




 ข้อมูลทางบรรณานุกรมของหอสมุดแห่งชาติ

 คณะกรรมการทบทวนคู่มือปฎิบัติงานการตรวจวินิจฉัย 

 โรคธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฎิบัติการ.

 คู่มือทางห้องปฎิบัติการการตรวจวินิจฉัยธาลัสซีเมีย

 และฮีโมโกลบินผิดปกติ.--นนทบุรี : ศูนย์วิจัยทางคลีนิก

 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2553.

 42 หน้า.

 1. ธาลัสซีเมีย - การวินิจฉัย. 2. ฮีโมโกลบิน. 3. การวินิจฉัย

โรคทางห้องปฎิบัติการ. I. ชื่อเรื่อง.

 616.152075

 ISBN : 978-616-11-0408-5 

ชื่อหนังสือ 	 คู่มือทางห้องปฏิบัติการการตรวจวินิจฉัยธาลัสซีเมีย

 		  และฮีโมโกลบินผิดปกติ

จัดทำ�โดย 	 คณะกรรมการทบทวนคู่มือปฏิบัติงานการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย

 		  และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฏิบัติการ

จัดพิมพ์		 สถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ และสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข

 		  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข

		  ถ.ติวานนท์ อ.เมือง จ.นนทบุรี 11000

 		  โทร. 02 951 0000 ต่อ 99394

 		  โทรสาร. 02 951 0000 ต่อ 99394

พิมพ์ครั้งที่ 1	   มีนาคม        2552 	   1,000   เล่ม		  พิมพ์ครั้งที่ 5	   มีนาคม         2556 	    	 เล่ม

พิมพ์ครั้งที่ 2	   มิถุนายน       	   2,000   เล่ม		  พิมพ์ครั้งที่ 6	   มิถุนายน       2558 	 1,500 	 เล่ม

พิมพ์ครั้งที่ 3	   สิงหาคม       2553 	   1,000   เล่ม		  พิมพ์ครั้งที่ 7	   กรกฎาคม     	2558 	   	 เล่ม

พิมพ์ครั้งที่ 4	   พฤษภาคม    2555 	     	    	  	 พิมพ์ครั้งที่ 8	   กรกฎาคม     	2562	   	 เล่ม

พิมพ์ที่ : บริษัท หมัดเด็ด จำ�กัด

	  ถนนราษฎร์บูรณะ แขวงราษฎร์บูรณะ

           เขตราษฎร์บูรณะ กรุงเทพฯ 10140 

           โทร 081 587 8145,081 923 8145,02 045 8145 

           www.knockoutblow.com 

           e:mail: yotawee@yahoo.com

 		

600 เล่ม

2552

500

500

500



III

คำนิยม

	 ดิฉันมีความยินดีเป็นอย่างยิ่งที่กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ ได้จัดพิมพ์คู่มือปฏิบัติงานด้าน 

การตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย ที่ทันสมัย ก้าวหน้า และมีคุณภาพ เพื่อใช้ในการฝึกอบรมและบริการ

ตรวจโรคโลหิตจางธาลัสซีเมียให้ถูกต้อง แม่นยำ รวดเร็วทั่วประเทศ จะทำให้แผนการควบคุม ป้องกัน 

และรักษาโรคนี้เป็นไปได้อย่างมีประสิทธิภาพยิ่ง

	 ดิฉันขอขอบคุณท่านคณาจารย์ ผู้เช่ียวชาญจากสถาบันต่างๆ ซ่ึงร่วมมือกันสร้างคู่มือน้ีข้ึนมา  

ซึ่งจะเป็นคุณานุประโยชน์อย่างยิ่งต่อผู้ป่วยโรคโลหิตจางธาลัสซีเมียและครอบครัว อันเป็นปัญหา       

สำคัญทางสาธารณสุขของประเทศ

ศ. พญ. คุณหญิงสุดสาคร ตู้จินดา

ประธานมูลนิธิโรคโลหิตจางธาลัสซีเมียแห่งประเทศไทยฯ





(นายแพทยอภิชัย  มงคล)

อธิบดีกรมวิทยาศาสตรการแพทย

มิถุนายน 2558



ลคงม ยัชิภอ .พน

นตัรานิจ ีณุราว.ญพ กินิลค.ศร

6-50099 อต 1325195-20

โทร. 02-6444888 โทร. 02-8892557-8

  ราหทยทพแรากงาทรตสาศายทิวยัจิวนับาถส

 16399 อต  0000169-20 .รทโ

 ยทพแรากรตสาศายทิวมรก ขุสณราธาสรตสาศายทิวยัจิวนับาถส

สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล

ีลาสญัริห  าณคงัอ .รด

99355



VII

ญัวขญิรจเ  ณษกัลพมิพ.ญพ .ศร

รตสาศยทพแะณค รตสาศชวเรามุกาชิวคาภ

มหใงยีชเยัลายทิวาหม

โทร. 053-945412-5

นตัรพน  คงนำจ.รด .ศผ

 รตสาศยทพแะณค ายทิวิธายพาชิวคาภ

รทนิรคนาลขงสยัลายทิวาหม

โทร. 074-451567  

นางสาววรางคณา   ออนทรวง

กองแผนงานและวิชาการ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย

โทร. 02-9510000 ตอ 99014  

อาจารย นตัรพน  ีดวช

 ายทิวิธายพาชิวคาภ

 รตสาศยทพแะณค

รทนิรคนาลขงสยัลายทิวาหม

โทร. 074-451562  

พาภขุสียลโนโคทเะลแายทิวติหลโยัจิวยนูศ

 ยทพแรากคินคทเะณค

มหใงยีชเยัลายทิวาหม

โทร. 053-949288

นา ภาิริสง รพจิกงสแ  รก

 ยทพแรากรตสาศายทิวมรก

ขุสณราธาสงวรทะรก

49399 อต 0000159-20 .รทโ

ยทพแรากรตสาศายทิวมรก

ขุสณราธาสงวรทะรก

โทร. 043-240800

นา ราทัภง ทนัขญุบ  ณรภ

 ีถิวชารลาบายพงรโ ายทิวติหลโนาง

ขุสณราธาสงวรทะรก ยทพแรากมรก

1-0263 อต 8018453-20 .รทโ

นางณัชชา ะปปัตอโิริห

ขุสณราธาสงวรทะรก

501 อต 2-0556125-20 .รทโ  

สถาบันชีววิทยาศาสตรทางการแพทย

ขุสณราธาสงวรทะรก

7



VIII

ลากณรรวุส  าภินญุบงาน

8 อุดรธานียทพแรากรตสาศายทิวยนูศ

ยทพแรากรตสาศายทิวมรก

ขุสณราธาสงวรทะรก

601,011 อต 6-463702-240 .รทโ

นางบุษบา เตชาชัยนิรันดร

ศูนยอนามัยที่ 4 ราชบุรี

กรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข

โทร. 032-310368-71

ดร. พิไลลักษณ อัคคไพบูลย  โอกาดะ

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข

กรมวิทยาศาสตรการแพทย

กระทรวงสาธารณสุข

โทร. 02-9510000 ตอ 99206,99305

นางสาวอัมรา  โยวัง

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 1/1 เชียงราย

กรมวิทยาศาสตรการแพทย

กระทรวงสาธารณสุข

โทร. 053-176225-6 ตอ 114

นางอารีรัตน  ขอไชย

สถาบันชีววิทยาศาสตรทางการแพทย

กรมวิทยาศาสตรการแพทย

กระทรวงสาธารณสุข

โทร. 02-9510000 ตอ 99394









�

แนวทางการตรวจวินิจฉัยธาลัสซีเมีย
และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฏิบัติการ

	 ธาลัสซีเมียเป็นโรคโลหิตจางเร้ือรังท่ีถ่ายทอด
ทางพันธุกรรม เกิดจากความผิดปกติของยีนที ่ 
สังเคราะห์ฮีโมโกลบินของเม็ดเลือดแดง นำไปสู่การ 
เกิดพยาธิสภาพกับแทบทุกอวัยวะในร่างกาย ผู ้
ที่มียีนธาลัสซีเมียมีทั้งผู้ที่เป็นโรค และไม่เป็นโรค 
หรือพาหะ ผู้ที่เป็นโรคมีอาการแตกต่างกัน ตั้งแต่ 
มีโลหิตจางเล็กน้อย โลหิตจางมาก เรื้อรัง ไปจนถึง 
อาการรุนแรงมาก จนเสียชีวิตต้ังแต่อยู่ในครรภ์มารดา   
หรือหลังคลอดไม่นาน ส่วนผู้ท่ีเป็นพาหะมีสุขภาพปกติ 
เหมือนคนทั่วไป แต่สามารถถ่ายทอดยีนที่ผิดปกติ   
ไปสู่ลูกหลานได้ 
	 อุบัติการณ์ในประเทศไทยพบว่า ประชากร 
ท่ีเป็นพาหะมีประมาณร้อยละ 30 - 40 หรือประมาณ 
18-24 ล้านคน มีผู้ที ่เป็นโรคประมาณร้อยละ 1 
หรือประมาณ 6 แสนคน ในแต่ละปีจากหญิงต้ังครรภ์ 
ประมาณ 1 ล้านคน มีหญิงตั้งครรภ์ที่เสี่ยงต่อการ
มีบุตรเป็นโรคธาลัสซีเมียประมาณ 5 หมื่นคน และ
มีเด็กเกิดใหม่ป่วยเป็นโรคเพิ่มขึ้นประมาณ 12,000 
คน ธาลัสซีเมียจึงเป็นปัญหาสำคัญทางการแพทย์ 
และสาธารณสุข ซึ่งไม่เพียงแต่มีผลต่อผู้ป่วยและ 
ครอบครัวเท่านั้น หากยังส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจ
และสังคมของประเทศอีกด้วย 
	 การแก้ไขปัญหาโรคธาลัสซีเมียจำเป็นต้อง
อาศัยความร่วมมือของหน่วยงานต่างๆ ในการ 
ดำเนินการควบคุมและป้องกัน แผนการดำเนิน 
การควบคุมและป้องกันโรค ประกอบด้วยการให้ 
ความรู้แก่ประชาชนและบุคลากรทางสาธารณสุข  
การตรวจหาผู ้ป่วยและพาหะ การให้คำปรึกษา 
แนะนำทางพันธุกรรม และการตรวจวินิจฉัยทารกใน 
ครรภ์ ห ้องปฏิบ ัต ิการทางการแพทย์น ับเป ็น 
หน่วยงานที่มีบทบาทสำคัญ ทั้งในด้านการตรวจหา 
ผ ู ้ป ่วยและพาหะ ตลอดจนการตรวจว ิน ิจฉ ัย 
ทารกในครรภ์ซึ ่งให้ข้อมูลสำคัญนำไปใช้ในการ 
ให้คำแนะนำทางพันธุกรรม และช่วยในการตัดสินใจ 
สำหรับสามีภรรยาคู่เส่ียงท่ีมีโอกาสให้กำเนิดบุตรเป็น 
โรคธาลัสซีเมีย ชนิดรุนแรง 3 โรค ตามนโยบายของ 

กระทรวงสาธารณสุข ได้แก่ homozygous -tha-
lassemia 1 (Hb Bart’s hydrops fetalis), homozygous 
β-thalassemia และ β-thalassemia/ Hb E
	 เน่ืองจากชนิดของธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบิน 
ผิดปกติในประชากรไทยมีความหลากหลาย จึงไม่มี 
การทดสอบใดการทดสอบหนึ่งทางห้องปฏิบัติการ 
ที่สามารถให้การวินิจฉัยได้ครอบคลุมความผิดปกติ 
ได้ทุกชนิด โดยทั่วไปการตรวจทางห้องปฏิบัติการ 
เพื่อการวินิจฉัยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติ 
ในหญิงตั้งครรภ์และคู่สมรสมี 3 ระดับ ดังนี้
	 ระดับที่ 1 การตรวจคัดกรอง (screening 
tests) เป็นขั้นตอนแรกที่มีเป้าหมายหลักในการคัด
กรองเอาคนปกติหรือคนที่มีความผิดปกติชนิดที่ไม่
รุนแรงออกไป เพื่อจะได้ไม่ต้องตรวจเลือดต่อและ 
เป็นการประหยัดค่าใช้จ่าย คงเหลือแต่ผู้ที่น่าจะมี 
ความผิดปกติของธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติ 
ที่เข้าสู่กระบวนการตรวจวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป
	 ระดับที่ 2 การตรวจวิเคราะห์ชนิดและ 
ปริมาณฮีโมโกลบินในเลือด (Hb typing) สามารถตรวจ 
วินิจฉัยธาลัสซีเมียท่ีไม่ซับซ้อนได้เกือบทุกชนิดท่ีพบ 
บ่อยในประชากรไทย ยกเว้นพาหะ -thalassemia 
	 ระดับที่ 3 การตรวจวิเคราะห์ระดับดีเอ็นเอ 
(DNA analysis) ใช้ในกรณีที่ผลการตรวจ Hb typing 
ในระดับท่ี 2 ไม่สามารถให้การวินิจฉัยได้ชัดเจน หรือ 
กรณีต้องการทราบชนิดของมิวเตชั่นของธาลัสซีเมีย 
ที่วินิจฉัยได้ในระดับที่ 2 และกรณีการตรวจวินิจฉัย 
ทารกในครรภ์ที่มีความเสี่ยงต่อการเป็นโรคธาลัส- 
ซีเมียชนิดรุนแรง
	 การดำเนินงานทางห้องปฏิบัติการทุกข้ันตอน 
ล้วนมีความสำคัญทั้งสิ้น บุคลากรที่เกี่ยวข้องควร
พิจารณาให้เหมาะสมตามหลักวิชาการ และสอดคล้อง
กับข้อกำหนดด้านคุณภาพ เพื ่อให้ผลการตรวจ
วิเคราะห์มีความน่าเชื่อถือ สามารถสนับสนุนการ 
ควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงได้ 
อย่างมีประสิทธิภาพ
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	 การตรวจคัดกรองเป็นการทดสอบอย่างง่าย   

มีข้ันตอนไมยุ่่งยาก ไมต่้องใช้อุปกรณ์ราคาแพง และ 

บุคลากรที่มีความชำนาญมากนัก สามารถทำได้ใน 

โรงพยาบาลทุกระดับ คลินิก และสถานีอนามัยต่างๆ 

การตรวจคัดกรองมีเป้าหมายหลักในการคัดกรอง 

เอาคนปกติ หรือมีความผิดปกติชนิดที่ไม่รุนแรง 

ออกไป เพื่อจะได้ไม่ต้องตรวจเลือดต่อและเป็น 

การประหยัดค่าใช้จ่าย ดังนั้นผลการตรวจคัดกรอง 

จะต้องมีความไวสูง อาจมีผลบวกปลอมได้บ้าง ราย 

ที่ผลการตรวจคัดกรองเป็นลบไม่จำเป็นต้องนำไป 

ตรวจยืนยันต่อ การตรวจคัดกรองจึงช่วยลดภาระงาน 

และค่าใช้จ่ายในการตรวจทางห้องปฏิบัติการลงได้  

มาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อต้องดำเนินงานในกลุ่ม 

ประชากรขนาดใหญ่ในระดับประเทศ

	 ในประเทศไทยการตรวจคัดกรองที่เกี ่ยว 

ข้องในการควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซีเมียชนิด 

รุนแรงตามนโยบายของกระทรวงสาธารณสุข มี 3  

การทดสอบ คือ

	 1. การตรวจ OF 

	 2. การตรวจ DCIP

	 3. การตรวจหาค่าดัชนีเม็ดเลือดแดง

	 แนวทางท่ี 1 ประกอบด้วยการตรวจ osmotic 

fragility (OF) ร่วมกับการตรวจ dichlorophenolindo-

phenol (DCIP) precipitation 

	 การตรวจคัดกรองธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบิน

ผิดปกติในประชากรไทยสามารถเลือกทำได้จาก 2 

แนวทาง ดังนี้

	 แนวทางที่ 2 ประกอบด้วยการตรวจดัชนี 

เม็ดเลือดแดง (MCV, MCH) ร่วมกับการตรวจ dichlo-

rophenolindophenol (DCIP) precipitation 

	 การตรวจ OF และ MCV/ MCH ใช้ใน 

การตรวจคัดกรอง ความผิดปกติที ่มีสาเหตุจาก

-thalassemia และ -thalassemia ส่วน DCIP 

ใช้ในการตรวจ Hb E

การตรวจคัดกรอง
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การตรวจคัดกรองธาลัสซีเมีย
ด้วยการทดสอบความเปราะของเม็ดเลือดแดง  
(osmotic fragility test: OF test)

หลักการ

	 เม็ดเลือดแดงปกติเมื่ออยู่ในน้ำเกลือความ 

เข้มข้น ร้อยละ 0.85 จะคงสภาพปกติไว้ได้ แต่เมื่อ

ลดความเข้มข้นของน้ำเกลือลงเรื่อยๆ น้ำจะแพร่ 

เข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดง ทำให้เซลล์บวมขึ้น จนถึง

ความเข้มข้นของเกลือระดับหนึ่ง เม็ดเลือดแดงจะ 

แตก การท่ีเม็ดเลือดแดงแตกง่าย (increased osmotic 

fragility) หรือแตกยาก (decreased osmotic fragility) 

ข้ึนอยู่กับอัตราส่วนของพ้ืนท่ีผนังเซลล์ต่อความเข้มข้น 

ของสารภายในเซลล์ซึ ่งส่วนใหญ่คือ ฮีโมโกลบิน 

เม็ดเลือดแดงที่มีอัตราส่วนนี้สูง เช่น target cell และ 

hypochromic cell  จะแตกยากในขณะท่ี spherocyte 

จะแตกง่าย ดังนั้นในการทดสอบความเปราะของ

เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดแดงปกติจะแตกได้หมด แต่ 

เม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยธาลัสซีเมียและพาหะธาลัสซีเมีย 

ที่มี target cell และ hypochromic cell จะไม่แตก 

อย่างไรก็ตามภาวะอ่ืนท่ีทำให้เม็ดเลือดแดงมีลักษณะ 

เป็น hypochromic cell เช่น ภาวะโลหิตจางจากการ 

ขาดเหล็ก หรือเป็น target cell เช่น ในผู้ป่วยโรคตับ 

สามารถให้ผลบวกปลอมได้

สารเคมีและน้ำยา

	 ปัจจุบันมีน้ำยาสำเร็จรูปหลายชนิดจำหน่าย 

การเลือกใช้ควรพิจารณาให้รอบคอบตามข้อกำหนด 

ด้านคุณภาพ และข้อมูลอ้างอิงทางวิชาการ

วิธีการ

	 - เป็นไปตามมาตรฐานของน้ำยาที่กำหนด

การรายงานผล

	 - เมื่อได้ผลลบ รายงานผล  “Negative” 

	 - เมื่อได้ผลบวก รายงานผล “Positive” 

การแปลผล

	 Negative : ไม่เป็นธาลัสซีเมีย หรืออาจเป็น 

ธาลัสซีเมียชนิดที่ไม่รุนแรง เช่น -thalassemia 2, 

Hb Constant Spring, Hb Paksè

	 Positive : อาจเป็น -thalassemia หรือ 

-thalassemia โดย -thalassemia มีโอกาส 

เป็นได้ทั้งชนิด -thalassemia 1 และบางรายของ     

-thalassemia 2 ส่วน -thalassemia ก็อาจเป็นได้ท้ัง 
0-หรือ +-thalassemia เม่ือผลการตรวจเป็น positive 

ต้องส่งตัวอย่างเลือดตรวจ Hb typing และดีเอ็นเอ 

ต่อไป

ข้อจำกัดของการทดสอบ

	 1. การทดสอบ OF เป็นการตรวจคัดกรองที่

มีวัตถุประสงค์ในการคัดกรอง -thalassemia 1 และ 

-thalassemia เป็นหลักเท่านั้น ไม่สามารถใช้ในการ

วินิจฉัยชนิดของความผิดปกติได้

	 2. ผู้ท่ีเป็นพาหะ Hb E บางราย อาจให้ผลบวก 

บางรายอาจให้ผลลบกับการทดสอบนี้

	 3. อาจพบผลบวกลวงในภาวะโลหิตจาง 

จากการขาดเหล็ก และจากความผิดปกติอื่นๆ ที่พบ 

target cell เช่น โรคตับ 
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การตรวจคัดกรอง 
ฮีโมโกลบิน อี (Hb E) ด้วยน้ำยา DCIP
dichlorophenolindophenol precipitation test

	 Hb E (
2 2

26Glu-Lys) เป็นฮีโมโกลบินผิดปกติ 

ที ่กรดอะมิโนตำแหน่งที ่ 26 ของสาย -globin 

เปลี่ยนจากกรดกลูตามิก (glutamic : Glu) เป็นไลซีน 

(lysine : Lys) ทำให้โครงสร้างที่จุดสัมผัสระหว่างสาย 

โกลบิน 
1 1

 ไม่แข็งแรง เมื่ออยู่ในสารละลาย DCIP 

จะถูกออกซิไดซ์ให้กลายเป็นโกลบินสายเดี่ยวที่มี 

ซัลฟ์ไฮดริลอิสระจึงตกตะกอนได้ง่าย และเร็วกว่า

ฮีโมโกลบินปกติ โดยปริมาณความขุ่นของตะกอน 

ที่เกิดขึ้นจากตัวอย่างเลือดของ Hb E homozygote 

จะมากกว่าของพาหะ Hb E 

หลักการ

สารเคมีและน้ำยา
	 ป ัจจ ุบ ันม ีน ้ำยาสำเร ็จร ูปหลายชน ิด  

จำหน่าย การเลือกใช้ควรพิจารณาให้รอบคอบตาม    

ข้อกำหนดด้านคุณภาพ และข้อมูลอ้างอิงทางวิชาการ

วิธีการ

	 -เป็นไปตามมาตรฐานของน้ำยาที่กำหนด

การรายงานผล

	 - เมื่อได้ผลลบ รายงานผล  “Negative” 

	 - เมื่อได้ผลบวก รายงานผล “Positive” 

การแปลผล

	 Negative : ไม่มี Hb E

	 Positive : อาจเป็นผู้ที่มี Hb E ซึ่งพบได้ทั้ง 

ที่เป็นพาหะ Hb E, Hb E homozygote หรือ -tha-

ข้อจำกัดของการทดสอบ

	 - Hb H ซึ่งเป็นฮีโมโกลบินที่ไม่เสถียร ถ้ามี 

ปริมาณมากจะถูกออกซิไดซ์ตกตะกอนเกิดผลบวกได้

	 - ไม่ควรใช้กับ heparinized blood เนื่อง 

จาก heparin รบกวนการตรวจวัด และก่อให้เกิดผล

บวกปลอมได้

การควบคุมคุณภาพ

	 1. ควรทำการตรวจสอบคุณภาพของน้ำยา 

ก่อนนำมาใช้ในงานบริการ โดยทำการทดสอบกับ 

เลือดควบคุมคุณภาพ ซึ่งมีแนวทางในการเลือกตัว

อย่างเลือดควบคุมคุณภาพจากเลือดผู้ใหญ่ในงาน 

ประจำวัน ดังนี้

ตัวอย่างควบคุมผลลบ (Negative control)

เป็นตัวอย่างเลือดท่ีมีชนิดของ Hb เป็น A
2
A 

	

ตัวอย่างควบคุมผลบวก (Positive control)

เป็นตัวอย่างเลือดที่มีชนิดของ Hb เป็น EA

ไม่ควรใช้ EE เพราะให้ผลบวกแรงเกินไป

	 ห้องปฏิบัติการสามารถเก็บตัวอย่างเลือด 

ดังกล่าวไว้ในตู้เย็น 4ºC สำหรับใช้เป็นเลือดควบคุม

คุณภาพต่อไปได้ 1 สัปดาห์

	 ในกรณีท ี ่ ไม ่สามารถหาตัวอย่างเล ือด 

ดังกล่าวได้ ผู้ปฏิบัติสามารถใช้ตัวอย่างเลือดที่เหลือ   

lassemia และหรือ -thalassemia ท่ีมี Hb E ร่วมด้วย 

ต้องส่งตัวอย่างเลือดตรวจ  Hb typing ต่อไป
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จากการตรวจคัดกรองท่ีให้ผลการตรวจเป็นบวก และ     

ลบอย่างละ 1-2 ราย เก็บไว้ในตู้เย็น 2-8ºC เพื่อใช้ 

ควบคุมคุณภาพสำหรับการทดสอบครั้งต่อไป และ 

เก็บเลือดใหม่ทุกครั้งที่ทำการทดสอบไปเรื่อยๆ

	 2. ตัวอย่างเลือดที่นำมาทดสอบควรเป็น 

เลือดที่เจาะใหม่ในวันนั้น หากไม่สามารถทำการ 

ทดสอบได้ทันที ควรเก็บเลือดไว้ในตู ้เย็น 4ºC 

และไม่ควรเก็บไว้นานเกิน 1 สัปดาห์ แต่ถ้าไม่มีตู้เย็น 

เก็บควรทำการทดสอบภายใน 48 ชั่วโมง เนื่องจาก    

เลือดที ่เก่าฮีโมโกลบินบางส่วนจะถูกออกซิไดซ์ 

ไปแล้ว สังเกตได้จากเลือดมีการเปลี่ยนแปลงเป็น

ส ีแดงคล้ำไม ่ใช ่แดงสดเหมือนเล ือดเจาะใหม่ 

เมื่อนำไปทำปฏิกิริยากับ DCIP จะตกตะกอนได้ง่าย 

ขึ้นจนเกิดผลบวกปลอมได้

	 3. อุณหภูมิที ่ทำปฏิกิริยาจะต้องเท่ากับ 

37±1ºC และเวลาที ่ให้ทำปฏิกิร ิยาจะต้องตรง 

ตามที่ระบุในเอกสารกำกับน้ำยา ดังนั้นอ่างน้ำหรือ 

บล็อกควบคุมอุณหภูมิ (heat block) จะต้องมีระบบ 

ตรวจสอบความถูกต้องของอุณหภูมิเป็นประจำ 

เพราะถ้าอุณหภูมิต่ำกว่า 36ºC จะให้ผลลบปลอม 

แต่ถ ้ามากกว่า 38ºC ก็จะให้ผลบวกปลอมได้ 

ข้อควรระวัง

	 น้ำยา DCIP เป็นน้ำยาสีน้ำเงินเข้ม มี 
ความไวต่อแสง อากาศ และอุณหภูมิที่สูงจึงต้อง 
เก็บน้ำยาในภาชนะท่ีมีฝาปิดสนิท บรรจุในกล่องเพ่ือ 
ไม่ให้โดนแสง เก็บในตู้เย็น 4ºC

หากทำการทดสอบแล้ว มีผลลบหรือบวกทุกตัวอย่าง

ให้ตรวจสอบเร ื ่องอุณหภูม ิท ี ่ทำปฏิก ิร ิยาเป็น 

อันดับแรก สำหรับประเด็นในเรื่องเวลาทำปฏิกิริยา

จะพบความผิดพลาดได้มากกว่า ถ้าผู้ปฏิบัติทำการ 

ทดสอบครั ้งละหลายตัวอย่าง (เช่นมากกว่า 10 

ตัวอย่างต่อครั้ง) โดยเฉพาะถ้าทำการทดสอบใน 

ห้องที่ไม่ได้ปรับอากาศ และมีอุณหภูมิห้องสูงกว่า 

30ºC ตัวอย่างรายแรกๆ ที่เติมเลือดลงไปในน้ำยา 

ระหว ่างท ี ่รอเต ิมต ัวอย ่างเล ือดรายต่อๆ ไป 

จนครบรายสุดท้ายได้เกิดปฏิกิร ิยาไปบางส่วน 

แล้ว เมื่อนำไปอุ่นต่ออีก 15 นาที อาจทำให้เกิด  

ผลบวกปลอมได้

	 4. การควบคุมคุณภาพการอ่านผลทำ 

เช่นเดียวกับการอ่านผล OF









%5.3 บักาทเอืรหาวกยอน



นอยกวาหรือเทากับ 3.5%

>3.5%

3.6-8%

หมายเหตุ
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ด้วยเครื่องวิเคราะห์ฮีโมโกลบินอัตโนมัติ HPLC 

หรือ LPLC แต่จะรายงานผลจากการตรวจวิเคราะห์ 

ฮีโมโกลบินเป็น Hb Constant Spring เนื่องจาก Hb 

Constant Spring มีความชุกในการตรวจพบมากกว่า 

Hb Pakse  โดยทั่วไปผู้ที่เป็นพาหะจะไม่ซีด และมี 

ข้อมูลทางโลหิตวิทยาอื่นๆ อยู่ในเกณฑ์ปกติ

	 8. ในกรณีท่ีผลการวิเคราะห์ Hb typing เป็น 

CS A
2
A Bart’s แปลผลเป็น suspected homozygous  

Hb Constant Spring ซึ่งผู้ป่วยมักมีภาวะซีดคล้าย 

ผู้ที่เป็นโรค Hb H อย่างไรก็ตามอาจตรวจไม่พบ Hb 

Bart’s ได้ เนื่องจากสาย -globin  มีปริมาณน้อย

	 9. ในกรณีที่ผลการวิเคราะห์ Hb typing 

เป็น A
2
A H หรือ A

2
A Bart’s H ปริมาณ Hb A

2
 

ค่อนข้างต่ำกว่าปกติ แปลผลเป็น Hb H disease     

( -thalassemia 1/ -thalassemia 2) เนื่องจาก 

การตรวจพบ Hb H (
4
) หรือ Hb Bart’s (

4
) 

แสดงว่าสาย -globin จะต้องมีปริมาณน้อยลงมาก 

จึงทำให้สาย -globin และสาย -globin เหลืออยู่มาก 

จึงจับกันเอง 4 สาย กลายเป็น Hb H และ Hb Bart’s  

ในผู้ป่วยบางรายอาจไม่พบ Hb Bart’s เน่ืองจากสาย 

-globin มีปริมาณน้อย ผลการตรวจ blood smear 

ในผู ้ป่วยกลุ ่มนี ้ พบลักษณะเม็ดเลือดแดงแบบ 

ธาลัสซีเมีย แต่มีลักษณะผิดปกติประมาณ 1+ ถึง 

2+ ลักษณะจำเพาะที่ใช้วินิจฉัยโรค Hb H ได้ดี 

คือการตรวจพบเม็ดเลือดแดงที่มี inclusion body 

โดยอาจตรวจพบเม็ดเลือดแดงเช่นนี้ได้ถึง 30-90% 

ของเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 

	 10. ในกรณีที่ผลการวิเคราะห์ Hb typing

เป็น CS A
2
A H หรือ CS A

2
A Bart’s H แปลผล 

เป็น Hb H-CS disease ( -thalassemia 1/ 

Hb CS หรือ -thalassemia 1/ Hb Pakse ) 

อาการต่างๆ จะคล้ายผู้ที่เป็นโรค Hb H disease    

( -thalassemia 1/ -thalassemia 2) ในข้อที่ 9 

แต่อาการมักจะรุนแรงกว่า เน่ืองจากมีความไม่เสถียร 

ของ Hb H ร่วมกับ Hb CS หรือ Hb Pakse  และ ข้อ 

ควรระวังสำหรับห้องปฏิบัติการคือ ความไม่เสถียร 

ร่วมกับมีปริมาณน้อยของ Hb H และ Hb CS หรือ 

Hb Pakse  หากเก็บเลือดไว้นานเกินไปอาจตรวจไม่

พบ ทำให้การแปลผลผิดพลาดได้

	 11. ในกรณีที่ผลการวิเคราะห์ Hb typing 

เป็น A
2
F ในเด็กอายุมากกว่า 1 ปี ร่วมกับการมี

อาการของโรคธาลัสซีเมียชัดเจน ซีด ตับม้ามโต 

แปลผลเป็น homozygous o-thalassemia with or    

without -thalassemia จากการท่ีตรวจไม่พบ Hb A        

แสดงว่าผู้ป่วยสังเคราะห์สาย -globin ไม่ได้เลย 

จึงมีการสังเคราะห์สาย -globin ขึ้นมาทดแทน 

ทำให้ตรวจพบ Hb F มีปริมาณสูงมาก ส่วนปริมาณ 

Hb A
2
 อาจสูงขึ้นเล็กน้อยหรืออยู่ในเกณฑ์ปกติ  

ผลการตรวจ blood smear พบเม็ดเลือดแดงมีลักษณะ 

ผิดปกติมากกว่าในโรค Hb H ไม่พบ Hb H inclusion 

body ในเม็ดเลือดแดง แต่ผู้ป่วยที่ตัดม้ามแล้วอาจ 

จะพบตะกอนของฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดงได้

	 ข ้อควรระว ังหากพบผลการว ิ เคราะห ์

ฮ ีโมโกลบินเป็น A
2
F คือ ต้องตรวจสอบอายุ 

ของผู ้ป่วยให้ดี ถ้าเป็นเด็กทารกที ่อายุยังไม่ถึง 

1 ปี จะไม่สามารถวินิจฉัยจีโนไทป์ที ่แน่นอนได้ 

เนื่องจากปริมาณ Hb F ยังคงสูงอยู่ ต้องรอให้ Hb F 

ค่อยๆ ลดลงจนอายุมากกว่า 1 ปี จึงสามารถแปลผล 

การตรวจ Hb typing ได้

	 12. ในกรณีที่ผลการวิเคราะห์ Hb typing

เป็น EF โดยมีปริมาณ Hb E ประมาณ 40-80% 

Hb F ประมาณ 20-60% ไม่พบ Hb A พบได้ 

ในหลายกรณีดังนี้

	 12.1 กรณีที่เป็นผู้ป่วย 0-thalassemia/ Hb 

E with or without -thalassemia ผู้ป่วยมีอาการ 

ของโรคธาลัสซีเมียชัดเจน ซีด ตับม้ามโต คล้าย 

homozygous 0-thalassemia หรืออาจน้อยกว่า 

โดยทั่วไปผู้ป่วยกลุ่มนี้มีปริมาณ Hb 4-10 g/dL

MCV ประมาณ 55-75 fL ผลการตรวจ blood smear 

พบเม็ดเลือดแดงที่มีการเปลี่ยนแปลงทั้งขนาดและ 

รูปร่าง อาจพบเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน (nucleated 

red cell) ในกรณีที่ผู ้ป่วยได้รับการรักษาโดยการ 

ให้เลือดมาแล้ว อาจพบ Hb A จาก donor blood 

ทำให้ปริมาณ Hb E และ Hb F เปลี่ยนแปลงไป 
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ถ้าไม่ทราบประวัติการรับเลือดมาก่อน จะทำ�ให้การ

วินิจฉัยผิดพลาดได้

	 12.2 กรณทีีผู่ป้ว่ยม ีdeletional HPFH รว่มกบั 

Hb E โดยทัว่ไปผูป้ว่ยกลุม่นีจ้ะไมซ่ดี มปีรมิาณ Hb > 

10 g/dL ผลการตรวจ blood smear พบลักษณะเม็ด 

เลือดแดงค่อนข้างปกติ รายงานผลเป็น suspected 

HPFH/ Hb E

	 เนือ่งจากผลการตรวจ Hb typing ไมส่ามารถ 

แยกผู้ที่เป็น 0-thalassemia/ Hb E และ HPFH/ Hb 

E ออกจากกันได้ หากผลการตรวจพบ Hb typing 

EF โดยมีปริมาณ Hb E ประมาณ 40-80% Hb F 

ประมาณ 20-60% ไม่พบ Hb A ห้องปฏิบัติการ 

สามารถแปลผลเปน็ suspected 0-thalassemia/ Hb 

E or HPFH/ Hb E with or without -thalassemia

	 13. ในกรณทีีผ่ลการวเิคราะห ์Hb typing เปน็ 

A
2
FA โดยปรมิาณ Hb F 10–30% พบไดใ้นหลายกรณ ี

ดังนี้

	 13.1 ในกรณีที่ผู้ป่วยมีภาวะซีดไม่มีประวัติ 

การรับเลือดภายใน 3 เดือน ก่อนทำ�การตรวจเลือด 

ควรแปลผลเป็น suspected 0-thalassemia/ +-

thalassemia หรือ +-thalassemia/ +-thalassemia 

	 13.2 ถ้าไม่มีอาการของโรคธาลัสซีเมีย 

เลยก็อาจเป็นไปได้ว่าตัวอย่างเลือดรายนั้นเป็น 

พาหะ HPFH หรือพาหะ ( )o-thalassemia ซึ่งเป็น 

ภาวะทีย่นี -globin สรา้งสาย -globin ไดใ้นปรมิาณ 

สูงโดยไม่แสดงอาการผิดปกติใดๆ ควรแปลผลเป็น 

suspected HPFH trait or ( )o-thalassemia trait

	 เน่ืองจากผลการตรวจ Hb typing ไม่สามารถ 

แยกผู้ท่ีเป็น 0-thalassemia/ +-thalassemia, +-tha-

lassemia/ +-thalassemia, พาหะ HPFH และ พาหะ

( )o-thalassemia ออกจากกนัได ้หากผลการตรวจพบ 

Hb typing A
2
FA โดยปริมาณ Hb F 10–30%

ห้องปฏิบัติการสามารถแปลผลเป็น suspected
0-thalassemia/ +-thalassemia or +-thalassemia/ 

β+-thalassemia or HPFH trait or ( )o-thalassemia trait

with or without -thalassemia อย่างไรก็ตามการ 

ตรวจพบ Hb F ในตัวอย่างเลือดผู้ป่วย ก่อนที่จะ 

ทำ�การวนิจิฉยั ใดๆ ตอ้งตรวจสอบอายขุองผูป้ว่ยกอ่น 

เสมอ หากอายยุงัไมค่รบ 1 ป ีจะยงัไมส่ามารถใหก้าร 

วินิจฉัยที่ถูกต้องได้ นอกจากนั้นควรพิจารณา 

อาการทางคลินิกประกอบ หากไม่มีอาการของโรค 

ธาลสัซเีมยีเลย กอ็าจเปน็ไปไดว้า่ผูป้ว่ยมภีาวะ HPFH 
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ข้อจำกัด

	 1. เครื ่องวิเคราะห์ฮีโมโกลบินอัตโนมัติ 

แสดงผลในลักษณะโครมาโตแกรมหรือโซนต่างๆ 

ที่ปรากฎร่วมกับปริมาณของฮีโมโกลบินแต่ละชนิด 

โดยไม่ได้สรุปผล Hb typing ให้ผู้ปฏิบัติงานจึงต้อง 

มีความรู ้และประสบการณ์สูงในการรายงานผล 

และแปลผล

	 2. อนุพันธ์ของฮีโมโกลบิน (hemoglobin

derivatives) เช่น glycosylated Hb, acetylated

Hb F และฮีโมโกลบินที ่โมเลกุลสลายบางส่วน

หรือ ( )o-thalassemia หรือภาวะที่มี stress ery- 

thropoiesis จากสาเหตุอ่ืนๆ ท่ีทำให้มีภาวะเลือดจาง 

เช่น การตั ้งครรภ์ ภาวะเลือดจางเรื ้อรัง มะเร็ง 

เม็ดเลือดขาว แต่การเพิ่มขึ้นของปริมาณ Hb F 

ในภาวะที่มี stress erythropoiesis นี้มักจะเพิ่มขึ้น 

ไม่เกินร้อยละ 10 ดังนั้นการที่ตรวจพบปริมาณ 

Hb F สูงขึ้น แล้วจะสรุปว่าเป็นโรค -thalassemia  

จึงต้องพิจารณาให้รอบคอบ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 

ต้องทราบประวัติ และอาการของคนไข้ หากมีผล 

การตรวจเลือดของครอบครัวประกอบด้วยจะช่วย 

ให้วินิจฉัยได้ถูกต้องมากยิ่งขึ้น 

	 14. ในกรณีท่ีผลการวิเคราะห์ Hb typing เป็น 

EFA ผู้ป่วยมีภาวะซีดไม่มีประวัติการรับเลือดภายใน 3 

เดือนก่อนทำการตรวจเลือด ควรแปลผลเป็น +-tha-

lassemia/ Hb E with or without -thalassemia

	 15. ในกรณีที่ผลการวิเคราะห์ Hb typing 

เป็น EA Bart’s, EE Bart’s, EFA Bart’s, EF Bart’s, 

CS EA Bart’s, CS EE Bart’s, CS EFA Bart’s และ 

CS EF Bart’s ทั้งหมดนี้เป็นกลุ่มโรคธาลัสซีเมีย  

ที่มีฟีโนไทป์และจีโนไทป์ซับซ้อน ซึ่งมีภาวะร่วม 

ระหว่าง -thalassemia, -thalassemia และ Hb E 

ภาวะเหล่านี้เกิดเนื่องจากสาย -globin มีปริมาณ 

น้อยลง และสาย -globin ชอบจับกับสาย -globin 

ปกติมากกว่าสาย E-globin ในกรณีท่ีเป็น Hb E trait 

จึงตรวจพบปริมาณของ Hb E ลดลงด้วยเสมอเมื่อ 

เทียบกับปริมาณ Hb A โดยจะพบปริมาณน้อยกว่า 

ร้อยละ 20 แต่การจะสรุปจีโนไทป์ให้ถูกต้องจริงๆ 

ควรจะต้องทำการตรวจวิเคราะห์ DNA ทั ้งยีน

- thalassemia และ -thalassemia ด้วยจึงจะสามารถ    

สรุปเพื ่อให้คำปรึกษาเกี ่ยวกับการถ่ายทอดทาง

กรรมพันธุ์ของครอบครัวผู้ป่วยได้อย่างถูกต้อง

	 16. ในกรณีพบฮีโมโกลบินผิดปกติที่นอก 

เหนือจาก Hb E และ Hb CS จัดเป็นฮีโมโกลบิน 

ผิดปกติที ่พบไม่บ่อย (rare abnormal Hb) เช่น

Hb J Bangkok, Hb Hope, Hb Q-Thailand, Hb C, Hb O

และอื ่นๆ ควรรายงานตำแหน่งของฮีโมโกลบิน

ผิดปกติท่ีพบบนโครมาโตแกรมหรือ electrophoregram 

และแปลผลเป็น suspected abnormal Hb ไม่ควรระบุ 

ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ ถึงแม้ว่าเคร่ืองจะรายงาน 

Window ของฮีโมโกลบินเหล่านั้นก็ตาม เนื่องจาก 

ฮีโมโกลบินผิดปกติหลายชนิดมีคุณสมบัติใกล้เคียงกัน 

ไม่สามารถวินิจฉัยแยกจากกัน โดยการตรวจ Hb typing 

ไม่ว่าจะโดยเครื่อง HPLC, LPLC หรือ CE เช่น 

การพบฮีโมโกลบินผิดปกติที ่ S window ในระบบ 

คอลัมน์โครมาโตกราฟี เมื่อนำไปตรวจวิเคราะห์ 

DNA พบว่าเป็นได้ทั ้ง Hb Tak, Hb D Punjab,

Hb Queens, Hb Siam และ Hb S หากต้องการทราบ 

ชนิดของความผิดปกติจะต้องตรวจยืนยันโดยการ

ตรวจวิเคราะห์ DNA หรือตรวจหาลำดับการเรียง 

ตัวของกรดอะมิโนต่อไป

	 ที่กล่าวมาทั้งหมดเป็นแนวทางในการแปล

ผลการตรวจวิเคราะห์ฮีโมโกลบินเพื่อการวินิจฉัย

ธาลัสซีเมียที่พบบ่อยในประเทศไทยซึ่งต้องอาศัย 

ข้อมูลหลายอย่างประกอบ ต้ังแต่ผลการตรวจคัดกรอง 

ค่าดัชนีเม็ดเลือดแดง ผล Hb typing  ปริมาณ Hb A
2
 

ปริมาณ Hb F นอกจากน้ีประวัติผู้ป่วยและครอบครัว

ตลอดจนผลการตรวจเลือดของครอบครัวก็มีส่วนช่วย

ให้การวินิจฉัยมีความถูกต้องแม่นยำมากย่ิงข้ึน 



≤ 3.5%

≤ 3.5%

3.6-8%
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17

PCR Product โดยการทำ agarose gel electrophore-
sis อาศัยการสร้าง primer ให้คร่อมบริเวณ DNA 
ที่ขาดหายไป เมื่อนำไปทำ PCR จะสามารถเพิ่ม 
จำนวนชิ้นส่วนของ DNA ได้ เนื่องจากการขาด 
หายไปของ DNA ทำให้ primer ดังกล่าวถูก 
เลื่อนเข้ามาใกล้กัน ส่วน DNA คนปกติ (normal 
DNA) primer ท้ังสองท่ีใช้อยู่ห่างกันมากกว่า 17.5 kb
(SEA deletion) และมากกว่า 38 kb (THAI deletion)
ซ ึ ่งเป ็นขนาดที ่ใหญ่เก ินกว่าจะเพิ ่มจำนวนได้ 
ในการทำ PCR ทั่วๆ ไป จึงไม่มี PCR product 
เกิดขึ ้น และเพื่อให้สามารถวินิจฉัยแยกระหว่าง 
homozygous -thalassemia 1 และพาหะ -tha-
lassemia 1 จึงมีการเพิ่ม primer สำหรับเพิ่มปริมาณ 
normal DNA ลงไปในการทำปฏิกิริยา PCR ด้วย 
จากน้ันจึงติดตามการเกิด PCR products โดยการทำ 
agarose gel electrophoresis และเปรียบเทียบขนาด 
DNA ท่ีเกิดข้ึนทำให้ทราบว่าบุคคลน้ันมีความผิดปกติ
ของยีนท่ีเป็นสาเหตุของ -thalassemia 1 ชนิด SEA 
deletion หรือชนิด THAI deletion หรือไม่

Relative Quantitative PCR

	 เทคนิค Relat ive Quantitat ive PCR 

อาศัยการออกแบบ primer และ probe 3 ชุด สำหรับ 

เพ่ิมปริมาณ DNA และตรวจหาความผิดปกติของยีน

ที ่เป็นสาเหตุของ -thalassemia 1 ชนิด SEA

deletion และชนิด THAI deletion เปรียบเทียบกับ  

ยีน -globin ที่ปกติ โดย probe ทั้ง 3 ชนิด ได้รับ 

การออกแบบให้ติดฉลากด้วยสี fluorescence ที่

แตกต่างกันจึงสามารถติดตามความผิดปกติของยีน

-thalassemia 1 ทั้ง 2 ชนิดได้ 

	 ตัวอย่างที่ไม่พบความผิดปกติของ -tha-

lassemia 1 ท้ังชนิด SEA และชนิดไทย จะพบเฉพาะ 

การตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติ 
ของยีนที่เป็นสาเหตุของ -thalassemia 1 

	 ความผิดปกติของยีนท่ีเป็นสาเหตุของ -tha-

lassemia 1 ในประชากรไทยมีสาเหตุมาจากการขาด    

หายไปของยีน -globin ทั้งสองยีนบนโครโมโซม 

เดียวกัน จึงไม่สามารถสังเคราะห์สาย -globin 

ได้เลย สามี-ภรรยาที่มีความผิดปกติของ -tha-

lassemia 1 ท้ังคู่ มีโอกาสถ่ายทอดความผิดปกติร่วม

กันไปสู่ลูกทำให้ลูกเป็น homozygous -thalassemia 

1 (Hb Bart’s hydrops fetalis) ซึ่งเป็นโรคธาลัสซีเมีย 

ที่มีอาการรุนแรงที่สุด ทารกจะเสียชีวิตตั้งแต่อยู่ 

ในครรภ์ ตายคลอด หรือไม่กี ่ชั ่วโมงหลังคลอด 

ในขณะที ่มารดาจะเกิดภาวะแทรกซ้อนของการ 

ตั ้งครรภ์ มีอาการครรภ์เป็นพิษ มีการคลอดผิด 

ปกติ ตกเลือดหลังคลอด หากอาการรุนแรงมาก 

อาจเสียชีวิตได้ หากห้องปฏิบัติการมีศักยภาพใน 

การตรวจหาความผิดปกติของยีน -thalassemia 1 

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ถูกต้องและรวดเร็ว จะช่วย

ป้องกันอันตรายท่ีจะเกิดข้ึนกับมารดาท่ีต้ังครรภ์บุตร 

เป็น Hb Bart’s hydrops fetalis ได้อย่างทันท่วงที

	 ความผิดปกติของยีนท่ีเป็นสาเหตุของ -tha-

lassemia 1 ที่มีรายงานในประชากรไทยมี 2 ชนิด 

คือชนิด SEA deletion และชนิด THAI deletion  

ส่วนใหญ่ที่พบเป็นชนิด SEA deletion ชนิด THAI

deletion ถึงแม้จะพบในอัตราส่วนท่ีน้อยกว่า แต่ถ้าพบ 

ความผิดปกติร่วมกับชนิด SEA deletion ก็ส่งผลให้เกิด 

Hb Bart’s hydrops fetalis ได้เช่นเดียวกัน

	 ความผิดปกติของยีนที่เป็นสาเหตุของ -
thalassemia 1 สามารถตรวจหาได้โดยเทคนิค PCR 
ส่วนใหญ่นิยมใช้วิธี Gap PCR ร่วมกับการวิเคราะห์ 

หลักการ 
Gap PCR/ Agarose Gel Electrophoresis
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polymerase ชนิดที่ไม่มีฤทธิ์ของ 3’-5’ exonuclease 
ภายใต้สภาวะในการทำ PCR ที่เหมาะสม primer 
จำเพาะแต่ละชนิด จะทำให้เกิดการเพิ ่มจำนวน
 -globin gene จาก Allele ใด Allele หน่ึงท่ีจำเพาะเท่าน้ัน 
จึงสามารถแยก -globin gene ปกติ และ -tha-
lassemia ออกจากกันได้โดยตรวจดูชิ้นส่วน DNA 
ท่ีเพ่ิมจำนวนข้ึนมาได้ โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 
(agarose gel electrophoresis) 
	 ในการทำ ASPCR ตัวอย่างที ่ให้ผลลบ 
จะไม่ปรากฏแถบ DNA ใดๆ ให้เห็นบนแผ่นเจล 
ที ่แยกด้วยกระแสไฟฟ้า ดังนั ้นนอกเหนือจาก
ตัวอย่างควบคุมที่ให้ผลบวก (positive control) 
และให้ผลลบ (negative control) แล้ว จะต้องมีการ 
ควบคุมคุณภาพปฏิกิริยา PCR ในหลอดทดลอง 
(internal control) ของการทำ PCR ด้วย โดยเป็น 
การเพิ่มจำนวนของยีนอื่นที่ไม่ใช่ -globin gene 
และมีขนาดชิ้นส่วน DNA ที่แตกต่างจากยีนที่เป็น 
สาเหตุของ -thalassemia ที่กำลังจะตรวจ 
	 วิธี ASPCR นับเป็นวิธีที่รวดเร็ว และสะดวก  
ในการตรวจหาความผิดปกติของยีน เนื ่องจาก   
ข้ันตอนท่ีต้องทำการวิเคราะห์ภายหลังข้ันตอน PCR 
(post PCR) มีเพียงการตรวจหา DNA ที่เพิ่มจำนวน 
ได้โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าเท่านั้น

เทคนิค Reverse Dot Blot Hybridization (RDB)

	 เทคนิค Reverse Dot Blot Hybridization 

(RDB) อาศัยการออกแบบและสังเคราะห์ Allele 

Specific Oligonucleotide (ASO) Probe หลายๆ 

ชนิดท่ีมีปลายข้างหน่ึงเป็น หมู่อะมิโน (NH2
) นำมา

ยึดติดบนแผ่นไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) 

ที่เป็นประจุลบ แล้วนำ DNA ของผู้ป่วยที่ได้ทำ PCR 

โดยให้นิวคลิโอไทด์บนสาย DNA ติดฉลากด้วย Biotin 

การตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติ
ของยีนที่เป็นสาเหตุของ -thalassemia

	 ความผิดปกติของยีนท่ีเป็นสาเหตุของ -tha-

lassemia ในประชากรไทยส่วนใหญ่เป็นชนิด point

mutation ซ่ึงเกิดจากการมีเบสเปล่ียนแปลงไป (base sub-

stitution) หรือเบสจำนวนน้อยๆ ขาดหายไป หรือเกินมา 

(small deletion หรือ insertion) ทำให้เกิด mutation 

ที่เรียกว่า frameshift mutation ความรุนแรงของ

-thalassemia ขึ้นกับชนิดของ mutation ที่เกิดขึ้น 

ว่าสามารถสร้าง mRNA หรือสาย -globin ได้หรือไม่  

หากไม่สามารถสร้างสาย -globin ได้เลย เรียก 0-

thalassemia แต่ถ้าสามารถสร้างสาย -globin ได้บ้าง 

เรียก +-thalassemia ความผิดปกติของยีนที่เป็น 

สาเหตุของ -thalassemia ในประชากรไทยมีความ

หลากหลายมาก ปัจจุบันมีรายงานมากกว่า 30 ชนิด 

โดยแต่ละภูมิภาคแต่ละชุมชนก็มีความแตกต่างกัน 

	 การตรวจหาความผิดปกติของยีนที ่เป็น 

สาเหตุของ -thalassemia ในปัจจุบันนิยมใช้เทคนิค 

allele specific PCR (ASPCR), เทคนิค reverse dot 

blot hybridization (RDB) และการตรวจหาลำดับการ 

เรียงตัวของสารพันธุกรรม (DNA sequencing)

	 เทคนิค allele specific PCR (ASPCR)
อาศัยการออกแบบและสังเคราะห์ primer ให้มี 
ความจำเพาะต่อ mutation ชนิดใดชนิดหน่ึง ชนิดละ 
2 primer, primer ที่ 1 จำเพาะต่อ Allele ปกติ 
และ primer ท่ี 2 จำเพาะต่อ mutation ชนิดน้ันๆ 
โดยออกแบบให้มีเบสจำเพาะที ่ปลายด้าน 3’ 
จากนั้นนำ primer ทั้งสองชนิดนี้ไปทำ PCR คู่กับ 
primer ปกติอีกชนิดหน่ึง ซ่ึงเป็น common primer 
โดยอาศัยเอนไซม์ Taq DNA polymerase หรือ DNA  

หลักการ

เทคนิค Allele Specific PCR (ASPCR)
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การตรวจหาลำดับการเรียงตัวของ
สารพันธุกรรม (DNA sequencing)

	 ว ิธ ีตรวจหาลำดับการเร ียงต ัวของสาร 

พันธุกรรม (DNA sequencing) ที่นิยมใช้ในปัจจุบัน    

คือวิธี chain termination ของ Sanger ซึ่งสามารถ   

พัฒนาใช้ร่วมกับเครื ่องอัตโนมัติ ทำให้การอ่าน 

และการวิเคราะห์ผลทำได้สะดวกมากขึ้น อาศัยการ 

เพ ิ ่มปร ิมาณ DNA ท ี ่ต ้องการตรวจหาลำด ับ

การเรียงตัวของสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR 

โดย DNA สายใหม่ที ่สร้างขึ ้นจะถูกจำกัดความ

ยาวด้วย dideoxy nucleotide ตัวใดตัวหนึ่งใน 4 

ตัว คือ ddATP, ddGTP, ddCTP และ ddTTP 

ที ่ต ิดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ที ่แตกต่างกัน 

เมื ่อนำปฏิกิริยาที่ได้ไปทำ polyacrylamide gel 

electrophoresis จะสามารถแยกชิ้นส่วนของ DNA 

ท่ีมีความยาวต่างกัน 1 เบสได้ การทำ electrophore-

sis โดยใช้เครื่องอัตโนมัติ ซึ่งมีอุปกรณ์การอ่าน 

และการแปลผลข้อมูล จะช่วยอำนวยความสะดวก 

ในการตรวจวิเคราะห์ได้เป็นอย่างดี

วิธีการ

	 ส่วนใหญ่แต่ละหน่วยงานจะพัฒนาวิธีการ 
ตรวจวิเคราะห์ขึ้นใช้เอง หลักการวิเคราะห์จึงอาจ 
แตกต่างกันข้ึนกับปริมาณตัวอย่างส่งตรวจ ตลอดจน 
ความพร้อมของบุคลากรและเครื่องมือ สิ่งที่สำคัญ 
คือจะต้องมีการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 
วิเคราะห์ (method validation) ก่อนเปิดบริการ เพ่ือให้ 
สอดคล้องตามข้อกำหนดในมาตรฐานสากล และมี
ความมั่นใจในประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์

การรายงานผล

	 รายงานผล Negative ในกรณีตรวจไม่พบ 

ความผิดปกติของยีน -thalassemia ที่ตรวจสอบ 

เช่น Negative for   -thalassemia codons 41/ 42 

(-TTCT), codon 17 (A-T) and IVS I - 5 (G-C)

	 รายงานผล Positive for -thalassemia และ 

ระบุความผิดปกติของยีน -thalassemia ที่ตรวจพบ 

เช่น Positive for -thalassemia [Codons 41/42    

(-TTCT)]

	 รายงาน Positive for compound heterozygous 

-thalassemia และระบุชนิดของยีนที ่ผ ิดปกติ

ในกรณีท่ีตรวจพบความผิดปกติของยีน 2 ชนิดร่วมกัน 

เช่น Positive for compound heterozygous -tha-

lassemia [Codons 41/42 (-TTCT) and IVS I-5 

(G-C)]

มา hybridize กับ ASO Probe บนแผ่นเมมเบรนดังกล่าว 

แล้วตรวจสอบปฏิกิริยา hybridization ระหว่าง ASO 

Probe กับ DNA ผู้ป่วย โดยการทำ color detection 

วิธีการดังกล่าวสามารถตรวจหาความผิดปกติของยีน 

-thalassemia ได้หลายชนิดจากการทำ hybridization 

เพียงครั้งเดียว นับเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว



β (Hb Dhonburi 
    or Hb Neapolis)

(  β)0 (mild
β-thalassemia)

Unstable Hb

30.     105 bp deletion

31.     619 bp deletion

32.     3485 bp deletion

33.     45 kb deletion

34.     12.5 kb deletion

35.     Asian Indian inversion deletion

36.     101 kb deletion          (mild
β-thalassemia)
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เทคนิค Reverse Dot Blot Hybridization (RDB)

	 1. กรณีที่เป็น compound heterozygote 

ของ mutation ที่มีตำแหน่งใกล้กัน เช่น IVS 1 nt 

1 และ IVS 1 nt 5 หรือ codon 17 และ codon 

19 จะไม่พบการเกิดสีบน normal probe เนื่องจาก 

ตำแหน่งที่ผิดปกติใกล้กัน ทำให้ normal probe ทั้ง 2 

ชนิดไม่สามารถ hybridize  กับ DNA template ได้

	 2. เป็นวิธีท่ีค่อนข้างยากและมีหลายข้ันตอน 

จึงต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญและมีประสบการณ์สูง

การตรวจหาลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม 
(DNA sequencing)

การควบคุมคุณภาพ
	 1. ควรทำ positive control และ negative 
control โดยใช้ตัวอย่าง DNA ท่ีผ่านการตรวจยืนยัน 
แล้ว ทำปฏิกิริยาควบคู่ไปกับตัวอย่างส่งตรวจทุกคร้ัง
	 2. ควรเข้าร่วมโครงการทดสอบความชำนาญ 
ทางห้องปฏิบัติการเพื่อเปรียบเทียบผลการตรวจ 
วิเคราะห์กับหน่วยงานอ่ืน หากไม่มีโครงการดังกล่าว 
อาจเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กับหน่วยงานอื่นที่ 
น่าเช่ือถือ (inter-laboratory comparison) เป็นระยะๆ 
ตามความเหมาะสม
	 3. ควรให้ความสำคัญในการดูแลบำรุงรักษา 
และสอบเทียบครุภัณฑ์ท่ีมีผลกระทบต่อความน่าเช่ือ 
ถือของการตรวจวิเคราะห์
	 4. บุคลากรที่ปฏิบัติหน้าที่ควรได้รับการฝึก 
อบรมเป็นประจำอย่างต่อเนื่อง

เทคนิค Allele Specific PCR (ASPCR)

	 1. การตรวจยีน -thalassemia ด้วยวิธี 
multiplex ASPCR เมื ่อพบผลบวกกับ mutation
ชนิดใดชนิดหนึ่งจะสรุปจีโนไทป์ยังไม่ได้จะต้องทำ 
PCR อีกหลอดด้วย primer ปกติ (N) ที ่ codon
ที่มี mutation นั้น ถ้าตรวจพบแถบ DNA ที่จำเพาะ 
เมื่อใช้ primer N ด้วย ก็แสดงว่าเป็น heterozygote
แต่ถ้าไม่พบก็แสดงว่าเป็น homozygote การตรวจ 
ด้วย primer N นี ้จะใช้ในกรณีที ่ทำการตรวจ 
วินิจฉัยตัวอย่างทารกที ่พ่อและแม่มี mutation 
ชนิดเดียวกัน แต่ถ้าพ่อและแม่มี mutation ต่างชนิด  
กัน เช่น พ่อมี -thalassemia codon 17 [A-T] แม่มี 
Hb E ตัวอย่าง DNA ของทารกก็จะตรวจด้วย 
primer M ของ codon17 [A-T] และ Hb E เท่านั้น 

ข้อจำกัด 

	 1. เป็นวิธีท่ีค่อนข้างยากและมีหลายข้ันตอน 

จึงต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญและมีประสบการณ์สูง

	 2. เป็นวิธีที่ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง 

จึงเหมาะกับห้องปฏิบัติการอ้างอิงที่ให้บริการตรวจ 

หาลำดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรมในด้านอื่น

ที่นอกเหนือจากการตรวจหาความผิดปกติของยีน 

ธาลัสซีเมีย

ส่วนการตรวจหา mutation ของยีน -thalassemia  
ในหญิงตั้งครรภ์ และหรือคู่สมรสที่มีผลการตรวจ 
คัดกรองเป็นบวก และผลวิเคราะห์ฮีโมโกลบินท่ีวินิจฉัย 
ได้แล้วว่าเป็นพาหะ -thalassemia (Hb typing A

2
A 

wih high Hb A
2
) เม่ือให้ผลบวกกับ mutation ใดแล้วก็ 

ไม่จำเป็นต้องตรวจกับ primer N ต่อ 
	 2. จำเป็นต้องใช้ primer หลายชนิดในการ 
ตรวจ แต่ถ้าเลือกศึกษาในกลุ่มประชากรเป้าหมายแล้ว 
จะมี mutation ที่ต้องตรวจไม่มากนัก





≤ 3.5% 3.6-8%
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ชนิดธาลสัซีเมียของคู่สามีภรรยาที�เสี�ยงต่อการมีบุตรเป็นโรคธาลสัซีเมียชนิดรุนแรง  
 

ธาลสัซีเมียในคู่สามีภรรยา โรคที�เป็นความเสี�ยงของบุตร (โอกาสเป็นโรค) 
-thal 1 trait + -thal 1 trait Hb Bart’s Hydrop fetalis (1/4) 
-thal 1 trait + Hb H disease Hb Bart’s Hydrop fetalis  (1/4) 
Hb H disease + Hb H disease Hb Bart’s Hydrop fetalis  (1/4) 
-thal trait + -thal trait -thal Major  (1/4) 
-thal trait + -thal Major -thal Major  (1/2) 
-thal Major + -thal Major -thal Major (100%) 
-thal trait + Hb E trait -thal with Hb E  (1/4) 
-thal trait + Homo Hb E -thal with Hb E  (1/2) 
-thal Major + Homo Hb E -thal with Hb E (100%) 
-thal with Hb E + Homo Hb E  -thal with Hb E (1/2) 
-thal with Hb E + -thal trait -thal with Hb E  (1/4) และ -thal Major  (1/4) 
-thal with Hb E + -thal with Hb E -thal with Hb E  (1/2) และ -thal Major  (1/4) 
-thal with Hb E  + -thal Major -thal with Hb E  (1/2) และ -thal Major  (1/2) 
  

หมายเหต ุ-thal with Hb E และ -thal Major บางรายแต่งงานและมีบตุรได้  
 





           10.  สุทัศน ฟูเจริญ,วรวรรณ ตันไพจิตร, กิตติ 

ตอจรัส, วิปร วิประกษิต และอรุโณทัย มีแกวกุญชร 

(บรรณาธิการ). แนวทางการวินิจฉัยและการรักษาโรค

โลหิตจางธาลัสซีเมีย พิมพครั้งที่ 1. กรุงเทพฯ: สถาบัน

สุขภาพเด็กแหงชาติมหาราชินี,  2557.
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ASO	 	 allele specific oligonucleotide

ASPCR	 allele specific polymerase chain reaction

CE	 	 capillary electrophoresis

CS	 	 constant spring

DCIP	 	 dichlorophenolindophenol

Hb	 	 hemoglobin

Hct	 	 hematocrit

HPFH	 	 hereditary persistance of fetal hemoglobin

HPLC	 	 high pressure liquid chromatography

LPLC	 	 low pressure liquid chromatography

MCH	 	 mean corpuscular hemoglobin

MCV	 	 mean corpuscular volume

OF	 	 osmotic fragility

PCR	 	 polymerase chain reaction

RDB	 	 reverse dot blot

SEA	 	 Southeast asia

Taq	 	 Thermus aquaticus

Thal	 	 thalassemia

คำย่อ
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