
 
 
 
 

 
 

บทที่ 5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
การตรวจหาแอนติเจนของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟลของมนุษย (human neutrophil 

antigen: HNA) สามารถตรวจไดทั้งทางน้ําเหลืองวิทยา (serology) และทางโมเลกุล (molecular)      
แตการตรวจทางน้ําเหลืองวิทยานั้นมีขอจํากัดอยูที่แอนติซีรัมที่มีความจําเพาะกับแอนติเจนของ 
neutrophil นั้นมีอยูนอย และปริมาณนิวโทรฟลของผูปวยที่ใชในการตรวจในภาวะนั้นก็มีจํานวน
นอย อีกทั้งการตรวจทางน้ําเหลืองวิทยานั้นไมสามารถแยกความแตกตางระหวางจีโนทัยป 
(genotype) ที่เปนโฮโมไซกัส (homozygous) ออกจากชนิดที่เปนเฮตเทอโรไซกัส (heterozygous) 
ได  ดังนั้นการตรวจหายีนของนิวโทรฟลโดยวิ ธีทางโมเลกุลจึงชวยแกปญหาดังกลาวได                
อยางไรก็ตาม วิธีการตรวจทางโมเลกุลนั้นมีอยูดวยกันหลายวิธี ดังที่ไดกลาวรายละเอียดไวในบทที่ 
2 เชน วิธี PCR-SBT และ PCR-SSP เปนตน ซ่ึงแตละวิธีก็มีขอดีและขอเสียที่แตกตางกัน และ
ถึงแมวาวิธี PCR-SBT จะมีความถูกตองและนาเชื่อถือที่สุด แตวิธีนี้ก็ยังตองใชเครื่องมือที่มีราคา
แพง ตองอาศัยผูทดลองที่มีความชํานาญ และมีคาใชจายที่สูง ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชวิธี 
PCR-SSP เพราะเปนวิธีที่ทําไดงาย ขั้นตอนการทําไมยุงยาก ทําใหสามารถตรวจหายีนของ
แอนติเจนของเม็ดเลือดขาว neutrophil ไดอยางรวดเร็ว อีกทั้งการตรวจโดยวิธีนี้ไมมีขอจํากัดใน
เร่ืองของจํานวนตัวอยางที่เหมาะสมตอความคุมทุนในการตรวจแตละครั้ง ทําใหสามารถทําการ
ตรวจไดทันทีถึงแมวาจะมีจํานวนตัวอยางเพียงรายเดียวก็ตาม  

คณะผูวิจัยไดทําการตรวจหา HNA-1 ตามวิธีของ Han TH และคณะโดยใชดีเอ็นเอที่ทราบ
ชนิด HNA-1 (Han TH et al. 2006) แมวาวิธีดังกลาวจะสามารถนํามาใชตรวจหาไดทั้ง HNA-1aa 
และ -1ab แตพบวาแถบของผลผลิตที่เกิดขึ้น (PCR product) ยังไมคมชัดเทาที่ควร ดังนั้น ผูวิจัยจึง
ไดปรับเปลี่ยนภาวะตาง ๆ ที่ใชในการทดลอง เพื่อใหสามารถนําวิธีดังกลาวมาใชในหองปฏิบัติการ
อยางเหมาะสมและใหผลการตรวจอยางชัดเจน โดยการปรับเพิ่มความเขมขนของ MgCl2 จาก 1.5 
เปน 2.5 mM และเพิ่มความเขมขนของ Taq polymerase จาก 1.5 เปน 2.0 unit/reaction และใชความ
เขมขนของดีเอ็นเอ ประมาณ 200 ng/reaction จึงทําใหเห็นแถบของยีนที่ปรากฏไดชัดเจนขึ้น                  
การเปรียบเทียบความเขมขนของสารที่ใชในการทําการทดลองระหวางวิธีของ Han TH  และคณะ 
และวิธีที่ปรับปรุงขึ้นดังแสดงในตารางที่ 5.1 นอกจากนี้ คณะผูวิจัยยังไดลดเวลาในขั้นตอนของ 
การทําปฏิกิริยา PCR ในชวงแรกจาก 95 oC นาน 30 นาที ใหเหลือเพียง 5 นาที ทําใหระยะเวลาที่ใช
ในการตรวจหายีน HNA-1 โดยวิธีที่ปรับปรุงขึ้นมานี้รวดเร็วขึ้นกวาการทดลองตามวิธีของ Han TH 
และคณะ  
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ตารางที่ 5.1  เปรียบเทียบความเขมขนของสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา PCR ระหวางวิธีของ Han TH
และคณะ (Han TH et al. 2006) และวิธีที่ปรับปรุงขึ้นมาใหม 

ความเขมขนสดุทาย วิธีของ Han TH และคณะ วิธีท่ีปรับปรุงขึ้น 
Internal control primer  (μM/reaction) 0.1 0.1 
Allele-specific primer   (μM/reaction) 0.4 0.4 
MgCl2                           (mM/reaction) 1.5 2.5 
dNTPs                           (mM/reaction) 0.6 0.6 
Taq polymerase             (unit/reaction) 1.5 2.0 

 
  ผลจากการนําวิธี PCR-SSP ที่ปรับปรุงขึ้นมาใชในการตรวจหาแอนติเจน HNA-1 ใน
ตัวอยางดีเอ็นเอของผูบริจาคเลือดประจําที่มีเชื้อชาติไทยแทที่อาศัยอยูทางภาคตะวันออกของไทย 
(Eastern Thais) จํานวน 230 ราย ซ่ึงมีเชื้อชาติไทยอยางนอย 2 รุน และไมมีความสัมพันธกันทาง  
เครือญาติ พบวา การกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1 เปนแบบ homozygous HNA-1a (HNA-1aa) 
มากที่สุด รองลงมาคือ HNA-1ab และ HNA-1bb ตามลําดับ นอกจากนี้ ในงานวิจัยนี้ยังพบการ
กระจายตัวของจีโนทัยป HNA-1null รอยละ 0.004 ของประชากรที่มีเชื้อชาติไทยแทดวย              
เมื่อคํานวณหาคาความถี่ของอัลลีล (allele frequency) พบความถี่ของ HNA-1a เทากับ 0.722 ซ่ึงมาก
เปน 2.6 เทาของ HNA-1b (0.274) สําหรับแอนติเจน  HNA-1c นั้น พบเพียง 0.009 สวนใหญจะไมมี
การแสดงออกของแอนติเจน HNA-1c (HNA-1c negative) (0.991) เมื่อเปรียบเทียบคาความถี่ของ
การกระจายตัวของ HNA-1 ที่ตรวจพบในกลุมตัวอยางเชื้อชาติไทยแทที่อาศัยอยูในภาคตะวันออก
ของไทย (Eastern Thais) ซ่ึงเปนผูบริจาคเลือดประจําของโรงพยาบาลระยองกับความถี่ที่พบใน     
ชาวไทย ซ่ึงเปนผูบริจาคเลือดของศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย หรือท่ีเรียกวา ชาวไทย
ภาคกลาง (Central Thais) ซ่ึงสวนใหญมีเชื้อชาติผสมระหวางชาวไทยกับชาวจีน และชาวไทยกับ     
เชื้อชาติอ่ืน ๆ (Romphruk AV et al. 1999; Kupatawintu P et al. 2010; Changsri K et al. 2014)         
ผลการวิเคราะหพบวาการกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1 ของผูบริจาคเลือดที่มีเชื้อชาติไทยแทที่
อาศัยอยูในภาคตะวันออกของไทยมีความแตกตางกับความถี่ที่พบในประชากรชาวไทยภาคกลาง

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value <0.05) เชนเดียวกับที่พบความแตกตางในชาวอินเดียที่อาศัยอยู
ในแถบภูมิภาคเอเชีย (Indians) และชาว Caucasian (Turkish, Australian, American, German, และ 
Italian) (Abid S et al. 2001; Flesch BK et al. 2002; Hauck B et al. 2011; Xia W et al. 2011) ซ่ึงพบ
ความถี่ของแอนติเจน HNA-1b มากกวา HNA-1a และพบขอมูลที่ตรงกันขามกับรายงานวิจัยของ 
Changsri K และคณะ โดยในงานวิจัยนี้พบวาการกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1 ของ                     
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ผูบริจาคเลือดที่มีเชื้อชาติไทยแทที่อาศัยอยูในภาคตะวันออกของไทยไมมีความแตกตางกับ
ประชากรในทวีปเอเชีย (Chinese Han, Taiwanese, Korean และ Japanese) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p-value >0.05) สวนใหญพบความถี่ของ HNA-1a มากกวา HNA-1b (รูปที่ 5.1) (ตารางที่ 5.2) (Han 
TH et al. 2006; Tsuno H et al. 2011; Xia W et al. 2011) รูปแบบการกระจายตัวของแอนติเจน 
HNA ในประชากรชาวไทยแทที่ไดจากงานวิจัยนี้สอดคลองกับรายงานวิจัยของ Kupatawintu P   
และคณะ และงานวิจัย Romphruk AV และคณะ เกี่ยวกับการกระจายตัวของแอนติเจน HLA ของ
ประชากรไทยที่มีเชื้อสายตาง ๆ รวมทั้งชาวไทยที่อาศัยอยูในภาคกลาง และภาคตะวันออกฉียงเหนือ
ที่มีความคลายคลึงกับประชากรชาวจีนที่อาศัยอยูทางใตของประเทศ (Romphruk AV et al. 1999; 
Kupatawintu P et al. 2010) ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาหาขอมูลเพิ่มเติมเพื่อยืนยันความแตกตาง
ระหวางกลุมตัวอยางชาวไทยที่ใชในการศึกษาการกระจายตัว HNA จากทั้งสองภูมิภาค และความ
แตกตางของแอนติเจน HNA ในประชากรชาวไทยแตละเชื้อชาติกับประชากรเชื้อชาติอ่ืน ๆ 
 

 
รูปท่ี 5.1 Neighbor-joining tree แสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอนติเจน HNA-1a, -1b 

และ -1c ของประชากรเชื้อชาติไทยกับประชากรเชื้อชาติตาง ๆ  
Phylogenetic tree ของผูบริจาคเลือดเชื้อชาติไทยจาก 2 ภูมิภาค ไดแก ชาวไทยแทที่อาศัย

อยูในภาคตะวันออก (Eastern Thais) เปรียบเทียบกับชาวไทยที่มีเชื้อชาติผสมที่อยูในภาคกลาง 
(Central Thais) และประชากรเชื้อชาติตาง ๆ โดยการคํานวณคา Nei's genetic distance ผลการ
วิเคราะหชี้ใหเห็นวาการกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1 ในประชากรเชื้อชาติไทยแทที่อาศัยอยูใน
ภาคตะวันออกมีความใกลชิดกับประชากรชาวเอเชียน (Chinese Han, Taiwanese, Korean และ 
Japanese) และมีความแตกตางจากชาวไทยที่มีเชื้อชาติผสมที่อาศัยอยูในภาคกลาง และชาว 
Caucasians (Indian, Turkish, Australian, Tunisian, American, German และ Italian) อยางชัดเจน  
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นอกจากนี้ งานวิจัยนี้ยังตรวจพบ HNA-1c (HNA-1c positive) ในกลุมผูบริจาคที่มีเชื้อชาติ
ไทยแท (เทากับ 0.009) ใกลเคียงกับขอมูลท่ีตรวจพบในผูบริจาคชาวไทยที่มีเชื้อชาติผสม (เทากับ 
0.005) ในขณะที่ในประชากรชาว Caucasians นั้นพบไดประมาณ 0.025 – 0.030 (Bux J. 2001)          
ในงานวิจัยนี้พบการแสดงออกของ HNA-1c ในกลุมตัวอยางชาวไทยแทที่มีจโีนทัยปแบบ HNA-
1aa ซ่ึงตรงกันขามกับรายงานการศึกษาในประชากรชาวอาเจนติเนียน (Argentinean) ที่ชี้ใหเห็นวา
ไมมีโอกาสตรวจพบ HNA-1c ในกลุมตัวอยางที่มีจีโนทัยป HNA-1aa (de La Vega Elena CD et al. 
2008) อยางไรก็ตาม เคยมีรายงานวิจัยที่ชี้ใหเห็นวา การแสดงออกรวมกันของแอนติเจน HNA-1a,           

-1b และ -1c นั้นสามารถพบไดในบคุคลที่มียีน FcγRIIIB ทั้ง 3 อัลลัล (Koene HR et al. 1998; 
Steffensen R et al. 1999)  

การตรวจพบการแสดงออกของแอนติเจนแบบ HNA-1null ในกลุมตัวอยางชาวไทยแท 
(0.004) ในครั้งนี้ ช้ีใหเห็นวามีผูบริจาคชาวไทยที่มีโอกาสที่จะถูกกระตุนใหระบบภูมิคุมกันของ
รางกายสราง HNA-1 alloantibodies ไดสูง ดังนั้น จึงควรติดตามนําผูบริจาคเลือดเหลานี้มา
ทําการศึกษาจนถึงระดับครอบครัวเพื่อหาแนวทางในการปองกันการสราง HNA-1 alloantibody 
ตอไป  

ขอมูลที่ไดจากการศึกษาการกระจายตัวของแอนติเจน HNA ในประชากรเชื้อชาติตาง ๆ 
สามารถนําไปใชในการพยากรณโอกาสในการเกิดภาวะของโรคในกลุมประชากรที่มีความสัมพันธ
ใกลชิดกัน ดังนั้น จากรายงานวิจัยที่ผานมาพบวา แอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจน  HNA-1 (anti-
HNA-1) เปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดภาวะ auto/alloimmune neutropenia และ TRALI ทั้งใน
ประชากรกลุม Asians และ Caucasian (Lucas G et al. 2000; Bruin M et al. 2005; Curtis BR                 
et al. 2005; Marin L et al. 2005; Han TH et al. 2006; Wang LY et al. 2009) ซ่ึงมีการกระจายตัว
ของแอนติเจน HNA-1a และ -1b ที่แตกตางกัน จากรายงานวิจัยของ Han TH และคณะ และรายงาน
ของ Bux J ชี้ใหเห็นวา anti-HNA-1a เปนสาเหตุสําคัญของการเกิดภาวะ alloimmune neonatal 
neutropenia ในกลุมคน Caucasian ซ่ึงมีการกระจายตัวของแอนติเจน HNA-1a ต่ํากวา HNA-1b แต
ยังมีรายงานการตรวจพบนอย สําหรับภาวะ TRALI นั้นพบวามีความสัมพันธกับ HNA-1 นอยมาก 
(Bux J. 2001; Han TH et al. 2006) เชนเดียวกับรายงานวิจัยของ Xia W และคณะ ที่เคยรายงานวา 
ในปจจุบันยังไมมีรายงานการตรวจพบ anti-HNA-1a ในประชากรชาวจีน (Xia W et al. 2011)
ขอมูลดังกลาวจึงชวยสนับสนุนผลการวิจัยในครั้งนี้ไดวาแนวโนมของการเกิดภาวะ TRALI และ 
neutropenia ในประชากรชาวไทยแทนาจะมีสาเหตุจาก anti-HNA-1a เชนเดียวกับในชาวจีน และ
ประชากรในกลุม Asians (Chinese Han, Taiwanese, Korean และ Japanese) ซ่ึงมีการกระจายตัว
ของแอนติเจน HNA-1 ใกลเคียงกัน แตมีโอกาสตรวจพบไดนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากขอจํากัด         
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ในเร่ืองของการวินิจฉัยภาวะของโรคซึ่งมีความซับซอนและมักเกิดรวมกับสาเหตุอ่ืน ๆ (Fung YL              
et al. 2003; Capsoni F et al. 2005; Silliman CC et al. 2009)   



 
 
 
 

 
 



 
 
 
 

 
 

 
 
 

ตารางที่ 5.2 ความถี่ของแอนติเจน HNA-1a, -1b และ -1c ในประชากรเชื้อชาติไทยแทกับประชากรเชื้อชาติตาง ๆ 

    Eastern Thais Central Thais Chinese Han  Taiwanese  Korean  Japanese  Indian  Turkish  Australian  Tunisian  American  German Italian  

 (n=230) (n=300) (n=493) (n=128) (n=200) (n=523) (n=92) (n=118) (n=200) (n=191) (n=90) (n=260) (n=200) 

HNA-1a 0.722 0.470 0.667 0.680 0.520 0.623 0.300 0.420 0.365 0.311 0.367 0.373 0.282 

HNA-1b 0.274 0.530 0.333 0.309 0.480 0.377 0.700 0.564 0.635 0.668 0.633 0.627 0.718 

HNA-1c 0.009 0.005 0.000 0.000 NT 0.000 0.000 0.030 0.030 0.000 0.000 0.025 NT 

HNA-1null 0.004             
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