
 
 
 
 

 
 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

 นิวโทรฟล (neutrophil) เปนเซลลเม็ดเลือดขาวที่เกี่ยวของกับการตอบสนองตอ
กระบวนการอักเสบแบบเฉียบพลัน (acute inflammation response) โดยจะทําหนาที่เปน 
phagocytosis เพื่อกลืนกินแอนติเจนแปลกปลอม (forensic antigen) กอนเกิดกระบวนการ apoptosis 
โดยเซลล neutrophil จะทําหนาที่เปน phagocyte ชนิดแรกที่ออกจากกระแสเลือดไปสูเนื้อเยื่อที่มี 
ส่ิงแปลกปลอม เนื่องจากบนผิวของ neutrophil มี receptor สําหรับสวน complement fragment (Fc) 

ของ immunoglobulin (Ig) หรือที่เรียกวา complement fragment gamma receptor (FcγR)              
ทําใหสามารถทําลายสิ่งแปลกปลอมที่เคลือบดวย antibody ชนิด IgG ได แอนติเจนของเซลล       
เม็ดเลือดขาว neutrophil หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา “ฮิวแมนนิวโทรฟลแอนติเจน” (human 
neutrophil antigen: HNA) จะสามารถกระตุนใหระบบภูมิคุมกันของรางกายสรางแอนติบอดีที่มี
ความจําเพาะตอแอนติเจนชนิดตาง ๆ ทําใหเกิดการทําลายเซลล และเปนสาเหตุของการเกิดภาวะ 
neutropenia หรือ granulocytopenia  จากรายงานการศึกษาการเกิดภาวะ alloimmunization ในสตรี
ตั้งครรภพบวา แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน HNA-1a (NA1) และ HNA-1b (NA2) ที่มารดา
สรางขึ้นสามารถกระตุนใหทารกแรกคลอดหรือทารกที่อยูในครรภเสียชีวิตเนื่องจากภาวะ 
alloimmune neonatal neutropenia (ANN) (Kissel K et al. 2000) และพบวาแอนติบอดีทั้งสองชนิด
นี้ยังเปนสาเหตุของการเกิดภาวะ transfusion related acute lung injury (TRALI) และ chronic 
benign autoimmune neutropenia (AIN) ในเด็กไดอีกดวย (Moritz E et al. 2009) จากการศึกษา      
ที่ผานมา ทําใหทราบวา ยีนที่ทําหนาที่ควบคุมการแสดงความเปนแอนติเจนของ neutrophil ตั้งอยู
บนแขนขางยาวของ chromosome คูที่ 1 (1q23) บนที่รับที่มีความจําเพาะ (specific receptor) สําหรับ 

Fc ของ IgG ซ่ึงมีอยู 3 classes ไดแก FcγRI, FcγRII และ FcγRIII และพบวา FcγRIII ยังสามารถ
แบงออกเปนกลุมยอยไดอีกดวย (Ravetch JV and Perussia B. 1989; Hessner MJ et al. 1996; Bux J 
and Chapman J. 1997; Matsuo K et al. 2000) งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาประวัติการคนพบ
แอนติเจน neutrophil การเรียกชื่อแอนติเจนชนิดตาง ๆ ของ neutrophil ความสําคัญและวิธีที่ใชใน
การตรวจหาแอนติเจนแตละชนดิ เพื่อเปนขอมูลประกอบการทําวิจัย 
 
2.1 ประวัติการคนพบและการตั้งชื่อ Human Neutrophil Antigen  
 ในป ค.ศ. 1971 Lalezari P และคณะ ไดรายงานการตรวจพบ neutrophil-specific antigen 
(NA1) โดยใชวิธีการตรวจทาง serology เปนครั้งแรกในซีรัมของผูปวยที่ตั้งครรภและมีภาวะ 
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alloimmunization จนเปนสาเหตุใหทารกที่คลอดมาเกิดภาวะ neonatal neutropenia (Lalezari P               
et al. 1971)ในขณะนั้นยังไมสามารถอธิบายคุณลักษณะที่จําเพาะของ NA1 ไดวามีลําดับการเรียงตัว
ของกรดอะมิโนในลักษณะใด 
 ตอมาในป ค.ศ. 1965 Lalezari P และ Bernard GE ไดรายงานการตรวจพบแอนติเจน HNA 
เพิ่มขึ้นมาอีกหนึ่งชนิด คือ NA2 (Lalezari P and Bernard GE. 1965) และจากผลการตรวจหาความ
หลากหลายของยีน NA1 และ NA2 โดยวิธี restriction fragment length polymorphism (RFLP) และ 
sequencing based typing (SBT) พบวายีนของแอนติเจน NA2 นี้อยูในตําแหนงที่ใกลกับอัลลีล 
(allele) ของ NA1 และมีลําดับของกรดอะมิโนที่แตกตางกันเพียง 5 base pair (bp) เทานั้น (Matsuo 
K et al. 2000) 
 ในป ค.ศ. 1971 Lalezari P และคณะ ไดรายงานการตรวจพบแอนติเจน NB1 หรือ HNA-2a 
จากการศึกษาในทารกแรกคลอด 7 ราย ซ่ึงกําเนิดมาจาก 4 ครอบครัว โดยพบวาแอนติบอดีที่จําเพาะ
ตอแอนติเจน NB1 จะไมทําปฏิกิริยาเกาะกลุม ( non agglutination) กับเซลลเม็ดเลือดชนิดอื่น ๆ 
ยกเวนเซลล neutrophil (Lalezari P et al. 1971) เชนเดียวกับในเรื่องของการถูกดูดซับ (absorption) 
ของแอนติเจน NB2 ที่จะไมถูกดูดซับโดยเซลลที่เตรียมมาจาก solid organ และเซลลเม็ดเลือดชนิด
อ่ืน ๆ ยกเวน neutrophil และจากการศึกษาทาง molecular ยังพบวายีน NB อยูคนละโลคัส (locus) 
กับยีน NA และมีการกระจายตัวของยีน NB1 แบบโฮโมไซกัส (homozygous) ประมาณ 68% ของ
ประชากรชาวนิวยอรก (New York) และแบบเฮทเทอโรไซกัส (heterozygous) ประมาณ 29% 
ในขณะที่อีกประมาณ 3% ของประชากรนั้นใหผลเปนลบ (negative) ไมพบการแสดงออกของยีนนี้ 
นอกจากนี้ คณะผูวิจัยยังสรุปวา ยีน NB นี้เปนยีนที่ตั้งอยูคนละตําแหนงกับยีน HLA และยีนอื่น ๆ ที่
แสดงออกถึงแอนติเจนของเม็ดเลือดขาว (leukocyte) และยังไมมีรายงานอุบัติการณของ
ความสัมพันธระหวางแอนติเจน NA, NB และแอนติเจนของเม็ดเลือดแดง  

ในขณะที่แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน 5b ตรวจพบไดในซีรัมของผูปวยที่เกิดภาวะ 
TRALI (Nordhagen R et al. 1986) ตอมาแอนติเจนนี้ถูกเปลี่ยนชื่อเปน HNA-3a ซ่ึงจะพบการ
แสดงออกของแอนติเจนไดบนเซลลของเกล็ดเลือด ลิมโฟไซท และอวัยวะตาง ๆ เชน ไต (kidney) 
มาม (spleen) และเซลลรก (placental cells) จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา แอนติเจน HNA-3a            
มีการแสดงออกของแอนติเจนไดหลากหลายแตยังไมมีรายงานที่แนชัด (Bux J. 2002) จนกระทั่ง            
มีการศึกษาเพิ่มเติม ในปจจุบันพบวาแอนติเจน HNA-3a นี้มีคุณลักษณะเปนไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) ขนาด 70 – 95 กิโลดัลตัน (kiloDalton: kDa) ซ่ึงเกิดจากความหลากหลายของยีน 
choline transporter-like protein-2 gene (SLC44A2) เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (amino 
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acid) ในตําแหนงที่ 154 จากอารจินีน (arginine) เปนกลูตามีน (glutamine) (Greinacher A et al. 
2010)  

สําหรับแอนติเจน HNA-4a นั้น มีรายงานการคนพบในป ค.ศ. 1986 โดย Kline WE และ
คณะ โดยใชชื่อวา แอนติเจน MART อันเนื่องมาจากซีรัมของผูบริจาคเลือดเพศหญิงที่เคยตั้งครรภ
มาแลวสามารถทําปฏิกิริยาไดอยางจําเพาะกับแกรนูโลไซท (granulocyte) ที่มีแอนติเจนที่ไมทราบ
ชนิด และไมใชแอนติเจนของ neutrophil ที่เคยมีรายงานมากอนแลว ไดแก NA1, NA2, NB1, NC1, 
ND1, NE1, 5a, 5b และ 9a รวมทั้งไมใชแอนติเจนของเม็ดเลือดแดงและ HLA ดวย (Kline WE                 
et al. 1986) แอนติเจนชนิดใหมนี้สามารถพบไดในปริมาณมากบนผิวเซลลแกรนูโลไซทและ             
โมโนไซท (monocyte) และพบไดนอยบนผิวเซลล T lymphocytes อีกทั้งไมสามารถพบไดบน         
ผิวเซลลเม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือด และ B lymphocytes และจากการศึกษาการถายทอดทางพันธุกรรม
ของยีนในสมาชิกของครอบครัวพบวา แอนติเจนนี้ไดรับมาจากยีนซ่ึงมีลักษณะเปนยีนเดนทาง            
ออโตโซม (autosomal dominant inheritance) และสามารถตรวจพบไดในสมาชิกของครอบครัว
ของกลุมตัวอยาง 5 ใน 12 ราย รวมทั้งไมมีความสัมพันธกับยีน HLA, NA, Rh และ XY ดวย  

ตอมาในป ค.ศ. 1996 Simsek S และคณะ ไดรายงานการคนพบแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
แอนติเจน Ond(a) และ Mart(a) ซ่ึงทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของ CD11a และ CD11b ที่อยูในกลุมของ 
β2 integrin family ในหนวยยอย (subunit) ของ αL และ αM คณะผูวิจัยไดนําเอาเทคนิค reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) มาใชในการจําแนกโมเลกุลของ Ond(a) และ 
Mart(a) ในตําแหนงของ αL และ αM mRNA เพื่อดูการแทนที่ของนิวคลิโอไทดใน αL ตาํแหนงที ่
2466 (G2466C substitution) ของแอนติเจน Ond(a) และการแทนที่ของนิวคลิโอไทดใน αM  
ตําแหนงที่ 302 (G302A substitution) ของแอนติเจน Mart(a) และทําการทดสอบหาแอนติบอดีที่
จําเพาะตอแอนติเจนทั้งสองดวยวิธี monoclonal  antibody-specific immobilization of leukocyte 
antigens, immunofluorescence assay และ immunoprecipitation  
 ภายหลังไดมีรายงานการตรวจพบแอนติเจนของ neutrophil ชนิดใหมอีกหลายชนิด ทําใหมี
การเรียกชื่อหรือตั้งชื่อแอนติเจนเหลานี้แตกตางกันออกไป เกิดความซ้ําซอนของแอนติเจนชนิด
เดียวกันแตใชช่ือตางกันตามชื่อผูคนพบ อีกทั้งการตั้งชื่อแอนติเจนเหลานั้นไมไดสอดคลองกับยีน
และตําแหนงของยีนที่แสดงความเปนแอนติเจนนั้นตามหลักการตั้งชื่อของ The Guideline for  
Human Gene Nomenclature ดังนั้น ในป ค.ศ. 1998 คณะกรรมการการตั้งชื่อแอนติเจนของเม็ดเลือด
ของ International Society of Blood Transfusion (ISBT) จึงจัดประชุมผูที่มีความเชี่ยวชาญและผูที่
ทําการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับแอนติเจนของ neutrophil ขึ้น เพื่อรวมกันจัดระบบการเรียกชื่อแอนติเจน
ของ neutrophil ใหเปนมาตรฐานเดียวกันและเพื่อใหงายตอการศึกษาในระดับสูงขึ้นไป โดยอาศัย
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แนวทางการตั้งชื่อตามรูปแบบของ The guideline for Human Gene Nomenclature กําหนดการ
เรียกชื่อแอนติเจนของ neutrophil ดังนี้ (ตารางที่ 2.1) 

1) ชื่อแอนติเจนของ neutrophil จะถูกเรียกใหมเปน human neutrophil antigen และใช
อักษรยอเปน HNA การกําหนดการเรียกชื่อใหมนี้ช้ีใหเห็นวา แอนติเจนเหลานี้จะ
แสดงออกบนผิว neutrophil  

2) ใหระบุตําแหนงที่พบแอนติเจนบน  membrane ของ neutrophil ดวยตัวเลขจํานวนเต็ม 

เชน แอนติเจนที่พบบน FcγRIIIb ใหแทนดวยเลข 1 และเรียกชื่อแอนติเจนของ 

neutrophil ที่พบบน FcγRIIIb นี้วา HNA-1 และแอนติเจนที่อยูบน CD177 ใหแทน
ดวยเลข 2 เรียกชื่อแอนติเจนนั้นวา HNA-2 เปนตน 

3) การแยกความหลากหลาย (polymorphism) ของแอนติเจนที่พบบนตําแหนงเดียวกัน   
ใหใชอักษรภาษาอังกฤษ (ตัวพิมพเล็ก) ตามหลังตัวเลขที่แสดงตําแหนงของแอนติเจน
โดยเรียงตามลําดับการคนพบ เชน HNA-1a, HNA-1b, … เปนตน 

4) การระบุช่ือ alleles ที่ถอดรหัส (encode) มานั้น ใหระบุตามตําแหนงที่ตั้งของยีนที่
แสดงออกถึงแอนติเจนนั้น ๆ แลวตามดวยเครื่องหมายดอกจันทร (*) และตัวเลขลําดับ
การคนพบยีนหรือแอนติเจน 
 

ตารางที่ 2.1 การเรียกชื่อแอนติเจน HNA ตามระบบของ ISBT working party  
(Stroncek D and Bux J. 2002)  

CR3ψ = C3bi receptor; LFA-1 = leukocyte function antigen-1 
*      ISBT HNA nomenclature 

  

Antigen system Antigen Location Fomer name Alleles 

HNA-1 
 
  
HNA-2 
HNA-3 
HNA-4 
HNA-5 

HNA-1a 
HNA-1b 
HNA-1c 
HNA-2a 
HNA-3a 
HNA-4a 
HNA-5a 

FcγRIIIb 

FcγRIIIb  

FcγRIIIb 
CD177 (NB1glycoprotein) 
70-95 kDa glycoprotein 

CD11b (CR3ψ) 

CD11a (LFA-11ψ) 

NA1 
NA2 
SH 
NB1 
5b 
Marta 
Onda 

FCGR3B*1 
FCGR3B*2 
FCGR3B*3 
CD177*1 
Not define 
CD11B*1 
CD11A*1 



 
 
 
 

 
 

 - 8 - 

 จากขอมูลทั้งหมด ปจจุบันแอนติเจน HNA มีทั้งหมด 5 ระบบ ประกอบดวย HNA-1, 
HNA-2, HNA-3, HNA-4 และ HNA-5  

1) แอนติเจน HNA ระบบที่ 1 (HNA-1 system) 
แอนติเจน HNA ระบบที่ 1 (HNA-1) แบงออกเปน 3 ชนิด ไดแก HNA-1a, HNA-1b และ 

HNA-1c แอนติเจนเหลานี้เดิมถูกตั้งชื่อวา แอนติเจน NA1, NA2 และ SH ตามลําดับ (Lalezari P. 

1977) แอนติเจนทั้งสามชนิดสามารถพบไดบน FcγRIIIB ของเซลล neutrophil โดยเฉพาะในกลุม

ของ segmented neutrophil แอนติเจนในระบบนี้จะถูกถอดรหัส (encode) มาจากยีน Fcγ receptor 

(FcγR / FCGR) ซ่ึงอยูบนโครโมโซมคูที่ 1 (1q23) ในบริเวณที่มีกลุมของยีน FCGR อยู 2 กลุม คือ 
FCGR2 และ FCGR3 ยีนในกลุม FCGR3 จะประกอบดวย FCGR3A และ FCGR3B ซ่ึงอยูใกลกัน
และมีความเหมือนกันสูง (highly homologous) จากการศึกษาลําดับการเรียงตัวของเบสภายในยีน
ทั้งสองชนิด พบวามีความแตกตางกันตรงตําแหนงที่ 733 นิวคลิโอไทดของยีน FCGR3B  จะเปลี่ยน
จาก T มาเปน C ทําใหเกิดเปน stop codon สงผลใหจํานวนกรดอะมิโน (amino acid) ของ FCGR3B  
นอยกวา FCGR3A อยู 21 ชนิด (ตารางที่ 2.2) (Hillyer C et al. 2007) เนื่องจากการแสดงออกของ
แอนติเจน HNA-1 ถูกควบคุมโดยยีน FCGR3B ไดแก FCGR3B*1, FCGR3B*2 และ FCGR3B*3 
โดยแอนติเจน HNA-1a จะถูกควบคุมโดยยีนที่อยูบน FCGR3B*1 allele ในขณะที่ HNA-1b และ 
HNA-1c จะถูกควบคุมโดยยีนที่อยูบน FCGR3B*2 allele และ FCGR3B*3 allele ตามลําดับ ดังนั้น 
การจําแนกชนิดของแอนติเจน HNA-1 จึงอาศัยความแตกตางของลําดับเบสของยีน FCGR3B ซ่ึง
เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณตําแหนงที่ 36, 65, 78, 82 และ 106 (รูปที่ 2.1)  
ความแตกตางระหวาง HNA-1a และ HNA-1b อยูที่ตําแหนงที่ 36, 65, 82 และ 106 ในขณะที่ความ
แตกตางระหวาง HNA-1b และ HNA-1c จะอยูในตําแหนงที่ 78 เพียงตําแหนงเดียว โดยกรดอะมิโน
ที่บงชี้ความจําเพาะของ HNA-1b คือ Ala และ HNA-1c คือ Asp จากความแตกตางของกรดอะมิโน
ในตําแหนงตาง ๆ ทําใหแตละ allele จะมีลําดับเบสบริเวณ exon 3 ของ FCGR3B แตกตางกัน เชน 
HNA-1a และ HNA-1b จะมีลําดับเบสที่แตกตางกันในตําแหนง 141, 147, 227, 277 และ 349 และ
ลําดับของเบสที่ใชแยก HNA-1c ออกจาก HNA-1a และ HNA-1b อยูที่ตําแหนง 266 (Kissel K                 
et al. 2000; Stroncek D. 2002) จากความแตกตางดังกลาวจึงนํามาสูการพัฒนาวิธีการตรวจหา
แอนติเจน HNA ทางอณูชีววิทยาดวยเทคนิคตาง ๆ (Flesch BK et al. 2002; Costa E et al. 2004; 
Abou-Chaker K et al. 2009; Norcia AM et al. 2009)  
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ตารางที่ 2.2 ความแตกตางของลําดับนิวคลิโอไทดของยีน FCGR3A และ FCGR3B 

 
 

 
รูปท่ี 2.1 ความแตกตางของกรดอะมิโนทีจ่ําเพาะตอ HNA-1 บน FcγRIIIb 

(Lucas GF and Metcalfe P. 2000) 
 

จากการศึกษาของ  Nagarajan S และคณะ ชี้ใหเห็นวา ความหลากหลายของ FcγRIIIB               
มีผลตอการทํางานของ neutrophil เซลลที่มีการแสดงออกแบบ homozygous NA2 (HNA-1bb) จะมี
ความสามารถในการจับ (affinity) กับ IgG3 ไดต่ํากวาเซลลที่เปน homozygous NA1 (HNA-1aa) 
(Nagarajan S et al. 1995) ดังนั้น เซลลเม็ดเลือดขาว neutrophil ของคนที่เปน homozygous NA2      
จึงมีความสามารถในการกําจัด (phagocyte) เชื้อแบคทีเรียและเซลลเม็ดเลือดแดงที่ถูกกระตุนดวย 
anti-Rh (IgG1 และ IgG3) ไดต่ํากวาคนที่เปน homozygous NA1 (Salmon JE et al. 1990) 

Base Pair Position 

Molecule Gene 141 147 227 266 277 349 473 505 559 641 733 

FcγRIIIB HNA-1a FCGR3B*1 AGG CTC AAC GCT GAC GTC GAC CAC GTT TCT TGA* 

FcγRIIIB  HNA-1b FCGR3B*2 AGC CTT AGC GCT AAC ATC GAC CAC GTT TCT TGA* 

FcγRIIIB  HNA-1c FCGR3B*3 AGC CTT AGC GAT AAC ATC GAC CAC GTT TCT TGA* 

FCGR3A FCGR3A AGG CTC AGC GCT GAC ATC GGC TAC TTT TTT CGA 

* Stop codon                                        Differences among genes are in bold 
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เชนเดียวกับผูปวยท่ีเปนโรค chronic granulomatous ซ่ึงมียีนแบบ homozygous NA2 และ 
heterozygous NA จะพบอุบัติการณของการติดเชื้อในทางเดินอาหาร (gastrointestinal infection)          
ไดสูงกวาคนที่ไมมียีน NA2 (Foster CB et al. 1998) 

อยางไรก็ตาม มีรายงานวิจัยหลายฉบับที่ชี้ใหเห็นถึงความบกพรองในการแสดงออกของ 

FcγRIIIB จะสงผลใหเกิดการขาดหายไปของแอนติเจน HNA-1a และ -1b โดยเฉพาะบนผิวเซลล
เม็ดเลือดของผูปวยที่มีภาวะ paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) ซ่ึงจะมีการขาดหายไป
ของ GPI-linked glycoproteins ทําให granulocyte ของผูปวยมีจํานวนของ FcRIIIb และ HNA-1 

ลดลง (Huizinga TW et al. 1990; Huizinga TW et al. 1990) และจากการวิเคราะห ยีน FcγRIIIB 

ของกลุมตัวอยาง 21 ราย ซ่ึงมาจาก 14 ครอบครัวที่ตรวจพบความบกพรองของ FcγRIIIB                

ผลการศึกษาในกลุมตัวอยางทั้งหมดไมพบทั้งยีน FcγRIIIB และยีน FcγRIIC ซ่ึงอยูติดกันดวย                 
(de Haas M et al. 1995) ดวยเหตุนี้ จึงมีรายงานการตรวจพบลักษณะการขาดหายไปของแอนติเจน 
HNA-1 หรือที่เรียกวา HNA-1 null ในชนผิวขาว ประมาณ 0.1% (Fromont P et al. 1992)  

แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนในระบบนี้สามารถทําใหเกิดภาวะ alloimmune neonatal 
neutropenia (ANN), autoimmune neutropenia (AIN), transfusion related acute lung injury 
(TRALI) (Han TH et al. 2006; Bux J. 2008; Gottschall JL et al. 2011) ภาวะดังกลาวจะทําให
ผูปวยเกิดความผิดปกติของรางกายไดแตกตางกัน บางรายอาจรุนแรงจนถึงขั้นเสียชีวติ 

 
2) แอนติเจน HNA ระบบที่ 2 (HNA-2 system) 
แอนติเจนในระบบนี้มีเพียงชนิดเดียว คือ HNA-2a ซ่ึงมีช่ือเดิมวา NB1 โมเลกุลที่แสดงออก

ถึงความเปนแอนติเจนนี้จะอยูที่ตําแหนงของ CD177 บนผิวเซลลของ neutrophil ภายใตการควบคุม
ของยีน CD177*1 บนโครโมโซมคูที่ 19 (19q13.2) จากการวิเคราะหโครงสรางของโปรตีน NB1 
โดย Kissel K และคณะ ชี้ใหเห็นวา NB1 เปนโปรตีนที่อยูในกลุมของ Ly6 superfamily gene หรือที่
เรียกวา urokinase type plasminogen activator receptor (uPAR) หรือ พิษงู (snake toxin) (Kissel K 
et al. 2001) ในสวนของยีน CD177 ที่สามารถแปลรหัสได (coding region) จะประกอบดวย             
นิวคลิโอไทด จํานวน 1,311 base pair (bp) ซ่ึงจะถูกถอดรหัสมาเปนโปรตีน จํานวน 416 ตัว               
จากการศึกษาพบวาโปรตีน NB1 glycoprotein (gp) นี้จะมีลักษณะที่แตกตางจากโปรตีนชนิดอื่น ๆ 
ที่อยูในกลุมของ Ly6 คือประกอบดวยตําแหนงของ cystein-rich domain จํานวน 2 domains แตละ 
domain จะมีจํานวนของ cystein เพียง 6  ตัว ในขณะที่โปรตีนในกลุมของ Ly6 ชนิดอื่น ๆ จะมี 
cystein-rich doman เพียง 1 domain ยกเวน uPAR ซ่ึงจะมี 3 domains นอกจากนี้ยังพบวา NB1 นั้น

จะมีตําแหนงของ N-linked glycosylation site จํานวน 3 ตําแหนง และตําแหนงของ ω-site สําหรับ
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การยึดจับของ glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor อีก 1 ตําแหนงดวย อยางไรก็ตาม          
การทํางานของโปรตีนทั้งสามชนิดยังไมมีรายงานที่ชัดเจน 

การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a จะพบไดทั้งบนผิวเซลล neutrophil, neutrophilic 
myelocyte และ metamyelocyte รวมทั้งยังสามารถพบไดบน plasma membrane และsecretory 
vesicles อีกดวย (Goldschmeding R et al. 1992) โดยจะพบการแสดงออกบนผิวเซลล neutrophil 
ของผูหญิงไดมากกวาผูชาย และในผูหญิงจะพบการแสดงออกลดลงตามอายุ ในขณะที่ในเพศชาย
จะมีการแสดงออกของแอนติเจนคงที่ ชี้ใหเห็นวาฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen) นาจะมีผลตอ     
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a ซ่ึงตรงกับผลการวิจัยของ Caruccio L และคณะ ที่พบ       
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a บนผิวเซลล neutrophil ของหญิงตั้งครรภไดมากกวาใน             
ผูบริจาคเลือดเพศหญิงดวย (Caruccio L et al. 2003) ในทางตรงขาม จากการศึกษาของ Foster CB 
และคณะ ในป ค.ศ. 1998 และการศึกษาของ Goldschmeding R และคณะ ในป ค.ศ. 1992 พบวา 
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-2a จะลดลงในผูปวยที่มีภาวะ PNH และ chronic myelogenous 
leukemia (CML) แตยังไมทราบความสําคัญทางคลินิกของการไมแสดงออกของแอนติเจน NB1 
บนผิวเซลล neutrophil (Goldschmeding R et al. 1992; Foster CB et al. 1998) รวมทั้งยังไมพบ            
การเพิ่มขึ้นของความเสี่ยงจากการติดเชื้อหรือเกิดภาวะ autoimmune disorder ในผูที่ไมมีแอนติเจน 
NB1 อยางไรก็ตาม เคยมีรายงานการตรวจพบแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน NB1 ในมารดาที่         
ไมมีการแสดงออกของแอนติเจน NB1 (NB1-negative mother) ซ่ึงตั้งครรภบุตรที่มีแอนติเจน NB1 
(NB1-positive neonate) สงผลใหทารกแรกคลอดเกิดภาวะ alloimmune neutropenia การให
สวนประกอบของเลือดที่มีแอนติบอดีที่จําเพาะตอ NB1 (HNA-2a) สามารถทําใหผูปวยเกิดภาวะ 
febrile transfusion reaction และ TRALI ไดเชนเดียวกับแอนติบอดีที่จําเพาะตอ HNA-1 (Bux J. 
2001; Fadeyi EA et al. 2007) อีกทั้งยังสามารถทําใหเกิดภาวะ drug-induced neutropenia และ graft 
failure ภายหลังการปลูกถายไขกระดูก (bone marrow transplantation)ไดดวย (Pocock CF                
et al. 2001) 

 
3) แอนติเจน HNA ระบบที่ 3 (HNA-3 system) 

 ปจจุบัน แอนติเจนในระบบนี้มี 2 ชนิด ไดแก HNA-3a มีชื่อเดิมวา 5b และ HNA-3b ช่ือเดมิ
คือ 5a แอนติเจน HNA-3a เปนแอนติเจนชนิดแรกที่ถูกคนพบในป ค.ศ. 1964 โดย van Leeuwen A 
และคณะ แอนติเจนนี้จะมีการแสดงออกที่ตําแหนง 70 - 95 kDa ของ glycoprotein พบไดทั้งบน      
ผิวเซลล neutrophil และ lymphocyte (Van Leeuwen A et al. 1964; Reil A et al. 2011)               
จากการศึกษาทางดาน cytogenetic พบวาแอนติเจนในระบบนี้จะถูกสรางขึ้นโดยยีนที่อยูบน
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โครโมโซมคูที่ 4 นอกจากนี้ยังพบวา แอนติเจนในระบบนี้ (HNA-3a/3b) เกิดจากความหลากหลาย
ของนิวคลิโอไทดของยีน choline transporter-like protein-2 (SLC44A2) ซ่ึงเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 154 จาก glutamine เปน arginine (461 G>A; Arg154Gln) 
(Greinacher A et al. 2010; Reil A et al. 2011)  
 มีรายงานวิจัยหลายฉบับชี้ใหเห็นวา แอนติบอดีที่จําเพาะตอ HNA-3a สามารถทําใหเกิด
ภาวะ febrile transfusion reaction และ neonatal alloimmune neutropenia ไดเชนเดียวกับแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจนในระบบที่ 1 และ 2 อีกทั้งยังสามารถทําใหผูปวยเกิดภาวะ TRALI อยาง
รุนแรงไดดวย (Davoren A et al. 2003; Silliman CC et al. 2007; Reil A et al. 2011) แอนติบอดีที่
จําเพาะตอ HNA-3 นี้สามารถพบไดในพลาสมาที่ปนอยูในสวนประกอบของเลือดรับบริจาค 
โดยเฉพาะในพลาสมาสดแชแข็ง (fresh frozen plasma; FFP) และเกล็ดเลือด (platelet) ท่ีเตรียมมา
จากเลือดของผูบริจาคเพศหญิงที่เคยตั้งครรภมากอน (Davoren A et al. 2003) 
 

4) แอนติเจน HNA ระบบที่ 4 (HNA-4 system) 
 แอนติเจนในระบบนี้ถูกคนพบในป ค.ศ. 1986 โดย Kline WE และคณะ โดยเรียกชื่อ
แอนติเจนนี้วา Marta ตอมาจึงเปลี่ยนเปน HNA-4a (Kline WE et al. 1986) จากการศึกษาตอมา

พบวาแอนติเจนนี้อยูบน β2-integrin ที่อยูในกลุมของ Leu-CAM family แอนติเจน HNA-4a               

เกิดจากความหลายหลายของ CD11b (C3bi receptor: CR3ψ) ในตําแหนงที่ 302 (G302A)                   
บนผิวเซลลของ neutrophil สงผลใหเกิดการแทนที่ของอารจินีน (arginine) กับฮีสทิดีน (histidine) 
ในตําแหนงที่ 61 และยีนที่ควบคุมการแสดงออกของแอนติเจนนี้คือ CD11B*1 (Simsek S et al. 
1996) แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน HNA-4a สามารถทําใหเกิดภาวะ ANN และ AIN (Fung 
YL et al. 2003) 
 

5) แอนติเจน HNA ระบบที่ 5 (HNA-5 system) 

 แอนติเจนในระบบนี้มีเพียงชนิดเดียวคือ HNA-5a ซ่ึงอยูในสวนของ α chain บน CD11a 
(LFA-1) ของ β2-integrin ซ่ึงมีการแสดงออกบนเซลล leukocyte และทําหนาที่ในการยึดเกาะกับ
เซลลขางเคียง (cell adhesion molecule) แอนติเจนนี้ถูกคนพบโดย Decary F และคณะ ดวยการใช
ซีรัมของผูปวยช่ือ “OND” ซ่ึงมีภาวะ hypoplastic anemia และไดรับการรักษาดวยการใหเกล็ดเลือด
ติดตอกันมาเปนเวลานานมาทําการทดสอบหาความจําเพาะระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีของ
เม็ดเลือดขาว ดังน้ัน จึงตั้งชื่อแอนติเจนนี้วา Onda ตอมาจึงถูกเปลี่ยนเปน  HNA-5a (Decary F et al. 
1979) จากการศึกษาในระดับโมเลกุลพบวายีนที่ควบคุมการแสดงออกของแอนติเจนนี้คือ                     
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ยีน CD11A*1 และแอนติเจน HNA-5a เกิดจากการแทนที่ของนิวคลิโอไทดในตําแหนงที่ 2466 
(G2466T) สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 776 จากอารจินีน (arginine) 
เปนทรีโอนีน (threonine) (Simsek S et al. 1996) แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน HNA-5a 
สามารถทําใหเกิดภาวะ ANN และ TRALI ได 
 
2.2 เทคนิคท่ีใชในการตรวจหาแอนติเจน HNA-1 

ในอดีตการตรวจหา HNA-1 นิยมใชวิธีการตรวจทางน้ําเหลืองวิทยา (serology) โดยในป 
ค.ศ. 1986 Hadley  H และคณะ ไดประยุกตใชหลักการ chemiluminescene รวมกับวิธีการตรวจทาง
ภูมิคุมกันวิทยาเพื่อตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ neutrophil เรียกวิธีการตรวจนี้วา 
granulocyte chemiluminescence test (GCLT) เพื่อใชในการตรวจหา anti-granulocyte antibodies 
ในเลือดของผูปวยที่มีภาวะ unexplained neutropenia โดยการวัดการตอบสนองของเมตาบอลิกของ 
monocyte ตอ antibody-coated granulocytes เปรียบเทียบกับการทดสอบโดยวิธี granulocyte 
indirect immunofluorescence (GIFT) ซ่ึงริเร่ิมใชครั้งแรกในป ค.ศ. 1977 คณะผูวิจัยไดช้ีใหเห็นวา
วิธี GCLT เปนวิธีที่รวดเร็ว ทําไดงาย และมีความไว (sensitivity) สูงกวาวิธี GIFT (Verheugt FW                
et al. 1977; Hadley AG et al. 1986) และไดถูกพัฒนามาใชในการตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
เม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือด และแกรนูโลไซต เพื่อวินิจฉัยภาวะทางคลินิกที่สําคัญ เชน การตรวจหา
แอนติบอดีที่เปนสาเหตุทําใหเกิดภาวะ hemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN), 
alloimmune thrombocytopenia และ alloimmune neutropenia เปนตน (Hadley AG et al. 1992)  

ตอมาในป ค.ศ.1996 Bux J ไดใชวิธี granulocyte agglutination test (GAT) ในการตรวจหา
ความสําคญัทางคลินิกของแอนติเจนและแอนติบอดีของนิวโทรฟวและอธิบายลักษณะ granulocyte 
specific alloantigen (NA1) และในปเดียวกัน ผูวิจัยไดทําการตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ 
HNA โดยการเปรียบเทียบการทดสอบจาก 3 วิธี ไดแก GAT, GCLT และ GIFT โดยพบวาทั้ง 3 วิธี
ใหผลการตรวจที่มีประสิทธิภาพใกลเคียงกันและสามารถทําไดสะดวกรวดเร็ว ในราคาที่ไมแพง 
อยางไรก็ตาม แตละวิธีก็มีขอเสียในการตรวจ คือ GAT มีขอจํากัดในการตรวจไมพบในกรณีที่มี 
incubation period ยาวนาน สวน GIFT จะมีขอเสียในการเกิด false-positive และวิธี GCLT จะมี
ขอเสียตรงที่ไมสามารถตรวจแอนติบอดีที่เปน IgM ได (Bux J. 1996) 
 ตอมาในป ค.ศ. 2001 Zupanska B และคณะ ไดประยุกตใชวิธี GIFT รวมกับการใชเครื่อง
นับเซลลชนิด flow cytometer มาใชในการศึกษาอัตราเสี่ยงตอการเกิดแอนติบอดีตอแอนติเจน 
HNA-1a และ HNA-1b ในหญิงตั้งครรภ จํานวน 1,038 ราย ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดภาวะ neonatal 
neutropenia ในเด็กแรกเกิด ผลการทดลองพบวาแอนติบอดีจากแมที่เปน HNA-1a/b จํานวน 548 



 
 
 
 

 
 

 - 14 - 

ราย ใหผลลบตอแอนติเจนของลูกทุกราย สวนแอนติบอดีที่ไดมาจากแมชนิดที่เปน HNA-1a/a  และ 
HNA-1b/b นั้นใหผลบวกกับแอนติเจนทุกตัว จึงสรุปไดวา HNA-1a/a และ HNA-1b/b เปนสาเหตุ
ในการกอใหเกิดภาวะ neonatal neutropenia (Zupanska B et al. 2001) 

ผลจากขอจํากัดของการตรวจทางน้ําเหลืองวิทยาที่ไมสามารถใชในการแยกโฮโมไซกัส 
(homozygous) ออกจากเฮทเทอโรไซกัส (heterozygous) ไดและจากความกาวหนาของเทคโนโลยี
ทําใหมีการพัฒนาวิธีการตรวจหา HNA-1 มาเปนการตรวจทางโมเลกุล (molecular technique)            
โดยเทคนิคที่นิยมนํามาใชในการตรวจหา HNA ไดแก เทคนิค polymerase chain reaction-sequence 
based typing (PCR-SBT) และ polymerase chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP) 
เทคนิคที่จัดวาเปนเทคนิคที่มีมาตรฐานสูงสุด ไดแก วิธี PCR-SBT ซ่ึงสามารถหาลําดับเบสไดโดย
ใชสีเรืองแสงมาติดฉลากแทนสารกัมมันตรังสี รวมทั้งสามารถตรวจสอบผลไดทันทีโดยใชเครื่อง
อัตโนมัติ ซ่ึงในระยะแรกไดอาศัยหลักการของการใชสีเรืองแสง (fluorescent dye) 4 ชนิดมาตอกับ
โมเลกุลของ primer เพื่อแยกไปทําปฏิกิริยาทั้ง 4 แลวนําไปแยกโดยขบวนการ electrophoresis             
โดยช้ิน DNA แตละชนิดที่ไดจากปฏิกิริยานั้นจะมีขนาดไมเทากัน ขึ้นอยูกับวาจะหยุดสังเคราะหที่
เบสตัวใดในสายนั้น นอกจากนี้ DNA สายที่มีการหยุดสังเคราะหที่เบสแตละตัวจะมีสีเรืองแสงที่ติด
อยูแตกตางกันดวย ดังนั้น เมื่อช้ิน DNA สายที่มีขนาดสั้นที่สุดเคลื่อนที่ลงมาเครื่องตรวจจับที่เปน
ระบบแสงเลเซอรจะจับความยาวชวงคลื่นของสีเรืองแสงแตละตัวได และอาจจะบันทึกผลที่ออกมา
วาแถบ DNA แถบแรกนั้นเปนแถบที่มีปลายเบสตัวใด และตรวจจับแถบถัดมาเรื่อย ๆ และเก็บ
ขอมูลไวโดยคอมพิวเตอร เมื่อจบการทํา electrophoresis ก็สามารถอานขอมูลลําดับเบสไดทันที 
เพื่อตรวจดูวาลําดับเบสที่ไดตรงกับ HNA ตัวใด ตอมาในปจจุบันการตรวจหา HNA โดยวิธี             
PCR-SBT นี้ไดอาศัยเครื่องมืออัตโนมัติ จึงสามารถหาลําดับของเบสภายหลังจากการขยายสัญญาณ
ของยีนดวยวิธี PCR ไดเลย 

สําหรับเทคนิค polymerase chain reaction with sequence specific primer (PCR-SSP)         
ซ่ึงเปนวิธีที่งาย ใชเวลานอย และสามารถทําไดในหองปฏิบัติการทั่วไปโดยไมตองอาศัยเครื่องมือ
จําเพาะที่มีราคาแพง โดยอาศัยวิธีการนี้ในป ค.ศ. 1996 Hessner MJ และคณะไดนําไปใชใน
การศึกษาความสัมพันธของยีน NA กับผลของภูมิคุมกันของยีนในตัวอยางเลือดของผูบริจาค            
โดยใชการแยก NA1 และ NA2 ออกจากกันดวยความแตกตางของเบสที่ตําแหนง 141, 147, 227 
และ 277 เขาไดสรุปใหเห็นวาเทคนิค PCR-SSP เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสําหรับการแยกชนิด
ของยีนที่เกดิขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงของเบสเพียงตัวเดียว (single nucleotide polymorphism: SNP)  
และเปนเทคนิคที่มีความรวดเร็วและความแมนยําสูง (Hessner MJ et al. 1996) ดังนั้น ในปจจุบันจึง
ไดมีการนําเอาวิธี PCR-SSP มาใชในการวิจัยทางดานนี้มากขึ้น 
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 การตรวจหาชนิดของแอนติเจนของ neutrophil มีหลายวิธี แตละวิธีมีขอดีและขอเสียใน
การตรวจที่แตกตางกัน การเลือกใชวิธีที่เหมาะสมจึงขึ้นอยูกับความตองการใชงานของแตละ
หองปฏิบัติการ ดังรายละเอียดตอไปนี้ 

2.2.1 วิธีการตรวจทางน้ําเหลืองวิทยา (serology method) ไดแก 
1) วิธี Granulocyte Chemiluminescence Test (GCLT) 

   อาศัยหลักการ luminescence ที่เกิดจากปรากฏการณของการปลอยพลังงาน 
(emission process) ของอะตอมหรือโมเลกุลที่ถูกกระตุนโดยพลังงานในรูปแบบตาง ๆ หรือ
ปฏิกิริยาเคมี ทําใหเกิดการดูดรับพลังงานไวในโมเลกุล สงผลใหโมเลกุลของสารที่ถูกกระตุน        
ไมคงตัว และเกิดการคายความรอนออกมาเมื่อกลับสูสภาวะพื้นฐาน (ground state) พลังงานที่ถูก
คายออกมาจะอยูในรูปของการเรืองแสงซึ่งสามารถตรวจสอบไดโดยวิธีการตาง ๆ เชน การประกบ
แผ นฟ ล ม เ พื่ อ อ า นผลหรื อ ก า ร ใ ช เ ค รื่ อ ง เ ฉพ า ะที่ เ รี ย ก ว า  luminometer ข อดี ข อ ง วิ ธี 
chemiluminescence คือ สามารถนํามาประยุกตใชกับเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติเพื่อใหเกิดความ
รวดเร็ว ความจําเพาะ และความไวในการตรวจที่สูงยิ่งขึ้น โดยวิธีการนี้จะลดขั้นตอนในการลาง         
ลงไปเพราะเปนการแยกตัวทดสอบโดยใชประจุแมเหล็กไฟฟาแทน 
 ในป ค.ศ. 1994 Lucas GF ไดนําวิธี GCLT มาตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ 
neutrophil เพื่อเปรียบเทียบกับวิธี granulocyte immunofluorescence test (GIFT) และ granulocyte 
agglutination test (GAT) ในผูปวย 213 ราย ที่มีความผิดปกติของ neutrophil ผลการทดลองสรุปได
วาวธีิ GCLT ใหผลการตรวจไมแตกตางจาก GIFT และ GAT ทั้ง 3 วิธีสามารถนํามาใชในการ
ตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีของ neutrophil ไดเชนเดียวกัน ทั้งนี้ ขึ้นอยูกับความสะดวกและ
ความเหมาะสมของแตละหองปฏิบัติการ แตสวนใหญมักใชรวมกันทั้ง 2 วิธี (Lucas GF. 1994) 
ผลงานวิจัยดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ Bux J และ Chapman J ซ่ึงไดจากการประชุม
ปฏิบัติการครั้งที่ 2 ของการประชุม International Granulocyte Serology Workshop โดยการ
เปรียบเทียบผลการตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ neutrophil ดวยเทคนิค GIFT, GAT และ 
MIAGA จากผลการทดลองของหองปฏิบัติการที่เขารวมการประชุม จํานวน 13 แหง พบวา 2 ใน 3 
ของหองปฏิบัติการที่เขารวมการประชุมสามารถใชวิธี GIFT เพื่อตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอ
แอนติเจน HNA-1 ไดอยางถูกตอง ในขณะที่หองปฏิบัติการบางแหงสามารถตรวจไดดวยวิธี GAT 
ผูวิจัยสรุปวาควรนําทั้งสองเทคนิคมาใชควบคูกันจึงจะดีที่สุด (Bux J and Chapman J. 1997)  

2) วิธี Granulocyte Immunofluorescence Test (GIFT) 
เปนการประยุกตใชหลักการของเทคนิค indirect immunofluorescence มาพัฒนา

ใชในการตรวจหาแอนติบอดีและแอนติเจนของ neutrophil โดยในป ค.ศ. 1977 Vergheugt FW และ
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คณะ ไดพัฒนาเทคนิคนี้ขึ้นมา และชี้ใหเห็นถึงปญหาของการประยุกตใชเทคนิค GIFT ที่เกิดจาก
ความไมจําเพาะของสารเรืองแสงบนผิว granulocyte ที่ยึดเกาะกับผิวเซลลไมแนน อยางไรก็ตาม 
คณะผูวิจัยไดแนะนําแนวทางในการแกไขดวยการรักษาสภาพของเซลลดวยสาร paraformaldehyde 
กอนการทดลอง เพื่อใหไดผลการทดลองที่ถูกตองและแมนยํา (Verheugt FW et al. 1977)  

ตอมาในป ค.ศ. 1996  Bux J ไดใชวิธี GIFT และ GAT ในการตรวจหาแอนติบอดีของ 
neutrophil ทั้งชนิด IgG และ IgM ในผูปวยภาวะ AIN ระยะตาง ๆ แมวาวิธี GIFT จะเปนวิธีที่ทําได
งาย สะดวก และมีความจําเพาะสูง แตมีขอเสียคือสามารถเกิดผลบวกปลอมได (Bux J. 1996) และ
ในป ค.ศ. 1998 Bux J ก็ไดใชวิธี GIFT ในการตรวจวินิจฉัยทางคลินิกของภาวะ AIN ในเด็กทารกที่
มีอายุนอยกวา 3 ป จํานวน 240 ราย อีกครั้ง ผลการศึกษาสามารถตรวจพบ antineutrophil antibody 
ไดในผูปวยทั้ง 240 ราย (100%) ผูวิจัยช้ีใหเห็นวาการใชวิธี GIFT เพื่อตรวจหาแอนติบอดีตอ 
neutrophil เปนวิธีที่เหมาะสมและนาเชื่อถือ (Bux J et al. 1998) จึงนํามาสูการศึกษาอีกหลายฉบับ 
เชน การศึกษาของ Bruin M และคณะ เพื่อตรวจหาแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอภาวะ AIN         
ในผูปวยเด็กจํานวน 28 ราย โดยใชเทคนิค indirect granulocyte immunofluorescence ผลการศึกษา
พบวา ในผูปวยกลุม primary AIN ตรวจพบแอนติบอดี 3 ชนิด ไดแก anti-NA1 จํานวน 16 ราย  

anti-NA2 จํานวน 2 ราย anti-FcγRIIIB จํานวน 1 ราย และไมสามารถสรุปไดอีก 2 ราย ในขณะที่

ผูปวยกลุม secondary AIN จํานวน 7 ราย ตรวจพบเฉพาะ anti-FcγRIIIB เพียงชนิดเดียว (Bruin M 
et al. 2005) และงานวิจัยของ Zupanska B และคณะ ในป ค.ศ. 2001 ไดพัฒนาใชวิธี GIFT รวมกับ
เครื่องนับเซลลชนิด flow cytometer เพื่อศึกษาอุบัติการณของ anti- HNA-1a และ anti-HNA-1b         
ในหญิงตั้งครรภ จํานวน 1,038 ราย ที่เปนสาเหตุทําใหทารกเกิดภาวะ ANN ผลการทดลองพบวา 
anti-HNA-1a และ anti-HNA-1b เปนสาเหตุกอใหเกิดภาวะ ANN ในทารกแรกคลอดทั้งหมด 
(Zupanska B et al. 2001)  

3) วิธี Monoclonal Antibody Immobilization of Granulocyte Antigen (MAIGA) 
    การนําเทคนิคนี้มาใชในการตรวจแอนติเจนของ neutrophil มีใชคร้ังแรกเมื่อป 
ค.ศ. 1993 โดย Bux J และคณะ จากการใช CD16 เปนโมโนโคนัลแอนติบอดีตัวแรก (Bux J et al. 
1993; Zupanska B et al. 2001) ตอมาในป ค.ศ. 2002 Lucas G และคณะ ไดนําวิธี MAIGA มาใชใน
การทดสอบหามาตรฐานของการตรวจในการประชุมเชิงปฏิบัติการ Granulocyte Immunology 
Workshop คร้ังที่ 4 โมโนโคนัลแอนติบอดีที่ใชตรวจ ไดแก CD11/18, CD16 และ CD177 (Lucas G 
et al. 2002) ผลการทดสอบพบวา วิธีนี้มีความจําเพาะสูงมาก แตเนื่องจากวิธีนี้มีขั้นตอนการทําที่
ยุงยากและคาใชจายสูง จึงไมคอยนิยมนํามาตรวจในหองปฏิบัติการทั่วไป  
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 จากรายงานที่ผานมาจึงสรุปไดวา การตรวจหาแอนติเจนและแอนติบอดีของ neutrophil          
ในหองปฏิบัติการตาง ๆ ทางวิธี serology นิยมใชวิธี GAT และ GIFT มากกวาวิธี MAIGA           
แตเนื่องจากวิธีทาง serology ไมสามารถแยก homozygous กับ heterozygous ออกจากกันได ดังนั้น 
การศึกษาถึงระดับยีนของแอนติเจนของ neutrophil โดยใชวิธีทาง molecular จึงไดรับความนิยม
มากขึ้น เนื่องจากสามารถบอกไดอยางละเอียดวายีนอยูในตําแหนงไหนและมีการเรียงตัวของลําดับ
เบสอยางไร ซ่ึงจะไดกลาวตอไป 

2.2.2 วิธีการตรวจทางอณูชีวโมเลกุล (molecular method)  
1) Polymerase Chain Reaction-Sequence Based Typing (PCR-SBT)  
เปนการหาลําดับเบสโดยใชสีเรืองแสง (fluorescent dye) มาติดฉลากแทนสาร

กัมมันตรังสี ซ่ึงสามารถตรวจสอบผลไดทันทีโดยใชเครื่องอัตโนมัติ โดยใชหลักการติดฉลากเบส
ของดีเอ็นเอดวยสารเรืองแสงที่แตกตางกัน แลวนําเบสเหลานี้เขาไป (incorporate) ในสายดีเอ็นเอ
ใหมโดยใช DNA polymerase จากนั้นจึงนําไปเคลื่อนผานเจลที่มีความตางศักยของกระแสไฟฟา
ดวยหลักการ electrophoresis ทําใหเกิดแถบสีของสารเรืองแสงเรียงกันตามลําดับเบสของสาย           
ดีเอ็นเอ ซ่ึงจะถูกตรวจจับดวยเครื่องรับสัญญาณแสงแลวแปลงเปนสัญญาณดิจิตอล สงไปวิเคราะห
ดวยคอมพิวเตอรไดอยางถูกตองแมนยํา โดยขบวนการทั้งหมดจะเกิดขึ้นอยางอัตโนมัติภายใตการ
ทํางานของเครื่อง DNA Sequencer สามารถอานขอมูลลําดับเบสทําใหทราบวาเปน HNA ชนิดใดได
ทันที (รูปที่ 2.2) 
 จากงานวิจัยที่ผานมา การนําเทคนิค PCR-SBT มาใชในการตรวจหาชนิดของ HNA ยังมีใช
นอย สวนใหญจะใชในการศึกษาลําดับเบสของ HNA-1 เทานั้น (Steffensen R et al. 1999; Matsuo 
K et al. 2000) อยางไรก็ตาม ผลงานวิจัยลาสุดที่ชี้ใหเห็นถึงความกาวหนาของการศึกษาทางดาน
ความหลากหลายของแอนติเจน HNA มาจากการศึกษา whole genome sequencing (WGS) data 
โดยการใช next-generation sequencing technology เพื่อตรวจหา HNA-1 ถึง -5 เปรียบเทียบกับผล
การตรวจโดยวิธี PCR-SSOP, PCR-SSP และ PCR-RFLP ซ่ึงพบวา next-generation sequencing  
สามารถใหผลการตรวจที่ถูกตองและรวดเร็ว (Chu HT et al. 2013) 
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รูปท่ี 2.2 หลักการการตรวจหาลําดับเบสโดยวิธี sequencing based typing (SBT)      

                   (Velickovic Z.  2010 : Online) (Velickovic Z. 2010) 
 

2) Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primer (PCR-SSP)   
เปนเทคนิคของการเพิ่มปริมาณ DNA โดยการใช primer ที่มีความจําเพาะกับลําดับ

เบสที่มีความแตกตางกันของแตละ allele เขาไปจับกับ DNA ถา primer จับกับ target DNA ได ก็จะ
มีการเพิ่มปริมาณของ DNA ขึ้นมา และภายหลังการทํา electrophoresis เพื่อตรวจผลจากแผนเจลก็
จะพบ PCR product ที่มีขนาดที่จําเพาะกับแตละ allele ได แตถา primer ที่ใชไมจําเพาะกับ target 
DNA ก็จะจับกันไมไดและจะไมมีการเพิ่มปริมาณของ PCR product ขึ้นมา ทําใหไมมีการปรากฏ
ของแบน ภายหลังจากการทํา electrophoresis (รูปที่ 2.3) เนื่องจากเทคนิค PCR-SSP เปนวิธีที่งาย 
ใชเวลานอย และสามารถทําไดในหองปฏิบัติการทั่วไปโดยไมตองอาศัยเครื่องมือจําเพาะที่มีราคา
แพง ดังนั้น จึงเปนที่นิยมในการนํามาใชในการตรวจหาแอนติเจน HNA กันอยางแพรหลาย             
(Kissel K et al. 2000; Sachs UJ et al. 2005; Han TH et al. 2006; Han TH and Han KS. 2006;          
de La Vega Elena CD et al. 2008; Norcia AM et al. 2009) 

 
 

 
รูปท่ี 2.3: หลักการตรวจหาแอนติเจนทีจ่ําเพาะโดยวิธี PCR-SSP (Velickovic Z.  2010 : Online)  

                          (Velickovic Z. 2010) 
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 ในป ค.ศ. 1996 Hessner HJ และคณะ ไดนําวิธี PCR-SSP ไปใชในการศึกษาความสัมพันธ
ของยีน NA กับผลของภูมิคุมกันของยีนในตัวอยางเลือดของผูบริจาค โดยใชการแยก NA1 และ 
NA2 ออกจากกันดวยความแตกตางของเบสที่ตําแหนง 141, 147, 227 และ 277 และไดสรุปใหเห็น
วาเทคนิค PCR-SSP เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสําหรับการแยกชนิดของยีนที่เกิดขึ้นจากการ
เปล่ียนแปลงของเบสเพียงตัวเดียว (single nucleotide polymorphism: SNP) และเปนเทคนิคที่มี
ความรวดเร็วและความแมนยําสูง (Hessner MJ et al. 1996)  ตอมาไดมีการนําเทคนิค PCR-SSP มา
ใชในการศึกษาการกระจายตัวของยีน HNA ในเชื้อชาติตาง ๆ อยางแพรหลาย (Kissel K et al. 
2000; Abid S et al. 2001; Flesch BK et al. 2002; de La Vega Elena CD et al. 2008; Norcia AM  
et al. 2009; Changsri K et al. 2014) รวมทั้งนํามาใชรวมกับวิธีอ่ืน ๆ เพื่อหาสาเหตุของการเกิด
ภาวะ neutropenia ในผูปวย เชน จากงานวิจัยของ Han TH และคณะ ในป ค.ศ. 2006 ที่ไดศึกษา
หาแอนติบอดีในซีรัมมารดาและทารกที่มีภาวะ ANN รวมกับการติดเชื้อแบคทีเรีย ดวยวิธี mixed 
passive hemagglutination assay (MPHA) และหาชนิดของแอนติเจน neutrophil ทั้งของมารดาและ
ทารกโดยวิธี PCR-SSP พบวา ในทารกจะพบทั้งแอนติเจน HNA-1a และ HNA-1b สวนในมารดามี
เฉพาะแอนติเจน HNA-1b และผลการตรวจหาแอนติบอดีในซีรัมของทั้งคูพบ anti-HNA-1a ทั้งนี้
เนื่องมาจากมารดาไมมีแอนติเจนดังกลาว เมื่อไดรับการกระตุนดวยแอนติเจนจากลูกจึงสราง              
anti- HNA-1a ขึ้นมา และเมื่อตั้งครรภครั้งตอไป แอนติบอดีที่มีอยูในเลือดแม (IgG) จึงผานทางรก
มาจับกับ neutrophil ของลูก ทําให neutrophil ของลูกถูกทําลาย (Han TH et al. 2006) 
 
2.3 การกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1  

รายงานการศึกษาการกระจายตัวของแอนติเจน HNA มีความสําคัญตอกระบวนการจัดทํา
ฐานขอมูลผูบริจาคเพื่อใชในการคัดเลือกผูบริจาคใหแกผูปวย การคัดเลือกเซลลเพื่อใชในการตรวจ
คัดกรอง  และยังสามารถใชในการทํานายโอกาสเสี่ยงตอการเกิดภาวะ  alloimmunization                
ในประชากรเชื้อชาติตาง ๆ ไดอีกดวย ตัวอยางเชน รายงานวิจัยในป ค.ศ. 2000 ของ Kissel K และ
คณะ ที่ศึกษาเกี่ยวกับความถี่ของ HNA-1a, HNA-1b และ HNA-1c ในประชากรประเทศแอฟริกา 
จํานวน 99 ราย ชาวอเมริกา จํานวน 56 ราย ชาวกานา จํานวน 27 ราย และชาวจีน จํานวน 138 ราย 
คณะผูวิจัยพบวา ประชากรในประเทศแอฟริกาและอเมริกาจะพบความถี่ของ HNA-1b ไดบอยกวา 
HNA-1a ซ่ึงตรงขามกับชาวจีนที่พบความถี่ของ HNA-1a มากกวา HNA-1b นอกจากนี้ ยังพบ
ความถี่ของ HNA-1c ในประชากรประเทศแอฟริกาและอเมริกา อีกดวย โดยพบวาในคนที่ HNA-1c 
positive จะพบ HNA-1b positive ดวยเชนกัน และจากการคนพบครั้งนี้จึงสนับสนุนความคิดที่วา 
HAN-1c มีผลมาจากการกลายพันธุของ HNA-1b (Kissel K et al. 2000) และจากรายงานวิจัย



 
 
 
 

 
 

 - 20 - 

เกี่ยวกับความถี่ของยีน HNA-1 ในชนกลุมนอยของไตหวัน ในป ค.ศ. 2001 โดย Chu CC และคณะ 
ทําใหพบวาประชากรที่ศึกษาจะมีการกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1 null มากที่สุดในชนกลุม 
Ami (19.8%) รองลงมาคือชนกลุม Hakka (5.7%), ชนกลุม Puyuma (3.5%) และชนกลุม Rukai 
(3.2%) ตามลําดับ สวน HNA-1a นั้นพบความถี่ใกลเคียงกัน ยกเวน ความถี่ของ HNA-1b ที่พบได
นอยในชนกลุม Ami และ Puyuma (25.5% และ 27.0% ตามลําดับ) และจากงานวิจัยนี้ชี้ใหเห็นวา 
ไมพบความถี่ของ HNA-1c ในประชากรไตหวัน (Chu CC et al. 2001)  

 การศึกษาความถี่ของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรเชื้อชาติตาง ๆ มีรายงานอยางตอเนื่อง 
ตอมาในป ค.ศ. 2009 Moritz E และคณะ จึงไดรวบรวมรายงานการตรวจพบความถี่ของ HNA ทั้ง  
5 ระบบ ในแตละเชื้อชาติ และชี้ใหเห็นวาการกระจายตัวของ HNA แตละระบบในแตละเชือ้ชาตนิัน้
มีความแตกตางกัน (ตารางที่ 2.3) (Moritz E et al. 2009) เชน การกระจายตัวของ HNA-1a                  
ในประชากรของประเทศแถบเอเชีย พบไดประมาณ 44 - 90% โดยพบการกระจายตัวในประชากร
เชื้อชาติตาง ๆ ดังนี้ ชาวจีน 90% ชาวอินเดียในทวีปเอเชีย (Asian Indians) 44% ญี่ปุน 88% และ
เกาหลี 78% สําหรับยีน HNA-1b นั้น พบวามีการกระจายตัวประมาณ 51 - 83% โดยพบในชาวจีน 
52% ชาวอินเดียในทวีปเอเชีย 83% ญี่ปุน 51 - 61% และเกาหลี 75% สําหรับยีน HNA-1c นั้นมีการ
รายงานการตรวจพบไดนอย สวนใหญเปนรายงานการตรวจพบในชาวอินเดียที่อาศัยอยูในทวีป
เอเชีย (16%) และชาวเกาหลี (< 1%) และไดสรุปใหเห็นวาการกระจายตัวของ HNA-1 ในประชากร
ชาวเอเชียนั้นมีความใกลเคียงกัน และพบวามีความแตกตางจากชาวอัฟริกันและชาว Caucasian 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังชี้ใหเห็นวาผลจากการกระจายตัวที่แตกตางกันของ HNA ใน
แตละเชื้อชาติทําใหโอกาสที่ประชากรแตละเชื้อชาติจะถูกกระตุนใหสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน 
HNA แตละระบบแตกตางกันไปดวย  

ตอมาในป ค.ศ. 2011 Xia W และคณะ ไดทําการศึกษาความถี่ของยีน HNA ในประชากร
จีนเชื้อสายฮั่นที่อาศัยอยูในเมืองกวางโจว จํานวน 493 ราย โดยใชวิธี PCR-SSP เพื่อใชแยกชนดิของ
ยีนตั้งแต HNA-1 ถึง HNA-5 แลวนําผลการวิจัยไปเปรียบเทียบกับประชากรเชื้อชาติตาง ๆ                  
ผลการศึกษาพบความถี่ของยีน HNA-1a (0.667) มากเปนสองเทาของ HNA-1b (0.333) แตไมพบ
ความถี่ของ HNA-1c (Xia W et al. 2011) เชนเดียวกับความถี่ของยีน HNA-3 ที่พบความถี่ของ 
HNA-3a มากกวา HNA-3b ในขณะที่ระบบที่ 2 นั้น พบการแสดงออกของ C-allele มากสุดถึง 69% 
ซ่ึงมีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของจํานวน HNA-2a-positive neutrophil ในประชากรบางกลุม 
สวน HNA ในระบบที่ 4 นั้นไมแสดงผลใหเห็นในการแสดงออกของยีน HNA-4bb เลย และในทาง
ตรงกันขามก็จะพบการแสดงออกของยีน HNA-5bb ได 2.43% ในประชากรกลุมนี้ นอกจากนี้ 
คณะผูวิจัยยังพบวาเมื่อเปรียบเทียบความถี่ของยีนกับชนผิวขาวสามารถนํามาชวยในการประเมิน



 
 
 
 

 
 

 - 21 - 

การตรวจพบ anti-HNA alloimmunization และประเมินการเกิดภาวะ alloimmune neutropenia และ 
TRALI ในคนจีนไดดวย 

 
ตารางที่ 2.3 ความถี่ของแอนติเจน HNA ในประชากรเชื้อชาติตาง ๆ (Moritz E et al. 2009)  

ประชากร HNA-1a HNA-1b HNA-1c HNA-1null HNA-2a HNA-3a HNA-4a HNA-5a 

Africans 46 – 66 78 – 84 23 – 31 4 98 NT NT 88 

Chinese 90 52 0 0 - 0.2 99 NT NT 65 

Asian Indians 44 83 16 NT NT NT NT NT 

Japanese 88 51 - 61 0 <0.4 89 - 99 NT NT NT 

Koreans 78 75 <1 NT 86 NT 99 96 

Europeans 52 - 54 87 - 89 5 - 7 0.2 – 0.8 87 - 97 89 - 99 96 96 

North Americans 56 - 62 89 5 NT 97 NT NT 96 

Brazilian 100 83 11 NT 97 86 - 95 96 91 

Brazilian Indians 83 36 0 NT NT NT 100 96 

NT: not tested 
 
สําหรับในประเทศไทย มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการกระจายตัวของแอนติเจน HNA          

เพียงหนึ่งฉบับ โดย Changsri K และคณะ ซ่ึงไดทําการศึกษาการกระจายตัวของแอนติเจน HNA 
ระบบที่ 1, 3, 4 และ 5 ในกลุมผูบริจาคเลือดชาวไทยจากศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย 
จํานวน 300 ราย โดยใชวิธี PCR-SSP สําหรับตรวจหาแอนติเจนระบบที่ 1, 3 และ 4 และใชวิธี 
PCR-RFLP สําหรับตรวจหาแอนติเจนระบบที่ 5 ผลการศึกษาพบการกระจายตัวของแอนติเจน 
HNA-1b ในกลุมผูบริจาคเลือดชาวไทย เทากับ 0.53 (273/300) ซ่ึงสูงกวาการกระจายตัวของ           

HNA-1a (p <0.001) ซ่ึงพบเพียง 0.47 (255/300) ในขณะที่ HNA-1c นั้นสามารถตรวจพบไดนอย
มาก (3/300) (Changsri K et al. 2014) การศึกษานี้คณะผูวิจัยชี้ใหเห็นวาการกระจายตัวของ
แอนติเจน HNA-1a และ HNA-1b ในประชากรชาวไทยมีความคลายคลึงกับประชากรชาวเยอรมัน

และชาวตุรกี (Hauck B et al. 2011) และมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.001) 
กับความถี่ที่พบในประชากรชาวเอเชีย (Kissel K et al. 2000; Han TH and Han KS. 2006) 
นอกจากนี้ คณะผูวิจัยยังสรุปวาประชากรชาวไทยนาจะมีความไวรับตอการเกิดภาวะ HNA-1b 
alloimmunization ไดมาก เชนเดียวกับความถี่ของแอนติเจน HNA-5a ซ่ึงพบในชาวไทยได
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คลายคลึงกับที่พบในชาวเยอรมันและชาวตุรกี ซ่ึงพบวามีความถี่ที่นอยกวาในชาวเกาหลีอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p <0.001) ในขณะที่ความถี่ของแอนติเจน HNA-3a ในประชากรไทยนั้นพบได
นอยกวา HNA-3b และมีความแตกตางจากความถี่ที่พบในประชากรเชื้อชาติอ่ืน ๆ ดวย (Kissel K            
et al. 2000; Han TH et al. 2006; Han TH and Han KS. 2006; Hauck B et al. 2011) และในทาง 
ตรงขาม คณะผูวิจัยไดรายงานใหเห็นถึงความถี่ของแอนติเจน HNA-4a ซ่ึงพบในกลุมตัวอยาง              
ผูบริจาคเลือดชาวไทยมีความคลายคลึงกับที่พบในชาวเกาหลี (Han TH and Han KS. 2006) และพบ
ไดสูงกวาในชาวเยอรมันและตุรกีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 


