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บทคัดย่อ 

 
 ฮีโมโกลบิน เอฟ (Hb F) เป็นฮีโมโกลบินท่ีพบมากในทารกในครรภ์และทารกแรกเกิด และมี
ระดบัต ่าในผูใ้หญ่ปกติ แต่จะพบสูงข้ึนในสภาวะท่ีเรียกวา่ hereditary persistence of fetal hemoglobin 
(HPFH) และการอยูร่่วมกนัของ HPFH และบีตาธาลสัซีเมียลดการไม่สมดุลของการสร้างสายโกลบิน
ลงส่งผลให้อาการทางคลินิกไม่รุนแรง Swiss-type HPFH เป็นชนิดหน่ึงของ hetero cellular HPFH ท่ี
มี Hb F สูงข้ึนเล็กน้อยระหว่าง 0.8% – 5.0% และพบบ่อยในประชากรไทย บีตาธาลัสซีเมีย (β-
thalassemia) และฮีโมโกลบินอี (HbE) เป็นความผิดปกติของสายโกลบินท่ีพบได้บ่อยในประชากร
ไทยเช่นกัน ดังนั้ นจึงมีโอกาสสูงท่ี Swiss-type HPFH และ บีตาธาลัสซีเมียหรือฮีโมโกลบิอีจะอยู่
ร่วมกนัวิทยานิพนธ์น้ีมีวตัถุประสงค์ 1) เพื่อพฒันา in-house sandwich ELISA ส าหรับการตรวจวดั
ปริมาณ Hb F ในน ้ าละลายฮีโมโกลบิน, 2) ศึกษาความชุกของ  Swiss-type HPFH นอกจากน้ี
วทิยานิพนธ์น้ียงัมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของ single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
in XmnI-Gγ, HBBP1: rs2071348, BCL11A: rs766432, HMIP: rs9376092, KLF1: rs140252918 และ 
Fnu-4H1 sites กับปริมาณ Hb F ในคนไทยท่ีเป็นพาหะ β-thalassemia และ HbE ผลการศึกษาใน
วิทยานิพนธ์น้ีสามารถผลิต polyclonal antibody ต่อ HbF ส าเร็จและติดฉลากดว้ย FITC และตั้งช่ือว่า  
pAbαHbF-FITC ท าการพฒันาเทคนิค in-house sandwich ELISA โดยใช ้monoclonal antibody ต่อ -
globin chain ช่ือ Thal N/B ซ่ึงผลิตได้ก่อนหน้าเป็น solid-phase antibody และ pAbαHbF-FITC เป็น
แอนติบอดีตวัท่ีสอง และใช้ HRP-conjugated antibody ต่อ FITC เป็นระบบตรวจสอบผลบวก และ
พบว่าน ้ าละลายฮีโมโกลบินท่ีการเจือจาง 1:200 ถึง 1:800 ข้ึนกับปริมาณ Hb Bart’s เหมาะสมต่อ
เทคนิคใหม่ท่ีพฒันาข้ึน เทคนิค in-house sandwich ELISA ท่ีพฒันาข้ึนไม่มีการรบกวนจาก Hb Bart’s 
และ  Hb Portland 1 นอกจากนั้นปริมาณ Hb F ท่ีตรวจวดัได้มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณท่ีได้จากวิธี
มาตรฐาน HPLC แต่อยา่งไรวิทยานิพนธ์น้ีไม่สามารถหาตวัอยา่งเลือดท่ีมีระดบั HbF ท่ีคลอบคลุมทั้ง
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ต ่าและสูงได้ซ่ึงอาจจะพบในการตรวจจริง จึงท าให้การตรวจสอบประเมินเทคนิค น้ียงัไม่สมบูรณ์ 
ดงันั้นปริมาณ Hb F ท่ีไดจ้ากวธีิมาตรฐาน HPLC จะน าไปใชใ้นการศึกษาหาความสัมพนัธ์ต่อไป 

 ประชากรในการศึกษาน้ีประกอบดว้ย พาหะ HbE 77 ราย (พาหะ HbE 67 รายและพาหะ HbE 
ร่วมกบัพาหะα-thalassemia 10 ราย) และพาหะ β-thalassemias 8 ราย  นอกจากน้ีประกอบดว้ยผูท่ี้เป็น
โรคได้แก่  homozygous HbE 7 ราย, HbE/β-thalassemia 7 ราย และ HbH & HbH-CS diseases 9 ราย 
และคนปกติท่ีไม่เป็นธาลสัซีเมีย 17 รายซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุม  การกระจายตวัของปริมาณ Hb F ในกลุ่ม
ประชาการน้ีมีลกัษณะเบข้วา และมี 40.8% ของประชากรท่ีมีปริมาณ HbF อยู่ระหวา่ง 0.8% – 5.0% 
ซ่ึ งอ ยู่ ใ น เกณ ฑ์ ก าร เป็ น   Swiss-type HPFH  จ าก ศึ ก ษ าพ บ ว่ า ใน ก ลุ่ ม ป ระช าก ร ท่ี เป็ น 
thalassemia/hemoglobinopathies มีปริมาณ HbF สูงกว่ากลุ่มคนปกติ การศึกษาความสัมพนัธ์ของ 
SNPs พบวา่  XmnI-Gγ; +/- & +/+, HBBP1: rs2071348; A/C & C/C และ BCL11A: rs766432; A/C & 
C/C  มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณ Hb F ท่ีสูงข้ึนในกลุ่มท่ีเป็นพาหะ HbE แต่ไม่ชดัเจนในกลุ่มท่ีเป็น
พาหะ β-thalassemia ซ่ึงเป็นการยืนยนัความสัมพนัธ์ของ HbE กบัยีน XmnI-G

γ; + ของการศึกษาก่อน
หนา้น้ี การศึกษาน้ีรายงานความสัมพนัธ์ของ HbE กบั HBBP1 และของ XmnI-G

γ กบั HBBP1 เป็นคร้ัง
แรก อย่างไรก็ตามความหลากหลายของยีนเหล่าน้ีมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณ Hb F ท่ีต ่าในกลุ่มของ 
HbE/β-thalassemia เม่ือเปรียบเทียบกับผู ้ป่วยท่ีไม่มีความหลากหลายดังกล่าว นอกจากน้ีความ
หลากหลายของ Fnu-4H1 ยงัเก่ียวขอ้งกบัปริมาณ Hb F ท่ีลดลงซ่ึงเป็นการยืนยนัผลการคน้พบท่ีผ่าน
มา และการมี α-thalassemia ไม่มีอิทธิพลต่อความสัมพนัธ์ของ HbF กบัความหลากหลายของ SNPs 
เหล่านั้น การศึกษาคร้ังน้ีประสบความส าเร็จในพฒันาเทคนิค tetra-primer ARMS PCR ในการตรวจ 
HBBP1: rs2071348 เป็นคร้ังแรก แต่ไม่ประสบความส าเร็จกับ  HMIP: rs9376092 และ KLF1: 
rs140252918  

 จากการศึกษาน้ีส รุปว่าสามารถพัฒนาเทคนิค in-house sandwich ELISA ข้ึนเพื่ อ เป็น
ทางเลือกในการตรวจวดัปริมาณ Hb F ในน ้ าละลายฮีโมโกลบิน และสามารถพฒันาเทคนิค tetra-
primer ARMS PCR ส าหรับตรวจหา A>C polymorphism ของ HBBP1: rs2071348  และ Swiss-type 
HPFH มีความชุกท่ีสูงในประชากรท่ีศึกษาและในพาหะฮีโมโกลอี ซ่ึงสะทอ้นให้เห็นถึงความชุกของ
ภาวะดงักล่าวในประชากรไทย ความรู้เก่ียวกบัความชุกของ Swiss-type HPFH และความสัมพนัธ์ของ 
SNPs กบัปริมาณ Hb F สูง จากการศึกษาคร้ังน้ีท าใหเ้ขา้ใจสภาวะ Hb F สูงในประชากรไทย 
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ABSTRACT 

 

 Hemoglobin F (HbF) is the major hemoglobin in fetuses and newborns. Low 

level of HbF is produced in adults. HbF level can be elevated in adult life in a condition 

termed hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH). Existence of HPFH in β-

thalassemia reduces degree of imbalanced globin chain synthesis, resulting in mild 

clinical symptom. Swiss-type HPFH is a condition in which slightly increased HbF is 

produced in adults (0.8% – 5.0%). This type of HPFH is fairly common in general 

population. β-thalassemia and HbE are among β-globin gene disorders commonly found 

in Thailand. Co-existence of Swiss-type HPFH in β-thalassemia or HbE is highly 

probable in Thailand. This thesis aimed to (1) develop the in-house sandwich ELISA for 

measuring HbF levels in blood lysate, (2) determine prevalence of Swiss-type HPFH. 

This thesis also aimed to determine relationships of single nucleotide polymorphisms in 

XmnI-G, HBBP1: rs2071348, BCL11A: rs766432, HMIP: rs9376092, KLF1: 

rs140252918 and Fnu-4H1 sites and HbF levels in adult Thai β-thalassemia and HbE 

carriers. Polyclonal antibody against HbF was successfully produced. It was 

subsequently conjugated with FITC and arbitrarily named pAbαHbF-FITC. The in-

house sandwich ELISA was developed employing the “Thal N/B”, the monoclonal 

antibody against -globin chain, previously produced, as the solid phase antibody and 

the pAbαHbF-FITC as a second antibody. The HRP-labeled antibody to FITC was 

utilized to generate the positive signal. The optimal dilutions of blood lysate for this 

new ELISA technique were 1:200 to 1:800 depending on amount of Hb Bart’s in the 
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lysate. This developed in-house sandwich ELISA was shown to be free of interference 

from Hbs Bart’s and Portland 1. It was also shown to correctly quantify HbF in blood 

lysate as compared to those obtained from standard HPLC technique. However, since 

the samples having the whole range of HbF levels possibly encountered in adult blood 

could not be accessed in this thesis. This made the full validation of the new technique 

not completed. Thus, HbF levels generated from the standard HPLC technique were 

used for subsequent analyses.  

The studied samples included 77 HbE carriers (67 single HbE carrier and 10 

double HbE/α-thalassemia carriers) and 8 β-thalassemia carriers. In addition, 

thalassemia diseases including 7 homozygous HbE, 7 HbE/β-thalassemia and 9 HbH & 

HbH-CS diseases and 17 normal thalassemia-free samples were also analyzed as control 

groups. The HbF distribution was found to be  positively skewed with 40.8% of all 

studied samples and 40.4% of HbE carriers having HbF levels of 0.8% – 5.0% range, 

falling in the category of Swiss-type HPFH. HbF levels in thalassemia/ 

hemoglobinopathies were higher than normal individuals. The XmnI-G; +/- & +/+, 

HBBP1: rs2071348; A/C & C/C and BCL11A: rs766432; A/C & C/C were associated 

with high HbF levels in HbE carriers. However, this association was not obvious in the 

β-thalassemia carriers. Linkage of HbE and XmnI-G; + allele was confirmed. The 

linkages of HbE and HBBP1 as well as of XmnI-G and HBBP1 polymorphisms were 

shown for the first time. However, these polymorphisms were involved in lower HbF 

levels in HbE/β-thalassemia as compared to those having wild type allele. The Fnu-4H1 

was involved in low HbF levels. α-thalassemia did not interfere the HbF-reactivating 

effects of these single nucleotide polymorphisms (SNPs). The tetra-primer ARMS PCR 

was successfully established to detect the HBBP1: rs2071348 for the first time in this 

thesis, but not for HMIP: rs9376092 and KLF1: rs140252918.   
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It was concluded that the in-house sandwich ELISA for HbF quantification and 

the tetra-primer ARMS-PCR for genotyping A>C polymorphism of rs2071348 in 

HBBP1 gene were successfully developed. High prevalence of the Swiss-type HPFH 

was shown in this cohort and HbE carriers, reflecting its prevalence in general 

population of Thailand. The knowledge of the Swiss-type HPFH prevalence as well as 

associations between the analyzed SNPs and high HbF levels in this cohort would be 

useful for better understanding of high HbF production in Thai population.   

 

 


