgG, IgA, IgM, kappa chain

และ lambda chain) กบั anti-human antibody ซึÉงประกอบ

ดว้ย anti-IgG, Anti-IgA, anti-IgM, anti-kappa chain และ

anti-lambda chain จะเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและ

แอนติบอดีเกิดเป็น  Ag-Ab complex ซึÉงมีขนาดใหญ่ ทาํให้

เคลืÉอนทีÉ ได้ช้า จากนัÊนทาํการดูดสิÉงส่งตรวจทีÉ เจือจางด้วย

buffer และสิÉงส่งตรวจทีÉทาํปฏิกิริยา anti-human antibody

มาทาํการตรวจวิเคราะห์ด้วยหลักการ capillary electro-

phoresis (CE) โดยการให้ศักย์ไฟฟ้าสูงตัÊงแต่ 10,000 –

30,000 โวลต์ แก่หลอดรูเล็ก (capillary tube) ทีÉมีเสน้ผ่า

ศูนย์กลาง 25 - 100 M ซึÉงภายในบรรจุด้วยสารละลาย

อิเล็กโทรไลต์ และทีÉปลายทัÊงสองข้างของหลอดรูเล็กจะจุ่ม

อยู่ ในภาชนะทีÉบรรจุสารละลายอิเล็กโทรไลต์ เมืÉอมีการให้

ศักย์ไฟฟ้าจะทาํให้ไอออนในตัวอย่างวิÉ งจากขัÊวบวกไปยัง

ขัÊวลบตามแรงของ electroosmotic flow (EOF) จากนัÊนโซน

ของสารทีÉแยกจากกัน จะเคลืÉอนทีÉผ่าน detection window

ซึÉงสญัญาณจาก detector จะสง่ผา่นไปยงั data processor

รูปทีÉ ş. แสดงผลการตรวจวเิคราะห ์ immunofixation electrophoresis: A) ซีรมัคนปกติ; B) hypogamma-globulinemia; C) polyclonal

gammopathy; D) IgG kappa monoclonal protein; E) free kappa monoclonal protein; F) ปัสสาวะ 24 ชัÉวโมงของผูป่้วย lambda

light chain gammopathy

รูปทีÉ 8. แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ serum protein electrophoresis และ immunofixation electrophoresis: A) serum protein

electrophoresis พบ M spike ในส่วนของ 1 globulin zone; B) immunofixation electrophoresis ทาํการตรวจยืนยนัโปรตีนใน

สว่นของ 1 globulin zone เป็น paraprotein
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ผลทีÉได้ออกมาเรียกว่า electropherogram นาํกราฟ SPE

เปรียบเทียบความเปลีÉยนแปลงของกราฟ IgG, IgA, IgM,

kappa chain และ lambda chian เพืÉ อดูว่า M spike

นัÊนหายไปหลังจากมีการเติมแอนติบอดีต่ออิมมูโนโกลบุลิน

ชนิดใด (รูปทีÉ 9 และ 10) การตรวจ serum immunotyping

electrophoresis (SIT) สามารถตรวจพบ paraprotein

เมืÉอผูป่้วยมี paraprotein สงูกว่า 2.5 g/l (8) และหากทาํใน

24 hour urine (เรยีกวา่ UIT) จะมีความไวมากขึ Êนโดยสามารถ

พบ paraprotein ไดที้Éระดบั 0.25 g/l (8)

รูปทีÉ 9. แสดงขัÊนตอนการตรวจหาอิมมโูนโกลบลุินโดยหลกัการ capillary immunotyping electrophoresis ทีÉเกิดจากการทาํปฏิกิรยิาระหวา่ง

human antibody (IgG, IgA, IgM, kappa chain และ lambda chain) กบั anti-human antibody

รูปทีÉ 10. แสดงผลการตรวจวเิคราะห ์capillary immunotyping electrophoresis โดยเสน้กราฟสีเหลืองเป็นผลจากการทาํ electrophoresis

ส่วนเสน้กราฟสีนํÊาเงินเป็นผลจากการทาํ electrophoresis หลงัจากใส่แอนติบอดีตอ่ส่วน heavy chain และต่อส่วน light chain

จากรูป A) normal control serum; B) free kappa monoclonal protein
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การหาปริมาณอิมมูโนโกลบุลิน (quantitative test)

1. Radial immunodiffusion (RID) หรอืวิธีของ Mancini หรอื

single diffusion in two dimensions

เป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณอิมมูโนโกลบุลิน

ในสิÉงสง่ตรวจ  ปัจจุบนัวิธีการทดสอบนี Êไดร้บัความนิยมนอ้ย

เนืÉองจากมีขัÊนตอนการทาํทีÉยุ่งยาก ใชเ้วลานาน ไม่เหมาะกบั

งานทีÉมีปรมิาณมาก หลกัการทดสอบนี Êอาศยัการเกิดปฏิกิรยิา

ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีในตัวกลางทีÉเป็นวุ้น  โดย

การใช้แอนติบอดีผสมในวุ้นจากนัÊนเจาะหลุมในวุ้นทีÉ ผสม

แอนติบอดีสาํหรับใส่แอนติเจน แอนติเจนจะกระจายออก

โดยรอบเป็นวงทาํปฏิกิริยากบัแอนติบอดีในวุน้ ทาํใหเ้กิดเสน้

ตะกอนเป็นวงกลม เสน้ผ่านศนูยก์ลางของวงตะกอน จะเป็น

สัดส่วนกับความเข้มข้นของสารทีÉ อยู่ ในหลุมนัÊน โดยการ

เปรียบเทียบกบัแอนติเจนทีÉรูป้ริมาณ 3 ระดบั จะทาํใหท้ราบ

ปริมาณของตัวอย่างทีÉ นาํมาหาได้โดยการกราฟทีÉ ได้จาก

standard 3 จุด ดังแสดงในรูปทีÉ  11 วิ ธีการทดสอบนี Êใช้

ตรวจหาปริมาณของ immunoglobulin, complement, C

reactive protein เป็นตน้

2. Immunoturbidimetric method

เป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณอิมมูโนโกลบุลิน

ในสิÉงส่งตรวจ หลักการทดสอบนี Êสามารถบอกปริมาณของ

อิมมโูนโกลบลุินได ้ โดยการใสแ่อนติบอดีต่อโปรตีนชนิดนัÊน ๆ

ลงไปในตัวอย่าง เกิดเป็น antigen-antibody complex

(immune complexes) เมืÉอยิงลาํแสงจากแหล่งกาํเนิดแสง

เลเซอร์ผ่าน immune complexes นี Êจะเกิดความเข้มของ

แสง โดยความเข้มของแสงจะถูกนาํไปเทียบกับกราฟของ

สารมาตราฐาน ดงัแสดงในรูปทีÉ 12

3. Immunonephelometric method

เ ป็ นวิ ธี ก ารตรวจ วิ เค รา ะห์ เพืÉ อหา ปริ มา ณ

อิมมูโนโกลบุลินในสิÉงส่งตรวจ หลักการทดสอบนี Êสามารถ

บอกปริมาณของอิมมูโนโกลบุลินได้ โดยการใส่แอนติบอดี

ต่อโปรตีนชนิดนัÊน ๆ ลงไปในสิÉงส่งตรวจ เกิดเป็น antigen-

antibody complex (immune complexes) เมืÉอยิงแสงจาก

แหล่งกาํเนิดแสงเลเซอร ์ light emitting diode (LED) ผ่าน

immune complexes นี Êจะเกิดการกระเจิงของแสง  ความเขม้

ของแสงทีÉกระเจิงออกมาจะถูกนาํไปเทียบกับกราฟของสาร

มาตราฐาน  โดยความเข้มของแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรง

กับความเขม้ขน้ของอิมมูโนโกลบุลินในสิÉงส่งตรวจ ดังแสดง

ในรูปทีÉ 12

หลกัการทดสอบ immunoturbidimetric method

และ immunonephelometric method สามารถทาํให้มี

ความไวสูงขึ Êนได้โดยการนาํแอนติบอดี เคลือบบน inert

particles (โดยปกตินิยมใชส้ารสงัเคราะห ์ ซึÉงเป็นพอลีเมอร์

ของ polystyrene latex เรียกว่า latex particles) ทาํให้

แอนติบอดีทีÉจะใสเ่ขา้ไปนัÊนมีขนาดใหญ่ขึ Êน เมืÉอเกิด antigen-

antibody complex ก็จะมีขนาดใหญ่และเกิดแสงมากขึ Êน

ปัจจุบันวิธีการทดสอบนี Êได้รับความนิยมในห้องปฏิบัติการ

เนืÉองจากวิธีการทดสอบทาํไดร้วดเร็วโดยเครืÉองตรวจวิเคราะห์

อัตโนมัติ  (automate) ใช้ในการหาโปรตีนได้หลายชนิด

วิธีนี Êสามารถบอกปริมาณ intact immunoglobulin โดยใช้

แอนติบอดีต่อส่วนของ heavy chain และใช้แอนติบอดีต่อ

สว่นของ light chain เพืÉอตรวจ total light chain หรอือาจใช้

แอนติบอดีตอ่สว่น epitope ของ light chain ชนิด K หรอื 
ทีÉโดยปกติถูกบดบังดว้ย heavy chain (conceal epitope)

antibody ตอ่ conceal epitope นัÊนจะจบักนัไดก็้ตอ่เมืÉอไมม่ี

heavy chain อยู ่กลา่วคือเป็น free light chain ดงัแสดงใน

รูปทีÉ 13

รูปทีÉ 11. แสดงการตรวจหาปรมิาณอมิมโูนโกลบลุนิโดยหลกัการ Radial Immunodiffusion (RID)
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การตรวจ light chain สามารถตรวจในรูปแบบ

free form (9, 10) และ bound form โดย serum free light

chain (sFLC) สามารถตรวจพบไดใ้นระดับ 0.4 mg/l ส่วน

bound light chain สามารถตรวจพบไดใ้นระดบั 3,000 mg/l

ดังนัÊนการตรวจ sFLC จึงเป็นการตรวจหาอิมมูโนโกลบุลิน

ทีÉ มี ความไวสูงทีÉ สุดในปัจจุบัน อย่ างไรก็ ตามการตรวจ

วัดปริมาณของอิมมู โนโกลบุลิ น โดยวิ ธี  turbidimetry

หรือ nephelometry นัÊ นไม่สามารถรู ้ ได้อย่างชัดเจนว่า

อิมมโูนโกลบลุนินัÊนมีลกัษณะทีÉเป็น “monoclonal” โดยเฉพาะ

อย่างยิÉง intact immunoglobulin ซึÉงสรา้งขึ Êนอยา่งสมํÉาเสมอ

ในภาวะปกติ  แต่หากอิมมูโนโกลบุลินทีÉ ว ัดได้นัÊนมีค่าสูง

กว่าปกติอย่างมากก็อาจจะอนุมานว่าเป็น monoclonal

protein โดยทีÉ ไม่ได้เห็น รูปร่าง หน้าตา ของโปรตีนจาก

electrophoresis เช่น หาก มี IgA สงู 10 g/l อาจอนมุานได้

เลยวา่ เป็น IgA myeloma ในกรณีของคา่ free light chain

นัÊนในคนปกตมิีคา่ ประมาณ 500 mg ตอ่วนั เนืÉองจากการผลติ

อิมมโูนโกลบลุนิ นัÊนมีการสรา้ง light chain และ heavy chain

แยกกันโดนมีการสรา้ง light chain มากกว่า heavy chain

เมืÉอเกิดการจบัคู่กนัเพืÉอใหเ้กิดอิมมูโนโกลบลุินแลว้จึงมี light

chain ทีÉ เป็น free form เหลืออยู่บ้างในภาวะปกติพบว่า

การมี serum free light chain (sFLC) มากกว่า 100 mg/l

น่ าจะเกิ ดความผิ ดปกติ บางอย่ างขึ Ê นกั บเซลล์ทีÉ ผลิ ต

อิมมูโนโกลบุลิน แต่ยังไม่เพียงพอทีÉ จะบ่งบอกความเป็น

monoclonal ของ sFLC จึงไดม้ีการเทียบอตัราสว่นของ K/
ซึÉงปกติมีค่า 0.26 - 1.65 หากอัตราส่วนดังกล่าวต่างจาก

ปกติมากจะยิÉ งช่วยบอกว่าเกิดความผิดปกติบางอย่างขึ Êน

กับเซลลท์ีÉผลิต ในคนปกติมีการสรา้ง K มากกว่า  light

chain ในระดบั 2:1 แต่เนืÉองจาก K light chain มกัจะไม่มี

การรวมตัวกันเป็น dimer ต่างจาก  light chain ทาํให้

K light chain ถกูขบัออกทางปัสสาวะมากกวา่สง่ผลใหอ้ตัรา

สว่นของ K/ประมาณ 0.59 (0.26 - 1.65) ในภาวะทีÉไตปกติ

ทัÊงทีÉมีการผลิต K light chain มากกวา่ ดงันัÊนคา่ K/ อาจจะ

สงูขึ Êนอยู่ทีÉประมาณ 0.37 - 3.10 ในกรณีทีÉไตทาํงานผิดปกติ

เนืÉองจากเกิดการขับออกทางปัสสาวะ ของ K light chain

ทีÉลดนอ้ยลง

รูปทีÉ 12. แสดงการตรวจหาปรมิาณอมิมโูนโกลบลุนิโดยหลกัการ immunoturbidimetric method และหลกัการ immunonephelometric method

รูปทีÉ 13. แสดงแอนตบิอดีตอ่ bound light chain ในการตรวจ  total light chain นัÊน สามารถเกาะกบั epitope ทีÉเป็นสว่นนอกของอมิมโูนโกลบลุนิ

(บรเิวณทีÉเป็นสีชมพขูอง light chain) ในขณะทีÉแอนตบิอดีตอ่ free light chain นัÊนสามารถเกาะกบั epitope ทีÉซอ่นอยู่ในส่วนใน

(บรเิวณทีÉเป็นสีเขียวของ light chain) ทาํใหส้ามารถเลือกทาํปฏกิริยิาเฉพาะ free light chain
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สรุป

ในผู้ ป่ วยทีÉ มี ลั กษณะทางคลิ นิ คทีÉ สงสัยว่ ามี

paraprotein การตรวจวิ เคราะห์ทางห้องปฏิบัติการทีÉ มี

เป้าหมายเพืÉ อพิสูจน์ว่ามีการเกิด monoclonal immuno-

gobulin ทีÉสาํคัญทีÉสุด ได้แก่ SPEP และ UPEP ส่วนการ

ตรวจเพืÉอดูว่า เป็นอิมมูโนโกลบุลินชนิดใดดว้ยดว้ยวิธี IEP,

IFE หรือ IT นัÊ นอาจส่งตรวจวิ เคราะห์ในบางสถาบันทีÉ

สามารถทาํไดแ้ตไ่ม่มีความจาํเป็นมากนกั สว่นในการติดตาม

การรกัษานิยมใช ้ sFLC และใช ้SPEP หรือ UPEP ในกรณี

ทีÉไม่สามารถใช้ sFLC ได ้ ส่วนการหาระดบัอิมมูโนโกลบุลิน

นัÊนอาจใชด้ว้ยเหตผุลเฉพาะรายเทา่นัÊน เช่น ติดตามดปูรมิาณ

IgG ในผูป่้วย IgA myeloma เพืÉอติดตามความเสีÉยงต่อการ

ติดเชื Êอ เป็นตน้
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