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Abstract 
Hemoglobin H disease can be diagnosed by the identification of hemoglobin (Hb) H 

inclusion in red blood cells; however, a long incubation period of the blood-dye mixture is  

required for the testing procedure. The objective of this study was to investigate the impact of 

shortening the Brilliant cresyl blue staining duration on the ability to identify HbH inclusion 

bodies in red blood cells. Blood samples were collected from 28 HbH disease patients and 30 

healthy individuals. Hemoglobin typing was conducted by using HPLC. Incubation of the blood 

with Brilliant cresyl blue at 37oC for 30 and 120 minutes were set up for the detection of HbH 

inclusion bodies. Paired student’s t-test were utilized to assess the reliability of the test results 

and the variances in the number of HbH inclusion bodies. There were no HbH inclusion bodies 

found in the healthy control bloods. Conversely, the HbH inclusion bodies were detected in all 

HbH disease samples at the incubation times of 30 and 120 minutes. The quantities of HbH  

inclusion bodies at 30- and 120-minute incubation times were 43.7 ± 23.6 and 39.9 ± 22.1, 

respectively. There was no statistical significance in both incubation times (p < 0.05). These 

reveal significant amounts of HbH inclusion bodies detected following 30 minutes staining. 

Therefore, the identification of HbH inclusion elements using this 30 minutes staining method 

could facilitate a better turnaround time.
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ประสิทธิภาพของการย้อม Brilliant Cresyl Blue อย่างรวดเร็ว 
เพ่ือตรวจหาฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์

ในเซลล์เม็ดเลือดแดง
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บทคััดย่่อ
การตรวจหาฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ในเซลล์เม็ดเลือดแดงสามารถช่วยวินิจฉัยโรค 

ฮีโมโกลบินเอชได้ อย่างไรก็ตามข้ันตอนการตรวจจำ�เป็นต้องอุ่นเลือดกับสีย้อมไว้เป็นเวลานาน การศึกษาน้ี

มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของการปรับลดระยะเวลาการย้อมด้วย Brilliant cresyl blue ในการตรวจหา 

ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันในเซลล์เม็ดเลือดแดง ตัวอย่างเลือดคนปกติ จำ�นวน 30 ราย และผู้ป่วย 

โรคฮีโมโกลบินเอช จำ�นวน 28 ราย ถูกนำ�มาตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน ตรวจหา 

ฮโีมโกลบนิเอชอนิคลชูนับอดียด้์วยการอุน่สว่นผสมเลือดกบัส ีBrilliant cresyl blue ท่ี 37 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 30 นาที และ 120 นาที วิเคราะห์ความถูกต้องของผลการตรวจโดยใช้ผลการตรวจชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบินเป็นมาตรฐาน วิเคราะห์ความสอดคล้องของผลการตรวจ และเปรียบเทียบจำ�นวน 

ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ด้วยสถิติ paired student’s t-test จากการศึกษา ผู้วิจัยตรวจไม่พบ 

ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ในกลุ่มตัวอย่างคนปกติ ขณะที่ตรวจพบฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์

ในกลุ่มผู้ป่วยโรคฮีโมโกลบินเอชทุกราย และให้ผลสอดคล้องกันร้อยละ 100 ท้ังการย้อมด้วยเวลา  

30 และ 120 นาที จำ�นวนฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ที่ย้อมด้วยเวลา 30 และ 120 นาที เท่ากับ  

43.7 ± 23.6 และ 39.9 ± 22.1 ตามลำ�ดับ ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) การย้อม

เป็นเวลา 30 นาทีมีแนวโน้มท่ีตรวจพบจำ�นวนฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ ได้มากกว่า ดังน้ัน  

การย้อม Brilliant cresyl blue เป็นเวลา 30 นาที สามารถตรวจหาฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ใน

เม็ดเลือดแดงได้อย่างมีประสิทธิภาพ อีกทั้งยังช่วยลดระยะเวลาการตรวจและการรอคอยผลได้ 

คำ�สำ�คัญ: ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชัน เซลล์เม็ดเลือดแดง โรคฮีโมโกลบินเอช ยีนแอลฟาโกลบิน
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บทนำำ�
โ ร ค ฮีี โ ม โกล บิิน เอช เป็็ น โ รค ในกลุ่่� ม 

แอลฟาธาลััสซีีเมีีย (α-thalassemia) ที่่�มีีสาเหตุุจาก

การขาดหายไปหรือืมีคีวามบกพร่่องของยีนีที่่�สร้า้งสาย 

α-globin มากถึึง 3 ยีีนจากทั้้�งหมด 4 ยีีน (--/-α 
หรืือ --/ααT หรืือ --/αTα) ทำำ�ให้้สายโปรตีีน 

α-globin ถูกูสร้้างลดลงอย่่างมากและเป็น็ผลให้้สาย

โปรตีีน β-globin อิิสระคงเหลืืออยู่่�ภายในเซลล์์เป็็น

จำำ�นวนมาก จนเกิดิการเข้า้คู่่�กันัเอง 4 สาย (β
4
) เรียีก

ฮีีโมโกลบินิผิดิปกติชินิดินี้้�ว่่า “ฮีีโมโกลบินิเอช (HbH)” 

ซึ่่�งไม่่เสถีียร สามารถตกตะกอนภายในเซลล์์ได้้ง่่าย

เมื่่�อมีีภาวะเครีียดออกซิิเดชััน (oxidative stress) 

และเหนี่่�ยวนำำ�ให้้เกิิดการแตกทำำ�ลายของเซลล์์ ได้้ 

ผู้้�ที่่�เป็็นโรคนี้้�จึึงมัักจะมีีภาวะโลหิิตจาง(1) โรค HbH 

มีีรายงานพบร้้อยละ 0.1-0.5 ในแถบประเทศเอเชีีย

ตะวัันออกและทะเลเมดิิเตอร์์เรเนีียน(2)

ด้้วยโครงสร้้างระดัับโมเลกุุลของ HbH  

ไม่่เสถีียร HbH จึึงถููกออกซิิไดซ์์ได้้ด้้วยสีี Brilliant 

cresyl blue หรืือ methylene blue (redox dye) ได้้(3) 

ซึ่่�งเมื่่�อย้้อมเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงด้้วยสีีดัังกล่่าวและ 

อุ่่�นไว้้ภายใต้้สภาวะที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส  

เป็็นเวลา 1-3 ชั่่�วโมง HbH จะถููกออกซิิไดซ์์และ 

ตกตะกอนเป็็นเม็็ดกลมสีีน้ำำ��เงิินคล้้ายลููกกอล์์ฟอยู่่�

ภายในเซลล์์ (golf-ball like inclusion) เรีียกว่่า

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ซึ่่�งมองเห็็นได้้ชััดเจน

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์แสงธรรมดาที่่�กำำ�ลังัขยาย 400-

1,000 เท่่า(3-6) ผลการศึึกษาพบว่่าในผู้้�ป่วยโรค HbH  

จะตรวจพบเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงมีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูู- 

ชัันบอดีีย์์ได้้ร้้อยละ 100 โดยพบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง

ที่่�มีีอิินคลููชัันดัังกล่่าวร้้อยละ 33-95 ของเซลล์์เม็็ด

เลืือดแดงทั้้�งหมด(4) หลายการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�ได้้ 

ทำำ�การศึกึษาความสอดคล้้องของการตรวจหาฮีีโมโกลบินิ 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในผู้้�เป็็น α-thalassemia ที่่�มีี 

genotype ต่่าง ๆ ได้้แก่่ -α/αα, -α/-α, --/αα, 
--/-α พบว่่าการทดสอบอิินคลููชัันบอดีีย์์ให้้ผลบวก  

(ตรวจพบเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงมีฮีีโีมโกลบินิเอชอินิคลูชูันั- 

บอดีีย์์อยู่่�ภายในเซลล์์) ได้้ในทุุก genotype ในผู้้�ที่่�

มีี genotype ชนิิด -α/αα ให้้ผลบวกต่่อการตรวจ 

ฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์เพีียงร้้อยละ 59  

เช่่นเดีียวกัับผู้้�มีี genotype -α/-α โดยพบ

มีี อััตราส่่วนของจำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ต่่อจำำ�นวนเซลล์์เม็็ด

เลืือดแดงทั้้�งหมด 1:1,000-1:10,000 ส่่วนในผู้้�เป็็น

พาหะ α-thalassemia 1 (--/αα) พบมีีอััตราการ

ให้้ผลบวกสููงถึึงร้้อยละ 87 (7 รายใน 8 ราย)(5) 

ผลการศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่าอััตราการตรวจพบ 

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงมีฮีีีโมโกลบิินเอชอินิคลููชันับอดีีย์์จะ

เพิ่่�มมากขึ้้�นตามจำำ�นวนยีีน α-globin ที่่�ผิิดปกติิไป 

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Adirojnanon P  

และคณะ(4) ที่่�ทำำ�การศึกึษาปริมิาณ HbH และปริมิาณ

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงมีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

ของผู้้�ป่่วยโรค HbH ชนิิด deletion (--/-α)  

และ non-deletion (--/αTα) ซึ่่�งพบว่่าตรวจพบ

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง

ของผู้้�ป่่วยทุุกราย (ร้้อยละ 100) โดยพบมีีปริิมาณ

มากถึึงร้้อยละ 67 ± 21 ในผู้้�ป่่วยกลุ่่�ม deletion 

และร้้อยละ 79 ± 18 ในผู้้�ป่่วยกลุ่่�ม non-deletion

นอกจากนี้้�ยัังมีีการศึึกษาประสิิทธิิภาพของ

การตรวจคััดกรองความผิิดปกติิของยีีน α-globin 

ด้้วยการตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ โดย

การย้้อมด้้วยสีี Brilliant cresyl blue(6) โดยศึึกษา 

ในตัวัอย่่าง 509 ราย จากผู้้�ที่่�มีภีาวะเม็็ดเลืือดแดงตััวเล็็ก 

และมีจีำำ�นวนมากกว่่าค่่าปกติ ิผลการศึกึษาพบว่่าผู้้�เป็น็

พาหะ α-thalassemia 1 จำำ�นวน 180 ราย ตรวจพบ 

อินิคลูชูันับอดียี์ท์ุกุราย (ร้อ้ยละ 100) โดยอัตัราการพบ 

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงมีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 
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0.1-30 ต่่อ 1,000 เซลล์์เม็็ดเลืือดแดง นอกจากนี้้� 

การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นการตรวจพบฮีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในสภาวะอื่่�นที่่�ไม่่มีีความผิิดปกติิ

ของยีีน α-globin ได้้ด้้วย (false positive) ซึ่่�ง

พบได้้สููงถึึงร้้อยละ 8.2 เช่่น พาหะ β-thalassemia 

ภาวะซีีดจากการขาดธาตุุเหล็็ก อย่่างไรก็็ตาม ผลการ 

ตรวจไม่่พบฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชันับอดีีย์์ในคนปกติิ 

ดัังนั้้�นการตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

จึงึเป็น็วิธิีทีี่่�มีปีระสิทิธิภิาพและน่่าเชื่่�อถือืที่่�สามารถช่่วย

ในการคััดกรองพาหะ α-thalassemia ได้้ โดยเฉพาะ 

ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีความชุุกของ α-thalassemia สููง(7) 

อย่่างไรก็็ตาม การศึึกษาของ Chan AY และคณะ(8) 

พบว่่าการตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์มีี

ความไวต่่อการคััดกรองผู้้�เป็็นโรค HbH และพาหะ 

α-thalassemia 1 ร้้อยละ 100 และ 95 ตามลำำ�ดัับ 

นอกจากนี้้�ยัังพบผลบวกปลอมได้้ในผู้้�ป่วยที่่�มีีภาวะ

ขาดธาตุุเหล็็ก เช่่นเดีียวกัับการศึึกษาของ Pan LL  

และคณะ(6) การตรวจหาฮีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดีย์ี์ 

ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงจึึงเป็็นการทดสอบที่่�มีีความ

ไวต่่อการวิินิิจฉััยโรค HbH ซึ่่�งสามารถทำำ�ได้้ง่่าย 

ไม่่จำำ�เป็็นต้้องใช้้เครื่่�องมืือราคาแพง ปััจจุุบัันจึึงมีี

การนำำ�ไปใช้้อย่่างแพร่่หลายในห้้องปฏิิบััติิการทาง 

การแพทย์์ในโรงพยาบาลทั่่�วประเทศ

แม้้ว่่าการย้้อมฮีีโมโกลบินิเอชอินิคลููชันับอดีย์ี์ 

ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงสามารถช่่วยวิินิิจฉััยโรค HbH  

ได้้อย่่างมีีประสิิทธิภิาพ ทั้้�งชนิิดที่่�เป็น็ deletional HbH 

(HbH) และ non-deletional HbH (HbH-CS) 

และโดยเฉพาะในรายที่่�มีีผลการตรวจ Hb typing  

ไม่่พบการปรากฏของ HbH บน electrophoregram 

หรืือ chromatogram(9) แต่่วิธีีนี้้�ก็็มีีข้้อจำำ�กัดคืือใช้้

เวลาในการตรวจนาน เนื่่�องจากต้อ้งอุ่่�นส่่วนผสมเลือืด

กัับสีี Brilliant cresyl blue ที่่� 37 องศาเซลเซีียส

เป็็นเวลานาน อีีกทั้้�งต้้องใช้้เวลาในการตรวจด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์์เป็็นเวลานาน รวมทั้้�งจำำ�เป็็นต้้องใช้้ 

ผู้้�ที่่�มีคีวามชำำ�นาญในการตรวจด้ว้ย จึงึทำำ�ให้ม้ีรีะยะเวลา

รอคอยผลที่่�นานในโรงพยาบาลบางแห่่งกำำ�หนดการ 

รอคอยผลนานถึึง 24-48 ชั่่�วโมง ซึ่่�งทำำ�ให้้ผู้้�ป่่วย 

ได้ร้ับัการวินิิจิฉัยัล่่าช้า้ได้ ้ดังันั้้�นการพัฒันาวิธิีกีารตรวจ

โดยการปรับลดระยะเวลาการอุ่่�นส่่วนผสมเลืือดกัับสีี 

Brilliant cresyl blue โดยยัังให้้ผลการตรวจที่่�มีี

ประสิิทธิภิาพเทียีบเท่่ากับัการย้อ้มตามวิิธีมีาตรฐาน(10) 

ก็็จะช่่วยให้้สามารถตรวจและรายงานผลได้้เร็็วขึ้้�น  

ลดระยะเวลาการรอคอยผล แพทย์์สามารถให้้การ

วิินิิจฉััยและวางแผนการรัักษาผู้้�ป่่วยได้้รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น

วััสดุุและวิิธีีการ
โครงการวิิจััยนี้้�ได้้รัับการรัับรองโดยคณะ-

กรรมการหน่่วยจริิยธรรมการวิจิัยัในมนุษุย์์ กองบริิหาร

งานวิิจััย มหาวิิทยาลััยพะเยา เลขที่่� HREC-UP-

HSST 1.2/012/67

ตััวอย่่างและการตรวจวิิเคราะห์์ทางโลหิิตวิิทยา

งานวิิจััยนี้้�ทำำ�การศึึกษากัับตััวอย่่างเลืือดที่่�มีี 

ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) เป็น็

สารกันัเลืือดแข็็งที่่�เหลือืจากการตรวจในงานประจำำ�วัน

จากผู้้�เข้้ามารัับบริิการในโรงพยาบาลพะเยา จำำ�นวน 

58 ราย จำำ�แนกเป็็นคนปกติิ (ไม่่มีภาวะซีีดและ 

ค่่าพารามิิเตอร์์ของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงไม่่พบมีีค่่าต่ำำ��

หรือืสููงกว่่าปกติิในทุุกพารามิเิตอร์์ และมีีผลการตรวจ

ชนิิดฮีีโมโกลบิินเป็็น A
2
A และมีีปริิมาณ HbA

2
  

อยู่่�ในช่่วงปกติิ (ร้้อยละ 2.0-3.5)) จำำ�นวน 30 ราย 

คััดเลืือกจากกลุ่่�มผู้้�มารัับบริิการตรวจสุุขภาพประจำำ�ปีี 

และผู้้�ป่่วยโรค HbH จำำ�นวน 28 ราย (วิินิิจฉััยจาก

การตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณฮีีโมโกลบิิน โดยมีี

การปรากฏของ HbH บน chromatogram)

การตรวจวิิเคราะห์์ค่่าพารามิิเตอร์์ของเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดง 8 ค่่าประกอบด้้วย red blood cell 

(RBC) count, hemoglobin concentration (Hb), 
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hematocrit (Hct), mean corpuscular volume 

(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), 

mean corpuscular hemoglobin concentration 

(MCHC) และ red cell distribution width 

(RDW) ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์เม็็ดเลืือดอััตโนมััติิ 

ยี่่�ห้อ้ Sysmex รุ่่�น XN-3000 (Sysmex Corporation, 

Kobe, Japan) ตรวจวิิเคราะห์์ชนิดิและปริมาณฮีโีมโกลบินิ 

(Hb typing) ด้ว้ยเครื่่�องวิิเคราะห์์ฮีีโมโกลบิินอัตัโนมััติิ 

Premier-Resolution high pressure liquid 

chromatography (Trinity Biotech, Bray, 

County Wicklow, Ireland) การตรวจพารามิิเตอร์์

ของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง และ Hb typing ดำำ�เนิินการ

ภายใน 24 ชั่่�วโมง หลัังจากเก็็บตััวอย่่างเลืือด

การตรวจหา HbH inclusion bodies

ตััวอย่่างเลืือดทั้้�ง 58 ราย ถููกนำำ�มาตรวจหา 

ฮีโีมโกลบิินเอชอิินคลููชันับอดีีย์์ภายในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง 

ภายในเวลา 24 ชั่่�วโมง หลัังจากเก็็บตััวอย่่างเลืือด 

เพื่่�อป้้องกัันการเสื่่�อมสลายของฮีีโมโกลบิินและเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดง ตััวอย่่างเลืือดทุุกรายถููกเก็็บรัักษาไว้้ 

ที่่� 4 องศาเซลเซีียส ตลอดการทดสอบ ตััวอย่่างเลืือด

ทั้้�งหมดถููกแบ่่งเลืือดออกเป็็น 2 ชุุด (A และ B)  

ขั้้�นตอนการตรวจจะทำำ�การผสมตััวอย่่างเลืือด 1 ส่่วน

กับั 1% Brilliant cresyl blue 1 ส่่วน ในหลอดทดลอง 

ขนาด 12x75 มิลิลิเิมตร ปิิดหลอดทดลองด้้วยพาราฟิิล์์ม 

แล้ว้นำำ�ไปอุ่่�นที่่� 37 องศาเซลเซีียส โดยชุุด A จะใช้เ้วลา

การอุ่่�นที่่� 37 องศาเซลเซีียส เป็น็เวลา 120 นาทีี(10) และ 

ชุุด B จะใช้้เวลาอุ่่�นที่่� 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

30 นาทีี เมื่่�อครบเวลานำำ�ส่่วนผสมจำำ�นวน 20 

ไมโครลิิตร มาหยดลงบนสไลด์์แก้้วแล้้วไถสเมีียร์์บาง 

จำำ�นวน 3 แผ่่น ทิ้้�งไว้้ให้้แห้้งเป็็นเวลา 2 นาทีี แล้้ว

ทำำ�การตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ภายใน

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์กำำ�ลัังขยาย 

1,000 เท่่า เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิิน- 

เอชอินิคลูชูันับอดีย์ี์จะพบตะกอนฮีีโมโกลบินิติดิสีนี้ำำ��เงิิน 

มีีลัักษณะกลมคล้้ายลููกกอล์์ฟ (golf-ball like 

inclusion) การตรวจและนับัจำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดง 

ที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ทำำ�โดยนัักเทคนิิค-

การแพทย์์ที่่�มีคีวามชำำ�นาญ จำำ�นวน 3 คน โดยแต่่ละคน 

ทำำ�การตรวจสเมีียร์ท์ั้้�งหมดที่่�ย้อ้มด้ว้ย 2 สภาวะดังักล่่าว 

เพื่่�อความเที่่�ยงตรงของการตรวจ ผู้้�วิิจััยได้้ทำำ�การ

กำำ�หนดเป็็นรหััสบนสไลด์์ โดยนัักเทคนิิคการแพทย์์ 

จะไม่่ทราบกลุ่่�มตัวัอย่่างและสภาวะการย้้อม นักัเทคนิคิ 

การแพทย์์ทำำ�การตรวจนัับเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง 

จำำ�นวน 1,000-1,500 เซลล์์ และคำำ�นวณปริิมาณ

เซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดียี์์ 

เป็็นร้้อยละของจำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�ตรวจ

ทั้้�งหมด

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล 

นำำ�ผลการตรวจนัับจำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลืือดแดง 

ที่่�มีีฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ที่่�ตรวจโดย 

นัักเทคนิิคการแพทย์์ทั้้�ง 3 คน ในทั้้�ง 2 สภาวะ  

มาหาค่่าเฉลี่่�ยและส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน เปรียบเทีียบ 

จำำ�นวนฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลูชูันับอดีีย์ร์ะหว่่าง 2 สภาวะ 

ด้้วยสถิิติิ paired student’s t-test และระหว่่างชนิิด

ของโรค HbH ด้้วย สถิิติิ independent student’s 

t-test วิิเคราะห์์สถิิติิโดยใช้้โปรแกรม SPSS (IBM 

SPSS Inc, USA. Ver. 22) ค่่า p value < 0.05 

ถืือว่่ามีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ
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ผลการวิิจััย
ผลการตรวจวิเิคราะห์ค์่่าทางโลหิติวิทิยาและ 

ดััชนีีเม็็ดเลืือดแดง ชนิิดและปริมาณฮีีโมโกลบิิน 

ของตััวอย่่างกลุ่่�มคนปกติิทั้้�ง 30 ราย แสดงใน 

Table 1 โดยผลการตรวจชนิดิฮีีโมโกลบินิพบเป็น็ชนิิด 

A
2
A ทั้้�งหมด มีีลัักษณะโครมาโตแกรมดัังแสดงใน  

Fig. 1A มีีปริิมาณ HbA
2
 เท่่ากัับร้้อยละ 2.9 ± 

0.27 (ร้้อยละ 2.3-3.3) และ HbF เท่่ากัับ ร้้อยละ 

0.25 ± 0.4 2 (ร้้อยละ 0.0-1.3) ผลตรวจวิิเคราะห์์

พารามิิเตอร์์เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงพบว่่าตััวอย่่างทุุกราย

ไม่่มีีภาวะโลหิิตจาง และไม่่พบว่่ามีีเม็็ดเลืือดแดง

ชนิิด microcyte และ hypochromia มีีค่่าเฉลี่่�ย ±  

ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของ RBC count, Hb, Hct, 

MCV, MCH, MCHC, RDW เท่่ากัับ 4.43 ±  

0.35 x 106/ไมโครลิติร, 13.52 ± 0.97 กรัมั/เดซิลิิติร, 

ร้้อยละ 39.56 ± 2.45, 89.52 ± 3.84 เฟมโตลิิตร, 

30.59 ± 1.60 พิิโกกรััม, 34.18 ± 1.06 กรััม/

เดซิิลิิตร, ร้้อยละ 13.23 ± 0.99 ตามลำำ�ดัับ ในขณะ

ที่่�กลุ่่�มผู้้�ป่่วยโรค HbH มีีค่่าเท่่ากัับ 4.49 ± 0.87 

(x 106/ ไมโครลิิตร), 8.25 ± 1.17 กรััม/เดซิิลิิตร,  

ร้้อยละ 27.60 ± 3.62, 62.48 ± 6.13 เฟมโตลิิตร, 

18.63 ± 1.63 พิิโกกรััม, 29.87 ± 1.42 กรัมั/เดซิลิิติร, 

ร้้อยละ 24.76 ± 1.99 ตามลำำ�ดัับ ตััวอย่่างทั้้�งหมด

แสดงภาวะโลหิิตจางที่่�มีีความผิิดปกติิของเม็็ดเลืือด

แดงแบบ microcytic hypochromic anemia 

(Table 2) ผลการตรวจ Hb typing พบเป็็นชนิิด 

A
2
AH จำำ�นวน 19 ราย มีีลัักษณะโครมาโตแกรม 

ดัังแสดงใน Fig. 1B และ CSA
2
AH จำำ�นวน 9 ราย 

(Fig. 1C) ปริิมาณ HbA
2
 และ HbH สรุุปไว้้ใน 

Table 2

ผลตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์

โดยนัักเทคนิิคการแพทย์์ทั้้�ง 3 คน พบว่่าในกลุ่่�ม

ตััวอย่่างคนปกติิทั้้�ง 30 ราย ตรวจไม่่พบฮีีโมโกลบิิน

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ทั้้�งที่่�อุ่่�นไว้้นาน 30 นาทีี และ 

120 นาทีี ลัักษณะของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�ย้้อมได้้ 

แสดงดััง Fig. 2 ส่่วนในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยที่่�เป็็นโรค HbH 

ทั้้�ง 28 ราย ตรวจพบฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์

ทั้้�ง 2 ระยะเวลาการย้้อม ลัักษณะของฮีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ที่่�พบในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง  

แสดงไว้้ใน Fig. 3 และ 4 โดยให้้ผลการตรวจ 

พบฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์สอดคล้้องกัันจาก

นัักเทคนิิคการแพทย์์ทั้้�ง 3 คน ดัังแสดงใน Table 3

ค่่าเฉลี่่�ยและส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของ

จำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลูู-

ชัันบอดีีย์์ในผู้้�ป่่วยโรค HbH แต่่ละราย ทั้้�งการย้้อม

ที่่�ใช้้เวลา 30 และ 120 นาทีี สรุุปไว้้ใน Table 4  

การย้้อมที่่�ใช้้เวลา 30 นาทีี ตรวจพบจำำ�นวนเซลล์์

เม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดียี์เ์ฉลี่่�ย

เท่่ากัับร้้อยละ 43.70 ± 23.55 (5.30-80.16) และ 

39.90 ± 22.06 (4.95-75.82) เมื่่�อใช้้เวลาย้้อม 

120 นาทีี (Table 5) ซึ่่�งค่่าเฉลี่่�ยของจำำ�นวนเซลล์์ 

ดังักล่่าวทั้้�ง 2 เวลาการย้อ้มนี้้� มีคีวามแตกต่่างกันัอย่่างมีี 

นััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) เมื่่�อทำำ�การวิิเคราะห์์

ความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ยดัังกล่่าวระหว่่างการย้้อม

ที่่�ใช้้เวลา 30 และ 120 นาทีี จำำ�แนกตามชนิิด

ของโรค HbH พบว่่ามีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีี 

นััยสำำ�คััญทางสถิิติิ ที่่� p = 0.002 ในโรค HbH และ  

p = 0.012 ในโรค HbH-CS การวิิเคราะห์์ 

ค่่าเฉลี่่�ยของจำำ�นวนเซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ระหว่่างผู้้�ป่วยโรค HbH และ  

HbH-CS พบว่่า ผู้้�ป่ว่ยโรค HbH มีคี่่าเฉลี่่�ยของจำำ�นวน

เซลล์์ดัังกล่่าวต่ำำ��กว่่าในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยโรค HbH-CS  

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05 ของทั้้�ง 2 เวลา

การย้้อม ดัังแสดงใน Table 5
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Table 3	The results of HbH inclusion bodies examined in 30 healthy individuals and 28 HbH disease  

	 patients by three professional medical technologists. 

Sample group (N) Incubation time (30 mins) Incubation time (120 mins)

Present Absent Present Absent

Normal (30)

MT 1 0 30 0 30

MT 2 0 30 0 30

MT 3 0 30 0 30

HbH disease 
(28)

MT 1 28 0 28 0

MT 2 28 0 28 0

MT 3 28 0 28 0

Hb: Hemoglobin; MT: Medical technologist
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Table 4 The percentage of red blood cells containing inclusion bodies obtained from 30 mins and  

	 120 mins incubation time of 28 HbH disease patients. 

Sample no.
Incubation time (30 mins) Incubation time (120 mins)

Mean SD Min – Max Mean SD Min – Max

1 43.76 11.40 33.72 – 56.15 39.29 8.21 32.72 – 48.50

2 39.03 2.72 36.21 – 41.64 40.66 5.34 34.63 – 44.81

3 32.24 10.39 24.49 – 44.05 34.95 8.13 29.44 – 44.29

4 22.43 14.39 10.96 – 38.58 14.51 2.47 12.40 – 17.22

5 32.00 3.60 29.34 – 36.09 28.77 3.73 25.14 – 32.60

6 15.28 6.92 8.13 – 21.95 14.96 6.41 7.78 – 20.11

7 10.57 2.13 8.86 – 12.96 10.26 4.34 5.25 – 12.76

8 53.58 5.83 47.05 – 58.24 42.42 18.31 21.29 – 53.69

9 22.72 3.66 19.35 – 26.61 20.71 1.59 18.96 – 22.08

10 44.14 2.13 41.68 – 45.45 34.77 8.82 25.00 – 42.15

11 71.84 3.12 69.50 – 75.38 66.54 14.79 49.63 – 77.02

12 21.54 2.90 19.18 – 24.78 19.81 1.52 18.05 – 20.69

13 41.07 3.75 36.77 – 43.64 43.36 1.17 42.53 – 44.70

14 37.12 3.95 32.78 – 40.52 30.63 1.24 29.37 – 31.84

15 14.38 1.22 13.21 – 15.65 14.42 0.88 13.41 – 15.00

16 65.88 0.54 65.25 – 66.23 55.98 1.14 55.00 – 57.23

17 36.16 1.60 34.95 – 37.97 28.08 1.27 26.96 – 29.46

18 16.50 3.28 13.50 – 20.00 14.01 1.93 12.40 – 16.15

19 5.30 1.25 4.49 – 6.74 4.95 0.91 4.25 – 5.98

20 80.19 1.88 78.08 – 81.67 72.97 15.36 55.50 – 84.35

21 49.88 6.39 42.63 – 54.71 53.62 4.68 50.45 – 58.99

22 70.04 1.67 68.70 – 71.91 65.32 1.67 63.61 – 66.94

23 74.89 0.89 73.88 – 75.55 70.71 1.47 69.25 – 72.18

24 31.42 1.62 30.19 – 33.25 25.71 2.98 23.48 – 29.09

25 80.01 1.09 78.84 – 81.01 75.82 0.92 74.93 – 76.76

26 60.57 2.23 58.13 – 62.50 57.03 1.17 55.85 – 58.18

27 78.92 1.49 77.20 – 79.83 67.27 2.86 64.04 – 69.49

28 71.99 1.18 70.73 – 73.08 69.62 2.49 67.60 – 72.40
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Table 5 Percentage of red blood cells containing inclusion bodies. Data are presented as mean ± SD 

 and min - max.

Group (N) 30 mins 120 mins p-value

Normal (30) 0 0 -

Total HbH disease (28)
43.70 ± 23.55

(5.30 – 80.19)

39.90 ± 22.06

(4.95 – 75.82)

0.000

HbH (19)
32.92 ± 18.16

(5.30 – 71.84)

29.42 ± 16.26

(4.95 – 66.54)

0.002

HbH-CS (9)
66.44 ± 16.51

(31.42 – 80.19)

62.01 ± 15.40

(25.71 – 75.82)  

0.012

p-value 0.000* 0.000*

 *compared  HbH with  HbH-CS
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Figure 1 Representative HPLC-chromatograms of healthy subjects (A), Hb H disease (B) and 

Hb H-CS disease (C).
Fig. 1 Representative HPLC-chromatograms of healthy subjects (A), HbH disease (B) and HbH-CS 

disease (C).
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Figure 2 Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in healthy subjects. Blood smears 

prepared after 30 min and 120 min of incubation time were illustrated in A and B, respectively. 

The red arrow indicates the leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes.  

  

Fig. 2  Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in healthy subjects. Blood smears prepared 
after 30 min and 120 min of incubation time were illustrated in A and B, respectively. The red 
arrow indicates the leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes.
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Figure 3 Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in HbH disease samples. (A) 

demonstrated blood smears prepared after 30 min of incubation time. (B) demonstrated blood 

smears prepared after 120 min of incubation time. The black arrow indicates a ‘golf ball’-like 

RBC containing an Hb H inclusion body appearance compared with the surrounding normal red 

blood cells. The blue arrow indicates reticulocyte containing Hb H inclusion body. The red arrow 

indicates the leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes. 

  

Fig. 3 	Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in HbH disease samples. (A) demonstrated 
blood smears prepared after 30 min of incubation time. (B) demonstrated blood smears prepared 
after 120 min of incubation time. The black arrow indicates a ‘golf ball’-like RBC containing an 
HbH inclusion body appearance compared with the surrounding normal red blood cells. The 
blue arrow indicates reticulocyte containing HbH inclusion body. The red arrow indicates the 
leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes.
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Figure 4 Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in Hb H-CS disease cases. (A) 

and (B) demonstrated blood smear prepared after 30 min and 120 min of incubation time, 

respectively. The black arrow indicates a ‘golf ball’-like RBC containing an Hb H inclusion. The 

blue arrow indicates reticulocyte containing HbH inclusion body. The red arrow indicates the 

leakage of hemoglobin in golf ball-like RBC, visible as faintly blue-stained. 

 

 

Fig. 4 	Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in HbH-CS disease cases. (A) and (B) 
demonstrated blood smear prepared after 30 min and 120 min of incubation time, respectively. 
The black arrow indicates a ‘golf ball’-like RBC containing an HbH inclusion. The blue arrow 
indicates reticulocyte containing HbH inclusion body. The red arrow indicates the leakage of 
hemoglobin in golf ball-like RBC, visible as faintly blue-stained.
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วิิจารณ์์
การตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

(β
4
) ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง โดยการย้้อมด้้วยสีี 

Brilliant cresyl blue จำำ�เป็็นต้้องอุ่่�นส่่วนผสม

ระหว่่างเลืือดกัับสีีย้้อมที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส  

ไว้้เป็็นระยะเวลานาน เพื่่�อให้้เกิดิกระบวนการออกซิิไดซ์์ 

HbH และตกตะกอนเป็น็เม็ด็กลมสีนี้ำำ��เงินิ ระยะเวลา 

การอุ่่�นที่่� 1-3 ชั่่�วโมง ถูกูแนะนำำ�ให้้ใช้้มากที่่�สุดุ เนื่่�องจาก 

เพิ่่�มโอกาสให้้ตรวจพบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่� มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ได้้มากขึ้้�น(10-14) การ

ทดสอบหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ด้้วยสภาวะ

ดัังกล่่าว มีีประสิิทธิิภาพดีีต่่อการคััดกรองโรค HbH 

แต่่มีความไวลดลงต่่อการตรวจคััดกรองกลุ่่�มพาหะ 

α-thalassemia โดยเฉพาะพาหะ α-thalassemia 2 

และ homozygous α-thalassemia 2(5) มีีหลาย

การศึกึษาที่่�มีกีารพัฒันาวิิธีกีารทดสอบให้้มีคีวามไวต่่อ 

การตรวจคััดกรองพาหะ α-thalassemia 1 และ 

α-thalassemia 2 ให้สู้งูขึ้้�น โดยการปั่่�นและเก็บ็ส่่วน

บนสุุดของชั้้�นที่่�เป็็นเซลล์์ (buffy coat) ไปทำำ�การ

ทดสอบ และเพิ่่�มความเข้้มข้้นของสีีย้้อม นอกจากนี้้� 

ยัังมีีการปรับเพิ่่�มเวลาการย้้อมให้้นานขึ้้�น โดย

สามารถเพิ่่�มความไวในการตรวจคััดกรองกลุ่่�มพาหะ 

α-thalassemia 1 ได้้มากถึึงร้้อยละ 91-100(6, 14)

ในการศึึกษานี้้�ผู้้�วิิจััยได้้ศึึกษาถึึงผลของการ

ปรัับลดระยะเวลาการย้้อมสีี Brilliant cresyl blue 

ที่่� 37 องศาเซลเซีียส ให้้เหลืือเพีียง 30 นาทีี ต่่อ 

การตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในเซลล์์

เม็ด็เลือืดแดง ผลการศึึกษาพบว่่า การย้้อมสี ีBrilliant 

cresyl blue ที่่� 37 องศาเซลเซีียส เพีียง 30 นาทีี 

ให้้ผลการตรวจที่่�ถููกต้้องทุุกรายเมื่่�อเทีียบกัับผล 

การตรวจ Hb typing โดยไม่่พบผลบวกและ 

ผลลบปลอม และสอดคล้้องกัับผลการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 

120 นาทีี โดยในกลุ่่�มตััวอย่่างของคนปกติิซึ่่�งมีี 

ชนิิดฮีี โมโกลบิินเป็็น A
2
A ปริิมาณ HbA

2
  

และค่่าพารามิิเตอร์์ของเม็็ดเลืือดแดงอยู่่� ในช่่วงของ 

คนปกติิ(15, 16) ตรวจไม่่พบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ทุุกราย (Table 3)  

ผลการตรวจสเมีียร์์ด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ในตััวอย่่าง

กลุ่่�มนี้้�จะพบเพีียงเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงติิดสีีน้ำำ��เงิินของ 

Brilliant cresyl blue เนื่่�องจากสีีดัังกล่่าวสามารถ 

ย้้อมฮีีโมโกลบิินปกติิได้้ด้้วยดัังแสดงใน Fig. 2A  

อย่่างไรก็ต็ามลักัษณะของเซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�ได้จ้าก

การย้้อมโดยใช้้เวลา 120 นาทีี จะพบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง 

ที่่�มีีลัักษณะคล้้าย ghost cell (ติิดสีีน้ำำ��เงิินจาง)  

ได้้จำำ�นวนเล็็กน้้อย (Fig. 2B) เนื่่�องจากระยะเวลา

การย้้อมที่่�นานส่่งผลให้้มีีการเปลี่่�ยนแปลงของเยื่่�อหุ้้�ม

เซลล์ ์อาจเกิดิการรั่่�วของฮีีโมโกลบินิออกจากเซลล์์ได้้ 

ส่่วนในกลุ่่�มผู้้�ป่ว่ยโรค HbH ซึ่่�งมีกีารปรากฏของ HbH 

fraction บนโครมาโตแกรมทุกุราย(9) ตรวจพบเซลล์์

เม็ด็เลืือดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลููชันับอดีย์ี์ทุกุราย 

ผลที่่�ได้้นี้้�แสดงให้้เห็น็ว่่าการย้้อมสี ีBrilliant cresyl blue 

ด้้วยเวลาเพีียง 30 นาทีี เพีียงพอต่่อการออกซิิไดซ์์ 

HbH ให้้เป็็นฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ภายใน

เซลล์์ได้้ โดยไม่่ทำำ�ให้้เกิิดผลลบและผลบวกปลอม

ต่่อการทดสอบ

จำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ที่่�ตรวจพบในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยโรค 

HbH พบว่่า โรค HbH-CS ตรวจพบจำำ�นวน 

ที่่�มากกว่่าในกลุ่่�มโรค HbH อย่่างมีนีัยัสำำ�คัญัทางคลินิิกิ  

ทั้้�งการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 30 และ 120 นาทีี (Table 5) 

สอดคล้้องกัับหลายการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�ที่่�รายงานพบ 

จำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบิินเอชอินิคลูชูันั- 

บอดียี์์ในโรค HbH (deletional HbH) ร้อ้ยละ 33-85 

ในขณะที่่�พบร้้อยละ 52-95 ในโรค HbH-CS(4, 14)  

แสดงให้้เห็็นว่่าการย้้อมโดยใช้้เวลา 30 นาทีี ยัังคง

ประสิทิธิภิาพการตรวจได้้ไม่่ต่่างไปจากเดิมิ นอกจากนี้้� 

จำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบิินเอชอินิคลูชูันั- 

บอดีีย์์ที่่�ใช้้เวลาย้้อม 30 นาทีี ตรวจนัับจำำ�นวนได้้
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มากกว่่าการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 120 นาทีี เมื่่�อวิิเคราะห์์

แยกตามชนิิดของโรค HbH ก็็ยัังพบว่่าการย้้อมที่่�

ใช้้เวลา 30 นาทีี ตรวจนัับจำำ�นวนเซลล์์ดัังกล่่าวได้้

มากกว่่าการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 120 นาทีี (Table 5) 

ทั้้�งนี้้�อาจเป็็นเพราะเกิิดการเสื่่�อมสลายของเซลล์์ที่่�มีี 

ฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์เมื่่�อย้้อมเป็็นเวลา

นานได้้ เป็็นผลทำำ�ให้้จำำ�นวนเซลล์์ดัังกล่่าวมีีปริิมาณ

ลดลง สังัเกตได้จ้ากลักัษณะของเซลล์์บนสเมีียร์์เมื่่�อดูู 

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์จะพบเป็็นลัักษณะคล้้าย  

ghost cell เป็็นจำำ�นวนมาก (Fig. 3B และ 4B) 

โดยเซลล์์ติิดสีีจางมองเห็็นฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชััน- 

บอดีย์ี์ไม่่ชัดเจนในบางเซลล์์อินิคลููชันับอดียี์ม์ีลีักัษณะ

เป็็นก้้อนกลมขนาดใหญ่่ ติิดสีีน้ำำ��เงิินเข้้มกว่่าปกติิ 

คล้้ายกัับการตรวจในเลืือดที่่�เจาะเก็็บไว้้นานแล้้ว 

(aged specimen) ซึ่่�งฮีีโมโกลบิินปกติิเกิิดการเสื่่�อม

สลายและถููกออกซิิไดซ์์ได้้ง่่าย  ผลที่่�ได้้นี้้�แสดงให้้เห็็น

ถึึงว่่ามีีการเสื่่�อมสลายของเซลล์์เกิิดขึ้้�น รวมทั้้�งมีีการ

เสื่่�อมสลายของฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ภายใน

เซลล์์ด้้วย ลัักษณะของเซลล์์ดัังกล่่าวอาจส่่งผลให้้ 

ผู้้�ตรวจสเมียีร์์สังัเกตและจำำ�แนกเซลล์์เหล่่านี้้�ได้้ยากด้้วย 

ดัังนั้้�นการย้้อมสีี Brilliant cresyl blue ไว้้เป็็นเวลา

นาน ถึึงแม้้จะช่่วยให้้เกิิดการออกซิิไดซ์์ของ HbH 

ได้้มากขึ้้�น และมองเห็็นเม็็ดตะกอนอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

ภายในเซลล์์ได้้ชััดเจนขึ้้�น (Fig. 3B และ 4B)   

แต่่ส่่งผลให้้เกิิดการเสื่่�อมสลายของเซลล์์ โดยเฉพาะ

เซลล์ท์ี่่�มีฮีีีโมโกลบิินเอชอินิคลูชูันับอดีีย์์ได้ม้ากขึ้้�นตาม

ไปด้้วย ซึ่่�งอาจจะนำำ�ไปสู่่�การเกิิดผลลบปลอมได้้ใน 

ผู้้�ป่่วยที่่�มีีปริิมาณเซลล์์ดัังกล่่าวจำำ�นวนน้้อย 

นอกจากนี้้�สีี Brilliant cresyl blue ยัังมีี

คุณุสมบััติยิ้อ้มเซลล์์ขณะที่่�มีชีีวิีิต (supravital stain) ได้้ 

ดัังนั้้�นเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง reticulocyte จึึงถููกย้้อม

ติิดสีีน้ำำ��เงิินด้้วยและไรโบโซม หรืือ RNA ที่่�ยัังพบ

อยู่่�ในไซโตพลาสม ก็็จะตกตะกอนสานกัันเป็็นร่่างแห

ติิดสีีน้ำำ��เงิินเข้้ม (Fig. 3A, blue arrow) ดัังนั้้�น 

หาก reticulocyte มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

อยู่่�ภายในเซลล์ด์้ว้ย ก็จ็ะเห็็นตะกอนเม็็ดกลมสีีน้ำำ��เงิิน 

ร่่วมด้้วยเช่่นกััน ดััง Fig. 3 และ 4 ซึ่่�ง reticulocyte 

จะมีีจำำ�นวนเพิ่่�มมากขึ้้�นในผู้้�ป่วยโรค HbH ด้ว้ย ดังันั้้�น 

จะมีีโอกาสพบเซลล์์ดังักล่่าวจำำ�นวนมากในสเมีียร์เ์ลือืด 

ผู้้�ตรวจสเมีียร์์เลืือดจึึงจำำ�เป็็นต้้องมีีการสัังเกตและ

พิิจารณาอย่่างถี่่�ถ้้วนเพื่่�อให้้ได้้ผลการตรวจที่่�ถููกต้้อง 

และแม่่นยำำ� ดัังนั้้�นการตรวจสเมีียร์์ เลืือดด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์์จำำ�เป็็นต้้องใช้้ผู้้�ที่่�มีีความชำำ�นาญใน

การจำำ�แนกเซลล์์มีีฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

และ reticulocyte ในขั้้�นตอนการผสมสีีย้อ้มกัับเลืือด 

ควรเขย่่าให้้เข้้ากัันทั้้�งก่่อนและหลัังการอุ่่�นที่่� 37 

องศาเซลเซีียส เพราะการตั้้�งหลอดผสมเลืือดกัับ 

สีีไว้้เป็็นเวลานานจะทำำ�ให้้เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงตกตะกอน 

อยู่่�ด้้านล่่างได้้ ดัังนั้้�นหากไม่่มีีการเขย่่าให้้เข้้ากััน

ก่่อนเตรีียมสเมีียร์์เลืือดจะทำำ�ให้้มีีผลต่่อการตรวจนัับ

จำำ�นวนได้้ 

ปััจจุุบัันได้้มีีการพััฒนาระบบ Artificial 

Intelligent (AI) เข้้ามาช่่วยในการตรวจหาเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์บน 

สเมียีร์ ์โดยผลจากการศึกึษาพบว่่ามีคีวามไวและความ

จำำ�เพาะในการตรวจหาเซลล์์ดัังกล่่าวสููงถึึงร้้อยละ 91 

และ 99 ตามลำำ�ดัับ(16) โดยสามารถตรวจพบเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ได้้

ถึึงแม้้ว่่ามีีจำำ�นวนเซลล์์เพีียง 1 ใน 100,000 ดัังนั้้�น 

ในอนาคต หากมีีการประยุุกต์์ใช้้เทคโนโลยีีดัังกล่่าว 

ร่่วมกัับการปรับลดเวลาย้้อมตามการศึึกษาครั้้�งนี้้�  

จะช่่วยให้้การตรวจหาเซลล์์เ ม็็ดเ ลืือดแดงที่่�มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ทำำ�ได้้รวดเร็็ว และ 

มีีประสิิทธิิภาพมากยิ่่�งขึ้้�น สามารถลดระยะเวลา  

ความผิิดพลาดในการตรวจและจำำ�แนกเซลล์์ รวมถึึง

กำำ�ลังคนได้้ด้้วย อีีกทั้้�งอาจจะช่่วยเพิ่่�มความไวและ

ความจำำ�เพาะต่่อการคัดักรองพาหะ α-thalassemia 1 

ได้้อีีกด้้วย
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สรุุป
การปรัับลดเวลาการย้้อม Brilliant cresyl 

blue เป็็นเวลา 30 นาทีี ให้้ผลการตรวจสอดคล้้อง

กัับการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 120 นาทีี โรค HbH ทุุกราย 

ไม่่พบผลบวกและผลลบปลอม  และตรวจพบจำำ�นวน

เซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดียี์์

ได้้สููงกว่่า 120 นาทีี ดัังนั้้�นการย้้อมด้้วยเวลาดัังกล่่าว

สามารถตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ใน 

เม็็ดเลืือดแดงได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ อีีกทั้้�งยัังช่่วย

ลดระยะเวลาการตรวจและการรอคอยผลได้้ ส่่งผล

ให้้แพทย์์ได้้รัับผลการตรวจที่่�เร็็วขึ้้�น สามารถให้้การ

วิินิิจฉััยและวางแผนการรัักษาผู้้�ป่่วยได้้รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น
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