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นิพนธ์ต้นฉบับ

1	กลุ่มวิจัยทางคลนิิกเพ่ือการรกัษาโรคเลอืดและมะเรง็เด็กแบบองคร์วม	ภาควิชากุมารเวชศาสตร	์	คณะแพทยศาสตร	์	จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย
2	สาขาวิชาโลหิตวิทยาและมะเร็งเด็ก			ภาควิชากุมารเวชศาสตร์			คณะแพทยศาสตร์		จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

การศึกษาEosin-5′-maleimide(EMA)bindingtest
ในผู้ป่วยเด็กโรคผนังเม็ดเลือดแดงแตกง่าย 

ที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรมในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ
ภูัทรมน อึ่งบำาเหน็จ1, 2, มนัสวี ปราบพาล1, 2 , เยาวรีย์ กิตติกัลยาวงศ์ 2,

สุภูานัน เลาหสุรโยธิน1, 2 และดารินทร์ ซีอโสตถ่ิกุล1, 2

บทคัดย่อ
ความเป็นมา : กลุ่มโรคผนังเม็ดเลือดแดงแตกง่ายท่ีถ่ายทอดทางพันธุกรรม	 	(hereditary	 red	 blood	

cell	membrane	 defect)	 เป็นโรคท่ีมีความผิดปกติทางพันธุกรรมก่อให้เกิดความผิดปกติของโครงสร้าง 

ผนังเม็ดเลือดแดง	ทำาให้เม็ดเลือดแดงมีรูปร่างท่ีผิดปกติและแตกง่าย	 โรคท่ีพบบ่อย	ในกลุ่มน้ี	 ได้แก่	

		hereditary	spherocytosis	(HS),		southeast	asian	ovalocytosis	(SAO),	hereditary	elliptocytosis	(HE)	และ	

hereditary	 pyropoikilocytosis	 (HPP)	การตรวจทางห้องปฏิิบัติการเพ่ีอวินิจฉัยโรคกลุ่มน้ีคือ	 osmotic	

fragility	 test	 (OFT)	แต่เป็นวิธีท่ีมีความความไวในการวินิจฉัยท่ีจำากัด	และใช้ระยะเวลาในการตรวจนาน	

ดังน้ันจึงได้ศึกษาการตรวจด้วยวิธีใหม่คือ	Eosin-5′-maleimide	(EMA)	binding	test	เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ

และลดระยะเวลาในการตรวจวินิจฉัยให้ถูกต้องและรวดเร็ว

วิธีการศึกษา	:	ศึกษาการตรวจทางห้องปฏิิบัติการด้วยวิธี		EMA	binding	test	ในผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัย

เป็น	hereditary	red	blood	cell	membrane	defect	ทุกราย	รวม	14	ราย	(กลุ่มผู้ป่วย	HS	7	ราย	กลุ่มผู้ป่วย	

SAO	4	 ราย	กลุ่มผู้ป่วย	HE	 3	 ราย)	 กลุ่มผู้ป่วยท่ีมีภาวะโลหิตจางจากการแตกของเม็ดเลือดแดงอ่ืนๆ	 

(other	hemolytic	anemias)	จำานวน	39	ราย	และกลุ่มคนปกติ	(normal	control)	จำานวน	93	ราย	

ผลการศึกษา	 :	ผลการตรวจ	EMA	binding	test	พบว่ากลุ่มผู้ป่วย	HS	ได้ค่า	%	ของ	Mean	Fluorescence	

Intensity	 (MFI)	=	68.08	 (SD	8.54)	กลุ่มผู้ป่วย	SAO	ได้ค่า	%MFI	=	65.38	 (SD	5.21)	กลุ่มผู้ป่วย HE	 

ได้ค่า	%MFI	=	89.36	(SD	5.57)	กลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	anemia	อ่ืนๆ	ได้ค่า	%MFI	=	96.10	(SD	6.94)	กลุ่ม	

normal	control	ได้ค่า	%MFI	=	100.33	(SD	5.55)	ตามลำาดับ	เม่ือทำาการเปรียบเทียบกลุ่มผู้ป่วย	HS	และ	

SAO	แตกต่างกับกลุ่ม	normal	control	และกลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	anemia	อ่ืนๆ	และกลุ่มผู้ป่วย HE	อย่างมี

นัยสำาคัญทางสถิติ	(P<	.001)	ตามลำาดับ

สรุปผลการศึกษา	 :	 การตรวจด้วยวิธี	 EMA	binding	 test	สามารถแยกกลุ่มผู้ป่วย	HS	และกลุ่มผู้ป่วย	 

SAO	ออกจากกลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	 anemia	 อ่ืนๆ	และกลุ่มผู้ป่วย HE	 ได้อย่างชัดเจน	ดังน้ันจึงเป็นวิธี 

ท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะนำามาใช้สำาหรับวินิจฉัยผู้ป่วย	HS	และ	SAO	

คำาสำาคัญ	 :	Hereditary	red	blood	cell	membrane	defect,	 	hereditary	spherocytosis,	Eosin-5′-maleimide	
binding	test,	osmotic	fragility	test	
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บทนำา
กลุ่มโรคผนังเม็ดเลือดแดงแตกง่ายท่ีถ่ายทอดทาง

พันธุกรรม	 (hereditary	 red	 cell	 membrane	 defects)	 

เป็นโรคท่ีมีความผิดปกติทางพันธุกรรมก่อให้เกิดความ 

ผิดปกติของโครงสร้างผนังเซึ่ลล์เม็ดเลือดแดง	 ซ่ึึ่งทำาให้

เม็ดเลือดแดงมรูีปร่างท่ีผิดปกติจึงทำาใหเ้ม็ดเลือดแดงงา่ย	

โรคท่ีพบบ่อยในกลุ่มน้ี	 ได้แก่	 hereditary	 spherocytosis	

(HS),	 	hereditary	 elliptocytosis	 (HE),	 southeast	 asian	

ovalocytosis	 (SAO)	และhereditary	 pyropoikilocytosis	

(HPP)(1)	 ผู้ป่วยมักมาด้วยอาการซึ่ีด	 เหลือง	 ร่วมกับการ

ซัึ่กประวัติคนในครอบครัว	 ท่ีมีประวัติโรคโลหิตจางท่ีมี

ภาวะเม็ดเลือดแดงเร้ือรัง	(chronic	 hemolytic	 anemia)	

หรือภาวะเม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลัน	(hemolytic	crises)	

ภาวะตัวเหลือง	หรือม้ามโตโดยไม่ทราบสาเหตุ	 ร่วมกับ 

การตรวจทางห้องปฏิิบัติการ คือ	การตรวจเสมียร์เลือด

แล้วพบ	spherocyte,	 microspherocyte,	 elliptocyte,	

stomatocyte	และ	 fragmented	RBC (รูปท่ี	 1)	การตรวจ

พบค่า mean	 cell	 volume	 (MCV)	ท่ีค่าน้อยกว่าปกติ	

แต่ค่า	mean	 corpuscular	 hemoglobin	 (MCH)	มากกว่า

ปกติ(2-5) และการตรวจ	 osmotic	 fragility	 test	 (OFT)	

เป็นการตรวจวัดการแตกของเม็ดเลือดแดงใน	hypotonic	

solution	ใช้ยืนยันการวินิจฉัยผู้ป่วย	 HS	 ในอดีตใช้ 

การตรวจ	OFT	 เพ่ือยืนยันการวินิจฉัยผู้ป่วย	HS	 เพียง 

โรคเดียวเท่าน้ัน	 และวิธีน้ีมีข้ันตอนยุ่งยากและใช้เวลา 

การตรวจนาน	 (5-6	 ช่ัวโมง)	 รวมท้ังใช้ปริมาณเลือด

จำานวนมากแต่ละคร้ัง	 (4-6	ml)	 จึงไม่เหมาะกับคนไข้ 

เด็กเล็กท่ีมีภาวะซีึ่ดมาก	 อีกท้ังการรายงานผลเป็นแบบ

เชิงคุณภาพ	(qualitative)	และ	มีความไว	(sensitivity)	ตำ่า

เพียงร้อยละ	68	เท่าน้ัน(5)	นอกจากน้ีอาจมีการเกิดผลลบ

ปลอม	 (false	 negative)	 ในกรณีท่ีผู้ป่วยได้รับเลือดก่อน

การตรวจวินิจฉัยไม่นาน	ทำาให้การวินิจฉัยโรคน้ีเป็นไป

ได้ยากในผู้ป่วยท่ีมีภาวะซีึ่ดมากและต้องได้รับเลือดบ่อยๆ	

ต้ังแต่แรกเกิด	จากเหตุผลดังกล่าวข้างต้นจึงต้องศึกษาหา

วิธีการตรวจใหม่	 คือ	การตรวจด้วย	eosin-5′-maleimide	
(EMA)	binding	test	ซ่ึึ่งเป็นการย้อมโปรตีน	band	3	บน

ผนังเม็ดเลือดแดงด้วยสีฟลูออเรสเซึ่นต์	สามารถให้การ

วินิจฉัยโรคในกลุ่มน้ี	ได้แก่	HS,	HPP	และ	SAO อีกท้ังยัง

ใช้ปริมาณเลือดในการตรวจท่ีน้อยมากเพียง	 0.1	mL	 มี

ความไว	(sensitivity)	สูงถึงร้อยละ	90(6)	และการรายงาน

ผลเป็นแบบเชิงปริมาณ	 (quantitative)	แต่อาจเกิดผลลบ

ปลอมได้เช่นเดียวกับวิธี	OFT	คำาถามการวิจัยในคร้ังน้ี	

คือ	การตรวจด้วยวิธี	EMA	binding	 test	สามารถยืนยัน

การวินิจฉัยโรคผนังเม็ดเลือดแดงแตกง่ายท่ีถ่ายทอดทาง

พันธุกรรม	 (hereditary	 red	 cell	membrane	defects)	 ได้	 

และ	ทำาการศึกษา	EMA	binding	test	ภายหลังจากการรับ

เลือดเป็นระยะเวลา	ต่างๆ	กัน	เพ่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม 

ในการตรวจหลังจากได้รับเลือด	

รูปท่ี 1 	 microspherocyte,	elliptocyte	และ	stomatocyte
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วิธีการศึกษา 
ตรวจ	EMA	binding	 test	 จากตัวอย่างเลือดของ 

ผู้ร่วมวิจัย	(blood	samples)	4	กลุ่มคือ	กลุ่มท่ี	1	ผู้ป่วย	HS	

กลุ่มท่ี	2	ผู้ป่วย	SAO	กลุ่มท่ี	3	ผู้ป่วย	HE	กลุ่มท่ี	4	กลุ่ม

ผู้ป่วยท่ีมีภาวะโลหิตจางจากการแตกของเม็ดเลือดแดง 

อ่ืนๆ	(other	hemolytic	anemias)	โดยนำามาเปรยีบเทยีบกับ 

กลุ่มควบคุม	(normal	control)	โดยเจาะเลือดผู้เข้าร่วมวิจัย

เพ่ือทำา	EMA	binding	 test	 และบันทึกลงในแบบฟอร์ม 

การเก็บข้อมูลการวิจัย	 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้การเก็บ

รวบรวมข้อมูลท้ัง	เพศ	อายุ	ผลการตรวจ	complete	blood	

count	 (CBC)	และค่า	%	Mean	Fluorescence	 Intensity	

(MFI)	 วิเคราะห์ข้อมูลและสถิติโดยสถิติเชิงพรรณนา	

(Descriptive	 Statistics)	 โดยใช้	 Fisher	 exact	 test	หรือ	

Pearson	X2 test	 เปรียบเทียบความสัมพันธ์ผลการตรวจ

ทางห้องปฏิิบัติการในแต่ละกลุ่ม	 และเปรียบเทียบ 

ค่า	%MFI	ในกลุ่มผู้ป่วย	HS	หลังได้รับเลือดในช่วงเวลา 

ท่ีแตกต่างกันโดยใช	้Mann-Whitney	U	test	โดยโปรแกรม	

GraphPad	Prism	version	9.2.0	(332)

การตรวจ EMA	binding	test (รูปท่ี	2)	เป็นวิธีการ

ย้อมสีโปรตีนบนผนังของเม็ดเลือดแดง	 โดยสี	EMA	จะ

ไปจับท่ีโปรตีน	band	3	แล้วนำาไปวัดค่า	MFI	ด้วยเคร่ือง	

flow	cytometer	(Becton	Dickinson	BD	Accuri	C6	flow	

cytometer)	โดยทำาการศกึษาในผู้เข้าร่วมวิจัยเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม	3-5	รายในแต่ละคร้ัง	วิธีการ	คือนำา	EDTA	blood	

0.1	mL	ล้างด้วย	phosphate	buffer	saline	(PBS	pH	7.4)	

2	คร้ัง	ปั�นล้างเสร็จแล้วนำามาผสมกับ	EMA	0.5	mg/mL	

(Sigma-Aldrich	Company,	Poole,	Dorset,	UK)	 ปิดฝา

แล้ววางไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง	1	ช่ัวโมงในท่ีมืด	จากน้ันนำาไป

ปั�นล้างด้วย	PBS-bovine	serum	albumin	(BSA)	solution	

(0.5%	BSA	in	PBS)	3	คร้ัง	แล้วเจือจางใน	PBS–BSA	1.4	

mL	วัดค่า	MFI	ใน	FL1	channel	จากน้ันหาค่าเฉล่ีย	MFI	 

ของ	 normal	 control	 แล้วนำาค่า	MFI	 ของผู้ป่วยมา 

เปรียบเทียบกับค่าเฉล่ีย	normal	control	โดยคำานวณเป็น	

%MFI	การแปลผล	ค่า	%MFI	ของผู้ป่วย	HS	และ	SAO	

จะน้อยกว่า	80	%	ของค่าคนปกติ (7,8,9)

รูปท่ี 2 	 แสดงค่า	MFI	ของ	normal	control	ผู้ป่วย	HS	และผู้ป่วย	

HS	ท่ีได้รับเลือด	

ผลการศึกษา
ศึกษาการตรวจ	 EMA	 binding	 test	 ในเลือด 

ผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น	 hereditary	 red	 blood	 

cell	membrane	defects	จำานวนรวม	14	ราย	โดยมีผู้ป่วย	 

HS	 7	 ราย	 ผู้ป่วย	 SAO	 4	 ราย	 ผู้ป่วย	HE	 3	 ราย	 และ	

hemolytic	 anemia	 อ่ืนๆ	39	 ราย	กลุ่ม	 normal	 control	

จากการเก็บข้อมูลจากประวัติผู้ร่วมวิจัยพบว่ากลุ่มผู้ป่วย	

HS	พบว่ามีค่า	Hemoglobin	เฉล่ีย	8.3	(6.8-10.7)	g/dL	ค่า	

MCHC	เฉล่ีย	34.6	(27.4-35.6)	g/dL	และค่า Hemoglobin/

MCHC	 ratio	 0.24	 (0.21-0.31)	มีความแตกต่างอย่างมี

นัยสำาคัญ	 (P<0.001)	 กับกลุ่ม	 normal	 control	 ซ่ึึ่งมีค่า	

Hemoglobin	เฉล่ีย	13.0	(11.2-16.5)	g/dL	ค่า	MCHC	เฉล่ีย	

33.7	(32.1-35.7)	g/dL	และค่า Hemoglobin/MCHC	ratio	

0.39	(0.33-0.43)	แต่ไม่มีความแตกต่างกันกับกลุ่มผู้ป่วย	

SAO	กลุ่มผู้ป่วย	HE	และ	กลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	anemia	

อ่ืนๆ	(ตารางท่ี	1)
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ตารางท่ี 1 	 แสดงประวัติและผลการตรวจ	CBC	ของ 

ผู้ร่วมวิจัย

 ประวัติผู้ร่วมวิจัย กลุ่มผู้ร่วมวิจัย

HS (1)

(n=7) 

SAO (2)

(n=4) 

HE (3)

(n=3) 

Other hemolytic 

(4) anemias

(n=39) 

Normal control 

(5)

(n=93)

เพศ,	หญิง/ชาย 5/2 2/2 2/1 23/16 43/50

อายุ,	median	(range),	ปี 13.(5-20) 5	(1-29) 2	(1-4) 7	(1-19) 11	(4-31)

Hemoglobin,	

median(range),	g/dL

8.3	

(6.8-10.7)*

12.7	

(9.3-14.7)

9.9	

(8.4-11.6)

9.0	

(5.5-13.9)

13.0	

(11.2-16.5)

MCV,	median	

(range),	fL

75.8	

(49.0-82.7)

68.25	

(58.3-88.3)

72.2	

(59.7-80.4)

68.1	

(43.5-85.4)

83.6	

(77.1-102.0)

MCHC,	median	

(range),	g/dL

34.6	

(27.4-35.6)*

33..4	

(25.8-35.7)

34.3	

(31.1-35.8)

32.5	

(29.7-36.1)

33.7	

(32.1-35.7)

Hemoglobin/MCHC	

ratio,	median	(range)

0.24	

(0.21-0.31)*

0.36	

(0.29-0.47)

0.29	

(0.25-0.32)

0.27	

(0.25-0.32)

0.39	

(0.33-0.43)

ฮีั่โมโกลบิน,	hemoglobin	(Hb);	ขนาดเม็ดเลือดแดงเฉล่ีย,	mean	corpuscular	volume	

(MCV);	ความเข้มข้นเฉล่ียของฮีั่โมโกลบินในเม็ดเลือดแดง,	mean	corpuscular	

hemoglobin	concentration	(MCHC)

ผลการตรวจ	EMA	binding	test	พบว่ากลุ่มผู้ป่วย	

HS	ได้ค่า	%MFI	50.42-79.62,	mean	=	68.08	(SD	8.54)	

กลุ่มผู้ป่วย	SAO	ได้ค่า	%MFI	58.2-73.83,	mean	=	65.38	

(SD	5.21)	กลุ่มผู้ป่วย HE	ได้ค่า	%MFI	83.02-99.83,	mean	

=	89.36	(SD	5.57)	กลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	anemia	อ่ืนๆ	ได้

ค่า	%MFI	85.47–109.35,	mean	=	96.10	(SD	6.94)	และ

กลุ่ม	normal	control	ได้ค่า	%MFI	87.99–115.28,	mean	

=	100.33	(SD	5.55)	เม่ือเปรียบเทียบค่า	%MFI	ของกลุ่ม

ผู้ป่วย	HS	และ	SAO	พบว่ามีแตกต่างกับกลุ่ม	 normal	

control,	 กลุ่มผู้ป่วย	 hemolytic	 anemia	 อ่ืนๆ	และกลุ่ม 

ผู้ป่วย HE	อย่างมีนัยสำาคัญตามลำาดับ	 (P<0.001)	 จาก

การเปรียบเทียบกลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	anemia	อ่ืนๆ	และ 

กลุ่ม	HE	 ไม่มีความแตกต่างกับกลุ่ม	 normal	 control	

อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	 (รูปท่ี	 3)	ผลการศึกษา	EMA	

binding	test	ในกลุ่มผู้ป่วย	HS	ภายหลังจากการรับเลือด 

ในช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน	 คือ	 2-3	สัปดาห์,	 5	 สัปดาห์	

และ	 8	 สัปดาห์	 หลังการได้รับเลือด	 แสดงดังรูปท่ี	 4	

ระยะห่างหลังจากท่ีได้รับเลือดมีผลต่อค่า	%MFI	 โดย 

พบว่าการตรวจ	 EMA	 binding	 test	 หลังได้รับเลือด 

เป็นเวลาอย่างน้อย	5	สัปดาห์	เป็นระยะเวลาหลังจากการ

ได้รับเลือดท่ีเหมาะสมในการตรวจเพ่ือวินิจฉัยโรค	HS 

รูปท่ี 3  แสดงการเปรียบเทียบค่า	%MFI	กลุ่มผู้ป่วย	SAO,	
HS,	HE,	 others	 hemolytic	 anemia	และ	normal	
control

%	mean	fluorescent	intensity	(%MFI)	และระยะเวลาหลังได้รับเลือดแต่ละ

สัปดาห์	(Week)

รูปท่ี 4 	 แสดงการเปรยีบเทียบค่า	%MFI	ของผู้ป่วย	HS	และระยะ

เวลาหลังได้รับเลือด

อภิูปรายและวิจารณ์ผลการวิจัย 
การตรวจ	EMA	binding	 test	สามารถแยกผู้ป่วย 

ในกลุ่มผู้ป่วย	HS	และ	SAO	ออกจากกลุ่มผู้ป่วย	hemolytic	

anemia	 อ่ืนๆ	กลุ่มผู้ป่วย	HE	และกลุ่ม	normal	 control	 

ได้อย่างชัดเจน	ดงัน้ัน	EMA	binding	test	มีความเหมาะสม

ท่ีจะนำามาใชส้ำาหรบัวินิจฉัยผู้ป่วย	HS	และ	SAO	นอกจาก

จะเพ่ิมประสิทธิภาพการวินิจฉัยโรคแล้ว	การตรวจด้วย 

วิธีน้ีสามารถตรวจคัดกรองในเด็กเล็กได้เป็นอย่างดี	 

เพราะใช้ เลือดปริมาณน้อยมากสามารถเจาะเลือด 

จากปลายน้ิวหรือจากส้นเท้าของเด็กแรกเกิดก็เพียงพอ 
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สำาหรับการตรวจวินิจฉัย	 และท่ีสำา คัญยังช่วยลด 

ระยะเวลาในการตรวจวนิิจฉัยลงถึงสองเทา่	จากวิธีด้ังเดมิ 

คือ	 OFT	 และสามารถนำามาใช้ทดแทนวิธีด้ังเดิมได้ 

เป็นอย่างดี	 ส่วนในกรณีท่ีผู้ป่วยได้รับเลือดจะทำาให้ 

ผลการตรวจเป็นผลลบปลอมเน่ืองจากค่าท่ีได้จะมาจาก

การวัดค่าเม็ดเลือดแดงของผู้บริจาค	จากการศึกษากลุ่ม 

ผู้ป่วย	 HS	 ท่ีได้รับเลือดในช่วงเวลาต่างๆ	 กันพบว่า 

ภายหลังได้รับเลือดสัปดาห์ท่ี	 2	 ค่า	 %MFI	 ยังอยู่ใน

ระดับสูงใกล้เคียงกับคนปกติ	 แต่ภายหลังจากได้รับ 

เลือดประมาณ	5	 สัปดาห์พบว่าค่า	%	MFI	 จะกลับมา 

ตำ่ากว่า	 80%	หากเป็นผู้ป่วยในกลุ่มท่ีมีภาวะซึ่ีดมากและ

เม็ดเลือดแดงแตกง่าย	(รูปท่ี	4	)	จำาเป็นต้องให้เลือดในทันที	

หากจำาเป็นท่ีจะต้องตรวจวินิจฉัยกลุ่มโรคผนังเม็ดเลือด

แดงแตกง่ายท่ีถ่ายทอดทางพันธุกรรม	 (hereditary	 red	

cell	membrane	defect)	ควรจะเว้นระยะหลังจากให้เลือด

ไปแล้ว	5	สัปดาห์	จะเป็นช่วงเวลาเหมาะสม	จากการศึกษา

น้ีมีจำานวนผู้ป่วยท่ีทำาการศึกษาน้อย	 จึงควรมีการศึกษา 

ผู้ป่วยในกลุ่มน้ีเพ่ิมเติมอีกในภายหลังเพ่ือประโยชน์ 

ในการวินิจฉัยท่ีถูกต้องและเหมาะสมย่ิงข้ึน
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Abstract 
Objective: Hereditary red blood cell membrane defects are inherited disease due to mutations 
in various membrane or skeletal proteins. The common congenital red blood cell membrane 
defects	 included	 hereditary	 spherocytosis	 (HS),	 southeast	 asian	 ovalocytosis	 (SAO),	
hereditary	elliptocytosis	(HE)	and	hereditary	pyropoikilocytosis	(HPP).	The	old	and	the	
classic	methods	used	for	the	diagnosis	is	based	on	osmotic	fragility	test	(OFT).	OFT	is	labor	
intensive	and	lack	of	sensitivity.	We	evaluated	the	performance	the	Eosin-5′-maleimide	
(EMA)	binding	test	to	replace	the	classic	OFT.
Method:	Fourteen	patients	with	hereditary	red	blood	cell	membrane	defects	(7	cases	with	
HS,	4	cases	with	SAO	and	3	cases	with	HE)	were	enrolled.	All	these	patients	and	39	cases	
of other hemolytic anemia underwent EMA binding test. 93 cases were analyzed as the 
control group. 
Result:	In	the	EMA	binding	test,	%Mean	Fluorescence	Intensity	(MFI)	in	HS	cases	=	68.08	
(SD	8.54),	HE	cases	=	89.36	(SD	5.57),	other	hemolytic	anemia	cases	=	96.10	(SD	6.94)	
and	normal	control	groups	=	100.33	(SD	5.55),	respectively.	In	HS	and	SAO	cases,	the	
%MFI	were	significantly	low	compared	to	HE	cases,	other	hemolytic	anemia	cases	and	
normal	control	groups,	respectively	(P	<	.001).
Conclusion:	EMA	binding	 test	was	 an	 accurate	 and	 relative	 faster	method	 to	 confirm	
diagnosed HS and SAO.
Keywords: Hereditary red blood cell membrane defects, hereditary spherocytosis, Eosin-
5′-maleimide	binding	test.


