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ABSTRACT
Background	 :	 Thalassemia is an inherited anemia with high prevalence in Surin province. 

Clinical laboratory services of Surin hospital therefore developed the 

molecular diagnostic test for thalassemia determination in Surin hospital 

and from laboratory network. 

Objective	 : 	 To evaluate of the -thalassemia1 (SEA-deletion, THAI-deletion) test using 

Multiplex gap-PCR method and determine its reliability. 

Methods	 : 	 Blood sample from 103 patients with hemoglobin typing were determined 

for the -thalassemia1 (SEA-deletion, THAI-deletion) with Multiplex           

gap-PCR method. 

Results	 : 	 Total 103 blood samples included 8 samples of -thalassemia1 patient, 

13 samples of -thalassemia gene negative patient  and 83 samples of 

unidentified -thalassemia gene were tested by the developed test.                

Positive -thalassemia1 (SEA-deletion) finding obtained in each group were 

8, 0 and 6 respectively.  

Conclusion	 : 	 The -thalassemia1 diagnostic test using multiplex gap PCR has absolute 

in both sensitivity and specificity with 100% after evaluation. Moreover 

positive finding for unidentified -thalassemia1 were 4.98% with this 

method. Thus, Multiplex gap-PCR method has reliability and applicable 

for thalassemia diagnostic testing in the molecular laboratory service of 

Surin hospital. 
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พัฒนาการตรวจวินิจฉัย -thalassemia 1

ด้วยเทคนิค Multiplex gap PCR 
 วิจิตร เสาวรัจ, วท.บ.(เทคนิคการแพทย์)*

บทคัดย่อ
หลักการและเหตุผล	:	 ธาลัสซีเมียเป็นโรคโลหิตจางเร้ือรังท่ีถ่ายทอดทางพันธุกรรมและเป็นโรคท่ีมีความชุกสูง

ที่จังหวัดสุรินทร์ ดังนั้น กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ ได้พัฒนาศักยภาพบริการตรวจ

วเิคราะห์ทางอณโูมเลกลุ เพือ่ให้บรกิารตรวจวเิคราะห์ยนืยนัโรคธาลัสซีเมยีในผู้ป่วยโรง

พยาบาลสุรินทร์และรับตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ต่อจากเครือข่ายห้องปฏิบัติการ 

วัตถุประสงค์ 	 : 	 ประเมินการตรวจวิเคราะห์ -thalassemia1 (SEA-deletion, THAI-deletion) ด้วย

วิธี Multiplex gap-PCR ที่พัฒนาขึ้น เพื่อความน่าเชื่อถือของผลตรวจวิเคราะห์ในการ

ให้บริการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ

วิธีการศึกษา 	 : 	 ตัวอย่างโลหิตที่ได้รับการตรวจหาชนิดฮีโมโกลบิน จ�ำนวน 103 ราย น�ำมาตรวจหา              

-thalassemia1 (SEA-deletion, THAI-deletion) ด้วยวิธี Multiplex gap-PCR ที่

พัฒนาขึ้น

ผลการศึกษา 	 : 	 ผลตรวจตวัอย่างโลหติ จ�ำนวน 103 ราย พบว่า กลุ่มผู้ป่วยโรค -thalassemia1 8 ราย 

กลุ่มผู้ป่วยที่ไม่มียีน -thalassemia ร่วมอยู่ 13 ราย และกลุ่มผู้ป่วยที่อาจจะมียีน                  

-thalassemia ร่วมอยู่ 82 ราย ให้ผลบวก 8, 0, 6 ราย ตามล�ำดับ

สรุปผลการศึกษา	 : 	 วิธีตรวจวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึน ให้ผลประเมินความไวและความจ�ำเพาะของการทดสอบ 

ร้อยละ 100, ร้อยละ 100 ตามล�ำดับ และตรวจพบยีนในกลุ ่มที่อาจจะมียีน                                 

-thalassemia ร่วมอยู่ ร้อยละ 7.3 ดังนั้นผลการตรวจวิเคราะห์นี้ มีความน่าเชื่อถือ 

สามารถให้บรกิารตรวจวเิคราะห์ได้ และเพิม่บรกิารตรวจวนิจิฉยัโรคธาลสัซเีมยีทางห้อง

ปฏิบัติการทางอณูโมเลกุลของโรงพยาบาลสุรินทร์

ค�ำส�ำคัญ	 :	  แอลฟ่า-ธาลัสซีเมีย 1, Multiplex gap PCR

นิพนธ์ต้นฉบับ

*นักเทคนิคการแพทย์ช�ำนาญการ กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลสุรินทร์ จังหวัดสุรินทร์
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หลักการและเหตุผล
	 ธาลสัซเีมยีเป็นโรคโลหติจางเรือ้รงัท่ีถ่ายทอด

ทางพันธุกรรม เกิดจากความผิดปกติของยีนที่

สังเคราะห์ฮีโมโกลบินของเม็ดเลือดแดง น�ำไปสู่การ

เกดิพยาธสิภาพกบัแทบทกุอวยัวะในร่างกาย ผูท้ีม่ยีนี

ธาลัสซีเมียอาจจะเป็นผู้ที่เป็นโรคและไม่เป็นโรคหรือ

พาหนะ ผูป่้วยอาจจะแสดงอาการของโรคแตกต่างกนั 

ตั้งแต่มีโลหิตจางเล็กน้อย โลหิตจางมาก เรื้อรังไป   

จนถึงอาการรุนแรงมาก จนเสียชีวิตตั้งแต่ในครรภ์

มารดาหรือหลังคลอดไม่นาน ส่วนผู ้ที่เป็นพาหะ            

มีสขุภาพปกตเิหมอืนคนทัว่ไป แต่สามารถถ่ายทอดยนี

ที่ผิดปกติไปสู่ลูกหลานได้ อุบัติการณ์ในประเทศไทย 

พบว่าประชากรทีเ่ป็นพาหนะ ประมาณร้อยละ 30–40 

หรอื ประมาณ 18–24 ล้านคน มผีูท่ี้เป็นโรค ประมาณ 

ร้อยละ 1 หรือ ประมาณ 6 แสนคน พบว่ามีร้อยละ 

20–30 มียีน -thalassemia ร้อยละ 3-9 มียีน                   

ß-thalassemia และพบยนีของฮโีมโกลบนิผิดปกต ิ2 

ชนิด คือ hemoglobin E (Hb E) โดยเฉลี่ยประมาณ

ร้อยละ 13 และพบสูงขึ้นคนอีสานถึงร้อยละ 30–40 

ที่จังหวัดสุรินทร์พบ Hb E สูงถึงร้อยละ 52 ในแต่ละ

ปีจากหญงิตัง้ครรภ์ประมาณ 1 ล้านคน มหีญงิตัง้ครรภ์

ท่ีเสี่ยงต่อการมีบุตรเป็นโรคธาลัสเซีเมียประมาณ              

5 หม่ืนคน และมีเด็กเกิดใหม่ป่วยเป็นโรคเพิ่มขึ้น

ประมาณ 12,000 คน ดังนั้นโรคธาลัสซีเมียจึงเป็น

ปัญหาส�ำคัญทางการแพทย์และสาธารณสุข1,2 โดย

เฉพาะจังหวดัสุรนิทร์ จากผลตรวจหาชนดิฮโีมโกลบนิ

(Hemoglobin Typing) ที่กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ 

โรงพยาบาลสริุนทร์ ในปี 2556 จ�ำนวน 993 ราย ตรวจ

พบ กลุ่มผู้ป่วยที่มีฮีโมโกลบิน ชนิด A2A ร้อยละ 26.5 

ซ่ึงอาจจะมยีนี -thalassemia ร่วมด้วย ร้อยละ 79.9 

กลุ่มผู้ป่วยที่มีฮีโมโกลบินชนิด Hb E ร้อยละ 61 ซึ่ง

อาจจะมียีน -thalassemia ร่วมอยู่ร้อยละ 56.4 

กลุ่มผู้ป่วยโรคธาลัสซีเมีย ร้อยละ 12.5 ซ่ึงเป็นโรค    

-thalassemia ร้อยละ 28.2 ß-thalassemia            

ร้อยละ 57.2 ß-thalassemia ร้อยละ 13.7                  

แสดงถึงความชุกของยีน -thalassemia และ 

ß-thalassemia ในกลุ่มประชากรจังหวัดสุรินทร์สูง

มาก จึงมีการถ่ายทอดยีนจาก พ่อ-แม่ ไปสู่ลูก ท�ำให้

ปัญหาโรคธาลัสซีเมียมีความส�ำคัญทั้งกลุ่มผู้ป่วยโรค                  

โลหติจางและหญงิต้ังครรภ์ ดังนัน้ กลุ่มงานเทคนคิการ

แพทย์ ต้องพัฒนาศกัยภาพบริการตรวจวเิคราะห์ทาง

อณูโมเลกุล เพื่อให้บริการตรวจวิเคราะห์ยืนยันโรค         

ธาลัสซีเมียในผู ้ป ่วยโรงพยาบาลสุรินทร์และรับ

ตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ต่อจากเครือข่ายห้องปฏิบัติ

การจังหวดัสุรินทร์ โดยเร่ิมจากพัฒนาวธิตีรวจหาส่วน

หายของ gene ในกลุ ่ม  - thalassemia1                              

(SEA-deletion, THAI-deletion) ด้วยวธิ ีMultiplex 

gap-PCR เพื่อให้บริการผู ้ป่วยโรคโลหิตจางและ                

กลุ่มหญิงต้ังครรภ์ซ่ึงมีความเส่ียงที่ให้บุตรที่เป็นโรค   

ธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง จากนั้นพัฒนาวิธีการตรวจ

หาความผิดปกติของยีน thalassemia ให้ครอบคลุม

ทั้ง -thalassemia ß-thalassemia ต่อไป

	 อบุติัการณ์ผลตรวจหาความผดิปกติของยนีท่ี

เป็นสาเหตุของ -thalassemia1 ในประเทศไทย พบ

ว่า ตรวจพบทั้งชนิด SEA delete และ THAI delete 

ซึ่งส่วนใหญ่เป็นชนิด SEA delete แต่ความผิดปกติ

ท้ังสองชนิดมีความส�ำคัญเช่นกันเมื่อมีการถ่ายทอด

จาก พ่อ-แม่ สู่ลูก ส่งผลให้เกิดบุตรเกิดเป็นโรค Hb 

Bart’s hydrop fetalis เช่นเดียวกัน จึงต้องตรวจหา

ยีนทั้งสองชนิดในการตรวจหา -thalassemia1 วิธี

ตรวจวิเคราะห์ท่ีน�ำมาใช้ทั้งเทคนิค gap-PCR และ 

Relative Quantitative PCR ซึ่งมีความแตกต่างกัน

ทางเทคนคิการตรวจวเิคราะห์ โดยวธิ ีgap-PCR อาศัย

การสร้าง primers ให้คร่อมบริเวณ DNA ที่ขาดหาย

ไป เมื่อน�ำไปท�ำ PCR จะสามารถเพิ่มจ�ำนวนชิ้นส่วน

ของ DNA ได้ เนื่องจากส่วนที่ขาดหายไปจะเลื่อนมา

พัฒนาการตรวจวินิจฉัย -thalassemia1 ด้วยเทคนิค Multiplex gap PCR
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อยูใ่กล้กนั PCR product ทีไ่ด้น�ำแยกขนาดของ DNA 

ด้วยวิธี gel electrophoresis เปรียบเทียบกับ DNA 

มาตรฐานที่ทราบขนาดความยาวท่ีแน่นอน ส่วน          

Relative Quantitative PCR อาศัยการออกแบบ 

primers และ probe 3 ชุด ส�ำหรับเพิ่มปริมาณ DNA 

และตรวจหาความผิดปกติของยีนที่เป็นสาเหตุของ              

-thalassemia1 เปรียบเทียบกับยีน -globin              

ที่ปกติ โดย probe ทั้ง 3 ชนิด ได้รับการออกแบบให้

ติดฉลากด้วยสี Fluorescence ที่แตกต่างกัน                   

จึ ง ส า ม า ร ถ ติ ด ต า ม ค ว า ม ผิ ด ป ก ติ ข อ ง ยี น                                            

-thalassemia1 ทั้งสองชนิดได้2

	 ในการศึกษาครั้งนี้ น�ำเทคนิค gap-PCR       

มาพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์โดยน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของไฟรเมอร์ที่ใช้ตรวจหาส่วนหายของ gene ในกลุ่ม  

-thalassemia1 (SEA-deletion, THAI-deletion) 

ตามผู้ศึกษามาก่อน3 มาปรับหาสภาวะที่เหมาะสมกับ

เครือ่งมือและน�ำ้ยาตรวจวเิคราะห์เพือ่เพิม่ปรมิาณสาร

พนัธุกรรม4 จงึมวีตัถุประสงค์เพือ่ประเมนิความถูกต้อง

ของผลตรวจวเิคราะห์จากวธิทีีพ่ฒันาขึน้เพือ่ความน่า

เชื่อถือของผลตรวจวิเคราะห์ในการให้บริการตรวจ

วิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ

วัสดุและวิธีการศึกษา
	 ประชากรที่ศึกษา

 	 ตวัอย่างโลหติท่ีได้รบัการตรวจหา Hemoglobin 

typ ing  ด ้ วยวิ ธี  Low pressu re  L iqu id                                        

chromatography ท่ีงานตรวจโลหติวทิยา จลุทรรศน์

ศาสตร์คลินิก และการตรวจพิเศษ ตั้งแต่ กันยายน 

พ.ศ. 2558 ถึง เมษายน พ.ศ. 2559 จ�ำนวน 103 ราย 

โดยจัดกลุ่มผู้ป่วยโรค -thalassemia กลุ่มผู้ป่วยที่

ไม่มียีน -thalassemia กลุ่มผู้ป่วยที่อาจจะมียีน              

-thalassemia ร่วมอยู ่จากผลตรวจทางโลหติวทิยา

ตามแนวทางการวินิจฉัยในคู่มือทางห้องปฏิบัติการ

ตรวจวินิจฉัยธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติ            

ได้ดังนี้

	 1.	กลุ่มผู้ป่วยโรค -thalassemia 1 ได้แก่ 

Hb H disease ( -thalassemia 1/ -thalassemia 2),

Hb H-CS disease ( -thalassemia 1/Hb CS), EA 

Bart’s disease, EFA Bart’s Disease, EF Bart’s 

Disease จ�ำนวน 8 ราย 

	 2.	กลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มยีนี -thalassemia ร่วม

อยู่ ได้แก่ Hb E trait Suspected Hb Constant 

spring จ�ำนวน 13 ราย 

	 3.	กลุม่ผูป่้วยทีอ่าจจะมยีนี -thalassemia 

ร่วมอยู ่ได้แก่ Homozygous Hb E with or without 

alpha-thalassemia, Normal Hb typing not rule 

out alpha-thalassemia, Hb E trait with or with-

out -thalassemia, beta-thalassemia trait with 

or without alpha-thalassemia, Suspected 

Homozygous Hb E or Beta thalassemia/HbE 

with or without alpha-thalassemia, Beta-thal-

assemia/Hb E with or without alpha-thalas-

semia จ�ำนวน 82 ราย 

	 วิธีการศึกษา

	 1.	วิ ธี พั ฒ น า ก า ร ต ร ว จ วิ เ ค ร า ะ ห ์ ห า                               

-thalassemia 1 gene ด้วยวธีิ gap-PCR (SEA, THAI)

		  1.1	การสกัดสารพันธุ์กรรม น�ำตัวอย่าง

โลหิตมาสกัดดีเอ็นเอ ตามชุดสกัด Quick Gene DNA 

Tissue kit S (Fujifilm) ร่วมเคร่ืองสกัดดีเอ็นเอ 

Quickgene 810 (Fujifilm) โดยปฏิบัติตามคู่มือท่ี      

ผู้ผลิตก�ำหนด ได้สารละลายดีเอน็เอ (DNA template) 

น�ำไปเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส

		  1.2	ไฟรเมอร์ทีใ่ช้ โดยมลี�ำดบันวิคลโีอไทด์ 

และ ภาพแสดงต�ำแหน่งสังเคราะห์ของไฟรเมอร์บน

สาย DNA และผลตรวจหาขนาด DNA ของ PCR 

product ด้วย gel electrophoresis (ตารางที ่1 และ 

ภาพที ่1)

วิจิตร เสาวรัจ
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ตารางที่ 1 แสดงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไฟรเมอร์ และ ขนาดของ PCR product จากกระบวนสังเคราะห์สาร

พันธุกรรม3

ไฟเมอร์ ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (5’ ----- 3’) ขนาด PCR product (bp)

T1 TGA CTG CAT CAT AAT TCC AGC AG
480

T2 TGA GGC AGG AGA TTC GCT TGA

A7 CTC TGT GTT CTC AGT ATT GGA G
660

A9 ATA TAT GGG TCT GGA AGT GTA TC 

A1B GGT TCC CTG AGC CCC GAC ACG 314

พัฒนาการตรวจวินิจฉัย -thalassemia1 ด้วยเทคนิค Multiplex gap PCR

ภาพที่ 1 แสดงต�ำแหน่งสังเคราะห์ของไฟรเมอร์บนสาย DNA และผลตรวจหาขนาด DNA ของ PCR product 

ด้วย gel electrophoresis3
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	 1.3	การหาสภาวะเหมาะสมของเพิม่ปรมิาณ

สารพันธุกรรม โดยปรับปริมาณสารละลาย dNTP 

(Solis Biodyne, Estonia) DNA polymerase                

(Promega, USA) ไฟรเมอร์ ให้เหมาะสม ตามผูศ้กึษา

มาก่อนและความเข้มข้นของสารละลายเพิ่มปริมาณ

สารพันธุ์กรรมตามผู้ผลิตก�ำหนด น�ำสารละลายที่ได้ 

22 ไมโครลติร และเตมิ DNA template 3 ไมโครลติร 

น�ำมาผ่านกระบวน PCR ด้วยเครื่อง thermal cycler 

(Labcycler SenoQuest, Germany) โดยเริ่มจาก

อณุหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส 2 นาท ีเพือ่กระตุน้ให้ Tag 

polymerase พร้อมที่จะท�ำงาน จากนั้นเข้าสู่วงรอบ

เพิ่มสารพันธุ์กรรม 35 รอบ ประกอบ Denaturation 

95 องศาเซลเซียส 40 วินาที Annealing 55 องศา

เซลเซยีส 20 วนิาท ีและ Extension 72 องศาเซลเซยีส 

120 วินาที จากนั้น เข้าสู่ Final Extension 72 องศา

เซลเซียส 5 นาที 1 รอบ สิ้นสุดกระบวนการ PCR น�ำ 

PCR product ที่ได้น�ำแยกขนาดของ DNA ด้วยวิธี 

2% agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับ 

DNA มาตรฐาน (HyperLadder 1kb, bioline)                     

ที่ 100 โวลต์ นาน 45 นาที และย้อมด้วย ethidium 

bromide บันทึกภาพผลตรวจด ้วย EZ Gel                  

Documentation System

	 2.	ประเมินถูกต้องของการตรวจวิเคราะห์

	 เมื่อปรับสภาวะท่ีเหมาะสมในวิธีการตรวจ

วิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น น�ำไปตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่าง

โลหิตกลุ ่มประชากรที่ศึกษา น�ำผลตรวจที่ได้มา

ค�ำนวณหาความไวและความจ�ำเพาะของการตรวจ

วิเคราะห์

	 วิธีการเก็บข้อมูล

	 1.	บนัทกึภาพผลผลตรวจหาขนาด DNA ของ 

PCR product ด้วย gel electrophoresis ที่ได้จาก

การตรวจวิเคราะห์หา -thalassemia 1 gene ด้วย

วิธี Multiplex gap-PCR ที่ปรับสภาวะเหมาะสมใน

การตรวจวิเคราะห์ โดยตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่าง

โลหิตที่มีผลตรวจชนิดฮีโมโกลบิน

	 2.	ตรวจวิเคราะห์หา -thalassemia 1 ใน

ตัวอย่างโลหิตในกลุ่มประชากรที่ศึกษา 103 ตัวอย่าง 

ด้วยวิธี Multiplex gap-PCR ที่ปรับสภาวะที่เหมาะ

สมในการตรวจวิเคราะห์ บันทึกผลการตรวจ

	 การวิเคราะห์ข้อมูล

	 1.	เปรียบเทียบผลบันทึกภาพ ผลตรวจหา

ขนาด DNA ของ PCR product ด้วยวิธี gel electro-

phoresis ที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์หา -thalas-

semia 1 gene ด้วยวิธี Multiplex gap-PCR

	 2.	ค�ำนวณหาความไวและความจ�ำเพาะของ

การตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น ในกลุ่มประชากรกลุ่ม

ผู้ป่วยโรค -thalassemia และ กลุ่มผู้ป่วยที่ไม่มียีน 

-thalassemia ร่วมอยู่

ผลการศึกษา
	 ภาพผลตรวจวเิคราะห์หา -thalassemia1 

gene ด้วยวธิ ีMultiplex gap-PCR ได้จากปรบัสภาวะ

ของสารละลายและ DNA template ให้เหมาะสมเพือ่

เพ่ิมปริมาณสารพันธกุรรม โดยใช้ตัวอย่างผู้ป่วยท่ีมผีล

ตรวจหาชนิดฮีโมโกลบิน เป็น Homozygous HbE 5 

ราย (แถวที่ 1, 3, 4, 7, 9) HbE Trait 1 ราย (แถวที่ 

6) A2A 3 ราย (แถวที่ 2, 10, 11) A2A Bart’s 3 ราย 

(แถวที่ 5, 8, 12) ซึ่ง A2A Bart’s เป็นที่เฉพาะกับ           

-thalassemia 1 (--SEA) และ HyperLadder 1kb 

(แถวที่ 13) เป็นตัวก�ำหนดต�ำแหน่ง DNA ในตรวจหา

ขนาด DNA base pair ด้วยวิธี gel electrophoresis 

พบว่า แถบ DNA ที่ต�ำแหน่ง 314 bp เป็น internal 

control และ ต�ำแหน่งที่ 660 bp เฉพาะกับ -thal-

assemia 1 (--SEA) ซึ่งแถบ DNA ที่ต�ำแหน่ง 314 bp 

สงัเคราะห์จากไฟรเมอร์ A7 และ A1B, และ ต�ำแหน่งที่ 

660 bp สังเคราะห์ของไฟรเมอร์ A7 และ A9                  

แสดงที่ แถบที่ 1–12 และแถบที่ 3, 5, 8, 12 ตาม

ล�ำดับ ดังภาพที่ 1 

วิจิตร เสาวรัจ
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ภาพที่ 2 แสดงผลตรวจหา -thalassemia 1 (--SEA) ด้วยวิธี Multiplex gap-PCR โดยต�ำแหน่งที่ 314 bp 

สังเคราะห์จากไฟรเมอร์ A7 และ A1B เป็น Internal control, ต�ำแหน่งที่ 660 bp สังเคราะห์ของไฟรเมอร์ A7 

และ A9 เฉพาะกับ -thalassemia 1 (--SEA), แถวที่ 1,2,4,6,7,9,10,11 ให้ผลลบกับ -thalassemia 1                       

(--SEA) แถวที่ 3,5,8,12 ให้ผลบวกกับ -thalassemia 1 (--SEA) แถวที่ 13 HyperLadder 1kb เป็นทราบขนาด 

DNA bp

	 ผลตรวจตัวอย่างโลหิต จ�ำนวน 103 ราย ได้

รบัจัดกลุม่ตวัอย่างโลหติเพือ่ตรวจหา -thalassemia

1 gene พบว่า กลุ่มผู้ป่วยโรค -thalassemia1 

จ�ำนวน 8 ราย ตรวจพบ -thalassemia 1                      

(SEA deletion) ทั้งหมด คิดเป็น ร้อยละ 100 กลุ่ม                

ผู้ป่วยที่ไม่มียีน -thalassemia ร่วมอยู่ จ�ำนวน 13 

ราย ตรวจไม่พบ -thalassemia 1 (SEA, THAI 

deletion) ทั้งหมด คิดเป็น ร้อยละ 100 และกลุ่ม           

ผู้ป่วยที่อาจจะมียีน -thalassemia ร่วมอยู่ จ�ำนวน 

82 ราย ตรวจพบ -thalassemia 1 (SEA deletion) 

จ�ำนวน 6 ราย คิดเป็น ร้อยละ 7.3 แสดงให้เห็นว่า วิธี

ตรวจวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึน มีความไวในการทดสอบ 

ร้อยละ 100 มีความจ�ำเพาะในการทดสอบ ร้อยละ 

100 และสามารถตรวจพบยีนในกลุ่มที่อาจจะมียีน                 

-thalassemia ร่วมอยู่ ได้ ดังตารางที่ 2

พัฒนาการตรวจวินิจฉัย -thalassemia1 ด้วยเทคนิค Multiplex gap PCR
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ตารางท่ี 2 แสดงผลตรวจหา -thalassemia 1 (--SEA) ด้วยวิธี Multiplex gap-PCR ในกลุ่มผู้ป่วยโรค               

-thalassemia1, กลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มียีน -thalassemia, กลุ่มผู้ป่วยท่ีอาจจะมียีน -thalassemia ร่วมอยู่ 

จ�ำนวน 103 ราย

Hemoglobin typing report
Hemoglobin 

typing
จ�ำนวน

GAP PCR Result

ร้อยละ

ผลบวกNegative

positive 

for SEA 

deletion

Positive 

for THAI 

delete

1. กลุ่มผู้ป่วยโรค -thalassemia1

     Hb H disease ( -thalassemia

     1/ -thalassemia 2)
A2ABart’sH 3 0 3 0 100

     Hb H-CS disease

     ( -thalassemia 1/ Hb CS)
CS A2A Bart’s H 1 0 1 0 100

     EA Bart’s disease EA Bart’s 1 0 1 0 100

     EFA Bart’s Disease EFA Bart’s 2 0 2 0 100

     EF Bart’s Disease EF Bart’s 1 0 1 0 100

2. กลุ่มผู้ป่วยที่ไม่มียีน -thalassemia 

     Hb E trait EA (HbE 25–35%) 12 12 0 0 0

     Suspected Hb Constant spring CsA2A 1 1 0 0 0

3. กลุ่มผู้ป่วยที่อาจจะมียีน -thalassemia ร่วมอยู่

     Normal Hb typing not rule 

     out alpha-thalassemia
A2A 30 26 4 0 13.3

     Homozygous Hb E with or 

     without alpha-thalassemia
EE 31 30 1 0 3.2

     Hb E trait with or without

     -thalassemia
EA (HbE < 25 %) 14 13 1 0 7.1

     Suspected Homozygous Hb 

     E or Beta thalassemia/ HbE 

     with or with out alpha-thalassemia

EE/EF 4 4 0 0 0

     Beta-thalassemia/Hb E with or 

     without alpha-thalassemia
EFA 2 2 0 0 0

     beta-thalassemia trait with 

     or without alpha-thalassemia
A2A (HbA2 >4%) 1 1 0 0 0

วิจิตร เสาวรัจ
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วิจารณ์และสรุป
	 การศึกษานี้ได้พัฒนาการตรวจวิเคราะห์หา                  

-thalassemia1 ด้วยวิธี Multiplex-PCR โดยน�ำ    

ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ท่ีมีผู้ศึกษามาก่อน  

ได้ปรบัสภาวะให้เหมาะสมในน�ำ้ยาสารละลายเพ่ือเพิม่

จ�ำนวนสารพันธุ ์กรรมและเครื่องเพิ่มปริมาณสาร            

พันธุกรรม (thermal cycle) และน�ำ PCR product 

ท่ีได้มาแยกชนดิด้วยวธิ ีagarose gel electrophoresis

โดยน�ำมาตรวจวเิคราะห์ในตวัอย่างผูป่้วยทีม่ผีลตรวจ

หาชนิดฮีโมโกลบิน พบว่า ได้แถบ DNA ท่ีต�ำแหน่ง 

660 bp, 314 bp ตามล�ำดับ ซึ่งเป็นสาย DNA ที่

สังเคราะห์ดีเอ็นเอจาก ไฟรเมอร์ A7 และ A9                         

ที่เฉพาะกับ -thalassemia 1 (--SEA) และสาย DNA 

ทีส่งัเคราะห์จากไฟรเมอร์ A7 และ A1B เป็น Internal 

control ซึ่งให้ผลการทดสอบ เช่นเดียวกันกับผู้ศึกษา

มาก่อน ส่วนต�ำแหน่งที่ 480 bp ซึ่งได้จากสังเคราะห์

ดีเอ็นเอ ไฟเมอร์ T1 และ T2 เฉพาะกับ -thalas-

semia 1 (--Thai) ไม่สามารถประเมินได้ เนื่องจากไม่มี

ตวัอย่างทดสอบ เนือ่งจากมคีวามชกุของความผดิปกติ

นี้ ร้อยละ 1 ซึ่งมีความชุกต�่ำมาก อย่างไรก็ตามการให้

บริการตรวจวิเคราะห์ต้องใช้ไฟเมอร์ T1 และ T2 ใน

การตรวจวิเคราะห์หา -thalassemia 1 ควบคู่              

ไปด้วย เมื่อน�ำมาตรวจตัวอย่างผู้ป่วย พบว่า มีความ

ไวในการทดสอบ ร้อยละ 100 มีความจ�ำเพาะในการ

ทดสอบ ร้อยละ 100 ตามล�ำดับ และตรวจพบ               

-thalassemia 1 ในกลุ ่มผู ้ป่วยที่อาจจะมียีน           

-thalassemia ร่วมอยู ่แสดงถงึความสามารถในการ

ตรวจหายีนดังกล่าวของการทดสอบ ซึ่งแต่ละพื้นท่ีมี  

ผูป่้วยทีอ่าจจะมียนี -thalassemia ร่วมอยูแ่ตกต่าง

กัน และได้สอบเทียบผลตรวจระหว่างห้องปฏิบัติการ

ศูนย์อนามัยที่ 9 นครราชสีมา ให้ผลตรวจ -thalas-

semia 1 ตรงกัน 

	 กลุ ่มประชากรที่ศึกษาเป็นตัวอย่างโลหิต 

อาศัยการจัดกลุ่มผู้ป่วยตามแนวทางการวินิจฉัยใน

คู่มือทางห้องปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยธาลัสซีเมียและ 

ฮโีมโกลบนิผดิปกติ ซ่ึงใช้ผลตรวจแยกชนดิฮีโมโกลบนิ 

ร่วมกับ MCV และ MCH จัดเป็นกลุ ่มผู ้ป่วยโรค               

-thalassemia 1 ซ่ึงกลุม่นีต้รวจพบ Hb Bart’s เนือ่ง

จากฮีโมโกลบินผิดปกตินี้ท่ีเกิดจากการขาดหายของ 

-globin gene บน chromosome คู่ที่ 16 จ�ำนวน 

2 ต�ำแหน่งบนเส้นเดียวกัน4,5 ผลตรวจหาชนิดของ           

ฮีโมโกลบินที่พบ A2A Bart’s, CS A2A Bart’s H, EA 

Bart’s, EFA Bart’s, EF Bart’s ซึ่งตรวจพบ                              

-thalassemia1 (SEA delete) ทั้งหมด และกลุ่ม 

ผู้ป่วยที่อาจจะมียีน -thalassemia ร่วมอยู่ ตรวจ

พบชนิด  ฮีโมโกลบิน A2A, EE, EA, HbE (<25%), 

EE/EF, EFA, A2A (HbA2>4%) ซึ่งตรวจพบ -thal-

assemia 1 (SEA delete) ร้อยละ 7.3 ซึ่งกลุ่มนี้ตรวจ

พบได้สูงในกลุ่ม Normal Hb typing not rule out 

apha-thalassemia (A2A MCV < 80, HbE Trait 

with/without -thalassemia (Hb E <25%)               

ร้อยละ 13.3, 7.1 ตามล�ำดับ สอดคล้องกับผลการ

ศึกษาของ ณัฐยา แซ่อ้ึง และคณะ3 ซ่ึงเป็นล�ำดับ                     

นิวคลีโอไทด์และวิธีตรวจวิเคราะห์เดียวกันในการ

ศึกษาครั้งนี้ พบว่า ตรวจพบ -thalassemia 1 ใน

กลุ่มตัวอย่างที่ตรวจพบชนิดฮีโมโกลบินที่เหมือนกัน 

ส่วนกลุ่มผู้ป่วยที่ไม่มียีน -thalassemia 1 ร่วมอยู่ 

เป็นกลุ่มพบชนิดฮีโมโกลบิน EA (HbE 25–35%), CS 

A2A ซึ่งตรวจไม่พบ -thalassemia1 (SEA, THAI 

delete) ทั้งหมด ซ่ึงสอดคล้องค�ำแนะน�ำของคณะ               

ผู้เชี่ยวชาญได้แนะน�ำไว้

	 การศกึษานีเ้ป็นการพฒันาวธิตีรวจโดยอาศยั

น�ำ้ยาส�ำเร็จรูปในส่วนสารละลายชวีเคมท่ีีมส่ีวนส�ำคญั

ในสร้างสารพันธุ์กรรมประกอบด้วย dATP dCTP 

dGTP dTTP และเอนไซน์ Taq DNA polymerase 

พัฒนาการตรวจวินิจฉัย -thalassemia1 ด้วยเทคนิค Multiplex gap PCR
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รวมทั้งสารเคมีที่จ�ำเป็น ได้แก่ Mg2+ และ Primers    

ซึ่ งเป ็นล�ำดับนิวคลีโอไทด ์ถูกออกแบบไว ้ เพื่อ

สงัเคราะห์สายพนัธ์ุกรรมเป้าหมาย ส่วนปรมิาณ DNA 

template ได้จากการสกัด DNA จากตัวอย่าง น�ำมา

ปรับความเข้มข้นของสารละลายให้มีสภาวะที่เหมาะ

สมให้เกดิกระบวนเพิม่ปรมิาณสารพันธุก์รรมในหลอด

ทดลอง ดังน้ันต้องควบคุมปัจจัยต่างๆ ให้เป็นตามท่ี

ก�ำหนด6 ต้องมีตัวอย่างที่มี -thalassemia1 และ

ตัวอย่างที่ไม่มี -thalassemia1 รวมทั้ง DNA              

marker ที่เหมาะสมกับต�ำแหน่ง 314, 480, 660 bp 

ควบคุมทุกครั้งที่ท�ำการตรวจวิเคราะห์

 	  สรปุ วธิตีรวจวเิคราะห์หา -thalassemia1 

(SEA, THAI delete) ด้วยวธิ ีMultiplex-PCR ทีพ่ฒันา

ขึ้น โดยใช้ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ มาปรับสภาวะท่ี                 

เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์กับ DNA template 

ต้นฉบบั น�ำ้ยาเพ่ิมปรมิาณสารพันธ์ุกรรม และกระบวน 

PCR ที่เหมาะสมกับเครื่อง Thermal cycle พบว่า มี

ความไวและความจ�ำเฉพาะของการตรวจวิเคราะห์ 

ร้อยละ 100 ให้ผลตรวจสอดคล้องกับผู้ท�ำศึกษามา

ก่อนที่ออกแบบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ วิธีตรวจเดียวกัน 

และเปรียบเทียบผลตรวจระหว่างห้องปฏิบัติการ ให้

ผลตรวจตรงกัน ดังนั้นวิธีตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น 

ให้ผลตรวจที่มีความน่าเชื่อถือจึงสามารถให้บริการ

ตรวจวิเคราะห์ได้ และเพิ่มศักยภาพของห้องปฏิบัติ

การทางอณูโมเลกุล 

กิตติกรรมประกาศ
	 ขอบคุณ รศ.ดร.สพุรรณ ฟูเ่จรญิ คณะเทคนคิ

การแพทย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่ให้ค�ำแนะน�ำ       

ล�ำดบันิวคลโีอไทด์และการใช้ไฟเมอร์ ดร.ยพิุน โจ้แป้ง 

นักเทคนิคการแพทย์ช�ำนาญการพิเศษ ศูนย์อนามัย   

ที่ 9 นครราชสีมา ที่ให้การสอบเทียบผลการตรวจ

วิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติการ และนักเทคนิคการ

แพทย์ เจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์ งานโลหิตวิทยา 

จุลทรรศน์คลินิก และการตรวจพิเศษ ทีช่่วยในการเก็บ

ตัวอย่างโลหิตในการศึกษาในครั้งนี้
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