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บทคดัยอ  การศกึษาความสมัพันธระหวางความหลากหลายทางพนัธกุรรมกบัลกัษณะการแสดงออก (genotype-phenotype 

association study) เชน การเกิดโรค ความรุนแรงของโรค การตอบสนองตอยา มักใชเทคนิคการตรวจทางพันธุกรรมที่มี

ขั้นตอนซับซอนและมีคาใชจายสูง จึงจําเปนตองมีการตรวจวัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอแตละตัวอยาง ซึ่งการตรวจเหลานี้

ไมสามารถระบุการสลับตัวอยางหรือการปนเปอนระหวางตัวอยางที่อาจเกิดขึ้นโดยเฉพาะข้ันตอนที่ทําโดยมนุษย การตรวจ

จีโนทัยปเพศของตัวอยางดีเอ็นเอเพื่อยืนยันวาตรงกับบันทึกขอมูลเพศของบุคคลในฐานขอมูล เปนวิธีการหน่ึงที่ชวยเพิ่ม

ความมั่นใจในคุณภาพผลการศึกษา จึงไดพัฒนาวิธีการตรวจจีโนทัยปเพศดวยเทคนิค real-time PCR ดวยคูไพรเมอร

ของยีน CDY-1 บนโครโมโซม Y ผลการทดสอบประสิทธิภาพในตัวอยางดีเอ็นเอ 377 ตัวอยาง พบวาใหผลตรวจจีโนทัยป

เพศตรงกับบันทึกในฐานขอมูลบุคคลรอยละ 100 วิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถนําไปใชตรวจเพศในตัวอยางดีเอ็นเอจํานวนมากได

อยางมีประสิทธิภาพ การพัฒนาใหการตรวจนี้สามารถตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอดวยจะทําใหไดวิธีตรวจที่นําไปใชประโยชนได

สมบูรณขึ้น  

คําสําคัญ  การตรวจจีโนทัยปเพศ,  ดีเอ็นเอมนุษย, เรียลไทม พีซีอาร 
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บทนํา

การเตรียมตัวอยางจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA; gDNA) สําหรับการตรวจวิเคราะหสารพันธุกรรม 

(genotyping) เพื่อจําแนกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตในการวิจัยทางพันธุศาสตร มีขั้นตอนตั้งแตการเก็บ

ตัวอยาง เชน เลือด นํ้าลาย เยื่อบุกระพุงแกมของบุคคล การติดฉลากรหัสตัวอยาง การแบงตัวอยางเพื่อแยกเก็บรักษา

การสกัดและการเจือจาง gDNA แตละขั้นตอนมีโอกาสเกิดความผิดพลาดได โดยเฉพาะจากคนทํางาน (human

error)  เพือ่ใหไดผลการตรวจทีม่คีณุภาพ สามารถนาํขอมลูไปวเิคราะหความสมัพนัธระหวางผลการตรวจจโีนทยัปกบั

ลักษณะที่แสดงออกของผูปวย (genotype-phenotype analysis) และไดผลการศึกษามีความถูกตองแมนยํา จึงมี

ความจําเปนตองตรวจคุณภาพและปริมาณ gDNA กอนการศึกษาอื่นๆ ทางหองปฏิบัติการ เชน ความบริสุทธิ์และ

ความเขมขนของ gDNA โดยประมาณ ทราบไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงยูวีที่ชวงคลื่น 260/280 นาโนเมตร(1,2) 

การใชสารเรืองแสงที่จับจําเพาะกับดีเอ็นเอสายคู เชน PicoGreen หรือ Hoechst H33258  หรือ SYBR Green(3,4)

จะทราบคาความเขมขนท่ีแนนอน สวนการแยกดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) จะทําใหทราบความ

สมบูรณ (integrity) ของ gDNA วายังคงสภาพเปนสายยาวโดยปรากฏเปนแถบหนาขนาดใหญมากกวา 30 kb(5) 

ไมขาดเปนทอนส้ันๆ ซ่ึงจะเหน็เปนแถบปน (smearing pattern)  ปจจบุนัมเีครือ่งอัตโนมตัทิีส่ามารถตรวจคุณภาพและ

ปริมาณ gDNA  เชน เครื่องที่ใชหลักการ microfluidic electrophoresis (Tape Station System, Agilent) หรือ 

capillary electrophoresis (Fragment Analyzer System, Agilent) เพื่อวิเคราะหปริมาณความเขมขน 

พรอมคาความสมบูรณของสายดีเอ็นเอ (DNA Integrity Number; DIN) 

การตรวจคณุภาพและปรมิาณดงักลาวเปนการตรวจแตละตัวอยางดีเอ็นเอ  ไมสามารถระบบุคุคลของตวัอยาง

ดเีอน็เอ (DNA identification) หรอืการปนเปอนระหวางตวัอยางได   ซึง่เปนขอผดิพลาดทีเ่กดิไดบอยจากคนทาํงาน 

โดยเฉพาะในกรณีที่มีตัวอยางจํานวนมาก ในการวิเคราะหลําดับเบสทั้งจีโนม (whole genome sequencing) หรือทั้ง 

exome (whole exome sequencing) หรือการวิเคราะหความหลากหลายแบบนิวคลิโอทัยปเดี่ยวทั้งหมด (whole 

single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping) สามารถระบเุพศของบคุคลจากการวเิคราะหผลจโีนทยัป 

(gender genotyping) ได เพื่อนํามาตรวจสอบกับขอมูลเพศที่บันทึกในฐานขอมูลบุคคล ซึ่งเปนขั้นตอนการตรวจ

คุณภาพขอมูลกอนการศึกษาตอไป(6,7) ตัวอยางที่มีผลจีโนทัยปเพศไมตรงกับฐานขอมูลจะมีการทวนสอบการบันทึก

ขอมูลและขั้นตอนทางหองปฏิบัติการตั้งแตการเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ หากยังไมตรงกัน ตัวอยางนั้นจะถูกตัดออกจาก

การวเิคราะห  ในกรณท่ีีมีตวัอยางจาํนวนมากใหผลไมตรงกนั จะทาํใหสญูเสยีเวลาและคาใชจายในการตรวจระดบัจโีนม

ทีม่รีาคาสงู  ซึง่หากเปนการศกึษาพนัธกุรรมเฉพาะตาํแหนง จะไมสามารถตรวจสอบความผดิพลาดเหลานีไ้ด จงึมีความ

จําเปนตองตรวจตัวอยางดีเอ็นเอวาถูกตองตรงตัวบุคคลกอนการนําตัวอยางดีเอ็นเอไปศึกษาดวยเทคนิคขั้นสูงตางๆ 

ในงานวิจัยทางพันธุศาสตร เพื่อใหไดผลการศึกษาวิจัยที่มีคุณภาพนาเชื่อถือ ลดความเสี่ยงการเกิดความผิดพลาดและ

การสูญเสียคาใชจายในการตรวจที่ไมสามารถนําผลมาใชประโยชนได    

การตรวจจีโนทัยปเพศ (gender genotyping) เปนวิธีการระบุเพศโดยอาศัยการตรวจดวยวิธีการ

ทางชีวโมเลกุล มีการใชกันมากโดยเปนสวนหน่ึงของการตรวจ genetic markers ชนิด short tandem repeats

(STRs) หรือ microsatellites หรอื single nucleotide polymorphisms (SNPs) ในการตรวจยนืยนับคุคล (person

identification) และงานพิสูจนเอกลักษณบุคคลทางนิติเวช (Forensic Sciences) โดยเฉพาะกรณีที่วัตถุพยาน

เปนชิ้นสวนของรางกายหรืออวัยวะ(8,9) นอกจากนี้ยังใชในการยืนยันเพศของนักกีฬาหญิงวาไมมีโครโมโซม Y

ซึ่งอาจทําใหไดเปรียบในการแขงขันกีฬาอาชีพ หรือในเวชศาสตรการกีฬา (Sport Sciences)(10) ยีนที่มีการ

นํามาใชตรวจจีโนทัยปเพศ ไดแก Amelogenin(11)  หรือ Zinc Flinger Protein X-linked/Zinc Flinger 

Protein Y-linked (ZFX/ZFY)(12) ซึ่งมีอยูบนทั้งโครโมโซม -X และ –Y ดวยขนาดที่ไมเทากัน ยีน DYS390   

DYS438 DYA439 และ  sex-determination region Y (SRY) บนโครโมโซม Y การตรวจยีนเหลานี้ใชเทคนิค 
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PCR เพิ่มขยายยีนกอนนําไปตรวจวิเคราะหหาขนาดทอนยีนดวย capillary electrophoresis โดยใชเครื่องมือและ

ซอฟตแวรจาํเพาะ เชน Fragment Analyzer หรอื Genetic Analyzer(13,14,15,16) มรีายงานการใชเทคนิค multiplex 

PCR ในการเพิ่มขยายยีน SRY  โดยมีคูไพรเมอรยีน Alastin GTPase1 (ATL1)  บนโครโมโซม 14 เปนตัวควบคุม

ภายใน (internal control)(17) 

หองปฏิบัติการกองการแพทยจีโนมิกสและสนับสนุนนวัตกรรม กรมวิทยาศาสตรการแพทย ใชการตรวจ

จีโนทัยปเพศดวยวิธี PCR โดยใชคูไพรเมอรยีน  Chromodomain Y-linked 1 (CDY-1) บนโครโมโซม Y และ

คูไพรเมอร Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP-1) บนโครโมโซม X แบบแยกหลอด ซึ่งเปน

วิธีการที่ไดรับถายทอดจากความรวมมือกับ RIKEN Center for Integrative Medical Sciences ประเทศญี่ปุน 

(Mushiroda T. ขอมูลไมไดเผยแพร)  สามารถระบกุารสลบัระหวางตัวอยางตางเพศกนั หรอืมกีารสลบัตวัอยางจาํนวน

มาก แตไมสามารถระบกุารสลบัตวัอยางระหวางดเีอน็เอจากเพศเดยีวกนั  วธิกีารทาํ PCR เปนแบบแยกยนีคนละหลอด

และอานผลดวยการทํา agarose gel electrophoresis เปนขอจํากัดในการตรวจตัวอยางจํานวนมาก การศึกษานี้ได

พัฒนาวิธีตรวจจีโนทัยปเพศที่รวดเร็วดวยเทคนิค duplex–PCR และ real-time PCR เพื่อลดการใชทรัพยากร

และเวลา สามารถตรวจตัวอยางจํานวนมาก สําหรับใชตรวจเพศของตัวอยางดีเอ็นเอกอนการตรวจวิเคราะหอื่นๆ 

ทางหองปฏิบัติการตอไป

วัสดุและวิธีการ

การออกแบบไพรเมอร (primer) 

เลือกยนี TIMP-1 บนโครโมโซม X และยนี CDY-1 บนโครโมโซม Y  เปนเปาหมายในการพฒันาการตรวจ

จีโนทัยปเพศ โดยตรวจสอบลําดับเบสและปรับเลือกลําดับเบสของไพรเมอรใหอยูในบริเวณที่ไมพบความหลากหลาย

ทางพันธกุรรมโดยอางองิลาํดบัเบสจากฐานขอมูล (www.ncbi.nlm.nih.go; TIMP-1 reference ID: NG_012533  

และ CDY-1 reference ID: G_011754) ดังแสดงในตารางที่ 1 

Primer 
Name

Sequence (5´ to 3´)
Length 
(bp)

Postion*
Tm**
( ํC)

PCR product
size (bp)

TIMP-1_F AGT TTC TCA TTG CTG GTG AGG CAC CGT CC 29 8027-8055 73.20
817

TIMP-1_R AGC CAT CAG GGA ACA GGC TTG GAC TAG CC 29 8843-8815 67.23

CDY-1_F GCA CAA ACG CTT CAG AGA C 19 7422-7440 53.96
817

CDY-1_R CCT AAA TCT GCA CAT TCC AC 20 7708-7689 50.98

*อางอิงตําแหนงจาก TIMP-1 reference ID: NG_012533  และ CDY-1 reference ID: NG_011754)  

** คํานวณดวยวิธี  Nearest Neighbor โดย Oligonucleotide Properties Calculator(18)

ตารางที ่1  ลาํดบัเบส ขนาด ตาํแหนง และ melting temperature (Tm) ของไพรเมอร และขนาดของผลผลติพีซอีาร

Duplex PCR

การเพิ่มขยายยีน TIMP-1 และ CDY-1 ใชคูไพรเมอรของทั้งสองยีนในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน (duplex 

PCR)  โดยในนํ้ายาปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบดวยเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส (DNA polymerase) ใน

บัฟเฟอรสําเร็จรูป (KAPA 2G Fast Multiplex Mix Kit, Wilmington, Massachusetts, USA) ที่มี  200 nM
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ของแตละไพรเมอร และตัวอยางดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร (5-50 นาโนกรัม) ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (ABI 9700, 

GeneAmp PCR system, Forster, USA)  ที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส ( ํC) นาน 5 นาที  ตามดวย  35 รอบ 

ที่ 95 ํC นาน 10 วินาที ที่ 60 ํC นาน 15 วินาที  และที่ 72 ํC นาน 15 วินาที  ตรวจผลผลิตพีซีอารขนาด 817 bp ของ

ยีน TIMP-1 และขนาด 287-bp ของยีน CDY-1 โดยการเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder (New England 

Biolabs Inc., Massachusetts, USA) ใน 1.5% agarose ภายหลังการทํา electrophoresis 

real-time PCR

ทําในปริมาตรรวม 5 ไมโครลิตร โดยใชนํ้ายา real-time PCR ที่มีเอ็นไซม DNA polymerase และสาร

เรืองแสงชนิด SYBR ในบัฟเฟอร (KAPA SYBR Fast qPCR, Massachusetts, USA)  และใช 200 nM ของ

ไพรเมอรแตละเสน โดยทําเปนแบบแยกหลอดคูไพรเมอรของยีน  TIMP-1 และ CDY-1 และแบบรวมหลอดของ

ไพรเมอรทั้งสองคู (duplex real-time PCR) ใชตัวอยางดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร (2.5-50 นาโนกรัม) ใสในเครื่อง 

real-time PCR (ABI 7900 HT real-time, Forster City, USA)  ตั้งการทํางานที่อุณหภูมิ  95 ํC นาน 3 นาที  

ตามดวย 35 รอบ ท่ี 95 ํC นาน 5 วินาที และท่ี 60 ํC นาน 45 วนิาท ีจากนัน้ทาํ melting curve analysis โดยต้ังอุณหภมูทิี่

95 ํC นาน 15 วินาที  และ 60 ํC นาน 15 นาที กอนเพิ่มอุณหภูมิอยางชาๆ (2% ramp rate) ไปที่ 95 ํC นาน 15 

วินาที วิเคราะหผลดวย 7900 HT Sequence Detection System software v2.3 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารขนาด 

817 bp ของยีน TIMP-1 และขนาด 287-bp ของยีน CDY-1 โดยการทํา electrophoresis เชนเดียวกับวิธี PCR 

การหาลําดับเบส

นาํผลผลติพซีีอารไมจาํเพาะ (non-specific product) ซึง่เกดิขึน้ในในหลอดปฏกิริิยาชุดไพรเมอร CDY-1 

กับตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง ขนาดประมาณ 450-bp มาหาลําดับเบส โดยยอยทําลายไพรเมอร CDY-1 และ dNTP 

ที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาดวยเอ็นไซม Exonuclease I และ Alkaline phosphatase  ตามคูมือของนํ้ายา illustra 

ExoProStar (GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, England) จากนัน้นาํ 1 ไมโครลติร  มาทาํปฏกิริยิา

แบบ dideoxy chain termination ดวย CDY-1 forward primer หรือ CDY-1 reverse primer แบบแยก

หลอดปฏิกิริยา โดยใชนํ้ายา BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) หลงัจากทําใหบริสุทธิด์วยชดุนํา้ยา D-PureTM Dye Terminator Removal Kit (NimaGenBV, 

Nimagen, NL) จึงนําไปหาลําดับเบสดวยเครื่อง 3500XL genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster 

City, CA. USA) 

การทดสอบประสิทธิภาพวิธีการตรวจ

เปรียบเทียบวิธีตรวจจีโนทัยปเพศที่พัฒนาขึ้นกับขอมูลเพศของอาสาสมัครที่บันทึกไว โดยนําตัวอยาง

ดีเอ็นเอจํานวน 377 ตัวอยาง ที่สกัดจากตัวอยางเลือดอาสาสมัครโครงการวิจัยเพื่อหาปจจัยทางพันธุกรรมที่เกี่ยวของ

กับการเกิดจอประสาทตาเสื่อมในผูสูงอายุ(19) ที่ไดรับอนุมัติใหดําเนินการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย

โรงพยาบาลราชวิถี เลขที่ 001/2556 เปนตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายจํานวน 180 ตัวอยาง ดีเอ็นเอเพศหญิง 197 ตัวอยาง 

ทีผ่านการตรวจคณุภาพ (A260/A280 ratio) และปรมิาณ โดยการวดัคาการดดูกลนืแสงยวูดีวยสเปคโตรโพโตมเิตอร 

(NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Germany) 
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การทดสอบความไวของการตรวจการปนเปอนระหวางตัวอยางดีเอ็นเอ

ผสมตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย (20 ng/ul) ลงในตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง (20 ng/ul)  เพื่อเตรียมเปน

ดีเอน็เอผสม (M-DNA/F-DNA) ทีอ่ตัราสวน 1/5 โดยผสมดเีอน็เอเพศชาย 1 สวนผสมกบัดเีอน็เอเพศหญงิ 4 สวน 

จากน้ันเจอืจาง 5 เทาดวยตวัอยางดีเอน็เอเพศหญงิตอไปอกี 4 หลอด ไดดเีอน็เอผสมทีม่อีตัราสวน M-DNA/F-DNA

เทากับ 1/25, 1/125, 1/625 และ 1/1,325  ตรวจตัวอยางดีเอ็นเอผสมทั้ง 5 หลอด และดีเอ็นเอเพศชายและ

เพศหญิงจากหลอดที่ไมมีการผสม โดยวิธี real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 

ผล

Duplex PCR 

การผสมคูไพรเมอรของยีน TIMP-1 และ CDY-1 ลงในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน โดยปรับอุณหภูมิ 

annealing temperature ใหคูไพรเมอรทั้งสองจับกับยีนเปาหมาย พบวาที่อุณหภูมิ 60 ํC เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม

ในการเพิ่มขยายยีน  สามารถเห็นผลิตผลพีซีอารขนาด 817 bp  สําหรับยีน TIMP-1 และขนาด 287 bp สําหรับ

ยีน CDY-1 ไดชัดเจนภายหลังการทํา gel electrophoresis  โดยตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายพบผลผลิตทั้งสองขนาด

ในขณะที่ตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิงพบเฉพาะผลผลิตขนาด 817 bp ดังแสดงในภาพที่ 1 

ภาพที่ 1 gel electrophoresis ผลการตรวจจีโนทัยปเพศดวยวิธี duplex PCR แสดงผลผลิตพีซีอารดวยคูไพรเมอร

TIMP-1 มีขนาด 817 bp  และจากคูไพรเมอร CDY-1 มีขนาด 287 bp Lane M: DNA Ladder, ตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศหญิงใน Lane 1, 4, 7 และ 9 ตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย ใน Lane 2, 3, 5, 6 และ 8

real-time PCR

ในการทํา real-time PCR ดวยคูไพรเมอรที่ออกแบบ พบวาสามารถใชอุณหภูมิตามคําแนะนําในคูมือ

นํ้ายาและเครื่องดังรายละเอียดที่แสดงในวัสดุและวิธีการ การทดลองทํา duplex real-time PCR โดยใสไพรเมอร

ของทั้งสองยีนในหลอดเดียวกัน และอานคา melting temperature (Tm) จากการทํา melting curve analysis 

ผลตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายพบผลผลิตจากคูไพรเมอรทั้ง 2 ชนิด คือ TIMP-1 มี Tm = 87.4 ํC  และ CDY-1 มี

Tm = 78.0 ํC โดยผลผลิตพซีีอารของยนี TIMP-1 มีความสงูของพคีมากกวาผลผลติพซีอีารของยนี CDY-1 อยางมาก

ดังแสดงในภาพที่ 2A สวนตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิงพบเฉพาะผลผลิตคูไพรเมอร TIMP-1 ที่มี Tm = 87.4 ํC

เทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 2B 
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ภาพที่ 2 melting curve analysis ผล duplex real-time PCR แสดง Tm ของผลผลิตพีซีอาร  ตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศชายมีผลผลิตยีน CDY-1 ที่มี Tm = 78 ํC และ TIMP-1 ที่มี Tm = 87.4 ํC (A)  ตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง

มีผลผลิตยีน TIMP-1 ที่มี Tm = 87.4 ํC (B)

ในการทดลองแบบแยกหลอดปฏิกิริยา พบวาคูไพรเมอร TIMP-1 ใหผลผลิตที่มี Tm = 87.4 ํC ทั้งใน

ตวัอยางดเีอน็เอเพศหญิงและเพศชาย โดยมีคาจาํนวนรอบในการเพิม่ปรมิาณ (Cycle threshold: Ct) ประมาณ  17-20

สวนคูไพรเมอร CDY-1 นอกจากใหผลผลิตที่มี Tm = 78.0 ํC มีคา Ct ประมาณ 18-20  ในตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย

แลว ยงัพบวาตวัอยางดเีอ็นเอเพศหญงิใหผลผลติทีม่ ีTm = 83.8 ํC โดยมีคา Ct สูงกวาดเีอ็นเอเพศชาย (Ct ประมาณ 

26-28)  ดังแสดงในภาพที่ 3  เมื่อนําผลผลิต real-time PCR ไปทํา gel electrophoresis พบวาตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศชายใหผลผลิตขนาด 817 bp ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร TIMP-1 และขนาด 287 bp ในหลอดปฏิกิริยา

ที่มีคูไพรเมอร CDY-1  สวนตัวอยางเพศหญิงนอกจากใหผลผลิตขนาด 817 bp ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร

TIMP-1 แลว ยังใหผลผลิตไมจําเพาะขนาดประมาณ 450 bp ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร CDY-1 ดวย

ดังแสดงในภาพที่ 4 

ภาพที ่3  Melting curve analysis ของผลผลติพซีอีารจากการทาํ real-time PCR โดยแยกคูไพรเมอร TIMP-1 

และ CDY-1 คนละหลอดปฏกิริิยา โดยผลผลิตยีน TIMP-1 พบในตวัอยางดีเอ็นเอเพศชายและหญงิ ม ีTm = 87.4 ํC 

(A)  ผลผลติยนี CDY-1 พบในตวัอยางดเีอน็เอเพศชาย มี Tm = 78 ํC  (B1) และผลผลติยนี CDY-1 พบในตวัอยาง

ดเีอน็เอเพศหญิง มี Tm = 83.8 ํC (B2)
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จากผลการทดลองเห็นไดวาการใชเทคนิค real-time PCR โดยใชคูไพรเมอร CDY-1 สามารถตรวจ

จโีนทยัปเพศชายและเพศหญิงไดโดยการวิเคราะหคา Tm กลาวคือ ตวัอยางทีม่ ี Tm = 78 ํC เปนตัวอยางดเีอ็นเอเพศชาย

สวนตัวอยางที่มีคา Tm = 83.8 ํC เปนตัวอยางดเีอ็นเอเพศหญิง  วิธีนีใ้ชไพรเมอรเพียงคูเดียว อานผลไดงาย เหมาะสม

กับการนําไปใชงาน ไมสิ้นเปลืองคาใชจาย จึงเลือกวิธีการนี้ไปทดสอบประสิทธิภาพตอไป

การหาลําดับเบส

การหาลาํดบัเบสของผลผลิตพซีอีารไมจําเพาะขนาดประมาณ 450 bp ของตวัอยางดเีอน็เอเพศหญงิทีเ่กดิขึน้

ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร CDY-1  นําไปเทียบความเหมือน (blast search) กับฐานขอมูล NCBI (https://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบวามีลําดับเบสทีอ่ยูระหวางคูไพรเมอร CDY-1 ขนาด 412 bp ตรงกับดีเอ็นเอ

ที่แปลรหัสไดเปนโปรตีน APCDD1-like precursor บนโครโมโซมคูที่ 20 (Homo sapiens chromosome 20, 

GRCh38.p12 Primary Assembly Sequence ID: NC_000020.11Length: 64444167)  โดยมีความเหมือนกัน

รอยละ 99.76 (411/412 bp) ลําดับเบสของช้ินสวนนี้ที่มีความยาวรวม 451 bp พรอมตําแหนงที่จับกับไพรเมอร 

CDY-1_F และ CDY-1_R  ดังแสดงในภาพที่ 5 

ความไวของวิธีการ real-time PCR ในการตรวจการปนเปอนระหวางดีเอ็นเอเพศหญิงและเพศชาย

การทดสอบความไวในการตรวจการปนเปอนระหวางตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายและหญิงของวิธี real-time 

PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 พบวาตัวอยาง M-DNA/F-DNA ที่ 1/5 พบผลผลิตที่มี Tm = 78 ํC เทานั้น และที่ 

1/25 พบผลิต 2 ชนิด ที่มี Tm = 78 ํC และ 87.4 ํC โดยพีคของผลผลิต Tm ที่ 87.4 ํC คอนขางตํ่ามาก และคอยๆ

มีความสูงเพิ่มขึ้น ในขณะที่พีคของผลผลิตที่ Tm = 78 ํC คอยๆ ลดลงในหลอด M-DNA/F-DNA ที่ 1/125  และ 

1/625  สวนที่ 1/1,325 พบเฉพาะผลผลิตที่ Tm = 87 ํC  เทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 6

ภาพที่ 4 gel electrophoresis ผลผลิตพีซีอารจากการตรวจจีโนทัยปเพศดวย real-time PCR แบบแยก

คูไพรเมอร TIMP-1 และ CDY-1 คนละหลอดปฏิกิริยา Lane M: DNA ladder ตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย M1, 

M2, M3 และ M4 ใน Lane 1 & 2, 7 & 8, 9 & 10 และ 11 & 12 ตามลําดับ และตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง F1 และ 

F2 ใน Lane 3 & 4 และ  5 & 6 ตามลําดับ
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การทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการ real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 

ตรวจตัวอยางดีเอ็นเอในโครงการวิจัยเพื่อหาปจจัยทางพันธุกรรมที่เก่ียวของกับการเกิดจอประสาทตาเส่ือม

ในผูสูงอายุจํานวน 377 ตัวอยาง ผลจีโนทัยปเพศพบเปนดีเอ็นเอเพศชายจํานวน 180 ตัวอยาง และเปนดีเอ็นเอ

เพศหญิง 197 ตัวอยาง ตรงกับขอมูลเพศของอาสาสมัครที่บันทึกไวรอยละ 100  

ภาพที ่5  ลําดบัเบสของผลผลติขนาด 451 bp จากคูไพรเมอร CDY-1 จากตวัอยางดเีอน็เอเพศหญิงเมือ่ทาบกบัลาํดบั

เบสอางอิง APCDD1-like precursor บนโครโมโซมคูที่ 20  (Homo sapiens chromosome 20, GRCh38.p12 

Primary Assembly Sequence ID: NC_000020.11Length: 64444167)  ลําดับเบสระหวางคูไพรเมอร 

มีความเหมือนกัน รอยละ 99.76 (411/412 bp)

หมายเหตุ:  ลูกศรไปและกลับแสดงลําดับเบสของไพรเมอร CDY-1_F และ CDY-1_R ตามลําดับ
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ภาพที่ 6  ผล real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 ทดสอบกับตัวอยางดีเอ็นเอที่มีการผสมระหวางดีเอ็นเอ

เพศชาย (M-DNA) และดีเอ็นเอเพศหญิง (F-DNA) แสดง amplification plot (H) ของ M-DNA (a), 

สวนผสมระหวาง M-DNA/F-DNA ในอัตราสวน 1/5 (b), 1/25 (c), 1/125 (d),  1/615 (e), 1/1326 (f)  

และของ F-DNA (g) พรอม melting curve analysis ของ M-DNA (A) และ F-DNA (G) และ melting 

curve analysis ของ M-DNA/F-DNA ที่อัตราสวนตางๆ ดังกลาว ดังรูป B C D E และ F ตามลําดับ  

วิจารณ

การตรวจสอบจีโนทัยปเพศในตวัอยางดเีอน็เอโดยวธิ ีreal-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 ทีพ่ฒันาขึน้

สามารถใชงานไดอยางมีประสิทธิภาพ  ไมสิ้นเปลืองแรงงานและทรัพยากร โดยใชไพรเมอรคูเดียวในปฏิกิริยาปริมาตร

รวมเพียง 5 ไมโครลิตร  และการวิเคราะหคา Tm ที่แตกตางกันระหวางดีเอ็นเอเพศชายและเพศหญิง โดยดีเอ็นเอ

เพศชายมีคา Tm = 78 ํC  สวนดีเอ็นเอเพศหญิงมีคา Tm = 83.8 ํC  เปนวิธีที่เหมาะสมกับการนําไปใชตรวจจีโนทัยป

เพศตัวอยางไดอยางมีประสิทธิภาพ  สามารถตรวจสอบจีโนทัยปเพศของตัวอยางดีเอ็นเอจํานวนมากถึง 384 ตัวอยาง

ตอรอบ ในกรณีที่ใชเครื่อง real-time PCR ที่สามารถใชกับ 384-well plate  ผูวิจัยไดทดลองใช 384-well plate 
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และ 96-well plate กับเครื่องรุนอื่น (QuantStudio6, Thermo-Fisher, USA) และเครื่องรุนที่ใชไดเฉพาะ 

96-well plate (QuantStudio5, Thermo-Fisher, USA)  พบวาใหผลการทดสอบไมแตกตางกัน อยางไรก็ตาม 

ในการนําเทคนิคนี้ไปใชกับนํ้ายา หรือเครื่อง real-time PCR รุนอื่นหรือยี่หออื่น อาจมีคา Tm ที่เปลี่ยนแปลงไป

จากคานี้  จึงควรทดสอบอุณหภูมิการทําปฏิกิริยาและคา Tm กอนนําไปใชงาน

ในการทํา real-time PCR แบบแยกคูไพรเมอร พบวาคูไพรเมอร TIMP-1 ใหผลิตผลที่มี Tm = 87  ํC  

ทั้งในดีเอ็นเอเพศหญิงและเพศชาย โดยมี Ct ประมาณ 17-20  ในชวงความเขมขนดีเอ็นเอ  2.5-50 ng/µl  สวนคู

ไพรเมอร CDY-1 สามารถเขาจับกบัเปาหมายบนโครโมโซม-Y ในตวัอยางดีเอ็นเอเพศชายไดอยางจาํเพาะ เกิดผลผลติ

ที่มี Tm = 78 ํC  และมีคา Ct ประมาณ 18-20 ในขณะที่ตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิงมี non-specific product ขนาด 

451 bp จากยีน protein APCDD1-like precursor เกิดขึ้นที่ Ct ประมาณ 26-28 ซึ่งชากวาผลผลิตจําเพาะที่พบ

ในตวัอยางดเีอน็เอเพศชายประมาณ 8-10 รอบ  การวเิคราะหลาํดบัเบสสวนปลายของทอนผลติผลพซีอีารทีคู่ไพรเมอร

CDY-1 เขาจบั พบวามีความเขาคูกัน (complementary) ทีป่ลายดาน 3�  ยาวตดิตอกัน 11 bp (รอยละ 58 ของความยาว

ไพรเมอร) สําหรับ  CDY-1 Forward primer และ 13 bp (รอยละ 55 ของความยาวไพรเมอร) สําหรับ  CDY-1

Reverse primer  การท่ีไพรเมอรมีสวนปลาย 5�  ไมเหมอืนเปาหมายแตมีสวนปลาย 3� มคีวามเหมอืนมากกวารอยละ 50

ของความยาวไพรเมอรท้ังหมดน้ีทําใหไพรเมอรสามารถเขาจับยีนดังกลาวได มีการประยุกตใชออกแบบไพรเมอร

ชนิด 5� tagging portion และ 3� specific portion เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการตรวจ การตอตําแหนงจดจําของ

เอน็ไซมตดัจาํเพาะ (restriction enzyme recognition site)  หรอืการตอบารโคดเพือ่รวมหลายตัวอยางการหาลาํดบัเบส

ในระบบ next generation sequencing(20,21,22) สภาวะการทําปฏิกิริยาที่มีองคประกอบของนํ้ายาและอุณหภูมิที่ใช 

และคอยๆ เกิดผลผลิตสะสมจนตรวจวัดไดเมื่อปลอยใหเกิดปฏิกิริยาไปมากกวา 25 รอบ ในขณะที่ตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศชาย คูไพรเมอร CDY-1 เขาจับกับเปาหมายจําเพาะบนโครโมโซม-Y ไดอยางสมบูรณและเกิดผลผลิตพีซีอาร

ไดดจีนไมเกดิ non-specific product  คณุลกัษณะการเกิด non-specific product แบบลาชานีพ้บในตวัอยางดเีอน็เอ

เพศหญิงทุกตัวอยาง และไมพบในตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย  ทําใหสามารถใชเฉพาะคูไพรเมอร CDY-1 ในการตรวจ

จีโนทัยปเพศชายและหญิงได  นอกจากนี้การพบผลผลผลิต Tm ที่ 83.8 ํC  และ Ct ประมาณ 26-28 รอบในตัวอยาง

ดีเอ็นเอเพศหญิง สามารถใชเปนการควบคุมภายใน (internal control) ที่แสดงวาองคประกอบการทําปฏิกิริยา

มีความปกติตั้งแตการเตรียมนํ้ายา การเติมดีเอ็นเอ และการทํางานของเครื่อง real-time PCR 

วิธี duplex PCR เพื่อตรวจจีโนทัยปเพศเปนวิธีที่ตองการเพียงเครื่องมือพื้นฐานที่ใชงานในหองปฏิบัติการ

ชีวโมเลกุล  การใสคูไพรเมอรของยีน CDY-1 และ TIMP-1  ในหลอดปฏิกิริยาเดียวกันชวยลดคาใชจายและเวลา  

ทําใหสะดวกมากขึ้นกวาวิธีเดิมที่เคยทําแบบแยกหลอดปฏิกิริยาของแตละยีน อีกทั้งยังชวยประกันผลการตรวจกรณี

ทีคู่ไพรเมอร  CDY-1 ใหผลลบวาเปนตวัอยางดเีอน็เอเพศหญงิจรงิ เพราะยงัคงเหน็ผลผลติจากคูไพรเมอร TIMP-1 

ขนาด 817 bp  ไมไดเกดิจากความผดิปกตใินขัน้ตอนการทาํพซีอีาร อยางไรกต็ามขัน้ตอนการทาํ gel electrophoresis 

ก็ยังคงเปนขอจํากัดในการตรวจตัวอยางจํานวนมาก ตองมีการอาน บันทึก และลงผลในตารางดวยมือ จึงเหมาะสําหรับ

งานวิจัยที่มีตัวอยางดีเอ็นเอไมมาก

วิธีการตรวจจีโนทัยปเพศดวยที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถประยุกตใชงานการตรวจทางวิทยาศาสตรการกีฬา หรือ

ตรวจทางนติวิทิยาศาสตรทีส่ามารถสกดัดเีอน็เอไดจากตวัอยางทีไ่มเสยีหายมาก เนือ่งจากผลผลิตพซีอีารจากคูไพรเมอร

CDY-1 มีขนาด 287 bp หรือ 451 bp และ TIMP-1 มีขนาด 817 bp ซึ่งคอนขางใหญเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจ

คุณภาพดีเอ็นที่ใชในงานนิติวิทยาศาสตรที่มีขนาดเล็กกวา 100 bp(9) 
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สรุป

การตรวจจีโนทัยปเพศดวยวิธี real-time PCR ดวยคูไพรเมอร  CDY-1 สามารถใชระบุเพศของตัวอยาง

ดีเอน็เอทีส่กดัไดกอนการนําไปตรวจดวยวิธวิีเคราะหอ่ืนทางพนัธศุาสตรไดอยางมปีระสทิธภิาพ  ชวยประกันความถูกตอง

ของตัวอยางดีเอ็นเอและความนาเช่ือถือของผลการวิเคราะหขอมูลงานวิจัย  การพัฒนาตอยอดใหเปนวิธีที่สามารถ

ตรวจวัดปริมาณ (quantitative method) จะชวยใหการนําวิธีนี้ไปใชประโยชนไดมากขึ้น  
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ABSTRACT  In genotype-phenotype association study such as disease susceptibility and/or progression 

and drug responsibility, genomic DNA (gDNA) quantification and qualification are necessary steps 

prior to genotyping application. An individual DNA sample checking cannot identify miss-handling 

(labeling or samples mixed-up) which could especially occur from human error at any steps of gDNA 

preparation. Gender genotyping becomes useful for confirmation with records in participant database, 

leading to quality of genetic analysis results. We, therefore, developed the gender genotyping method by 

amplifying CDY-1 in Y-Chromosome with real-time PCR.  Efficiency testing of this method with DNA 

samples (n = 377) showed 100% concordance with clinical data record of individual participant. This 

novel gender genotyping method is rapid, inexpensive, and usable to apply for genetic studies with high 

numbers of samples. Further development on quantitation of the amount of DNA will possibly fulfill 

utilization of our developed method.
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