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ABSTRACT 

 

        Thalassemia is an autosomal recessive inherited genetic disorder that causes the 

body to produce less hemoglobin.  The α thalassemia occurs when one or more of 

four α globin genes that are vital making hemoglobin are deleted or mutated resulting 

less α globin chain synthesis.  The interaction between α0 thalassemia and                

α+ thalassemia carriers leads to HbH disease.  Particularly, the interaction between 

both α0 thalassemia carriers leads to the most severe type of α thalassemia disease, 

Hb Bart’s hydrops fetalis.  Babies with this syndrome die either in utero or soon after 

birth.  The identification of α thalassemia carriers and genetic counseling are essential 

for the prevention and control of this disease.  Previous diagnosis of various types of 
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α thalassemia were based on clinical pictures and hematological parameters such as 

Hb concentration, mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular volume 

(MCV) and percent of Hb Bart’s.  Introduction of DNA technology has enabled the 

diagnosis of all different forms of α thalassemia, however, this technology is mostly 

only available in more sophisticated laboratory.  Determination of the level of Hb 

Bart’s for diagnosis of α thalassemia was generally used in most laboratories.  In this 

study, an ELISA strip was developed for the detection of Hb Bart’s for the diagnosis 

of α thalassemia.  Two clones of highly specific mouse anti-Hb Bart’s monoclonal 

antibodies that bound to separated epitopes on Hb Bart’s were used in the strip 

ELISA.  Mouse mAb to Hb Bart’s was spotted on a membrane.  Hb Bart’s in 

hemolysate will be captured by the coated mAb to Hb Bart’s.  Biotinylated mAb was 

added to bind Hb Bart’s.  The reaction could be detected by a streptavidin labeled 

with AP and the enzyme-substrate BCIP/NBT resulting a dark purple color spot on 

the membrane which visualized by the naked eye.  Blood sample from 206 northern 

Thai were determined for α thalassemia carriers by the developed strip ELISA 

compared with conventional PCR.  All 4 samples of HbH disease (1.9%), 22 samples 

of α0 thalassemia (10.7%), 2 samples of homozygous α+ thalassemia (1%), and 8 

samples of nondeletional heterozygous α+ thalassemia (HbCS) (3.9%) were positive 

to strip ELISA.  No false negative were observed in these hemolysate samples.  In 

heterozygous α+ thalassemia, 90.6% (29/32) were positive to strip ELISA.  Of 138 

normal hemolysates, 115 samples were negative to the strip ELISA.  Therefore, the 

sensitivity and specificity of the strip ELISA were 95.6% (65/68) and 83.3% 

(115/138), respectively.  There were 16.7% (23/138) false positive and 4.4% (3/68) 
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false negative.  This study indicated that the developed ELISA strip  had high 

sensitivity, high specificity, inexpensive and required no sophisticated equipment, 

therefore, it should be suitable for screening in general population or community 

hospital for the detection of α thalassemia carriers. 

  

 

 

 

 



 vii

ชื่อเร่ืองวิทยานิพนธ การพฒันาแผนแถบอิไลซาเพื่อการตรวจหาพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 
 
ผูเขียน   นายสมพล แพรพันธ 
 
ปริญญา   วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (ชีวเคมี) 
 
คณะกรรมการท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ   
    รศ.ดร. ลักษณา มกรแกวเกยรู   ประธานกรรมการ 
    ผศ.ดร. วิโรจน ตันติเวชอภกิุล   กรรมการ 
      

บทคัดยอ 
 
        ธาลัสซีเมียเปนโรคโลหิตจางเนื่องจากความผิดปกติของสารพันธุกรรมในการสราง
ฮีโมโกลบินทําใหปริมาณฮีโมโกลบินลดนอยลง แอลฟาธาลัสซีเมียมีสาเหตุจากการขาดหายไป
หรือการกลายพันธุของยีนแอลฟาโกลบินทําใหการสรางสายโปรตีนแอลฟาโกลบินลดลงหรือสราง
ไมไดเลย การปฏิสัมพันธระหวางพาหะชนิดแอลฟาศูนยธาลัสซีเมียและแอลฟาบวกธาลัสซีเมียทํา
ใหเกิดโรคฮีโมโกลบินเอชซ่ึงเปนโรคธาลัสซีเมียท่ีมีอาการรุนแรงปานกลาง  สวนการปฏิสัมพันธ
ระหวางพาหะชนิดแอลฟาศูนยธาลัสซีเมียดวยกันทําใหเกิดโรคฮีโมโกลบินบารทสไฮดรอบฟทาลิส
ซ่ึงจะมีอาการโลหิตจางรุนแรงท่ีสุด ทารกท่ีเปนโรคธาลัสซีเมียชนิดนี้จะเสียชีวิตท้ังหมด อาจ
เสียชีวิตกอนหรือหลังคลอดภายใน 24 ช่ัวโมง การปองกันและควบคุมโรคธาลัสซีเมียชนิดนี้คือการ
ตรวจวินิฉัยพาหะของอัลฟาธาลัสซีเมียและการใหความรูและคําแนะนําท่ีถูกตองเกี่ยวกับธาลัสซีเมีย 
รวมท้ังการวางแผนครอบครัว ในอดีตการตรวจวินิจฉัยชนิดโรคธาลัสซีเมียใชลักษณะอาการทาง
คลีนิคและคาโลหิตวิทยาเชน คาฮีโมโกลบิน คา MCV คา MCH และปริมาณของฮีโมโกลบิน
บารทส ในปจจุบันมีการใชเทคนิคทางดีเอ็นเอมาตรวจแยกชนิดของแอลฟาธาลัสซีเมีย แตขอจํากัด
ของเทคนิคทางดีเอ็นเอนั้นตองใชหองปฏิบัติการท่ีมีเคร่ืองมือท่ีจําเพาะและมีราคาแพง มีการศึกษา
ระดับฮีโมโกลบินบารทสในเลือดสามารถนํามาใชตรวจหาโรคแอลฟาธาลัสซีเมียได ในการศึกษา
คร้ังนี้จึงไดพัฒนาวิธีแผนแถบอิไลซาเพื่อใชวินิจฉัยกลุมประชากรท่ีเปนพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 
โดยในการพัฒนาวิธีแผนแถบอิไลซานี้ใช โมโนโคนัลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอฮีโมโกลบิน
บารทสจํานวน 2 โคลนท่ีมีอีพิโทบตางกันโดยโมโนโคนัลแอนติบอดีโคลนหน่ึงใชจับกับ
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ฮีโมโกลบินบารทสและอีกโคลนหนึ่งซ่ึงตางอีพิโทบจะนํามาติดฉลากเขากับไบโอตินซ่ึงสามารถ
ทําปฏิกิริยากับสเตรปตาไวดินท่ีติดฉลากกับเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส เม่ือทําปฏิกิริยากับ     
สับเสตรทจะปรากฏสีแสดงผลบวกบนแผนแถบซ่ึงมองเห็นไดดวยตาเปลา ขณะท่ีผลลบไมมีสี    
ในการศึกษานี้ทําการตรวจวินิจฉัยพาหะแอลฟาธาลัสซีเมียในกลุมอาสาสมัครท่ีมีภูมิลําเนาอยูใน
ภาคเหนือจํานวน 206 ราย เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานโพลีเมอเรสเชนรีแอ็คช่ันพบวาตัวอยาง
อาสาสมัครเปนโรคฮีโมโกลบินเอชจํานวน 4 ราย (รอยละ 1.9)  พาหะชนิดแอลฟาศูนยธาลัสซีเมีย
จํานวน 22 ราย (รอยละ 10.7) พาหะชนิดโฮโมไซกัสแอลฟาบวกธาลัสซีเมียจํานวน 2 ราย (รอยละ 
1) และพาหะชนิดเฮทเทอโรไซกัสแอลฟาบวกธาลัสซีเมีย (ฮีโมโกลบินคอนแสตนทสปริง) จํานวน 
8 ราย (รอยละ 3.9)ใหผลบวกกับวิธีแผนแถบอิไลซาโดยไมพบผลลบปลอม ขณะท่ีพาหะชนิด      
เฮทเทอโรไซกัสแอลฟาบวกธาลัสซีเมียจํานวน 32 ราย (รอยละ 15.5)ใหผลบวกกับวิธีแผนแถบ  
อิไลซาจํานวน 29 ราย สําหรับตัวอยางอาสาสมัครท่ีเปนคนปกติจํานวน 138 ราย (รอยละ 67) ใหผล
ลบกับวิธีแผนแถบอิไลซาจํานวน 115 ราย คิดเปนคาความไวของวิธีแผนแถบอิไลซารอยละ 95.6 
(65/68) คาความจําเพาะรอยละ 83.3 (115/138) คาผลบวกปลอมรอยละ 16.7 (23/138) และคาผลลบ
ปลอมรอยละ 4.4 (3/68) ดังนั้นวิธีแผนแถบอิไลซาท่ีพัฒนาขึ้นไดแสดงผลความไวของการทดสอบ
และผลความจําเพาะสูง นอกจากนี้ยังมีราคาถูก ไมตองการเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง สามารถอาน
ผลไดดวยตาเปลา อาจจะนําไปใชตรวจกรองในกลุมประชากรจํานวนมากและสามารถนําไปใชใน
โรงพยาบาลและสถานีอนามัยท่ีหางไกลชุมชนได 


