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Abstract:
A simplified hemolysate-preparation reagent was composed of 1 g of ethylenediamine tetraacetic acid and 0.1 g of

saponin dissolved in 500 ml of distilled water.  The hemolysate was prepared by adding equal volumes of the reagent into
normal-saline-washed packed red cells and mixing for five minutes.  The hemolysates of  109 samples included 24  normal
individuals, 21 beta-thalassemia trait, 23 heterozygotes of hemoglobin E, 21 hemoglobin H disease and 20 cord blood samples
with hemoglobin Bart's, which were tested by cellulose acetate electrophoresis to identify hemoglobin types and their concen-
tration. The results were compared with those obtained from standard preparation method using a paired-t-test.  There was no
significant difference of the hemoglobin concentration from the two preparation methods (p=0.1718).  There was good
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correlations between the two methods of  hemolysate preparation with a correlation coefficient of 0.9887 and a regression line
of Y=0.9678X+0.1633.  The cellulose acetate electrophoresis of simplified hemolysate showed clear separation of each
hemoglobin bands.  We concluded that the simplified hemolysate preparation could be used in the laboratory for identification
and quantification of hemoglobin.  The advantages of this hemolysate preparation method are it is simple to perform and contact
with chemical hazard can be avoided.
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บทคดัยอ่:
น้ำยาสำหรบัเตรยีมนำ้เลือดอยา่งง่าย (simplified hemolysate-preparation) ประกอบดว้ย ethylene diamine tetraacetic acid

disodium 1 กรัม และ saponin 0.1 กรัม ละลายในนำ้กล่ัน 500 มล.  นำมาใชเ้ตรยีมนำ้เลือด (hemolysate) โดยผสมนำ้ยา 1 ส่วน
กับเลอืด 1 ส่วน ผสมใหเ้ข้ากันและตัง้ไว้ 5 นาท ีแล้วนำมามาแยกชนดิของฮโีมโกลบนิดว้ยกระแสไฟฟา้ (cellulose acetate electro-
phoresis) เปรียบเทียบชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินท่ีแยกได้กับวิธีการเตรียมน้ำเลือดตามวิธีมาตรฐาน  ผลการศึกษากลุ่มตัวอย่างจำนวน
109  ราย แยกเป็นรายท่ีให้ผลตรวจปกติ 24 ราย  พาหะของบีตาธาลัสซีเมีย 21 ราย  พาหะของฮีโมโกลบินอี 23 ราย  โรคฮีโมโกลบินเอช
21 ราย และเด็กแรกคลอดที่มีฮีโมโกลบินบาร์ท 20 ราย พบว่าปริมาณร้อยละของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดที่ทดสอบได้จากน้ำเลือด
ท่ีเตรยีมทัง้สองวิธีไม่มีความแตกตา่งกันอยา่งมีนัยสำคญัทางสถติิ (p=0.1718, = 0.05)  มีค่าสัมประสทิธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation
coefficient) = 0.9896 และสมการถดถอยเชงิเส้น Y=0.9678X+0.1633 เม่ือเปรยีบเทยีบคณุภาพของแถบฮโีมโกลบนิทีแ่ยกดว้ย
กระแสไฟฟ้าบนแผ่นเซลลูโลสอะซิเตท พบว่าแยกแถบของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดได้ชัดเจนที่ตำแหน่งตรงกับสารควบคุม การเตรียม
น้ำเลือดอย่างง่ายจึงสามารถนำมาใช้ทดแทนวิธีเดิมได้  โดยมีข้อดีคือ ช่วยลดขั้นตอนในการเตรียม และหลีกเลี่ยงการสัมผัสสารเคมี
ทีม่ผีลกระทบตอ่สุขภาพได้

คำสำคญั: การเตรยีมนำ้เลือด, วิธีแยกฮีโมโกลบนิดว้ยกระแสไฟฟา้, ธาลัสซีเมีย, โทลูอีน

บทนำ
ธาลัสซีเมีย (thalassemia) เป็นความผิดปกติทางพันธุกรรม

ทำให้การสร้างสายโกลบิน  (globin chain) ได้น้อยกว่าปรกติ หรือ
ไม่สามารถสร้างได้เลย1 ธาลัสซีเมียที่สำคัญมี 2 กลุ่ม แบ่งตาม
ชนดิของสายโกลบนิคอื กลุ่มอัลฟ่าธาลัสซีเมีย (α-thalassemia)
และกลุ่มบีต้าธาลัสซีเมีย (β-thalassemia)  นอกจากน้ียังมีกลุ่มของ
ความผดิปกตอีิกกลุ่มหนึง่คอืความผดิปกตทิีท่ำใหสู้ตรโครงสรา้ง
ของสายโกลบนิเปลีย่นไปเรยีกวา่ ฮีโมโกลบนิผดิปกต ิ(abnormal
hemoglobin) ซ่ึงบางชนดิมกีารสรา้งลดลงดว้ยทำใหม้ผีลเหมอืน
ธาลัสซีเมีย  โรคธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติพบได้บ่อย
ในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  โดยเฉพาะในประเทศไทย
มีผู้ป่วยด้วยโรคธาลัสซีเมียประมาณร้อยละ 1 ของประชากร
ท้ังประเทศ และมีผู้ท่ีเป็นพาหะของโรคธาลัสซีเมียหรือฮีโมโกลบิน
ผิดปกติร้อยละ 30-40 ของประชากรท้ังหมด1-2   ปัจจุบันยังไม่มีวิธี
ท่ีเหมาะสมทีจ่ะรกัษาผูป่้วยโรคธาลสัซีเมียให้หายขาด  การรกัษา

โดยท่ัวไปเป็นการรักษาตามอาการโดยการใหเ้ลือดและยาขับเหล็ก
ทำให้เสียค่าใช้จ่ายสูงและไม่สามารถรักษาผู้ป่วยให้หายขาดได้
เป็นปัญหาท้ังทางด้านสาธารณสุขและเศรษฐกิจของประเทศ ดังน้ัน
การป้องกันและควบคมุไม่ให้มีทารกเกิดใหม่ท่ีเป็นโรคธาลัสซีเมีย
จะเป็นวิธีที ่ดีที ่สุดที่จะแก้ไขปัญหาเหล่านี้ และสามารถทำได้
โดยการตรวจหาพาหะในหญงิมีครรภ์ ให้คำแนะนำในการต้ังครรภ์
และตรวจทารกในครรภ3์

การตรวจหาพาหะของโรคธาลัสซีเมียทางห้องปฏิบัติการ
เริ่มตั้งแต่การตรวจกรองอย่างง่าย คือ การทดสอบความเปราะ
ของเม็ดเลือดแดงในน้ำเกลือเข้มข้นร้อยละ 0.36 ร่วมกับการ
ตรวจดูตะกอนของฮีโมโกลบินผิดปรกติในน้ำยาไดคลอโรฟีนอล
อินโดฟนีอล4-5 หากพบรายทีใ่ห้ผลบวกตอ่การทดสอบอยา่งใด-
อย่างหนึ่ง ต้องนำไปตรวจยืนยันด้วยวิธีมาตรฐานคือ การแยก
ฮีโมโกลบินด้วยกระแสไฟฟ้า (hemoglobin electrophoresis)4

เพื่อแยกชนิดและวัดปริมาณของฮีโมโกลบินแต่ละชนิด หรือใช้
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เครื่องมืออัตโนมัติที่ใช้หลักการโครมาโตกราฟฟีของเหลวแบบ
สมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography)
ท่ีสามารถแยกท้ังชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินจากตัวอย่างตรวจได้
โดยไม่ต้องจัดเตรียมน้ำเลือดก่อน ช่วยให้ทำการทดสอบได้สะดวก
รวดเร็วและแม่นยำในการวินิจฉัย6-7 แต่จากประสบการณ์การใช้งาน
ของผู้วิจัยพบว่ายังมีข้อจำกัดในการใช้เครื่องอัตโนมัติหลักการ
โครมาโตกราฟฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง คือ ไม่สามารถ
วัดได้ครอบคลมุทุกชนิดของฮีโมโกลบิน เช่น ชุดคอลัมน์   β-thal
short ของเครือ่ง VARIANT (Biorad)8  ท่ีไม่สามารถรายงานผล
ฮีโมโกลบินเอช หรือฮีโมโกลบินบาร์ทได้ ต้องทำการทดสอบซ้ำ
ด้วยชดุคอลมัน ์ α-thal short  ทำให้เป็นการเพิม่ตน้ทนุและเวลา
ในการทดสอบมากข้ึน    ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่จึงยังคงใช้วิธีแยก
ด้วยกระแสไฟฟา้บนแผน่เซลลูโลสอะซิเตท เพ่ือช่วยในการตรวจ
ยืนยันหลังจากพบว่ามียอด (peak) ของฮีโมโกลบินเอช หรือ
ฮีโมโกลบินบาร์ทจากผลโครมาโตแกรม (chromatogram)
ของเครือ่งอัตโนมติัดังกล่าว

วิธีการเตรียมตัวอย่างเพื่อนำไปทดสอบโดยวิธีแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าโดยนำเลือดของผู ้ป่วยมาปั ่นล้างด้วยน้ำเกลือ
หลังจากนั้นทำให้เม็ดเลือดแดงแตกด้วยน้ำกลั่น และสกัดส่วน
ที่เป็นเศษเซลล์และโปรตีนต่างๆ เพื่อให้ได้ส่วนที่เป็นน้ำเลือด
(hemolysate) ก่อนนำไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้า การสกัดส่วน
เศษเซลล์และโปรตีนต่างๆ  ต้องใช้สารประกอบโทลอีูน (toluene)
ซึ ่งเป็นสารในกลุ ่มออร์แกนิคโซลเว้น (organic solvent)
มาตกตะกอนโปรตีนและกำจัดทิ้งไป ปัญหาที่เกิดขึ้น คือ สาร
โทลูอีนเป็นสารเคมีอันตรายมีกลิ่นเหม็น ระคายเคืองกับระบบ

ทางเดินหายใจ  ผิวหนัง  และระบบทางเดินอาหาร  มีผลทำลายตับ
ไต กระเพาะปสัสาวะ และสมอง9  ผูป้ฏบิตังิานจงึตอ้งปฏบิตังิาน
ด้วยความระมัดระวัง  ดังน้ันเพ่ือหลีกเล่ียงสารเคมีอันตรายดังกล่าว
และเพื่อความสะดวกในการปฏิบัติงาน คณะผู้วิจัยจึงได้ทำการ
ศึกษาวิธีเตรียมน้ำเลือดอย่างง่ายเปรียบเทียบกับวิธีเตรียม
มาตรฐาน โดยทดสอบแยกชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยวิธี
แยกดว้ยกระแสไฟฟา้

วัสดแุละวธีิการ
กลุม่ตวัอยา่ง
เก็บตัวอย่างเลือดที่เจาะจากต้นแขนปริมาณ 4.0 มล.

ใส่ขวดที่มีสาร dipotassium ethylene diamine tetraacetate
เป็นสารกันเลือดแข็งตัว  นำมาตรวจวดัค่าดัชนีเม็ดเลือดแดง (red
blood cell indices) ประกอบดว้ยคา่ hemoglobin (Hb), hema-
tocrit (Hct), Red blood cell count (RBC), mean corpuscular
volume (MCV), mean cell hemoglobin (MCH) และ mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) และ red cell
distribution width (RDW) โดยใชเ้ครือ่งนับเมด็เลือดอัตโนมติั
ADVIA 120 (Technicon, USA)10  และทดสอบแยกชนดิของ
ฮีโมโกลบินด้วยวิธีแยกด้วยกระแสไฟฟ้า จำนวน 109 ราย
แบง่เปน็กลุม่ทีใ่หผ้ลตรวจฮโีมโกลบนิปกต ิ 24 ราย  พาหะของ
ฮีโมโกลบินอี 23 ราย พาหะของเบตาธาลัสซีเมีย 21 ราย
ฮีโมโกลบนิเอช 21 ราย และเด็กแรกคลอดทีมี่ฮีโมโกลบนิบารท์
20 ราย รายละเอยีดดงัแสดงในตารางที ่1

ตารางที ่1 แสดงคา่เฉล่ียและคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของดชันีเม็ดเลือดแดง ท่ีตรวจวดัดว้ยเครือ่งนับเมด็เลือดอตัโนมติั Advia
120 แยกตามกลุม่ตวัอยา่ง  5 กลุ่ม

กลุ่มตัวอย่าง          จำนวน         Hb              Hct            RBC           MCV          MCH             MCHC        RDW
                          (ราย)                      (gm/dL)         (%)       (106/uL)        (fL)         (gm/dL)           (%)           (%)

Normal 24 X 12.69 37.83 4.19 90.79 30.40 33.42 13.91
SD   1.34   4.11 0.54   4.43   1.91   0.93   1.09

β - thal trait 21 X 10.14 31.62 4.93 66.86 21.24 31.80 16.94
SD   1.98   5.95 1.11   4.19   1.79   1.35   2.38

Hb E trait 23 X 11.89 35.74 4.46 80.04 26.71 33.43 14.73
SD   1.53   4.66 0.59   4.08   1.34   0.85   1.62

Hb H disease 21 X   8.30 28.52 4.39 66.05 19.05 28.95 22.12
SD   2.18   7.36 1.23 10.21   2.88   2.11   3.35

Bart's AF 20 X 14.09 42.95 4.41 95.10 31.21 32.83 15.49
SD   2.70   8.45 0.81 11.05   3.59   1.06   2.10
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การเตรียมน้ำเลือด
การเตรียมน้ำเลือดด้วยวิธีมาตรฐาน4  นำเลือดมาป่ันล้าง

ด้วยน้ำเกลือ 3 คร้ัง  แล้วเติมน้ำกล่ันปริมาตรเท่ากับเม็ดเลือดแดง
อัดแนน่ ผสมใหเ้ม็ดเลือดแดงแตก  เติมโทลอีูนปรมิาตร 1 ใน 4
ของน้ำเลือด  เขย่าให้เข้ากันอย่างแรง เป็นเวลา 5 นาที  จนส่วนผสม
เป็นเนือ้เดียวกนั  นำไปปัน่ดว้ยความเรว็  2,500 รอบ/นาท ี นาน
10 นาที  ดูดแยกช้ันบนท่ีเป็นโทลูอีนรวมกับตะกอนโปรตีนออกท้ิง
เหลือแต่น้ำเลือดสีแดงใส กรองด้วยกระดาษกรองเบอร ์1 ก่อนนำ
ไปใช้ทดสอบ

การเตรียมน้ำเลือดอย่างง่าย หลังจากการปั ่นล้าง
เม็ดเลือดแดงด้วยน้ำเกลือ 3 คร้ัง  เติมสารเตรียมน้ำเลือดอย่างง่าย
(ประกอบดว้ย ethylene diamine tetraacetic acid; EDTA 1.0
กรัม และ saponin 0.1 กรัม ละลายในนำ้กล่ัน 500 มล.) ลงใน
เม็ดเลือดแดงอัดแน่นในปริมาตรเท่ากัน  ผสมให้เข้ากัน ตั้งไว้
1 นาท ี ได้น้ำเลือดสีแดงใส แล้วนำไปใชท้ดสอบ

การทดสอบแยกชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบินด้วย
กระแสไฟฟ้า

เจือจางน้ำเลือดด้วยน้ำกลั่นให้ได้ความเข้มข้นของฮีโม-
โกลบิน ประมาณ 3-4 กรัม/ดล. นำไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้า
บนแผน่เซลลูโลสอะซิเตท (cellulose acetate, Titan IIIH) โดยใช้
Tris EDTA borate pH 8.6 เป็น buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 280
โวลท ์นาน 15 นาท ี  แล้วนำมายอ้มสี ponsuae S และอ่านชนดิ
ของแถบฮีโมโกลบินตามตำแหน่งที่ปรากฏโดยเทียบกับตัวอย่าง
ควบคมุทีท่ำควบคูกั่น ปรมิาณฮีโมโกลบนิชนดิตา่งๆ ตรวจวดัได้
ด้วยการล้างออกจากแผ่นเซลลูโลสอะซิเตท หลังจากแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าโดยตัดแถบฮีโมโกลบินแต่ละชนิดมาชะล้างด้วย
น้ำกลั่นเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 415
นาโนเมตร นำมาคำนวณความเข้มข้นของฮีโมโกลบินชนิดต่างๆ
เป็นร้อยละของความเขม้ข้นรวม

การประเมนิคณุภาพของวธีิเตรยีมนำ้เลอืดอยา่งงา่ย
เปรียบเทียบผลการตรวจหาชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน

จากตัวอย่างท่ีเตรียมได้จากวิธีเตรียมน้ำเลือดอย่างง่ายกับวิธีเตรียม
น้ำเลือดมาตรฐาน โดยตรวจสอบความสอดคลอ้งของการอา่นผล
ชนดิของแถบฮโีมโกลบนิทีแ่ยกดว้ยกระแสไฟฟา้ด้วยสถติิ Kappa
statistic agreement   ทดสอบสมมติฐานความแตกต่างของค่าเฉล่ีย
ด้วย paired-t test หาความสัมพันธ์ของปริมาณร้อยละของ
ฮีโมโกลบินแต่ละชนิดด้วยค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation;
R) และสมการถดถอยเชงิเส้น (regression line)  และแสดงความ
สอดคลอ้ง (agreement) ของการทดสอบดว้ยวธีิ Bland_Altman
plot

ผลการศกึษา
นำน้ำเลือดที่เตรียมอย่างง่ายและเตรียมโดยวิธีมาตฐาน

มาทดสอบแยกชนิดของฮีโมโกลบินด้วยกระแสไฟฟ้าบนแผ่น
เซลลูโลสอะซิเตทพบว่า ตัวอย่างที่เตรียมจากทั้งสองวิธีให้ผล
ไม่แตกตา่งกัน คือ มีความคมชดั แยกจากกนัชดัเจนและตำแหนง่
ที่ปรากฏของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดนั้นตรงกับตัวอย่างควบคุม
ที่ทำควบคู่กันดังแสดงในรูปที่ 1 และเปรียบเทียบการอ่านผล
ชนิดของแถบฮีโมโกลบินที่แยกด้วยกระแสไฟฟ้าจากตัวอย่าง
109 ราย จากนำ้เลือดทีเ่ตรยีมทัง้สองวธีิพบวา่อ่านผลไดต้รงกนั
ทุกราย ดังแสดงในตารางที่ 2  โดยค่าความสอดคล้อง (kappa
statistic agreement) K=1.00

ผลทดสอบเปรียบเทียบปริมาณร้อยละของฮีโมโกลบิน
แต่ละชนิดท่ีตรวจวัดได้จากน้ำเลือดท้ังสองวิธี  แยกตามกลุ่มตัวอย่าง
ท้ัง 5 กลุ่มพบวา่การทดสอบจากนำ้เลือดมาตรฐาน ค่าเฉล่ีย และ
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของปริมาณร้อยละของฮีโมโกลบินเอสอง
ในกลุ่มคนปกติเท่ากับ 3.02±0.36 และกลุ่มพาหะบีตาธาลัสซีเมีย
เท่ากับ 5.28±0.78  ปริมาณร้อยละของฮีโมโกลบินอีในกลุ่มพาหะ
ของฮีโมโกลบินอีเท่ากับ 25.67±2.86 ปริมาณร้อยละของ
ฮีโมโกลบินเอชในกลุ่มโรคฮีโมโกลบินเอชเท่ากับ 10.70±5.85
และปริมาณร้อยละของฮีโมโกลบินบาร์ทในเด็กแรกคลอดเท่ากับ
6.09±2.40 ในขณะที่การทดสอบในน้ำเลือดที่เตรียมอย่างง่าย
จากกลุม่ตวัอยา่งท้ัง 5 กลุ่มไดค่้าเฉล่ียและคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน
เท่ากับ 2.98±0.42, 5.37±0.84, 26.38±1.40, 10.72±5.91
และ 6.15±2.52  ตามลำดบั

เมื ่อนำค่าร้อยละของฮีโมโกลบินที่ได้จากการทดสอบ
น้ำเลือดที่ได้จากการเตรียมทั้งสองวิธีจากตัวอย่างแต่ละกลุ่ม
แยกเป็นกลุ่มคนปกติ พาหะบีตาธาลัสซีเมีย พาหะฮีโมโกลบินอี
ฮีโมโกลบินเอช และเด็กแรกคลอดท่ีมีฮีโมโกลบินบาร์ท มาทดสอบ
ด้วยสถิติ paired-t-test พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคญั โดยคา่ p=0.6537, 0.5403, 0.1953, 0.9223 และ
0.6791 ตามลำดับ     เม่ือนำมาทำการทดสอบในกลุ่มตัวอย่างรวม
109 ตัวอย่าง พบว่าไม่มีความแตกตา่งกันอย่างมีนัยสำคัญเช่นกัน
โดยคา่ p=0.1718  รายละเอยีดดงัแสดงในตารางที ่3

การทดสอบหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของค่าร้อยละ
ของฮีโมโกลบินทุกชนิดที่ได้จากการทดสอบน้ำเลือดที่จัดเตรียม
ทั้งสองวิธีพบว่ามีความสัมพันธ์กันดีมาก  โดยค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์  R=0.9896  และสมการถดถอยเชิงเส้น Y=0.9678X
+0.1633 ดังแสดงในรปูที ่2
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ผลการว ิเคราะห์ความแตกต่างของปร ิมาณร้อยละ
ฮีโมโกลบินที ่ทดสอบจากน้ำเลือดที่เตรียมด้วยวิธีมาตรฐาน
กับวิธีเตรียมอย่างง่ายจากตัวอย่างทั้ง 109 ราย  พบว่ามีค่า
ความแตกต่างเฉลี่ย ความสอดคล้องต่ำสุด และความสอดคล้อง

สูงสุด เท่ากับ -1.0 , -22.5 และ 24.6 ตามลำดับ   ปริมาณร้อยละ
ของฮีโมโกลบินที่ทดสอบจากน้ำเลือดที่เตรียมทั้งสองวิธีมีความ
สอดคล้องกันถึง 108 ราย มีเพียง 1 รายที่ค่าที่ตรวจวัดได้
ไม่สอดคลอ้งกัน  ดังแสดงในรปูที ่3

ตารางที ่2   แสดงจำนวนตวัอย่างแยกตามชนดิของฮโีมโกลบนิท่ีแยกด้วยกระแสไฟฟา้จากนำ้เลือดทีเ่ตรยีมดว้ยวิธีมาตรฐาน
และวธีิเตรยีมอยา่งง่าย และคา่ความสอดคลอ้ง Kappa statistic agreement

                                                                            จำนวนตัวอย่างแยกตามชนิดของฮีโมโกลบิน
                                                                                           จากน้ำเลือดที่เตรียมด้วยวิธีมาตรฐาน

                                                                         AA2         AE             HAA2  Bart's AF

AA2 45   0   0   0 (41.3%)
AE   0 23   0   0 (21.1%)
HAA2   0   0 21   0 (19.3%)
Bart's AF   0   0   0 20 (18.3%)

                       (41.3%)     (21.1%)       (19.3%)        (18.3%)

Kappa 1.0000
Standard error 0.0000
95% CI             1.000 to 1.000

จำนวนตัวอย่างแยกตามชนิด
ของฮีโมโกลบินจากน้ำเลือด

ที่เตรียมอย่างง่าย

ตารางที ่3 แสดงชนดิของฮโีมโกลบนิ และปรมิาณทีต่รวจวดัไดจ้ากนำ้เลือดทีเ่ตรยีมดว้ยวิธีมาตรฐาน และวิธีเตรยีมอยา่งง่าย
ของกลุม่ตวัอยา่ง 5 กลุ่ม

กลุ่มตัวอย่าง     ชนิดของ     จำนวน         ปริมาณ Hb จากน้ำเลือดที่เตรียมด้วยวิธี             ปริมาณ Hb จากน้ำเลือดที่เตรียม             ค่า P
                        Hb        ตวัอยา่ง                      มาตรฐาน                                                อย่างง่าย                       (ααααα=0.05)

                          คา่ตำ่สดุ  คา่สงูสดุ  คา่เฉลีย่  คา่เบีย่งเบน     คา่ตำ่สดุ  คา่สงูสดุ  คา่เฉลีย่  คา่เบีย่งเบน
                                                                                            มาตรฐาน                                             มาตรฐาน

Normal  A2   24   2.10   3.50   3.02 0.36   2.20   3.60   2.98 0.42 0.6537
β - thal trait  A2   21   4.00   7.00   5.28 0.78   4.10   6.80   5.37 0.84 0.5403
Hb E trait  E   23 20.80 31.30 25.67 2.86 23.80 28.60 26.38 1.40 0.1953
Hb H disease  H   21   3.30 21.30 10.70 5.85   3.70 20.20 10.72 5.91 0.9223
Bart's AF          Bart's   20   1.90 11.50   6.09 2.40   2.30 12.70   6.15 2.52 0.6791

รวม 109   1.90 31.30 10.28 8.91   2.20 28.60 10.45 9.11 0.1718
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รปูที ่2 แสดงความสัมพันธ์ของปริมาณร้อยละของแถบ
ฮีโมโกลบินชนิดต่างๆ ที ่ตรวจวัดจากน้ำเลือด
ที่เตรียมด้วยวิธีมาตรฐานเปรียบเทียบกับน้ำเลือด
ทีเ่ตรยีมอยา่งงา่ย

รปูที ่3 Bland-Altman plot แสดงความแตกต่างระหว่าง
ปริมาณร้อยละฮีโมโกลบินชนิดต่างๆ ที่ทดสอบจาก
น้ำเลือดทีเ่ตรยีมดว้ยวิธีมาตรฐาน (gold)  กับน้ำเลือด
ท่ีเตรยีมอยา่งง่าย (new)
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หมายเลข 1 คือ คนปกต,ิ 2 คือ พาหะของบตีาธาลัสซีเมีย, 3 คือ พาหะของฮีโมโกลบนิอี, 4 คือ โรคฮโีมโกลบนิเอช, 5 คือ
เด็กแรกคลอดทีมี่ฮีโมโกลบนิบารท์ และ 6 คือ ตัวอยา่งควบคมุทีมี่แถบฮีโมโกลบนิชนดิ HASA2
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วิจารณ์
กลุ่มตัวอย่างท่ีนำมาทำการศึกษาจำนวน 109 ราย  ได้ผ่าน

การตรวจเบ้ืองต้นทางโลหิตวิทยาเพ่ือใช้ประกอบการวินิจฉัยพาหะ
และโรคธาลัสซีเมีย  ตามเกณฑ์มาตรฐานของ International Com-
mittee for Standardization in Hematology11-12  ค่า MCV ท่ีต่ำกว่า
80 fL เป็นตัวบ่งช้ีท่ีสำคัญในการจำแนกพาหะธาลสัซีเมียออกจาก
กลุ่มคนปกติได้5 ผลการศึกษาครั้งนี้พบว่ากลุ่มพาหะของบีตา-
ธาลัสซีเมีย และพาหะของฮีโมโกลบนิอี มีค่า MCV ต่ำกว่า 80 fL
ทัง้สองกลุ่มสอดคลอ้งกับเกณฑม์าตรฐานทีก่ล่าวขา้งตน้  เมือ่นำ
ตัวอย่างทั้งหมดมาทำการทดสอบประเมินคุณภาพของน้ำเลือด
ที่เตรียมอย่างง่ายพบว่า การแยกของแถบฮีโมโกลบินแต่ละชนิด
ในกระแสไฟฟ้าแยกได้ชัดเจน และตำแหน่งของฮีโมโกลบิน
แต่ละชนิดตรงตามตำแหน่งของตัวอย่างควบคุมที่ทำควบคู่กัน
และผู้ทำการทดสอบอ่านชนิดของแถบฮีโมโกลบินได้ผลตรงกัน
ทุกรายโดยคา่ความสอดคลอ้ง K=1.00  แม้แต่ฮีโมโกลบนิบารท์
ในเด็กแรกคลอดที่ตรวจพบได้ในปริมาณต่ำ แต่มีความสำคัญ
ในการวินิจฉัยพาหะอัลฟ่าธาลัสซีเมีย6, 13-14  ก็สามารถตรวจพบได้
ท้ัง 20 ราย แสดงให้เห็นวา่การเตรยีมนำ้เลือดอยา่งง่ายดว้ยวธีิท่ี
พัฒนาขึ้นใหม่นี้มีความไว (sensitivity) สูง ใช้ในการทดสอบ
แยกชนิดของฮีโมโกลบินได้ไม่แตกต่างกับการเตรยีมน้ำเลือดด้วย
วธีิมาตรฐาน

เมื่อนำฮีโมโกลบินที่แยกได้จากน้ำเลือดที่เตรียมอย่างง่าย
มาตรวจวดัค่าเฉล่ียของปรมิาณรอ้ยละของฮโีมโกลบนิ แล้วนำมา
เปรียบเทียบกับน้ำเลือดที่เตรียมด้วยวิธีมาตรฐาน โดยใช้สถิติ
paired-t test  พบวา่ไม่มีความแตกตา่งกันอยา่งมีนัยสำคญั และ
มีความสมัพันธ์กันดมีาก โดยคา่ R=0.988791 โดยเฉพาะกลุม่
พาหะบีตาธาลัสซีเมียที่เกณฑ์การวินิจฉัย7, 15-16 ต้องดูค่าดัชนี
เม็ดเลือดแดงร่วมกับปริมาณร้อยละของฮีโมโกลบิน A2 ท่ีมากกว่า
ร้อยละ 3.5 พบว่าสามารถวินิจฉัยได้ถูกต้องทุกรายเมื่อทำการ
ทดสอบจากนำ้เลือดทีเ่ตรยีมอยา่งง่าย  แสดงวา่น้ำเลือดทีเ่ตรยีม
อย่างง่ายน้ีสามารถใช้ทดแทนน้ำเลือดท่ีเตรียมด้วยวิธีมาตรฐานได้
อยา่งมปีระสทิธภิาพ

จากการวิเคราะห์ความแตกต่างของปริมาณร้อยละของ
ฮีโมโกลบินทุกรายที่ได้จากการทดสอบสองวิธีจากตัวอย่าง 109
ราย และแสดงภาพดว้ย Bland-Altman plot (รูปที ่3) พบวา่มี
1 ราย ท่ีค่าท่ีตรวจวดัไดไ้ม่สอดคลอ้งกัน ซ่ึงเป็นตวัอยา่งในกลุ่ม
คนปกติที่ทดสอบปริมาณฮีโมโกลบินเอสองจากน้ำเลือดที่เตรียม
ด้วยวิธีมาตรฐานและวธีิเตรียมอย่างง่ายได้ค่าร้อยละ 3.2 และ 2.4

ตามลำดบั  อย่างไรก็ตามคา่ท้ังสองยังคงอยูใ่นชว่งคา่ของคนปกติ
คือ ร้อยละ 2.0-3.5  จึงไม่มีผลกระทบต่อการวินิจฉัยโรคหรือ
พาหะของธาลสัซีเมีย

การเตรียมน้ำเลือดด้วยวิธีมาตรฐาน มีขั้นตอนที่ต้องใส่
น้ำกล่ันลงไปเพ่ือทำให้เม็ดเลือดแดงแตกเน่ืองจากภาวะ hypotonic
เม็ดเลือดแดงที่แตกด้วยวิธีนี ้จะมีเศษของผนังเม็ดเลือดแดง
หลงเหลืออยู่จึงต้องกำจัดออกโดยใช้สารโทลูอีนเป็นตัวสกัด4

แต่การเตรยีมนำ้เลือดอยา่งง่ายนี ้ผู้วิจัยไดเ้ติมสาร saponin ลงใน
ส่วนผสมของนำ้ยา  สาร saponin มีคุณสมบัติเป็น detergent ทำให้
เม็ดเลือดแดงแตกได้หมดและไม่เหลือเศษของเม็ดเลือดแดงอยู่
ทำให้ไม่ต้องสกัดด้วยโทลูอีน อีกทั้งยังลดเวลาการผสมเลือด
กับน้ำยาเหลือเพียง 1 นาทีก็สามารถนำน้ำเลือดไปใช้งานได้
ช่วยให้ผู้ปฏิบัติงานเล่ียงการสัมผัสสารโทลูอีนท่ีมีผลเสียต่อสุขภาพ
นอกจากนี้การลดขั้นตอนการสกัดด้วยสารโทลูอีนและการกำจัด
ตะกอนด้วยการดูดทิ้งไปทางท่อระบายน้ำยังช่วยลดการปนเปื้อน
ในสภาวะแวดลอ้มได้

การทดสอบชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินด้วยการแยก
ด้วยกระแสไฟฟา้ยังคงได้รับการแนะนำใหใ้ช้เป็นวิธีมาตรฐาน5, 17

จากข้อมูลการใช้งานของหน่วยโลหิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา
ต้ังแต่ พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2549 หลังจากนำเครือ่งอัตโนมติั
ที่อาศัยหลักการโครมาโตกราฟฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง
(high performance liquid chromatography) รุ่น VARIANT II
(Biorad) มาใชง้าน พบวา่ ยังคงตอ้งทำการทดสอบแยกชนดิและ
ปริมาณฮีโมโกลบินด้วยกระแสไฟฟ้าเพื ่อตรวจวัดปริมาณ
ฮีโมโกลบนิเอช และฮีโมโกลบนิบารท์ เฉล่ียถึงร้อยละ 9.15  ของ
ปริมาณงานท้ังหมด  ดังน้ันการเตรียมน้ำเลือดด้วยวิธีท่ีพัฒนาข้ึนน้ี
จึงมีประโยชนอ์ย่างมาก เพราะชว่ยใหผู้้ปฏิบัติงานเล่ียงการสมัผสั
สารโทลอีูนทีม่อัีนตรายตอ่สุขภาพได้

สรุป
ผลการศกึษาครัง้น้ี แสดงใหเ้ห็นว่า สามารถใชน้้ำเลือด

ท่ีจัดเตรียมอย่างง่ายทดแทนวิธีเตรียมมาตรฐานในการทดสอบ
หาชนิดปริมาณร้อยละฮีโมโกลบินต่างๆ ด้วยวิธีแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าได้โดยไม่มีผลกระทบต่อการวินิจฉัยพาหะและ
โรคธาลสัซีเมีย วิธีเตรยีมน้ำเลือดอยา่งง่ายน้ีมีข้อดคืีอ เตรยีม
ได้ง่าย หลีกเลี่ยงการสัมผัสกับสารเคมีที ่เป็นอันตรายต่อ
สุขภาพ ลดเวลาและขั้นตอนในการจัดเตรียม โดยที่ผลการ
ทดสอบไม่แตกต่างไปจากเดิม
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