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บทคดัย่อ 
 

 แอนติบอดีต่อแอนติเจนนิวโทรฟิล(Human Neutrophil Antigens; HNAs) มีบทบาท             
ส าคญัในการเกิดภาวะ immune-mediated neutropenia และ antibody-mediated transfusion related 
acute lung injury (TRALI) การตรวจหาแอนติเจน HNA มีความส าคญัต่อการคดัเลือกผูบ้ริจาคท่ี
เหมาะสมใหแ้ก่ผูป่้วย ปัจจุบนัแอนติเจน HNA แบ่งออกเป็น 5 ระบบ การกระจายตวัของแอนติเจน
แต่ละระบบในประชากรแต่ละเช้ือชาติมีความแตกต่างกนั งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาการกระจายตวัของ
แอนติเจน HNA-1a, -1b และ -1c ดว้ยวิธี PCR-SSP ในประชากรเช้ือชาติไทยแทซ่ึ้งเป็นผูบ้ริจาค
เลือดประจ าของโรงพยาบาลระยองท่ีมีเช้ือชาติไทยอยา่งนอ้ย 2 รุ่น จ านวน 230 ราย ผลการทดลอง
พบความถ่ีของแอนติเจน HNA-1a (0.722) มากกว่าสองเท่าของ HNA-1b (0.274) ความถ่ีของ 
HNA-1c เท่ากบั 0.009 และพบความถ่ีของ HNA-1 null (0.004) ในกลุ่มตวัอยา่งน้ีดว้ย ผลการ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างความถ่ีของแอนติเจนท่ีพบในประชากรเช้ือชาติไทยแทก้บัเช้ือ
ชาติไทยท่ีอาศยัอยู่ในภาคกลาง และเช้ือชาติอ่ืนๆ พบการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ใน
ประชากรชาวไทยแทท่ี้อาศยัอยูท่างภาคตะวนัออกของไทยมีความคลา้ยคลึงกบัชาวจีนเช้ือสายฮัน่ 
ชาวไตห้วนั ชาวญ่ีปุ่น และชาวเกาหลี แต่กลบัมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p-value             
< 0.05) กบัขอ้มูลของประชากรเช้ือชาติไทยท่ีอาศยัอยูใ่นภาคกลาง ชาวอินเดีย และชาวคอเคเชียน 
(ตุรกี ออสเตรเลียน ตูนิเซียน อเมริกนั เยอรมนั และอิตาเลียน) การศึกษาคร้ังน้ีจึงช่วยช้ีให้เห็น
แนวโนม้ของการเกิดภาวะ neutropenia และ TRALI ในประชากรเช้ือชาติไทยแทท่ี้น่าจะมีสาเหตุ
จาก anti-HNA-1a เช่นเดียวกบัในชาวจีนเช้ือสายฮัน่และประชากรชาวเอเชีย รวมทั้งการน าไปใช้
เป็นฐานขอ้มูลของการคดัเลือกผูบ้ริจาคและการศึกษาทางมานุษยวทิยาต่อไป 
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ABSTRACT 
 

Alloimmunization against human neutrophil antigens (HNAs) has been reported to cause 
immune neutropenia, refractoriness to granulocyte transfusion and transfusion-related acute lung 
injury (TRALI). Currently five HNA systems (HNA-1 to HNA-5) have been described. The 
frequencies of HNAs have been reported in different ethnic populations.The different antigens are 
a result of nucleotide substitution on the genomic DNA level. The frequencies of HNAs have 
been reported in different ethnic populations. The aim of this study is to determine the frequency 
of HNA-1a, -1b and -1c in Thai blood donors by polymerase chain reaction - sequence-specific 
primers (PCR-SSP) method. Two hundred and thirty unrelated healthy Thai blood donors from 
Rayong province, was called eastern Thais, were selected and all were interviewed about their 
ancestry. The results shown the frequencies of HNA-1a, -1b and -1c were 0.722, 0.274 and 0.009, 
respectively. In addition, HNA-1null (0.004) was also found in this study. The HNA-1a and -1b 
frequencies found in Thais are similar to those of previous reports involving Han Chinese, 
Japanese, Taiwanese, and Korean populations. In contrast, the Eastern Thais results show 
statistically significant difference (p-value < 0.05) to those involving Central Thais, Indian, 
Turkish, Australian, Tunisian, American, German, and Italian populations. This information is 
important not only for the assessment of neutrophil antibody-mediated clinical conditions and for 
disease association studies, but also for anthropological studies.  
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
ฮิวแมนนิวโทรฟิลแอนติเจน (human neutrophil antigen: HNA) เป็นแอนติเจนท่ีอยูบ่นผิวเซลล ์       
เมด็เลือดขาวนิวโทรฟิล และสามารถพบไดเ้ล็กนอ้ยบนผวิเซลลแ์กรนูลโลไซต ์(granulocyte)  อ่ืน ๆ 
ไดแ้ก่ เบโซฟิล (basophil) และอิโอซิโนฟิล (eosinophil)  แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจน HNA 
เกิดจากการมีภาวะต่อเน่ืองจากกลุ่มอาการ rheumatoid arthritis (RA) และ systemic lupus erythrematosus 
(SLE) หรือการติดเช้ือแบคทีเรีย (bacterial infection) ในร่างกาย ท าให้เกิดภาวะ autoimmune neutropenia         
ไดท้ั้งในเด็กและผูใ้หญ่ นอกจากน้ี ยงัอาจเกิดจากการถูกกระตุน้ภายหลงัการรับเลือด (post transfusion) 
หรือปลูกถ่ายเซลล์ตน้ก าเนิดเม็ดเลือดท่ีมีชนิดของแอนติเจน HNA ไม่ตรงกนั (HNA incompatible) ท าให้
ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายเกิดการตอบสนองและสร้างแอนติบอดีในกลุ่ม alloimmune antibody ข้ึนมา 
ก่อให้เกิดภาวะ neutropenia, febrile transfusion reaction, granulocyte refractoriness และ 
transfusion related acute lung injury (TRALI) เป็นตน้ (Ravetch JV and Perussia B. 1989; Moritz 
E et al. 2009) จากรายงานท่ีผ่านมาพบวา่ผูป่้วยท่ีมีภาวะเหล่าน้ีมกัเกิดอาการรุนแรงและถึงขั้น
เสียชีวติ (Davoren A  et al. 2004) การคดัเลือกผูบ้ริจาคท่ีไม่มีแอนติเจนของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล
ตรงกบัแอนติบอดีท่ีผูป่้วยมีจึงเป็นส่ิงท่ีจ  าเป็นท่ีสุดเพื่อป้องกนัการเกิดภาวะดงักล่าว 

ปัจจุบนั แอนติเจน HNA แบ่งออกเป็น 5 ระบบ ไดแ้ก่ HNA-1, HNA-2, HNA-3, HNA-4 
และ HNA-5 (Fung YL et al. 2003; Bux J. 2008; Moritz E et al. 2009) แต่ละระบบแบ่งออกเป็น
หมู่ยอ่ย ๆ ตามความแตกต่างของล าดบัเบสท่ีเปล่ียนแปลงอยา่งจ าเพาะในระบบนั้น เช่น ระบบท่ี 1 
แบ่งออกเป็น 3 หมู่ยอ่ย ไดแ้ก่ HNA-1a, HNA-1b และ HNA-1c ระบบท่ี 3 แบ่งออกเป็น 2 หมู่ยอ่ย 
ไดแ้ก่ HNA-3a และ HNA-3b เป็นตน้ (Bux J. 2008) รายงานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่า ความถ่ีของ
แอนติเจน HNA แต่ละระบบในแต่ละเช้ือชาติมีความแตกต่างกนั และแอนติเจนแต่ละระบบจะ
สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายท าให้เกิดภาวะต่าง ๆ ไดแ้ตกต่างกนัด้วย (Kissel K                
et al. 2000; Abid S et al. 2001; Yan L et al. 2005; Cardone JD et al. 2006; Bux J. 2008; Moritz E 
et al. 2009; Norcia AM et al. 2009) ตวัอยา่งเช่น การกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ใน
ประชากรชาวเอเชียน (asians) และคอเคเชียน (caucasian) พบว่าในประชากรชาวเอเชียนจะพบ
ความถ่ีของแอนติเจน HNA-1a สูงกวา่ HNA-1b ตรงขา้มกบัชาวคอเคเชียนท่ีพบ HNA-1b ไดสู้งกวา่ 
ส่งผลให้การตรวจพบชนิดของแอนติบอดีท่ีก่อให้เกิดภาวะ neutropenia ในประชากรทั้ งสอง               
เช้ือชาติแตกต่างกนั การศึกษาการกระจายตวัของแอนติเจน HNA จึงไม่เพียงแต่จะมีประโยชน์ต่อ
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การคดัเลือกผูบ้ริจาคเลือดให้แก่ผูป่้วย และจดัท าฐานขอ้มูลเพื่อใช้ในการคดัเลือกผูบ้ริจาค แต่ยงั
สามารถใชใ้นการท านายโอกาสเส่ียงต่อการเกิดภาวะ alloimmunization ในประชากรเช้ือชาติต่าง  ๆ 
ไดอี้กดว้ย (Chu CC et al. 2001)  

ในระยะแรก การตรวจหาแอนติเจน HNA นิยมใช้วิธีการตรวจทางน ้ าเหลืองวิทยา 
(serological assay) เช่น วิธี granulocyte immunofluorescence test (GIFT), particle gel 
agglutination assay (PaGIA) และ monoclonal antibody immobilization of granulocyte antigen 
(MAIGA) (Han KS and Um TH. 1997; Abou-Chaker K et al. 2009; Norcia AM et al. 2009) 
เน่ืองจากการตรวจทางดา้นน้ีท าไดย้ากเพราะมีขอ้จ ากดัจากการขาดแคลนแอนติซีรัมท่ีจ าเพาะกบั
แอนติเจน และวิธีการทดสอบมีความจ าเพาะต ่า มกัเกิดปฏิกิริยาขา้มกลุ่ม (cross reaction) อีกทั้ง
จ  าเป็นตอ้งใช้เซลล์ท่ีเจาะเก็บใหม่ ๆ ปัจจุบนั จึงมีการน าความรู้ทางอณูชีววิทยาเขา้มาช่วยในการ
พฒันาเทคนิคการตรวจหาแอนติเจน HNA ในระดบัโมเลกุล (molecular assay) เช่น เทคนิค 
polymerase chain reaction with sequence specific primer (PCR-SSP), polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), polymerase chain reaction with sequence 
specific oligonucleotide probes (PCR-SSOP) และ polymerase chain reaction-sequence based 
typing (PCR-SBT) เป็นตน้ (Bux J et al. 1995; Abid S et al. 2001; Cardone JD et al. 2006; Tsuno 
H et al. 2011) การเลือกใชเ้ทคนิคต่าง ๆ ข้ึนอยูก่บัความสามารถและความเหมาะสมของแต่ละ
ห้องปฏิบติัการ งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์จะตรวจหาการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ซ่ึงมี
ความหลากหลายและมีการกระจายตวัแตกต่างกนัในประชากรแต่ละเช้ือชาติด้วยวิธี PCR-SSP 
เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีมีขั้นตอนการท าไม่ยุ่งยาก ใชเ้วลาในการตรวจนอ้ย ไม่ตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีจ าเพาะ
และมีราคาแพง รวมทั้งไม่ตอ้งใชแ้อนติบอดีท่ีจ  าเพาะและหาไดย้ากดว้ย 

 
1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

1) พฒันาชุดน ้ายาตรวจหาแอนติเจน HNA-1 ข้ึนมาใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ 
2) ศึกษาความถ่ีของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรไทยท่ีมีเช้ือชาติไทยแท ้

 
1.3 ขอบเขตของกำรวจัิย 

พฒันาชุดน ้ ายาตรวจหาแอนติเจน HNA-1 ดว้ยวิธี PCR-SSP โดยใชดี้เอ็นเอท่ีรู้ชนิดของยีน
เป็นตวัควบคุมการทดลอง แลว้น ามาตรวจหา HNA-1 ในตวัอยา่งดีเอ็นเอผูบ้ริจาคเลือดท่ีมีเช้ือชาติ
ไทยแทข้องโรงพยาบาลระยอง เพื่อน าไปใชใ้นการศึกษาการกระจายตวัของ HNA-1 ในประชากร
ไทยท่ีมีเช้ือชาติไทยแทต่้อไป 
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1.4 ข้อจ ำกดัของกำรวจัิย 
งานวิจยัน้ีไม่มีตวัอย่างดีเอ็นเออา้งอิงท่ีมียีนท่ีจ  าเพาะต่อ HNA-1c เน่ืองจากแอนติเจนน้ี

ตรวจพบไดน้้อยในประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ ในงานวิจยัน้ีจึงใช้วิธีการดูขนาดของแถบ (band) ท่ี
ปรากฏจากการออกแบบ primer ท่ีจ  าเพาะกบัอลัลีล เปรียบเทียบกบัต าแหน่งของ molecular weight 
marker ร่วมกบัการน าส่งหอ้งปฏิบติัการเฉพาะทางเพื่อตรวจยนืยนัผลโดยวธีิการหาล าดบัเบส  

 
1.5 นิยำมศัพท์เฉพำะ  

Human neutrophil antigen (HNA) หมายถึง แอนติเจนของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล
ท่ีมีบทบาทส าคญัในการตอบสนองต่อการอกัเสบแบบเฉียบพลนัในระยะแรก และมีความส าคญัต่อ 
การใหเ้ลือดแก่ผูป่้วยท่ีมีภาวะ neutropenia 

Neutropenia หมายถึง ภาวะขาดแคลนเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล ผูป่้วยท่ีอยูใ่นภาวะน้ี
จะมี absolute neutrophil count (ANC) นอ้ยกวา่ 1,500 ตวั/ลบ. มม. และมีแนวโนม้ท่ีจะลดต ่าลง
จนถึง < 500 ตวั/ลบ. มม. 

Polymerase chain reaction (PCR) หมายถึง เทคโนโลยีของการเพิ่มขยายจ านวนดีเอ็นเอ
เป้าหมายโดยอาศยัไพรเมอร์ (primer) ท่ีท าหน้าท่ีเป็นตวัเกาะตั้งตน้เป็นคู่สมกบัดีเอ็นเอแม่แบบ
เพื่อใหเ้อนไซมดี์เอน็เอโพลีเมอเรสสามารถสร้างสายดีเอน็เอสายใหม่ได ้

Sequence specific primer (SSP) หมายถึง ไพรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสท่ีปลาย 3’ จ  าเพาะกบั
ล าดบัเบสของยีนท่ีตอ้งการตรวจหา หรืออีกนยัหน่ึง เป็นช่ือของเทคนิคการตรวจหายีนโดยการใช้                
ไพรเมอร์ท่ีมีล าดบัของเบสท่ีปลาย 3’ เป็นคู่สมกบัล าดบัเบสของยนีท่ีตอ้งการตรวจหา 

 
1.6 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 

1) ไดชุ้ดน ้ ายาส าหรับตรวจหาแอนติเจน HNA-1 ส าหรับใช้ในห้องปฏิบติัการ เพื่อการเรียน
การสอนและงานวจิยัต่อไป 

2) ได้ขอ้มูลชนิดของแอนติเจน HNA-1 ของผูบ้ริจาคเลือดประจ าของโรงพยาบาลระยอง 
ส าหรับใช้ในการจดัท าฐานขอ้มูลผูบ้ริจาคเลือด เพื่อน าไปใช้ในการคดัเลือกผูบ้ริจาคท่ี
เหมาะสมให้แก่ผูป่้วย และใช้ในการคดัเลือกเซลล์ส าหรับใช้ในการตรวจคดักรองหา
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อไป 

3) ทราบขอ้มูลการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรไทยท่ีมีเช้ือชาติไทยแท ้
 



บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 

 นิวโทรฟิล (neutrophil) เป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีเก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อ
กระบวนการอักเสบแบบเฉียบพลัน (acute inflammation response) โดยจะท าหน้าท่ีเป็น 
phagocytosis เพื่อกลืนกินแอนติเจนแปลกปลอม (forensic antigen) ก่อนเกิดกระบวนการ apoptosis 
โดยเซลล์ neutrophil จะท าหน้าท่ีเป็น phagocyte ชนิดแรกท่ีออกจากกระแสเลือดไปสู่เน้ือเยื่อท่ีมี 
ส่ิงแปลกปลอม เน่ืองจากบนผิวของ neutrophil มี receptor ส าหรับส่วน complement fragment (Fc) 
ของ immunoglobulin (Ig) หรือท่ีเรียกว่า complement fragment gamma receptor (FcR)              
ท  าให้สามารถท าลายส่ิงแปลกปลอมท่ีเคลือบด้วย antibody ชนิด IgG ได้ แอนติเจนของเซลล ์      
เม็ดเลือดขาว neutrophil หรือเรียกอีกอย่างหน่ึงว่า “ฮิวแมนนิวโทรฟิลแอนติเจน” (human 
neutrophil antigen: HNA) จะสามารถกระตุน้ให้ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายสร้างแอนติบอดีท่ีมี
ความจ าเพาะต่อแอนติเจนชนิดต่าง ๆ ท าให้เกิดการท าลายเซลล์ และเป็นสาเหตุของการเกิดภาวะ 
neutropenia หรือ granulocytopenia  จากรายงานการศึกษาการเกิดภาวะ alloimmunization ในสตรี
ตั้งครรภ์พบวา่ แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน HNA-1a (NA1) และ HNA-1b (NA2) ท่ีมารดา
สร้างข้ึนสามารถกระตุ้นให้ทารกแรกคลอดหรือทารกท่ีอยู่ในครรภ์เสียชีวิตเน่ืองจากภาวะ 
alloimmune neonatal neutropenia (ANN) (Kissel K et al. 2000) และพบวา่แอนติบอดีทั้งสองชนิด
น้ียงัเป็นสาเหตุของการเกิดภาวะ transfusion related acute lung injury (TRALI) และ chronic 
benign autoimmune neutropenia (AIN) ในเด็กไดอี้กดว้ย (Moritz E et al. 2009) จากการศึกษา      
ท่ีผา่นมา ท าให้ทราบวา่ ยีนท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมการแสดงความเป็นแอนติเจนของ neutrophil ตั้งอยู่
บนแขนขา้งยาวของ chromosome คู่ท่ี 1 (1q23) บนท่ีรับท่ีมีความจ าเพาะ (specific receptor) ส าหรับ 
Fc ของ IgG ซ่ึงมีอยู ่3 classes ไดแ้ก่ FcRI, FcRII และ FcRIII และพบวา่ FcRIII ยงัสามารถ
แบ่งออกเป็นกลุ่มยอ่ยไดอี้กดว้ย (Ravetch JV and Perussia B. 1989; Hessner MJ et al. 1996; Bux J 
and Chapman J. 1997; Matsuo K et al. 2000) งานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษาประวติัการคน้พบ
แอนติเจน neutrophil การเรียกช่ือแอนติเจนชนิดต่าง ๆ ของ neutrophil ความส าคญัและวิธีท่ีใชใ้น
การตรวจหาแอนติเจนแต่ละชนิด เพื่อเป็นขอ้มูลประกอบการท าวจิยั 
 
2.1 ประวตัิการค้นพบและการตั้งช่ือ Human Neutrophil Antigen  
 ในปี ค.ศ. 1971 Lalezari P และคณะ ได้รายงานการตรวจพบ neutrophil-specific antigen 
(NA1) โดยใช้วิธีการตรวจทาง serology เป็นคร้ังแรกในซีรัมของผูป่้วยท่ีตั้งครรภ์และมีภาวะ 
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alloimmunization จนเป็นสาเหตุให้ทารกท่ีคลอดมาเกิดภาวะ neonatal neutropenia (Lalezari P               
et al. 1971)ในขณะนั้นยงัไม่สามารถอธิบายคุณลกัษณะท่ีจ าเพาะของ NA1 ไดว้า่มีล าดบัการเรียงตวั
ของกรดอะมิโนในลกัษณะใด 
 ต่อมาในปี ค.ศ. 1965 Lalezari P และ Bernard GE ไดร้ายงานการตรวจพบแอนติเจน HNA 
เพิ่มข้ึนมาอีกหน่ึงชนิด คือ NA2 (Lalezari P and Bernard GE. 1965) และจากผลการตรวจหาความ
หลากหลายของยีน NA1 และ NA2 โดยวิธี restriction fragment length polymorphism (RFLP) และ 
sequencing based typing (SBT) พบว่ายีนของแอนติเจน NA2 น้ีอยู่ในต าแหน่งท่ีใกลก้บัอลัลีล 
(allele) ของ NA1 และมีล าดบัของกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัเพียง 5 base pair (bp) เท่านั้น (Matsuo 
K et al. 2000) 
 ในปี ค.ศ. 1971 Lalezari P และคณะ ไดร้ายงานการตรวจพบแอนติเจน NB1 หรือ HNA-2a 
จากการศึกษาในทารกแรกคลอด 7 ราย ซ่ึงก าเนิดมาจาก 4 ครอบครัว โดยพบวา่แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะ
ต่อแอนติเจน NB1 จะไม่ท าปฏิกิริยาเกาะกลุ่ม ( non agglutination) กบัเซลล์เม็ดเลือดชนิดอ่ืน ๆ 
ยกเวน้เซลล์ neutrophil (Lalezari P et al. 1971) เช่นเดียวกบัในเร่ืองของการถูกดูดซบั (absorption) 
ของแอนติเจน NB2 ท่ีจะไม่ถูกดูดซบัโดยเซลล์ท่ีเตรียมมาจาก solid organ และเซลล์เม็ดเลือดชนิด
อ่ืน ๆ ยกเวน้ neutrophil และจากการศึกษาทาง molecular ยงัพบวา่ยีน NB อยูค่นละโลคสั (locus) 
กบัยีน NA และมีการกระจายตวัของยีน NB1 แบบโฮโมไซกสั (homozygous) ประมาณ 68% ของ
ประชากรชาวนิวยอร์ก (New York) และแบบเฮทเทอโรไซกสั (heterozygous) ประมาณ 29% 
ในขณะท่ีอีกประมาณ 3% ของประชากรนั้นให้ผลเป็นลบ (negative) ไม่พบการแสดงออกของยีนน้ี 
นอกจากน้ี คณะผูว้จิยัยงัสรุปวา่ ยีน NB น้ีเป็นยีนท่ีตั้งอยูค่นละต าแหน่งกบัยีน HLA และยีนอ่ืน ๆ ท่ี
แสดงออกถึงแอนติเจนของเม็ดเลือดขาว (leukocyte) และยงัไม่มีรายงานอุบัติการณ์ของ
ความสัมพนัธ์ระหวา่งแอนติเจน NA, NB และแอนติเจนของเมด็เลือดแดง  

ในขณะท่ีแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน 5b ตรวจพบไดใ้นซีรัมของผูป่้วยท่ีเกิดภาวะ 
TRALI (Nordhagen R et al. 1986) ต่อมาแอนติเจนน้ีถูกเปล่ียนช่ือเป็น HNA-3a ซ่ึงจะพบการ
แสดงออกของแอนติเจนไดบ้นเซลล์ของเกล็ดเลือด ลิมโฟไซท ์และอวยัวะต่าง ๆ เช่น ไต (kidney) 
มา้ม (spleen) และเซลล์รก (placental cells) จากการศึกษาในเบ้ืองตน้พบว่า แอนติเจน HNA-3a            
มีการแสดงออกของแอนติเจนไดห้ลากหลายแต่ยงัไม่มีรายงานท่ีแน่ชดั (Bux J. 2002) จนกระทัง่            
มีการศึกษาเพิ่มเติม ในปัจจุบันพบว่าแอนติเจน HNA-3a น้ีมีคุณลักษณะเป็นไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) ขนาด 70 – 95 กิโลดลัตนั (kiloDalton: kDa) ซ่ึงเกิดจากความหลากหลายของยีน 
choline transporter-like protein-2 gene (SLC44A2) เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน (amino 
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acid) ในต าแหน่งท่ี 154 จากอาร์จินีน (arginine) เป็นกลูตามีน (glutamine) (Greinacher A et al. 
2010)  

ส าหรับแอนติเจน HNA-4a นั้น มีรายงานการคน้พบในปี ค.ศ. 1986 โดย Kline WE และ
คณะ โดยใชช่ื้อวา่ แอนติเจน MART อนัเน่ืองมาจากซีรัมของผูบ้ริจาคเลือดเพศหญิงท่ีเคยตั้งครรภ์
มาแลว้สามารถท าปฏิกิริยาไดอ้ยา่งจ าเพาะกบัแกรนูโลไซท ์(granulocyte) ท่ีมีแอนติเจนท่ีไม่ทราบ
ชนิด และไม่ใช่แอนติเจนของ neutrophil ท่ีเคยมีรายงานมาก่อนแลว้ ไดแ้ก่ NA1, NA2, NB1, NC1, 
ND1, NE1, 5a, 5b และ 9a รวมทั้งไม่ใช่แอนติเจนของเม็ดเลือดแดงและ HLA ดว้ย (Kline WE                 
et al. 1986) แอนติเจนชนิดใหม่น้ีสามารถพบได้ในปริมาณมากบนผิวเซลล์แกรนูโลไซท์และ             
โมโนไซท์ (monocyte) และพบได้น้อยบนผิวเซลล์ T lymphocytes อีกทั้งไม่สามารถพบได้บน         
ผวิเซลลเ์มด็เลือดแดง เกล็ดเลือด และ B lymphocytes และจากการศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม
ของยีนในสมาชิกของครอบครัวพบว่า แอนติเจนน้ีได้รับมาจากยีนซ่ึงมีลกัษณะเป็นยีนเด่นทาง            
ออโตโซม (autosomal dominant inheritance) และสามารถตรวจพบไดใ้นสมาชิกของครอบครัว
ของกลุ่มตวัอยา่ง 5 ใน 12 ราย รวมทั้งไม่มีความสัมพนัธ์กบัยนี HLA, NA, Rh และ XY ดว้ย  

ต่อมาในปี ค.ศ. 1996 Simsek S และคณะ ไดร้ายงานการคน้พบแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ
แอนติเจน Ond(a) และ Mart(a) ซ่ึงท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลของ CD11a และ CD11b ท่ีอยูใ่นกลุ่มของ 
2 integrin family ในหน่วยยอ่ย (subunit) ของ L และ M คณะผูว้ิจยัไดน้ าเอาเทคนิค reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) มาใชใ้นการจ าแนกโมเลกุลของ Ond(a) และ 
Mart(a) ในต าแหน่งของ L และ M mRNA เพื่อดูการแทนท่ีของนิวคลิโอไทดใ์น L ต าแหน่งท่ี 
2466 (G2466C substitution) ของแอนติเจน Ond(a) และการแทนท่ีของนิวคลิโอไทด์ใน M  
ต าแหน่งท่ี 302 (G302A substitution) ของแอนติเจน Mart(a) และท าการทดสอบหาแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะต่อแอนติเจนทั้งสองดว้ยวิธี monoclonal  antibody-specific immobilization of leukocyte 
antigens, immunofluorescence assay และ immunoprecipitation  
 ภายหลงัไดมี้รายงานการตรวจพบแอนติเจนของ neutrophil ชนิดใหม่อีกหลายชนิด ท าให้มี
การเรียกช่ือหรือตั้งช่ือแอนติเจนเหล่าน้ีแตกต่างกนัออกไป เกิดความซ ้ าซ้อนของแอนติเจนชนิด
เดียวกนัแต่ใช้ช่ือต่างกนัตามช่ือผูค้น้พบ อีกทั้งการตั้งช่ือแอนติเจนเหล่านั้นไม่ไดส้อดคลอ้งกบัยีน
และต าแหน่งของยีนท่ีแสดงความเป็นแอนติเจนนั้นตามหลกัการตั้งช่ือของ The Guideline for  
Human Gene Nomenclature ดงันั้น ในปี ค.ศ. 1998 คณะกรรมการการตั้งช่ือแอนติเจนของเม็ดเลือด
ของ International Society of Blood Transfusion (ISBT) จึงจดัประชุมผูท่ี้มีความเช่ียวชาญและผูท่ี้
ท าการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัแอนติเจนของ neutrophil ข้ึน เพื่อร่วมกนัจดัระบบการเรียกช่ือแอนติเจน
ของ neutrophil ให้เป็นมาตรฐานเดียวกนัและเพื่อให้ง่ายต่อการศึกษาในระดบัสูงข้ึนไป โดยอาศยั
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แนวทางการตั้งช่ือตามรูปแบบของ The guideline for Human Gene Nomenclature ก าหนดการ
เรียกช่ือแอนติเจนของ neutrophil ดงัน้ี (ตารางท่ี 2.1) 

1) ช่ือแอนติเจนของ neutrophil จะถูกเรียกใหม่เป็น human neutrophil antigen และใช้
อกัษรย่อเป็น HNA การก าหนดการเรียกช่ือใหม่น้ีช้ีให้เห็นว่า แอนติเจนเหล่าน้ีจะ
แสดงออกบนผวิ neutrophil  

2) ให้ระบุต าแหน่งท่ีพบแอนติเจนบน  membrane ของ neutrophil ดว้ยตวัเลขจ านวนเต็ม 
เช่น แอนติเจนท่ีพบบน FcRIIIb ให้แทนด้วยเลข 1 และเรียกช่ือแอนติเจนของ 
neutrophil ท่ีพบบน FcRIIIb น้ีวา่ HNA-1 และแอนติเจนท่ีอยูบ่น CD177 ให้แทน
ดว้ยเลข 2 เรียกช่ือแอนติเจนนั้นวา่ HNA-2 เป็นตน้ 

3) การแยกความหลากหลาย (polymorphism) ของแอนติเจนท่ีพบบนต าแหน่งเดียวกนั   
ใหใ้ชอ้กัษรภาษาองักฤษ (ตวัพิมพเ์ล็ก) ตามหลงัตวัเลขท่ีแสดงต าแหน่งของแอนติเจน
โดยเรียงตามล าดบัการคน้พบ เช่น HNA-1a, HNA-1b, … เป็นตน้ 

4) การระบุช่ือ alleles ท่ีถอดรหัส (encode) มานั้น ให้ระบุตามต าแหน่งท่ีตั้งของยีนท่ี
แสดงออกถึงแอนติเจนนั้น ๆ แลว้ตามดว้ยเคร่ืองหมายดอกจนัทร์ (*) และตวัเลขล าดบั
การคน้พบยนีหรือแอนติเจน 
 

ตารางที ่2.1 การเรียกช่ือแอนติเจน HNA ตามระบบของ ISBT working party  
(Stroncek D and Bux J. 2002)  

CR3 = C3bi receptor; LFA-1 = leukocyte function antigen-1 
*      ISBT HNA nomenclature 

  

Antigen system Antigen Location Fomer name Alleles 

HNA-1 
 
  
HNA-2 
HNA-3 
HNA-4 
HNA-5 

HNA-1a 
HNA-1b 
HNA-1c 
HNA-2a 
HNA-3a 
HNA-4a 
HNA-5a 

FcRIIIb 
FcRIIIb  
FcRIIIb 
CD177 (NB1glycoprotein) 
70-95 kDa glycoprotein 
CD11b (CR3) 
CD11a (LFA-11) 

NA1 
NA2 
SH 
NB1 
5b 
Marta 
Onda 

FCGR3B*1 
FCGR3B*2 
FCGR3B*3 
CD177*1 
Not define 
CD11B*1 
CD11A*1 
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 จากขอ้มูลทั้งหมด ปัจจุบนัแอนติเจน HNA มีทั้งหมด 5 ระบบ ประกอบดว้ย HNA-1, 
HNA-2, HNA-3, HNA-4 และ HNA-5  

1) แอนติเจน HNA ระบบที ่1 (HNA-1 system) 
แอนติเจน HNA ระบบท่ี 1 (HNA-1) แบ่งออกเป็น 3 ชนิด ไดแ้ก่ HNA-1a, HNA-1b และ 

HNA-1c แอนติเจนเหล่าน้ีเดิมถูกตั้งช่ือวา่ แอนติเจน NA1, NA2 และ SH ตามล าดบั (Lalezari P. 
1977) แอนติเจนทั้งสามชนิดสามารถพบไดบ้น FcRIIIB ของเซลล์ neutrophil โดยเฉพาะในกลุ่ม
ของ segmented neutrophil แอนติเจนในระบบน้ีจะถูกถอดรหสั (encode) มาจากยีน Fc receptor 
(FcR / FCGR) ซ่ึงอยูบ่นโครโมโซมคู่ท่ี 1 (1q23) ในบริเวณท่ีมีกลุ่มของยีน FCGR อยู ่2 กลุ่ม คือ 
FCGR2 และ FCGR3 ยีนในกลุ่ม FCGR3 จะประกอบดว้ย FCGR3A และ FCGR3B ซ่ึงอยูใ่กลก้นั
และมีความเหมือนกนัสูง (highly homologous) จากการศึกษาล าดบัการเรียงตวัของเบสภายในยีน
ทั้งสองชนิด พบวา่มีความแตกต่างกนัตรงต าแหน่งท่ี 733 นิวคลิโอไทด์ของยีน FCGR3B  จะเปล่ียน
จาก T มาเป็น C ท าใหเ้กิดเป็น stop codon ส่งผลให้จ  านวนกรดอะมิโน (amino acid) ของ FCGR3B  
นอ้ยกวา่ FCGR3A อยู ่21 ชนิด (ตารางท่ี 2.2) (Hillyer C et al. 2007) เน่ืองจากการแสดงออกของ
แอนติเจน HNA-1 ถูกควบคุมโดยยีน FCGR3B ไดแ้ก่ FCGR3B*1, FCGR3B*2 และ FCGR3B*3 
โดยแอนติเจน HNA-1a จะถูกควบคุมโดยยีนท่ีอยูบ่น FCGR3B*1 allele ในขณะท่ี HNA-1b และ 
HNA-1c จะถูกควบคุมโดยยีนท่ีอยูบ่น FCGR3B*2 allele และ FCGR3B*3 allele ตามล าดบั ดงันั้น 
การจ าแนกชนิดของแอนติเจน HNA-1 จึงอาศยัความแตกต่างของล าดบัเบสของยีน FCGR3B ซ่ึง
เกิดจากการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณต าแหน่งท่ี 36, 65, 78, 82 และ 106 (รูปท่ี 2.1)  
ความแตกต่างระหวา่ง HNA-1a และ HNA-1b อยูท่ี่ต  าแหน่งท่ี 36, 65, 82 และ 106 ในขณะท่ีความ
แตกต่างระหวา่ง HNA-1b และ HNA-1c จะอยูใ่นต าแหน่งท่ี 78 เพียงต าแหน่งเดียว โดยกรดอะมิโน
ท่ีบ่งช้ีความจ าเพาะของ HNA-1b คือ Ala และ HNA-1c คือ Asp จากความแตกต่างของกรดอะมิโน
ในต าแหน่งต่าง ๆ ท าให้แต่ละ allele จะมีล าดบัเบสบริเวณ exon 3 ของ FCGR3B แตกต่างกนั เช่น 
HNA-1a และ HNA-1b จะมีล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัในต าแหน่ง 141, 147, 227, 277 และ 349 และ
ล าดบัของเบสท่ีใชแ้ยก HNA-1c ออกจาก HNA-1a และ HNA-1b อยูท่ี่ต  าแหน่ง 266 (Kissel K                 
et al. 2000; Stroncek D. 2002) จากความแตกต่างดงักล่าวจึงน ามาสู่การพฒันาวิธีการตรวจหา
แอนติเจน HNA ทางอณูชีววิทยาดว้ยเทคนิคต่าง ๆ (Flesch BK et al. 2002; Costa E et al. 2004; 
Abou-Chaker K et al. 2009; Norcia AM et al. 2009)  
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ตารางที ่2.2 ความแตกต่างของล าดบันิวคลิโอไทดข์องยนี FCGR3A และ FCGR3B 

 
 

 
รูปที ่2.1 ความแตกต่างของกรดอะมิโนท่ีจ าเพาะต่อ HNA-1 บน FcRIIIb 

(Lucas GF and Metcalfe P. 2000) 
 
จากการศึกษาของ  Nagarajan S และคณะ ช้ีให้เห็นว่า ความหลากหลายของ FcRIIIB               

มีผลต่อการท างานของ neutrophil เซลล์ท่ีมีการแสดงออกแบบ homozygous NA2 (HNA-1bb) จะมี
ความสามารถในการจบั (affinity) กบั IgG3 ไดต้  ่ากวา่เซลล์ท่ีเป็น homozygous NA1 (HNA-1aa) 
(Nagarajan S et al. 1995) ดงันั้น เซลล์เม็ดเลือดขาว neutrophil ของคนท่ีเป็น homozygous NA2      
จึงมีความสามารถในการก าจดั (phagocyte) เช้ือแบคทีเรียและเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีถูกกระตุน้ดว้ย 
anti-Rh (IgG1 และ IgG3) ไดต้  ่ากวา่คนท่ีเป็น homozygous NA1 (Salmon JE et al. 1990) 

Base Pair Position 

Molecule Gene 141 147 227 266 277 349 473 505 559 641 733 

FcRIIIB HNA-1a FCGR3B*1 AGG CTC AAC GCT GAC GTC GAC CAC GTT TCT TGA* 

FcRIIIB  HNA-1b FCGR3B*2 AGC CTT AGC GCT AAC ATC GAC CAC GTT TCT TGA* 

FcRIIIB  HNA-1c FCGR3B*3 AGC CTT AGC GAT AAC ATC GAC CAC GTT TCT TGA* 

FCGR3A FCGR3A AGG CTC AGC GCT GAC ATC GGC TAC TTT TTT CGA 

* Stop codon                                        Differences among genes are in bold 
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เช่นเดียวกับผูป่้วยท่ีเป็นโรค chronic granulomatous ซ่ึงมียีนแบบ homozygous NA2 และ 
heterozygous NA จะพบอุบติัการณ์ของการติดเช้ือในทางเดินอาหาร (gastrointestinal infection)          
ไดสู้งกวา่คนท่ีไม่มียนี NA2 (Foster CB et al. 1998) 

อย่างไรก็ตาม มีรายงานวิจยัหลายฉบบัท่ีช้ีให้เห็นถึงความบกพร่องในการแสดงออกของ 
FcRIIIB จะส่งผลให้เกิดการขาดหายไปของแอนติเจน HNA-1a และ -1b โดยเฉพาะบนผิวเซลล์
เม็ดเลือดของผูป่้วยท่ีมีภาวะ paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) ซ่ึงจะมีการขาดหายไป
ของ GPI-linked glycoproteins ท าให้ granulocyte ของผูป่้วยมีจ านวนของ FcRIIIb และ HNA-1 
ลดลง (Huizinga TW et al. 1990; Huizinga TW et al. 1990) และจากการวิเคราะห์ ยีน FcRIIIB 
ของกลุ่มตัวอย่าง 21 ราย ซ่ึงมาจาก 14 ครอบครัวท่ีตรวจพบความบกพร่องของ FcRIIIB                
ผลการศึกษาในกลุ่มตวัอย่างทั้งหมดไม่พบทั้งยีน FcRIIIB และยีน FcRIIC ซ่ึงอยู่ติดกนัดว้ย                 
(de Haas M et al. 1995) ดว้ยเหตุน้ี จึงมีรายงานการตรวจพบลกัษณะการขาดหายไปของแอนติเจน 
HNA-1 หรือท่ีเรียกวา่ HNA-1 null ในชนผวิขาว ประมาณ 0.1% (Fromont P et al. 1992)  

แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจนในระบบน้ีสามารถท าให้เกิดภาวะ alloimmune neonatal 
neutropenia (ANN), autoimmune neutropenia (AIN), transfusion related acute lung injury 
(TRALI) (Han TH et al. 2006; Bux J. 2008; Gottschall JL et al. 2011) ภาวะดงักล่าวจะท าให้
ผูป่้วยเกิดความผดิปกติของร่างกายไดแ้ตกต่างกนั บางรายอาจรุนแรงจนถึงขั้นเสียชีวติ 

 
2) แอนติเจน HNA ระบบที ่2 (HNA-2 system) 
แอนติเจนในระบบน้ีมีเพียงชนิดเดียว คือ HNA-2a ซ่ึงมีช่ือเดิมวา่ NB1 โมเลกุลท่ีแสดงออก

ถึงความเป็นแอนติเจนน้ีจะอยูท่ี่ต  าแหน่งของ CD177 บนผวิเซลล์ของ neutrophil ภายใตก้ารควบคุม
ของยีน CD177*1 บนโครโมโซมคู่ท่ี 19 (19q13.2) จากการวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีน NB1 
โดย Kissel K และคณะ ช้ีใหเ้ห็นวา่ NB1 เป็นโปรตีนท่ีอยูใ่นกลุ่มของ Ly6 superfamily gene หรือท่ี
เรียกวา่ urokinase type plasminogen activator receptor (uPAR) หรือ พิษงู (snake toxin) (Kissel K 
et al. 2001) ในส่วนของยีน CD177 ท่ีสามารถแปลรหสัได ้(coding region) จะประกอบดว้ย             
นิวคลิโอไทด์ จ  านวน 1,311 base pair (bp) ซ่ึงจะถูกถอดรหัสมาเป็นโปรตีน จ านวน 416 ตวั               
จากการศึกษาพบวา่โปรตีน NB1 glycoprotein (gp) น้ีจะมีลกัษณะท่ีแตกต่างจากโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ 
ท่ีอยูใ่นกลุ่มของ Ly6 คือประกอบดว้ยต าแหน่งของ cystein-rich domain จ านวน 2 domains แต่ละ 
domain จะมีจ านวนของ cystein เพียง 6  ตวั ในขณะท่ีโปรตีนในกลุ่มของ Ly6 ชนิดอ่ืน ๆ จะมี 
cystein-rich doman เพียง 1 domain ยกเวน้ uPAR ซ่ึงจะมี 3 domains นอกจากน้ียงัพบวา่ NB1 นั้น
จะมีต าแหน่งของ N-linked glycosylation site จ านวน 3 ต าแหน่ง และต าแหน่งของ -site ส าหรับ
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การยึดจบัของ glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor อีก 1 ต าแหน่งด้วย อย่างไรก็ตาม          
การท างานของโปรตีนทั้งสามชนิดยงัไม่มีรายงานท่ีชดัเจน 

การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a จะพบไดท้ั้งบนผิวเซลล์ neutrophil, neutrophilic 
myelocyte และ metamyelocyte รวมทั้งยงัสามารถพบไดบ้น plasma membrane และsecretory 
vesicles อีกดว้ย (Goldschmeding R et al. 1992) โดยจะพบการแสดงออกบนผิวเซลล์ neutrophil 
ของผูห้ญิงไดม้ากกวา่ผูช้าย และในผูห้ญิงจะพบการแสดงออกลดลงตามอายุ ในขณะท่ีในเพศชาย
จะมีการแสดงออกของแอนติเจนคงท่ี ช้ีให้เห็นว่าฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen) น่าจะมีผลต่อ     
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a ซ่ึงตรงกบัผลการวิจยัของ Caruccio L และคณะ ท่ีพบ       
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a บนผิวเซลล์ neutrophil ของหญิงตั้งครรภ์ได้มากกว่าใน             
ผูบ้ริจาคเลือดเพศหญิงดว้ย (Caruccio L et al. 2003) ในทางตรงขา้ม จากการศึกษาของ Foster CB 
และคณะ ในปี ค.ศ. 1998 และการศึกษาของ Goldschmeding R และคณะ ในปี ค.ศ. 1992 พบว่า 
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a จะลดลงในผูป่้วยท่ีมีภาวะ PNH และ chronic myelogenous 
leukemia (CML) แต่ยงัไม่ทราบความส าคญัทางคลินิกของการไม่แสดงออกของแอนติเจน NB1 
บนผิวเซลล์ neutrophil (Goldschmeding R et al. 1992; Foster CB et al. 1998) รวมทั้งยงัไม่พบ            
การเพิ่มข้ึนของความเส่ียงจากการติดเช้ือหรือเกิดภาวะ autoimmune disorder ในผูท่ี้ไม่มีแอนติเจน 
NB1 อย่างไรก็ตาม เคยมีรายงานการตรวจพบแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจน NB1 ในมารดาท่ี         
ไม่มีการแสดงออกของแอนติเจน NB1 (NB1-negative mother) ซ่ึงตั้งครรภบุ์ตรท่ีมีแอนติเจน NB1 
(NB1-positive neonate) ส่งผลให้ทารกแรกคลอดเกิดภาวะ alloimmune neutropenia การให้
ส่วนประกอบของเลือดท่ีมีแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ NB1 (HNA-2a) สามารถท าให้ผูป่้วยเกิดภาวะ 
febrile transfusion reaction และ TRALI ไดเ้ช่นเดียวกบัแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ HNA-1 (Bux J. 
2001; Fadeyi EA et al. 2007) อีกทั้งยงัสามารถท าให้เกิดภาวะ drug-induced neutropenia และ graft 
failure ภายหลังการปลูกถ่ายไขกระดูก (bone marrow transplantation)ได้ด้วย (Pocock CF                
et al. 2001) 

 
3) แอนติเจน HNA ระบบที ่3 (HNA-3 system) 

 ปัจจุบนั แอนติเจนในระบบน้ีมี 2 ชนิด ไดแ้ก่ HNA-3a มีช่ือเดิมวา่ 5b และ HNA-3b ช่ือเดิม
คือ 5a แอนติเจน HNA-3a เป็นแอนติเจนชนิดแรกท่ีถูกคน้พบในปี ค.ศ. 1964 โดย van Leeuwen A 
และคณะ แอนติเจนน้ีจะมีการแสดงออกท่ีต าแหน่ง 70 - 95 kDa ของ glycoprotein พบไดท้ั้งบน      
ผิวเซลล์ neutrophil และ lymphocyte (Van Leeuwen A et al. 1964; Reil A et al. 2011)               
จากการศึกษาทางด้าน cytogenetic พบว่าแอนติเจนในระบบน้ีจะถูกสร้างข้ึนโดยยีนท่ีอยู่บน
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โครโมโซมคู่ท่ี 4 นอกจากน้ียงัพบวา่ แอนติเจนในระบบน้ี (HNA-3a/3b) เกิดจากความหลากหลาย
ของนิวคลิโอไทด์ของยีน choline transporter-like protein-2 (SLC44A2) ซ่ึงเกิดการเปล่ียนแปลง
ของกรดอะมิโนในต าแหน่งท่ี 154 จาก glutamine เป็น arginine (461 G>A; Arg154Gln) 
(Greinacher A et al. 2010; Reil A et al. 2011)  
 มีรายงานวิจยัหลายฉบบัช้ีให้เห็นว่า แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ HNA-3a สามารถท าให้เกิด
ภาวะ febrile transfusion reaction และ neonatal alloimmune neutropenia ไดเ้ช่นเดียวกบัแอนติบอดี
ท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจนในระบบท่ี 1 และ 2 อีกทั้งยงัสามารถท าให้ผูป่้วยเกิดภาวะ TRALI อย่าง
รุนแรงไดด้ว้ย (Davoren A et al. 2003; Silliman CC et al. 2007; Reil A et al. 2011) แอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะต่อ HNA-3 น้ีสามารถพบได้ในพลาสมาท่ีปนอยู่ในส่วนประกอบของเลือดรับบริจาค 
โดยเฉพาะในพลาสมาสดแช่แข็ง (fresh frozen plasma; FFP) และเกล็ดเลือด (platelet) ท่ีเตรียมมา
จากเลือดของผูบ้ริจาคเพศหญิงท่ีเคยตั้งครรภม์าก่อน (Davoren A et al. 2003) 
 

4) แอนติเจน HNA ระบบที ่4 (HNA-4 system) 
 แอนติเจนในระบบน้ีถูกคน้พบในปี ค.ศ. 1986 โดย Kline WE และคณะ โดยเรียกช่ือ
แอนติเจนน้ีว่า Marta ต่อมาจึงเปล่ียนเป็น HNA-4a (Kline WE et al. 1986) จากการศึกษาต่อมา
พบว่าแอนติเจนน้ีอยู่บน 2-integrin ท่ีอยู่ในกลุ่มของ Leu-CAM family แอนติเจน HNA-4a               
เกิดจากความหลายหลายของ CD11b (C3bi receptor: CR3) ในต าแหน่งท่ี 302 (G302A)                   
บนผิวเซลล์ของ neutrophil ส่งผลให้เกิดการแทนท่ีของอาร์จินีน (arginine) กบัฮีสทิดีน (histidine) 
ในต าแหน่งท่ี 61 และยีนท่ีควบคุมการแสดงออกของแอนติเจนน้ีคือ CD11B*1 (Simsek S et al. 
1996) แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน HNA-4a สามารถท าให้เกิดภาวะ ANN และ AIN (Fung 
YL et al. 2003) 
 

5) แอนติเจน HNA ระบบที ่5 (HNA-5 system) 

 แอนติเจนในระบบน้ีมีเพียงชนิดเดียวคือ HNA-5a ซ่ึงอยูใ่นส่วนของ  chain บน CD11a 
(LFA-1) ของ 2-integrin ซ่ึงมีการแสดงออกบนเซลล์ leukocyte และท าหนา้ท่ีในการยดึเกาะกบั
เซลล์ขา้งเคียง (cell adhesion molecule) แอนติเจนน้ีถูกคน้พบโดย Decary F และคณะ ดว้ยการใช้
ซีรัมของผูป่้วยช่ือ “OND” ซ่ึงมีภาวะ hypoplastic anemia และไดรั้บการรักษาดว้ยการให้เกล็ดเลือด
ติดต่อกนัมาเป็นเวลานานมาท าการทดสอบหาความจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีของ
เม็ดเลือดขาว ดงันั้น จึงตั้งช่ือแอนติเจนน้ีวา่ Onda ต่อมาจึงถูกเปล่ียนเป็น  HNA-5a (Decary F et al. 
1979) จากการศึกษาในระดับโมเลกุลพบว่ายีนท่ีควบคุมการแสดงออกของแอนติเจนน้ีคือ                     
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ยีน CD11A*1 และแอนติเจน HNA-5a เกิดจากการแทนท่ีของนิวคลิโอไทด์ในต าแหน่งท่ี 2466 
(G2466T) ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในต าแหน่งท่ี 776 จากอาร์จินีน (arginine) 
เป็นทรีโอนีน (threonine) (Simsek S et al. 1996) แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน HNA-5a 
สามารถท าใหเ้กิดภาวะ ANN และ TRALI ได ้
 
2.2 เทคนิคทีใ่ช้ในการตรวจหาแอนติเจน HNA-1 

ในอดีตการตรวจหา HNA-1 นิยมใชว้ิธีการตรวจทางน ้ าเหลืองวิทยา (serology) โดยในปี 
ค.ศ. 1986 Hadley  H และคณะ ไดป้ระยุกตใ์ชห้ลกัการ chemiluminescene ร่วมกบัวิธีการตรวจทาง
ภูมิคุ้มกันวิทยาเพื่อตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ neutrophil เรียกวิธีการตรวจน้ีว่า 
granulocyte chemiluminescence test (GCLT) เพื่อใชใ้นการตรวจหา anti-granulocyte antibodies 
ในเลือดของผูป่้วยท่ีมีภาวะ unexplained neutropenia โดยการวดัการตอบสนองของเมตาบอลิกของ 
monocyte ต่อ antibody-coated granulocytes เปรียบเทียบกับการทดสอบโดยวิธี granulocyte 
indirect immunofluorescence (GIFT) ซ่ึงริเร่ิมใชค้ร้ังแรกในปี ค.ศ. 1977 คณะผูว้ิจยัไดช้ี้ให้เห็นวา่
วิธี GCLT เป็นวิธีท่ีรวดเร็ว ท าไดง่้าย และมีความไว (sensitivity) สูงกว่าวิธี GIFT (Verheugt FW                
et al. 1977; Hadley AG et al. 1986) และไดถู้กพฒันามาใชใ้นการตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ
เม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือด และแกรนูโลไซต์ เพื่อวินิจฉัยภาวะทางคลินิกท่ีส าคญั เช่น การตรวจหา
แอนติบอดีท่ีเป็นสาเหตุท าให้เกิดภาวะ hemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN), 
alloimmune thrombocytopenia และ alloimmune neutropenia เป็นตน้ (Hadley AG et al. 1992)  

ต่อมาในปี ค.ศ.1996 Bux J ไดใ้ชว้ิธี granulocyte agglutination test (GAT) ในการตรวจหา
ความส าคญัทางคลินิกของแอนติเจนและแอนติบอดีของนิวโทรฟิวและอธิบายลกัษณะ granulocyte 
specific alloantigen (NA1) และในปีเดียวกนั ผูว้ิจยัไดท้  าการตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ 
HNA โดยการเปรียบเทียบการทดสอบจาก 3 วิธี ไดแ้ก่ GAT, GCLT และ GIFT โดยพบวา่ทั้ง 3 วิธี
ให้ผลการตรวจท่ีมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกนัและสามารถท าไดส้ะดวกรวดเร็ว ในราคาท่ีไม่แพง 
อย่างไรก็ตาม แต่ละวิธีก็มีขอ้เสียในการตรวจ คือ GAT มีขอ้จ ากดัในการตรวจไม่พบในกรณีท่ีมี 
incubation period ยาวนาน ส่วน GIFT จะมีขอ้เสียในการเกิด false-positive และวิธี GCLT จะมี
ขอ้เสียตรงท่ีไม่สามารถตรวจแอนติบอดีท่ีเป็น IgM ได ้(Bux J. 1996) 
 ต่อมาในปี ค.ศ. 2001 Zupanska B และคณะ ไดป้ระยุกตใ์ช้วิธี GIFT ร่วมกบัการใชเ้คร่ือง
นบัเซลล์ชนิด flow cytometer มาใช้ในการศึกษาอตัราเส่ียงต่อการเกิดแอนติบอดีต่อแอนติเจน 
HNA-1a และ HNA-1b ในหญิงตั้งครรภ ์จ านวน 1,038 ราย ท่ีเป็นสาเหตุท าให้เกิดภาวะ neonatal 
neutropenia ในเด็กแรกเกิด ผลการทดลองพบวา่แอนติบอดีจากแม่ท่ีเป็น HNA-1a/b จ านวน 548 
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ราย ใหผ้ลลบต่อแอนติเจนของลูกทุกราย ส่วนแอนติบอดีท่ีไดม้าจากแม่ชนิดท่ีเป็น HNA-1a/a  และ 
HNA-1b/b นั้นให้ผลบวกกบัแอนติเจนทุกตวั จึงสรุปไดว้่า HNA-1a/a และ HNA-1b/b เป็นสาเหตุ
ในการก่อใหเ้กิดภาวะ neonatal neutropenia (Zupanska B et al. 2001) 

ผลจากขอ้จ ากดัของการตรวจทางน ้ าเหลืองวิทยาท่ีไม่สามารถใช้ในการแยกโฮโมไซกสั 
(homozygous) ออกจากเฮทเทอโรไซกสั (heterozygous) ไดแ้ละจากความกา้วหนา้ของเทคโนโลยี
ท าให้มีการพฒันาวิธีการตรวจหา HNA-1 มาเป็นการตรวจทางโมเลกุล (molecular technique)            
โดยเทคนิคท่ีนิยมน ามาใชใ้นการตรวจหา HNA ไดแ้ก่ เทคนิค polymerase chain reaction-sequence 
based typing (PCR-SBT) และ polymerase chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP) 
เทคนิคท่ีจดัวา่เป็นเทคนิคท่ีมีมาตรฐานสูงสุด ไดแ้ก่ วิธี PCR-SBT ซ่ึงสามารถหาล าดบัเบสไดโ้ดย
ใชสี้เรืองแสงมาติดฉลากแทนสารกมัมนัตรังสี รวมทั้งสามารถตรวจสอบผลไดท้นัทีโดยใชเ้คร่ือง
อตัโนมติั ซ่ึงในระยะแรกไดอ้าศยัหลกัการของการใชสี้เรืองแสง (fluorescent dye) 4 ชนิดมาต่อกบั
โมเลกุลของ primer เพื่อแยกไปท าปฏิกิริยาทั้ง 4 แล้วน าไปแยกโดยขบวนการ electrophoresis             
โดยช้ิน DNA แต่ละชนิดท่ีไดจ้ากปฏิกิริยานั้นจะมีขนาดไม่เท่ากนั ข้ึนอยูก่บัวา่จะหยุดสังเคราะห์ท่ี
เบสตวัใดในสายนั้น นอกจากน้ี DNA สายท่ีมีการหยดุสังเคราะห์ท่ีเบสแต่ละตวัจะมีสีเรืองแสงท่ีติด
อยูแ่ตกต่างกนัดว้ย ดงันั้น เม่ือช้ิน DNA สายท่ีมีขนาดสั้นท่ีสุดเคล่ือนท่ีลงมาเคร่ืองตรวจจบัท่ีเป็น
ระบบแสงเลเซอร์จะจบัความยาวช่วงคล่ืนของสีเรืองแสงแต่ละตวัได ้และอาจจะบนัทึกผลท่ีออกมา
ว่าแถบ DNA แถบแรกนั้นเป็นแถบท่ีมีปลายเบสตวัใด และตรวจจบัแถบถดัมาเร่ือย ๆ และเก็บ
ขอ้มูลไวโ้ดยคอมพิวเตอร์ เม่ือจบการท า electrophoresis ก็สามารถอ่านขอ้มูลล าดบัเบสได้ทนัที 
เพื่อตรวจดูว่าล าดบัเบสท่ีไดต้รงกบั HNA ตวัใด ต่อมาในปัจจุบนัการตรวจหา HNA โดยวิธี             
PCR-SBT น้ีไดอ้าศยัเคร่ืองมืออตัโนมติั จึงสามารถหาล าดบัของเบสภายหลงัจากการขยายสัญญาณ
ของยนีดว้ยวธีิ PCR ไดเ้ลย 

ส าหรับเทคนิค polymerase chain reaction with sequence specific primer (PCR-SSP)         
ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่าย ใชเ้วลานอ้ย และสามารถท าไดใ้นห้องปฏิบติัการทัว่ไปโดยไม่ตอ้งอาศยัเคร่ืองมือ
จ าเพาะท่ีมีราคาแพง โดยอาศยัวิธีการน้ีในปี ค.ศ. 1996 Hessner MJ และคณะได้น าไปใช้ใน
การศึกษาความสัมพนัธ์ของยีน NA กับผลของภูมิคุ้มกันของยีนในตัวอย่างเลือดของผูบ้ริจาค            
โดยใชก้ารแยก NA1 และ NA2 ออกจากกนัดว้ยความแตกต่างของเบสท่ีต าแหน่ง 141, 147, 227 
และ 277 เขาไดส้รุปให้เห็นวา่เทคนิค PCR-SSP เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับการแยกชนิด
ของยนีท่ีเกิดข้ึนจากการเปล่ียนแปลงของเบสเพียงตวัเดียว (single nucleotide polymorphism: SNP)  
และเป็นเทคนิคท่ีมีความรวดเร็วและความแม่นย  าสูง (Hessner MJ et al. 1996) ดงันั้น ในปัจจุบนัจึง
ไดมี้การน าเอาวธีิ PCR-SSP มาใชใ้นการวจิยัทางดา้นน้ีมากข้ึน 
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 การตรวจหาชนิดของแอนติเจนของ neutrophil มีหลายวิธี แต่ละวิธีมีขอ้ดีและขอ้เสียใน
การตรวจท่ีแตกต่างกัน การเลือกใช้วิธีท่ีเหมาะสมจึงข้ึนอยู่กับความต้องการใช้งานของแต่ละ
หอ้งปฏิบติัการ ดงัรายละเอียดต่อไปน้ี 

2.2.1 วธีิการตรวจทางน า้เหลอืงวทิยา (serology method) ไดแ้ก่ 
1) วธีิ Granulocyte Chemiluminescence Test (GCLT) 

   อาศยัหลักการ luminescence ท่ีเกิดจากปรากฏการณ์ของการปล่อยพลังงาน 
(emission process) ของอะตอมหรือโมเลกุลท่ีถูกกระตุ้นโดยพลังงานในรูปแบบต่าง ๆ หรือ
ปฏิกิริยาเคมี ท าให้เกิดการดูดรับพลงังานไวใ้นโมเลกุล ส่งผลให้โมเลกุลของสารท่ีถูกกระตุ้น        
ไม่คงตวั และเกิดการคายความร้อนออกมาเม่ือกลบัสู่สภาวะพื้นฐาน (ground state) พลงังานท่ีถูก
คายออกมาจะอยูใ่นรูปของการเรืองแสงซ่ึงสามารถตรวจสอบได้โดยวิธีการต่าง ๆ เช่น การประกบ
แผ่น ฟิ ล์ ม เพื่ อ อ่ า นผลห รื อก า ร ใช้ เ ค ร่ื อ ง เ ฉพ า ะ ท่ี เ รี ย ก ว่ า  luminometer ข้อ ดี ข อ ง วิ ธี 
chemiluminescence คือ สามารถน ามาประยุกต์ใช้กับเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมติัเพื่อให้เกิดความ
รวดเร็ว ความจ าเพาะ และความไวในการตรวจท่ีสูงยิ่งข้ึน โดยวิธีการน้ีจะลดขั้นตอนในการลา้ง         
ลงไปเพราะเป็นการแยกตวัทดสอบโดยใชป้ระจุแม่เหล็กไฟฟ้าแทน 
 ในปี ค.ศ. 1994 Lucas GF ไดน้ าวิธี GCLT มาตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ 
neutrophil เพื่อเปรียบเทียบกบัวิธี granulocyte immunofluorescence test (GIFT) และ granulocyte 
agglutination test (GAT) ในผูป่้วย 213 ราย ท่ีมีความผิดปกติของ neutrophil ผลการทดลองสรุปได้
วา่วิธี GCLT ให้ผลการตรวจไม่แตกต่างจาก GIFT และ GAT ทั้ง 3 วิธีสามารถน ามาใชใ้นการ
ตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีของ neutrophil ไดเ้ช่นเดียวกนั ทั้งน้ี ข้ึนอยูก่บัความสะดวกและ
ความเหมาะสมของแต่ละห้องปฏิบติัการ แต่ส่วนใหญ่มกัใช้ร่วมกนัทั้ง 2 วิธี (Lucas GF. 1994) 
ผลงานวิจยัดงักล่าวสอดคล้องกบัรายงานของ Bux J และ Chapman J ซ่ึงไดจ้ากการประชุม
ปฏิบติัการคร้ังท่ี 2 ของการประชุม International Granulocyte Serology Workshop โดยการ
เปรียบเทียบผลการตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ neutrophil ดว้ยเทคนิค GIFT, GAT และ 
MIAGA จากผลการทดลองของห้องปฏิบติัการท่ีเขา้ร่วมการประชุม จ านวน 13 แห่ง พบวา่ 2 ใน 3 
ของห้องปฏิบติัการท่ีเขา้ร่วมการประชุมสามารถใชว้ิธี GIFT เพื่อตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ
แอนติเจน HNA-1 ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง ในขณะท่ีห้องปฏิบติัการบางแห่งสามารถตรวจไดด้ว้ยวิธี GAT 
ผูว้จิยัสรุปวา่ควรน าทั้งสองเทคนิคมาใชค้วบคู่กนัจึงจะดีท่ีสุด (Bux J and Chapman J. 1997)  

2) วธีิ Granulocyte Immunofluorescence Test (GIFT) 
เป็นการประยุกต์ใชห้ลกัการของเทคนิค indirect immunofluorescence มาพฒันา

ใชใ้นการตรวจหาแอนติบอดีและแอนติเจนของ neutrophil โดยในปี ค.ศ. 1977 Vergheugt FW และ
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คณะ ไดพ้ฒันาเทคนิคน้ีข้ึนมา และช้ีให้เห็นถึงปัญหาของการประยุกตใ์ชเ้ทคนิค GIFT ท่ีเกิดจาก
ความไม่จ  าเพาะของสารเรืองแสงบนผิว granulocyte ท่ียึดเกาะกบัผิวเซลล์ไม่แน่น อย่างไรก็ตาม 
คณะผูว้จิยัไดแ้นะน าแนวทางในการแกไ้ขดว้ยการรักษาสภาพของเซลล์ดว้ยสาร paraformaldehyde 
ก่อนการทดลอง เพื่อใหไ้ดผ้ลการทดลองท่ีถูกตอ้งและแม่นย  า (Verheugt FW et al. 1977)  

ต่อมาในปี ค.ศ. 1996  Bux J ไดใ้ชว้ิธี GIFT และ GAT ในการตรวจหาแอนติบอดีของ 
neutrophil ทั้งชนิด IgG และ IgM ในผูป่้วยภาวะ AIN ระยะต่าง ๆ แมว้า่วิธี GIFT จะเป็นวิธีท่ีท าได้
ง่าย สะดวก และมีความจ าเพาะสูง แต่มีขอ้เสียคือสามารถเกิดผลบวกปลอมได ้(Bux J. 1996) และ
ในปี ค.ศ. 1998 Bux J ก็ไดใ้ชว้ธีิ GIFT ในการตรวจวินิจฉยัทางคลินิกของภาวะ AIN ในเด็กทารกท่ี
มีอายุนอ้ยกวา่ 3 ปี จ  านวน 240 ราย อีกคร้ัง ผลการศึกษาสามารถตรวจพบ antineutrophil antibody 
ไดใ้นผูป่้วยทั้ง 240 ราย (100%) ผูว้ิจยัช้ีให้เห็นว่าการใช้วิธี GIFT เพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อ 
neutrophil เป็นวิธีท่ีเหมาะสมและน่าเช่ือถือ (Bux J et al. 1998) จึงน ามาสู่การศึกษาอีกหลายฉบบั 
เช่น การศึกษาของ Bruin M และคณะ เพื่อตรวจหาแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อภาวะ AIN         
ในผูป่้วยเด็กจ านวน 28 ราย โดยใชเ้ทคนิค indirect granulocyte immunofluorescence ผลการศึกษา
พบวา่ ในผูป่้วยกลุ่ม primary AIN ตรวจพบแอนติบอดี 3 ชนิด ไดแ้ก่ anti-NA1 จ านวน 16 ราย  
anti-NA2 จ านวน 2 ราย anti-FcRIIIB จ านวน 1 ราย และไม่สามารถสรุปไดอี้ก 2 ราย ในขณะท่ี
ผูป่้วยกลุ่ม secondary AIN จ านวน 7 ราย ตรวจพบเฉพาะ anti-FcRIIIB เพียงชนิดเดียว (Bruin M 
et al. 2005) และงานวิจยัของ Zupanska B และคณะ ในปี ค.ศ. 2001 ไดพ้ฒันาใชว้ิธี GIFT ร่วมกบั
เคร่ืองนบัเซลล์ชนิด flow cytometer เพื่อศึกษาอุบติัการณ์ของ anti- HNA-1a และ anti-HNA-1b         
ในหญิงตั้งครรภ ์จ านวน 1,038 ราย ท่ีเป็นสาเหตุท าให้ทารกเกิดภาวะ ANN ผลการทดลองพบวา่ 
anti-HNA-1a และ anti-HNA-1b เป็นสาเหตุก่อให้เกิดภาวะ ANN ในทารกแรกคลอดทั้งหมด 
(Zupanska B et al. 2001)  

3) วธีิ Monoclonal Antibody Immobilization of Granulocyte Antigen (MAIGA) 
    การน าเทคนิคน้ีมาใช้ในการตรวจแอนติเจนของ neutrophil มีใช้คร้ังแรกเม่ือปี 
ค.ศ. 1993 โดย Bux J และคณะ จากการใช ้CD16 เป็นโมโนโคนลัแอนติบอดีตวัแรก (Bux J et al. 
1993; Zupanska B et al. 2001) ต่อมาในปี ค.ศ. 2002 Lucas G และคณะ ไดน้ าวิธี MAIGA มาใชใ้น
การทดสอบหามาตรฐานของการตรวจในการประชุมเชิงปฏิบติัการ Granulocyte Immunology 
Workshop คร้ังท่ี 4 โมโนโคนลัแอนติบอดีท่ีใชต้รวจ ไดแ้ก่ CD11/18, CD16 และ CD177 (Lucas G 
et al. 2002) ผลการทดสอบพบวา่ วิธีน้ีมีความจ าเพาะสูงมาก แต่เน่ืองจากวิธีน้ีมีขั้นตอนการท าท่ี
ยุง่ยากและค่าใชจ่้ายสูง จึงไม่ค่อยนิยมน ามาตรวจในหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป  
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 จากรายงานท่ีผ่านมาจึงสรุปได้ว่า การตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ neutrophil          
ในห้องปฏิบติัการต่าง ๆ ทางวิธี serology นิยมใช้วิธี GAT และ GIFT มากกว่าวิธี MAIGA           
แต่เน่ืองจากวิธีทาง serology ไม่สามารถแยก homozygous กบั heterozygous ออกจากกนัได ้ดงันั้น 
การศึกษาถึงระดบัยีนของแอนติเจนของ neutrophil โดยใช้วิธีทาง molecular จึงไดรั้บความนิยม
มากข้ึน เน่ืองจากสามารถบอกไดอ้ยา่งละเอียดวา่ยีนอยูใ่นต าแหน่งไหนและมีการเรียงตวัของล าดบั
เบสอยา่งไร ซ่ึงจะไดก้ล่าวต่อไป 

2.2.2 วธีิการตรวจทางอณูชีวโมเลกุล (molecular method)  
1) Polymerase Chain Reaction-Sequence Based Typing (PCR-SBT)  
เป็นการหาล าดบัเบสโดยใช้สีเรืองแสง (fluorescent dye) มาติดฉลากแทนสาร

กมัมนัตรังสี ซ่ึงสามารถตรวจสอบผลไดท้นัทีโดยใชเ้คร่ืองอตัโนมติั โดยใช้หลกัการติดฉลากเบส
ของดีเอ็นเอดว้ยสารเรืองแสงท่ีแตกต่างกนั แลว้น าเบสเหล่าน้ีเขา้ไป (incorporate) ในสายดีเอ็นเอ
ใหม่โดยใช ้ DNA polymerase จากนั้นจึงน าไปเคล่ือนผา่นเจลท่ีมีความต่างศกัยข์องกระแสไฟฟ้า
ดว้ยหลกัการ electrophoresis ท าให้เกิดแถบสีของสารเรืองแสงเรียงกนัตามล าดบัเบสของสาย           
ดีเอน็เอ ซ่ึงจะถูกตรวจจบัดว้ยเคร่ืองรับสัญญาณแสงแลว้แปลงเป็นสัญญาณดิจิตอล ส่งไปวิเคราะห์
ดว้ยคอมพิวเตอร์ไดอ้ยา่งถูกตอ้งแม่นย  า โดยขบวนการทั้งหมดจะเกิดข้ึนอยา่งอตัโนมติัภายใตก้าร
ท างานของเคร่ือง DNA Sequencer สามารถอ่านขอ้มูลล าดบัเบสท าใหท้ราบวา่เป็น HNA ชนิดใดได้
ทนัที (รูปท่ี 2.2) 
 จากงานวจิยัท่ีผา่นมา การน าเทคนิค PCR-SBT มาใชใ้นการตรวจหาชนิดของ HNA ยงัมีใช้
นอ้ย ส่วนใหญ่จะใชใ้นการศึกษาล าดบัเบสของ HNA-1 เท่านั้น (Steffensen R et al. 1999; Matsuo 
K et al. 2000) อยา่งไรก็ตาม ผลงานวิจยัล่าสุดท่ีช้ีให้เห็นถึงความกา้วหนา้ของการศึกษาทางดา้น
ความหลากหลายของแอนติเจน HNA มาจากการศึกษา whole genome sequencing (WGS) data 
โดยการใช้ next-generation sequencing technology เพื่อตรวจหา HNA-1 ถึง -5 เปรียบเทียบกบัผล
การตรวจโดยวิธี PCR-SSOP, PCR-SSP และ PCR-RFLP ซ่ึงพบวา่ next-generation sequencing  
สามารถใหผ้ลการตรวจท่ีถูกตอ้งและรวดเร็ว (Chu HT et al. 2013) 
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รูปที ่2.2 หลกัการการตรวจหาล าดบัเบสโดยวธีิ sequencing based typing (SBT)      

                   (Velickovic Z.  2010 : Online) (Velickovic Z. 2010) 
 

2) Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primer (PCR-SSP)   
เป็นเทคนิคของการเพิ่มปริมาณ DNA โดยการใช ้primer ท่ีมีความจ าเพาะกบัล าดบั

เบสท่ีมีความแตกต่างกนัของแต่ละ allele เขา้ไปจบักบั DNA ถา้ primer จบักบั target DNA ได ้ก็จะ
มีการเพิ่มปริมาณของ DNA ข้ึนมา และภายหลงัการท า electrophoresis เพื่อตรวจผลจากแผน่เจลก็
จะพบ PCR product ท่ีมีขนาดท่ีจ าเพาะกบัแต่ละ allele ได ้แต่ถา้ primer ท่ีใชไ้ม่จ  าเพาะกบั target 
DNA ก็จะจบักนัไม่ไดแ้ละจะไม่มีการเพิ่มปริมาณของ PCR product ข้ึนมา ท าให้ไม่มีการปรากฏ
ของแบน ภายหลงัจากการท า electrophoresis (รูปท่ี 2.3) เน่ืองจากเทคนิค PCR-SSP เป็นวิธีท่ีง่าย 
ใชเ้วลาน้อย และสามารถท าไดใ้นห้องปฏิบติัการทัว่ไปโดยไม่ตอ้งอาศยัเคร่ืองมือจ าเพาะท่ีมีราคา
แพง ดงันั้น จึงเป็นท่ีนิยมในการน ามาใช้ในการตรวจหาแอนติเจน HNA กันอย่างแพร่หลาย             
(Kissel K et al. 2000; Sachs UJ et al. 2005; Han TH et al. 2006; Han TH and Han KS. 2006;          
de La Vega Elena CD et al. 2008; Norcia AM et al. 2009) 

 
 

 
รูปที ่2.3: หลกัการตรวจหาแอนติเจนท่ีจ าเพาะโดยวธีิ PCR-SSP (Velickovic Z.  2010 : Online)  

                          (Velickovic Z. 2010) 
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 ในปี ค.ศ. 1996 Hessner HJ และคณะ ไดน้ าวิธี PCR-SSP ไปใชใ้นการศึกษาความสัมพนัธ์
ของยีน NA กบัผลของภูมิคุม้กนัของยีนในตวัอย่างเลือดของผูบ้ริจาค โดยใช้การแยก NA1 และ 
NA2 ออกจากกนัดว้ยความแตกต่างของเบสท่ีต าแหน่ง 141, 147, 227 และ 277 และไดส้รุปให้เห็น
ว่าเทคนิค PCR-SSP เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับการแยกชนิดของยีนท่ีเกิดข้ึนจากการ
เปล่ียนแปลงของเบสเพียงตวัเดียว (single nucleotide polymorphism: SNP) และเป็นเทคนิคท่ีมี
ความรวดเร็วและความแม่นย  าสูง (Hessner MJ et al. 1996)  ต่อมาไดมี้การน าเทคนิค PCR-SSP มา
ใช้ในการศึกษาการกระจายตวัของยีน HNA ในเช้ือชาติต่าง ๆ อย่างแพร่หลาย (Kissel K et al. 
2000; Abid S et al. 2001; Flesch BK et al. 2002; de La Vega Elena CD et al. 2008; Norcia AM  
et al. 2009; Changsri K et al. 2014) รวมทั้งน ามาใชร่้วมกบัวิธีอ่ืน ๆ เพื่อหาสาเหตุของการเกิด
ภาวะ neutropenia ในผูป่้วย เช่น จากงานวจิยัของ Han TH และคณะ ในปี ค.ศ. 2006 ท่ีไดศึ้กษา
หาแอนติบอดีในซีรัมมารดาและทารกท่ีมีภาวะ ANN ร่วมกบัการติดเช้ือแบคทีเรีย ดว้ยวิธี mixed 
passive hemagglutination assay (MPHA) และหาชนิดของแอนติเจน neutrophil ทั้งของมารดาและ
ทารกโดยวธีิ PCR-SSP พบวา่ ในทารกจะพบทั้งแอนติเจน HNA-1a และ HNA-1b ส่วนในมารดามี
เฉพาะแอนติเจน HNA-1b และผลการตรวจหาแอนติบอดีในซีรัมของทั้งคู่พบ anti-HNA-1a ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากมารดาไม่มีแอนติเจนดังกล่าว เม่ือได้รับการกระตุ้นด้วยแอนติเจนจากลูกจึงสร้าง              
anti- HNA-1a ข้ึนมา และเม่ือตั้งครรภค์ร้ังต่อไป แอนติบอดีท่ีมีอยูใ่นเลือดแม่ (IgG) จึงผา่นทางรก
มาจบักบั neutrophil ของลูก ท าให ้neutrophil ของลูกถูกท าลาย (Han TH et al. 2006) 
 
2.3 การกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1  

รายงานการศึกษาการกระจายตวัของแอนติเจน HNA มีความส าคญัต่อกระบวนการจดัท า
ฐานขอ้มูลผูบ้ริจาคเพื่อใชใ้นการคดัเลือกผูบ้ริจาคให้แก่ผูป่้วย การคดัเลือกเซลล์เพื่อใชใ้นการตรวจ
คัดกรอง และย ังสามารถใช้ในการท านายโอกาสเส่ียงต่อการเกิดภาวะ alloimmunization                
ในประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ ไดอี้กดว้ย ตวัอยา่งเช่น รายงานวิจยัในปี ค.ศ. 2000 ของ Kissel K และ
คณะ ท่ีศึกษาเก่ียวกบัความถ่ีของ HNA-1a, HNA-1b และ HNA-1c ในประชากรประเทศแอฟริกา 
จ านวน 99 ราย ชาวอเมริกา จ านวน 56 ราย ชาวกานา จ านวน 27 ราย และชาวจีน จ านวน 138 ราย 
คณะผูว้ิจยัพบวา่ ประชากรในประเทศแอฟริกาและอเมริกาจะพบความถ่ีของ HNA-1b ไดบ้่อยกวา่ 
HNA-1a ซ่ึงตรงข้ามกับชาวจีนท่ีพบความถ่ีของ HNA-1a มากกว่า HNA-1b นอกจากน้ี ยงัพบ
ความถ่ีของ HNA-1c ในประชากรประเทศแอฟริกาและอเมริกา อีกดว้ย โดยพบวา่ในคนท่ี HNA-1c 
positive จะพบ HNA-1b positive ดว้ยเช่นกนั และจากการคน้พบคร้ังน้ีจึงสนับสนุนความคิดท่ีว่า 
HAN-1c มีผลมาจากการกลายพนัธ์ุของ HNA-1b (Kissel K et al. 2000) และจากรายงานวิจยั
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เก่ียวกบัความถ่ีของยีน HNA-1 ในชนกลุ่มนอ้ยของไตห้วนั ในปี ค.ศ. 2001 โดย Chu CC และคณะ 
ท าให้พบวา่ประชากรท่ีศึกษาจะมีการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 null มากท่ีสุดในชนกลุ่ม 
Ami (19.8%) รองลงมาคือชนกลุ่ม Hakka (5.7%), ชนกลุ่ม Puyuma (3.5%) และชนกลุ่ม Rukai 
(3.2%) ตามล าดบั ส่วน HNA-1a นั้นพบความถ่ีใกลเ้คียงกนั ยกเวน้ ความถ่ีของ HNA-1b ท่ีพบได้
นอ้ยในชนกลุ่ม Ami และ Puyuma (25.5% และ 27.0% ตามล าดบั) และจากงานวิจยัน้ีช้ีให้เห็นวา่ 
ไม่พบความถ่ีของ HNA-1c ในประชากรไตห้วนั (Chu CC et al. 2001)  

 การศึกษาความถ่ีของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ มีรายงานอยา่งต่อเน่ือง 
ต่อมาในปี ค.ศ. 2009 Moritz E และคณะ จึงไดร้วบรวมรายงานการตรวจพบความถ่ีของ HNA ทั้ง  
5 ระบบ ในแต่ละเช้ือชาติ และช้ีใหเ้ห็นวา่การกระจายตวัของ HNA แต่ละระบบในแต่ละเช้ือชาตินั้น
มีความแตกต่างกนั (ตารางท่ี 2.3) (Moritz E et al. 2009) เช่น การกระจายตวัของ HNA-1a                  
ในประชากรของประเทศแถบเอเชีย พบไดป้ระมาณ 44 - 90% โดยพบการกระจายตวัในประชากร
เช้ือชาติต่าง ๆ ดงัน้ี ชาวจีน 90% ชาวอินเดียในทวีปเอเชีย (Asian Indians) 44% ญ่ีปุ่น 88% และ
เกาหลี 78% ส าหรับยีน HNA-1b นั้น พบวา่มีการกระจายตวัประมาณ 51 - 83% โดยพบในชาวจีน 
52% ชาวอินเดียในทวีปเอเชีย 83% ญ่ีปุ่น 51 - 61% และเกาหลี 75% ส าหรับยีน HNA-1c นั้นมีการ
รายงานการตรวจพบได้น้อย ส่วนใหญ่เป็นรายงานการตรวจพบในชาวอินเดียท่ีอาศยัอยู่ในทวีป
เอเชีย (16%) และชาวเกาหลี (< 1%) และไดส้รุปให้เห็นวา่การกระจายตวัของ HNA-1 ในประชากร
ชาวเอเชียนั้นมีความใกล้เคียงกนั และพบว่ามีความแตกต่างจากชาวอฟัริกนัและชาว Caucasian 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ียงัช้ีใหเ้ห็นวา่ผลจากการกระจายตวัท่ีแตกต่างกนัของ HNA ใน
แต่ละเช้ือชาติท าให้โอกาสท่ีประชากรแต่ละเช้ือชาติจะถูกกระตุน้ให้สร้างแอนติบอดีต่อแอนติเจน 
HNA แต่ละระบบแตกต่างกนัไปดว้ย  

ต่อมาในปี ค.ศ. 2011 Xia W และคณะ ไดท้  าการศึกษาความถ่ีของยีน HNA ในประชากร
จีนเช้ือสายฮัน่ท่ีอาศยัอยูใ่นเมืองกวา่งโจว จ านวน 493 ราย โดยใชว้ธีิ PCR-SSP เพื่อใชแ้ยกชนิดของ
ยีนตั้งแต่ HNA-1 ถึง HNA-5 แล้วน าผลการวิจยัไปเปรียบเทียบกับประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ                  
ผลการศึกษาพบความถ่ีของยีน HNA-1a (0.667) มากเป็นสองเท่าของ HNA-1b (0.333) แต่ไม่พบ
ความถ่ีของ HNA-1c (Xia W et al. 2011) เช่นเดียวกบัความถ่ีของยีน HNA-3 ท่ีพบความถ่ีของ 
HNA-3a มากกวา่ HNA-3b ในขณะท่ีระบบท่ี 2 นั้น พบการแสดงออกของ C-allele มากสุดถึง 69% 
ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัการเพิ่มข้ึนของจ านวน HNA-2a-positive neutrophil ในประชากรบางกลุ่ม 
ส่วน HNA ในระบบท่ี 4 นั้นไม่แสดงผลใหเ้ห็นในการแสดงออกของยีน HNA-4bb เลย และในทาง
ตรงกนัขา้มก็จะพบการแสดงออกของยีน HNA-5bb ได ้2.43% ในประชากรกลุ่มน้ี นอกจากน้ี 
คณะผูว้ิจยัยงัพบว่าเม่ือเปรียบเทียบความถ่ีของยีนกบัชนผิวขาวสามารถน ามาช่วยในการประเมิน
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การตรวจพบ anti-HNA alloimmunization และประเมินการเกิดภาวะ alloimmune neutropenia และ 
TRALI ในคนจีนไดด้ว้ย 

 
ตารางที ่2.3 ความถ่ีของแอนติเจน HNA ในประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ (Moritz E et al. 2009)  

ประชากร HNA-1a HNA-1b HNA-1c HNA-1null HNA-2a HNA-3a HNA-4a HNA-5a 

Africans 46 – 66 78 – 84 23 – 31 4 98 NT NT 88 

Chinese 90 52 0 0 - 0.2 99 NT NT 65 

Asian Indians 44 83 16 NT NT NT NT NT 

Japanese 88 51 - 61 0 0.4 89 - 99 NT NT NT 

Koreans 78 75 1 NT 86 NT 99 96 

Europeans 52 - 54 87 - 89 5 - 7 0.2 – 0.8 87 - 97 89 - 99 96 96 

North Americans 56 - 62 89 5 NT 97 NT NT 96 

Brazilian 100 83 11 NT 97 86 - 95 96 91 

Brazilian Indians 

InIndians 

83 36 0 NT NT NT 100 96 

NT: not tested 
 
ส าหรับในประเทศไทย มีรายงานการวิจัย เก่ียวกับการกระจายตวัของแอนติเจน HNA          

เพียงหน่ึงฉบบั โดย Changsri K และคณะ ซ่ึงไดท้  าการศึกษาการกระจายตวัของแอนติเจน HNA 
ระบบท่ี 1, 3, 4 และ 5 ในกลุ่มผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยจากศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 
จ านวน 300 ราย โดยใชว้ิธี PCR-SSP ส าหรับตรวจหาแอนติเจนระบบท่ี 1, 3 และ 4 และใชว้ิธี 
PCR-RFLP ส าหรับตรวจหาแอนติเจนระบบท่ี 5 ผลการศึกษาพบการกระจายตวัของแอนติเจน 
HNA-1b ในกลุ่มผูบ้ริจาคเลือดชาวไทย เท่ากบั 0.53 (273/300) ซ่ึงสูงกว่าการกระจายตวัของ           
HNA-1a (p 0.001) ซ่ึงพบเพียง 0.47 (255/300) ในขณะท่ี HNA-1c นั้นสามารถตรวจพบไดน้อ้ย
มาก (3/300) (Changsri K et al. 2014) การศึกษาน้ีคณะผูว้ิจยัช้ีให้เห็นว่าการกระจายตวัของ
แอนติเจน HNA-1a และ HNA-1b ในประชากรชาวไทยมีความคลา้ยคลึงกบัประชากรชาวเยอรมนั
และชาวตุรกี (Hauck B et al. 2011) และมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 0.001) 
กบัความถ่ีท่ีพบในประชากรชาวเอเชีย (Kissel K et al. 2000; Han TH and Han KS. 2006) 
นอกจากน้ี คณะผูว้ิจยัยงัสรุปว่าประชากรชาวไทยน่าจะมีความไวรับต่อการเกิดภาวะ HNA-1b 
alloimmunization ได้มาก เช่นเดียวกบัความถ่ีของแอนติเจน HNA-5a ซ่ึงพบในชาวไทยได้
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คล้ายคลึงกบัท่ีพบในชาวเยอรมนัและชาวตุรกี ซ่ึงพบว่ามีความถ่ีท่ีน้อยกว่าในชาวเกาหลีอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p 0.001) ในขณะท่ีความถ่ีของแอนติเจน HNA-3a ในประชากรไทยนั้นพบได้
นอ้ยกวา่ HNA-3b และมีความแตกต่างจากความถ่ีท่ีพบในประชากรเช้ือชาติอ่ืน ๆ ดว้ย (Kissel K            
et al. 2000; Han TH et al. 2006; Han TH and Han KS. 2006; Hauck B et al. 2011) และในทาง 
ตรงขา้ม คณะผูว้ิจยัได้รายงานให้เห็นถึงความถ่ีของแอนติเจน HNA-4a ซ่ึงพบในกลุ่มตวัอย่าง              
ผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยมีความคลา้ยคลึงกบัท่ีพบในชาวเกาหลี (Han TH and Han KS. 2006) และพบ
ไดสู้งกวา่ในชาวเยอรมนัและตุรกีอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 



บทที ่3 
ระเบียบวธิีวจิัย 

 
3.1 กลุ่มตัวอย่างทีใ่ช้ 

3.1.1 ตวัอย่างดีเอ็นเออา้งอิงท่ีรู้ชนิดของยีน HNA-1 โดยวิธี sequence based typing 
(SBT) จ านวน 3 ราย ประกอบดว้ย  
- HNA-1aa, -1c negative จ านวน 1 ราย 
- HNA-1bb, -1c negative จ านวน 1 ราย 
- HNA-1ac, -1c negative จ านวน 1 ราย 

3.1.2 ตวัอย่างเลือดของผูบ้ริจาคเลือดประจ าโรงพยาบาลระยอง จ านวน 230 ราย ท่ีมี         
เช้ือชาติไทยอยา่งนอ้ย 2 รุ่น โดยการสัมภาษณ์เช้ือชาติของบรรพบุรุษและประวติั
ทางดา้นสุขภาพ และขออนุญาตท าการเก็บตวัอยา่งเลือดจากถุง buffy coat เพื่อใช้
ในการวจิยั  

งานวิจัยน้ีผ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย 
มหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติ (อ.012/2553) 
3.2 ไพรเมอร์ทีใ่ช้ 

ล าดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดสอบหา HNA-1 จ านวน 8 เส้น ไดม้าจากรายงานการ
วิจยัของ Han TH และคณะ (Han TH et al. 2006) ประกอบดว้ย ไพรเมอร์ท่ีใชท้ดสอบหาอลัลีลท่ี
จ าเพาะกบั HNA-1a, -1b และ -1c จ านวน 6 เส้น และไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั human growth 
hormone (HGH) ซ่ึงใชเ้ป็น internal control (IC) primer จ านวน 2 เส้น ดงัน้ี 
  HNA-1AF 5’CAG TGG TTT CAC AAT GTG AA3’ 
  HNA-1AR 5’ATG GAC TTC TAG CTG CAC3’ 
  HNA-1BF 5’CAA TGG TAC AGC GTG CTT3’ 
  HNA-1BR 5’ACT GTC GTT GAC TGT GTC AG3’ 
  HNA-1CF 5’AAG ATC TCC CAA AGG CTG TG3’ 
  HNA-1CR 5’ACT GTC GTT GAC TGT GTC AT3’ 
  HGH-I  5’TGC CTT CCC AAC CAT TCC CTT A3’ 
  HGH-II  5’CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTT TC3’ 
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3.3 วธีิการทดลอง  
3.3.1 การสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งเลือดผูบ้ริจาคดว้ยน ้ ายา red cell lysis buffer (RCLB) 

และ nuclear membrane lysis buffer (NMLB) ตามขั้นตอนต่อไปน้ี 
1) น าเลือดผูบ้ริจาคจากถุง buffy coat ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มล. 
2) น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,800 rpm นาน 8 - 10 นาที เพื่อให้ส่วนประกอบของเลือด

ตกตะกอนแบ่งชั้นตามความถ่วงจ าเพาะ 
3) ใช ้liquipette ดูดพลาสมาทิ้ง 
4) เติม 1X RCLB ประมาณ 1 เท่าของปริมาณเลือดท่ีเหลือในหลอด จากนั้นเขยา่จน

เมด็เลือดแดงแตกเป็นสีน ้าตาลเขม้หรือสีด า 
5) น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,800 rpm นาน 5 นาที 
6) เทสารละลายสีน ้ าตาลเขม้หรือสีด าท่ีเกิดจากการแตกของเม็ดเลือดแดงทิ้ง เหลือ

เซลลท่ี์กน้หลอดส่วนท่ีเป็นกอ้นและ/หรือส่วนท่ีมีสีขาวไว ้
7) ท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 4 – 6  จนไดต้ะกอนเมด็เลือดขาว 
8) เติม NMLB ประมาณ 1 เท่าของเม็ดเลือดขาวท่ีเหลืออยูใ่นหลอดทดลอง เขยา่จน

เป็นเน้ือเดียวกนั 
9) น าไป incubate ท่ี 56 C ประมาณ 1 - 2 ชัว่โมง หรือจนกวา่จะไดส้ารละลายใส 
10) เติม chilled 95% alcohol ประมาณ 6 - 8 มล. แลว้เขยา่เบาๆ จนเห็นสายดีเอ็นเอ

เกาะกนัเป็นกอ้นสีขาวขุ่น 
11) ใช ้liquipette เข่ียช้ินดีเอน็เอไปใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 
12) เติม 70% alcohol ประมาณ 1 มล. เขย่าแลว้น าไปป่ันเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย

เคร่ือง microcentrifuge แลว้เทส่วนใสทิ้งไป ท าเช่นน้ีซ ้ าอีก 2 คร้ัง 
13) เปิดฝาหลอดทดลอง แลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง จน 70% alcohol แหง้หมด 
14) เติม 1X TE buffer ประมาณ 1 มล. หรือจนกวา่จะไดค้วามเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ 

เท่ากบั 200 ng/l แลว้น าไปเก็บไวท่ี้ 4 C หรือ -20 C 
3.3.2 การเตรียมส่วนประกอบของการทดสอบ PCR-SSP 

1) เตรียม TQR ใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 2.0 มล. จ านวน 1,885 l/tube 
ประกอบดว้ย 

- 10X PCR buffer  352.5   l 
- 10  mM dNTPs  250  l 
- 1 mM MgCl2   7.75  l 
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- 5% dye   7.5  l 
- Steriled distill water   1,467.5  l 

2) เตรียม Working primer ส าหรับตรวจหา HNA-1a, HNA-1b, HNA-1c 
ประกอบดว้ย 

- Internal control primer (forward และ reverse)  0.7    l/เส้น 
- Specific allele primer (forward และ reverse)  1.3    l/เส้น 
- Steriled distill water     246   l 

     การตรวจหายีน HNA-1 ส าหรับดีเอ็นเอ 1 ราย จะใช้ชุดไพรเมอร์ทดสอบทั้ งหมด               
3 หลอด ประกอบดว้ยหลอดส าหรับตรวจหา HNA-1a, HNA-1b และ HNA-1c โดยแต่ละหลอดจะ
ประกอบดว้ย specific allele primer 1 คู่ และ internal control primer 1 คู่ ในปริมาตรรวมเท่ากบั                
5 l/tube  

3.3.3 เตรียม working PCR reaction  
   ในการทดสอบดีเอน็เอ 1 ราย จะตอ้งเตรียม working PCR reaction ดงัน้ี 

 TQR (10XPCR buffer, dNTPs, MgCl2)  6.7×4  =  26.8   l/reaction 
 Taq polymerase (5 unit/l)   0.3×4  =  1.2     l/reaction 
 DNA       1×4     =  4       l/reaction 
3.3.4 น า working PCR reaction ท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 3.3.3 มาหยดลงใน working primer ท่ี

เตรียมไวเ้ป็นชุดทดสอบ (ดังแสดงในขอ้ 3.3.2) หลุมละ 8 µl (ปริมาตรรวมสุดทา้ยเท่ากับ 13 
l/reaction) 

3.3.5 ปิดฝาหลอดทดสอบแลว้น าไป spin down ก่อนน าไปใส่ในเคร่ือง thermal cycle 
(Mastervapo.protect, Eppendrof, Germany) เพื่อเพิ่มปริมาณของยีนโดยวิธี PCR-SSP โดยใช้
อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.1) 

หลกัการ PCR-SSP 
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบให้สามารถจบักบัต าแหน่งของเบสท่ีจ าเพาะต่ออลัลีลของแอนติเจน

นั้น ๆ ไดอ้ย่างสมบูรณ์ ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดแถบสัญญาณให้
เห็นไดอ้ย่างชดัเจน (ผลบวก) ในขณะท่ีไพรเมอร์ท่ีไม่จ  าเพาะจะไม่ปรากฏแถบสัญญาณข้ึนมาให้
เห็น (ผลลบ) แถบสัญญาณท่ีเกิดข้ึนจะถูกน าไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยกระบวนการ 
electrophoresis ต่อไป 
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ตารางที่ 3.1  อุณหภูมิ เวลา และจ านวนรอบท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจหา HNA-1 โดย
วธีิ PCR-SSP 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จ านวนรอบ 

Denaturation 95 5 1 
Denaturation 95 1 30 
Annealing 60 1 
Extension 72 1 
Extension 72 5 1 

 
3.3.6 น าผลผลิตท่ีได้ (PCR product) มาหาขนาดของดีเอ็นเอบน 2% agarose gel ดว้ย

กระแสไฟฟ้า (electrophoresis) ขนาด 100 โวลต์ (volt) นาน 20 นาที อาศยัการยึดติดระหว่าง            
ดีเอ็นเอกบั ethidium bromide เม่ือน ามาถ่ายภาพภายใตแ้สง UV จะเห็นการเรืองแสงข้ึนมาบนแผน่
วุน้ แลว้ถ่ายภาพดว้ยเคร่ือง gel document  

3.3.7 อ่านและแปลผลการทดลอง  

                 Positive  พบแถบดีเอ็นเอขนาดเท่ากบัไพรเมอร์ท่ีออกแบบ เรืองแสงบนแผน่วุน้ 
Negative ไม่พบแถบดีเอน็เอขนาดเท่ากบัท่ีออกแบบ  

 หมายเหตุ ขนาดของแถบดีเอน็เอ  HNA-1a  = 141   base pair (bp) 
                                        HNA-1b  = 156   bp 
     HNA-1c       = 191   bp 
                                       Internal control (IC) = 439   bp 
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รูปที ่3.1 การแปลผลการตรวจหา HNA-1 ในตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีรู้ชนิดจีโนทยัป์ของ HNA-1 

 จากรูป ตวัอยา่งควบคุมหมายเลข 1 (control No.1) ตรวจพบทั้งแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะ
กบั HNA-1a และ -1b และไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบั HNA-1c แปลผลจีโนทยัป์เป็น                  
HNA-1ab, 1c negativeในขณะท่ีตวัอยา่งควบคุมหมายเลข 2 (control No.2) ตรวจพบเฉพาะแถบ          
ดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบั HNA-1a (141 bp) แปลผลจีโนทยัป์เป็น HNA-1aa, 1c negative  
 
3.4 การวเิคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 

3.4.1 ค านวณหาเปอร์เซนตค์วามถ่ีของจีโนทยัป์ (% genotype frequency; %GF) และ
เปอร์เซนตค์วามถ่ีของอลัลีล (%allele frequency; %AF)โดยใชสู้ตรต่อไปน้ี 

 % genotype frequency  =         จ  านวน genotype ท่ีตรวจพบ  x  100 
                          จ  านวนตวัอยา่งทั้งหมด             
    
    % allele frequency   =  จ  านวนของ allele ท่ีตรวจพบ  x  100 

                          2 x จ  านวนตวัอยา่งทั้งหมด      
 

3.4.2 Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) เพื่อดูความสมดุลของกลุ่มตวัอยา่งท่ีน ามาใช้
ในการทดลองตามกฎของ Hardy-Weinberg Equilibrium โดยใชโ้ปรแกรม Excel 

3.4.3 เปรียบเทียบความแตกต่างของความถ่ี HNA-1a, -1b และ -1c ท่ีพบในชาวไทยกบั
เช้ือชาติอ่ืน ๆ โดยการค านวณหาค่าไคร์สแควร์ (chi-square; 2) ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% ดว้ยโปรแกรม SPSS  

3.4.4 วิเคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree analysis) โดยการค านวณ
ค่า Nei's genetic distance ดว้ยโปรแกรม phylip version 3.68 และสร้างแผนภูมิ
แสดงความสัมพนัธ์ดว้ยโปรแกรม Splits Tree 

HNA-1a = 141 bp 
IC = 439 bp 

HNA-1b = 156 bp 



บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 
4.1 ผลการตรวจหา HNA-1 genotype ในตัวอย่างควบคุมโดยวธีิ PCR-SSP ทีป่รับปรุงขึน้ 
  คณะผูว้ิจยัได้ปรับปรุงวิธี PCR-SSP ของ Han TH และคณะ เพื่อใช้ในการตรวจหายีน 
HNA-1a, HNA-1b และ HNA-1c โดยใชต้วัอยา่งดีเอ็นเอควบคุม (control DNA) ท่ีทราบชนิดของ
แอนติเจน HNA-1 จ านวน 3 ราย มาท าการทดสอบภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม (Han TH et al. 2006) 
ผลการตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 439 base pair (bp) ซ่ึงจ าเพาะต่อ human growth hormone 
(HGH) ส าหรับเป็นแถบควบคุมภายใน (internal control; IC) ของทุกหลอดทดลอง และตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 141, 156 และ 191 bp ท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจน HNA-1a, -1b และ -1c ตามล าดบั 
ในแต่ละหลอดทดลองซ่ึงให้ผลการตรวจหา HNA-1 genotype ถูกตอ้งและตรงกบัผลท่ีไดจ้ากการ
ตรวจดว้ยวธีิ sequence based typing (SBT) (รูปท่ี 4.1)  
 

 
รูปที ่4.1  ผลการตรวจหา HNA-1 genotype ของตวัอยา่งดีเอ็นเอควบคุมดว้ยวธีิ PCR-SSP 

จากรูป แถวที่ 10 แสดงแถบของ molecular weight marker (M) โดยใช ้100 bp-DNA 
ladder marker (VC 100 bp DNA Ladder, Vivantis, Malaysia) ผลการตรวจหา HNA-1 genotype 
ของดีเอ็นเอควบคุม จ านวน 3 ราย พบแถบดีเอ็นเอขนาด 439 bp ท่ีใช้เป็นตวัควบคุมภายใน 
(internal control; IC) ของทุกหลอดทดลอง แถวที่ 1 ถึง 3 แสดงผลการตรวจของตวัอยา่งควบคุม 
หมายเลข 1ซ่ึงพบแถบของ allele-specific primer (SP) ขนาด 141 bp เฉพาะแถวท่ี 1 ซ่ึงเป็นหลอด
ทดลองท่ีมีไพรเมอร์ส าหรับ HNA -1a อยู ่จึงแปลผล HNA-1 genotype เป็น HNA-1aa, 1c negative 
แถวที่ 4 ถึง 6 แสดงผลการตรวจของตวัอยา่งควบคุม หมายเลข 2 ซ่ึงพบแถบของ SP ขนาด 156 bp 
เฉพาะแถวท่ี 5 ซ่ึงเป็นหลอดทดลองท่ีมีไพรเมอร์ส าหรับ HNA -1b จึงแปลผล HNA-1 genotype 
เป็น HNA-1bb, 1c negative แถวที่ 7 ถึง 9 แสดงผลการตรวจของตวัอยา่งควบคุม หมายเลข 3 ซ่ึง
พบแถบของ SP ขนาด 141 และ 156 bp ในแถวท่ี 7 และ 8 ซ่ึงเป็นหลอดทดลองท่ีมีไพรเมอร์
ส าหรับ HNA -1a และ -1b ตามล าดบั จึงแปลผล HNA-1 genotype เป็น HNA-1ab, 1c negative 

Lane No.     1          2         3          4          5          6          7          8          9           10 
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4.2 ผลการตรวจหา HNA-1 genotype ในตัวอย่างดีเอน็เอของประชากรเช้ือชาติไทยแท้ 
 คณะผูว้ิจยัไดน้ าวิธี PCR-SSP ท่ีปรับปรุงข้ึนไปใชใ้นการตรวจหา HNA-1 genotype ของ
ตวัอย่างดีเอ็นเอผูบ้ริจาคเลือดประจ าท่ีมีเช้ือชาติไทยแทข้องโรงพยาบาลระยอง จ านวน 230 ราย 
(รูปท่ี 4.2 และ 4.3) เม่ือน าผลการตรวจหา HNA-1 genotype มาตรวจสอบความสมดุลของกลุ่ม
ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวิจยัตามกฎของ Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) ผลการทดสอบแสดงให้
เห็นวา่ กลุ่มตวัอย่างท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีอยู่ในภาวะสมดุลของ Hardy-Weinberg (p-value = 0.885) 
(ตารางท่ี 4.1) กลุ่มตวัอยา่งท่ีใชมี้ขนาดและการแสดงลกัษณะฟีโนทยัป์ (phenotype) ท่ีเหมาะสม 
(goodness of fit)  
 ผลการทดลองพบการกระจายตวัของแอนติเจน HNA ในประชากรไทยแท ้จ านวน 230 ราย 
คิดเป็นร้อยละของการแสดงออกทางฟีโนทยัป์แบบ HNA-1aa เท่ากบั 55.21 ฟีโนทยัป์แบบ HNA-
1ab เท่ากบั 33.91 ฟีโนทยัป์แบบ HNA-1bb เท่ากบั 10.43 และฟีโนทยัป์แบบ HNA-1null เท่ากบั 
0.43 (ตารางท่ี 4.1) จากลกัษณะการแสดงออกขา้งตน้ ส่งผลให้พบความถ่ีของอลัลีล HNA-1a ใน
ประชากรชาวไทยแทม้ากกวา่สองเท่าของ HNA-1b โดยพบความถ่ีของ HNA-1a เท่ากบั 0.722 และ 
HNA-1b เท่ากบั 0.274 (ตารางท่ี 4.2) ในขณะท่ีความถ่ีของ HNA-1c นั้นพบไดน้อ้ยมาก (ความถ่ี
เท่ากบั 0.009) 

 

 
รูปที ่4.2 ผลการตรวจหา HNA-1 genotype ในดีเอน็เอผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยแทโ้ดยวธีิ PCR-SSP 

   
 จากรูป แสดงให้เห็นผลการตรวจหา HNA-1 genotype ในดีเอ็นเอของผูบ้ริจาคเลือดประจ า
ของโรงพยาบาลระยอง จ านวน 4 ราย ผู้บริจาคหมายเลข 050 ตรวจพบแถบดีเอ็นเอทั้งในหลอดท่ีมี          
ไพรเมอร์ -1a และ -1b มี HNA-1 genotype เป็น HNA-1ab, 1c negative ผู้บริจาคหมายเลข 051 
ตรวจพบแถบดีเอน็เอเฉพาะในหลอดท่ีมีไพรเมอร์ -1a แปลผลเป็น HNA-1aa, 1c negative ผู้บริจาค
หมายเลข 052 ตรวจพบแถบดีเอ็นเอทั้งในหลอดท่ีมีไพรเมอร์ -1a และ -1b แปลผลเป็น HNA-1ab,       
1c negative และ ผู้บริจาคหมายเลข 053 ตรวจพบแถบดีเอ็นเอเฉพาะในหลอดท่ีมีไพรเมอร์ -1a        
แปลผลเป็น HNA-1aa, 1c negative 

HNA-1a      1b         1c        1a        1b         1c                    1a        1b        1c         1a        1b         1c 
 
 IC 
SP 
 
 
 
 
 

 
 

HNA-1ab, 1c neg        HNA-1aa, 1c neg                   HNA-1ab, 1c neg        HNA-1aa, 1c neg      
Donor No. 050             Donor No. 051                         Donor No. 052             Donor No. 053 
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รูปที ่4.3 ผลการตรวจหา HNA-1c ในดีเอ็นเอผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยแท ้

  จากรูป ดีเอน็เอของผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยแทห้มายเลข 100 ตรวจพบแถบดีเอ็นเอในหลอด
ท่ีมีไพรเมอร์ -1a และ -1c แปลผล HNA-1 genotype เป็น HNA-1aa, 1c positive 
 
 
 
ตารางที ่4.1 การทดสอบ Hardy–Weinberg Equilibrium ของกลุ่มตวัอยา่งท่ีใช ้จ านวน 230 ราย 

Genotypes Number (%) Observed 
frequency 

Expected  
frequency 

H-WE analysis 

HNA-1aa 127 (55.21) 0.552 0.523 
2 = 0.021  

p-value = 0.885 
 

HNA-1ab   78 (33.91) 0.339 0.397 
HNA-1bb   24 (10.43) 0.104 0.075 
HNA-1null     1   (0.43) 0.004  

 
 
 

ตารางที ่4.2 ความถ่ีอลัลีลของ HNA-1 ในตวัอยา่งดีเอ็นเอของผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยแท ้

HNA-1 allele Gene frequency (%) 

HNA-1a 0.722 
HNA-1b 0.274 
HNA-1c 0.009 
HNA-1null 0.004 
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บทที ่5 
อภิปรายผลการวจิัย 

 
การตรวจหาแอนติเจนของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลของมนุษย ์ (human neutrophil 

antigen: HNA) สามารถตรวจไดท้ั้งทางน ้ าเหลืองวิทยา (serology) และทางโมเลกุล (molecular)      
แต่การตรวจทางน ้ าเหลืองวิทยานั้นมีขอ้จ ากดัอยู่ท่ีแอนติซีรัมท่ีมีความจ าเพาะกบัแอนติเจนของ 
neutrophil นั้นมีอยูน่้อย และปริมาณนิวโทรฟิลของผูป่้วยท่ีใช้ในการตรวจในภาวะนั้นก็มีจ  านวน
น้อย อีกทั้ งการตรวจทางน ้ าเหลืองวิทยานั้นไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างจีโนทัยป์ 
(genotype) ท่ีเป็นโฮโมไซกสั (homozygous) ออกจากชนิดท่ีเป็นเฮตเทอโรไซกสั (heterozygous) 
ได้ ดังนั้ นการตรวจหายีนของนิวโทรฟิลโดยวิธีทางโมเลกุลจึงช่วยแก้ปัญหาดังกล่าวได ้               
อยา่งไรก็ตาม วธีิการตรวจทางโมเลกุลนั้นมีอยูด่ว้ยกนัหลายวิธี ดงัท่ีไดก้ล่าวรายละเอียดไวใ้นบทท่ี 
2 เช่น วิธี PCR-SBT และ PCR-SSP เป็นตน้ ซ่ึงแต่ละวิธีก็มีขอ้ดีและขอ้เสียท่ีแตกต่างกนั และ
ถึงแมว้่าวิธี PCR-SBT จะมีความถูกตอ้งและน่าเช่ือถือท่ีสุด แต่วิธีน้ีก็ยงัตอ้งใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคา
แพง ตอ้งอาศยัผูท้ดลองท่ีมีความช านาญ และมีค่าใช้จ่ายท่ีสูง ดงันั้น ในงานวิจยัน้ีจึงเลือกใช้วิธี 
PCR-SSP เพราะเป็นวิธีท่ีท  าได้ง่าย ขั้นตอนการท าไม่ยุ่งยาก ท าให้สามารถตรวจหายีนของ
แอนติเจนของเม็ดเลือดขาว neutrophil ไดอ้ย่างรวดเร็ว อีกทั้งการตรวจโดยวิธีน้ีไม่มีขอ้จ ากดัใน
เร่ืองของจ านวนตวัอย่างท่ีเหมาะสมต่อความคุม้ทุนในการตรวจแต่ละคร้ัง ท าให้สามารถท าการ
ตรวจไดท้นัทีถึงแมว้า่จะมีจ านวนตวัอยา่งเพียงรายเดียวก็ตาม  

คณะผูว้ิจยัไดท้  าการตรวจหา HNA-1 ตามวิธีของ Han TH และคณะโดยใชดี้เอ็นเอท่ีทราบ
ชนิด HNA-1 (Han TH et al. 2006) แมว้า่วิธีดงักล่าวจะสามารถน ามาใชต้รวจหาไดท้ั้ง HNA-1aa 
และ -1ab แต่พบวา่แถบของผลผลิตท่ีเกิดข้ึน (PCR product) ยงัไม่คมชดัเท่าท่ีควร ดงันั้น ผูว้ิจยัจึง
ไดป้รับเปล่ียนภาวะต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการทดลอง เพื่อให้สามารถน าวิธีดงักล่าวมาใชใ้นห้องปฏิบติัการ
อย่างเหมาะสมและให้ผลการตรวจอย่างชดัเจน โดยการปรับเพิ่มความเขม้ขน้ของ MgCl2 จาก 1.5 
เป็น 2.5 mM และเพิ่มความเขม้ขน้ของ Taq polymerase จาก 1.5 เป็น 2.0 unit/reaction และใชค้วาม
เขม้ขน้ของดีเอ็นเอ ประมาณ 200 ng/reaction จึงท าให้เห็นแถบของยีนท่ีปรากฏได้ชัดเจนข้ึน                  
การเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของสารท่ีใชใ้นการท าการทดลองระหวา่งวิธีของ Han TH  และคณะ 
และวิธีท่ีปรับปรุงข้ึนดงัแสดงในตารางท่ี 5.1 นอกจากน้ี คณะผูว้ิจยัยงัไดล้ดเวลาในขั้นตอนของ 
การท าปฏิกิริยา PCR ในช่วงแรกจาก 95 oC นาน 30 นาที ให้เหลือเพียง 5 นาที ท าให้ระยะเวลาท่ีใช้
ในการตรวจหายนี HNA-1 โดยวธีิท่ีปรับปรุงข้ึนมาน้ีรวดเร็วข้ึนกวา่การทดลองตามวิธีของ Han TH 
และคณะ  
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ตารางที ่5.1  เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของสารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา PCR ระหวา่งวธีิของ Han TH
และคณะ (Han TH et al. 2006) และวธีิท่ีปรับปรุงข้ึนมาใหม่ 

ความเข้มข้นสุดท้าย วธีิของ Han TH และคณะ วธีิทีป่รับปรุงขึน้ 
Internal control primer  (M/reaction) 0.1 0.1 
Allele-specific primer   (M/reaction) 0.4 0.4 
MgCl2                           (mM/reaction) 1.5 2.5 
dNTPs                           (mM/reaction) 0.6 0.6 
Taq polymerase             (unit/reaction) 1.5 2.0 

 
  ผลจากการน าวิธี PCR-SSP ท่ีปรับปรุงข้ึนมาใช้ในการตรวจหาแอนติเจน HNA-1 ใน
ตวัอย่างดีเอ็นเอของผูบ้ริจาคเลือดประจ าท่ีมีเช้ือชาติไทยแทท่ี้อาศยัอยู่ทางภาคตะวนัออกของไทย 
(Eastern Thais) จ  านวน 230 ราย ซ่ึงมีเช้ือชาติไทยอยา่งนอ้ย 2 รุ่น และไม่มีความสัมพนัธ์กนัทาง  
เครือญาติ พบวา่ การกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 เป็นแบบ homozygous HNA-1a (HNA-1aa) 
มากท่ีสุด รองลงมาคือ HNA-1ab และ HNA-1bb ตามล าดบั นอกจากน้ี ในงานวิจยัน้ียงัพบการ
กระจายตัวของจีโนทยัป์ HNA-1null ร้อยละ 0.004 ของประชากรท่ีมีเช้ือชาติไทยแท้ด้วย              
เม่ือค านวณหาค่าความถ่ีของอลัลีล (allele frequency) พบความถ่ีของ HNA-1a เท่ากบั 0.722 ซ่ึงมาก
เป็น 2.6 เท่าของ HNA-1b (0.274) ส าหรับแอนติเจน  HNA-1c นั้น พบเพียง 0.009 ส่วนใหญ่จะไม่มี
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-1c (HNA-1c negative) (0.991) เม่ือเปรียบเทียบค่าความถ่ีของ
การกระจายตวัของ HNA-1 ท่ีตรวจพบในกลุ่มตวัอย่างเช้ือชาติไทยแทท่ี้อาศยัอยูใ่นภาคตะวนัออก
ของไทย (Eastern Thais) ซ่ึงเป็นผูบ้ริจาคเลือดประจ าของโรงพยาบาลระยองกบัความถ่ีท่ีพบใน     
ชาวไทย ซ่ึงเป็นผูบ้ริจาคเลือดของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย หรือท่ีเรียกวา่ ชาวไทย
ภาคกลาง (Central Thais) ซ่ึงส่วนใหญ่มีเช้ือชาติผสมระหว่างชาวไทยกบัชาวจีน และชาวไทยกบั     
เช้ือชาติอ่ืน ๆ (Romphruk AV et al. 1999; Kupatawintu P et al. 2010; Changsri K et al. 2014)         
ผลการวิเคราะห์พบวา่การกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ของผูบ้ริจาคเลือดท่ีมีเช้ือชาติไทยแทท่ี้
อาศยัอยู่ในภาคตะวนัออกของไทยมีความแตกต่างกบัความถ่ีท่ีพบในประชากรชาวไทยภาคกลาง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p-value 0.05) เช่นเดียวกบัท่ีพบความแตกต่างในชาวอินเดียท่ีอาศยัอยู่
ในแถบภูมิภาคเอเชีย (Indians) และชาว Caucasian (Turkish, Australian, American, German, และ 
Italian) (Abid S et al. 2001; Flesch BK et al. 2002; Hauck B et al. 2011; Xia W et al. 2011) ซ่ึงพบ
ความถ่ีของแอนติเจน HNA-1b มากกวา่ HNA-1a และพบขอ้มูลท่ีตรงกนัขา้มกบัรายงานวิจยัของ 
Changsri K และคณะ โดยในงานวิจยัน้ีพบว่าการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ของ                     
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ผูบ้ริจาคเลือดท่ีมีเช้ือชาติไทยแท้ท่ีอาศัยอยู่ในภาคตะวนัออกของไทยไม่มีความแตกต่างกับ
ประชากรในทวีปเอเชีย (Chinese Han, Taiwanese, Korean และ Japanese) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p-value 0.05) ส่วนใหญ่พบความถ่ีของ HNA-1a มากกวา่ HNA-1b (รูปท่ี 5.1) (ตารางท่ี 5.2) (Han 
TH et al. 2006; Tsuno H et al. 2011; Xia W et al. 2011) รูปแบบการกระจายตวัของแอนติเจน 
HNA ในประชากรชาวไทยแทท่ี้ไดจ้ากงานวิจยัน้ีสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัของ Kupatawintu P   
และคณะ และงานวิจยั Romphruk AV และคณะ เก่ียวกบัการกระจายตวัของแอนติเจน HLA ของ
ประชากรไทยท่ีมีเช้ือสายต่าง ๆ รวมทั้งชาวไทยท่ีอาศยัอยูใ่นภาคกลาง และภาคตะวนัออกฉียงเหนือ
ท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัประชากรชาวจีนท่ีอาศยัอยูท่างใตข้องประเทศ (Romphruk AV et al. 1999; 
Kupatawintu P et al. 2010) ดงันั้น จึงควรมีการศึกษาหาขอ้มูลเพิ่มเติมเพื่อยืนยนัความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มตวัอย่างชาวไทยท่ีใชใ้นการศึกษาการกระจายตวั HNA จากทั้งสองภูมิภาค และความ
แตกต่างของแอนติเจน HNA ในประชากรชาวไทยแต่ละเช้ือชาติกบัประชากรเช้ือชาติอ่ืน ๆ 
 

 
รูปที่ 5.1 Neighbor-joining tree แสดงความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของแอนติเจน HNA-1a, -1b 

และ -1c ของประชากรเช้ือชาติไทยกบัประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ  
Phylogenetic tree ของผูบ้ริจาคเลือดเช้ือชาติไทยจาก 2 ภูมิภาค ไดแ้ก่ ชาวไทยแทท่ี้อาศยั

อยู่ในภาคตะวนัออก (Eastern Thais) เปรียบเทียบกบัชาวไทยท่ีมีเช้ือชาติผสมท่ีอยู่ในภาคกลาง 
(Central Thais) และประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ โดยการค านวณค่า Nei's genetic distance ผลการ
วเิคราะห์ช้ีใหเ้ห็นวา่การกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรเช้ือชาติไทยแทท่ี้อาศยัอยูใ่น
ภาคตะวนัออกมีความใกลชิ้ดกบัประชากรชาวเอเชียน (Chinese Han, Taiwanese, Korean และ 
Japanese) และมีความแตกต่างจากชาวไทยท่ีมีเช้ือชาติผสมท่ีอาศยัอยู่ในภาคกลาง และชาว 
Caucasians (Indian, Turkish, Australian, Tunisian, American, German และ Italian) อยา่งชดัเจน  
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นอกจากน้ี งานวิจยัน้ียงัตรวจพบ HNA-1c (HNA-1c positive) ในกลุ่มผูบ้ริจาคท่ีมีเช้ือชาติ
ไทยแท ้(เท่ากบั 0.009) ใกลเ้คียงกบัขอ้มูลท่ีตรวจพบในผูบ้ริจาคชาวไทยท่ีมีเช้ือชาติผสม (เท่ากบั 
0.005) ในขณะท่ีในประชากรชาว Caucasians นั้นพบไดป้ระมาณ 0.025 – 0.030 (Bux J. 2001)          
ในงานวิจยัน้ีพบการแสดงออกของ HNA-1c ในกลุ่มตวัอยา่งชาวไทยแทท่ี้มีจีโนทยัป์แบบ HNA-
1aa ซ่ึงตรงกนัขา้มกบัรายงานการศึกษาในประชากรชาวอาเจนติเนียน (Argentinean) ท่ีช้ีให้เห็นวา่
ไม่มีโอกาสตรวจพบ HNA-1c ในกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีจีโนทยัป์ HNA-1aa (de La Vega Elena CD et al. 
2008) อยา่งไรก็ตาม เคยมีรายงานวิจยัท่ีช้ีให้เห็นวา่ การแสดงออกร่วมกนัของแอนติเจน HNA-1a,           
-1b และ -1c นั้นสามารถพบไดใ้นบุคคลท่ีมียีน FcRIIIB ทั้ง 3 อลัลลั (Koene HR et al. 1998; 
Steffensen R et al. 1999)  

การตรวจพบการแสดงออกของแอนติเจนแบบ HNA-1null ในกลุ่มตวัอย่างชาวไทยแท ้
(0.004) ในคร้ังน้ี ช้ีให้เห็นว่ามีผูบ้ริจาคชาวไทยท่ีมีโอกาสท่ีจะถูกกระตุน้ให้ระบบภูมิคุม้กนัของ
ร่างกายสร้าง HNA-1 alloantibodies ได้สูง ดังนั้น จึงควรติดตามน าผูบ้ริจาคเลือดเหล่าน้ีมา
ท าการศึกษาจนถึงระดบัครอบครัวเพื่อหาแนวทางในการป้องกนัการสร้าง HNA-1 alloantibody 
ต่อไป  

ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาการกระจายตวัของแอนติเจน HNA ในประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ 
สามารถน าไปใชใ้นการพยากรณ์โอกาสในการเกิดภาวะของโรคในกลุ่มประชากรท่ีมีความสัมพนัธ์
ใกลชิ้ดกนั ดงันั้น จากรายงานวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่ แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจน  HNA-1 (anti-
HNA-1) เป็นสาเหตุส าคญัท่ีก่อให้เกิดภาวะ auto/alloimmune neutropenia และ TRALI ทั้งใน
ประชากรกลุ่ม Asians และ Caucasian (Lucas G et al. 2000; Bruin M et al. 2005; Curtis BR                 
et al. 2005; Marin L et al. 2005; Han TH et al. 2006; Wang LY et al. 2009) ซ่ึงมีการกระจายตวั
ของแอนติเจน HNA-1a และ -1b ท่ีแตกต่างกนั จากรายงานวิจยัของ Han TH และคณะ และรายงาน
ของ Bux J ช้ีให้เห็นว่า anti-HNA-1a เป็นสาเหตุส าคญัของการเกิดภาวะ alloimmune neonatal 
neutropenia ในกลุ่มคน Caucasian ซ่ึงมีการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1a ต ่ากวา่ HNA-1b แต่
ยงัมีรายงานการตรวจพบนอ้ย ส าหรับภาวะ TRALI นั้นพบวา่มีความสัมพนัธ์กบั HNA-1 นอ้ยมาก 
(Bux J. 2001; Han TH et al. 2006) เช่นเดียวกบัรายงานวิจยัของ Xia W และคณะ ท่ีเคยรายงานวา่ 
ในปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการตรวจพบ anti-HNA-1a ในประชากรชาวจีน (Xia W et al. 2011)
ขอ้มูลดงักล่าวจึงช่วยสนบัสนุนผลการวิจยัในคร้ังน้ีไดว้่าแนวโน้มของการเกิดภาวะ TRALI และ 
neutropenia ในประชากรชาวไทยแทน่้าจะมีสาเหตุจาก anti-HNA-1a เช่นเดียวกบัในชาวจีน และ
ประชากรในกลุ่ม Asians (Chinese Han, Taiwanese, Korean และ Japanese) ซ่ึงมีการกระจายตวั
ของแอนติเจน HNA-1 ใกล้เคียงกนั แต่มีโอกาสตรวจพบไดน้้อย ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากขอ้จ ากดั         
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ในเร่ืองของการวินิจฉยัภาวะของโรคซ่ึงมีความซบัซ้อนและมกัเกิดร่วมกบัสาเหตุอ่ืน ๆ (Fung YL              
et al. 2003; Capsoni F et al. 2005; Silliman CC et al. 2009)   





 
 
 

ตารางที ่5.2 ความถ่ีของแอนติเจน HNA-1a, -1b และ -1c ในประชากรเช้ือชาติไทยแทก้บัประชากรเช้ือชาติต่าง ๆ 

    Eastern Thais Central Thais Chinese Han  Taiwanese  Korean  Japanese  Indian  Turkish  Australian  Tunisian  American  German Italian  

 (n=230) (n=300) (n=493) (n=128) (n=200) (n=523) (n=92) (n=118) (n=200) (n=191) (n=90) (n=260) (n=200) 

HNA-1a 0.722 0.470 0.667 0.680 0.520 0.623 0.300 0.420 0.365 0.311 0.367 0.373 0.282 

HNA-1b 0.274 0.530 0.333 0.309 0.480 0.377 0.700 0.564 0.635 0.668 0.633 0.627 0.718 

HNA-1c 0.009 0.005 0.000 0.000 NT 0.000 0.000 0.030 0.030 0.000 0.000 0.025 NT 

HNA-1null 0.004             

Reference 
 

This study   (Changsri K 
 et al. 2014) 

(Xia W et al. 
2011) 

(Tsuno H  
et al. 2011) 

(Han TH  
et al. 2006) 

(Tsuno H  
et al. 2011) 

(Xia W et al. 
2011) 

(Hauck B 
et al. 2011) 

(Xia W et al. 
2011) 

(Abid S         
et al. 2001) 

(Xia W  
et al. 2011) 

(Flesch BK 
et al. 2002;  
Xia W  
et al. 2011) 

(Xia W               
et al. 2011) 
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บทที ่6 
สรุปผลการวจิัย 

 
         การศึกษาการกระจายตวัของแอนติเจน HNA ไม่เพียงแต่จะมีความส าคญัต่อการคดัเลือก                
ผูบ้ริจาคท่ีเหมาะสมให้แก่ผูป่้วยท่ีมีภาวะ neutropenia allo/autoimmunization, transfusion related 
acute lung injury (TRALI), febrile transfusion reaction และ granulocyte refractoriness แต่ยงัรวม
ไปถึงการมีประโยชน์ในการบริหารจดัการงานบริการโลหิตของหน่วยงาน เช่น ใช้ในการจดัท า
ฐานขอ้มูลของผูบ้ริจาคเพื่อน าไปใชใ้นการคดัเลือกเซลล์ส าหรับใชใ้นการตรวจคดักรองหรือยืนยนั
ภาวะของโรค การพยากรณ์โอกาสการเกิดภาวะของโรคในประชากรของแต่ละประเทศ แต่ละ      
เช้ือชาติ และใชเ้ป็นขอ้มูลในการศึกษาทางดา้นมานุษยวิทยา เป็นตน้ ปัจจุบนั การศึกษาความส าคญั
ของแอนติเจนและแอนติบอดีต่อเม็ดเลือดขาว neutrophil ยงัมีนอ้ย ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากขอ้จ ากดัใน
การตรวจ ทั้งในดา้นความช านาญของบุคลากร งบประมาณท่ีใช ้และตน้ทุนการผลิตและจดัซ้ือชุด
น ้ายาส าเร็จท่ีมีราคาสูง ในประเทศไทยยงัมีรายงานการวิจยัออกมาเพียง 1 ฉบบั โดยใชก้ลุ่มตวัอยา่ง
ของผูบ้ริจาคเลือดของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ซ่ึงอาศยัอยู่ในกรุงเทพมหานคร
และปริมณฑล ซ่ึงเคยถูกรายงานเป็นตวัแทนของประชากรไทยภาคกลาง (Romphruk AV et al. 
1999; Kupatawintu P et al. 2010; Changsri K et al. 2014) ซ่ึงเป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีทั้งประชากรท่ีมี
เช้ือชาติไทยแท ้เช้ือชาติไทย-จีน และเช้ือชาติไทยผสมกบัเช้ือชาติอ่ืน ๆ งานวิจยัน้ีจึงไดป้รับปรุง 
ชุดน ้ ายาส าหรับตรวจหายีน HNA-1 โดยวิธี PCR-SSP เพื่อน าไปใช้ในการตรวจหาชนิดของ
แอนติเจนบน neutrophil ของผูบ้ริจาคเลือดประจ าของโรงพยาบาลระยอง และท าการศึกษาถึงระดบั
เช้ือชาติโดยคดัเลือกผูบ้ริจาคท่ีมีเช้ือชาติไทยอยา่งนอ้ย 2 รุ่น เพื่อจดัท าฐานขอ้มูลของผูบ้ริจาคเลือด 
เพื่อพยากรณ์โอกาสในการเกิดภาวะของโรคต่าง ๆ ท่ีเก่ียวข้องในกลุ่มผูป่้วยของโรงพยาบาล        
รวมไปถึงเพื่อน าไปพฒันาใชใ้นการตรวจหาแอนติเจน HNA ระบบอ่ืน ๆ และเป็นฐานขอ้มูลของ
การศึกษาทางดา้นมานุษยวิทยาของประชากรไทย คณะผูว้ิจยัได้น าผลการทดลองไปค านวณหา
ค่าความถ่ีและเปรียบเทียบความถ่ีท่ีพบในประชากรเช้ือชาติไทยแทก้บัประชากรเช้ือชาติไทยท่ีอาศยั
อยูใ่นภาคกลางของไทยและประชากรเช้ือชาติอ่ืน ๆ เน่ืองจากการกระจายตวัของแอนติเจนในแต่ละ
เช้ือชาตินั้นมีความแตกต่างกนั (Kissel K et al. 2000; Abid S et al. 2001; Yan L et al. 2005; 
Cardone JD et al. 2006; Bux J. 2008; Moritz E et al. 2009; Norcia AM et al. 2009; Changsri K   
et al. 2014) และจะน าไปสู่โอกาสของการเกิดโรคหรือภาวะต่าง ๆ ไดแ้ตกต่างกนั  
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6.1 สรุปผลการวจัิย 
ชุดน ้ ายาส าหรับตรวจหาแอนติเจน HNA-1 โดยวิธี PCR-SSP ท่ีปรับปรุงข้ึนท าให้สามารถ

ตรวจหาแอนติเจน HNA-1 ไดอ้ย่างถูกตอ้ง ชดัเจน และรวดเร็ว สามารถท าการตรวจให้แลว้เสร็จ
ภายในเวลา 3 ชัว่โมงหลงัการสกดัดีเอน็เอ ประมาณการค่าใชจ่้ายในการตรวจหาแอนติเจน 1 ระบบ 
ต่อจ านวนตวัอยา่ง 1 ราย คิดเป็นเงินประมาณ 400 บาท  

จากการทดสอบในตวัอย่างดีเอ็นเอของประชากรไทย ทั้ง 230 ราย พบความถ่ีของการ
กระจายตวัของแอนติเจน HNA-1a มากกวา่สองเท่าของการกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1b ซ่ึงมี
ความคลา้ยคลึงกบัการกระจายตวัท่ีพบในประชากรชาวเอเชียอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p-value 
0.05) แต่มีความแตกต่างจากการกระจายตวัท่ีพบในประชากรชาวไทยภาคกลางและประชากรใน
กลุ่ม Caucasian ซ่ึงพบความถ่ีของแอนติเจน HNA-1b มากกวา่ HNA-1a อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ                
(p-value 0.05) ดงันั้น แนวโนม้ของการเกิดภาวะ neutropenia และ TRALI ในประชากรเช้ือชาติ
ไทยแทท่ี้เกิดจากแอนติบอดีต่อ HNA-1 จึงน่าจะมีความคลา้ยคลึงกบัท่ีพบในประชากรจีนเช้ือสาย
ฮัน่ และชาวเอเชีย (Bux J. 2001; Han TH et al. 2006; Xia W et al. 2011) แมว้า่จะมีรายงานการ
ตรวจพบน้อย ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากความซับซ้อนของโรคและขอ้จ ากดัในการวินิจฉัยโรค แต่ภาวะ
เหล่านั้ นอาจมีความรุนแรงจนถึงขั้ นท าให้ผู ้ป่วยเสียชีวิตอย่างเฉียบพลันภายหลังการรับ
ส่วนประกอบของเลือดท่ีมีแอนติบอดี HNA ปนอยู ่ดงันั้น จึงควรมีการติดตามและประเมินผลการ
ตรวจหาแอนติบอดีดงักล่าวในส่วนประกอบของเลือดของผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยก่อนท่ีจะน าไป
ให้แก่ผูป่้วย รวมถึงการคดัเลือกส่วนประกอบของเลือดท่ีมีแอนติเจน neutrophil ท่ีเขา้กนัไดใ้ห้แก่
ผูป่้วยท่ีมีความเส่ียงมีความจ าเป็นท่ีใชส่้วนประกอบของเลือดท่ีเหมาะสมเพื่อป้องกนัการเกิดภาวะ
ไม่พึงประสงคภ์ายหลงัการรับเลือดต่อไป     
 
6.2  ข้อเสนอแนะ 

6.2.1 การน าผลทีไ่ด้จากการวจัิยไปใช้   
1) การน าวิธี PCR-SSP ท่ีปรับปรุงข้ึนไปใช้  ในงานวิจยัน้ีพบว่า วิธีท่ีปรับปรุงข้ึนให้ผล

การตรวจหาแอนติเจน HNA ระบบท่ี 1 (HNA-1)ไดอ้ยา่งชดัเจน ถูกตอ้ง และรวดเร็ว ดงันั้น จึงมี
ประโยชน์อยา่งยิง่ส าหรับการน าไปปรับปรุงเพื่อใหส้ามารถใชส้ าหรับตรวจหาแอนติเจนในระบบท่ี 
2 ถึง 5 ท่ียงัไม่เคยมีรายงานการศึกษาในประชากรชาวไทยแท ้รวมถึงน าไปใชใ้นการปฏิบติังานของ
ห้องปฏิบัติการธนาคารเลือดแห่งอ่ืน ๆ เพื่อจัดท าฐานข้อมูลผูบ้ริจาคและคัดเลือกผูบ้ริจาคท่ี
เหมาะสมให้แก่ผูป่้วยในเวลาเร่งด่วน เพราะใชเ้วลาทั้งหมดในกระบวนการตรวจไม่เกิน  4 ชัว่โมง 
อีกทั้งยงัประหยดัค่าใชจ่้ายในการน าเขา้ชุดน ้ายาส าเร็จรูปจากต่างประเทศ และสามารถท าการตรวจ
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ไดท้นัทีแมจ้ะมีจ านวนตวัอย่างท่ีตอ้งการตรวจเพียงรายเดียวโดยไม่ตอ้งเสียค่าใช้จ่ายในการตรวจ
ตวัอยา่งควบคุมควบคู่กระบวนท างาน อย่างไรก็ตาม ห้องปฏิบติัการอ่ืน ๆ ท่ีตอ้งการน าวิธีน้ีไปใช้
ควรตรวจสอบความถูกตอ้งของผลการตรวจอีกคร้ังเม่ือมีการใช้เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมีท่ี
แตกต่างจากท่ีใชใ้นการวจิยัน้ี 

2) การจดัท าฐานข้อมูลของผูบ้ริจาคและการจดัท าฐานข้อมูลทางมานุษยวิทยา จากผล
การศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ การกระจายตวัของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรเช้ือชาติไทยแทท่ี้อาศยั
อยูใ่นภาคตะวนัออกของไทยมีความแตกต่างจากผลการศึกษาในกลุ่มผูบ้ริจาคเลือดชาวไทยท่ีอาศยั
อยูใ่นภาคกลางและชาว Caucasian อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงขดัแยง้กบัรายงานการศึกษารูปแบบ
การกระจายตวัของแอนติเจนในระบบ human leukocyte antigen (HLA) และ human platelet 
antigen (HPA) ของประชากรไทยท่ีมีเช้ือชาติต่าง ๆ ในแต่ละภูมิภาคท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้น จึงควรมีการศึกษาหาขอ้มูลของแอนติเจน HNA ในระบบท่ีเหลือ ไดแ้ก่ 
ระบบท่ี 2 ถึง 5 ในประชากรเช้ือชาติไทยแทเ้พิ่มเติมเพื่อยนืยนัความแตกต่างของการกระจายตวัของ
แอนติเจน HNA ระหว่างกลุ่มตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาจากทั้งสองภูมิภาค รวมถึงการศึกษาการ
กระจายตวัของแอนติเจน HNA ในประชากรชาวไทยท่ีมีเช้ือชาติอ่ืน ๆ ร่วมดว้ย เพื่อเป็นประโยชน์
ต่อการน าไปใช้ในการศึกษาทางด้านมานุษยวิทยา  และการจดัท าฐานข้อมูลของผูบ้ริจาคของ
โรงพยาบาลเพื่อคดัเลือกผูบ้ริจาคท่ีเหมาะสมใหก้บัผูป่้วย และคดัเลือกเซลล์มาใชใ้นการทดสอบหา
แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อไป 

 
6.2.2 ข้อเสนอแนะส าหรับการวจัิยต่อไป   

1) การน าวิธี PCR-SSP ท่ีปรับปรุงข้ึนน้ีไปใช้ในการตรวจหาแอนติเจน HNA-2 ถึง 
HNA-5 โดยอาศยัความแตกต่างของขนาดของแถบดีเอ็นเอในแต่ละระบบดว้ยการออกแบบไพร
เมอร์ท่ีจ  าเพาะให้มีความยาวแตกต่างกนั ดงันั้นผูว้ิจยัจะสามารถน าวิธีท่ีปรับปรุงข้ึนน้ีไปพฒันาชุด
น ้ายาข้ึนมาใหม่ในรูปแบบของเทคนิค multiplex-PCR เพื่อใหส้ามารถตรวจหาแอนติเจนในระบบท่ี
เหลืออยูไ่ดพ้ร้อม ๆ กนั ภายในเวลาและกระบวนการเดียวกนั  

2) การท านายอุบติัการณ์และการเฝ้าระวงัการเกิดภาวะของโรคในประชากรเช้ือชาติ
ไทย จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่ากลุ่มผูบ้ริจาคเลือดเช้ือชาติไทยแทมี้การกระจายของแอนติเจน 
HNA-1 คลา้ยคลึงกบัท่ีพบในชาวจีนเช้ือสายฮัน่ และชาวเอเชีย ดงันั้น จึงมีโอกาสเส่ียงต่อการเกิด
ภาวะ neutropenia และ TRALI จากแอนติบอดีต่อ HNA-1a เช่นเดียวกบัประชากรในกลุ่มดงักล่าว 
แต่เน่ืองจากยงัไม่มีรายงานยนืยนัสาเหตุของการก่อใหเ้กิดภาวะดงักล่าวอนัเน่ืองมาจากแอนติบอดีท่ี
จ  าเพาะต่อ HNA-1a ในประชากรไทย ดงันั้น เพื่อประโยชน์ของการตรวจวินิจฉยั และการพฒันา
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กระบวนการตรวจคดักรองเลือดผูบ้ริจาคในประเทศไทย จึงควรมีการศึกษาอุบติัการณ์และสาเหตุ
ของการเกิดภาวะดงักล่าว รวมถึงพฒันาวิธีการตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีต่อ HNA ระบบ
อ่ืน ๆ ท่ีอาจเป็นสาเหตุของการเกิดโรคเช่นเดียวกบัท่ีเคยมีรายงานในประชากรชาวจีนเช้ือสายฮัน่ 
และชาวเอเชียร่วมดว้ย 
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ภาคผนวก ก. 
วสัดุอปุกรณ์และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจิัย 

 
1. วสัดุทีใ่ช้ในงานวจัิย 

1.1 Disposable pipette tips 10 µl    (Cat no.2GB-200200, Bioline, Finland) 
1.2 Disposable pipette tips 0.2 µl   (Cat no.2GB-200200, Bioline, Finland) 
1.3 Glove    (Cat no. FE 0788, Dr.Boo Co., Thailand) 
1.4 Microcentrifuge tube, 1.5 ml   (Cat no.801500, Bioline, Finland) 
1.5 PCR tube, 0.2 ml           (Cat no.60082, Bioline, Finland) 
1.6 PCR plate, 96 wells  (Cat no.749C7-7362, Labcon Petaluma, CA, 

USA) 
1.7 Pipette tips 200 µl                    (Cat no.2GB-200200, Bioline, Finland) 
1.8 Pasture pipette 

 
2. เคร่ืองมือทีใ่ช้ 

2.1 Autoclave                             (SX-700, Tomy, Meditop Co., Ltd.) 
2.2 Autopipette     
2.3 Centrifuge    (Table-top centrifuge, Kokusan, Japan) 
2.4 Electrophoresis system        (Mupid-exu, Advance, Japan) 
2.5 Freezer -20 oC  (SF-C1497 (GYN), SANYO, บริษทั ซนัโยคอม

เมอร์เซียโซลูชัน่ไทยแลนด ์จ ำกดั ประเทศไทย) 
2.6 Gel document                       (UV Transluminator, vilber lourmat, France) 
2.7 Microcentrifuge   (Hsiangtai, Lio Lab, Thailand) 
2.8 Mixer, Vortex  (Genie 2, Vortex, พ.ีอินเตอร์เทรด อิควปิเมน้ท์

จ  ำกดั, ประเทศไทย) 
2.9 Microwave                            (M1711N, Samsung บริษทั ไทยซมัซุง   

  อิเล็กทรอนิกส์ จ  ำกดั, ประเทศไทย) 
2.10 Refrigerator 4 oC                              (SBC-2DB, SANYO, บริษทั ซนัโยคอมเมอร์

เซียลโซลูชัน่ไทยแลนด ์จ ำกดั ประเทศไทย) 
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2.11 Thermal cycle                      (Mastervapo.protect, Eppendorf, Germany)
  

  3. น า้ยาและสารเคมี 
3.1 Agarose gel   (Cat no. 0000093376, Vivantis, Malaysia) 
3.2 Ammonium sulfate 
3.3 Boric acid   (CAS # 203667, Merck, Germany) 
3.4 Citric acid 
3.5 Dextrose (monohydrate) 
3.6 dNTPs   (Lot no.4068, Vivantis, Malaysia)  
3.7 EDTA   (Lot no.8P001784, Applichem, Germany) 
3.8 Ethidium bromide            (Cat no.1376B017, Vivantis, Malaysia) 
3.9 Guanidine Thiocyanate   (CAS # 593840, Bio Basic inc., Canada) 
3.10 HCl 
3.11 MgCl2   (Lot no.2038, Vivantis, Malaysia) 
3.12 MgCl2.6H2O 
3.13 Primer   (Bio Basic inc., Canada) 
3.14 Sodium Chloride   (Cat no. 1208303, Univar, ajaxfinechem Pty Ltd.,  

 Australia) 
3.15 Sodium-N-Lauroyl Sarcosinate 
3.16 Steriled distill water 
3.17 Sucrose   (CAS# 57501, Bio Basic inc., Canada) 
3.18 Taq polymerase   (Lot no.2122-02, Vivantis, Malaysia) 
3.19 Tris base   (Cat no.9680T, Research organics, USA) 
3.20 Tri-sodium (dehydrate) citrate  
3.21 Triton X-100   (Lot no. 430308/1 24601, Fluka Chemika,  

  Switzerland) 
3.22 Tween-20 
3.23 1X loading dye   (Lot no.326281/11193, Fluka Chemika, Germany) 
3.24 2-Mercaptoethanol   (CAS # 80242, Applichem, Germany) 
3.25 70%alcohol                 (Cat no. 700472, ศิริบญัชำ, Thailand) 



ภาคผนวก ข. 
การเตรียมสารเคม ี

 
1. การเตรียมบัฟเฟอร์และสารละลาย 

1.1 การเตรียม 5 M NaCl (500 มล.) 
 

ชัง่           NaCl    146.1   กรัม 
 

- ละลำย NaCl ดว้ยน ้ำกลัน่ ปริมำตร 400  มล.  
- ปรับปริมำตรสำรละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น 500  มล.  
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้ำนอยำ่งนอ้ย 1 ปี 
 

1.2 การเตรียม 1M MgCl2.6H2O  (1,000 มล.) 
 
ชัง่      MgCl2.6H2O 203.3  กรัม 
 

- ละลำย MgCl2.6H2O ดว้ยน ้ำกลัน่ ปริมำตร 500 มล. 
- ปรับปริมำตรสำรละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น 1,000  มล.  
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้ำนอยำ่งนอ้ย 1 ปี 

 
1.3 การเตรียม 0.5M EDTA pH 8.0    (500 มล.) 
 

ชัง่         EDTA  93.06  กรัม 
 
- ละลำย  EDTA ในน ้ำกลัน่ ปริมำตร 400 มล. 
- คนใหเ้ขำ้กนัดว้ยเคร่ือง magnetic stirrer 
- ปรับ pH ของสำรละลำยใหเ้ป็น 8.0 ดว้ยสำร NaOH 
- ปรับปริมำตรสำรละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น 500  มล.  
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้ำนอยำ่งนอ้ย 1 ปี 
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1.4 การเตรียม 1M  Tris-HCl  pH 7.5   (500 มล.) 
 

ชัง่       Tris base           30.25     กรัม 
 

- ละลำย Tris baseในน ้ำกลัน่ ปริมำตร 400 มล.  
- ปรับ pH ของสำรละลำยใหเ้ป็น 7.5 ดว้ยสำร HCl 
- วำงทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เม่ือสำรละลำยเยน็ลงแลว้จึงปรับ pH อีกคร้ัง 
- ปรับปริมำตรสำรละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น 500  มล.  
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้ำนอยำ่งนอ้ย 1 ปี 

 
2. การเตรียมสารละลายทีใ่ช้ในการสกดัดีเอน็เอ 

2.1  การเตรียม 5x Red cell lysis buffer   (5x RCLB) 
 
ชัง่  Sucrose 547 กรัม 
ตวง Triton X-100 50 มล. 
ตวง 1M MgCl2.6H2O 25 มล. 
ตวง 1M Tris-HCl pH 7.5 60 มล. 

 
- ละลำย sucrose ในน ้ำกลัน่ ปริมำตร 500 มล. 
- ใส่ส่วนประกอบท่ีเหลือ (TritonX-100, MgCl2.6H2O และ Tris-HCl) ลงไปสำรละลำย 

sucrose 
- ปรับปริมำตรสำรละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น 1000  มล.  
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC 

* Working solution (1x RCLB) เตรียมไดจ้ำกกำรละลำย 5X RCBL ปริมำตร 100 มล. กบั น ้ำกลัน่
ปริมำตร 400 มล. 
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2.2  การเตรียม Nuclear membrane lysis buffer (NMLB) (800 มล.) 
 

ชัง่ Guanidine Thiocyanate     378.1 กรัม 
 ตวง 1M Tris-HCl, pH 7.6 9.6 มล. 
 ตวง 0.5M EDTA, pH 8.0 19.2  มล. 
 ตวง 5M NaCl 60 มล. 
 ตวง 2-Mercaptoethanol 5.6 มล. 
 ชัง่ Sodium-N-Lauroyl Sarcosinate    4 กรัม 

  
- ละลำยสำรทั้งหมดในน ้ำกลัน่ ปริมำตร 800 มล. 
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 oC 

 
2.3 การเตรียม 1x TE-buffer    (200 มล.) 

 
ตวง  1M Tris-HCl pH 7.5  0.5  มล. 

 ตวง 0.5M EDTA 100 ไมโครลิตร 
 

- ผสมสำรละลำยทั้งสองกบัน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้ริมำตร 200 มล. 
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
 

3. การเตรียม  PCR Amplification solutions 
3.1 การเตรียม 10X PCR buffer   

 
 ชัง่ Tris base 40.568 กรัม 
 ชัง่ Ammonium sulfate 10.96 กรัม  
 ตวง Tween-20 5 มล. 
 

- ละลำย Tris base ในน ้ำกลัน่ ปริมำตร 400 มล. 
- ปรับ pH ของสำรละลำยใหเ้ป็น 8.8 ดว้ยสำร HCl 
- เติมสำร Ammonium sulfate ลงในสำรละลำย 
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- น ำสำรละลำยไปกรองดว้ยตวักรองขนำด 0.22 M  
- เติม Tween-20 ลงในสำรละลำยและปรับปริมำตรสำรละลำยดว้ยน ้ำกลัน่ใหเ้ป็น             

500 มล. 
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -40 oC 

  
4. การเตรียม   Electrophoretic analysis solutions 

4.1 การเตรียม 10x TBE buffer  (stock solution)   (1000 มล.) 
 
 ชัง่  Tris base 108 กรัม 
 ชัง่ Boric acid 55 กรัม 
 ตวง 0.5M EDTA pH 8.0 40  มล. 

 
- ละลำย Tris base และ Boric acid ในน ้ำกลัน่ ปริมำตร 700 มล. 
- เติม EDTA ลงไปในสำรละลำยและปรับใหไ้ดป้ริมำตร 1000 มล. ดว้ยน ้ำกลัน่ 
- น ำสำรละลำยไปน่ึงฆ่ำเช้ือ และเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

 
* Working solution (0.5 X TBE) เตรียมไดจ้ำกกำรละลำย 10X TBE ปริมำตร 50 มล. กบั น ้ำกลัน่

ปริมำตร 950  มล. 
 

4.2 การเตรียม   50mg% Ethidium bromide solutions     (20 มล.) 
. 

 ชัง่  ethidium bromide 10 กรัม 
 ตวง PBS, pH 7.4 18 มล. 

 
- ละลำย ethidium bromide และ PBS ดว้ยน ้ำกลัน่ปริมำตร 2 มล. 
- คนดว้ย magnetic stirrer จนกระทัง่แน่ใจวำ่ละลำยหมดแลว้ 
- เก็บในขวดสีชำหรือใช ้aluminum foil พนัรอบขวดและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 oC 
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