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การเปลี่ยนแปลงของสัดส่วน hemoglobin (Hb) E และ Hb F จากการมียีน
alpha-thalassemia ร่วม ในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบ
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บทคัดย่อ

บทน�ำ ผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดและสัดส่วนของ hemoglobin (Hb) สามารถถูกรบกวนได้จาก alpha-thalassemia allele ซึ่งพบ

ร่วมกันได้บ่อยในประชากร  วัตถุประสงค ์เพื่อศึกษาชนิดและสัดส่วนของ Hb ที่เปลี่ยนแปลงจากการมี alpha-thalassemia allele 

ร่วมด้วยในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบชนิดต่าง ๆ  วัสดุและวิธีกำร รวบรวมตัวอย่างเลือดจากคู่สามีภรรยาที่เข้ารับ

การตรวจวินิจฉัยและก�าหนดคู่เสี่ยงธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง ณ หน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร ระหว่างช่วง

เดือนกุมภาพันธ์ 2557 ถึงมกราคม 2560 ตัวอย่างทั้งหมดผ่านการตรวจชนิดและสัดส่วนของ Hb ด้วยวิธี high-performance liquid 

chromatography ได้ตัวอย่างในกลุ่ม compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia จ�านวน 116 ราย homozygous Hb 

E จ�านวน 403 ราย และ heterozygous Hb E จ�านวน 332 ราย ท�าการตรวจวิเคราะห์ alpha0-thalassemia (Southeast Asian 

และ Thai deletion) และ alpha+-thalassemia (-3.7 kb และ -4.2 kb deletion) ด้วยวิธี gap-polymerase chain reaction 

(PCR) ร่วมกับเทคนิค Real-Time PCR ท�าการเปรียบเทียบสัดส่วนของ Hb E และ Hb F ในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วน 

ประกอบชนิดต่าง ๆ ซึ่งมีและไม่มียีน alpha-thalassemia ร่วม  ผลกำรศึกษำ พบว่าในกลุ่ม compound heterozygous Hb E/

beta-thalassemia มีสัดส่วน Hb E เพิ่มขึ้นในขณะที่สัดส่วน Hb F ลดลงอย่างชัดเจนแปรตามจ�านวน alpha-globin ยีนที่ลดลงจาก 

alpha-thalassemia ส�าหรับสัดส่วนของ Hb E และ Hb F ในธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบชนิดอื่น ๆ มีการเปลี่ยนแปลง

อย่างมีนัยส�าคัญเช่นกันเมื่อมี alpha-thalassemia ร่วมด้วย  สรุป จากการศึกษาแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่า alpha-thalassemia 

เป็นปัจจัยส�าคัญในการเปลี่ยนแปลงลักษณะ phenotype ของกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบชนิดต่าง ๆ  การเปลี่ยนแปลง

สัดส่วนของ Hb ดังกล่าว อาจท�าให้การวินิจฉัยชนิดของธาลัสซีเมียผิดพลาด หากไม่ได้ท�าการตรวจวิเคราะห์ genotype โดยเฉพาะ

ในงานก�าหนดคู่เสี่ยงของ beta-thalassemia

ค�ำส�ำคัญ : l การตรวจวิเคราะห์ฮีโมโกลบิน  l แอลฟาธาลัสซีเมีย  l ฮีโมโกลบินอี

วำรสำรโลหิตวิทยำและเวชศำสตร์บริกำรโลหิต. 2562;29:339-45.
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an alpha-thalassemia co-inheritance in Hb E related disorders
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Abstract:

Background: Phenotypes of specific hemoglobin (Hb) could be altered by a co-inheritance of alpha thalassemia which 

commonly found in the population.  Objective: The study aimed to demonstrate phenotypic alteration of each Hb 

fraction from an alpha thalassemia co-inheritance in Hb E related disorders.  Method: The study was conducted 

using blood specimens and records of Hb analysis determined by high-performance liquid chromatography from 

a thalassemia prenatal control program at the Thalassemia Research Unit, Naresuan University Hospital between 

February 2014 and January 2017.  Hb E related disorders were identified comprising 116 Hb E/beta thalassemia 

compound heterozygotes, 403 Hb E homozygotes and 332 Hb E heterozygotes.  DNA method to detect alpha0-

thalassemia (Southeast Asian and Thai deletion) and alpha+-thalassemia (-3.7 kb and -4.2 kb deletions) alleles 

were determined in all samples using gap-polymerase chain reaction (PCR) and real-time PCR.  Fractions of Hb 

E and F were compared between specific Hb E related disorders with different copy numbers of alpha globin 

genes.  Result: In Hb E/beta thalassemia compound heterozygote, fractions of Hb E substantially increased cor-

related with lesser copy numbers of alpha-globin genes, while fractions of Hb F changed in the opposite direction. 

Fractions of Hb E and Hb F in other Hb E related disorders were significantly affected by an alpha-thalassemia 

co-inheritance.  Conclusion: Our study demonstrated a pattern of phenotypic alteration of Hb fractions in 

specific Hb E related disorders with different copy numbers of alpha globin genes.  The misdiagnosis problem could 

have occurred in prenatal control for beta-thalassemia, which relies on phenotypic diagnosis using Hb analysis.
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บทน�า

Hemoglobin (Hb) E เป็นความผิดปกติทางพันธุกรรมของ Hb 

ที่พบได้บ่อยในกลุ่มประชากรเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ในประเทศไทย

พบความชุกประมาณร้อยละ 20-301 กลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E 

เป็นส่วนประกอบสามารถพบได้หลากหลายชนิดโดยชนิดที่มีความ

ส�าคัญและพบได้บ่อยในการตรวจวินิจฉัยเพื่อควบคุมโรคธาลัสซี

เมีย ได้แก่ heterozygous Hb E, homozygous Hb E และ 

compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia เนื่องจาก

ปัจจุบันกระบวนการควบคุม beta-thalassemia ในประชากรยัง

จ�าเป็นต้องใช้การตรวจชนิดและสัดส่วนของ Hb เป็นการตรวจขั้น

พื้นฐานก่อนการตรวจวินิจฉัยทางอณูชีววิทยา ดังนั้นปัจจัยต่าง ๆ  

ที่มีผลกระทบกับชนิดและสัดส่วนของ Hb ล้วนมีความส�าคัญกับ

การตรวจวินิจฉัย ในบางภาวะได้แก่การมี nucleotide ของยีน 

gamma-globin บริเวณ -158 (Xmn I restriction site) ที่แตก

ต่างกัน (single nucleotide polymorphism; SNP) อาจท�าให้ 

homozygous Hb E มีสัดส่วนของ Hb F สูงขึ้นอยู่ระหว่างร้อย

ละ 8.3-24.62 ซึ่งอาจท�าให้วินิจฉัยผิดเป็น compound hetero-

zygous Hb E/beta-thalassemia และในทางกลับกัน com-

pound heterozygous Hb E/beta-thalassemia อาจมีสัดส่วน

ของ Hb F แตกต่างกันตั้งแต่ร้อยละ 10-80 จากปัจจัยต่าง ๆ  ที่มี

ผลกับการสร้าง gamma-globin chain3 และอาจวินิจฉัยผิดเป็น 

homozygous Hb E เช่นกัน ในบรรดาปัจจัยที่มีผลให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงสัดส่วนของ Hb การมียีน alpha-thalassemia ร่วม

ถือเป็นหนึ่งในปัจจัยส�าคัญดังกล่าว จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า

ผลการตรวจวิเคราะห์ชนิดและสัดส่วนของ Hb เพื่อวินิจฉัยธาลัส

ซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบชนิดต่าง ๆ  สามารถถูกรบกวน

ได้จากการมี alpha-thalassemia allele ร่วมด้วย ซึ่งพบร่วมกัน

ได้บ่อยในประชากร ท�าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของระดับ Hb โดย

เฉพาะ Hb E และ Hb F ซึ่งใช้เป็น Hb หลักในการวินิจฉัยชนิด

ของ beta-thalassemia โดยมีรายงานการศึกษาก่อนหน้าพบว่า

สัดส่วนของ Hb F ใน compound heterozygous Hb E/beta+-

thalassemia ที่มีการขาดหายไปของยีน alpha-globin จ�านวน 2, 

1 และ 0 ต�าแหน่งจะมีระดับ Hb F เฉลี่ยร้อยละ 6.4, 12.3 และ 

15.6 ตามล�าดับ และใน compound heterozygous Hb E/beta0-

thalassemia ที่มีการขาดหายไปของยีน alpha-globin จ�านวน 2, 

1 และ 0 ต�าแหน่ง จะมีระดับ Hb F เฉลี่ยร้อยละ 9.9, 27.9 และ 

34.8 ตามล�าดับ1  การศึกษาสัดส่วนของ Hb F ใน homozygous 

Hb E ที่มีการขาดหายไปของยีน alpha-globin จ�านวน 2, 1 และ 

0 ต�าแหน่ง จะมีระดับ Hb F เฉลี่ยร้อยละ 1.7, 2.7 และ 4.2 ตาม

ล�าดับ4 ส�าหรับสัดส่วนของ Hb E ใน heterozygous Hb E จะ

ขึ้นอยู่กับจ�านวนของยีน alpha-globin ที่ขาดหายไปเช่นกัน ซึ่ง 

heterozygous Hb E ที่มีการขาดหายไปของยีน alpha-globin 

จ�านวน 3, 2, 1 และ 0  ต�าแหน่ง จะมรีะดบั Hb E เฉลีย่ร้อยละ 

11.9, 16.6, 23.7 และ 25.6 ตามล�าดับ1  อย่างไรก็ดีเนื่องจาก

ความจ�ากัดของจ�านวนตัวอย่างที่น�ามาตรวจวัด รวมทั้งจ�านวนและ

ชนิดของ alpha thalassemia ที่พบร่วม ท�าให้หลายการศึกษา

ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติของสัดส่วนที่พบใน

บางชนิดของ Hb แม้จะเห็นความแตกต่างของ phenotype แล้ว

ก็ตาม นอกจากนี้ยังมีความหลากหลายของวิธีที่ใช้ตรวจวัดสัดส่วน

ของ Hb ในแต่ละการศึกษา งานวิจัยชิ้นนี้จึงจัดท�าขึ้นเพื่อศึกษา

ความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงสัดส่วนของ Hb E และ Hb F 

ในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบได้แก่ compound 

heterozygous Hb E/beta-thalassemia, homozygous Hb E 

และ heterozygous Hb E ที่มียีน alpha-thalassemia ร่วมจาก

การตรวจวัดด้วย high-performance liquid chromatography 

(HPLC) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจวัดสัดส่วนของ Hb ที่มีมานานและยัง

ได้รับความนิยมในประเทศไทย

วัสดุและวิธีการ

รวบรวมตัวอย่างเลือดที่ส่งตรวจชนิดและสัดส่วนของ Hb ด้วย

วิธี HPLC โดยแยกส่งตรวจแบบเดี่ยว และตัวอย่างเลือดจากคู่

สามีภรรยาที่เข้ารับการตรวจวินิจฉัยและก�าหนดคู่เสี่ยงธาลัสซีเมีย

ชนิดรุนแรง ซึ่งผ่านการตรวจชนิดและสัดส่วนของ Hb ด้วยวิธี 

HPLC ณ หน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย ศูนย์วิจัยโลหิตวิทยาโรงพยาบาล

มหาวิทยาลัยนเรศวร ระหว่างช่วงเดือนกุมภาพันธ์ 2557 ถึงมกราคม 

2560 ท�าการคัดเลือกเฉพาะกลุ่มตัวอย่างที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบ

ได้แก่ compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia, 

homozygous Hb E และ heterozygous Hb E 

วิธีด�าเนินงาน

1. น�าตัวอย่างเลือดในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบ

ได้แก่ compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia, 

homozygous Hb E และ heterozygous Hb E มาสกัด DNA 

ด้วยวิธี chelex-1005

2. ท�าการตรวจวิเคราะห์ alpha0-thalassemia (Southeast 

Asian และ Thai deletion) และ alpha+-thalassemia (-3.7 

kb และ -4.2 kb deletion) ด้วยวิธี gap-polymerase chain 

reaction (PCR) ร่วมกับเทคนิค real-time PCR6 ในตัวอย่าง

ทั้งหมด ส�าหรับในส่วนของ heterozygous Hb E งานวิจัยชิ้น

นี้ไม่ได้ท�าการตรวจหา alpha+-thalassemia เนื่องจากปริมาณ 

DNA ไม่เพียงพอในหลายตัวอย่าง
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3. เปรียบเทียบค่ามัธยฐานของสัดส่วน Hb E และ Hb F 

ในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบชนิดต่าง ๆ ที่มี

จ�านวน locus ของ alpha globin gene ต่างกันโดยใช้การทดสอบ 

Kruskal-Wallis กรณีเปรียบเทียบระหว่าง 3 กลุ่มข้อมูล และใช้

การทดสอบ Mann-Whitney U กรณีเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่ม

ข้อมูล

ผลการศึกษา

จากตัวอย่างเลือดที่ส่งตรวจชนิดและสัดส่วนของ Hb ด้วยวิธี 

HPLC โดยแยกส่งตรวจแบบเดี่ยวจ�านวน 1,694 ราย พบ com-

pound heterozygous Hb E/beta-thalassemia จ�านวน 116 

ราย ส�าหรับตัวอย่างเลือดของคู่สามีภรรยาที่เข้ารับการตรวจวินิจฉัย

และก�าหนดคู่เสี่ยงธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงจ�านวนทั้งหมด 6,023 คู่ 

พบ homozygous Hb E จ�านวน 403 ราย และ heterozy-

gous Hb E จ�านวน 4,045 ราย น�าตัวอย่างเลือดของ compound 

heterozygous Hb E/beta-thalassemia และ homozygous 

Hb E ทั้งหมดที่ตรวจพบมาท�าการตรวจเพิ่มเติม โดยส่วนของ 

heterozygous Hb E เนื่องจากมีตัวอย่างจ�านวนมากจึงท�าการ

คัดเลือกมาเพียงบางส่วน จ�านวน 332 ราย ท�าการเปรียบเทียบ

สัดส่วน Hb E และ Hb F ในกลุ่มธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็น

ส่วนประกอบ ที่มีและไม่มี alpha-thalassemia allele ร่วมด้วย

ข้อมูลแสดงดัง Table 1 ในกลุ่ม compound heterozygous 

Hb E/beta-thalassemia ที่มี alpha0-thalassemia, alpha+-

thalassemia และไม่มี alpha-thalassemia allele ร่วมด้วย 

มีค่ามัธยฐานและพิสัยของสัดส่วน Hb E เท่ากับร้อยละ 78.7 

(73.8-85.9), 56.1 (45.5-80.4) และ 50.1 (24.6-97.3) ตามล�าดับ 

(p < 0.05) สัดส่วนของ Hb F เท่ากับร้อยละ 3.8 (2.0-13.8), 21.5 

(2.7-50.7) และ 33.9 (7.8-62.5) ตามล�าดับ (p < 0.05) (Figure 

1) ส�าหรับกลุ่ม homozygous Hb E ที่มี alpha0-thalassemia, 

alpha+-thalassemia และไม่มี alpha-thalassemia allele ร่วม

ด้วย มีค่ามัธยฐานและพิสัยของสัดส่วน Hb E เท่ากับร้อยละ 80.2 

(67.0-87.1), 78.5 (64.0-86.3) และ 78.6 (59.7-90.0) ตามล�าดับ 

(p = 0.76) สัดส่วนของ Hb F เท่ากับร้อยละ 3.2 (0.8-7.5), 2.5 

(0.9-12.9) และ 3.3 (0.9-14.5) ตามล�าดับ (p = 0.001) ทั้งนี้หาก

ท�าการเปรียบเทียบสัดส่วนของ Hb F ในกลุ่ม homozygous Hb 

E เฉพาะระหว่างกลุ่มที่มี alpha0-thalassemia และไม่มี alpha-

thalassemia allele ร่วมด้วย ไม่พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัย

ส�าคัญทางสถิติ (p = 0.29) ส�าหรับกลุ่มประชากร heterozygous 

Hb E ที่มี alpha0-thalassemia และไม่มี alpha-thalassemia 

allele ร่วมด้วย มีค่ามัธยฐานและพิสัยของสัดส่วน Hb E เท่ากับ

ร้อยละ 18.1 (11.4-29.1) และ 26.9 (19.3-31.4) ตามล�าดับ 

(p < 0.05) สัดส่วนของ Hb F เท่ากับร้อยละ 1.0 (0.4-8.0) และ 

0.7 (0.3-3.8) ตามล�าดับ (p < 0.05)

วิจารณ์

การศึกษาสัดส่วนของ Hb E และ Hb F จากการตรวจวิเคราะห์

ด้วย HPLC ที่เปลี่ยนแปลงจากการมียีน alpha-thalassemia ร่วม

ในกลุ่มตัวอย่างธาลัสซีเมียที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบแสดงให้

เห็นอย่างชัดเจนว่า alpha-thalassemia เป็นปัจจัยส�าคัญในการ

เปลี่ยนแปลงลักษณะ phenotype ของ Hb E related disorder 

ชนิดต่าง ๆ  จากผลการศึกษาในกลุ่ม compound heterozygous 

Hb E/beta-thalassemia ที่มี alpha-thalassemia allele ร่วม

Table 1 Comparison of Hb E and Hb F fraction in various Hb E related disorders with different copy numbers 

of alpha-globin gene

aa/aa -a/aa -/aa p-value

Compound heterozygous 

Hb E/beta-thalassemia

n = 82 n = 28 n = 6

Hb E(%) 50.1 (24.6-97.3) 56.1 (45.5-80.4) 78.7 (73.8-85.9)
< 0.05*

Hb F(%) 33.9 (7.8-62.5) 21.5 (2.7-50.7) 3.8 (2.0-13.8)

Homozygous Hb E

n = 283 n = 91 n = 29

Hb E(%) 78.6 (59.7-90.0) 78.5 (64.0-86.3) 80.2 (67.0-87.1) 0.760

Hb F(%) 3.3 (0.9-14.5) 2.5 (0.9-12.9) 3.2 (0.8-7.5) 0.001*

Heterozygous Hb E

n = 50 n = 282

Hb E(%) 26.9 (19.3-31.4) NA 18.1(11.4-29.1)
< 0.05*

Hb F(%) 0.7 (0.3-3.8) NA 1.0 (0.4-8.0)

Values demonstrate as median and range

*significant difference (p < 0.05);  Hb, hemoglobin;  NA, Not available
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ด้วยแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าการมี alpha-thalassemia allele 

ร่วมในกลุ่มประชากรนี้จะท�าให้มีสัดส่วนของ Hb E สูงขึ้นและ Hb 

F ลดลงอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อน

หน้า1 ทั้งนี้รายงานวิจัยชิ้นนี้ยังแสดงเพิ่มเติมให้เห็นสัดส่วนของ Hb 

F ในระดับที่ต�่ามากใน compound heterozygous Hb E/beta-

thalassemia ที่มี alpha0-thalassemia allele ร่วมด้วย ซึ่งหาก

น�ามาพิจารณาร่วมกับสัดส่วนของ Hb E ที่สูงขึ้น อาจท�าให้วินิจฉัย

ผิดเป็น homozygous Hb E ดงัท่ีเคยมรีายงานก่อนหน้านี้7 (Figure 

2) ส�าหรับการศึกษากลุ่ม homozygous Hb E ในงานวิจัยชิ้นนี้พบ

สัดส่วนของ Hb F ลดลงอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเฉพาะในกลุ่มที่มี 

alpha+-thalassemia ร่วมเท่านั้น ต่างจากการศึกษาก่อนหน้านี้ที่

พบการลดลงของสัดส่วน Hb F ชัดเจนมากขึ้นตามจ�านวนของยีน 

alpha-globin ที่ลดลง4 อย่างไรก็ดีผลการวิจัยที่ได้ยังคงแสดงให้

เห็นการลดลงของสัดส่วน Hb F ในกลุ่ม alpha0-thalassemia และ 

alpha+-thalassemia แม้จะไม่เห็นความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ

ทางสถิติในกลุ่ม alpha0-thalassemia ก็ตาม ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่า

กลุ่มตัวอย่าง homozygous Hb E ที่มี alpha0-thalassemia ร่วม 

ในงานวิจัยชิ้นนี้อาจมีปัจจัยทางพันธุกรรมอื่นที่มีอิทธิพลมากกว่า

มาบดบังผลจาก alpha0-thalassemia เนื่องจากยังมีปัจจัยทาง

พันธุกรรมอื่นๆ ที่มีผลต่อสัดส่วน Hb F ที่ไม่ได้ท�าการศึกษาเพิ่ม

เติม เช่น SNP หลายต�าแหน่ง ทั้งที่อยู่บน gamma globin gene 

(เช่น Xmn I restriction site) ต�าแหน่ง BCL11A gene และ 

HBS1L-MYB intergenic region ล้วนแล้วแต่มีผลกับระดับ Hb 

F8 นอกจากนี้การคัดเลือกตัวอย่าง homozygous Hb E ทั้งหมด

ในการศึกษานี้ ท�าโดยการตรวจ phenotype ด้วย HPLC ไม่

ได้ท�าการตรวจ genotype จึงอาจมีโอกาสคัดเลือก compound 

Figure 2  Representative chromatogram of a subject with compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia who 

has a low hemoglobin F phenotype causing by an alpha0- thalassemia co-inheritance

Values demonstrate as median and range, Abbreviation: Hb, hemoglobin

Figure 1  Comparison of Hb E and Hb F fraction in compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia with different  

copy numbers of alpha-globin gene
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heterozygous Hb E/beta-thalassemia ซึ่งมีระดับ Hb F สูง

กว่า เข้ามาในกลุ่ม และเนื่องจากกลุ่มตัวอย่าง homozygous Hb 

E ที่มี alpha0-thalassemia ร่วมด้วยในการศึกษานี้มีขนาดเล็ก 

จึงอาจท�าให้ปัจจัยที่กล่าวมาข้างต้นมีผลต่อค่ามัธยฐานของสัดส่วน 

Hb F ของกลุ่ม แม้จะเห็นการลดลงของค่ามัธยฐานเทียบกับกลุ่มที่

ไม่มี alpha-thalassemia allele ร่วมด้วย แต่ไม่มากพอที่จะเห็น

ความแตกต่างทางสถิติ ส�าหรับในส่วนของ heterozygous Hb E 

พบสัดส่วนของ Hb E ที่ลดลงในกลุ่มที่มี alpha0-thalassemia 

ร่วมด้วย สอดคล้องกับงานวิจัยอื่น ๆ 9,10 แต่งานวิจัยชิ้นนี้กลับแสดง

ให้เห็นการเพิ่มขึ้นของสัดส่วน Hb F ซึ่งไม่ควรจะเป็นโดยหลักการ

ทางทฤษฎี ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ท�าการวิเคราะห์ความแตกต่างของสัดส่วน 

Hb A เพิ่มเติมในกลุ่มตัวอย่าง heterozygous Hb E ที่น�ามา

ศึกษา ระหว่างกลุ่มที่มีและไม่มี alpha-thalassemia allele ร่วม

ด้วย พบสัดส่วน Hb A เท่ากับร้อยละ 68.6 (49.7-77.1) และ 61.4 

(57.8-69.6) ตามล�าดับ (p < 0.05) โดยสัดส่วน Hb A เพิ่มขึ้น

เมื่อมีจ�านวนของยีน alpha-globin ลดลงซึ่งยังคงสอดคล้องกับ

หลักการจับคู่ของ globin chain แต่ไม่สามารถอธิบายการเพิ่ม

ขึ้นของ Hb F ได้

โดยทั่วไปการจับคู่ของ globin chain เพื่อประกอบกันเป็น 

dimer อาศัยประจุที่เข้ากันได้ ของแต่ละ globin chain โดย 

alpha-globin จะเลือกจับกับ beta-globin ได้ดีกว่า beta-

like globin chain เมื่อจ�านวน alpha-globin chain ลดลง

จะท�าให้คุณสมบัติการเลือกจับกันระหว่าง alpha-globin chain 

กับ beta- และ beta-like globin chain มีความเด่นชัดมากยิ่ง

ขึ้น11  ใน compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia 

ไม่มีการสร้าง beta-globin chain ดังนั้นเมื่อมีจ�านวน alpha-

globin chain ลดลงจากการมี alpha-thalassemia จะท�าให้ 

alpha-globin เลือกจับกับ beta-like globin chain ที่มีประจุ

ที่เหมาะสมกันมากที่สุด จากผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่า alpha-

globin เลือกจับกับ mutated beta-globin (betaE) ได้มากกว่า 

gamma-globin chain ท�าให้สัดส่วนของ Hb E เพิ่มขึ้น ในขณะ

ที่สัดส่วนของ Hb F ลดลง ในท�านองเดียวกับที่พบสัดส่วนของ 

Hb F ลดลงใน homozygous Hb E ที่มี alpha-thalassemia 

ร่วมด้วย ส�าหรับ heterozygous Hb E ที่ยังมีการสร้าง beta-

globin chain ปกติ เมื่อจ�านวนของ alpha-globin chain ลด

ลง alpha-globin จะเลือกจับกับ beta-globin chain ปกติมาก

ขึ้น ท�าให้สัดส่วนของ Hb A สูงขึ้น ในขณะที่สัดส่วนของ Hb E 

และ Hb F ลดลง ทั้งนี้ผลการศึกษาสัดส่วนของ Hb E และ Hb 

F ที่เปลี่ยนแปลงจากการมี alpha-thalassemia ร่วม ในงานวิจัย

ชิ้นนี้ให้ผลสอดคล้องเป็นส่วนใหญ่กับหลักการจับคู่กันของ globin 

chain โดยอาศัยประจุที่เข้ากันได้มากที่สุด ดังที่กล่าวมาข้างต้น 

อย่างไรก็ดียังมีส่วนที่ไม่สอดคล้อง ได้แก่ ไม่พบการลดลงของ

สัดส่วน Hb F ที่มี alpha0-thalassemia ร่วมด้วยอย่างมีนัย

ส�าคัญทางสถิติ ในกลุ่ม homozygous Hb E และกลับพบการ

เพิ่มขึ้นของสัดส่วน Hb F ที่มี alpha0-thalassemia ร่วมด้วย

ในกลุ่ม heterozygous Hb E

การเปลี่ยนแปลงสัดส่วน Hb E และ Hb F จากการมียีน 

alpha-thalassemia ร่วมดังกล่าว มีความส�าคัญอย่างยิ่งในการ

ก�าหนดคู่เสี่ยงของ beta-thalassemia กรณีคู่สามีภรรยาวินิจฉัย

เป็น homozygous Hb E ในคนใดคนหนึ่ง และอีกคนหนึ่งได้

รับการวินิจฉัยเป็น heterozygous Hb E หรือ homozygous 

Hb E จากการตรวจด้วย Hb analysis เนื่องจากการมี alpha-

thalassemia allele ร่วมพบได้บ่อยในประชากร หากคู่สามีภรรยา

คนใดคนหนึ่งมี genotype เป็น compound heterozygous 

Hb E/beta-thalassemia การมียีน alpha-thalassemia ร่วม 

อาจท�าให้สัดส่วนของ Hb F ลดลงมากจนต�่ากว่าร้อยละ 5 และ

ท�าให้สัดส่วน Hb E เพิ่มขึ้นมากกว่าร้อยละ 80 ตามผลการศึกษา

ที่แสดงใน Table 1 ซึ่งอาจท�าให้วินิจฉัยผิดเป็น homozygous 

Hb E และเมื่อจับคู่กับคู่สมรสที่เป็น heterozygous Hb E หรือ 

homozygous Hb E ท�าให้มีโอกาสเสี่ยงในการได้บุตรเป็นโรค 

compound heterozygous Hb E/beta-thalassemia โดยใน

ทางปฏิบัติพบความถี่ของ compound heterozygous Hb E/

beta-thalassemia ที่ได้รับการวินิจฉัยผิดเป็น homozygous Hb 

E จากการตรวจด้วย HPLC ร้อยละ 1 ของตัวอย่างที่ได้รับการ

วินิจฉัย homozygous Hb E ทั้งหมด7 อย่างไรก็ดีสถานการณ์ทาง

คลินิกดังกล่าวสามารถเพิ่มความมั่นใจในการวินิจฉัย หากท�าการ

ตรวจ Hb analysis อีกครั้ง ด้วยวิธี capillary electrophoresis 

เพื่อวัดสัดส่วนของ Hb A
2
 ในตัวอย่างเลือดที่ได้รับการวินิจฉัย 

homozygous Hb E เพื่อยืนยันการวินิจฉัย12,13 และหากยังไม่

แน่ใจควรตรวจยืนยัน genotype ของ homozygous Hb E ด้วย

วิธีการทดสอบทางอณูชีววิทยา

สรุป

จากการศึกษาสัดส่วนของ Hb E และ Hb F ที่เปลี่ยนแปลง 

จากการมี alpha-thalassemia allele ร่วมแสดงให้เห็นอย่าง 

ชัดเจนว่า alpha-thalassemia เป็นปัจจัยส�าคัญในการเปลี่ยนแปลง

ลักษณะ phenotype ของ กลุ่มประชากรที่มี Hb E เป็นส่วนประกอบ

ชนิดต่าง ๆ การเปลี่ยนแปลงของสัดส่วน Hb ดังกล่าวจึงจ�าเป็น

ต้องค�านึงถึงเสมอในงานก�าหนดคู่เสี่ยงของ beta-thalassemia 

ที่ยังจ�าเป็นต้องใช้ Hb analysis เป็นพื้นฐานในการตรวจวินิจฉัย



Phenotypic alteration from an alpha-thalassemia co-inheritance

วารสารโลหิตวิทยาและเวชศาสตรบริการโลหิต  ป ที่ 29  ฉบับ ที่ 4  ตุลาคม-ธันวาคม 2562

345

เอกสารอ้างอิง
1. Sae-ung N, Srivorakun H, Fucharoen G, Yamsri S, Sanchaisuriya  

K.  Phenotypic expression of hemoglobins A
2
, E and F in various 

hemoglobin E related disorders.  Blood Cells Mol Dis. 2012;48:11-6.

2. Tachavanich K, Viprakasit V, Chinchang W, Glomglao W, Pung-

Amritt P, Tanphaichitr VS.  Clinical and hematological phenotype 

of homozygous hemoglobin E: revisit of a benign condition with 

hidden reproductive risk.  Southeast Asian J Trop Med Public 

Health. 2009;40:306-16.

3. Rees DC.  Hemoglobin F and hemoglobin E/beta-thalassemia.  J 

Pediatr Hematol Oncol. 2000;22:567-72.

4. Pakdee N, Yamsri S, Fucharoen G, Sanchaisuriya K, Pissard S, 

Fucharoen S.  Variability of hemoglobin F expression in hemo-

globin EE disease: Hematological and molecular analysis.  Blood 

Cells Mol Dis. 2014;53:11-5.

5. Walsh PS, Metzger DA, Higuchi R.  Chelex 100 as a medium for 

simple extraction of DNA for PCR-based typing from forensic 

material.  Biotechniques. 1991;10:506-13.

6. Pornprasert S, Phusua A, Suanta S, Saetung R, Sanguansermsri 

T.  Detection of alpha-thalassemia-1 Southeast Asian type using 

real-time gap-PCR with SYBR Green1 and high resolution melting 

analysis.  Eur J Haematol. 2008;80:510-4.

7. Wong P, Srichaiya A, Suannum P, Charoenporn P, Jermnim S, 

Chan-In M, et al.  Frequency of hemoglobin E/β-thalassemia 

compound heterozygotes with low hemoglobin F phenotype among 

cases with a diagnosis of hemoglobin E homozygote, determined 

by high-performance liquid chromatography, in prenatal control 

program for β-thalassemia.  Ann Hematol. 2017;96:1763-5.

8. Nuinoon M, Makarasara W, Mushiroda T, Setianingsih I, Wahidiyat 

PA, Sripichai O, et al. A genome-wide association identified the 

common genetic variants influence disease severity in beta0-

thalassemia/hemoglobin E.  Hum Genet 2010;127:303-14.

9. Sanchaisuriya K, Fucharoen G, Sae-ung N, Jetsrisuparb A, Fucha-

roen S.  Molecular and hematologic features of hemoglobin E 

heterozygotes with different forms of a-thalassemia in Thailand. 

Ann Hematol. 2003;82:612-6.

10. Chaibunruang A, Prommetta S, Yamsri S, Fucharoen G, Sae-Ung 

N, Sanchaisuriya K, et al.  Molecular and hematological studies 

in a large cohort of a0-thalassemia in northeast Thailand: data 

from a single referral center.  Blood Cells Mol Dis. 2013;51:89-93.

11. Steinberg M, Adams J.  Hemoglobin A
2
: Origin, Evolution, and 

Aftermath.  Blood. 1991;78:2165-77.

12. Singha K, Fucharoen G, Sanchaisuriya K, Fucharoen S.  EE 

score: an index for simple differentiation of homozygous hemo-

globin E and hemoglobin E-β0-thalassemia.  Clin Chem Lab Med. 

2018;56:1507-13.

13. Pornprasert S, Tookjai M, Punyamung M, Kongthai K.  A Formula 

to Identify Potential Cases of β-Thalassemia/Hb E Disease Among 

Patients With Absent Hb A, Hb E > 75% and Hb F Between 5 

and 15%.  Lab Med. 2019;50:158-62.




	_Hlk13298495
	_Hlk13295821
	_Hlk13298177
	_Hlk13298228
	_Hlk13297401
	_GoBack

