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การตรวจวเิคราะหห์าการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกลบนิดว้ย
วธิ ีNext Generation Sequencing (NGS)
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บทคดัย่อ

ความเป็นมา แอลฟ่าธาลสัซเีมยีเป็นโรคทางพนัธุกรรมทีเ่กดิจากการกลายพนัธุบ์นยนีแอลฟ่าโกลบนิ ส่วนใหญ่เกดิจาก large deletions 

ในงานประจ�ำวนัสามารถตรวจแอลฟ่าธาลสัซเีมยีไดโ้ดยวธิี polymerase chain reaction (PCR) แต่วธิีดงักลา่วอาจไมส่ามารถตรวจ

พบการกลายพนัธุช์นิดหายากได ้ผูว้จิยัจงึใชว้ธิี  next generation sequencing (NGS) ซึง่เป็นเทคโนโลยใีหมม่าตรวจหาการกลาย

พนัธุช์นิดหายาก  วตัถุประสงค ์เพือ่ตรวจหาการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกลบนิดว้ยวธิี NGS  วธิกีาร ศึกษาตวัอย่างเลอืด

ผูป่้วยจ�ำนวน 8 ราย ทีใ่หผ้ลการตรวจวเิคราะหพ์บฮโีมโกลบนิผดิปกตชินิดหายากจากการตรวจ hemoglobin typing (Hb typing) 

และตรวจหายีนกลายพนัธุช์นิดหายากดว้ยวธิี NGS  ผลการวจิยั ตวัอย่างท ัง้ 8 ราย ตรวจพบการกลายพนัธุช์นิดหายากไดแ้ก่ Hb 

G-Honolulu [HBA2:c.91G>C], Hb G-Waimanalo [HBA2:c.193G>A], Hb J-Singapore [HBA2:c.239C>G], Hb Port Phillip 

[HBA2:c.275T>C], Hb G-Georgia [HBA2:c.287C>T], Hb Siam [HBA1:c.46G>C], Hb Q-India [HBA1:c.193G>C] และ 

Hb Lansing Ramathibodi [HBA1:c.264C>G] และมตีวัอย่าง 2 ราย คือ Hb Lansing Ramathibodi [HBA1:c.264C>G] 

พบร่วมกบัแอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิด -3.7 kb และ Hb G-Waimanalo [HBA2:c.193G>A] พบร่วมกบัแอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิด -3.7 

kb และ Hb E  สรุป วธิี NGS สามารถใชต้รวจหาการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกลบนิได ้นอกจากน้ีสามารถน�ำตวัอย่าง

แอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิดหายากมาใชเ้ป็น positive control และประยกุตใ์ชก้บังานดา้น molecularในงานประจ�ำวนัได ้

คำ�สำ�คัญ :	l Next generation sequencing (NGS)  l การกลายพันธุ์ชนิดหายาก  l ยีนแอลฟ่าโกลบิน

			   l แอลฟ่าธาลสัซเีมยี
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Abstract:

Background: Alpha thalassemia is a genetic disease caused by a mutation in the alpha globin gene.  The most 

common mutations are large deletions, which can be routinely identified using polymerase chain reaction (PCR). 

Although point mutations are rare, they can be found among patients and cannot be detected by conventional 

PCR.  Next generation sequencing (NGS) is a novel sequencing technology capable of massively parallel detecting 

point mutations.  Objective: The study aimed to detect rare mutations in alpha globin gene using NGS.  Methods:  

NGS analysis was performed in 8 blood samples exhibiting a rare abnormal Hb peak by Hb typing.  Results: A rare 

mutation of 8 samples are Hb G-Honolulu [HBA2:c.91G>C], Hb G-Waimanalo [HBA2:c.193G>A], Hb J-Singapore 

[HBA2:c.239C>G], Hb Port Phillip [HBA2:c.275T>C], Hb G-Georgia [HBA2:c.287C>T], Hb Siam [HBA1:c.46G>C], Hb 

Q-India [HBA1:c.193G>C] and Hb Lansing Ramathibodi [HBA1:c.264C>G].  Coinherited mutations were identified 

in 2 samples: Hb Lansing Ramathibodi [HBA1: c.264C>G] coinherited with alpha thalassemia (-3.7 kb) and Hb 

G-Waimanalo [HBA2: c.193G>A] coinherited with alpha thalassemia (-3.7 kb) and Hb E.  Conclusion: NGS could 

be used to detect rare mutations in the alpha globin gene.  In addition, rare mutation samples can be used as 

positive controls and applied to molecular techniques in routine laboratories.

Keywords :	 l Next generation sequencing (NGS)  l Rare mutation  l Alpha globin gene  l Alpha thalassemia

J Hematol Transfus Med.  2023;33:277-85.
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บทน�ำ

โรคโลหติจางธาลสัซเีมยีเป็นโรคทางพนัธุกรรมและเป็นปญัหา

ทางสาธารณสุขทีส่ �ำคญัของประเทศไทย โดยพบวา่มอีบุตักิารณข์อง

แอลฟ่าธาลสัซเีมยี 20-30% และเบตา้ธาลสัซเีมยี 3-9% นอกจาก

นี้ยงัพบฮโีมโกลบนิอ ีสูงถงึ 13-60% โดยพบมากในภาคตะวนัออก

เฉียงเหนือของประเทศไทย1,2 ความผดิปกตขิองยนีแอลฟ่าธาลสั

ซเีมยีทีพ่บบอ่ยมสีาเหตมุาจากการขาดหายไป (deletion) บนยนี

แอลฟ่าโกลบนิ โดยหากเกดิ deletion บนยนีแอลฟ่าโกลบนิจ�ำนวน 

2 ยนี เรยีกวา่ α-thalassemia 1 และหากเกดิ deletion บนยนี

แอลฟ่าโกลบนิจ�ำนวน 1 ยนี เรยีกวา่ α-thalassemia 2 หากเกดิ 

deletion ร่วมกนัระหวา่ง α-thalassemia 1 และ α-thalassemia 

2 จะท�ำใหเ้กดิการขาดหายไปของยนีแอลฟ่าโกลบนิจ�ำนวน 3 ยนี 

เรยีกวา่ hemoglobin H (Hb H disease) ซึง่เป็นชนิด deletional 

Hb H disease ในขณะเดยีวกนัหากเกดิ point mutation บนยนี

แอลฟ่าโกลบนิท�ำใหเ้กดิฮโีมโกลบนิผดิปกต ิเช่น Hb Constant 

spring (Hb CS), Hb Pakse (Hb PS), Hb Quong Sze (Hb 

QS) หรอื Hb Pak Num Po เป็นตน้ เมือ่เกดิร่วมกบั α-thalas-

semia 1 เรยีกวา่ non-deletional Hb H disease ซึง่คนไขก้ลุม่

นี้มกัจะมอีาการรุนแรงกวา่ชนิด deletional Hb H disease3 ดงั

นัน้การตรวจการกลายพนัธุบ์นยนีแอลฟ่าโกลบนิจงึมคีวามส�ำคญั

ทีต่อ้งศึกษาเนื่องจากสามารถท�ำใหเ้กดิ non-deletional Hb H 

disease ได ้

ในปจัจบุนัการตรวจในหอ้งปฏบิตักิารนิยมตรวจคดักรองโรค 

ธาลสัซเีมยีและพาหะดว้ยวธิ ีosmotic fragility test (OF) หรอืการ

วดัขนาดของเมด็เลอืดแดง mean corpuscular volume (MCV) 

และ Dichlorophenol indophenol precipitation (DCIP) การ

แยกชนิดฮโีมโกลบนิดว้ยการตรวจ Hb Typing และการตรวจ

ยนืยนัหายนีผดิปกตดิว้ยวธิ ีpolymerase Chain Reaction (PCR) 

อย่างไรกต็ามหากพบฮโีมโกลบนิผดิปกตจิาก Hb typing อาจมี

ขอ้จ�ำกดัคอืไมส่ามารถยนืยนัไดว้า่เป็นฮโีมโกลบนิผดิปกตชินิดใด 

เนื่องจากสามารถพบฮโีมโกลบนิชนิดอืน่ๆ ไดท้ีต่ �ำแหน่งเดยีวกนั 

จงึจ�ำเป็นตอ้งใชเ้ทคนิคทางโมเลกลุมาช่วยตรวจยนืยนัฮโีมโกลบนิ

ผดิปกตนิี้

การตรวจการกลายพนัธุบ์นยนีแอลฟ่าโกลบนิชนิดทีพ่บบอ่ยใน

ประเทศไทยไดแ้ก่ ชนิด --SEA, --THAI, --FIL, --MED และ 

-20.5 kb ซึง่ท �ำใหเ้กดิ α-thalassemia 1 และชนิด -3.7 kb, -4.2 

kb, Hb CS และ Hb PS ซึง่ท �ำใหเ้กดิ α-thalassemia 2  ใช ้

วธิ ีMultiplex-gap-PCR เพือ่ตรวจหา large deletion และวธิ ี

Amplification refractory mutation system PCR (ARMS-

PCR) เพือ่ตรวจหา point mutation แต่วธิกีารตรวจดงักลา่วมขีอ้

จ�ำกดั คอื ตอ้งทราบล �ำดบัเบสของการกลายพนัธุแ์ละตอ้งออกแบบ 

primer ทีจ่ �ำเพาะเจาะจงกบัการกลายพนัธุช์นิดนัน้ ๆ  จงึไมส่ามารถ

ตรวจหาการกลายพนัธุช์นิดหายากหรอืการกลายพนัธุช์นิดอืน่ ๆ  นอก

เหนือจากทีม่ ีprimer ในปฏกิริยิา4,5 ดงันัน้จงึจ�ำเป็นตอ้งใชเ้ทคนิค 

Next generation sequencing (NGS) ซึง่เป็นเทคโนโลยใีหม่

ทีช่่วยในการหาล �ำดบัเบสภายในดเีอน็เอ สามารถวเิคราะหข์อ้มลู

ล �ำดบัเบสไดใ้นปรมิาณมากและครอบคลมุยนีเป้าหมาย 

งานวจิยันี้จงึไดน้�ำเทคนิค NGS มาใชใ้นการตรวจวเิคราะห์

หาการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกลบนิ ซึง่ตวัอย่าง

แอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิดหายากที่ไดจ้ากการวเิคราะหย์งัสามารถ

น�ำมาใชเ้ป็น positive control ในการท�ำงานทางหอ้งปฏบิตักิาร

และประยุกตใ์ชก้บังานดา้น molecular ในงานประจ�ำวนัได ้

วสัดแุละวธิกีาร

กลุม่ตวัอย่าง ค่าพารามิเตอรข์องเม็ดเลอืดแดง Hb typing และ 

PCR ส�ำหรบัแอลฟ่าธาลสัซีเมีย

งานวจิยันี้ท �ำการศึกษาในตวัอย่างเลอืดของผูป่้วยจ�ำนวน 8 ราย 

ซึง่พบฮโีมโกลบนิผดิปกตชินิดหายากจากการตรวจ Hb typing 

ดว้ยหลกัการ capillary electrophoresis (CE) หรอื high-per-

formance liquid chromatography (HPLC) อย่างนอ้ยหลกั

การใดหลกัการหนึ่ง ใช ้ ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA) เป็นสารกนัเลอืดแขง็ รายละ 3 มลิลลิติรซึง่เหลอืจาก

งานประจ�ำวนัของหอ้งปฏบิตักิารวนิิจฉยัโรคเลอืด ภาควชิาพยาธิ

วทิยา คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ีมหาวทิยาลยัมหดิล 

ตวัอย่างเลอืดท ัง้หมดไดท้ �ำการตรวจวเิคราะหห์าค่าพารามเิตอรข์อง

เมด็เลอืดแดง ประกอบดว้ย red blood cell count (RBC), 

hemoglobin (Hb), hematocrit (Hct), mean corpuscular 

volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) 

และ red cell distribution width (RDW) ดว้ยเครื่องนบัเมด็

เลอืดอตัโนมตั ิ Sysmex XS-1000i (Sysmex Corp., Kobe, 

Japan) ค่า hematological parameters ของตวัอย่าง 8 ราย ดงั 

Table 1  และทดสอบ Hb typing ดว้ยเครื่องวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ

Capillarys 2 (Sebia, Lisses, France) และ Variant II-HPLC 

(Bio-Rad Laboratories, California, USA) ตรวจหาการกลาย

พนัธุช์นิดทีพ่บบอ่ยบนยนีแอลฟ่าโกลบนิ ไดแ้ก่ --SEA, --THAI, 

--FIL, --MED, -20.5 kb, -3.7 kb, -4.2 kb, Hb CS และ Hb 

PS ดว้ยวธิ ีMultiplex-Gap-PCR และ ARMS-PCR ออกแบบ

การทดลองและใช ้primer ดงัการศึกษาก่อนหนา้6-9

โครงการวจิยันี้ไดผ่้านการรบัรองโดยคณะกรรมการจรยิธรรมการ

วจิยัในคน คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ีมหาวทิยาลยั

มหดิล เลขที ่MURA2023/585
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การตรวจวเิคราะหห์าการกลายพนัธุช์นิดหายากดว้ยวธิ ีNGS

สกดัดเีอน็เอจากตวัอย่างเลอืด 200 ไมโครลติร ดว้ยเครื่อง

อตัโนมตั ิMagpurix12 ร่วมกบัชดุน�ำ้ยา Magpurix blood DNA 

extraction kit 200 (Zinexts Life Science Corp., Taipei, 

Taiwan) และวดัปรมิาณและคุณภาพของดเีอน็เอดว้ยเครื่อง 

Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, 

Delaware, U.S.A) เพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค ARMS-

PCR โดยออกแบบ primer ใหค้รอบคลมุยนี α1 และ α2 ดงัน้ี 

α1/α2 forward, 5’- GGGTGGAGACGTCCTGGC -3’, α1 

reverse, 5’- TGCAGAGAGGTTCTAGCCATGT -3’  และ 

α2  reverse, 5’- CACATTCCGGGATAGAGAGAACC 

-3’  น�ำ PCR product ไปท�ำ DNA  purification ดว้ยชดุน�ำ้ยา 

GenUPTM PCR/Gel Cleanup kit ( Biotechrabbit, Hennigs-

dorf, Germany) และตรวจวเิคราะหห์าล �ำดบัสารพนัธุกรรมดว้ย

เทคนิค NGS โดยใชห้ลกัการ Barcode-Tagged Sequencing 

(BTSeq)TM (Celemics, Seoul, Korea) วเิคราะหข์อ้มลู NGS 

ดว้ยโปรแกรม BioEdit  

ผลการวจิยั

ผลการวจิยัตวัอย่างท ัง้หมด 8 ราย จากการแยกชนิดฮโีม- 

โกลบนิดว้ย Hb typing ท ัง้หลกัการ CE และ HPLC ดงั 

Figure 1 พบ Hb G-Honolulu ทีต่ �ำแหน่ง zone 6 และ reten-

tion time 3.80, Hb G-Waimanalo ทีต่ �ำแหน่ง zone 6 และ 

retention time 4.69, Hb J-Singapore ทีต่ �ำแหน่ง zone 12 

และ retention time 1.82, Hb Port Phillip ทีต่ �ำแหน่ง zone 

8 และ retention time 2.98, Hb G-Georgia ทีต่ �ำแหน่ง zone 

7 และ retention time 3.69, Hb Siam ทีต่ �ำแหน่ง zone 5 

และ retention time 4.58, Hb Q-India ทีต่ �ำแหน่ง zone 6 

และ retention time 4.77 และ Hb Lansing Ramathibodi 

ทีต่ �ำแหน่ง zone 9 และ retention time 1.98 ใน CE และ 

HPLC ตามล �ำดบั  ผลการตรวจวเิคราะหห์าการกลายพนัธุช์นิด

หายากดว้ยวธิ ีNGS ดงั Figure 2 ตวัอย่างท ัง้ 8 รายใหผ้ลการก

ลายพนัธุช์นิดหายาก ไดแ้ก่ Hb G-Honolulu [HBA2:c.91G>C], 

Hb G-Waimanalo [HBA2:c.193G>A], Hb J-Singapore 

[HBA2:c.239C>G], Hb Port Phillip [HBA2:c.275T>C], Hb 

G-Georgia [HBA2:c.287C>T], Hb Siam [HBA1:c.46G>C], 

Hb Q-India [HBA1:c.193G>C] และ Hb Lansing Ramathi-

bodi[HBA1:c.264C>G] จากผลการตรวจการกลายพนัธุช์นิดที่

พบบอ่ยบนยนีแอลฟ่าโกลบนิดว้ยวธิ ีPCR พบวา่มตีวัอย่าง 2 ราย 

คอื Hb Lansing Ramathibodi และ Hb G-Waimanalo พบ

ร่วมกบัแอลฟ่าธาลสัซเีมยี ชนิด -3.7 kb

ผลการตรวจแยกชนิดฮโีมโกลบนิดว้ย Hb typing พบวา่ 

ฮโีมโกลบนิชนิดหายากท ัง้ 8 รายใหผ้ลเป็น heterozygous โดยม ี5 

ราย ไดแ้ก่ Hb G-Honolulu, Hb J-Singapore, Hb G-Georgia, 

Hb Siam และ Hb Q-India มปีรมิาณฮโีมโกลบนิชนิดหายาก

อยู่ระหวา่ง 17.0-22.5% ในราย Hb Lansing Ramathibodi ม ี

ปรมิาณฮโีมโกลบนิ 6.6% ใน HPLC แต่ใน CE พบวา่ Hb Lansing 

Ramathibodi อยู่ต�ำแหน่งเดยีวกบั Hb A จงึไมส่ามารถแยกปริ

มาณฮโีมโกลบนิออกจากกนัได ้ในราย Hb Port Phillip มปีรมิาณฮี

โมโกลบนิ 3.4% และ 2.1% ใน CE และ HPLC ตามล �ำดบั และ

ในราย Hb G-Waimanalo มปีรมิาณฮโีมโกลบนิ 26.3% ใน CE  

และ 27.2% ใน HPLC  และพบร่วมกบั Homozygous Hb E 

นอกจากนี้ยงัพบอนุพนัธุข์อง Hb G-WaimanaloA2 (αGW2δ2)  

มปีรมิาณฮโีมโกลบนิ 1.6% ค่าพารามเิตอรข์องเมด็เลอืดแดงใน

ตวัอย่างท ัง้ 8 ราย ดงั Table 1 พบวา่ม ี6 ราย ไดแ้ก่ Hb J-Sin-

gapore, Hb Port Phillip, Hb G-Georgia, Hb Siam, Hb 

Q-India และ Hb Lansing Ramathibodi ใหค่้าพารามเิตอร์

ของเมด็เลอืดแดงปกตหิรอืผดิปกตเิลก็นอ้ย และม ี 2 ราย คอื 

Hb G-Honolulu และ Hb G-Waimanalo ใหค่้าพารามเิตอร์

ของเมด็เลอืดแดงผดิปกต ิ

วจิารณ์

ปจัจบุนัการกลายพนัธุบ์นยนีแอลฟ่าโกลบนิมมีากกวา่ 830 

ชนิด (Globin Gene Server, http://globin.bx.psu.edu) ใน

งานประจ�ำวนัของหอ้งปฏบิตักิารวนิิจฉยัโรคเลอืด ภาควชิาพยาธิ

วทิยา คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ีมหาวทิยาลยัมหดิล 

สามารถตรวจวนิิจฉยัการกลายพนัธุช์นิดทีพ่บบอ่ยบนยนีแอลฟ่า- 

โกลบนิไดโ้ดยวธิ ีPCR แต่หากพบการกลายพนัธุช์นิดหายากจ�ำเป็น

ตอ้งใชเ้ทคนิค NGS มาช่วยตรวจวนิิจฉยั  นอกจากนี้วธิ ีNGS 

ยงัเป็นวธิีทีส่ามารถตรวจหาล �ำดบัเบสไดค้รอบคลุมและมคีวาม

แมน่ย�ำสูงอกีดว้ย10

งานวจิยัน้ีพบการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกล-

บนิ 8 ชนิด ในราย Hb Lansing Ramathibodi เมือ่พบร่วม

กบัแอลฟ่าธาลสัซเีมยี ชนิด -3.7 kb พบค่าดชันีของเมด็เลอืด

แดงปกต ิยกเวน้ MCH ผดิปกตเิลก็นอ้ย ซึง่สอดคลอ้งกบัการ

ศึกษาก่อนหนา้ของ Trakulsrichai S. และคณะ11 ทีเ่คยรายงาน

ค่าดชันีของเมด็เลอืดแดงใน Hb Lansing Ramathibodi ร่วม

กบัแอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิด Hb PS และพบวา่มภีาวะการแตก

ของเมด็เลอืดแดงเลก็นอ้ย (mild hemolytic anemia) ในราย 

Hb G-Honolulu พบค่าพารามเิตอรข์องเมด็เลอืดแดงแสดงถงึ

ภาวะโลหติจาง มเีมด็เลอืดแดงขนาดเลก็และซดี (hypochromic 

microcytic) ซึง่ไมส่อดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้ทีศึ่กษาในพาหะ 
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Hb G-Honolulu

Hb G-Waimanalo (-3.7 kb. and HbE)

Hb J-Singapore

Hb Port Phillip

Figure 1  Hemoglobin typing of 8 samples with rare abnormal hemoglobin.  The left and right panels show 

capillary electrophoresis (CE) and high-performance liquid chromatography (HPLC) results, respectively
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Figure 1  Hemoglobin typing of 8 samples with rare abnormal hemoglobin.  The left and right panels show 

capillary electrophoresis (CE) and high-performance liquid chromatography (HPLC) results, respectively.  (continued)

Hb G-Georgia

Hb Siam

Hb Q-India

Hb Lansing Ramathibodi (-3.7 kb)
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Figure 2  Nucleotide sequencing chromatography demonstrates 8 rare mutations in the alpha-globin gene

Hb G-Honolulu [HBA2:c.91G>C] Hb G-Waimanalo [HBA2:c.193G>A] (-3.7 kb. and HbE) 

Hb J-Singapore [HBA2:c.239C>G] Hb Port Phillip [HBA2:c.275T>C]

Hb G-Georgia [HBA2:c.287C>T] Hb Siam [HBA1:c.46G>C]

Hb Q-India [HBA1:c.193G>C] Hb Lansing Ramathibodi [HBA1:c.264C>G] (-3.7 kb)
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Hb G-Honolulu โดยไมพ่บความผดิปกตขิองค่าพารามเิตอรข์อง

เมด็เลอืดแดง12 ท ัง้น้ีอาจเกดิจากพยาธสิภาพอืน่ ๆ ซึง่ส่งผลต่อ

การสรา้งเมด็เลอืดแดง

จากการศึกษาก่อนหนา้พบวา่ Hb G-Waimanalo พบรายงาน

ครัง้แรกในประเทศไทยโดย Yimniam W. และคณะ13 ศึกษา

ในพาหะ Hb G-Waimanalo พบค่าดชันีเมด็เลอืดแดงผดิปกติ

เลก็นอ้ย ในขณะทีง่านวจิยัคร ัง้น้ีพบ Hb G-Waimanalo ร่วม

กบัแอลฟ่าธาลสัซเีมยี ชนิด -3.7 kb และ Homozygous Hb E 

จงึท�ำใหพ้บภาวะโลหติจาง มเีมด็เลอืดแดงขนาดเลก็และซดี (hy-

pochromic microcytic) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kumar 

R. และคณะ14 ทีเ่คยรายงาน Hb G-Waimanalo ร่วมกบั Hb S 

และยงัพบอนุพนัธุข์อง Hb G-WaimanaloA2 (αGW2δ2) ทีค่ลา้ย

กนัอกีดว้ย นอกจากนี้การพบ hybrid Hb (αGW2βE2) ซึง่จะอยู่ที่

ต�ำแหน่งของ Hb G-Waimanalo ส่งผลใหพ้บปรมิาณฮโีมโกลบนิ 

Hb E ลดลงอยู่ที ่64.3% ใน CE และ 61.8% ใน HPLC Hb 

Port Phillip เป็นฮโีมโกลบนิทีม่เีสถยีรภาพ (stability) ต�ำ่เป็น

ผลใหถ้กูท�ำลายไดง้า่ยจงึพบฮโีมโกลบนิชนิดนี้ไดใ้นปรมิาณนอ้ย15 

นอกจากนี้ฮโีมโกลบนิชนิดหายากอืน่ๆ เช่น Hb Q-India, Hb 

Siam, Hb G-Georgia และ Hb J-Singapore กเ็คยพบรายงาน

ในประเทศไทย13,16-18

วธิ ีNGS สามารถใชต้รวจหาการกลายพนัธุช์นิดต่างๆ ไดท้ ัง้

บนยนีแอลฟ่าและเบตา้โกลบนิ10 แต่วธินีี้กม็ขีอ้จ�ำกดั คอื มรีาคา

แพง มขี ัน้ตอนยุ่งยากซบัซอ้น ตอ้งใชค้วามช�ำนาญในการอ่านผล19 

จงึท�ำใหผู้ป่้วยไดร้บัผลการตรวจทีล่า่ชา้กวา่การตรวจดว้ยเทคนิค 

PCR ดงันัน้เมือ่ทราบผลการกลายพนัธุช์นิดหายากท ัง้ 8 ชนิดแลว้

สามารถน�ำตวัอย่างแอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิดหายากจากการวเิคราะห์

มาใชเ้ป็น Positive controlและประยุกตใ์ชก้บังานดา้น molecular 

อืน่ๆ ในงานประจ�ำวนัได ้

สรุป

วธิ ีNext generation sequencing (NGS) สามารถใชต้รวจ

หาการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกลบนิได ้ซึง่จากงานวจิยั

นี้พบการกลายพนัธุช์นิดหายากบนยนีแอลฟ่าโกลบนิจ�ำนวน 8 ชนิด 

ไดแ้ก่ Hb G-Honolulu [HBA2:c.91G>C], Hb G-Waimanalo 

[HBA2:c.193G>A], Hb J-Singapore [HBA2:c.239C>G], Hb Port 

Phillip [HBA2:c.275T>C], Hb G-Georgia [HBA2:c.287C>T], 

Hb Siam [HBA1:c.46G>C], Hb Q-India [HBA1:c.193G>C] 

และ Hb Lansing Ramathibodi [HBA1:c.264C>G]  นอกจาก

นี้สามารถน�ำตวัอย่างแอลฟ่าธาลสัซเีมยีชนิดหายากจากการวเิคราะห์

มาใชเ้ป็น positive control ในการท�ำงานทางหอ้งปฏบิตักิารและ

ประยุกตใ์ชก้บังานทางดา้น molecularในงานประจ�ำวนัได ้

กติตกิรรมประกาศ

ขอขอบคุณหอ้งปฏบิตักิารวนิิจฉยัโรคเลอืด ภาควชิาพยาธวิทิยา 

คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธบิด ีมหาวทิยาลยัมหดิล ที่

ใหก้ารสนบัสนุนงานวจิยันี้

Table 1  Hematological parameters of 8 samples with rare abnormal hemoglobin

Hb Variant
Hematological parameters

RBC (106/uL) Hb (g/dL) Hct (%) MCV (fL) MCH (pg) RDW (%)

Hb G-Honolulu 4.03 7.8 29.9 64.6 16.8 27.0

Hb G-Waimanalo (-3.7 kb and HbE) 4.99 11.1 32.7 65.5 22.2 16.6

Hb J-Singapore 4.24 12.5 37.8 89.2 29.5 12.3

Hb Port Phillip 4.37 10.8 34.8 79.6 24.7 14.8

Hb G-Georgia 4.83 14.3 43.3 89.6 29.6 12.0

Hb Siam 4.76 15 44.3 93.1 31.5 10.9

Hb Q-India 4.66 14.4 42 90.1 30.9 13.1

Hb Lansing Ramathibodi (-3.7 kb) 5.71 14.3 47.5 83.2 25.0 12.9

RBC: red blood cell;  Hb: hemoglobin;  Hct: hematocrit;  MCV: mean corpuscular volume;
MCH: mean corpuscular hemoglobin;  RDW: red cell distribution width
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