
การตรวจความแปรผันของยีนที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงแอนติเจนของหมู่เลือด 
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ปัจจุบันมีการค้นพบแอนติเจนของหมู่เลือดบนผิวเม็ด
เลือดแดงที่แตกต่างกันในแต่ละบุคคลมากกว่า 300 ชนิด ซึ่ง
แอนติเจนเหล่านี้มีความส าคัญในผู้ป่วยที่ได้รับเลือดจากผู้บริจาค
โลหิต คือมีโอกาสสร้างแอนติบอดีต่อแอนติเจนของหมู่เลือดบนผิว
เม็ดเลือดแดงในกรณีที่ผู้ป่วยไม่มีแอนติเจนชนิดนั้น  

การทดสอบทางซีโรโลยี (Serology) ก่อนการให้เลือดแก่
ผู้ป่วยประกอบด้วยการตรวจหมู่เลือด เอ บี โอ (ABO) และ อาร์ 
เอช (Rh) การตรวจคัดกรองแอนติบอดี หากตรวจพบแอนติบอดีที่
ไม่พึงประสงค์จากซีรัมหรือพลาสมาของผู้ป่วย ต้องท าการตรวจ
เพื่อจ าแนกชนิดของแอนติบอดีที่พบ พร้อมทั้งตรวจหาแอนติเจน
ของหมู่เลือดรองบนผิวเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยเพื่อยืนยันความ
ถูกต้อง และท าการตรวจความเข้ากันได้ของหมู่เลือด แต่ในการ
ตรวจทางซีโรโลยีในปัจจุบันยังมีข้อจ ากัดในผู้ป่วยบางกลุ่ม เช่น 
ผู้ป่วยที่เพิ่งได้รับเลือดในระยะเวลาไม่เกิน 3 เดือน และกลุ่มผู้ป่วย
ที่ต้องรับเลือดเพื่อการรักษาอย่างต่อเนื่อง เพราะเม็ดเลือดแดงของ
ผู้บริจาคโลหิตที่ปนอยู่ในเลือดของผู้ป่วยจะท าให้การแปลผลใน
ห้องปฏิบัติการผิดพลาด รวมถึงยังไม่มีน้ ายาการตรวจแอนติเจน
ของหมู่เลือดรองบนผิวเม็ดเลือดแดงได้ครบทุกหมู่เลือด ท าให้ไม่
สามารถตรวจหาแอนติเจนของหมู่เลือดรองบนผิวเม็ดเลือดแดงได้
อย่างครอบคลุมทุกแอนติเจน ซึ่ งก่อให้เกิดความเ ส่ียงจาก
แอนติ เจนของผู้ ให้ ไป เป็ นตั วกระตุ้ นแอนติบอดี ของผู้ รั บ 
ปรากฏการณ์ลักษณะนี้จะส่งผลให้หาเลือดที่เหมาะสมต่อผู้ป่วยได้
ยากยิ่งขึ้น ซึ่งก่อปัญหาอย่างมากในกลุ่มผู้ป่วยที่ต้องรับเลือดอย่าง
ต่อเนื่อง ได้แก่ ผู้ป่วยที่มีภาวะโลหิตจางจากโรคเม็ดเลือดแดงรูป
เ คี ย ว  ( sickle cell anemia) โ ร ค ธ า ลั ส ซี เ มี ย เ บ ต้ า  (β-
thalassemia) โรคไขกระดูกเส่ือม (Myelodysplastic Syndrome) 
และ โรคโลหิตจางจากกลไกทางภูมิคุ้มกันต่อตนเอง (autoimmune 
hemolytic anemia) 

การแปรผันระดับนิวคลิโอไทด์เดี่ยว (single nucleotide 
variations, SNVs) ของยีนมีผลต่อ polymorphism ของแอนติเจน
ของหมู่เลือด ท าให้เกิดการแสดงออกของแอนติเจนหลายชนิด 
บางชนิดมีความส าคัญทางคลินิก นอกจากนี้ แอนติเจนแต่ละชนิด 
ยังมีความแตกต่างกันในแต่ละเชื้อชาติ ตัวอย่างการเกิด single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) ที่มีผลต่อการเกิดแอนติเจน
ของหมู่เลือด เช่น หมู่เลือดโคลตัน (Colton) มียีน AQP1 
ควบคุมการสร้างแอนติเจนโคลตันเอ (Coa) และแอนติเจนโคลตัน
บี (Cob) เกิดจากการมี SNPs ที่ต าแหน่ง 134C>T (Smith et al., 
1994; Reid & Denomme, 2011) ความชุกของแอนติเจนโคลตัน
เอในคนทั่วไปประมาณร้อยละ 99.5 ส่วนแอนติเจนโคลตันบีมี

ความชุกประมาณร้อยละ 0.5 หมู่เลือดดีเอโก (Diego) มียีน 
SLC4A1 ควบคุมการสร้างแอนติเจน ซึ่งเมื่อเกิด SNPs ที่ต าแหน่ง 
2561 C>T (Tournamille et al., 1 995 ; Reid & Denomme, 
2011) ท าให้เกิดการเปลี่ยนจากแอนติเจนดีเอโกบี (Dib) (ความ
ชุกในคนไทยประมาณร้อยละ 98.33) เป็นแอนติเจนดีเอโกเอ 
(Dia) (ความชุกในคนไทยประมาณร้อยละ 1.67) ตามล าดับ หมู่
เลือดลู เทอแรน (Lutheran) มียีน BCAM ควบคุมการสร้าง
แอนติเจน การเกิด SNPs ที่ต าแหน่ง 230G>A (Bruce et al., 
1994; Reid & Denomme, 2011) ท าให้เกิดการเปลี่ยนจาก
แอนติเจนลูเทอแรนเอ (Lua) (ความชุกในคนผิวด าประมาณร้อย
ละ 5) เป็นแอนติเจนลูเทอแรนบี (Lub) (ความชุกในคนผิวด า
ประมาณร้อยละ 95) การเกิด SNPs บนยีน ART4 ซึ่งควบคุม
การสร้างแอนติเจนของหมู่เลือดดอมบร็อก (Dombrock) หากเกิด
ที่ต าแหน่ง 793A>G (Gubin et al., 2000; Reid & Denomme, 
2011) จะมีผลต่อการเปลี่ยนแอนติเจนจากดอมบร็อกเอ (Doa) 
(ซึ่งมีความชุกในประชากรไทยร้อยละ 14) เป็นดอมบร็อกบี (Dob) 
(ซึ่งมีความชุกในประชากรไทยร้อยละ 86) 

ตาราง 1 แสดงตัวอย่างต าแหน่งการเกิด SNPsที่มีผลต่อการเกิด
แอนติเจนของหมู่เลือด 

หมูเ่ลอืด ยนี ต าแหนง่การ
กลายพนัธุ ์ แอนติเจนทีป่รากฏ 

Rh 
RHD 

RHD*DEL1: 
1227G>A Del1 

RHD*DEL2: 
3G>A Del2 

RHD*DEL3: 
53T>C Del3 

RHD*DEL6: 
251T>C Del6 

RHD*DEL7: 
410C>A Del7 

RHD*DEL10: 
1222T>C Del10 

RHD*01N.15: 
635G>T Del15 

RHD*01N.16: 
711delC Del16 

RHCE 307C>T c หรอื C 
676G>C E หรอื e 

Kell KEL 578T>C K หรอื k 
Lutheran BCAM 230G>A Lua หรอื Lub 
Diego SLC4A1 2561C>T Dia หรอื Dib 
Colton AQP1 134C>T Coa หรอื Cob 
Dombrock ART4 793A>G Doa หรอื Dob 
Scianna ERMAP 169G>A Sc1 หรอื Sc2 



B Heterozygous 

A Homozygous 

     การตรวจแอนติเจนของหมู่เลือดด้วยการทดสอบทางซีโรโลยี 
มีข้อจ ากัดเรื่องราคา ความแรง (titer) ของน้ ายาแต่ละบริษัท และ
ความสามารถในการตรวจแยก weak antigen ดังนั้นการน าเอา
เทคโนโลยีทางชีวโมเลกุลมาตรวจแยกยีนระดับนิวคลิโอไทด์เดี่ยว
จึงมีความจ าเป็น ปัจจุบันมีเทคโนโลยีที่มีประสิทธิภาพ สามารถ
น ามาใช้ทดสอบส าหรับแยกยีนระดับนิวคลิโอไทด์เดี่ยว เช่น Mi-
croARRAY,  Realtime-PCR, Next Generation Sequencing 
และ MassARRAY โดยแต่ละวิธีมีศักยภาพที่แตกต่างกัน เทคนิค 
MicroARRAY อาศัยหลักการของ Multiplex PCR ร่วมกับการเกิด 
hybridization กับ bead chips และตรวจการเกิด hybridization 
ด้วยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ วิธีนี้มีความยืดหยุ่นน้อยและ
วิธีการค่อนข้างซับซ้อน เทคนิค Realtime-PCR เป็นการออกแบบ
ในลักษณะของโพรบ (Taqman probe) โดยหนึ่งตัวอย่างจะ
สามารถตรวจได้หลายโพรบในหนึ่งปฏิกิริยา ซึ่งไม่มีความยืดหยุ่น
มากพอ อีกทั้งโพรบที่ออกแบบอาจจะมีระยะเวลาการใช้งานที่ส้ัน 
เทคนิค Next Generation Sequencing เป็นวิธีที่มีศักยภาพสูง 
สามารถตรวจความผิดปกติของยีนที่ต้องการได้อย่างครอบคลุม 
แต่ราคาค่อนข้างสูง ต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญและฐานข้อมูลในการ
แปลผลการตรวจวิเคราะห์ที่ชัดเจน ส่วนเทคนิค MassARRAY 
อาศัยปฏิกิริยาการต่อนิวคลีโอไทด์เบสเดียวและเทคนิคการตรวจ
วิเคราะห์วัดน้ าหนักมวลโมเลกุลแบบมัลดิทอฟ (MALDI-TOF)  
ต่อนิวคลีโอไทด์ที่จ าเพาะต่อการเปลี่ยนแปลงแอนติเจนมีความ
ยืดหยุ่นรองรับการออกแบบการตรวจตรวจวิเคราะห์ต าแหน่งSNPs 
ที่ต้องการ มีความไวและความจ าเพาะสูง กระบวนการวิเคราะห์
รวมถึงการแปลผลสามารถท าได้ในเวลาอันส้ัน จึงเป็นเทคนิคที่
เหมาะสมในการน ามาพัฒนาตรวจความแปรผันของยีนที่มีผลต่อ
การเปลี่ยนแปลงแอนติเจนของหมู่เลือด เพื่อคัดเลือกแอนติเจนให้
ตรงกับผู้ป่วยที่ต้องการรับเลือดเพื่อรักษาและใช้ส าหรับระบุชนิด
ของแอนติเจนของผู้บริจาคโลหิตท าให้ผู้ป่วยที่ต้องรับเลือดเป็น
ประจ ามีความปลอดภัยมากขึ้นและลดการเกิดการกระตุ้นภูมิคุ้ม 
หลักการท างานของ MassARRAY 
   MassARRAY เปน็เทคโนโลยทีีใ่ชใ้นการตรวจวเิคราะหส์ารพนัธกุรรม 
ทัง้ดเีอน็เอ (DNA) และอาร์เอน็เอ (RNA) โดยอาศยัหลกัการของ Multi-
plex PCR ร่วมกับ MALDI-TOF Mass Spectrometry เพื่อระบุการ
เปลีย่นแปลงของสารพนัธกุรรมไดอ้ยา่งแม่นย า 
  หลกัการท างานของเทคโนโลยนีี ้คือการวดั “น้ าหนกัมวลโมเลกลุ” ของ
ชิน้ส่วนสารพนัธกุรรม ซึง่ประกอบดว้ยเบสพืน้ฐาน 4 ชนดิ ไดแ้ก ่Ade-
nine (A), Cytosine (C), Guanine (G) และ Thymine (T) แตล่ะเบสจะ
มีน้ าหนกัเฉพาะตวัแตกตา่งกนั ดงันัน้ เม่ือต าแหนง่ของเบสเปลีย่นไป 
เชน่ การกลายพนัธุ ์(SNP หรือ Variant site) น้ าหนกัของชิน้ส่วนดเีอน็
เอกจ็ะเปลีย่นไปดว้ย ซึง่สามารถตรวจจบัไดด้ว้ยเคร่ือง MassARRAY 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพ 1 ความแตกต่างของมวลของสารพันธุกรรมสามารถตรวจจับ
ได้โดยเทคโนโลยี MassARRAY 

 ตัวอย่างผลการตรวจแอนติเจนหมู่เลือดบนผิวเม็ดเลือดแดง
ด้วยเทคนิค MassARRAY 

เทคโนโลย ีMassARRAY มาพร้อมซอฟต์แวร์ท่ีใช้งานง่าย 
เพิ่มความสะดวกในการวิเคราะห์ผล แสดงผลในรูปแบบกราฟและ 
Spectrum Plot โดยระบบจะแปลงข้อมูลจาก Mass Spectrome-
try Spectra ของ PCR Product เป็นค่ามวลโมเลกุล แสดงผลใน
รูปแบบ Peak Spectrum สามารถตรวจพบชนิดของเบสต าแหน่ง
เป้าหมายได้ทั้งลักษณะที่เป็น Homozygous (อ่านผลได้เป็นเบส
ชนิดเดียว) และ Heterozygous (อ่านผลได้ เบส 2 ชนิดที่
ต าแหน่งเดียวกัน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 2 แสดงผลการวิเคราะห์การแปรผันของยีน ART4 หมู่เลือด  
Dombrock โดยโปรแกรมสามารถแสดงผลลักษณะที่เป็น Homo-
zygous (ภาพ A) และ Heterozygous (ภาพ B) 
 

ตาราง 2 เปรียบเทียบระหว่างวิธีมาตรฐานการทดสอบทางซีโรโลยี 
(Serology) และเทคนิค MassARRAY ในการตรวจแอนติเจนหมู่
เลือดบนผิวเม็ดเลือดแดง 

Adenine 
Mass: 271.2 Da  

Guanine 
Mass: 287.2 Da  

Cytosine 
Mass: 247.2 Da  

Thymine 
Mass: 327.1 Da  

Detector 
 

Lighter ion 
 

Heavier ion 

 

Ionization 

เทคนิค 
การทดสอบทางซีโรโลยี 

(Serology) 
MassARRAY 

หลักการ ใช้ antibodyจ าเพาะจับ
กับ antigen และดูการ
เกิด agglutination 

ตรวจการเกดิ single 
nucleotide polymor-
phisms (SNPs) ของ
ยีน เพื่อระบุชนิดของ 
antigen 

ความละเอียด ต่ า (แยก allele ไม่ได้) สูง (แยก allele ได้) 

ความสามารถในการ
ตรวจ weak/partial 
antigen 

อาจตรวจไม่พบ สามารถตรวจได ้

ระยะเวลาในการรอ
ผล 

นาท-ีชั่วโมง >8 ชั่วโมง 

ข้อจ ากัด ไม่มีน้ ายาส าหรับ
แอนติเจนบางชนดิ 

ต้องใช้อุปกรณ์เฉพาะ
(MassARRAY) 

จุดเด่น ตรวจการแสดงออกของ
แอนติเจนโดยตรง 

- ตรวจได้หลาย  
antigen พร้อมกัน 
- มีความยืดหยุ่นและ
รองรับการออกแบบ
ต าแหน่ง SNPs ที่
ต้องการทดสอบ 
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