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นิพนธตนฉบับ
การ วินิจฉัย กอน คลอด ของ โรค HbE   βO-Thalassemia
โดย การ วเิคราะหชนดิ ของฮโมโกลบนิ จาก เลอืด ของฟตสั
ดวย วิธี High Performance Liquid Chromatography”
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วตัถปุระสงคและ ความ เปน มา: HbE  β -ํthalassemia เปน โรคธาลสัซ ีเมยี ชนดิ ราย แรง อกี ชนดิ หนึง่ นอก จาก  β-thalassemia major
และ  Hb Bart’s hydrops fetalis การ วนิจิฉยั กอน คลอด ม ีความ จาํเปน เพือ่ หญงิ ที ่ตัง้ครรภ ที ่เสีย่ง จะ ม ีลกู เปน โรค ดงั กลาว ม ีทาง เลอืก ใน
การ ขอ รับ บริการ ทาง พันธุ ศาสตร ที่ เหมาะสม ซึ่ง  β-thalassemia gene ใน เขต ภาค เหนอื สวน ใหญ เปน ชนดิ  β -ํthalassemia gene
ทาํใหไม สามารถ สราง HbA ดงันัน้ การ วดั สดัสวน ของ HbA จาก เลอืด ของฟตสัโดย ตรง นา จะ ใช เปน วธิกีาร วนิจิฉยั กอน คลอด ของ โรค HbE
β -ํthalassemia ได  วธิกีาร ศกึษา: ตวัอยาง เลอืดฟตสัที ่ทาํ การ ศกึษา อาย ุระหวาง 18-22 สปัดาห ไดมา จาก การ ทาํ cordocentesis ของ
หญิง ที่ เสี่ยง จะ ให บุตร เปน โรค HbE  β-thalassemia จาํนวน 623 ราย โดย นาํ ไป วเิคราะห สดัสวน ตางๆ ของ ชนดิ ของฮโมโกลบนิ ดวย
วธิี automated HPLC และ บาง รายได ตรวจ ยนืยนั ชนดิ ของ  β -ํthalassemia mutation ดวย วธิี automated fluorescence DNA
sequencing  technique  ผล การ ศกึษา: จาก การ วเิคราะห เลอืด ตวัอยาง ของฟตสั 623 ราย ดวย วธิี automated HPLC พบ chromato-
gram  3 ชนดิ ดวย กนั คอื FE FAE และ FA chromatogram ชนดิ FE พบ 152 ราย โดย เปน HbE  β -ํthalassemia 151 ราย ซึง่
ม ีคา สดัสวน ของ HbE เทากบั 1.3 ± 0.3% และ อกี 1 ราย เปน homozygous HbE ม ีคา สดัสวน ของ HbE เทากบั 2.6% chromatogram
ชนดิ  FAE พบ 189 ราย โดย เปน HbE trait 186 ราย ซึง่ ม ีคา สดัสวน ของ HbA เทากบั 2.1 ±1.0% และ HbE เทากบั 1.2 ±0.3% ทกุ
ราย ม ีคา สดัสวน ของ HbA มาก กวา HbE แต มี 3 ราย ที ่ม ีคา สดัสวน ของ HbA นอย กวา HbE เปน HbE  β+-thalassemia และ ผล การ
ตรวจ  DNA analysis พบ เปน compound heterozygote ระหวาง -28 (A-G) กบั codon26 (G-A) chromatogram ชนดิ ที่ 3 คอื
chromatogram ที่ มี Hb FA ซึ่ง เปน  β-thalassemia trait หรอื normal fetuses สดัสวน ของ HbA ม ีคา ตัง้แต 0.8-9.2% ม ีจาํนวน
282 ราย แต ไม สามารถ แยก ภาวะ ทั้ง สอง ออก จาก กัน ได ชัดเจน ดวย สัดสวน ของ HbA การ ศึกษา  β-thalassemia mutation ใน แต ละ
กลุม ยนืยนั ผล การ วนิจิฉยั ชนดิ ของธาลสัซ ีเมยี ดวย วธิี automated HPLC  วจิารณ และ สรปุ: การ วเิคราะห ชนดิ ของฮโมโกลบนิ จาก เลอืด
ของฟตสัโดย ตรง ดวย วธิี automated HPLC ให ภาพ chromatogram ของ HbE  β -ํthalassemia ตาง จากฟตสัที ่เปน HbE trait, 
β-thalassemia trait และฟตสัปกต ิอยาง ชดัเจน คอืฟตสัที ่เปน HbE  β -ํthalassemia จะ ม ีภาพ chromatogram เปน FE ไม มี HbA
และ ม ีคา สดัสวน ของ HbE อยู ระหวาง 0.7-1.9% วธิกีาร ตรวจ ทาง หอง ปฏบิตั ิการ ไม ยุง ยาก ให ผล เรว็ สิน้ เปลอืง คาใชจาย ตอ ราย นอย สามารถ
ใช เปน วิธีการ การ ตรวจ วินิจฉัย กอน คลอด ของ โรค HbE  β -ํthalassemia ได
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การ วินิจฉัย กอน คลอด เพื่อ กําหนด ชนิด ของ โรค
ธาลสัซ ีเมยี ของฟตสัใน ครรภ ของ หญงิ เสีย่ง ที ่อาจ ให บตุร
เปน โรคธาลสัซ ีเมยี ชนดิ ราย แรง ม ีความ จาํเปน อยาง ยิง่ ทัง้
นี ้เปน เพราะ เดก็ ที ่เกดิ มา เปน โรคธาลสัซ ีเมยี เกอืบ ทัง้ หมด
รกัษา ไม หาย และ ตอง เสยี คา รกัษา แบบ ประคบัประคอง
เปน จาํนวน เงนิ ที ่สงู มาก เพือ่ ให ม ีชวีติ อยู ซึง่ ม ีผล กระทบ
ดาน สังคม และ เศรษฐกิจ ตอ ครอบครัว เปน อยาง มาก
ดังนั้นการ วินิจฉัย กอน คลอด จึง มี ประโยชน เพราะ จะ
สามารถ ทาํให หญงิ ตัง้ครรภ ที ่ทารก ใน ครรภ เปน โรคธาลสัซี
เมีย มี ทาง เลือก ใน การ ขอ รับ บริการ ทาง พันธุ ศาสตร ที่
เหมาะสม

วธิ ีวนิจิฉยั กอน คลอด ทาง หอง ปฏบิตั ิการ ที ่เปน สากล
ใช การ ตรวจ ดวย วิธี DNA technique ซึ่ง จะ ตอง ตรวจ
เพือ่ กาํหนด ชนดิ ของ globin gene mutation ใน คู เสีย่ง
กอน  เมือ่ ทราบ ความ ผดิ ปกต ิที ่แนนอน แลว จงึ ตรวจ หา
ความ ผดิ ปกต ิใน เนือ้ เยือ่ ของฟตสั ไดแก ชิน้ รก หรอื cells
จาก amniotic fluid1,2 นอก จาก นัน้ ใน การ กาํหนด ชนดิ
ของ  โรคธาลสัซ ีเมยี ของฟตสัยงั ตอง ใช DNA technique
ตรวจ การ ปน เปอน เนือ้ เยือ่ ของ มารดา ใน เนือ้ เยือ่ ของ ฟตสั
ทกุ ครัง้ เพือ่ ปองกนั การ แปล ผล ผดิพลาด ทาํให การ ตรวจ
ดวย วธิี DNA technique เพือ่ การ วนิจิฉยั กอน คลอด มี
ขัน้ตอน มาก ตอง ลงทนุ สงู และ หอง ปฏบิตั ิการ ดาน DNA
technique  ใน ประเทศ ไทย ยัง มี จํานวน จํากัด ซึ่ง ไม
สามารถ ให บรกิาร ได อยาง กวางขวาง

การ ตรวจ ชนดิ ของฮโมโกลบนิ ของฟตสัดวย วธิี auto-
mated  high performance liquid chromatography
นอก จาก ใช ใน การ วนิจิฉยั กอน คลอด เพือ่ กาํ หนด ฟตสั เปน
โรค Hb Bart’s hydrops fetalis และ โรค   β-thalas-
semia  major3,4 ใน การ รายงาน ครัง้ นี ้ผู รายงาน และ คณะ
ขอ แสดง ให เห็น วา การ ตรวจ วิธี นี้ สามารถ ใช เพื่อ กํา หนด
ฟตสั ที ่เปน โรค HbE  β -ํthalassemia ซึง่ เปน โรคธาลสัซี
เมยี  ชนดิ ราย แรง ได อกี ดวย

วสัด ุและ วธิกีาร
ตวัอยาง ที ่ใช ใน การ ศกึษา เปน หญงิ ตัง้ครรภ ที ่ม ีโอกาส

เสี่ยง ที่ จะ ให บุตร เปน โรค HbE   β-thalassemia 623
ราย 621 ราย มา จาก คู เสีย่ง ที ่บดิา หรอื มารดา คน ใด คน
หนึ่ง เปน   β-thalassemia trait สวน อีก คน หนึ่ง เปน
heterozygous  HbE หรอื HbE trait ( ตาราง ที่ 1) สวน
อีก 2 ราย เปน คู เสี่ยง ที่ มารดา เปน HbE   β-thalas-
semia  และ บิดา เปน homozygous HbE กับ HbE
trait อยาง ละ 1 ราย ( คู เสีย่ง พเิศษ) ใน จาํนวน นี้ 104 ราย
เคย ม ีบตุร เปน โรค HbE   β-thalassemia มา แลว ทกุ ราย
มี อายุ ครรภ อยู ระหวาง 18-22 สัปดาห ผาน ขบวน การ
thalassemia  counseling และ ไดรบั การ ตรวจ คดั กรอง
ดวย วธิี osmotic fragility test, HbE screening test
และ ตรวจ ยืนยัน ความ เปน คู เสี่ยง ดวย วิธี A2 test5-7

พรอมสามี มา เรียบรอย แลว และ สมัคร ใจ ขอ รับ การ
วนิจิฉยั กอน คลอด โดย การ ยนิ ยอม ให ตรวจ เลอืดฟตสัจาก
สาย สะดอื (cordocentesis)8,9
การ ตรวจ การ ปน เปอน เลอืด มารดา

 นํา เลือดฟตัสมา ทํา เปน blood smear บางๆ ผึ่ง ให
แหง ที่ อุณหภูมิ หอง 30 นาที แลว นํา blood smear ไป
fixed  แบบ จุม ลง ใน 80% ethyl alcohol 3 นาที และ
ยอม แบบ เดียว กัน ใน น้ํา ยา 0.1% amido-black 10 B
ใน 80% ethyl alcohol ที ่มี pH 2.0 อกี 3 นาที จาก นัน้
นาํ ไป ลาง ส ีออก ดวย น้าํ ประปา ไหล รนิ อกี 1 นาที เมือ่ นาํ ไป
ตรวจ สอบ ดวย กลอง จลุทศัน ขนาด กาํลงั ขยาย 400 เทา
เมด็ เลอืด แดง ของฟตสัตดิส ีน้าํ เงนิ เขม (F-cell) สวน เมด็
เลอืด ของ มารดา จะ เหน็ เปน ซาก เซลล (A-cell) ถา พบ A-
cell มาก 1 ตอ 500 ตัว ของ F-cell แสดง วา เลือด
ตัวอยาง นั้น ปน เปอน เลือด มารดา10
การ ตรวจ ชนดิ ของฮโมโกลบนิ จาก เลอืด ของฟตสั

นาํ เลอืด ตวัอยาง จาํนวน 5 ไมโคร ลติร ละลาย ใน lysis
buffer 1 ซี ซี และ ฉีด เขา เครื่อง Automated HPLC
(Variant  TM Hemoglobin Testing System ; Bio-
Rad  Laboratories) โดย ใช   β-thalassemia Short
Program  เครื่อง จะ วิเคราะห ชนิด ของ Hemoglobin
และคาํนวณ สดัสวน ของฮโมโกลบนิ แต ละ ชนดิ เปน เปอร
เซนต11



307การวินิจฉัยกอนคลอดของโรค HbE bํ-thalassemia โดยการวเิคราะหชนดิของฮโมโกลบนิ

วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่13 ฉบบัที ่4 ตลุาคม-ธนัวาคม 2546

ตาราง ที่ 1 แสดง คา Osmotic fragility test (OF), HbA2 ใน คู สามี ภรรยา ที่ เสี่ยง จะ มี ลูก เปน โรค  HbE   β -ํthalas-
semia  และ สัดสวน ของ HbE ในฟตัสที่ เปน โรค HbE   β -ํthalassemiaทมีี  chromatogram เปน HbF กบั HbE

Couples บิดา/ มารดา OF (%) A2, E (%) Fetus (ages)  (wk) E% in fetus
1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา
มารดา
บดิา

46.2
42.8
34.3
29.8
59.4
24.4
28.9
48.7
24.1
69.7
25.3
35.4
18.8
25.8
30.7
75.0
43.2
39.4
16.2
28.3
42.2
21.9
33.5
61.0
33.3
58.3

23.4
16.4
21.5
15.7
25.0
16.2
15.3
19.0
15.4
24.6
16.1
23.2
21.0
15.5
15.1
24.3
16.8
28.1
17.6
25.4
80.0
17.9
16.8
24.0
15.5
20.6

18

20

18

20

20

21

20

19

22

19

20

18

18

1.1

1.1

1.2

1.4

1.2

1.6

1.3

1.7

1.8

1.3

1.3

1.4

1.3

F A
F A  E- F A  > E

F A < E
F E

ตาราง ที่ 2 แสดง ชนิด ของ chromatogram ที่ ได จาก การ วิเคราะห เลือด ของฟตัสที่ เสี่ยง จะ เปน โรค HbE β -ํthalas-
semia  ดวย วธิี automated HPLC

Hb typing Type of thalassemia Cases %
Normal + β-thal trait

Hb E trait
Hb E β+-thal
Hb E β -ํthal
Homo. HbE*

282
186
3

151
1

623

145.26
129.86
110.48
124.24
110.16
100.00Total cases

*Homozygous HbE
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การ วิเคราะห ชนิด ของ   β-thalassemia mutation
ใช วิธี Automated Fluorescence DNA Se-

quencing  technique วธิกีาร ประกอบ ดวย การ นาํ เลอืด
ฟตสั มาส กดั แยก เอา DNA ดวย วธิี chelex extraction
DNA ที ่ได นาํ ไป เพิม่ ปรมิาณ beta globin gene บรเิวณ
Exon I,  II และ Exon III ดวย วิธี PCR technique
beta-globin gene บรเิวณ Exon I,  II และ Exon III
ที ่ได นาํ ไป ทาํให บรสิทุธิ ์โดย การ ผาน ลง QIA quick spin
column  (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) จาก
นั้น นํา ไป หา beta thalassemia mutation โดย ทํา
Asymetric  PCR กบั ชดุ น้าํ ยา ของ บรษิทั ABI PRISM
Dye  Terminator Cycle Sequencing Ready Reac-
tion  ตาม ขบวน การ ที ่หนดไว และ อาน ลาํดบั DNA ดวย
เครือ่ง Automated DNA Sequencer (Perkin-Elmer
Corporation)12

ผล การ ศกึษา
หญงิ ม ีครรภ ที ่ม ีโอกาส เสีย่ง ที ่จะ ให บตุร เปน โรค HbE

β -ํ thalassemia และ ไดรบั การ วนิจิฉยั กอน คลอด โดย
การ ตรวจ เลือด จาก สาย สะดือ ของฟตัส เมื่อ อายุ ครรภ
ระหวาง  18-22 สัปดาห จํานวน 623 ราย พบ การ ปน
เปอน เลือด มารดา 11 ราย และ ทั้ง 11 รายได รับ การ
ตรวจ cordocentesis ซ้าํ อกี คน ละ หนึง่ ครัง้

การ วิเคราะห ชนิด ของฮโมโกลบิน จาก เลือด ตัวอยาง
ของฟตัสทั้ง สิ้น 623 ราย พบ chromatogram ได 3
แบบ  แบบ แรก มี เฉพาะ HbF กับ HbA ( รูป ที่ 1) มี
จาํนวน  282 ราย (45.3%) คา สดัสวน ของ HbA ม ีคา อยู
ระหวาง 0.8 - 9.2% chromatogram แบบ ที่ 2 ประกอบ
ดวย HbF HbA และ HbE มี 189 ราย (30.4%) HbF
ม ีสดัสวน มาก ที ่สดุ รอง ลง มา เปน HbA และ HbE ( รปู ที่
2)  chromatogram แบบ นี้ มี จํานวน 186 ราย โดย มี

รปู ที่ 1 แสดง HPLC-chromatogram จาก เลอืดฟตสั
อายุ 18 สปัดาห ประกอบ ดวย HbF (83.5%) กบั HbA
(6%) เปนฟตสัปกติ

รปู ที่ 2 แสดง HPLC-chromatogram จาก เลอืดฟตสั
อายุ 20 สปัดาห เปน ชนดิ HbF (96.2%) ,HbA (2.5%)
HbE (1.3%) และ การ ตรวจ ยืนยัน DNA mutation
เปน heterozygous codon 26 (G-A) เขา ได กบัฟตสัที่
เปน HbE trait
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สัดสวน ของ HbA มี คา อยู ระหวาง 1.2 - 7.9% ( คาเฉลี่ย
เทากับ 2.1  ±1.0%) และ สัดสวน ของ HbE มี คา อยู
ระหวาง 0.5-1.9% ( คาเฉลีย่ เทากบั 1.2 ±0.3%) และ ทุก
ราย ม ีคา สดัสวน ของ HbA มาก กวา HbE แต ม ีเพยีง 3
ราย ที ่ม ีสดัสวน ของ HbA นอย กวา HbE โดย ราย แรก
HbA  มี คา 0.3% ขณะ ที่ HbE มี คา 0.9% ราย ที่ 2
HbAมี คา 0.6% HbE มี คา 1.5% และ ราย ที่ 3 HbA
มคีา  0.8% HbE ม ีคา 1.6% chromatogram แบบ ที่
3  ประกอบ ดวย HbF และ HbE ( รปู ที่ 3) ม ีจาํนวน 152
ราย โดย มี สัดสวน ของ HbE อยู ระหวาง 0.3-1.9%
(คาเฉลี่ย เทากัน 1.3 ± 0.3%) 151 ราย (24.3%) แต มี
เพยีง 1 ราย ที ่ม ีคา HbE อยู ที่ 2.6%

ผล การ ตรวจ   β-thalassemia mutation ดวย วิธี
fluorescence  DNA sequencing ของฟตสัที่ Hb typ-
ing  เปน chromatogram แบบ แรก ที่ ม ีเฉพาะ HbF กบั
HbA จาํนวน 34 ราย สุม มา จาก กลุม ยอย 3 กลุม ตาม
ปริมาณ สัดสวน ของ HbA คือฟตัสที่ มี คา HbA อยู
ระหวาง 0.8-2.5% สุม มา 16 ราย 2.51-5% สุม มา 11
ราย  และ มาก กวา 5% สุม มา 7 ราย

ผล การ ตรวจ   β-thalassemia mutation ของ กลุม
แรก คา HbA อยู ระหวาง 0.8-2.5% 16 ราย พบ codon
41/42  (-TCTT) 8 ราย IVS-I-I (G-T) 3 ราย codon
17 (A-T) 2 ราย codon 35 (C-A) 2 ราย และ -28 (A-
G) 1 ราย กลุม ที่ 2 คา HbA อยู ระหวาง 2.1-5% นาํ มา
ตรวจ   β-thalassemia mutation 11 ราย พบ codon
41/42  (-TCTT) 2 ราย codon 17 (A-T) 2 ราย และ
IVS-I-I (G-T) 1 ราย อกี 6 ราย ไม พบ   β-thalassemia
mutation และ กลุม ที่ 3 ที ่ม ีคา HbA มาก กวา 5% นาํ มา
ตรวจ   β-thalassemia mutation 7 ราย พบ 1 ราย
เปน   β-thalassemia mutation ชนิด codon 17  (A-
T)  สดัสวน ของ HbA ของฟตสัที่ chromatogram เปน
HbF - A และ ตรวจ พบ   β-thalassemia mutation
จาํนวน 22 ราย ม ีคาเฉลีย่ HbA เทากบั 2.2  ±0.9% และ
ของฟตัส 12 ราย ที่ ตรวจ ไม พบ   β-thalassemia mu-
tation  มี คา HbA เฉลี่ย เทากับ 5.0  ± 2.5% และ เมื่อ
เปรยีบ เทยีบ กนั พบ วาฟตสัก ลุม ที ่ตรวจ ไม พบ   β-thalas-
semia  mutation ม ีคา สดัสวน ของ HbA สงู กวา กลุม ที่
ตรวจ พบ   β-thalassemia mutation อยาง ม ีนยั สาํคญั
(p <  0.001)

 ผล การ ตรวจ   β-thalassemia mutation ของ ฟตสั
ที่ มี  chromatogram เปน แบบ ที่ 2 ซึ่ง ประกอบ ดวย
HbF HbA และ HbE โดย สุม มา ตรวจ 15 ราย ทกุ ราย
มี คา สัดสวน ของ HbA มาก กวา HbE พบ เปน het-
erozygote  ของ codon 26 (G-A) เขา ได กบั HbE  trait
สวน อกี 3 ราย ที ่คา สดัสวน ของ HbA นอย กวา HbE ผล
การ ตรวจ   β-thalassemia mutation พบ เป็น com-

รปู ที่ 3 แสดง HPLC-chromatogram ของฟตัสอายุ
19 สปัดาห ชนดิ HbF กบั HbE และ ผล DNA  analy-
sis  เปน compound heterozygous codon 17 (A-T)/
codon 26 (G-A) เขา ได กับฟตัสที่ เปน โรค HbE  β ํ
thalassemia
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pound  heterozygote ระหวาง -28 (A-G) กบั codon
26  (G-A) ( รปู ที่ 4)

ผล การ ตรวจ   β-thalassemia mutation ของ ฟตสั
เปน  แบบ ที่ 3 ที ่มี chromatogram ซึง่ ม ีเฉพาะ HbF กบั
HbE  โดย ตรวจฟตัสที่ มี คา HbE นอย 1% จํานวน 7
ราย พบ เปน compound heterozygote ระหวาง
codon 26 (G-A) กับ codon 41/42 (-TCTT) 4 ราย
กับ codon 17 (A-T) 2 ราย และ กับ IVS I-I (G-T) 1
ราย  และ สุม ตรวจ จากฟตสัที ่ม ีคา HbE ระหวาง 1-1.9%
18 ราย พบ เปน compound heterozygote ระหวาง
codon  26 (G-A) กบั codon 41/42 (-TCTT) 11 ราย
กบั   codon 17 (A-T) 6 ราย และ กบั codon 43 (G-T)
1  ราย ใน กลุม นี ้มฟีตสั 1 ราย ที ่ม ีคา HbE เทากบั 2.6%
ผล การ ตรวจ beta globin gene mutation พบ เปน
homozygous codon 26 (G-A) และ เปน ราย ทีม่า จาก
มารดา เปน HbE   β-thalassemia กับ บิดา เปน ho-
mozygous  HbE

วิจารณ
การ วินิจฉัย กอน คลอด โดย การ วิเคราะห ชนิด ของ

ฮโมโกลบิน  ของฟตัสอายุ ระหวาง 18-22 สัปดาห ซึ่ง มี
โอกาส เสีย่ง ที ่จะ เปน โรค HbE   β-thalassemia ดวย วธิี
automated  HPLC จาํนวน 623 ราย พบ chromato-
gram  ของฮโมโกลบนิ ชนดิ ตาง ๆ  ได 3 แบบ ภาพ chro-
matogram  มี เฉพาะ HbF กับ HbE ไม พบ HbA
สามารถ ให การ วินิจฉัย โรค HbE   β -ํthalassemia ซึง่
มี 151 ราย HbE ม ีคา ตัง้แต 0.3-1.9% ม ีคาเฉลีย่ เทากบั
1.3  ±0.3% ผล การ สุม ตรวจ   β-thalassemia mutation
25 ราย (10%) พบ เปน compound heterozygote
ระหวาง    β -ํthalassemia gene กบั codon 26 (G-A)
เขา ได กับ โรค HbE   β -ํthalassemia ทกุ ราย และ   β-
thalassemia  mutation ที ่พบ บอย คอื codon 41/42
(-TCTT)  กบั codon 17 (A-T) ซึง่ ตรง กบั ที ่เคย ม ีรายงาน
ไว แลว16

รปู ที่ 4  แสดง chromatogram ชนดิ FAE HbA ม ีคา
0.3% HbE เทากบั 0.9% ผล DNA sequencingเปน
compound  heterozygous -28 (A-G) / Codon 26
(G-A) เขา ได กบัฟตสัที ่เปน โรค HbE β+-thalassemia
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Chromatogram ของฟตสั 1 ราย ที ่เกดิ จาก คู เสีย่ง
พิเศษ คือ คู เสี่ยง ที่ อาจ ให บุตร เปน โรค HbE   β-thalas-
semia  หรือ homozygous HbE chromatogram มี
เฉพาะ HbF กับ HbE แต ระดับ HbE มี คา 2.6% ซึ่ง
เปน ระดับ ที่ สูง กวา ที่ พบ ในฟตัสที่ เปน HbE   β -ํthalas-
semia  (HbE = 1.3  ± 0.3% N=151) และ ราย นี ้ไดรบั การ
พสิจูน ดวย วธิี DNA technique พบ วา เปน homozy-
gous  HbE โดย ที่ ขอมูล เกี่ยว กับฟตัสที่ เปน homozy-
gous  HbE ยัง มี ไม มาก ดังนั้น ใน ราย ที่ฟตัสเกิด จาก คู
เสีย่ง พเิศษ นอก จาก ด ูจาก สดัสวน ของ HbE แลว ยงั ตอง
ตรวจ ดวย วธิี DNA technique เพือ่ กาํหนด วาฟตสัเปน
homozygous HbE หรอื ไม

Chromatogram แบบ ที่ 2 ที่ ประกอบ ดวย HbF
HbA  และ HbE ม ีจาํนวน 189 ราย 186 ราย เปน HbE
trait ซึง่ ม ีลกัษณะ ที ่สาํคญั คอื คา สดัสวน ของ HbA ม ีคา
มาก กวา HbE (A = 2.1  ± 1 , E = 1.2  ±0.3%) คา HbA
แม มา จาก   β globin gene เพียงโลกัสเดียว แต มี การ

กระจาย มาก คือ 1.2-7.9% ขณะ ที่ คา สัดสวน ของ HbE
ซึง่มา จาก beta E globin geneโลกสัเดยีว เชน กนั แต
สราง ได นอย กวา   β globin gene ปกต ิจงึ ม ีคา อยู ที่ 0.5-
1.9% ใกล เคยีง กบั สดัสวน ของ HbE ในฟตสัที ่เปน HbE
β -ํthalassemia ( รปู ที่ 5)

ฟตสั 3 ราย ที ่มี chromatogram เปน HbF HbA
และ  HbE แต มี สัดสวน ของ HbA นอย กวา HbE ซึ่ง
แสดง ถึง ความ ผิด ปกติ ใน การ ทํางาน ของ beta-globin
gene  ที่ สราง ได นอย ลง และ เขา ได กับ พวก   β+-thalas-
semia  และ ทัง้ สาม ราย เปน HbE   β+-thalassemia และ
ยีน ของ   β+-thalassemia คอื -28 (A-G)

Chromatogram แบบ ที ่สาม เปน chromatogram
ที่ประกอบ ดวย HbF กับ HbA กลุม นี้ มี สัดสวน ของ
HbA ตัง้แต 0.8-9.2% เปน chromatogram ของ ฟตสั
เมื่อ เกิด มา จะ เปน   β-thalassemia trait หรอืฟตสัที ่ไม
มี beta thalassemia mutation (ฟตสัปกต)ิ จาก การ
ศกึษา   β-thalassemia mutation ในฟตสัที ่ม ีคา สดัสวน

รปูที ่5 เปนภาพแสดงคาเฉลีย่ของ HbA และ HbE ของฟตสัอายคุรรภ 18-22 สปัดาห ซึง่ไดจากการวเิคราะห HPLC
chromatogram ของฟตสัชนดิ homozygous HBE, HbE β -ํthalassemia, HbE trait, β-thalassemia trait
และฟตสัปกติ  (*mutation proved)
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ของ  HbA นอย กวา 2.5% พบ เปน   β-thalassemia
trait ทกุ ราย และ ถา HbA ม ีคา มาก กวา 2.5% อาจ เปน
ได ทัง้   β-thalassemia trait และฟตสัปกติ แต ที ่แนนอน
คอืฟตสัที ่มี chromatogram เปน HbF และ HbA เมือ่
เกิด มา จะ ไม เปน โรค HbE   β -ํthalassemia

เมื่อ เปรียบ เทียบ วิธีการ วินิจฉัย กอน คลอด ดวย วิธี
HPLC  กับ DNA technique แลว วิธี DNA tech-
nique  สามารถ ตรวจ วนิจิฉยั โรคธาลสัซ ีเมยี ของ ทารก ใน
ครรภ ได ตั้งแต ไตรมาส แรก ขณะ ที่ วิธี HPLC ตรวจ ได
เฉพาะ ใน ไตรมาส ที่ 2 ของ การ ตัง้ครรภ นอก จาก นี ้การ
ได ตัวอยาง เลือด โดย วิธี cordocentesis ทํา ได ยาก กวา
การ ทํา chorionic villi sampling ถึง แมวา จะ มี fetal
loss  rate ไม ตางกนั13 แต ขอ ด ีของ การ วนิจิฉยั กอน คลอด
โดย วธิี automated HPLC คอื ม ีราคา ถกู (1,000 บาท/
ราย คณะ แพทยศาตร มหาวทิยาลยั เชยีงใหม) และ ให ผล
รวด เร็ว ( ไม เกิน 30 นาที) และ ใชได อยาง เหมาะสม กับ
สภาพ ใน ปจจบุนั คอื หญงิ ตัง้ครรภ สวน ใหญ มา ฝาก ครรภ
สาย ลวง เขา ใน ไตรมาส ที่ 2 ขอ ด ีอกี ขอ หนึง่ คอื การ แปล
ผล การ วนิจิฉยั กอน คลอด ไม ยุง ยาก ทัง้ นี ้เพราะ   β-thalas-
semia  mutation เกอืบ ทัง้ หมด เปน ชนดิ   β ํ gene จงึ
ไม ม ีการ สราง HbA ทาํให chromatogram ของฟตสัที่
เปน โรค HbE   β ํ-thalassemia ไม มี HbA สามารถ
แยก  จาก ฟตสัที ่เปน HbE trait   β-thalassemia trait
และฟตสัปกต ิได งาย และ ชดัเจน

อยางไร ก ็ตาม สิง่ ที ่ควร พจิารณา คอื คู เสีย่ง พเิศษ ที ่อาจ
ให บุตร เปน โรค HbE   β -ํthalassemia หรอื homozy-
gous  HbE ที่ พบ ใน การ ศึกษา ครั้ง นี้ มี เพียง 2 คู เทานั้น
จาก  623 คู และ มฟีตสั 1 ราย มี chromatogram เปน
HbF และ HbE แม สัดสวน ของ HbE จะ สูง เขา ได
กับฟตัสที่ เปน homozygous HbE แต จาก การ สํารวจ
chromatogram  ของฟตสัที ่เปน homozygouse HbE
15  ราย พบ วา มี คา สัดสวน ของ HbE ตั้งแต 1.7 - 3.4%
(2.5± 0.5%) ทาํให ไม สามารถ กาํหนด ชนดิ ของฟตสัดวย
chromatogram  ได ดงันัน้ การ ตรวจ ยนืยนั ดวย วธิี DNA

technique ยัง มี ความ จําเปน เพื่อ ให ได การ วินิจฉัย ที่
ถกูตอง

ฟตสั ที ่เปน HbE   β -ํthalassemia 151 ราย กบัอกี
3  ราย ที่ เปน HbE   β+-thalassemia หลงั ให คาํ ปรกึษา
ทาง พนัธ ุศาสตร ที ่ด ีแลว ม ีเพยีง 5 ราย ที ่ขอ ให การ ตัง้ครรภ
ดาํเนนิ ตอไป ใน จาํนวน นี ้เปน HbE   β+-thalassemia  2
ราย มี 1 ราย เปน บุตร แฝด โดย อีก คน หนึ่ง ที่ เปน คูแฝด
เปนฟตสัปกติ ที ่เหลอื อกี 2 ราย เปน ครอบครวั ที ่เคย มี
บตุร เปน HbE   β-thalassemia มา แลว และ ให เหตผุล
วา สามารถ ดแูล ได สวน ครอบครวั ที ่เหลอื สมคัร ใจ ของ รบั
บรกิาร หยดุ การ ตัง้ครรภ ซึง่ แสดง ให เหน็ วา ตวั กาํหนด ที่
ทําให เกิด clinical heterogeneity ใน โรค HbE   β-
thalassemia  ควร จะ ได ศกึษา อยาง จรงิจงั เพือ่ ใช เปน แนว
ทาง ใน การ ให บริการ ทาง พันธุ ศาสตร ที่ ถูก ตอง และ
เหมาะสม ตอไป15, 16

ทาย ที่ สุด ขบวน การ ควบคุม และ ปองกัน การ เกิด โรค
HbE   β-thalassemia โดย การ ตรวจ คัด กรอง ดวย วิธี
OF  HbE Screening และ การ วัด สัดสวน ของ HbA2
เพื่อกําหนด คูสมรส ที่ เสี่ยง จะ เปน โรค HbE   β-thalas-
semia  รวม กบั การ วเิคราะห สดัสวน ของฮโมโกลบนิ ของ
ฟตสัดวย วธิี automated HPLC ม ีความ แมนยาํ สงู เหน็
ได จาก จํานวนฟตัส 623 ราย พบ เปน HbE   β -ํthalas-
semia  151 ราย หรือ เทากับ 24.2% ซึ่ง เปน ไป ตาม
mendelian  law of inheritance (p = 0.5) และ เปน
นวัต กรรม ใหม ตาง ไป จาก วิธี ที่ เคย มี รายงาน ไว ใน ตาง
ประเทศ อยาง สิน้ เชงิ และ มัน่ ใจ วา สามารถ ประยกุต ใช ใน
พืน้ ที ่ทัว่ ประเทศ ไทย ได

สรปุ
ได ทํา การ ศึกษา วิธีการ หอง ปฏิบัติ การ สําหรับ การ

วนิจิฉยั กอน คลอด ของ หญงิ ตัง้ครรภ อาย ุครรภ ระหวาง
18-22 สปัดาห ที ่เสีย่ง จะ ให บตุร เปน โรค HbE   β-thalas-
semia  จาํนวน 623 ราย โดย วเิคราะห สดัสวน ของ ชนดิ
ของฮโมโกลบิน โดย ตรง จาก เลือด ตัวอยาง ของฟตัส ซึ่ง
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ไดมา จาก การ ทํา cordocentesis ดวย วิธี automated
HPLC  พบ chromatogram 3 ชนดิ คอื FE FAE และ
FA chromatogram ชนดิ FE เทานัน้ เปน chromato-
gram  ของฟตัสที่ เมื่อ เกิด มา จะ เปน HbE   β -ํthalas-
semia  และ พบ 151 ราย (24.2%) สาํหรบั กรณ ีที ่ฟตสั นัน้
อาจ เปน ได ทั้ง HbE   β -ํthalassemia หรอื homozy-
gous  HbE ตอง ตรวจ ดวย วิธี DNA technique ตอ
เพราะ chromatogram ของฟตสัทัง้ สอง ชนดิ เหมอืน กนั

ผล การ ศกึษา แสดง ให เหน็ วา การ วเิคราะห สดัสวน ของ
ฮโมโกลบนิ โดย ตรง จาก เลอืด ของฟตสัอาย ุระหวาง 18-
22 สปัดาห สามารถ ใช ใน การ วนิจิฉยั กอน คลอด ของ โรค
HbE   β -ํthalassemia ได
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Prenatal Diagnosis of HbE  β -ํThalassemia by High
Performance Liquid Chromatography Analysis of
Hemoglobins in Fetal Blood Samples
Sanguansermsri T, Charoenkwan P, Thanarattanakorn P, Wanapirak C*,
Sirichotiyakul S*, Tongsong T*, Chanprapaph P*, Sirivantanapa P*,
Saetung R,and   Chamrasratanakorn T
Department of Pediatrics;* Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine, Chiang Mai University,
Chiang Mai, Thailand

Background: Hemoglobin E   β -ํthalassemia (HbE   β -ํthalassemia) is a prevalent cause of severe thalassemia syn-
drome  in Thailand, apart from   β-thalassemia major and Hb Bart’s hydrops fetalis. Prenatal diagnosis of the condition
is  therefore necessary to provide an option for couples at risk for having an affected fetus.  Since most   β-thalassemia
mutations  in Northern Thailand result in   β -ํthalassemia, the absence of Hb A in fetal blood should lead to a diagnosis
for HbE   β0-thalassemia in the fetus.  Patients and Methods: Prenatal thalassemia screening records of pregnant
women  attending antenatal care clinic at Chiang Mai University hospital between January 1998 and December 2002
were  reviewed.   Pregnant women who were at risk for having an offspring with HbE   β -ํthalassemia were identified.
Results of fetal blood hemoglobin analysis and mutation analysis were recorded.   All fetal blood was obtained by
cordocentesis  at the gestational age between 18-22 weeks.  Fetal diagnosis was made according to the hemoglobin
fractionation  result using automated high performance liquid column chromatography (HPLC).  Automated fluorescent
DNA sequencing test was performed to confirm the diagnosis in selected cases.  Results: From 623 fetal Hb analysis
records, three patterns of chromatograms were found; FE, FAE and FA.  One hundred and fifty two cases demon-
strated  FE pattern; 151 diagnosed as HbE   β -ํthalassemia had Hb E level of 1.3  ±0.3% and one diagnosed as homozy-
gous  Hb E had Hb E level of 2.6%.   One hundred and eighty nine cases demonstrated FAE pattern; 186 diagnosed
as Hb E trait had Hb A level of 2.1  ±1.0% and Hb E level of 1.2  ±0.3%.  Hb A level in all cases were higher than Hb
E.   Automated DNA sequencing of the remaining three cases who had lower Hb A than Hb E revealed that they
were compound heterozygotes of -28 (A-G) and codon26 (G-A).  Two hundred and eighty two cases had FA pattern
with Hb A level ranging from 0.8-9.2%.  They were diagnosed as   β-thalassemia trait or normal fetus.  The Hb A level
could not be used to differentiate between these two conditions. Mutation analysis in each group was concordant
with results analyzed by HPLC.  Summary: Fetal hemoglobin analysis by HPLC demonstrated three patterns of
chromatograms that could differentiate between HbE   β0-thalassemia and non-disease cases.  Fetus with HbE   β ํ
thalassemia  had FE pattern, absent Hb A and Hb E level between 0.7-1.9%.  The method is effective, easy-to-use,
inexpensive  and is an alternative for a prenatal diagnosis of HbE   β -ํthalassemia.
Key Words : Prenatal  diagnosis HbE  β -ํthalassemia  High  performance  liquid  chromatography
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