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ABSTRACT 

The Miltenberger blood group antigen is located on glycophorins, the receptors for Plasmadium falciparum 

malaria. The purpose of this research was to study the relation between the Miltenberger blood group antigens and the 

invasion of Plasmodium falciparum to red blood cells comparing the invasion rates to erythrocytes from Mia+ vs. 

Mia- normal volunteers. Malarial cultures were performed using 46 samples of group O red blood cells. 16 were from 

Mia+ individuals and 30 were Mia-negative controls. The means ± standard deviations of the percentage of infected 

erythrocytes after 48-hour incubation in 3 separate experiments were: Mia+ 7.8 ± 1.7% vs. Mia- 5.2 ± 0.8%, Mia+ 9.1 

± 0.7% vs. Mia- 6.1 ± 1.4%, Mia+ 7.5 ± 1.7% vs. Mia- 5.9 ± 0.5% respectively. (p < 0.001, Student’s t-test)  In 

conclusion, this glycophorin variant enhances malaria invasion to erythrocytes. The relationship to clinical severity 

remains to be determined. 

 

บทคดัย่อ 

 แอนติเจนหมู่เลือดมิลเทนเบอเกอร์อยูบ่นโปรตีนไกลโคฟอรินซ่ึงเป็นตวัรับของเช้ือมาลาเรียพลาสโมเดียมฟัล

ซิปารัม งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งแอนติเจนหมู่เลือดมิลเทนเบอเกอร์กบัความไวต่อการ

เขา้เซลลเ์มด็เลือดแดงของเช้ือพลาสโมเดียม ฟัลซิปารัม โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งเมด็เลือดแดงจากคนปกติ

ท่ีมีหมู่เลือดชนิด Mia+  และ Mia- ผลการวิจยัจากการเพาะเล้ียงเช้ือมาลาเรียในกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีเลือดหมู่โอ 46 ราย 

แบ่งเป็น Mia+  16 ราย และ Mia- 30 ราย พบวา่ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ีงเบนมาตรฐานของเมด็เลือดแดงท่ีติดเช้ือหลงัจากการ

เพาะเล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เป็นดงัน้ี การทดลองคร้ังท่ี 1 Mia+ 7.8 ± 1.7% และ Mia- 5.2 ± 0.8%, คร้ังท่ี 2 Mia+ 9.1 ± 

0.7% และ Mia- 6.1 ± 1.4% และคร้ังท่ี 3 Mia+ 7.5 ± 1.7% และ Mia- 5.9 ± 0.5%   (p < 0.001) แสดงวา่แอนติเจน Mia 

เพ่ิมการเขา้เซลลเ์มด็เลือดแดงของเช้ือมาลาเรีย โดยความสมัพนัธ์กบัความรุนแรงของโรคยงัคงตอ้งทาํการศึกษาเพ่ิมเติม

ต่อไป 
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บทนํา 

ในร่างกายของมนุษย์เรามีเม็ดเลือดแดงท่ี

สามารถบ่งบอกหมู่เลือดท่ีมีความแตกต่างกนัในแต่ละ

บุคคลได้อยู่มากมายหลายชนิด หมู่เลือดท่ีเรารู้จัก

คุน้เคยกนัเป็นอยา่งดีคือ หมู่เลือดเอบีโอ (ABO blood 

group) ส่วนหมู่เลือดอ่ืนๆ ถือวา่มีความสาํคญัในระดบั

รองลงมา หมู่ เ ลือดมิลเทนเบอเกอร์ (Miltenberger 

blood group) ถือเป็นอีกหมู่เลือดหน่ึงท่ีมีความสาํคญั

เช่นกนั โดยมีการศึกษาพบว่าหมู่เลือดชนิดน้ีถูกบ่งช้ี

จากโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีอยูบ่นผวิของเซลลเ์มด็เลือดแดง 

คื อ  ไ ก ล โ ค ฟ อ ริ น  ( Glycophorin)  ซ่ึ ง เ ป็ น ตัว รั บ 

(receptor) ของมาลาเรียชนิดฟัลซิปารัม จึงอาจมี

ความสมัพนัธ์ต่อการท่ีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงน้ีจะติดเช้ือพ

ลาสโมเดียม ฟัลซิปารัม (Plasmodium falciparum) ท่ี

ก่อใหเ้กิดโรคมาลาเรียชนิดรุนแรงได ้

โรคมาลาเรียเป็นโรคท่ีมีความสําคัญเป็น

อนัดบัตน้ๆ เน่ืองจากในแต่ละปีจะมีอตัราการเสียชีวิต

ดว้ยโรคมาลาเรียประมาณ 1-3 ลา้นคนต่อปีทั่วโลก 

สาเหตุส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium 

falciparum ท่ีอยู่ในเซลล์เม็ดเ ลือดแดง (Intra-

erythrocytic blood stage) ก่อให้เกิดพยาธิสภาพอยา่ง

รุนแรงคือทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงบนผิวของเซลล์

เม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือ (Infected red blood cell) เซลล์

จะถูกยึดติดอยู่ในหลอดเลือดของอวัยวะภายใน 

(Cytoadherence) ไม่หลุดออกมาในกระแสเลือดส่วน

ปลาย (Peripheral blood circulation) ทาํใหเ้ช้ือรอดจาก

การถูกทาํลายโดยมา้ม (สมชาย และจตุรงค,์2549) ดว้ย

กลไกน้ีทาํให้  Plasmodium falciparum สามารถเพ่ิม

จาํนวนในกระแสเลือด (Parasitemia) ไดม้ากกวา่ชนิด

อ่ืนๆ นอกจากนั้นยงัทาํให้เกิดการอุดตนัของหลอด

เลือดขนาดเลก็ในอวยัวะต่างๆ โดยเฉพาะในสมอง เกิด

ภาวะมาลาเรียข้ึนสมอง (Cerebral malaria) ซ่ึงเป็น

ภาวะแทรกซอ้นท่ีรุนแรงจนทาํใหผู้ป่้วยเกิดอาการช็อค

และถึงแก่ชีวิตได ้ ดงันั้นเช้ือมาลาเรียท่ีอยูใ่นเซลลเ์ม็ด

เลือดแดงน้ีจึงเป็นระยะเป้าหมายของการผลิตยาและ

วคัซีนเพ่ือควบคุมและป้องกนัโรคมาลาเรียในอนาคต 

การค้นพบว่าแอนติเจนในระบบหมู่เลือด

ต่างๆ นั้นมีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดโรคมาลาเรีย ถูก

คน้พบคร้ังแรกในปี ค.ศ.1976 โดย Miller LH และ

คณะ (Miller, 1976)  ซ่ึงไดท้าํการศึกษาพบวา่หมู่เลือด

ระบบ Duffy มีความสัมพนัธ์ต่อการติดเช้ือมาลาเรีย

ชนิด Plasmodium vivax โดยแอนติเจนของหมู่เลือดน้ี

ทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับ ใหก้บัเช้ือมาลาเรีย ดงันั้นคนท่ีไม่มี

แอนติเจนของหมู่เลือดชนิดน้ีก็จะสามารถต่อตา้นการ

เป็นโรคมาลาเรียชนิด Plasmodium vivax ได้ การ

คน้พบน้ีทาํให้ทราบวา่แอนติเจนของหมู่เลือดสามารถ

ทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับใหก้บัโปรตีนยึดเกาะ (Ligand) บน

ผิวเซลล์ของเช้ือปรสิตต่างๆ โดยเฉพาะเช้ือก่อโรค

มาลาเรีย ท่ีมีผูท้าํการศึกษาเพ่ิมเติมในปี ค.ศ.1982 โดย 

Pasvol G และคณะ (Pasvol, 1982)  พบวา่ในคนท่ีมีหมู่

เลือด Ena- คือคนท่ีขาดโปรตีน Glycophorin A บนผิว

เซลล์เม็ดเลือดแดงนั้น สามารถต่อตา้นการเขา้สู่เซลล์

เมด็เลือดแดงของเช้ือ Plasmodium falciparum ได ้และ

ในทาํนองเดียวกนัก็พบวา่คนท่ีขาด Glycophorin B ซ่ึง

แสดงหมู่เลือดเป็น S-s-U- เช้ือในระยะ Merozoite ก็ไม่

สามารถเขา้สู่เซลลเ์ม็ดเลือดแดงไดเ้ช่นกนั สาํหรับคน

ท่ีขาด Glycophorin C จะมีหมู่เลือด Gerbich เป็นลบก็

สามารถต่อต้านการเข้าสู่เซลล์ของ Merozoite ได้

(Anstee, 1984) คนท่ีขาดทั้ง Glycophorin A และ 

Glycophorin B คือหมู่เลือด MkMk ( Hadley, 1987) ก็

แสดงลกัษณะเดียวกนั ยิ่งไปกวา่นั้นมีการศึกษาพบว่า

หมู่เลือดต่างๆ เหล่าน้ีท่ีมีการขาด Glycophorin ชนิด

ต่างๆ จะพบมากในประเทศทางแถบแอฟริกาใต ้ซ่ึง

เป็นแหล่งระบาดของเช้ือมาลาเรียมากท่ีสุดในโลก โดย

พบว่าในคนแอฟริกนัจะมีความชุก (Prevalence) ของ

หมู่เลือดเหล่าน้ีสูงกว่าในประเทศแถบอ่ืนๆแสดงให้

เห็นว่า Glycophorin น่าจะมีบทบาทสําคัญในการทํา

หนา้ท่ีเป็นตวัรับใหก้บัเช้ือก่อโรคมาลาเรียได ้

Glycophorin (GP) เป็น Sialoglycoprotein ท่ี

พบมากท่ีสุดอยูบ่นผิวของเซลลเ์มด็เลือดแดง สร้างจาก

ยนี GYPA, GYPB, GYPC, GYPD, และ GYPE gene ซ่ึง

อยู่บนโครโมโซมคู่ท่ี 2 บริเวณ 2q14-q21 และ
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โครโมโซมคู่ท่ี 4 บริเวณ 4q28.2-q31.1 โดยมี Sialic 

acid เป็นจาํนวนมากเกาะอยูท่ี่ปลายดา้นนอกของสาย

โปรตีน ซ่ึง Sialic acid น้ีเองท่ีทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับเช้ือ

ปรสิตต่างๆ รวมทั้งเช้ือมาลาเรียดว้ย Glycophorin แบ่ง

ออกไดเ้ป็น 5 ชนิด คือ Glycophorin A(α), B(δ), 

C(β,γ), D(variant of GPC) และ E  ชนิดท่ีพบมาก

ท่ีสุดบนผิวของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง คือ Glycophorin A 

มีปริมาณมากถึงหน่ึงลา้นโมเลกุลต่อเซลล์ รองลงมา

คือ Glycophorin B ประมาณสองแสนห้าหม่ืนโมเลกุล

ต่อเซลล ์คิดเป็นร้อยละ 60 และร้อยละ 15 ของจาํนวน 

Glycophorin ทั้งหมดตามลาํดบั ดว้ยเหตุน้ีเองจึงเช่ือวา่ 

Glycophorin A (GPA) และ Glycophorin B (GPB) 

เป็นตวัรับท่ีสําคญัของเช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium 

falciparum โดยทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับให้กบัโปรตีนท่ียึด

เกาะบนผิวเซลลข์องเช้ือในระยะท่ีอยูใ่นเม็ดเลือดแดง

คือระยะ Merozoite โปรตีนท่ีใชใ้นการยึดเกาะเรียกวา่ 

Merozoite ligand ซ่ึงอยู่บริเวณส่วนปลายของเช้ือ

เรียกวา่ Apical end ประกอบดว้ยส่วนท่ีสาํคญัสองส่วน

คือ Microneme และ Rhoptry มีความจาํเพาะต่อการเขา้

จบักบั Glycophorin ชนิดต่างๆ กนัไป 

 Glycophorin A และ Glycophorin B สามารถ

แสดงลักษณะเป็นหมู่ เ ลือดระบบ MNSs ได ้

(Palacajornsuk, 2006) เกิดจากการเปล่ียนแปลงของ

กรดอะมิโนท่ีตาํแหน่งต่างๆ กลายเป็นมี (+) หรือไม่มี 

(-) แอนติเจนนั้น การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนบน 

GYPA และ GYPB gene พบวา่มีอยูห่ลายตาํแหน่งใน 

GYPA gene family ทาํให้เกิดแอนติเจนมากมายหลาย

ชนิดในระบบหมู่เ ลือด MNSs น้ี  เ กิด  Variant 

phenotypes ต่างๆ มากกว่า 40 ชนิด หมู่เลือดระบบ 

Miltenberger subsystem ถือเป็น Variant หน่ึงของหมู่

เลือดในระบบ MNSs ซ่ึงเกิดจาก Recombination ของ

ยีน GYPA และ GYPB gene ไดเ้ป็น Hybrid molecule 

ของ Glycophorin A และ Glycophorin B แบ่งเป็น 11 

subclasses 

Miltenberger subsystem พบได้มากใน

ประชากรแถบเอเชีย เช่น จีน ไตห้วนั ไทย อินเดีย และ 

มาเลเซีย เป็นตน้ โดยแอนติเจน MiIII (GP.Mur) เป็น

ชนิดท่ีพบมากท่ีสุด แอนติเจนชนิดน้ีพบในคนจีนร้อย

ละ 4.7 (Prathiba, 2002), คนไตห้วนัร้อยละ 7.3(Lo, 

2002) และคนไทยร้อยละ 9.7 (Chandanyingyong, 

1975) นอกจากแอนติเจนใน Miltenberger subsystem 

แลว้ยงัมีแอนติเจนชนิดอ่ืนๆ อีก เช่น Variant ของ 

MNSs ท่ีเป็น Isoform ของหมู่เลือด Sta เช่น Dantu, 

Sat, He เป็นตน้ ชนิดท่ีเป็น Deletion variants เช่น Ena 

(GYPA-Null), S-s-U- (GYPB-Null) และ MkMk 

(GYPA&GYPB-Null) เป็นตน้ ความหลากหลายทาง

พนัธุกรรม (Genetic diversity) ทั้ งหมดน้ีเกิดจาก

กระบวนการ Gene recombination ด้วยกลไกทาง

โมเลกลุ (Molecular mechanisms) ต่างๆ  

GYPA gene มี 7 exons ส่วน  GYPB gene มี 6 

exons ใน GYPB gene จะมี Exon 3 เป็น Pseudo exon 

ท่ีมีส่วนของ Intron แทรกอยู่ พบว่ายีนทั้ งสองน้ีมี 

Sequence homology สูงถึงร้อยละ 97 ตั้งแต่ 5’UTR จน

ไปถึง Coding sequence ลกัษณะน้ีทาํให้ยีนทั้งสองเกิด 

Unequal homologous recombination และ Gene 

conversion ไดง่้าย(Reid, 2009)  ซ่ึงส่วนใหญ่เกิดจาก 

Gene conversion ทําให้มีลักษณะเป็น Hybrid 

molecule ท่ีแตกต่างกันไป เช่น การเกิด Gene 

conversion บน GYPB gene ทาํให้ได ้GYP(B-A-B) 

allele ท่ีมี Phenotype เป็น GP. Mur, GP. Bun, GP. HF 

และ GP. Hop ซ่ึงแต่ละ Phenotype จะพบแอนติเจน

ชนิดต่างๆ ท่ีมีความใกลเ้คียงกนั โดยในทุก Phenotype 

จะพบแอนติเจน Mia  ลกัษณะของ Hybrid molecule ท่ี

พบมากในประเทศแถบเอเชีย คือ GYP(B-A-B) hybrid 

molecule  

นอกจากความแปรผันของหมู่เลือดระบบ 

Miltenberger ท่ี พ บ ม าก ใ น แ ห ล่ ง ร ะ บ าด ข อ ง เ ช้ื อ

ม า ล า เ รี ย แ ล้ว  ใ น ด้ า น พัน ธุ ก ร ร ร ม ป ร ะ ช า ก ร 

(Population genetics) พบวา่ประชากรท่ีอาศยัในเขตท่ี

มีการระบาดของโรคมาลาเรียถูกกระบวนการคดัเลือก

ตามธรรมชาติ (Natural selection) (Dhangadamajhi, 

2010) ทําให้เ กิดความต้านทานต่อเ ช้ือมาลาเ รีย 
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(Malarial resistance) โดยสังเกตไดจ้ากการศึกษาใน

ประชากรแบบ Case-control พบวา่ คนท่ีมีหมู่เลือด O 

มีโอกาสเกิดโรคมาลาเรียรุนแรงน้อยกว่าหมู่เลือด A 

และ B (Cserti, 2007), ( Rowe, 2007), ( Fry, 2008) 

และอาจเป็นสาเหตุให้พบความชุกของหมู่เลือด O สูง

ในทอ้งถ่ินท่ีมีการระบาดของมาลาเรีย  การศึกษาต่อมา

พบวา่แอนติเจน PfEMP 1 ของเช้ือไม่ไดจ้บั A หรือ B 

antigen โดยตรง แต่จบักบั Sialic acid ซ่ึงหมู่เลือด A 

และ B ทาํให้การเรียงตวัของโมเลกุลคาร์โบไฮเดรต 

Sialic acid จบักบัแอนติเจนของเช้ือไดดี้กวา่หมู่เลือด O 

(Cohen, 2009) นอกจากนั้ น  ความผิดปกติทาง

พันธุกรรมของเซลล์เม็ดเลือดแดงก็ส่งผลต่อการ

ป้องกนัโรคมาลาเรียได ้เช่น คนท่ีเป็นพาหะของธาลสั

ซีเมียทั้ งชนิดอลัฟ่า (α) และเบตา้ (β) หรือคนท่ีมี

ความผิดปกติของฮีโมโกลบิน (Hemoglobinopathy: 

Hb E, HbC และ HbS) รวมทั้ งคนท่ีขาดเอนไซม ์

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD 

deficiency) พบว่ามีความต้านทานต่อการเกิดโรค

มาลาเรียชนิดรุนแรงได้(พลภัทร, 2549) เป็นเหตุให้

โรคทางพนัธุกรรมของเซลล์เม็ดเลือดแดง (Red cell 

disorders) เหล่าน้ีพบมากในเขตท่ีมีการระบาดของโรค

มาลาเรีย ดงัเช่นในประเทศไทย พบคนท่ีเป็น HbE ได้

มากถึงร้อยละ 20 ของประชากร ผลการศึกษาแบบ 

Case-control พบว่า HbE นั้นมีความสัมพนัธ์กบัการ

เ กิ ด โ ร ค ม า ล า เ รี ย ท่ี รุ น แ ร ง น้ อ ย ก ว่ า ผู ้ ป่ ว ย ท่ี มี

ฮีโมโกลบินปกติ( Hutagalung, 1999)(Chotivanich, 

2002) แต่ไม่ไดมี้ความสามารถในการป้องกันการติด

เช้ือ กลไกการด้ือต่อเช้ือมาลาเรียท่ีตั้ งสมมุติฐานไว้

(Verra, 2009) คือ ทาํให้เช้ือท่ีเขา้สู่เซลล์มีการ

เจริญเติบโตในเม็ดเลือดแดงไม่ดี จากการศึกษาใน

หลอดทดลองพบว่า เม็ดเลือดแดงของคนท่ีเป็นพาหะ 

HbE จะตา้นทานการลุกลามของเช้ือมาลาเรีย ทาํให้แม้

มีการติดเช้ือแต่อยู่ในระดับตํ่าและไม่ก่อให้เกิดภาวะ

มาลาเรียรุนแรง  ส่วนภาวะขาดเอนไซมจี์-6-พีดี (G-6-

PD deficiency) ทาํให้เกิด Oxidative stress ภายใน

เซลล ์เช้ือจะเจริญเติบโตไดไ้ม่ดี เม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือ

ก็จะถูกจับกินด้วย Phagocytic cell อย่างรวดเร็ว 

เน่ืองจากเซลลเ์หล่าน้ีมีความผิดปกติของ Cytoskeleton 

อยู่แลว้ เม่ือมีเช้ือมาลาเรียจึงถูกจบักินตั้งแต่ระยะแรก

ก่อนท่ีเช้ือจะแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนมากเกินไป โรคท่ีมี

ความผิดปกติของเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีการศึกษาวา่ทาํ

ใหเ้กิดผลต่อการต่อตา้นโรคมาลาเรียน้ี คือ HbE, HbC, 

β-thalassemia และภาวะพร่องเอนไซม ์G-6-PD  จะ

ทาํให้เกิดกลไก Cytoadherence และ/หรือ Rosetting 

ลดลง จึงไม่ก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีรุนแรง (พลภทัร, 

2549) 

แมใ้นปัจจุบนัจะมียารักษามาลาเรียท่ีได้ผล 

แต่ผูป่้วยมาลาเรียฟัลซิปารัมชนิดรุนแรงราวร้อยละ 1-2 

ท่ีไดรั้บยาตา้นมาลาเรียแลว้ก็ยงัมีอตัราการตายสูงถึง

ร้อยละ 20 (พลภทัร, 2549) จึงมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้งมี

การศึกษาถึงพยาธิกําเนิดอันสลับซับซ้อนของเช้ือ 

Plasmodium falciparum เ พ่ือหาวิ ธีการป้องกัน

ภาวะแทรกซ้อนหรือการรักษาเสริมไปกบัยาตา้นเช้ือ

มาลา เ รีย เ พ่ือ ลดอัตราการต ายข องผู ้ป่ วย ต่อไ ป 

ก า ร ศึ ก ษ า แ อ น ติ เ จ น ข อ ง ห มู่ เ ลื อ ด ใ น ร ะ บ บ 

Miltenberger subsystem ซ่ึงเป็น Hybrid molecule ของ

โปรตีน Glycophorin A และ Glycophorin B ก็อาจถูก

ใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายในคิดค้นวิธีการรักษาโรค

มาลาเรียในอนาคตได ้

วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งคนท่ีมี

หมู่เลือด Miltenberger subsystem ชนิด Mia+ และ Mia- 

ในการท่ีเช้ือ Plasmodium falciparum จะสามารถเขา้สู่

เซลล์เม็ดเลือดแดงแล้วก่อให้เกิดโรคมาลาเรียชนิด

รุนแรงได ้

วธีิการวจิยั 

ตัวอย่าง คดัเลือกผูเ้ข้าร่วมโครงการวิจัยโดยทาํการ

ตรวจตามเกณฑ์การคัดเลือกผูเ้ข้าร่วมโครงการวิจัย

ก่อนจากการเก็บตวัอยา่งเลือดใส่หลอดท่ีมีสารกนัเลือด

แขง็ EDTA หลอดละ 3 mL จาํนวน 1 หลอดสาํหรับใช้

ในการตรวจต่างๆ ตามเกณฑก์ารคดัเลือกเขา้การศึกษา
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ดงัน้ีคือ เกณฑ์ในการคัดเลือกผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย

เข้าการศึกษา (Inclusion Criteria) 

1. แสดงความยินยอมเขา้ร่วมในการศึกษาวิจยั

หลงัจากทราบรายละเอียดโครงการแลว้ 

2. อายตุั้งแต่ 18-70 ปี ทั้งหญิงและชาย  

3. เลือดหมู่โอและหมู่ Rh บวก (gr.“O” and 

Rh+)  

เกณฑ์ในการคดัเลอืกผู้เข้าร่วมโครงการวจิยัออกจาก

การศึกษา (Exclusion Criteria) 

1. ไม่ผ่านการตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด 

(CBC; Completed Blood Count) โดยพบว่ามีผล

ผิดปกติ ภาพจากเสมียร์เลือดเม่ือส่องดูจากกล้อง

จุลทรรศน์พบภาวะ Spherocytosis และ Ovalocytosis 

2. มีแอนติบอดีท่ีไม่พึงประสงค์ (Unexpected 

antibody) จากการตรวจ Antibody screening 

3. เป็นโรคหรือพาหะของโรคท่ีมีความผิดปกติ

ของเซลลเ์มด็เลือดแดง (Red-cell disorders) เช่น โรค

โลหิตจาง, โรคธาลสัซีเมีย, โรคท่ีมีความผิดปกติของ

ฮีโมโกลบิน, โรคภาวะพร่องเอนไซมจี์-6-พีดี เป็นตน้ 

4. เคยเป็นโรคมาลาเรียหรืออยูใ่นแหล่งท่ีมีการ

ระบาดของโรคมาลาเรีย รวมทั้งผูท่ี้เคยไดรั้บยาใดๆ ท่ี

มีผลต่อการรักษาและการป้องกนัโรคมาลาเรียมาก่อน 

 เม่ือผา่นเกณฑก์ารคดัเลือกแลว้จึงขอเก็บตวัอยา่งเลือด

จากหลอดเลือดดาํท่ีแขนของผูเ้ขา้ร่วมโครงการวิจัย

ดว้ยวิธีมาตรฐาน บรรจุในหลอดเลือดท่ีมีสารกนัเลือด

แข็ง ACD หลอดละ 10 mL จาํนวน 2 หลอด สาํหรับ

ใชใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือมาลาเรีย ประชากรเป้าหมายท่ี

ใชใ้นการศึกษาเป็นผูมี้สุขภาพดี มีคุณสมบติัท่ีระบุไว้

ในเกณฑ์การคัดเลือกผูเ้ข้าร่วมโครงการวิจัยและลง

นามให้ความยินยอมเป็นลายลกัษณ์อกัษรแลว้ เกณฑ์

ในการคดัออกคือ อาสาสมคัรท่ีเป็นพาหะของธาลสัซี

เมีย มีภาวะพร่องเอนไซมจี์-6-พีดี หรือ มีความผิดปกติ

ของผิวเมด็เลือดแดง (red cell membrane defect) ขนาด

ตวัอยา่งคาํนวณจากโปรแกรม Power and Sample size 

Calculation (PASS, PS) 

การตรวจคัดกรองโรคต่างๆเพื่อคัดเลือกผู้เข้าร่วมวิจัย

ตามเกณฑ์ทีก่าํหนด 

- การตรวจหมู่เลือด ABO และ Rh, การตรวจหมู่เลือด 

Miltenberger (Mia typing) ตรวจโดยวิธีทาง 

Serology แบบ Conventional test tube (CTT) โดย

หลักการ Hemagglutination โดยใช้เลือดจากส่ิงส่ง

ตรวจท่ีมีสารกนัเลือดแขง็ EDTA  

- การตรวจคัดกรองแอนติบอดี (Antibody screening) 

ตรวจหาแอนติบอดีท่ีไม่พึงประสงค์ (Unexpected 

antibody) อนัอาจก่อให้เกิดความไม่เขา้กันของเลือด 

(Incompatibility) โดยใชน้ํ้ ายา O1, O2 screening cells 

จากศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

- การตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด (Completed 

Blood Count;CBC) โดยใช้เคร่ือง Semi-Automated 

(Horiba ABX,CA) และยอ้มสไลดดู์เซลลเ์ม็ดเลือดแดง

ด้วยสียอ้ม Wright stain เพ่ือแยกโรค red cell 

membrane defect ไดแ้ก่ hereditary spherocytosis และ 

hereditary elliptocytosis 

- การตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จี-6-พีดี โดย

วิธี G-6-PD screening test จากการทาํ Fluorescene 

Spot test แลว้ดูผลจากการเรืองแสงของ Spot อ่านผล

ภายใตแ้สง UV 

- การตรวจโรคหรือพาหะของธาลัสซีเมีย โดยวิธีคดั

กรองธาลสัซีเมียด้วยการพิจารณาค่า MCV (Mean 

Corpuscular Volume) ท่ีไดจ้ากการตรวจ CBC ร่วมกบั

การตรวจหา HbE ดว้ย DCIP test  

การสกัด DNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยใช้ชุดสกัด

สําเร็จ DNA IQ™ System ซ่ึงเรซินจะจบักบัสาร

ปนเป้ือนท่ีอาจยับย ั้ งการทํางานของเอนไซม์ใน

ปฏิกิริยา PCR ทาํให ้DNA ท่ีสกดัไดมี้คุณภาพดี 

การตรวจ Subclass ของหมู่เลือด Miltenberger (Mia 

antigen genotyping) ด้วยวธีิ SSP-PCR(20) เพ่ือตรวจ

ประเภทของแอนติเจนในระบบ Miltenberger (Mia) 

โดยทาํ genotyping แยก Mia+ และ Mia- รวมทั้งแยก

ชนิดของ Subclass ต่างๆ อย่างคร่าวๆ โดยวิธี SSP-
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PCR อ้างอิงจากการศึกษาของ P.Palacajornsuk 

(Palacajornsuk, 2007) ซ่ึง Primer ท่ีใชคื้อ  

Forward primer = 5’-

CCTTTCTCAACTTCTCTTATATGCAGATAA-3’    

Reverse primer = 

5’GAGCAACTATTTAAAACTAAGAACATACC

GG-3’  

โดย Primer น้ีจะแยก B-A-B Hybrid molecule ไดแ้ก่ 

MiIII (GP.Mur), MiIV (GP.Hop), MiVI (GP.Bun), 

MiX (GP.HF) และ MiII (GP.Hut) ซ่ึงเป็น A-B-A 

Hybrid molecule ไดเ้ป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอ 2 ช้ินคือ 

151bp และ 148bp 

การเพาะเลีย้งเช้ือมาลาเรีย (Malaria culture) เม่ือทาํ

การแยกชนิดของ Mia antigen ดว้ยวิธี SSP-PCR แลว้ 

ใหน้าํเซลลเ์ม็ดแดงท่ีได ้แยกกนัเพาะเล้ียงเช้ือเป็นสอง

กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีเป็น Mia+ และกลุ่ม Mia- เร่ิมท่ี 0.5-

1.0% synchronized-parasitemia เท่ากนั เช้ือท่ีใชใ้นการ

เพาะเล้ียงคือเช้ือ  Plasmodium falciparum strain 

T9/94RC17  โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ RPMI-1640 และ 

HEPES (glutamine/without sodium bicarbonate) ท่ี

ผสม Pooled AB+ serum ใน 96 micro-well plate โดย

ตวัอย่าง 1 รายเล้ียงแบบ tripicated 3 well ดว้ยวิธี 

Candle jar technique เพาะเล้ียงนาน 48 ชั่วโมง ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลว้ Harvest  เช้ือทั้งสอง

กลุ่มพร้อมกนัไถเสมียร์ well ละ 2 สไลด์ แลว้นาํไป

ยอ้มสี Wright stain  

- การทํา Synchronization คือการทาํให้เช้ือท่ี

เพาะเล้ียงไวอ้ยู่ในระยะเดียวกันก่อนนําไปทดลอง

เพาะเล้ียงกับเซลล์เม็ดเลือดแดงทั้งสองกลุ่ม ด้วยการ

เติมสารละลาย 5% D-sorbital จากนั้นเติม Complete 

medium ใหมี้ค่า 50% Hct  

- การทํา Invasion assay เพ่ือทดสอบหาอตัรา

การเข้าเซลล์เม็ดเลือดแดงของเช้ือเปรียบเทียบกัน

ระหว่างเซลล์เม็ดเลือดแดงสองกลุ่ม โดยทาํการเล้ียง

เช้ือแบบ tripicated ในแต่ละตัวอย่าง  หลังจาก 

Synchronization โดยเร่ิมท่ี 0.5-1.0% parasitemia 

เท่ากัน แล้วเพาะเล้ียงเช้ือประมาณ 48 ชั่วโมงท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หรือ 1 วงจรชีวิตของเช้ือ 

จากนั้นจึงทาํการ Harvest เช้ือโดยไถเสมียร์ลงบน

สไลด์แก้ว ยอ้มด้วยสี Wright stain แล้วนําไปนับ

จาํนวนเช้ือคิดเป็น % parasitemia โดยนบัจาํนวนเม็ด

เลือดแดงท่ีติดเช้ือพลาสโมเดียม ฟัลซิปารัมในจาํนวน

เม็ด เ ลือดแดงรวมทั้ งหมด 2000 เซลล์  ดัง น้ี 

%parasitemia = Infected RBCs x 100 / Total RBCs 

 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) สถิติท่ีใชใ้นการ

ทดสอบในการเปรียบเทียบระหว่างค่าเฉล่ีย (Mean) 

ข อ ง ข้อ มู ล ส อ ง ก ลุ่ ม ท่ี เ ป็ น อิ ส ร ะ ต่ อ กั น  (Two 

independent groups) โดยนาํขอ้มูลท่ีไดม้าคาํนวณโดย

ใชก้ารทดสอบทางสถิติดว้ย Unpaired t-test เม่ือขอ้มูล

ท่ีไดมี้การกระจายแบบปกติ (Normal distribution) โดย

ใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism 5.01 ในการวิเคราะห์

ขอ้มูล 

ผลการวจิยั 

การเพาะเล้ียงเช้ือมาลาเรียในกลุ่มตวัอยา่งท่ีมี

เลือดหมู่โอทั้ งส้ินรวม 46 ราย แบ่งเป็นกลุ่มท่ีมีหมู่

เลือด Mia+ 16 ราย และกลุ่มท่ีหมู่เลือด Mia- 30 ราย ทาํ

ทั้งหมด 3 คร้ัง ดงัน้ี คร้ังท่ี 1 Mia+ 5 ราย และ Mia- 10 

ราย, คร้ังท่ี 2 Mia+ 6 รายและ Mia- 10 ราย และคร้ังท่ี 3 

Mia+ 5 รายและ Mia- 10 ราย ตามลาํดบั พบวา่ค่าเฉล่ีย

ของเม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือหลงัจากการเพาะเล้ียงเป็น

เวลา 48 ชั่วโมง เป็นดังน้ี คร้ังท่ี 1 หมู่เลือด Mia+ 

เท่ากบั 7.8 ± 1.7% และหมู่เลือด Mia- เท่ากบั 5.2 ± 

0.8%, คร้ังท่ี 2 หมู่เลือด Mia+ เท่ากบั 9.1 ± 0.7% และ

หมู่เลือด Mia- เท่ากบั 6.1 ± 1.4% และคร้ังท่ี 3 หมู่เลือด 

Mia+ เท่ากบั 7.5 ± 1.7% และหมู่เลือด Mia- เท่ากบั 5.9 

± 0.5% (p < 0.001) เม่ือคิดค่าเฉล่ียโดยรวมทั้งหมด 

กลุ่มท่ีหมู่เลือด Mia- เท่ากบั 5.7 ± 0.2% และกลุ่มท่ีหมู่

เลือด Mia+ เท่ากบั 8.2 ± 0.4% พบวา่มีความแตกต่าง

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.001 by Student’s t-

test) ดงัรูปท่ี 1 
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รูปที่ 1 แสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ียของ

เมด็เลือดแดงท่ีติดเช้ือเป็น %parasitemia  

ระหว่างกลุ่มท่ีมีหมู่เลือด Mia+ และ Mia- ซ่ึงพบว่ามี

ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  (p < 0.001) 

อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

 จากผลการวิจัยพบว่า การทดลองเล้ียงเช้ือ

ม าล า เ รี ย ชนิ ด  Plasmodium falciparum strain 

T9/94RC17 ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุท่ี เคยมีการระบาดใน

จงัหวดัตาก กบัเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีใชใ้นการศึกษาใน

หลอดทดลอง (In Vitro) นั้น เซลลเ์ม็ดเลือดแดงของ

คนท่ีมีหมู่เลือด Mia+ กลบัมีความสามารถในการรุกลํ้า 

(Invasion) เขา้เซลล์ไดดี้กวา่เม็ดเลือดแดงของคนท่ีมี

หมู่เลือด Mia- เม่ือทาํการเพาะเล้ียงเช้ือนาน 48 ชัว่โมง

หรือ 1 วงจรชีวติของเช้ือ  

การพบปริมาณเช้ือท่ีสูง (High parasitemia) 

ในระยะท่ีเช้ือเข้าสู่เม็ดเลือดแดงน้ี อาจเป็นสาเหตุ

สาํคญัสาเหตุหน่ึงในการเกิดโรคมาลาเรียชนิดรุนแรง 

ทาํให้เกิดความขดัแยง้กันกับสมมติฐานท่ีคนท่ีมีหมู่

เ ลื อ ด  Mia+ น่ า จ ะ ต่ อ ต้ า น ก า ร ติ ด เ ช้ื อ แ ล ะ มี

ความสามารถในการอยูร่อดไดใ้นแหล่งระบาดของเช้ือ

ได ้จึงเป็นท่ีน่าสนใจวา่กระบวนการท่ีเช้ือมาลาเรียเขา้

สู่เม็ดเลือดแดงโดยอาศัยตัวรับบนเม็ดเลือดแดงคือ 

Glycophorin นั้ น มีความเก่ียวข้องกับการเกิดโรค

มาลาเรียชนิดรุนแรงหรือไม่ อย่างไร และเหตุใดจึง

เป็นไปในลกัษณะของการติดเช้ือในเซลลเ์มด็เลือดแดง

ท่ีเพ่ิมข้ึน ซ่ึงอาจจะตอ้งทาํการศึกษาทดลองโดยการ

ควบคุมตัวแปรอ่ืนๆ ท่ีอาจมีผลต่อการทดลอง หรือ

ศึกษาในรูปแบบวจิยัอ่ืนๆเพ่ิมเติมต่อไป 

โปรตีน Glycophorin นั้นมีผูต้ ั้งสมมติฐานวา่

น่าจะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการคดัเลือกทางธรรมชาติ

จากโรคมาลาเรีย โดยมีแนวโนม้วิวฒันาการไปในทาง

ท่ีจะหลบหลีกการเข้าจับของเช้ือมาลาเรีย(Baum, 

2002)  แต่การศึกษาประชากรในชนเผ่าดั้ งเดิมของ

ไตห้วนัท่ีมีความชุกของแอนติเจน MiIII สูง (ร้อยละ 

20-80) กบัความสัมพนัธ์ต่อการเกิดโรคมาลาเรีย ก็ไม่

พ บ ว่า มี ค วาม สัม พัน ธ์ร ะ ห ว่ าง กัน อ ย่า ง ชัด เ จ น 

(Morisita, 1976) ทาํให้ไม่สามารถบ่งช้ีถึงวิวฒันาการ

ในการหลบเล่ียงการติดเช้ือของแอนติเจน MiIII ได้

(Wang, 2003)  

มีการศึกษาพบวา่หมู่เลือด Miltenberger subsystem ท่ีมี

แอนติเจนชนิด MiIII (GP.Mur) ซ่ึงเป็น Mia+ ชนิด

หน่ึงสามารถเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน Anion 

Exchange-1 (AE-1) หรือ Band 3(Goel, 2003),(Hsu, 

2009) ได้ ซ่ึงเคยมีการศึกษาว่า Band 3 เป็นตวัรับ

แอนติเจนของเ ช้ือ Plasmodium falciparum(de 

Oliveira, 2010) และการแสดงออกของ Band 3 สูงข้ึน

นั้น สามารถลดการเกิดภาวะ Acidosis ซ่ึงเป็นอาการท่ี

สาํคญัอยา่งหน่ึงของโรคมาลาเรีย(Day, 2000),(Marsh, 

1995) ทําให้มีสมมุติฐานใหม่เกิดข้ึนมาว่า แท้ท่ีจริง

แอนติเจนของหมู่เลือดน้ีอาจไม่ได้มีวิวฒันาการท่ีมี

ความเก่ียวขอ้งในการหลบเล่ียงจากการติดเช้ือมาลาเรีย

(Baum, 2002) แต่อาจจะมีการเปล่ียนแปลงให้มีความ

หลากหลายเพ่ือทาํหนา้ท่ีในการช่วยให้เซลล์ท่ีติดเช้ือ

แลว้สามารถอยูร่อดในร่างกายคน (Host survival) และ

ไม่ก่อใหเ้กิดภาวะมาลาเรียท่ีรุนแรงจากภาวะ Acidosis 

ก็เป็นได ้

กติตกิรรมประกาศ 

ผูว้ิจัยขอขอบคุณอาสาสมคัรท่ีบริจาคเลือด

เพ่ือใช้ในการศึกษาวิจัยคร้ังน้ี ขอบคุณศูนย์บริการ

โลหิตแห่งชาติ  สภากาชาดไทยท่ีให้ความอนุเคราะห์

ส่ิงตวัอย่างในการวิจัยและให้ความช่วยเหลือในด้าน

ต่างๆ ขอบคุณห้องปฏิบติัการมาลาเรียร่วมกบัองคก์าร

                 p < 0.001 
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