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Abstract
The f (ce) antigen is a compound antigen in Rh blood group system expressing on  

red blood cells when c and e antigens are formed by genes on the same chromosome. Anti-f  

alloimmunization occurs when a patient without the f antigen is transfused with blood carrying 

the f antigen. Anti-f is concerned in hemolytic transfusion reaction. The majority of anti-f found 

is IgG while the minority is IgM. A low frequency anti-f has been reported in a patient in  

Thailand. The objective of this work was to produce mimic of anti-f (IgM) by combination of 

anti-c (IgM) and anti-e (IgM), and compare the reaction pattern with the reported patient’s 

anti-f (IgM/IgG or IgG). The mimic of anti-f (IgM) was studied with antibody screening, antibody 

identification, adsorption-elution technique followed by antibody screening and antibody  

identification of eluate, antibody distinguishing with dithiothreitol and potency testing. The results 

showed that antibody screening of mimic of anti-f (IgM) presented 4+ for all screening cells 

O1-4 with antigen c and/or e (R1R1, R1R2, rr) whereas patient’s anti-f (IgM/IgG or IgG) was 

reported 3+ with only O4 with ce antigen (rr). Antibody identification of mimic of anti-f (IgM) 

revealed 4+ for all panel cells 1-11 (P1-11) with antigen c and/or e (R1R1, R1R2, R2R2, R1Rz, 

R1r, rr, r’r, r’’r) whereas patient’s anti-f (IgM/IgG or IgG) was reported 2-3+ with P4, P9-11 

carrying antigen ce (R1r, rr, r’r, r’’r). Antibody screening and antibody identification of eluate 

demonstrated 1+ with O1-4 and 1+ with P1-11 at RT, 37๐C and AHG the reaction pattern of 

which was identical with mimic of anti-f (IgM) and mimic of anti-f (IgM) exhibited the potency 

of 128. This research indicated that mimic of anti-f (IgM) had different characteristics from 
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patient’s anti-f which was antibody to compound antigen f (ce) and not to either antigen e or c. 

Reaction pattern of mimic of anti-f (IgM) could be a practical way of antibody identification to 

separate patients’ anti-f from anti-c + anti-e which might be found in the future.

Keywords:	Mimic of anti-f (IgM), Anti-c (IgM), Anti-e (IgM), Reported patient’s anti-f (IgM/ 

		  IgG or IgG)



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 50 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2565 นิพนธ์ต้นฉบับ

Anti-f (IgM) จำ�ลองโดยการรวมกันของ anti-c (IgM)  
และ anti-e (IgM) เปรียบเทียบกับ anti-f (IgM/IgG or IgG) 

ในผู้ป่วยที่มีการรายงาน

เชิดชาย แซ่ฮ่วน* ณัฐภัทร ไพบูลย์ศิริ ปวันรัตน์ ยังประเสริฐกุล และ ฟ้าประทาน ปิกวงค์

ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก

บทคััดย่่อ
แอนติเจน f (ce) เป็นแอนติเจนผสมในหมู่เลือดระบบ Rh ที่แสดงออกบนเม็ดเลือดแดงเมื่อ

แอนติเจน c และ e เกิดจากยีนบนโครโมโซมเส้นเดียวกัน ผู้ป่วยที่ไม่มีแอนติเจน f และได้รับเลือด 
ที่มีแอนติเจน f จะกระตุ้นให้เกิดการสร้าง anti-f ซึ่งก่อให้เกิด hemolytic transfusion reaction โดยที ่
anti-f ในผู้ป่วยส่วนมากเป็น IgG แต่ส่วนน้อยเป็น IgM และมีรายงานผู้ป่วยในประเทศไทย  
วัตถุประสงค์ของการวิจัยเพื่อผลิต anti-f (IgM) จำ�ลอง โดยการรวมกันของ anti-c (IgM) และ anti-e 
(IgM) และศึกษาลักษณะรูปแบบปฏิกิริยาเปรียบเทียบกับ anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วยที่มีการ
รายงาน โดยนำ� anti-f (IgM) จำ�ลองมาตรวจกรองแอนติบอดี ตรวจแยกชนิดแอนติบอดี ใช้เทคนิค 
adsorption-elution เพื่อนำ� eluate มาตรวจกรองแอนติบอดี ตรวจแยกชนิดแอนติบอดี ตรวจชนิดของ
แอนติบอดีด้วย dithiothreitol และทดสอบหาความแรง ผลการวิจัยพบว่า การตรวจกรองแอนติบอดี
ของ anti-f (IgM) จำ�ลองให้ผล 4+ กับ screening cells O1-4 ที่มีแอนติเจน c และ/หรือ e ทุกเซลล์ 
(R1R1, R1R2, rr) ส่วน anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วยที่มีการรายงานให้ผล 3+ กับ O4 ที่มี
แอนติเจน ce (rr) เท่านั้น การตรวจแยกชนิดแอนติบอดีของ anti-f (IgM) จำ�ลองให้ผล 4+ กับ panel 
cells 1-11 ที่มีแอนติเจน c และ/หรือ e ทุกเซลล์ (R1R1, R1R2, R2R2, R1Rz, R1r, rr, r’r, r’’r)  
ส่วน anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วยที่มีการรายงานให้ผล 2-3+ กับ P4, P9-11 ที่มีแอนติเจน ce 
(R1r, rr, r’r, r’’r) ผลการทดสอบ eluate ด้วยการตรวจกรองแอนติบอดีให้ผล 1+ กับ O1-4 และการตรวจ 
แยกชนิดแอนติบอดีให้ผล 1+ กับ P1-11 ที่อุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส และ AHG รูปแบบปฏิกิริยา
เหมือน anti-f (IgM) จำ�ลอง และ anti-f (IgM) จำ�ลองมีความแรง 128 งานวิจัยนี้บ่งชี้ว่า anti-f (IgM) 
จำ�ลองมีคุณสมบัติท่ีแตกต่างจาก anti-f ท่ีพบในผู้ป่วยซึ่งเป็นแอนติบอดีต่อแอนติเจนผสม f (ce)  
ไม่ใช่แอนติเจน c หรือ e ตัวใดตัวหนึ่ง รูปแบบปฏิกิริยา anti-f (IgM) จำ�ลองอาจใช้เป็นแนวทางสำ�หรับ

การตรวจแยกชนิด anti-f ออกจาก anti-c ที่พบร่วมกับ anti-e ในผู้ป่วยที่อาจพบได้ต่อไป

คำ�สำ�คัญ:	 Anti-f (IgM) จำ�ลอง, Anti-c (IgM), Anti-e (IgM), Anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วย 
		  ที่มีการรายงาน
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เชิดชาย แซ่ฮ่วน และคณะ 8126

บทนำำ�
แอนตเิจน f (ce) เปน็แอนตเิจนผสม (com-

pound antigen) ในหมู่เลือดระบบ Rh ที่แสดงออก

บนเม็ดเลือดแดงเมื่อแอนติเจน c และ e เกิดจากยีน

บนโครโมโซมเส้นเดียวกัน (cis postion)(1) anti-f 

เป็น single antibody แต่ ให้ปฏิกิริยาเหมือน  

multiple antibodies ได้รับการกระตุ้นให้สร้างขึ้นใน

ผู้ป่วยที่ไม่มีแอนติเจน f และได้รับเลือดที่มีแอนติเจน f 

ดงันัน้ anti-f ในผูป้ว่ยมคีวามสำ�คญัทางคลนิกิท่ีทำ�ให้

เกิด hemolytic transfusion reaction (HTR)(2) 

และ hemolytic disease of the fetus and newborn 

(HDFN)(3-4) โดยท่ี anti-f ในผูป้ว่ยสว่นมากพบเปน็ 

immunoglobulin G (IgG) แต่ส่วนน้อยเป็น  

immunoglobulin M (IgM) จากรายงานของ  

Nakamura Y และคณะ(5) พบ anti-f (IgM/IgG 

or IgG) ในผู้ป่วยซึ่งเป็น naturally acquired  

alloantibody

ปี พ.ศ. 2553 การศึกษาแอนติบอดีของ 

หมูเ่ลอืดชนดิตา่งๆ ในผูป้ว่ยท่ีสง่ตรวจ ณ ศนูยบ์รกิาร

โลหติแห่งชาต ิสภากาชาดไทย(6) พบ single antibody 

อันดับ 1-3 ได้แก่ anti-Mia, anti-E และ anti-I และ 

multiple antibodies อันดับ 1-3 ได้แก่ anti-E + 

anti-c , anti-E + anti-Mia และ anti-C + anti-e 

ในปี พ.ศ. 2550 Saipin J และคณะ(7) พบผู้ป่วย 

ที่มี anti-Jka, anti-Fyb และ anti-f (IgG) ทำ�ให้มี

ความซบัซอ้นในการตรวจกรองแอนตบิอด ี(antibody 

screening) และการตรวจแยกชนิดแอนติบอดี  

(antibody identification)(7-8) โดยการตรวจกรอง

แอนติบอดีจะได้ผลบวกเนื่องจาก screening cells  

มีแอนติเจน Jka, Fyb แต่ไม่มี f และต้องนำ�ซีรัมมา 

crossmatch กับเลือดผู้บริจาคที่ไม่มีแอนติเจน Jka 

Fyb และ f จึงจะได้ผล compatible

anti-f ในผู้ป่วยท่ีมีรายงานในทวีปเอเชียมี

ดังนี้ ปี พ.ศ. 2550 Chow PK และคณะ(9) พบ 

anti-f (IgG) และ Saipin J และคณะ พบ anti-f 

(IgG)(7) ในประเทศไทย ต่อมาในปี พ.ศ. 2558 

รายงานผู้ป่วยของ Nakamura Y และคณะ(5) พบ 

anti-f (IgM/IgG or IgG) โดยพบ 1 รายใน 73,636 

ราย (ร้อยละ 0.0014) หลังจากนั้นในปี พ.ศ. 2559 

Nah H และคณะ(10) พบ anti-f (IgG) เป็นรายที่

สองในประเทศเกาหลีใต้ และปี พ.ศ. 2563 รายงาน

ผู้ป่วยของ Alharbi A และคณะ(11) พบ anti-f  

(IgG) โอกาสพบ anti-f ในผู้ป่วยแม้ไม่สูงมากแต่มี

ความสำ�คัญ ท่ีห้องปฏิบัติการควรทราบลักษณะและ

รูปแบบการทำ�ปฏิกิริยาของ anti-f เพื่อเป็นแนวทาง

ในการตรวจแยกชนิดแอนติบอดี

วธิกีารสรา้งแอนตบิอดตีอ่ระบบหมูเ่ลอืดจาก

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทยใช้เทคนิค 

hybridoma technology เช่น การผลิต anti-E 

(IgM) โดยการแยก B cells จาก buffy coat ของ

ผู้บริจาคที่สร้าง anti-E มาเช่ือมกับ human  

myeloma cells เมื่อ hybridoma cells มีขนาดโคโลนี

ท่ีเหมาะสมจึงดูดน้ำ�เลี้ยงเซลล์มาทดสอบกับเซลล์ 

เมด็เลือดแดง และตรวจสอบคณุสมบตัขิองแอนตบิอด ี

ซึ่งวิธีดังกล่าวมีค่าใช้จ่ายสูง และใช้เวลานาน(12) 

ปัจจุบันยังไม่มี anti-f จำ�หน่าย และ anti-f ในผู้ป่วย

เองก็พบได้ยาก โดย anti-f ที่พบในผู้ป่วยส่วนมาก

เป็น IgG แต่งานวิจัยนี้ไม่สามารถหา anti-c (IgG) 

และ anti-e (IgG) ได้ และเคยมีการรายงาน anti-f 

(IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วย(5) ดังนั้นงานวิจัยนี้ 

จึงผลิต anti-f (IgM) จำ�ลองโดยการรวมกันของ 

anti-c (IgM) และ anti-e (IgM) เพื่อศึกษารูปแบบ

ปฏิกิริยา โดยมีสมมุติฐานว่าเมื่อผู้ป่วยมี anti-c + 

anti-e จะบวกกับเซลล์ที่มีแอนติเจน c และ/หรือ e 

แตกต่างจาก anti-f ที่จะบวกกับเซลล์ที่มีแอนติเจน 

ce เทา่นัน้ และอาจใชเ้ปน็แนวทางการตรวจแยกชนดิ 

anti-f ออกจาก anti-c ที่พบร่วมกับ anti-e ในผู้ป่วย

ที่อาจพบได้ต่อไป
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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อผลิต anti-f 

(IgM) จำ�ลอง โดยการรวมกันของ anti-c (IgM) 

และ anti-e (IgM) และศึกษารูปแบบปฏิกิริยา 

เปรียบเทียบกับ anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วย

ที่มีการรายงาน โดยนำ� anti-f (IgM) จำ�ลองมาตรวจ

กรองแอนติบอดี ตรวจแยกชนิดแอนติบอดี ทำ�  

adsorption-elution แล้วนำ� eluate มาตรวจกรอง

แอนตบิอด ีตรวจแยกชนดิแอนตบิอด ีตรวจชนดิของ

แอนติบอดี (antibody distinguishing) ด้วย  

dithiothreitol (DTT) ทดสอบหาความแรง  

(potency testing) และเปรยีบเทียบรปูแบบปฏิกิรยิา

วััสดุุและวิิธีีการ
1.	 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

ตัวอย่างใช้ anti-f (IgM) โดยการรวมกัน

ของ anti-c (IgM) และ anti-e (IgM) ซึง่เตรยีมด้วย

การผสม anti-c (IgM) 5 มลิลลิติร และ anti-e (IgM) 

5 มิลลิลิตร หรืออัตราส่วน 1:1 โดยโครงการวิจัย

เป็นการศึกษาในมนุษย์ ได้รับการอนุมัติจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัย

นเรศวร เลขที่ใบรับรอง (COA) 476/2020 ลงวันที่

รับรอง 23 พฤศจิกายน พ.ศ. 2563

2.	 วัสดุที่ใช้ในการศึกษา

2.1		anti-A (MOAb) Lot NO. 63023, 

anti-D (IgM/IgG) Lot NO. 61032, anti-D (IgG) 

Lot NO. 61010, anti-c (IgM) Lot NO. 63010 

และ antihuman globulin (AHG) Lot NO. 63011 

จากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย anti-e 

(IgM) Lot NO. 10630 56 03 Bio-Rad, USA. 

dithiothreitol (DTT) Thermo Scientific, USA, 

Phosphate Buffer Saline (PBS) และ Normal 

Saline Solution (NSS)

2.2 	3% A cells Lot NO. 63080, 

screening cells O1, O2 Lot NO. 63083, O3 Lot 

NO. 63080 และ O4 เตรียมจาก panel cells 9 Lot 

NO. 63080 (O1-4), panel cells 1-11 (P1-11) 

Lot NO. 63080 และ Coombs Control Cells 

(CCC) Lot NO. 63080 จากศูนย์บริการโลหิต 

แห่งชาติ สภากาชาดไทย

3.	 วิธีการศึกษา

3.1 การตรวจกรองแอนติบอดีของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน 

(conventional tube technique)

เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 mm  

24 หลอด แบ่งเป็น 6 ชุด ๆ ละ 4 หลอด โดย 

negative control (NC) ด้วย anti-A (MoAb), 

positive control (PC) ด้วย anti-D (IgM/IgG) 

และ anti-D (IgG) แอนติบอดีสำ�หรับการตรวจดังนี้ 

anti-f (IgM) จำ�ลอง anti-c (IgM) และ anti-e 

(IgM) ในแต่ละชุดระบุ O1-4 หยด แอนติบอดี 50 

ไมโครลิตร ตามด้วย O1-4 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้อง (RT) 5 นาที แล้วปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 

1,000 × g 15 วินาที จากนั้นนำ�ไปบ่มใน water bath 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แล้วปั่น

อ่านผลที่ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที นำ�ทุกหลอด

มาปั่น ล้าง 3 ครั้ ง ท่ีความเร็ว 1,000 × g  

45 วินาที แล้วหยด AHG 2 หยด ปั่นอ่านผลท่ี

ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที ถ้าให้ผลลบต้องนำ�

ไปดูใต้กล้องจุลทรรศน์ ถ้าให้ผลลบจึง หยด CCC  

1 หยด ลงในหลอดที่ให้ผลลบ ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 

1,000 × g 15 วินาที(13)

3.2		การตรวจแยกชนิดแอนติบอดีของ 

anti-f (IgM) จำ�ลองด้วยวธีิหลอดทดลองมาตรฐาน

เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 mm  

66 หลอด แบ่งเป็น 6 ชุดๆ ละ 11 หลอด โดย NC 

ด้วย anti-A (MoAb), PC ด้วย anti-D (IgM/IgG) 
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และ anti-D (IgG) แอนติบอดีสำ�หรับการตรวจ ดังนี้ 

anti-f (IgM) จำ�ลอง anti-c (IgM) และ anti-e 

(IgM) ในแต่ละชุดระบุ P1-11 หยดแอนติบอดี  

50 ไมโครลิตร ตามด้วย P1-11 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้ง

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 

1,000 × g 15 วินาที จากนั้นนำ�ไปบ่มใน water bath 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที แล้วปั่นอ่านผล

ที่ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที นำ�ทุกหลอดมาปั่น

ล้าง 3 ครั้ง ที่ความเร็ว 1,000 × g 45 วินาที แล้ว

หยด AHG 2 หยด ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1,000 × g 

15 วินาที ถ้าให้ผลลบต้องนำ�ไปดูใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ถ้าให้ผลลบจึงหยด CCC 1 หยด ลงในหลอดที่ให้

ผลลบ ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1,000 x g 15 วินาที(13)

3.3 เทคนิค adsorption-elution ของ 

anti-f (IgM) จำ�ลองด้วยวิธี Lui freeze-thaw 

elution

เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 mm  

3 หลอด หยด anti-f (IgM) จำ�ลอง anti-c (IgM) 

และ anti-e (IgM) 240 ไมโครลิตร ตามด้วย  

adsorbed cells 240 ไมโครลิตร ดังนี้ O4, O2 และ 

O2 ตามลำ�ดับ นำ�ไปแช่ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 60 นาที นำ�มาปั่นที่ความเร็ว 1,000 × g  

5 นาที ถ่าย adsorbed serum ลงในหลอดทดลอง 

และเก็บเม็ดเลือดแดงไว้เตรียม eluate หลังจากนั้น

นำ�มาปั่นล้างอย่างน้อย 6 ครั้ง เก็บน้ำ�ล้างครั้งสุดท้าย

ไว้เป็นหลอดควบคุม หยด NSS 150 ไมโครลิตร แล้ว

นำ�ไปวางในตู้แช่แข็ง 10 นาที จากนั้นนำ�มาละลายภายใต้

น้ำ�ประปา แล้วนำ�มาปั่นที่ความเร็ว 1,000 × g 2 นาท ี

ดูด eluate ไว้ในหลอดทดลอง(13) แล้วนำ�ไปตรวจ

กรองแอนติบอดี และแยกชนิดแอนติบอดีโดยทำ�

ควบคู่กับน้ำ�ล้างครั้งสุดท้าย

		 3.3.1 การตรวจกรองแอนติบอดีของ 

eluate ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

		 เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 

mm 16 หลอด แบ่งเป็น 4 ชุดๆ ละ 4 หลอด โดย 

NC ด้วย anti-A (MoAb), PC ด้วย anti-D (IgM/

IgG) และ anti-D (IgG) และ eluate ในแต่ละชุด

ระบุ O1-4 หยดแอนติบอดี 50 ไมโครลิตร ตามด้วย 

O1-4 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่ RT 5 นาทีแล้วปั่น

อ่านผลที่ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที จากนั้นนำ�

ไปบ่มใน water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

30 นาที แล้วปั่นอ่านผลท่ีความเร็ว 1,000 × g  

15 วินาที นำ�ทุกหลอดมาปั่นล้าง 3 ครั้ง ที่ความเร็ว 

1,000 × g 45 วินาที แล้วหยด AHG 2 หยด  

ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที ถ้าให้ผล

ลบจะต้องนำ�ไปดูใต้กล้องจุลทรรศน์ ถ้าให้ผลลบจึง

หยด CCC 1 หยด ลงในหลอดที่ให้ผลลบ ปั่นอ่าน

ผลที่ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที(13)

		 3.3.2 การตรวจแยกชนิดแอนติบอดี

ของ eluate ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

		 เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 

mm 44 หลอดแบ่งเป็น 4 ชุดๆ ละ 11 หลอดโดย 

NC ด้วย anti-A (MoAb), PC ด้วย anti-D (IgM/

IgG) และ anti-D (IgG) และ eluate ในแต่ละชุด

ระบุ P1-11 หยดแอนติบอดี 50 ไมโครลิตร ตามด้วย 

P1-11 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที

แล้วปั่นอ่านผลท่ีความเร็วรอบ 1,000 × g เวลา 

15 วินาที จากนั้นนำ�ไปบ่มใน water bath อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที แล้วปั่นอ่านผลที่

ความเร็ว 1,000 × g เวลา 15 วินาที นำ�ทุกหลอดมา

ปั่นล้าง 3 ครั้ง ที่ความเร็ว 1,000 × g เวลา 45 วินาที 

แล้วหยด AHG หลอดละ 2 หยด ปั่นอ่านผลท่ี

ความเร็ว 1,000 × g เวลา 15 วินาที ถ้าให้ผลลบต้อง

นำ�ไปดูใต้กล้องจุลทรรศน์ ถ้าให้ผลลบจึงหยด CCC 

1 หยด ลงในหลอดที่ให้ผลลบ ปั่นอ่านผลที่ความเร็ว 

1,000 × g เวลา 15 วินาที(13)
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3.4 การตรวจชนิดของแอนติบอดีของ 

anti-f (IgM) จำ�ลองด้วย dithiothreitol (DTT)

เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 mm  

12 หลอด ประกอบดว้ยหลอดทดลอง 6 หลอด ไดแ้ก่ 

หลอด anti-f (IgM) จำ�ลอง treated, anti-f (IgM) 

จำ�ลอง untreated, anti-c (IgM) treated, anti-c 

(IgM) untreated, anti-e (IgM) treated และ anti-e 

(IgM) untreated, PC 4 หลอด ได้แก่ หลอด  

anti-D (IgM/IgG), anti-D (IgM/IgG) untreated, 

anti-D (IgG) treated และ anti-D (IgG)  

untreated และ NC 2 หลอด ได้แก่ หลอด NSS 

treated และ NSS untreated หลังจากนั้นหยด

แอนติบอดี 100 ไมโครลิตร แล้วหยด 0.01 M DTT 

100 ไมโครลิตร ลงในหลอด treated และ PBS 100 

ไมโครลิตร ลงในหลอด untreated นำ�ไปบ่มใน water 

bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 60 นาที หลังจากนั้น 

นําไปเจือจางดังนี้ 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 

1:128, 1:256, 1:512 และ 1:1,024 ตามด้วยหยด 

P9 50 ไมโครลิตร(13)

3.5		การทดสอบหาความแรงของ anti-f 

(IgM) จำ�ลอง

เตรียมหลอดทดลองขนาด 12 × 75 mm  

50 หลอด แบ่งเป็นชุดๆ ละ 10 หลอด โดย NC ด้วย 

PBS และ PC ด้วย anti-A (MoAb) แอนติบอดี

ทดสอบ ดังนี้ anti-f (IgM) จำ�ลอง anti-c (IgM) 

และ anti-e (IgM) นำ� NC, PC และแอนติบอดี

ทดสอบไปเจือจางดังนี้ undiluted, 1:2, 1:4, 1:8, 

1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 และ 1:512  

จากนั้นหยด 3% A cells 50 ไมโครลิตร ในหลอด 

NC และ PC, P9 50 ไมโครลิตร ในหลอด anti-f 

(IgM) และ O2 50 ไมโครลิตร ในหลอด anti-c 

(IgM) และ anti-e (IgM) หลังจากนั้นนำ�ไปปั่นอ่าน

ผลที่ความเร็ว 1,000 × g 15 วินาที(13-14)

4. การวิเคราะห์ข้อมูล

วิเคราะห์ข้อมูลโดยการเปรียบเทียบรูปแบบ

ปฏิกิริยาระหว่าง anti-f (IgM) จำ�ลองกับ anti-f 

(IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วยที่มีการรายงาน

ผลการวิิจััย
1. 	ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของ anti-f (IgM) 

จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของ anti-f 

(IgM) จำ�ลอง ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานให้ผล 

4+ กับ O1 (R1R1, DCCee), O2 (R1R2, DCcEe), 

O3 (R1R1, DCCee) และ O4 (rr, dccee) ที่ 

ขั้นตอนอุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส และ AHG 

เมื่อเปรียบเทียบกับ anti-f (IgM/IgG or IgG) ใน 

ผู้ป่วยของ Nakamura Y และคณะ(5) ให้ผล 3+ กับ 

O4 ที่ทำ�เฉพาะขั้นตอน AHG และ anti-f (IgG) ใน

ผู้ป่วยของ Saipin J และคณะ(7) ให้ผล 3+ กับ O4 

ที่ขั้นตอน AHG เท่านั้น (Table 1)

2. ผลการตรวจแยกชนิดแอนติบอดีของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

ผลการตรวจแยกชนิดแอนติบอดีของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานให้ผล  

4+ กับ P1-11 ท่ีข้ันตอนอุณหภูมิห้อง 37 องศา

เซลเซียส และ AHG เมื่อเปรียบเทียบกับ anti-f 

(IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วยของ Nakamura Y 

และคณะ(5) ให้ผล 2-3+ กับ P9-11 ท่ีทำ�เฉพาะ 

ข้ันตอน AHG และ anti-f (IgG) ในผู้ป่วยของ 

Saipin J และคณะ(7) ให้ผล 3+ กับ P4, P9-11 

ที่ขั้นตอน AHG เท่านั้น (Table 2)
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Table 2  The results of antibody screening of mimic of anti-f (IgM) by conventional tube technique.

Panel cells

Mimic of anti-f  
(IgM)

Patient’s anti-f
(IgM/IgG or IgG)(5)

Patient’s anti-f  
(IgG)(7)

RT 37°C AHG RT 37°C AHG RT 37°C AHG

P1 R1R1 DCCee 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

P2 R1R1 DCCee 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

P3 R1R1 DCCee 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

P4 R1r DCcee 4+ 4+ 4+ NT NT ND 0 0 3+

P5 R1Rz DCCEe 4+ 4+ 4+ NT NT ND 0 0 0

P6 R1R2 DCcEe 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

P7 R1R2 DCcEe 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

P8 R2R2 DccEE 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

P9 rr dccee 4+ 4+ 4+ NT NT 3+ 0 0 3+

P10 r’r dCcee 4+ 4+ 4+ NT NT 2+ 0 0 3+

P11 r”r dccEe 4+ 4+ 4+ NT NT 2+ 0 0 3+

ND = no data

NT = not tested

Table 1 The results of antibody screening of mimic of anti-f (IgM) by conventional tube technique.

Screening cells

Mimic of anti-f  
(IgM)

Patient’s anti-f
(IgM/IgG or IgG)(5)

Patient’s anti-f  
(IgG)(7)

RT 37°C AHG RT 37°C AHG RT 37°C AHG

O1 R1R1   DCCee 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

O2 R1R2   DCcEe 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

O3 R1R1   DCCee 4+ 4+ 4+ NT NT 0 0 0 0

O4 rr      dccee 4+ 4+ 4+ NT NT 3+ 0 0 3+

NT = not tested

3. ผลเทคนิค adsorption-elution ของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วยวิธี Lui freeze-thaw elution

3.1		ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของ 

eluate ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของ eluate 

ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานพบว่า ให้ผล 1+ กับ 

O1-4 ท่ีข้ันตอนอณุหภูมหิอ้ง 37 องศาเซลเซยีส และ 

AHG (Table 3)

3.2		ผลการตรวจแยกชนิดแอนติบอดี

ของ eluate ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

ผลการตรวจแยกชนิดแอนติบอดีของ eluate 

ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานพบว่า ให้ผล 1+ กับ 
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Table 4 The results of antibody identification of eluate by conventional tube technique.

Table 3 The results of antibody screening of eluate by conventional tube technique.

Antibody Adsorption-elution Screening cells
Result

RT 37°C AHG CCC

Last wash 0 0 0 2+

Eluate 1+ 1+ 1+ NT

Last wash 0 0 0 2+

Mimic of anti-f (IgM) Eluate 1+ 1+ 1+ NT

Last wash 0 0 0 2+

Eluate 1+ 1+ 1+ NT

Last wash 0 0 0 2+

Eluate 1+ 1+ 1+ NT

O1 R1R1 DCCee

O2 R1R1 DCcEe

O3 R1R2 DCCee

O4 rr dccee

NT = not tested

Panel cells
Eluate Eluate of patient’s anti-f (IgM/IgG or IgG)(5)

RT 37°C AHG RT 37°C AHG

P1 R1R1 DCCee 1+ 1+ 1+ NT NT 0

P2 R1R1 DCCee 1+ 1+ 1+ NT NT 0

P3 R1R1 DCCee 1+ 1+ 1+ NT NT 0

P4 R1r DCcee 1+ 1+ 1+ NT NT ND

P5 R1Rz DCCEe 1+ 1+ 1+ NT NT ND

P6 R1R2 DCcEe 1+ 1+ 1+ NT NT 0

P7 R1R2 DCcEe 1+ 1+ 1+ NT NT 0

P8 R2R2 DccEE 1+ 1+ 1+ NT NT 0

P9 rr dccee 1+ 1+ 1+ NT NT 3+

P10 r’r dCcee 1+ 1+ 1+ NT NT 2+

P11 r”r dccEe 1+ 1+ 1+ NT NT 2+

ND = no data
NT = not tested

P1-11 ท่ีข้ันตอนอุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส 

และ AHG เมื่อเปรียบเทียบกับ eluate ของ anti-f 

(IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วยของ Nakamura Y 

และคณะ(5) ให้ผล 2-3+ กับ P9-11 ท่ีทำ�เฉพาะ 

ขั้นตอน AHG (Table 4)
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4. ผลการตรวจชนิดของแอนติบอดีของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วย dithiothreitol (DTT)

ผลการตรวจชนดิของแอนตบิอดขีอง anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วย DTT พบว่า anti-f (IgM)  

จำ�ลอง anti-c (IgM) และ anti-e (IgM) เป็น IgM 

(Table 5)

5. ผลการทดสอบหาความแรงของ anti-f (IgM) 

จำ�ลอง

ผลการทดสอบหาความแรงของ anti-f 

(IgM) จำ�ลอง พบว่าความแรงของ anti-f (IgM)

จำ�ลอง anti-c (IgM) และ anti-e (IgM) เท่ากับ 

128, 128 และ 256 ตามลำ�ดับ (Table 6)

Table 5 The results of antibody distinguishing of mimic of anti-f (IgM) with dithiothreitol.

Antibody Status
Titer

Antibody class
RT 37°C AHG

Mimic of anti-f (IgM)
Untreated 64 64 32

IgM
Treated 0 0 8

Anti-c (IgM)
Untreated 64 256 128

IgM
Treated 0 0 32

Anti-e (IgM)
Untreated 64 64 16

IgM
Treated 0 0 0

Table 6 The results of potency testing of mimic of anti-f (IgM).

Antibody Screening cells Potency

Mimic of anti-f (IgM) O4 rr dccee 128

Anti-c (IgM) O1 R1R2 DCcEe 128

Anti-e (IgM) O1 R1R2 DCcEe 256

วิิจารณ์์
หมู่เลือดระบบ Rh เกิดจากยีน RHD ที่

กำ�หนดแอนตเิจน D และ RHCE ทีก่ำ�หนดแอนตเิจน 

C, c, E และ e นอกจากนี้ยังมีแอนติเจนผสมที่

แสดงออกบนเมด็เลอืดแดงเมือ่แอนตเิจนเกิดจากยนี

บนโครโมโซมข้างเดยีวกัน (cis gene products) ไดแ้ก่ 

แอนติเจน f (Rh6), Ce (Rh7), CE (Rh22) และ 

cE (Rh27)(1) โดยพบ anti-f (IgG) ในผู้ป่วย 

เปน็ส่วนมากซึง่มคีวามสำ�คญัทางคลินกิสามารถทำ�ให้

เกิด HTR(2) และ HDFN(3-4) นอกจากนี้ anti-f 

(IgM/IgG or IgG) ยังพบได้ในผู้ป่วยจากรายงาน

ของ Nakamura Y และคณะ(5)

การตรวจกรองแอนตบิอดขีอง anti-f (IgM) 

จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานในงานวิจัยนี้ใช้ 

O3-4 เพิ่มเติมนอกเหนือจาก O1-2 ซึ่งใช้ในการ

ตรวจกรองแอนติบอดีประจำ�วันในงานวิทยาศาสตร์
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การบรกิารโลหติ(14) ผลการตรวจกรองแอนตบิอดขีอง 

anti-f (IgM) จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

ให้ผล 4+ กับ O1-4 ซึ่งมีแอนติเจน c และ/หรือ e 

ท่ีข้ันตอนอณุหภูมห้ิอง 37 องศาเซลเซยีส และ AHG 

ไม่สอดคล้องกับ anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วย

ของ Nakamura Y และคณะ(5) ซึ่งให้ผล 3+ กับ O4 

ซึง่มเีฉพาะแอนตเิจน f (ce) โดยทำ�ปฏิกิรยิาท่ีข้ันตอน 

AHG เช่นเดียวกับ anti-f (IgG) ในผู้ป่วยของ 

Saipin J และคณะ(7) ให้ผล 3+ กับ O4 ที่ขั้นตอน 

AHG เท่านั้น

ผลการตรวจแยกชนิดแอนติบอดีของ  

anti-f (IgM) จำ�ลองด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐาน

ให้ผล 4+ กับ P1-11 ซึ่งมีแอนติเจน c และ/หรือ e 

ท่ีข้ันตอนอณุหภมูห้ิอง 37 องศาเซลเซยีส และ AHG 

ไม่สอดคล้องกับ anti-f (IgM/IgG or IgG) ในผู้ป่วย

ของ Nakamura Y และคณะ(5) ให้ผล 2-3+ กับ 

P9-11 ที่ทำ�เฉพาะขั้นตอน AHG และ anti-f (IgG) 

ในผู้ป่วยของ Saipin J และคณะ(7) ที่ให้ผล 4+ กับ 

P4, P9-P11 ที่ขั้นตอน AHG เท่านั้น โดยที่ P4, 

P9-P11 มีแอนติเจน f (ce)

ผลการตรวจกรองแอนติบอดีและแยกชนิด

แอนติบอดีของ eluate จากวิธี Lui freeze-thaw 

elution ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานพบว่า ให้ผล 

1+ กับ O1-4 และ P1-11 ตามลำ�ดับ ท่ีข้ันตอน

อุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส และ AHG โดยมี

รปูแบบปฏิกิรยิาเหมอืนกับ anti-f (IgM) จำ�ลองท่ีนำ�

มาทำ� adsorption ซึ่งจะทำ�ปฏิกิริยากับทุกเซลล์ที่มี

แอนตเิจน c และ/หรอื e เทคนคิ adsorption-elution 

นี้ มีการใช้ยืนยันความจำ�เพาะต่อ anti-f (IgM/IgG 

or IgG) ในผู้ป่วยของ Nakamura Y และคณะ(5) 

ซึ่งพบว่าแอนติบอดีในคนไข้จะถูกดูดซับด้วยเซลล์ท่ี

มีแอนติเจน f (ce) เท่านั้น และ eluate ที่ได้ก็ทำ�

ปฏิกิริยาเฉพาะกับเซลล์ที่มีแอนติเจน f (ce) เท่านั้น

เช่นกัน

ผลการตรวจชนิดแอนติบอดีของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองด้วย DTT พบ anti-f (IgM) จำ�ลอง 

และ anti-c (IgM) เป็น IgM โดยมีปฏิกิริยาเกิดขึ้น

ที่ขั้นตอน AHG ในหลอด treated เนื่องจาก anti-c 

(IgM) และ anti-e (IgM) มีลักษณะของการ 

เป็น thermostable สามารถจับกับแอนติเจนที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และบวกที่ AHG(1) ซึ่ง

จะสามารถตรวจยืนยันชนิดของแอนติบอดีด้วยวิธี 

flow cytometry ตามงานวจิยัของ Alzate MA และ

คณะ(15) โดยใช้ antihuman IgG และ antihuman 

IgM ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงต่างชนิดกัน

ผลการทดสอบหาความแรงของ anti-f 

(IgM) จำ�ลองพบว่า ความแรงของ anti-f (IgM) 

จำ�ลองเท่ากับ 128 ต่อ P9 ซึ่งมีแอนติเจน f (ce) โดย

มีค่าเท่ากับของ anti-c (IgM) แต่น้อยกว่าของ  

anti-e (IgM) ที่ 256

การศึกษาครั้งนี้แม้ anti-f (IgM) จำ�ลองที่

เตรียมได้จะมีคุณสมบัติที่แตกต่างจาก anti-f ท่ีพบ 

ในผู้ป่วย แต่ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า รูปแบบ

ปฏิกิริยาการตรวจกรองแอนติบอดีและการแยกชนิด

แอนติบอดีที่พบ anti-f และที่พบ anti-c ร่วมกับ 

anti-e มีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน โดย anti-f 

จะทำ�ปฏกิิรยิาเฉพาะกับเซลล์ท่ีมแีอนตเิจน f (ce) คอื

เซลล์ที่มีจีโนไทป์เป็น r หรือ R0 ข้างใดข้างหนึ่งหรือ

ทั้งสองข้าง ในขณะที่ anti-f (IgM) จำ�ลองจากการ

ผสมกันของ anti-c (IgM) และ anti-e (IgM)  

จะทำ�ปฏิกิริยากับทุกเซลล์ที่มีแอนติเจน c และ/หรือ 

e ทั้ง r, r’, r”, R0, R1, R2 ข้างใดข้างหนึ่งหรือ 

ท้ังสองขา้ง ซึง่จะทำ�ปฏกิิรยิากบั screening cells หรอื 

panel cells ทุกเซลล์ที่ใช้ในการทดสอบทั่วไป ความ

แตกตา่งของรปูแบบปฏิกิรยิาท่ีพบอาจใช้เปน็แนวทาง

ทางการตรวจแยกชนิด anti-f ออกจาก anti-c ที่พบ

รว่มกับ anti-e สำ�หรบัหอ้งปฏิบตักิารธนาคารเลือดได้



เชิดชาย แซ่ฮ่วน และคณะ 8134

สรุุป
งานวิจัยนี้สรุปได้ว่า anti-f (IgM) จำ�ลอง 

มีคุณสมบัติท่ีแตกต่างจาก anti-f ท่ีพบในผู้ป่วยซึ่ง

เป็นแอนติบอดีต่อแอนติเจนผสม f (ce) ไม่ ใช่

แอนติเจน c หรือ e ตัวใดตัวหนึ่ง รูปแบบปฏิกิริยา 

anti-f (IgM) จำ�ลองอาจใช้เปน็แนวทางการตรวจแยก

ชนิด anti-f ออกจาก anti-c ที่พบร่วมกับ anti-e ใน

ผู้ป่วยที่อาจพบได้ต่อไป
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