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ความชุกของฮีโมโกลบินอีในคนไทยเช้ือสายมลายู 
ที่นับถือศาสนาอสิลาม: การวินิจฉยัระดับดีเอน็เอ 
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บทคัดยอ: ศึกษาความชุกของฮโีมโกลบนิอใีนคนไทยเชือ้สายมลายูที่นบัถอืศาสนาอิสลาม จากตัวอยาง
จํานวน 200 ราย อายเุฉล่ีย 20.15 + 2.35 ป เปนเพศชาย 75 ราย เพศหญิง 125 ราย โดยเก็บเลือดจาก
ตัวอยางทุกรายนาํมาตรวจวิเคราะหขอมูลทางโลหิตวิทยาและคาดัชนเีม็ดเลือดแดง ดวยเครือ่งวิเคราะหเม็ด
เลือดอัตโนมัติ NIHON KOHDEN MEK–8222K (Tokyo, Japan) ตรวจหาชนิดและปรมิาณฮีโมโกลบินดวย
เครื่องวิเคราะหฮีโมโกลบนิอตัโนมัติ VARIANT II (Philadelphia, PA, USA) ตรวจวเิคราะหยีนฮีโมโกลบิน
ดวยเทคนคิ Allele Specific PCR (ASPCR) จากการศกึษาพบวา คาพารามเิตอรของเมด็เลือดแดงเฉล่ีย 
RBC 4.49±0.49 cell/mm3, Hb 12.6±1.3 g/dL, Hct 39.1±4.0 %, MCV 87.4±6.7 fL, MCH 28.1±2.6 pg, 
MCHC 32.2±0.8 g/dL และ RDW-CV 11.3±0.9 % มีชนดิฮีโมโกลบนิเปน A2A จํานวน 187 ราย คิดเปน
รอยละ 93.5 และ EA จํานวน 13 ราย คิดเปนรอยละ 6.5 มีคาทางโลหิตวิทยาและดัชนเีม็ดเลือดแดงเฉล่ีย
ดังนี้ RBC 4.8±0.5 cell/mm3, Hb 12.0±1.1 g/dL, Hct 38.2±3.6 %, MCV 79.1±3.32 fL, MCH 4.8±1.4 pg, 
MCHC 31.4±0.8 g/dL, RDW-CV 11.4±0.7 %, HbF 1.1±0.2 % และ ปรมิาณ Hb A2/E 31.6±1.9 % เมื่อ
เปรยีบเทยีบคาดัชนีเม็ดเลือดแดงทั้ง 2 กลุม พบวาคา MCV และ MCH ในกลุมฮีโมโกลบินอี มีคาตํ่ากวาใน
กลุมทีม่ีชนดิฮีโมโกลบินเปน A2A อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001) การตรวจวิเคราะหยนีฮีโมโกลบนิอ ี
โดยเทคนคิ Allele Specific PCR (ASPCR) เปนผลบวกทัง้ 13 ราย จากการศกึษาในครั้งนี้พบความชกุของ
ฮีโมโกลบนิอใีนกลุมคนไทยเช้ือสายมลายทูี่นับถอืศาสนาอสิลาม รอยละ 6.5 การคนพบอุบัติการณของฮีโม-
โกลบินอีซึ่งเปนความผิดปกติทีม่ีการถายทอดทางพันธุกรรม จึงเปนขอมูลทีส่ามารถนาํมาใชในการวางแผน
ใหคําแนะนําปรึกษา เพ่ือหาแนวทางการปองกันการถายทอดของโรคสูรุนลูกหลาน และยังใชเปนขอมูลในการ 
เฝาระวังการเกิดโรคเบตาธาลัสซเีมยี/ฮีโมโกลบนิอใีนประชากรกลุมนีไ้ดอีกดวย 
คําสําคัญ: ฮีโมโกลบินอี ไทยมลายู-มุสลิม ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี อัลลีลสเปซิฟกพีซีอาร    

 
บทนํา: ฮีโมโกลบินอี (HbE) เปนฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด
หนึ่ง ท่ีเกิดจากการกลายพันธุ (mutation) ของเบตาโกลบินยีน 
(β–globin) โดยมีการเปล่ียนจาก GAG เปน AAG ตําแหนง
โคดอนท่ี 26 ทําใหกรดอะมิโนตําแหนงดังกลาวเปล่ียนจาก 
glutamine (E) เปน lysine (K)1-3) ซึ่งความผิดปกตินั้นเกิด 
ขึ้นในระดับดีเอ็นเอ (DNA) จึงสามารถถายทอดจากพอแม
ไปสูลูกได โดยสวนใหญผูท่ีเปนพาหะของฮีโมโกลบินอีจะไม
แสดงอาการทางคลินิกแตจะพบวามีความผิดปกติของเม็ด
เลือดแดงเพียงเล็กนอย หากพบฮีโมโกลบินอีรวมกับเบตาธาลัส
ซีเมีย  (β–thalassemia)  จะทําใหเกิดโรคเบตาธาลัสซีเมีย/ ฮีโม- 
โกลบินอ ี(β-thalassemia/HbE) ซึ่งอาการท่ีแสดงออกในผูปวย
แตละรายจะมีต้ังแตรุนแรงนอยจนถึงรุนแรงมาก ทําใหเปน
ปญหาสาธารณสุขท่ีสําคัญของประเทศ4-6)

 ปจจุบันพบวาความ
ชุกของฮีโมโกลบินอีในประเทศไทยสูงเปนอันดับหนึ่ง เมื่อ
เทียบกับความผิดปกติของฮีโมโกลบินชนิดอ่ืน โดยพบวาท่ี

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความชุกของฮีโมโกลบินอีมาก
ท่ีสุดคือประมาณรอยละ 32-60 รองลงมาคือกรุงเทพมหานคร 
พบประมาณรอยละ 13-17 และภาคใตพบประมาณรอยละ 
9-117) การพบความชุกท่ีแตกตางกันในแตละภูมิภาคสะทอนให
เห็นถึงแหลงกําเนิดและความแตกตางทางดานเชื้อชาติ และ
ในภาคใตของประเทศไทยก็มีความหลากหลายทางดานเชื้อ
ชาติไมวาจะเปน ไทยเชื้อสายอินเดีย ไทยเชื้อสายจีน รวมถึง
คนไทยเชื้อสายมลายู ซึ่งพบเปนกลุมประชากรสวนใหญ
ทางภาคใตตอนลางของประเทศไทย คนไทยเชื้อสายมลายู
มีการเคล่ือนยาย อพยพ เขามาอยูในพ้ืนท่ีภาคใตของประเทศ
ไทยประมาณสองถึงสามพันปกอน ประกอบกับการท่ีคนไทย
เชื้อสายมลายูนับถือศาสนาอิสลาม ซึ่งมีวัฒนธรรมที่ไมนิยม
แตงงานขามศาสนา8)

 ดังนั้นการศึกษาหาอุบัติการณของฮีโม- 
โกลบินอ ีซึ่งมีการถายทอดทางพันธุกรรมจึงนาจะเปนประโยชน
ในการควบคุมโรคในกลุมประชากรกลุมนี้ 
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เนื่องจากฮีโมโกลบินอีเปนฮีโมโกลบินผิดปกติท่ีพบบอย
มากในประเทศไทย การมีภาวะฮีโมโกลบินอีไมกอใหเกิด
ปญหาใดๆ ตอการดํารงชีวิต แตหากพบภาวะฮีโมโกลบินอี
รวมกับเบตาธาลัสซีเมีย ซึ่งเปนความผิดปกติทางพันธุกรรม 
ท่ีพบบอยเชนกันในประเทศไทย จะกอใหเกิดโรคโลหิตจาง
เรื้อรังชนิดท่ีรุนแรงและเปนปญหาสาธารณสุขท่ีสําคัญใน
ระดับตนๆของประเทศ ดังนั้นการคนหาผูท่ีเปนพาหะฮีโม-
โกลบินอีในประชากรไทย จึงเปนขั้นตอนที่สําคัญอยางยิ่งใน
การควบคุมและปองกันโรคธาลัสซีเมียในประเทศ การตรวจ
คนหาผูท่ีเปนฮีโมโกลบินอีทางหองปฏิบัติการมีหลายระดับ
ท้ังการตรวจกรองฮีโมโกลบินอี ดวยวิธี การตกตะกอนดวย 
dichlorophenol-indolphenol (DCIP precipitation test) ซึ่ง
เปนวิธีท่ีใชรวมกับ Osmotic Fragility test (OF-test) สําหรับ
การตรวจกรองธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินอีในประชากร 

ตามแผนงานการควบคุมและปองกันโรคธาลัสซีเมียใน
ประเทศไทย แตมีขอเสียคือใชเวลาทําปฏิกิริยาคอนขางนาน 
และเนื่องจากน้ํายามีสีเขมจึงเกิดปญหาทําใหอานผลไดยาก
ตองอาศัยความชํานาญและประสบการณของผูปฏิบัติงาน 
จึงทําใหเกิดความผิดพลาดงายและไมสอดคลองกับการ
ตรวจดวยวิธีมาตรฐาน นอกจากน้ีมักเกิดผลบวกปลอมงาย
เมื่อตั้งหลอดทิ้งไวนาน ปญหาเหลานี้สงผลใหแผนงานการ
ควบคุมและปองกันโรคธาลัสซีเมียในประเทศไทยไมไดผลดี 
การตรวจยืนยันดวยวิธีมาตรฐานในปจจุบันเปนวิธีท่ีสามารถ
แยกชนิดฮีโมโกลบินและหาปริมาณของฮีโมโกลบินชนิด
ตางๆ โดยใชวิธี High performance liquid chromato-
graphy (HPLC) ใชหลักการของ cation exchange HPLC 
และ อาศัย elution buffer ท่ีมี ionic strength ตางๆชนิด วิธี 
HPLC นี้สามารถใชหาปริมาณฮีโมโกลบินอี และฮีโมโกลบิน
ชนิดอ่ืนๆ ไดพรอมกัน ใชเลือดตัวอยางคอนขางนอย ทําได
สะดวกและใหผลการตรวจวัดท่ีเชื่อถือไดดี สวนการตรวจ
ยืนยันฮีโมโกลบินอีเปนการตรวจหาความผิดปกติระดับยีน
โดยการวิเคราะหดีเอ็นเอ ซึ่งอาจสกัดไดจากเม็ดเลือดขาว 
เนื้อเย่ือหรือเซลลตางๆ ท่ีมีนิวเคลียส เชน เซลลน้ําคร่ําและ
เนื้อรก ซึ่งใชเปนตัวอยางเพ่ือใชวินิจฉัยทารกในครรภ เปน
ตน การตรวจหาความผิดปกติของผูปวยในระดับดีเอ็นเอจะ
ชวยในการวินิจฉัยไดดีย่ิงขึ้น นอกจากนี้การตรวจยืนยัน
ฮีโมโกลบินอีโดยการตรวจดีเอ็นเอยังใชในการวินิจฉัยทารก
ในครรภท่ีเส่ียงตอการเปนโรคเบตาธาลัสซีเมีย/ ฮีโมโกลบิน
อี ซึ่งมีอุบัติการณสูงในประเทศไทย และสามารถใชในการ
ตรวจหาภาวะฮีโมโกลบินอีในทารกเกิดใหมซึ่งมีระดับของ
ฮีโมโกลบินอีในเลือดนอยและตรวจไดไมชัดเจน9-12) 

การศึกษาหาความชุกของฮีโมโกลบินอีในคนไทยเชื้อสาย
มลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม เพ่ือดูวามีอุบัติการณมากนอย
เพียงใด หากการศึกษาครั้งนี้พบความชุกของฮีโมโกลบินอี
สูงในคนไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม อาจมีโอกาส
ท่ีจะทําใหเกิดภาวะโลหิตจางโฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี (EE) 
และหากคนไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลามมีความ
ชุกของเบตาธาลัสซีเมียสูงรวมดวย จะทําใหมีโอกาสการเกิด
โรคเบตาธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี ซึ่งเปนโรคโลหิตจางทาง
พันธุกรรมชนิดรุนแรง ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้สามารถนํา
ขอมูลมาใชในการใหคําแนะนํา ปรึกษา และวางแผนในการ
ควบคุมปองกันการเกิดโรคในประชากรกลุมนี้ได  

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ: 
การเก็บตัวอยาง เก็บตัวอยางเลือดจากคนไทยเชื้อสาย

มลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม จํานวน 200 คน โดยเก็บตัวอยาง
เลือดคนละ 3.0 มิลลิลิตร ใช EDTA เปนสารกันเลือดแข็ง 
การศึกษาในครั้งนี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการ
จริยธรรมการวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ และ
อาสาสมัครทุกคนใหความยินยอมในการเขารวมโครงการ 
วิจัย 

สารเคมีและนํ้ายา Dextran (C6H12O6), Ammonium 
chloride (NH4Cl), Potassium hydrogen carbonate 
(KHCO3), Acetic acid, Chloroform, SDS (Sodium 
dodecyl sulphate), Pronase E, Sodium chloride (NaCl), 
Absolute ethanol, Na2 EDTA, Phenol, Glycerol, 
Bromphenol blue, Absolute ethanol bromide, Agarose, 
Sodium hydroxide (NaOH), Triton X-100, Tris base, 
Boric acid (น้ํายาขางตนจาก Merck, USA) , PCR buffer, 
Specific Oligonucleotide primer (Promega, USA) และ 
dNTPs mix, Taq DNA polymerase, λDNA /Hind III 
marker (Invitrogen, USA).   

เคร่ืองมือ และอุปกรณ เครื่องตรวจวิเคราะหอัตโนมัติ 
NIHON KOHDEN MEK–8222K (Tokyo, Japan), เครื่องตรวจ 
วิเคราะหชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินอัตโนมัติ VARIANT II 
(Philadelphia, PA, USA) เครื่องเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอในหลอด 
ทดลอง GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer, USA). 

การตรวจวิเคราะหคาทางโลหิตวิทยาเบื้องตน  
ตัวอยางเลือดทุกรายจะถูกตรวจวิเคราะหทางโลหิต

วิทยาซ่ึงประกอบดวย RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC 
และ RDW-CV ดวยเคร่ือง MEK–8222K, NIHON KOHDEN
โดยใชหลักการท่ีเรียกวา “Volumetric impedence” โดย
เครื่องจะวัดขนาดและจํานวนเซลลของตัวอยางเลือด วัด
ปริมาณฮีโมโกลบินจากเม็ดเลือดแดงโดยจะทําปฏิกิริยากับ 
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potassium ferricyanide และ potassium cyanide ได cyan-
methemoglobin และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm 
นับแยกชนิดและปริมาณของเม็ดเลือดขาวโดยใชหลักการ 
Flow cyctometry รวมกับ laser light scattering โดยใชการ
ใชตัวอยางเลือดท่ีถูกเจือจางแลวผานเขาสู flow cell เมื่อมี
แสงเลเซอรยิงผานเซลลจะเกิดการกระจายของแสงเลเซอร
ของเซลลนั้น หลังจากนั้นตัว detector จะแปรสัญญาณของ
การตกกระทบแสงของเซลลแตละมุมออกมา ตามขนาด (size) 
องคประกอบภายใน (complexity) และปริมาณแกรนูลภายใน
เซลล (granularity) ทําใหเครื่องสามารถแยกชนิดของเม็ด
เลือดขาวทั้ง 5 ชนิด 

การวิเคราะหชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบินใน
เม็ดเลือดแดง  

การวิเคราะหชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบินในเม็ดเลือด
แดง โดยเทคนิค High Performance Liquid Chromato-
graphy (HPLC), VARIANT II, BIO-RAD12-14) โดยใชระบบ 
HPLC เปนการแยกโดยอาศัยอัตราการเคล่ือนท่ีของสาร และ 
มีการแลกเปล่ียนไอออนชนิดไอออนบวก (cation exchange 
chromatography) ซึ่งจะแยกชนิดของฮีโมโกลบินโดยอาศัย
การเกิดแรงกระทําระหวางไอออนในเฟสที่เคล่ือนท่ี (mobile 
phase) กับหมูแลกเปล่ียนไอออนบนเฟสที่อยูกับท่ี (stationary 

phase) โดยมีซิลิกาเจลเปนเรซินซึ่งมีประจุบนผิวเปนประจุ
ลบ เนื่องจากสารตัวอยางมีฮีโมโกลบินกันหลายชนิด โดย
แตละชนิดมีความแรงของประจุไมเทากัน ทําใหฮีโมโกลบิน
แตละชนิดถูกแยกออกจากกันไดอยางสมบูรณท่ีระยะ   
เวลาตางๆ กันท่ีแนนอน (specific retention time) ซึ่งเปน
คุณสมบัติเฉพาะของฮีโมโกลบินแตละชนิด เพราะฉะน้ันจึง
ใช retention time เปนตัวระบุชนิดของฮีโมโกลบินได สวน
การตรวจปริมาณของฮีโมโกลบิน (hemoglobin quantitation) 
จะทําโดยการวัดการดูดกลืนแสงของฮีโมโกลบินแตละชนิด
โดยใช photometer เปนตัวตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 415 
นาโนเมตร และ 690 นาโนเมตร ความเขมขนของฮีโมโกลบิน
คิด เป นร อยละโดยคํ านวณจากพ้ืน ท่ี ใต กราฟของ
ฮีโมโกลบินแตละชนิด โดยมีสารมาตรฐานท่ีทราบความ
เขมขนของ HbA2 และ HbF ใชในการปรับคา (calibrator) 
เพ่ือใหคาท่ีไดมีความถูกตองแมนยําสูง 

การตรวจวิเคราะห DNA15-16) ดวยวิธี allele specific 
PCR (ASPCR)  

การตรวจวิเคราะห DNA ดวยวิธี allele specific PCR 
(ASPCR) โดยใช primer ท่ีจําเพาะกับฮีโมโกลบินอี นํา
ตัวอยางท่ีตรวจพบแถบฮีโมโกลบินอีตรงตําแหนงของ HbE 

จากผลการตรวจแยกชนิดฮีโมโกลบิน โดยวิธี cellulose 
acetate electrophoresis มาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีมาตรฐาน
และตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ ดวยวิธี ASPCR ซึ่งเปนเทคนิค
ท่ีอาศัย primer ท่ีจําเพาะตอ mutation ใหตําแหนงของ
ลําดับเบสท่ีเปล่ียนไปอยูทางดานปลาย 3’ ของ primer ถา
เปนดีเอ็นเอของคนปกติจะจับไดไมสมบูรณทําใหปลายทาง
ดาน 3’ ของ primer เปดออกสงผลใหไมสามารถใชเปนตัว
ต้ังตนในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอได แตในกรณีท่ีเปนของ
คนท่ีเปนโรคก็จะสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได โดยเทคนิค
นี้จะใช primers ท้ังหมด 4 เสนดวยกันคือ γ4 กับ γ5 ใชเปน 
primers ท่ีใชครอมยีนสวนปกติท่ีมีอยูในทุกคนเปน internal 
control เมื่อนําไป run electrophoresis จะได fragment ท่ีมี
ขนาด 578 bp และ G24 กับ S3 ใชเปน primers ท่ีใชในการ
วิเคราะหยีนฮีโมโกลบินอี เมื่อนําไป run electrophoresis 
จะได fragment ท่ีมีขนาด 400 bp ดังแสดงในรูปท่ี 1 

การเตรียมสวนประกอบของการทํา ASPCR ปริมาตร
รวม 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย genomic DNA 1 ไมโครลิตร 
primers แตละตัวประกอบดวย 15 พิโครโมล ของ S3 (5’-
TCCCATAGACTCACCCTGAA-3’) และ G24 (5’-CGTGG 
ATGAAGTTGGTGGTA-3’) 7.5 พิโครโมล ของ γ4 (5'-GG 
CCTAAAACCACAGAGAGT-3') กับ γ5 (5'-CCAGAAGC 
GAGTGTGTGGAA-3') 200 ไมโครโมล dNTPs (dATP, 
dTTP, dCTP, dGTP) และ 1 unit ของ Taq-DNA poly-
merase ใน 10 mM Tris-HCl (pH 7.9) 50 mM KCl, 0.1% 
Triton X-100 และ 3 mM MgCl2 นําสวนผสมไปใสในเครื่อง
เพ่ิมปริมาณ ดีเอ็นเอ ซึ่งมีสภาวะการทํางาน denaturation 
ท่ี 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 รอบ annealing ท่ี 94 องศา
เซลเซียส 1 นาที 30 รอบ extension ท่ี 65 องศาเซลเซียส 
1 นาที 30 วินาที และ final extension ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ตรวจวิเคราะหผลิตผล PCR ดวย 1.5% agarose gel 
electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ λ/Hind III marker 

E

  
รูปท่ี 1  แสดงตําแหนงของยีนบีตาโกลบิน และการแทนท่ีของเบส
ที่ทําใหเกิดฮีโมโกลบินอี และตําแหนงของ primers ที่ใชในเทคนิค 
ASPCR 
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และดูแถบ ดีเอ็นเอภายใตแสง UV หลังจากยอมเจลดวย 
ethidium bromide  

สถิติท่ีใชวิเคราะห การวิเคราะหขอมูลโดยใชคา Mean 
± SD และเปรียบเทียบคาทางสถิติใชโปรแกรม GraphPad 
Prism 4 (IL, USA) โดยใชสถิติ Unpaired-t-test ตามดวย 
Welch's correction ท่ีคา p<0.05 ถือวามีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ผล: 
ผลการตรวจวิเคราะหคาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดงดวย
เคร่ืองวิเคราะหอัตโนมัติ 

การตรวจวิเคราะหทางโลหิตวิทยาและคาดัชนีชี้วัดของ
เม็ดเลือดแดง จากตัวอยางเลือดชาวไทยเชื้อสายมลายู ท่ี
นับถือศาสนาอิสลาม 200 ตัวอยาง พบวามีคาเฉล่ียของ
พารามิเตอรตางๆ ดังนี้คือ RBC 4.49 ± 0.49 cell/mm3, Hb 
12.6 ± 1.3 g/dL, Hct 39.1 ± 4.0 %, MCV 87.4 ± 6.7 fL, 
MCH 28.1 ± 2.6 pg, MCHC 32.2 ± 0.8 g/dL และ RDW-
CV 11.3 ± 0.9 % ดังแสดงในตารางที่ 1  
ผลการตรวจหาชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบิน 

การตรวจหาชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบิน พบชนิด
ของฮีโมโกลบิน 2 แบบ คือ A2A จํานวน 187 ราย คิดเปน
รอยละ 93.5 และ EA จํานวน 13 ราย คิดเปนรอยละ 6.5 
ดังแสดงในตารางที่ 2  
ผลการเปรียบเทียบคาดัชนีชีว้ัดเม็ดเลือดแดงใน 
คนไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม 

คาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดงในคนไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับ
ถือศาสนาอิสลามท่ีมีฮีโมโกลบินปกติ (A2A) และท่ีมีฮีโม-
โกลบินอ ี(EA) พบวาคา RBC, Hb, Hct, MCHC และ RDW- 
CV ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตพบวา
มีเพียงคา MCV และ MCH ในคนไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับถือ
ศาสนาอิสลามท่ีมีฮีโมโกลบินอีมีคาเทากับ 79.1 ± 3.3 (fL) 
และ 24.8 ± 1.4 (pg) เมื่อเปรียบเทียบกับคนไทยเชื้อสาย
มลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลามท่ีมีฮีโมโกลบินปกติ (A2A) มีคา
เทากับ 87.9 ± 6.5 (fL) และ 28.3 ± 2.5 (pg) พบวามีคาลด  
ลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) ดังแสดงในตารางที่ 
3 แตมีปริมาณฮีโมโกลบินอีเพ่ิมขึ้นเปน 31.6 ± 1.9% เมื่อ
เปรียบเทียบกับ 3.4 ± 3.2% ในกลุมคนไทยเชื้อสายมลายูท่ี
นับถือศาสนาอิสลามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) 
ผลการตรวจวินิจฉัยระดับโมเลกุลโดยเทคนิค Allele 
Specific PCR (ASPCR) 

เมื่อนําตัวอยางท่ีพบวาเปนฮีโมโกลบินอีจากการตรวจ 
Hb typing มาสกัดดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวดวยวิธีมาตรฐาน 

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 1.0% agarose gel 
electrophoresis โดยปรากฏแถบของดีเอ็นเอซึ่งมีขนาดมาก 
กวา 23 kb เมื่อนํามาทําการตรวจวิเคราะหยีนฮีโมโกลบินอี
โดยการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค ASPCR โดยใช 
primer 2 ชนิดคูกันคือ S3 เปน common primer และ G24 
เปน mutant primer ซึ่งในคนที่เปนฮีโมโกลบินอีจะใหแถบ
ขนาด 400 bp และใช primer γ4 และ γ5 เปน primer 
ควบคุม (internal control) ซึ่งใหแถบขนาด 578 bp แลว
นําไปตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค 1.5% agarose 
gel electrophoresis ในตัวอยางท่ีใหผลลบตอ HbE จะพบ
เฉพาะแถบขนาด 578 bp สวนในตัวอยางท่ีใหผลบวกตอ 
HbE จะใหแถบทั้งขนาด 578 และ 400 bp จากตัวอยางท้ัง 
13 ราย ท่ีถูกนํามาตรวจพบวาทุกรายใหผลบวกตอ HbE 
ดังแสดงในรูปท่ี 2   

ตารางท่ี 1 คาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดงของคนไทยเชื้อสายมลายู
ที่นับถือศาสนาอิสลาม จํานวน 200 ราย  

Parameter Mean ± SD 
RBC (×106 cell/mm3) 4.5 ± 0.5 
Hb (g/dL) 12.6 ± 1.3 
Hct (%) 39.1 ± 4.0 
MCV (fL) 87.4 ± 6.7 
MCH (pg) 28.1 ± 2.6 
MCHC (g/dL) 32.2 ± 0.8 
RDW-CV (%) 11.3 ± 0.9 

 
ตารางท่ี 2 ชนิดและรอยละของฮีโมโกลบินของคนไทยเชื้อสาย
มลายูที่นับถือศาสนาอิสลาม จํานวน 200 ราย  

Phenotype จํานวน (ราย) รอยละ 
A2A 187 93.5 
EA 13 6.5 

 
ตารางท่ี 3 คาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดงเปรียบเทียบระหวางกลุม
คนไทยเชื้อสายมลายูที่นับถือศาสนาอิสลามที่มีฮีโมโกลบินปกติ
กับกลุมที่มีฮีโมโกลบินอี ทั้งหมด 200 ราย 

Parameter Hb typing 
A2A (n = 187) EA (n = 13) 

RBC (×106 cell/mm3) 4.46 ± 0.48 4.8 ± 0.5 
Hb (g/dl) 12.6 ± 1.3 12.0 ± 1.1 
Hct (%) 39.1 ±  4.0 38.2 ± 3.6 
MCV (fL) 87.9 ± 6.5    79.1 ± 3.3 * 
MCH (pg) 28.3 ± 2.5     24.8 ± 1.4 * 
MCHC (g/dl) 32.2 ± 0.8 31.4 ± 0.8 
RDW-CV (%) 11.3 ± 0.9 11.4 ± 0.7 
HbF (%) 0.7 ± 0.5 1.1 ± 0.2 
HbA2/E (%) 3.4 ± 3.2 31.6 ± 1.9* 

คนไทยเชื้อสายมลายูที่นับถือศาสนาอสิลามที่มีฮีโมโกลบินอี  
MCV และ MCH มีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (*p<0.001) 
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สรุปและวิจารณ: 
การศึกษาครั้งนี้มุงหาความชุกของฮีโมโกลบินอี ในคน

ไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม โดยตรวจคาดัชนี
ชี้วัดเม็ดเลือดแดง ตรวจหาชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบิน 
และการตรวจวินิจฉัยระดับโมเลกุลโดยเทคนิค Allele Specific 
PCR (ASPCR) ซึ่งจากจํานวนกลุมตัวอยางท้ังหมด 200 
ราย พบวาเปนฮีโมโกลบินอี 13 ราย คิดเปนรอยละ 6.5   

ผลการตรวจคาดัชนีชี้ วัดเม็ดเลือดแดงจากตัวอยาง  
200 ราย ปรากฏวาคาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดงท่ีไดท้ังหมด
ไมสามารถนํามาใชในการตรวจคัดกรองหรือตรวจหาผูท่ี
เปนฮีโมโกลบินอีได เนื่องจากคาท่ีไดนั้นมีความใกลเคียง
กันเมื่อนําคาท่ีไดมาเฉล่ียจึงยังคงอยูในชวงท่ีปกติ เฉพาะ
คา MCV และ MCH เทานั้นท่ีลดลง แตเมื่อนําคาดัชนีชี้วัด
เม็ดเลือดแดงมาวิเคราะหรวมกับการตรวจหาชนิดและ
ปริมาณฮีโมโกลบินดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ ซึ่งใชเกณฑ
ของคา HbA2 มากกวา 10% ในการสรุปวาเปนฮีโมโกลบินอี
ซึ่งพบวาใหผล Hb typing เปนสองแบบคือ A2A (n=187) 
และ EA (n=13) เมื่อพิจารณาคาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดง
พบวาคา MCV และ MCH ของ Hb typing ท้ังสองแบบ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) ดังนั้นเราจึง
สามารถนําคาดัชนีชี้วัดเม็ดเลือดแดงทั้งคา MCV และ MCH 
คัดกรองความผิดปกติของเม็ดเลือดแดงเบ้ืองตนกอนตรวจ
วินิจฉัยดวยการตรวจชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบินดวย 
HPLC และสําหรับการตรวจวินิจฉัยในระดับโมเลกุลโดยใช
เทคนิคท่ี ASPCR ซึ่งวิธีนี้สามารถใชในการตรวจวินิจฉัย
ฮีโมโกลบินอีไดเปนอยางเฉพาะเจาะจง เนื่องจากเปนการ
ตรวจตรงตําแหนงท่ีเกิดการ mutation ของยีนฮีโมโกลบินอี 
จึงถือไดวาวิธีนี้ก็เปนวิธีการตรวจยืนยันท่ีมีความจําเพาะสูง
และยังเปนประโยชนอยางมากในการตรวจวินิจฉัยธาลัส-   
ซีเมียในทารกท่ีมีปริมาณฮีโมโกลบินอีตํ่า แตเนื่องจากการ

ตรวจดวยเทคนิค ASPCR เปนการตรวจโดยการเพิ่มปริมาณ
ของดีเอ็นเอจึงทําใหมีความไวในการตรวจจับความผิดปกติ
ของยีน mutation ของฮีโมโกลบินอี 

ท่ีผานมาพบวาไมมีรายงานฮีโมโกลบินอีในคนไทยเช้ือ
สายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม แตมีรายงานความชุกของ
ฮีโมโกลบินอีในภาคใตพบวามีอุบัติการณรอยละ 9-117) และ 
จากการศึกษาครั้งนี้พบความชุกของฮีโมโกลบินอีในคนไทย
เชื้อสายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลามรอยละ 6.5 ซึ่งถือวา
คอนขางสูงหากนําไปเทียบกับกลุมประชากรท้ังหมด จาก
การศึกษาครั้งนี้นอกจากจะทําใหทราบความชุกของฮีโม-
โกลบินอีในคนไทยเชื้อสายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลามแลว 
ยังพบอุบัติการณของเบตาธาลัสซีเมียในคนกลุมนี้ดวย ซึ่ง
พบวามีรอยละ 1.0 (ไมไดแสดงขอมูล) ซึ่งขอมูลท่ีไดจาก
การศึกษาครั้งนี้จะเปนประโยชนในการเฝาระวัง ควบคุม และ 
ปองกันการเกิดโรคธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี ในคนไทยเชื้อ
สายมลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม และสามารถใชเปนขอมูล
พ้ืนฐานในการศึกษาดานอื่นๆ เชน การศึกษาความสัมพันธ
เชิงชาติพันธุ (ethnic relationship) และพันธุศาสตรประชากร 
(population genetics) สืบตอไป 

จากการศึกษาคร้ังนี้พบฮีโมโกลบินอีในคนไทยเชื้อสาย
มลายูท่ีนับถือศาสนาอิสลาม คิดเปนรอยละ 6.5 ซึ่งจากการ
หาความชุกในครั้งนี้จะเปนประโยชนในการใหคําแนะนํา 
ปรึกษา และวางแผนในการควบคุมโรคท่ีมีการถายทอดทาง
พันธุกรรมอยางเบตาธาลัสซีเมีย/ ฮีโมโกลบินอี ท่ีสามารถ
กอใหเกิดความรุนแรงของโรคเพิ่มขึ้นไดโดยการท่ีมีเบตา- 
ธาลัสซีเมียรวมกับการไดรับยีนท่ีมีฮีโมโกลบินอี ซึ่งเปนยีน
ท่ีผิดปกติบนสายเบตาโกลบินเชนเดียวกัน   

กิตติกรรมประกาศ: การศึกษาวิจัยในคร้ังนี้ไดรับ
ทุนสนับสนุนจากมหาวิทยาลัยวลัยลักษณ (WU 57402) 

 

578 bp 

400 bp 

    
รูปท่ี 2 แสดงผลการวิเคราะหยีนฮีโมโกลบินอีโดยการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค ASPCR แถบ M คือ /Hind III DNA marker, PC 
คือ positive control, NC คือ negative control และ DI คือ deionized water โดยท้ัง 13 ตัวอยาง  ใหผลบวกกับฮีโมโกลบินอี 
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PREVALENCE OF HEMOGLOBIN E IN THAI MALAYU – MUSLIM: 
IDENTIFICATION BY DNA ANALYSIS 
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ABSTRACT:  To study the prevalence of hemoglobin E (HbE) in Thai Malayu-Muslims. Two hundred Thai Malayu-
Muslims EDTA bloods were used for identification HbE. All samples were analyzed for hematological data and red cell 
indices using automated cell count analyzer, NIHON KOHDEN MEK–8222K (Tokyo, Japan). Types and levels of 
hemoglobin fractions were performed using automated analyzer, VARIANT II (Philadelphia, PA, USA). Molecular 
characterization of HbE was performed by Allele Specific PCR (ASPCR). The mean of red blood cell indices data from two 
hundred subjects were RBC 4.49±0.49 cell/mm3, Hb 12.6±1.3 g/dL, Hct 39.1±4.0 %, MCV 87.4±6.7 fL, MCH 28.1±2.6 pg, 
MCHC 32.2±0.8 g/dL and RDW-CV 11.3±0.9 %. Hb typing showed 93.5% A2A (187 subjects) and 6.5% EA (13 subjects). 
HbE subjects showed RBC 4.8±0.5 cell/mm3, Hb 12.0±1.1 g/dL, Hct 38.2±3.6 %, MCV 79.1±3.32 fL, MCH 4.8±1.4 pg, 
MCHC 31.4±0.8 g/dL, RDW-CV 11.4±0.7 %, Hb F 1.1±0.2 % and Hb A2/E 31.6±1.9 %. The MCV and MCHC showed 
significantly lower in Hb E positive group compared with normal hemoglobin, A2A, group (p<0.001). All of 13 subjects were 
positive for HbE using ASPCR. These results showed that the prevalence of HbE in Thai Malayu-Muslim was found to be 
6.5%. The Hb typing and molecular levels would therefore provide an effective diagnosis of HbE and further benefit for 
counseling and prevent the increasing incident of HbE and Thalasemia/HbE disease. 
Keywords:  hemoglobin E, Thai Malayu-Muslims, Thalasemia/HbE, Allele Specific PCR (ASPCR) 
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