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บทคัดย่อ 

 การศึกษาความคงตวัของตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือด (DBS) ส าหรับตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน         
และการตรวจยีนแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1  กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ศึกษาการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน ประกอบด้วย             
คนปกติ  พาหะฮีโมโกลบินอีและโฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี จ านวน 9, 6 และ 5 ตัวอย่างตามล าดับ รวมทัง้การตรวจยีน               
แอลฟ่าธาลสัซี-เมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) ในกลุ่มตวัอย่างจ านวน 20 ตวัอย่าง ได้แก่ ตวัอย่างให้ผลลบ 16 
ตวัอย่าง และผลบวกยีนแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA deletion) 4 ตวัอย่าง โดยเก็บตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือด            
ที่สภาวะต่างกัน ได้แก่ อุณหภูมิห้อง, 37 องศาเซลเซียสและ 4 องศาเซลเซียส  แล้วท าการตรวจชนิดและปริมาณ
ฮีโมโกลบิน และตรวจยีนแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 ในวนัท่ี 1, 7, 14, 30, 60 และ 90  ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน 
พบว่าปริมาณฮีโมโกลบินมีความคงตวัมากที่สดุที่ 4 องศาเซลเซียสเมื่อเทียบกบัที่อณุหภมูิห้องและที่ 37 องศาเซลเซียส
เมื่อตรวจในวนัเดียวกนั  และความคงตวัของฮีโมโกลบินของทกุตวัอย่างจะลดลงเมื่อระยะเวลาที่ใช้เก็บนานขึน้ ในขณะที่
การตรวจยีนแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 ในตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดมีความสอดคล้องร้อยละ 100  เมื่อเทียบกบัการตรวจ
ยีนในตวัอย่างเลือดครบสว่นในทกุสภาวะและทกุช่วงเวลาที่ท าการศึกษา  ดงันัน้การศึกษานีน้่าจะเป็นประโยชน์กับการ
เก็บตวัอยา่งแบบกระดาษซบัเลอืดในการทดสอบซ า้ส าหรับตรวจวินิจฉยัธาลสัซีเมีย 
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Abstract 
 

The dried blood spot (DBS) stability was studied for Hb typing and alpha-thalassemia 1 diagnosis. The 
specimens were investigated by Hb typing from normal Hb typing, Hb E trait and Homozygous Hb E; 9, 6 and 
5 samples, respectively. Including, the alpha-thalassemia 1 (SEA and THAI deletion) was investigated for 20 
samples compose of 16 negative and 4 positive for alpha-thalassemia 1 (SEA deletion). The DBS was kept at 
room temperature (RT), 37oC and 4oC after that the Hb typing and alpha-thalassemia 1 was investigated at 1, 
7, 14, 30, 60 and 90 days. Hb typing results, the stability of Hb had the greatest at 4oC when compare to RT 
and 37oC for the same day. The Hb stability was decreased when prolong the storage time. Meanwhile alpha-
thalassemia 1 results of DBS correlated with whole blood (100%) in all temperature and storage time of study. 
In this study, the sample collection as DBS has an advantage for thalassemia retesting. 
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บทน า  
 ธาลสัซีเมียเป็นโรคโลหิตจางที่เกิดจากความผิดปกติของยีนเบต้าโกลบินบนโครโมโซมที่ 11 หรือยีนแอลฟ่า
โกลบินบนโครโมโซมที่ 16 ท าให้สงัเคราะห์โกลบินไมไ่ด้ หรือสงัเคราะห์ได้ในปริมาณน้อย ความผิดปกติจากการสงัเคราะห์
โกลบินก่อให้เกิดโรคธาลสัซีเมีย ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ เบต้าธาลสัซีเมียและแอลฟ่าธาลสัซีเมีย (Fucharoen, 
2009) วิธีการตรวจทางห้องปฏิบัติการเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคธาลสัซีเมีย ได้แก่ การตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน      
(Hb typing) และการตรวจวิเคราะห์ระดบัดีเอ็นเอ 
 การตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตัิในปัจจบุนัมี 2 หลกัการ คือ หลกัการแยกชนดิ
ฮีโมโกลบินด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟฟี ซึ่งมีทัง้ชนิดแรงดนัต ่า (Low Pressure Liquid Chromatography: LPLC) และ
แรงดันสูง  (High Pressure Liquid Chromatography: HPLC) และหลักการแยก ด้วยกระแสไฟฟ้า  (Capillary 
Electrophoresis: CE) โดยตรวจจากตัวอย่างชนิดเลือดครบส่วน (Whole blood) ตัวอย่างเลือดครบส่วนที่เก็บไว้นาน
โมเลกุลของฮีโมโกลบินบางส่วนจะสลายไป (Degradation)  ท าให้ค่า Retention time ที่ได้จากการตรวจด้วยเคร่ือง
อตัโนมตัิเปลี่ยนแปลง ซึ่งสง่ผลกระทบต่อการแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน  เมื่อห้องปฏิบตัิการต้องการ
ทดสอบซ า้จึงต้องเก็บตวัอย่างเลือดครบส่วนจากคนไข้ใหม่ ส่วนการตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI 
deletion) สามารถตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี gap-PCR หรือการตรวจด้วยวธีิ Relative Quantitative PCR (The work manual 
committee, 2015; 2016) 
 การเก็บตวัอย่างเลือดบนกระดาษซบัเลือดเป็นอีกทางเลือกในการเก็บสิ่งสง่ตรวจส าหรับการตรวจวิเคราะห์โรค 
เป็นวิธีการท่ีมีการใช้กนัอยา่งแพร่หลาย เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย สะดวกตอ่การเก็บรักษาและการขนสง่ โดยเฉพาะการตรวจ
คัดกรองภาวะพร่องไทรอยด์ฮอร์โมนในเด็กทารกแรกเกิด (Neonatal Screening Operation Centre, 2016; Knudsen             
et al., 1993) รวมทัง้การตรวจวินิจฉัย HIV ด้วยวิธี Real-time PCR (Luo, 2005) ที่มีการตรวจวิเคราะห์โดยใช้ตวัอย่าง  
ชนิดกระดาษซบัเลอืด 
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 การศึกษานีม้ีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความคงตัวของตัวอย่างชนิดกระดาษซับเลือดเปรียบเทียบกับ
ตวัอย่างเลือดครบสว่นส าหรับการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตัิที่ใช้หลกัการ LPLC และ
การตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) เพื่อเป็นทางเลือกส าหรับการเก็บรักษาตวัอยา่งที่ต้องการ
ทดสอบซ า้ส าหรับตรวจวินิจฉยัโรคธาลสัซีเมีย 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. การเตรียมตัวอย่างกระดาษซับเลือด 

ตวัอย่างที่ใช้ในการศึกษาเป็นตวัอยา่งเลือดครบสว่นที่ใช้สารกนัเลือดแข็งชนิด EDTA ที่เหลือจากการตรวจชนิด 
และปริมาณฮีโมโกลบินที่ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 6 ชลบุรี กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ านวน 20 ตัวอย่าง 
ประกอบด้วย ตวัอยา่งที่ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินเป็นปกต ิ(A2A, Hb A2 < 3.5%), พาหะฮีโมโกลบินอ ี(EA, 
Hb E > 25%) และโฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี (EE, Hb E > 80%) จ านวน 9, 6 และ 5 ตัวอย่างตามล าดับ  ทัง้นี ้การใช้
ตัวอย่างดังกล่าวได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์              
กระบวนการเตรียมตวัอย่างชนิดกระดาษซบัจะน าตวัอย่างเลือดครบส่วนที่ใช้สารกันเลือดแข็งชนิด EDTA ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษซบัเลือด (Whatman filter paper เบอร์ 903) แล้วผึ่งไว้ที่อณุหภมูิห้องอย่างน้อย 3 ชัว่โมง 
แล้วน าใสถ่งุพลาสติกมีซิปปิดสนิทในแตล่ะตวัอย่าง เพื่อป้องกนัการปนเปือ้นระหวา่งตวัอยา่ง  ตวัอย่างกระดาษซบัเลอืด
จะถูกเก็บที่อุณหภูมิห้อง  (RT), 37oC และ 4oC เป็นระยะเวลา 1, 7, 14, 30, 60 และ 90 วันก่อนน าไปตรวจชนิด                     
และปริมาณฮีโมโกลบิน รวมทัง้ตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 ตอ่ไป 
2. การเตรียมตัวอย่างส าหรับตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน  

น าตวัอย่างเลือดครบส่วนปริมาตร 10-12 µl เจือจางในน า้กลัน่ปริมาตร 1 ml  ในขณะที่ตวัอย่างชนิดกระดาษ  
ซบัเลือดจะถูกตดัเป็นวงแล้วแช่ในน า้กลัน่ปริมาตร 600 µl อย่างน้อย 30 นาที แล้วน าตวัอย่างทัง้ 2 ชนิดไปตรวจชนิด   
และปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตัิที่ใช้หลกัการ LPLC (The Hb Gold analyser, Drew Scientific Ltd.)  
โดยใช้สารมาตรฐาน Hb A2 (Lyphocheck® hemoglobin A2 control: bi-level, BIO-RAD) เป็นสารควบคุมคุณภาพ
ภายใน  
3. การตรวจแอลฟ่าธาลัสซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดครบส่วน และตัวอย่างชนิดกระดาษซับเลือดด้วยชุดสกัด Genomic DNA                   
Mini  Kit  (Geneaid Biotech Ltd.)  เพื่อตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) ด้วยชดุน า้ยาทดสอบ             
ความผิดปกติของยีนแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (DMSc alpha-thal 1, กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์) แล้วตรวจวิเคราะห์ด้วย              
วิธี Relative Quantitative PCR (เคร่ืองวิเคราะห์ Real-time PCR, Applied biosystems, 7500)  
4. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 ส าหรับตวัอย่างที่ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตัิ LPLC เป็นปกติ (A2A) 
ค่าร้อยละของ Hb A2 ที่วดัได้จากตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดในทุกสภาวะและในทุกช่วงเวลาที่ท าการศึกษาจะถูก  
เทียบอตัราสว่นด้วยค่าร้อยละของ Hb A2 จากตวัอย่างเลือดครบส่วน เพื่อเปรียบเทียบอตัราการเปลี่ยนแปลงของระดบั
ฮีโมโกลบินในตวัอยา่งชนิดกระดาษซบัเลอืดและตวัอยา่งเลอืดครบสว่น  

ส าหรับตวัอย่างกลุ่มพาหะของฮีโมโกลบินอี (EA) และโฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี (EE) ท าการศึกษาความคงตวั 
ของฮีโมโกลบิน  โดยน าค่าร้อยละของ Hb E จากตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดมาเทียบอตัราส่วนด้วยค่าร้อยละของ              
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Hb E จากตวัอย่างเลือดครบสว่นของตวัอย่างกลุม่พาหะฮีโมโกลบินอี (EA) และโฮโมไซกสัฮีโมโกลบินอี (EE) ตามล าดบั                
แล้ววิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ one-way ANOVA ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 วิเคราะห์ผลการตรวจแอลฟ่าธาลัสซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) จากตัวอย่างเลือดครบส่วน
เปรียบเทียบกับตวัอย่างชนิดกระดาษซับเลือดในแต่ละสภาวะที่ท าการศึกษา และระยะเวลาการเก็บตวัอย่าง  เพื่อดู   
ความสอดคล้องของผลการตรวจวิเคราะห์ระหว่างตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดและตวัอย่างเลือดครบสว่น  ค่าร้อยละ
ของความสอดคล้อง ค านวณโดยน าจ านวนผลการวิเคราะห์ที่ให้ผลตรงกัน หารด้วยจ านวนตวัอย่างที่ตรวจวิเคราะห์       
ทัง้หมดแล้วคณูด้วย 100  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
1. การเปรียบเทียบความคงตัวของฮีโมโกลบินในตัวอย่างชนิดกระดาษซับเลือด 
 การศึกษาความคงตัวของฮีโมโกลบินในตัวอย่างชนิดกระดาษซับเลือดที่ผลการตรวจชนิดและปริมาณ
ฮีโมโกลบินเป็นปกติ  โดยการหาอัตราการเปลี่ยนแปลงของระดับ Hb A2 ในตัวอย่างชนิดกระดาษซับเลือดที่เก็บ                            
ที่อณุหภมูิห้อง, 37oC และ 4oC ในช่วงระยะเวลา 1, 7 14, 30, 60 และ 90 วนั (ตารางที่ 1) จากผลการศกึษาของตวัอยา่ง
ที่ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินเป็นปกติ จ านวน 9 ตวัอยา่งพบวา่คา่ Hb A2 ของตวัอยา่งชนิดกระดาษซบัเลอืด
ที่เก็บท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 วนั (Day 1) มีอตัราการเปลีย่นแปลงของ Hb A2 จากร้อยละ 149 เป็นร้อยละ 378 เมื่อเก็บ
เป็นเวลา 90 วนั (Day 90)  และตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อณุหภมูิ 37oC มีอตัราการเปลี่ยนแปลงของ Hb A2 
จากร้อยละ 180 เป็นร้อยละ 406 จะเห็นว่าตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บในสภาวะอุณหภูมิห้องและ 37oC มีค่า   
Hb A2 สงูขึน้เมื่อเก็บเป็นระยะเวลานานขึน้  ในขณะที่ตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อณุหภูมิ 4oC มีความคงตวั
ของ Hb A2 มากกวา่ ดงัจะเห็นได้จากเส้นแนวโน้มของอตัราการเปลีย่นแปลงของ Hb A2 (ร้อยละของ Hb A2 = 150–180) 
ดงัแสดงในภาพที่ 1 A 
 ความคงตัวของฮีโมโกลบินในตัวอย่างชนิดกระดาษซับเลือดกลุ่มพาหะของฮีโมโกลบินอีและโฮโมไซกัส
ฮีโมโกลบินอี  พบว่าปริมาณร้อยละของ Hb E มีแนวโน้มลดลงเมื่อเก็บตัวอย่างเป็นระยะเวลานานขึน้ทัง้ในสภาวะ
อณุหภมูิห้อง, 37 oC และ 4 oC  แต่ความคงตวัของ Hb E ในตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่อณุหภมูิ 4oC มีความคงตวั
มากกวา่ที่ 37oC และอณุหภมูิห้องอยา่งมีนยัส าคญั (ภาพที่ 1B, C) 
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ตารางที่ 1 ค่าเฉลี่ยของฮีโมโกลบินในตวัอย่างเลือดครบสว่น และตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อณุหภมูิห้อง , 
37oC และ 4oC เป็นระยะเวลา 1, 7, 14, 30, 60 และ 90 วนั   

 

Percentage of hemoglobin changed   
  RT 37oC 4oC 

Mean SD Mean SD Mean SD p-value* 
Normal Hb typing (A2A), n= 9 

Day 0 100 0 100 0 100 0   
Day 1 149.43 60.25 179.94 61.41 149.92 45.06 >0.05 
Day 7 197.36 50.50 239.78 50.83 146.77 50.85 >0.05 
Day 14 248.56 42.52 291.25 36.64 168.64 58.09 >0.05 
Day 30 264.91 60.50 292.76 43.29 172.15 54.92 >0.05 
Day 60 341.86 41.15 362.43 81.58 180.99 40.30 <0.05* 
Day 90 377.78 52.07 406.48 65.71 179.54 31.16 <0.05* 

Hb E trait (EA), n= 6 
Day 0 100 0 100 0 100 0   
Day 1 92.19 3.79 88.48 6.62 95.59 2.78 >0.05 
Day 7 75.47 8.25 71.80 12.43 86.39 3.18 >0.05 
Day 14 71.24 10.21 70.21 8.86 85.13 4.39 >0.05 
Day 30 64.97 15.91 58.48 10.76 78.92 4.13 >0.05 
Day 60 52.01 7.71 52.97 7.93 79.64 4.09 <0.05* 
Day 90 51.25 2.10 51.61 1.15 82.45 5.64 <0.05* 

Homozygous Hb E (EE), n= 5 
Day 0 100   100   100     
Day 1 97.34 2.46 75.38 2.59 93.68 4.59 >0.05 
Day 7 65.98 3.71 60.77 2.44 89.05 4.13 >0.05 
Day 14 57.81 4.70 55.33 4.33 81.24 6.10 <0.05 
Day 30 48.49 4.38 40.87 4.70 73.85 3.40 <0.05* 
Day 60 nd nd 37.19 2.50 73.01 2.91 <0.05* 
Day 90 33.23 2.99 33.24 4.10 72.51 1.06 <0.05* 

* แสดงถึง p value < 0.05 ด้วยวิธี one-way ANOVA 
  nd : no data 
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ภาพที่ 1 อตัราการเปลี่ยนแปลงของระดบัฮีโมโกลบินในตวัอย่างเลือดครบสว่น และตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บ   

ที่อณุหภมูิห้อง, 37oC และ 4oC เป็นระยะเวลา 1, 7, 14, 30, 60 และ 90 วนั   
(A)  อตัราการเปลีย่นแปลงของ Hb A2 ในตวัอยา่งที่ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินเป็นปกติ   
       จ านวน 9 ตวัอยา่ง   
(B)  อตัราการเปลีย่นแปลงของ Hb E ในพาหะของฮีโมโกลบินอี จ านวน 6 ตวัอยา่ง   
(C)  อตัราการเปลีย่นแปลงของ Hb E ในโฮโมไซกสัฮีโมโกลบินอี จ านวน 5 ตวัอยา่ง 
*แสดงถึง p value < 0.05 ด้วยวิธี one-way ANOVA 

(A) 

Normal Hb typing 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

Hb E trait 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C) 

Homozygous Hb E 
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(A) Normal Hb typing 
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(B) Hb E trait 

Hb E trait (RT)

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 7

D
ay

 1
4

D
ay

 3
0

D
ay

 6
0

D
ay

 9
0

0

10

20

30

Day of storage

H
b

 E
 (

%
)

Hb E trait (37 oC)

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 7

D
ay

 1
4

D
ay

 3
0

D
ay

 6
0

D
ay

 9
0

0

10

20

30

Day of storage

H
b

 E
 (

%
)

Hb E trait (4 oC)

D
ay

 0

D
ay

 1

D
ay

 7

D
ay

 1
4

D
ay

 3
0

D
ay

 6
0

D
ay

 9
0

0

10

20

30

Day of storage

H
b

 E
 (

%
)

 

(C) Homozygous Hb E 

Homozygous Hb E (RT)
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ภาพที่ 2   ร้อยละของฮีโมโกลบินในตวัอยา่งเลอืดครบสว่น และตวัอยา่งชนิดกระดาษซบัเลอืดที่เก็บท่ีอณุหภมูิห้อง, 37oC  
                 และ 4oC เป็นระยะเวลา 1, 7, 14, 30, 60 และ 90 วนั   

(A)  ร้อยละของ Hb A2 ในตวัอยา่งที่ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินเป็นปกติ   
(B)  ร้อยละของ Hb E ในพาหะของฮีโมโกลบินอ ี

(C)  ร้อยละของ Hb E ในโฮโมไซกสัฮีโมโกลบินอี 
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 อย่างไรก็ดี การแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อัตโนมัติตามเกณฑ์ของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุจะพิจารณาจากคา่ร้อยละของปริมาณฮีโมโกลบิน   กลา่วคือ ตวัอยา่งที่
ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินเป็นปกติจะมีคา่ Hb A2 < 3.5%,  ตวัอย่างพาหะฮีโมโกลบินอีมีค่า Hb E > 25% 
และโฮโมไซกสัฮีโมโกลบินอมีีคา่ Hb E > 80%  จากอตัราการเปลีย่นแปลงของปริมาณฮีโมโกลบินในตวัอยา่งชนิดกระดาษ
ซบัเลือดจะเห็นว่าค่าร้อยละของ Hb A2 และ Hb E ส่งผลกระทบต่อการแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน               
ดงัจะเห็นได้จากตวัอย่างกระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อุณหภูมิห้อง ผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน มีค่า Hb A2              
ในตวัอย่างเลือดครบสว่นเท่ากบั 2.3% แต่เมื่อเก็บตวัอย่างแบบกระดาษซบัเลือดที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา  90 วนั จะมีคา่ 
Hb A2 เท่ากับ 7.7% (ภาพที่  2A) ท าให้การแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินเปลี่ยนจากปกติเป็น
พาหะเบต้าธาลสัซีเมีย (พาหะเบต้าธาลสัซีเมียมีค่า Hb A2 = 3.6-8%)  ในขณะที่กลุ่มตวัอย่างพาหะของฮีโมโกลบินอี 
ตวัอย่างเลือดครบส่วนมีค่า Hb E = 25.6% และมีแนวโน้มลดลงในตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 90 วนั (Hb E = 20.2%) การแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินจากพาหะของฮีโมโกลบินอีที่ไม่มี
ความผิดปกติของยีนแอลฟ่า (Hb E trait) เปลี่ยนเป็นภาวะที่อาจมีความผิดปกติของยีนแอลฟ่าร่วมด้วย (Hb E trait with 
or without alpha-thalassemia)  ส่วนตัวอย่างกลุ่มโฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอี ค่า Hb E ในตัวอย่างเลือดครบส่วนเท่ากับ 
77.6% ลดลงเหลือ 25.8% ในตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 90 วนั  โดยการแปลผลการ
ตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินมีการเปลี่ยนแปลงจากโฮโมไซกัสฮีโมโกลบินอีเป็นพาหะของฮีโมโกลบินอี  ดังนัน้
ทางเลอืกในการเก็บตวัอยา่งแบบกระดาษซบัเลือด แม้จะเป็นประโยชน์ส าหรับการเก็บรักษาตวัอยา่งที่ต้องการทดสอบซ า้ 
รวมทัง้ประหยัดพืน้ที่ และค่าใช้จ่ายในการเก็บรักษาตัวอย่าง  อย่างไรตามควรท าการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อหาเกณฑ์ที่
เหมาะสมในการแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินจากตวัอย่างชนิดกระดาษซับเลือด ดังการศึกษาของ 
Pornprasert et al., 2010  ก าหนดเกณฑ์ส าหรับการแปลผลการตรวจชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินในตัวอย่างชนิด
กระดาษซบัเลือดด้วยเคร่ือง HPLC  หรือท าการศึกษาความคงตวัของฮีโมโกลบินในตวัอย่างชนิดกระดาษซบัเลือดที่เก็บ
รักษาที่อณุหภมูิ  - 20 oC หรือ  - 70oC  เพื่อดวูา่ฮีโมโกลบินมีความคงตวัเพิ่มขึน้หรือไมเ่มื่อเก็บรักษาที่อณุหภมูิดงักลา่ว 
 
2. ความสอดคล้องของการตรวจแอลฟ่าธาลัสซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) ในตัวอย่างชนิดกระดาษ
ซับเลือด 
 ผลการตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1  จากดีเอ็นเอที่สกดัจากตวัอยา่งเลอืดครบสว่นจ านวน 20 ตวัอย่าง  ให้ผลเป็น
ลบตอ่การตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA and THAI deletion) จ านวน 16 ตวัอยา่ง และให้ผลเป็นบวกตอ่การตรวจ
แอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA deletion) จ านวน 4 ตวัอยา่ง  ในขณะท่ีผลการตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมยี 1 ในตวัอยา่งชนดิ
กระดาษซบัเลือดที่เก็บที่อณุหภมูิห้อง, 37oC และ 4oC (เก็บรักษากระดาษซบัเลือดในแต่ละสภาวะเป็นเวลา 1, 7, 14, 30, 
60 และ 90 วัน) ให้ผลเป็นลบจ านวน 16 ตัวอย่าง และให้ผลเป็นบวก (ชนิด SEA deletion) จ านวน 4 ตัวอย่างในทุก
ช่วงเวลาที่ท าการศึกษา  จากผลการศึกษาจะเห็นว่าการตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion)                 
ในตัวอย่างเลือดครบส่วนและกระดาษซับเลือดมีความสอดคล้องกันร้อยละ 100 ในทุกสภาวะและในทุกช่วงเวลา                       
ที่ท าการศึกษา (ตารางที่ 2)  ดงันัน้การเก็บตวัอย่างแบบกระดาษซบัเลือดจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการเก็บตวัอย่าง    
เพื่อตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1  ซึ่งเหมาะกับพืน้ที่ที่เข้าถึงยาก  เนื่องจากอุณหภูมิและระยะเวลาการเก็บรักษาตวัอย่าง               
ไมส่ง่ผลกระทบกบัการตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1  
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ตารางที่ 2 ความสอดคล้องของการตรวจแอลฟ่าธาลัสซีเมีย 1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) ด้วยวิธี Relative Quantitative PCR ระหว่างตัวอย่างเลือดครบส่วนและตัวอย่าง        
ชนิดกระดาษซบัเลอืด 

 
  Dried Blood Spot (DBS) 

  Room temperature 37oC 4oC 

  Negative * SEA trait ** Total 
% 

concordance 
Negative * SEA trait ** Total 

% 
concordance 

Negative * SEA trait ** Total 
% 

concordance 

Whole  
Blood 

Negative * 16 0 16 100 16 0 16 100  16 0 16 100  

SEA trait ** 0 4 4 100 0 4 4 100  0 4 4 100  

Total 16 4 20   16 4 20   16 4 20   

* Negative:  Negative for alpha-thalassemia 1 (SEA and THAI deletion) 
** SEA trait:  Positive for alpha-thalassemia 1 (SEA deletion) 
 
 



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัพิเศษ) การประชมุวิชาการระดบัชาติ “วิทยาศาสตร์วิจยั ครัง้ที่ 9” 432 

 
 

สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษาความคงตวัของตวัอยา่งชนิดกระดาษซบัเลือดพบว่าอณุหภมูิและระยะเวลาการเก็บตวัอย่างไมส่ง่ผล
กระทบต่อการตรวจแอลฟ่าธาลสัซีเมีย 1 (ชนิด SEA and THAI deletion) แต่สง่ผลกระทบกับการแปลผลการตรวจชนิด
และปริมาณฮีโมโกลบินด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตัิหลกัการ LPLC จึงควรท าการศกึษาเพิ่มเติมเพื่อหาเกณฑ์ที่เหมาะสม
ในการแปลผลการตรวจ  หรือหาสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บตัวอย่างแบบกระดาษซบัเลือด   ส าหรับการตรวจชนิด     
และปริมาณฮีโมโกลบิน เพื่อให้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการเก็บรักษาตวัอย่างที่ต้องการทดสอบซ า้ รวมทัง้ประหยดัพืน้ที่
และคา่ใช้จ่ายในการจดัเก็บอีกด้วย 
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