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บทคัดยอ การวิเคราะหสารพันธุกรรมดวยเทคโนโลยีหาลําดับเบสยุคใหม ชวยเพิ่มความแมนยําและความครอบคลุม

ในการวนิิจฉัยโรคพนัธกุรรม รวมถงึการตรวจคดักรองทารกแรกเกิดจากตัวอยางกระดาษซับเลอืดแหง การศึกษาน้ีมวีตัถุประสงค

เพื่อพัฒนาและประเมินวิธีสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางกระดาษซับเลือดแหงใหเหมาะสมสําหรับเทคโนโลยีหาลําดับเบสยุคใหม 

โดยเปรียบเทียบวิธีสกัด 3 วิธี ไดแก ชุดสกัดสําเร็จรูป อนุภาคแมเหล็กรวมกับบัฟเฟอรไลซิสที่เตรียมขึ้นเอง และอนุภาค

แมเหล็กรวมกับบัฟเฟอรไลซิสสําเร็จรูป พรอมเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดครบสวนเปนตัวอยางอางอิง

ผลการศกึษาจากอาสาสมคัร 5 ราย พบวาดเีอน็เอทีส่กดัไดทัง้ 3 วธิ ีมคีวามเขมขนเฉลีย่ 5.28–6.88 ng/µl อตัราสวนความบริสทุธิ ์

A260/A280 และ A260/A230 อยูที่ 1.89–2.34 และ 0.2–1.4 ตามลําดับ มีความสมบูรณ (DNA Integrity Number: 

DIN) อยูที่ 8.8–9.9 เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑดวยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมทั้งแบบ singleplex และ multiplex 

ไดขนาดตามที่ระบุ (233–570 bp) และเมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค DNA Nanoball Sequencing (DNBSEQ-E25)

บนแพลตฟอรม MGI พบคุณภาพของการจับคูกับจีโนมอางอิง รอยละ 99.85–99.87 ความครอบคลุมของการอาน 30 ครั้ง 

รอยละ 97.13–99.25  อัตราการซ้ําของลําดับดีเอ็นเอ รอยละ 7.87–9.11 และคุณภาพของการอานลําดับเบสถูกตอง Q30 

รอยละ 90.21–90.72 การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาการใชอนุภาคแมเหล็กรวมกับบัฟเฟอรไลซิสที่เตรียมขึ้นเองใหปริมาณ

และคณุภาพของดีเอน็เอใกลเคยีงกบัชดุสกดัสาํเรจ็รปู และมคีวามเหมาะสมสาํหรบัการประยกุตใชในการวเิคราะหความผดิปกติ

ทางพันธุกรรมดวยเทคโนโลยีหาลําดับเบสยุคใหม

คําสําคัญ: กระดาษซับเลือดแหง, การสกัดดีเอ็นเอ, อนุภาคแมเหล็ก, เทคโนโลยีการหาลําดับเบสยุคใหม
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DNA Extraction from Dried Blood Spots for Genetic Analysis Kannikar Punnapum et al.

บทนํา

การตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิด (new-

born screening: NBS) เปนมาตรการสำคัญของ

ระบบสาธารณสุขที่ชวยคนหาความผิดปกติที่ยังไมแสดง

อาการในระยะเริ่มตน การตรวจพบและใหการรักษาได

ทนัทวงทสีามารถลดความรนุแรงของโรค เพิม่คณุภาพชีวิต

และลดภาระคาใชจายดานสาธารณสุขในระยะยาว การเก็บ

ตัวอยางที่ใชกันแพรหลายใน NBS คือ การใชกระดาษ

ซับเลือดแหง (dried blood spot: DBS) ซึ่งเปนวิธีที่

มีประสิทธิภาพสูง เน่ืองจากสามารถเก็บตัวอยางเลือด

ไดจากการเจาะสนเทาโดยใชเลือดเพียงเล็กนอย(1)

อีกทั้งยังเก็บรักษาและขนสงไดสะดวกโดยไมจำเปนตอง

ใชระบบทำความเยน็ สงผลใหลดคาใชจายดานโลจสิตกิส

และเหมาะสมตอการดำเนินงานตรวจคัดกรองในระดับ

ประเทศ(2) นอกจากนี้สารชีวโมเลกุลใน DBS ยังมีความ

คงตัวตอการเก็บรักษาภายใตสภาวะที่เหมาะสม(3) และ

สามารถนำมาใชในการตรวจทางชวีเคมีและพนัธกุรรมได

และการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อบางชนิดไดอยางมี

ประสิทธิภาพ(4−7)

เทคโนโลยีการหาลำดับเบสยุคใหม (next

generation sequencing: NGS) ไดเขามามีบทบาท

สำคัญในดานการแพทย เชน การวินิจฉัยโรคพันธุกรรม

ที่เกี่ยวของกับระบบประสาท โรคเลือด โรคภูมิคุมกัน

บกพรอง(8−10) การประยุกตใชเทคโนโลยี NGS ใน 

NBS จึงถือเปนแนวทางที่ชวยเพิ่มศักยภาพในการตรวจ

คัดกรองในหลายดาน ไดแก เพิ่มขอบเขตของโรคที่

สามารถตรวจพบได สามารถตรวจพันธุกรรมที่สัมพันธ

กับโรคตางๆ ไดหลากหลายแมจะไมมีการแสดงออกใน

ระดับเมตาบอไลทก็ตาม จากการศึกษาในสาธารณรัฐ

ประชาชนจีนโดยใชการหาลำดับพันธุกรรมเฉพาะชุดยีน 

(gene panel sequencing) ตรวจคัดกรองโรคหายาก

ในทารก จำนวน 30,000 คน พบวามี 59 ราย ท่ีตรวจไมพบ

ดวยการตรวจชีว เคมีแตพบโดย NGS คิดเปน

อุบัติการณ เทากับ 1 ตอทารกแรกเกิด 500 ราย(11−13) 

ชวยใหวางแผนการรักษาเชิงจำเพาะ ขอมูลพันธุกรรม

ที่ไดจาก NGS สามารถนำไปใชกำหนดแนวทางดูแล

เฉพาะบุคคล และใหคำปรึกษาทางพันธุกรรมตอ

ครอบครัวไดอยางแมนยำ(14,15) ลดอัตราการตรวจพบ

ผลบวกปลอม (false posit ive) และยืน ยัน

การวนิจิฉยัไดแมนยำ เมือ่นำมาใชควบคูกับการตรวจแบบ

ดั้งเดิม(16,17) แมทารกในหอผูปวยวิกฤติทารกแรกเกิด

ที่ เ ดิ ม ไม ไ ด ถู กพิ จ า รณา ว า ให ต ร ว จพั น ธุ ก ร รม

แตเมื่อตรวจดวยการหาลำดับพันธุกรรมทั้งจีโนม พบ

โรคพนัธกุรรม รอยละ 30 ในขณะที ่NBS แบบมาตรฐาน 

พบผลบวกรอยละ 3.6 และเมื่อตรวจยืนยันพบเปน

โรคจริง รอยละ 27 แตถาใชการตรวจคัดกรองดวยการ

หาลำดับพันธุกรรมทั้งจีโนม พบผลบวกรอยละ 4.2 

และทุกผลบวกนั้นตรวจยืนยันวาเปนโรคจริงทั้งหมด 

จึงเห็นไดวาการตรวจพันธุกรรมลดปญหาผลการตรวจ

คลาดเคลื่อนจากวิธีมาตรฐานเดิม(18) ภาวะสูญเสีย

การไดยินเปนหนึ่งในโรคที่สามารถตรวจวิเคราะห

ความผดิปกตทิางพนัธกุรรมไดดวยเทคโนโลย ีtargeted 

next generation sequencing (targeted NGS)

ซึง่มบีทบาทเพิม่ขึน้ในการตรวจวนิจิฉยัทางพนัธกุรรมและ

การตรวจคัดกรองทารกแรกเกิด DBS เปนวิธีมาตรฐาน

ในการเก็บตัวอยางเลือดในระบบการตรวจคัดกรอง

ทารกแรกเกิด และมีศักยภาพในการประยุกตใชรวมกับ

เทคโนโลยี NGS อยางไรก็ตามปริมาณและคุณภาพของ

ดีเอ็นเอ (DNA) ที่สกัดไดจาก DBS ยังคงเปนขอจำกัด

สำคัญ เนื่องจากปริมาณ DNA มักต่ำกวา DNA ที่สกัด

จากเลือดครบสวน (whole blood: WB) รวมถึงอาจ

ไดรับผลกระทบจากสภาพการจัดเก็บตัวอยางและสาร

ยับยั้งปฏิกิริยา (inhibitors) ที่อาจมาจากสวนประกอบ

ของกระดาษหรือโปรตีนในเลือด ซึ่งอาจสงผลตอ

ประสิทธิภาพของการวิเคราะหทางพันธุกรรม(19,20)

การศึกษานี้เปนการพัฒนาวิธีสกัด DNA จาก 

DBS เพื่อนำไปประยุกตใชกับการตรวจทางพันธุกรรม

โดยจะใชสำหรับการตรวจหาภาวะสูญเสียการไดยิน

เพื่อการคัดกรองทารกแรกเกิดในประเทศไทย แนวทาง

การศึกษามุงเนนการพัฒนาและประเมินวิธีสกัด DNA 

จาก DBS ใหเหมาะสมสำหรับการใชรวมกับเทคโนโลยี 

targeted NGS พัฒนาวิธีสกัด DNA จาก DBS โดย

การเปรียบเทียบ 3 วิธี ไดแก วิธีที่ใชชุดสกัดสำเร็จรูป 

(silica membrane column-based commercial kit)

วิธีที่ใชอนุภาคแมเหล็ก (magnetic bead) รวมกับ

น้ำยาบัฟเฟอรไลซิสสำเร็จรูป และวิธีที่ใช magnetic 
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การสกัดดีเอ็นเอจากกระดาษซับเลือดเพื่อการตรวจทางพันธุกรรม กรรณิการ ปุณณภุม และคณะ

bead รวมกับน้ำยาบัฟเฟอรไลซิสที่เตรียมขึ้นเอง โดย

ประเมินคุณภาพ ปริมาณ และความสมบูรณของ DNA 

พรอมทั้งทดสอบความเหมาะสมในการนำไปใชใน

กระบวนการ downstream applications ไดแก 

Singleplex PCR, Multiplex PCR และการหาลำดับ

พันธุกรรมดวย targeted NGS panel ในภาวะสูญเสีย

การไดยิน (hearing loss) นอกจากนี้ไดเปรียบเทียบ

ผลลัพธทีไ่ดจากการสกดั DNA จาก DBS และ WB เพือ่

ประเมนิความแตกตางดานคณุภาพและประสทิธภิาพของ 

DNA ที่ไดจาก 2 ชนิดตัวอยาง 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา

การศึกษานี้ใช whole blood (WB) และ dried 

blood spot (DBS) จากอาสาสมัครท่ีมีสุขภาพแข็ง

แรงและมีอายุมากกวา 18 ป จำนวน 5 ราย ปริมาตร 5 

ซีซี โดยตัวอยาง DBS ไดจากการหยดเลือดอาสาสมัคร

ลงบนกระดาษซับเลือด (Cytiva 903, USA) ปริมาตร

50 ไมโครลิตรตอวง จำนวน 40 วง/อาสาสมัคร ตาก

กระดาษซับเลือดที่อุณหภูมิหอง โดยวางในแนวระนาบ

อยางนอย 3 ชั่วโมง บรรจุกระดาษซับเลือดที่แหงแลว

ในซองอลูมิเนียมพรอมซองดูดความชื้น เก็บรักษา

ทีอ่ณุหภมู ิ-20 oC  (REVCO,  REVCO   Scientific Inc., USA)

ตัวอยางเลือดที่เหลือนำไปสกัด DNA จาก WB ตอไป

การสกัด genomic DNA (gDNA) จาก WB 

การสกัด gDNA จาก WB ทำโดยการนำ WB 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นำไปสกัด DNA ตามขั้นตอน

ที่ระบุในเอกสารกำกับชุดน้ำยา QIAamp DNA Blood 

Mini Kit (QIAGEN, Germany)(21) นำ gDNA 

ออกจากเมมเบรนดวยสารละลาย TE low EDTA 

(ThermoFisher, USA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

การสกัด genomic DNA (gDNA) จาก DBS

การสกดั DNA จาก DBS ทำโดยเจาะ DBS ขนาด

เสนผาศูนยกลาง 3.2 มิลลิเมตร ตัวอยางละ 5 วง ลงใน

หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อนำไปสกัด DNA  

ดวยวิธีการสกัด 3 วิธี ไดแก  

วิธีที่ใชชุดสกัดสำเร็จรูปแบบ spin column 
ตามขัน้ตอนทีร่ะบใุนเอกสารกำกบันำ้ยา QIAamp DNA 
Blood Mini Kit (QIAGEN, Germany)(21) นำ DNA
ออกจากเมมเบรนดวยสารละลาย TE low EDTA 
(ThermoFisher, USA) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

วิธีที่ใชอนุภาคแมเหล็ก หรือ magnetic bead 
(KAPA Biosystems, USA) รวมกับบัฟเฟอรไลซิส
สำเร็จรูป (Puregene Cell Lysis Solution,
QIAGEN, Germany) โดยเติมบัฟเฟอรไลซิส 
ปรมิาตร 495 ไมโครลติร และ Proteinase k (Qiagen,
Germany) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาใน
เตาหลุมไฟฟา(รุน SBH130D, Stuart, USA)
ที่อุณหภูมิ 56 oC เปนเวลา 30 นาที และใชเคร่ือง
หมนุเหวีย่ง (รุน Centrifuge5420, Eppendorf, USA) 
ที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 2 นาที ดูดสารละลาย
สวนใสเติม magnetic bead ปริมาตร 0.45 เทา
ของสารละลายสวนใส นำไปเขยาทีอ่ณุหภมูหิอง เปนเวลา
15 นาท ี นำสารละลายวางบนแทนแมเหลก็ เปนเวลา 5 นาที
ทิ้งสวนสารละลายใสและลางตะกอนดวย 80% Ethanol 
(Merck, USA) จำนวน 2 ครั้ง ตั้งทิ้งไวใหแหง จากนั้น
นำ gDNA ออกจาก magnetic bead ดวยสารละลาย
TE low EDTA (ThermoFisher, USA) ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร

วิธีที่ใช magnetic bead รวมกับบัฟเฟอรไลซิส
ทีเ่ตรยีมขึน้เอง ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl pH 8.0
(invitrogen, USA), 10 mM EDTA, disodium salt,
pH 8.0 (invitrogen, USA), 100mM NaCl
(ThermoFisher, USA), 2% w/v SDS (Thermo-
Fisher, USA) จากนั้นดำเนินการสกัดตามขั้นตอน
เดียวกับวิธีที่ 2 ขางตน 

ประเมินคุณภาพและปริมาณของ gDNA 
โดยวัดปริมาณดวยเครื่อง Qubit Fluorometer 

(รุน Qubit 4, ThermoFisher, USA) วดัความบรสิทุธิ์
ดวยเครื่อง Nanodrop Spectrophotometer 
(รุน 2000c, ThermoFisher, USA) และวัดความ
สมบรูณดวยเครือ่ง Tape Station (รุน 4200, Agilent,
USA) เก็บรักษา gDNA ที่อุณหภูมิ -20 oC จนถึง

การนำไปใชในขั้นตอนตอไป
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การประเมินความใชไดของ gDNA 
ตรวจสอบความใชไดของ gDNA ในการทำ

ปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)
โดยใชไพรเมอรของยีนฟนิลอะลานีนไฮดรอกซีเลส 
(Phenylalanine hydroxylase: PAH) ที่ตำแหนง 
Exon 5, Exon 8, Exon 10 และ Exon 13 ท่ีมีผลิตภณัฑ
PCR ขนาด 233–507 bp(22) ดังแสดงในตารางที่ 1 
และตำแหนงนิวคลีโอไทดของยีน PAH อางอิงตาม 
GenBank: Accession no.NG008690.2 จากฐานขอมลู 
NCBI (The National Center for Biotechnology
Information)(23) เตรียมสวนผสม PCR master mix 
ของ KAPA2G Fast Multiplex PCR Kit (KAPA 

Biosystems, USA) โดยใช primers ที่ความเขมขน
สุดทาย 200 nM และตัวอยาง gDNA 10 ng ใน
ปฏิกิริยา ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ตามขั้นตอนที่ระบุใน
เอกสารกำกับน้ำยา(24) นำเขาเครื่อง Thermal cycle 
(รุน ProFlex PCR System, Applied Biosystems, 
USA) ตั้งอุณหภูมิเริ่มตนในการทำ PCR ที่ 95oC
นาน 3 นาท ีหลงัจากนัน้เพิม่ปรมิาณ DNA จำนวน 35 รอบ
โดยตั้งอุณหภูมิที่  95oC นาน 15 วินาที ที่  60oC
นาน 30 วนิาท ีและที ่72oC นาน 30 วนิาท ีเมือ่ครบเพิม่ที่
72oC นาน 1 นาที และตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ 
PCR (PCR product) ดวยวิธี gel electrophoresis

ตารางที่ 1 รายละเอียด Forward และ Reverse primers สำหรับ exon 5, 8, 10 และ 13 ของยีน PAH

Primer
Name

Sequence (5' to 3')
Position

(Ref:NG008690.2)

Length
(bp)

Tm
(oC)

PCR Product
size (bp)

5F
5R
8F
8R
10F
10R
13F
13R

GCCCCCATTCAAAGCATT
CCATCCTCAACTGGATGA
GCCTTTTATGATCCCAACC
ACCACACACCCATTTCAGGT
TCATCCAGTCAAGGTGA
ACTGGAGAATGAGTTCCC
TGAGGCTGTAAGCTCCTTGAA
CTTGAATGAAGCAGGTCCC

96668-85
96883-900
111489-507
111852-71
118910-26
119189-206
124048-68
124536-54

18
18
19
20
17
18
21
19

53.5
50.9
50.8
56.8
49.1
50.9
55.8
53.5

233

383

297

507

หมายเหตุ: Tm = melting temperature, F = Forward primer, R = Reverse primer และ ลำดับ primers ทั้งหมด
 แสดงในทิศทาง 5' to 3'

หาลำดับพันธุกรรมดวย targeted NGS panel 

สำหรับโรคภาวะสูญเสียการไดยิน (hearing loss) ดวย

platform DNBSEQ-E25 นำ gDNA ที่สกัดไดสราง

libraries ซึ่งมีข้ันตอนการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอดวย

เอนไซม การเลือกชิ้นสวน DNA ขนาด 300–500 bp 

เติม dATP บริเวณปลาย 3' ใหเปน sticky end และติด 

index adapter ที่ปลายทั้งสองขางของชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ในแตละตวัอยางเพือ่ทำใหสามารถระบตุวัอยางได ทำการ

เพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค PCR นำ DNA libraries

ทีเ่ตรยีมไดจากแตละตวัอยางมารวมกนั ทำการ hybridize

และ capture ยีนที่ตองการดวยชุดโพรบที่ออกแบบไว

หาลำดบันวิคลโีอไทดโดยทำการแยก DNA สายคูจากการ

ทำ DNA libraries ใหเปน DNA สายเดี่ยว เพื่อทำเปน 

single stranded DNA circle จากนั้นทำเปน DNA 

nanoball และนำไปวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอไทด

(DNBSEQ-E25, MGI, China) ตามขั้นตอน

กระบวนการของ DNBSEQ-E25 platform(25)

วิเคราะหขอมูลเพื่อประเมินคุณภาพของการทำ NGS

ในดานการจับคูกับจีโนมอางอิง (mapping quality) 

ความครอบคลุมในการอาน 30 ครั้ง (30x coverage) 

อัตราการซ้ำของลำดับ DNA (DNA duplicate rate) 

และคุณภาพของการอานลำดับเบสถูกตอง (Phred 

quality score) ที่ Q30

ขั้นตอนแสดงกระบวนการสกัด DNA จาก DBS 

ดวยวิธีตางๆ และการประเมินคุณภาพ DNA สำหรับ

การนำไปใชในกระบวนการ downstream applications 

ดังแสดงในภาพที่ 1
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การสกัดดีเอ็นเอจากกระดาษซับเลือดเพื่อการตรวจทางพันธุกรรม กรรณิการ ปุณณภุม และคณะ

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ขอมลูเชงิปรมิาณวิเคราะหโดยใชสถติเิชงิพรรณนา 

(descriptive statistics) และแสดงผลในรูปคาเฉล่ีย 

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานและชวงของขอมูล

จริยธรรมการวิจัย

การวิจัยนี้ไดรับอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณา

การศึกษาวิจัยในคน กรมวิทยาศาสตรการแพทย เลขที่ 

DMSc-EC049 รหัสโครงการวิจัย 8/2567 วันที่ 25 

มีนาคม พ.ศ. 2568

ภาพที่ 1 แสดงข้ันตอนการสกัด DNA จากกระดาษซับเลือด การประเมินคุณภาพ ปริมาณ และความใชไดของ

 gDNA  

ผล

วัดปริมาณ gDNA และความบริสุทธิ์ของ gDNA 

ที่สกัดไดจากตัวอยาง WB และ DBS วิธีละ 5 ตัวอยาง 

พบวาตรวจพบ gDNA ในทุกวิธีการสกัดที่นำมาศึกษา 

ดังแสดงในตารางที่ 2
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การตรวจสอบผลติภณัฑ PCR ทัง้แบบ singleplex

และ multiplex ดวยวิธี gel electrophoresis ของ 

DNA จาก DBS ท่ีสกัดจากชุดน้ำยาสำเร็จรูปและ

ชุดสกัดที่เตรียมเอง ดวยไพรเมอรของยีน PAH ที่ขนาด 

233–507 bp พบวาสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

ไดตามขนาดที่ระบุ ดังแสดงในภาพที่ 2

ตารางที่ 2  ผลการวัดปริมาณ gDNA ที่สกัดจากตัวอยางเลือด (n = 5)  และดวยการสกัด 4 วิธี

วิธีสกัด
ชนิด

ของตัวอยาง
ปริมาณเฉลี่ย 

(ng/ul) ±SD
ความบริสุทธิ์
A260/A280

ความบริสุทธิ์
A260/A230

ชุดสกัดสำเร็จรูป 
(QIAamp DNA Blood Mini Kit)
ชุดสกัดสำเร็จรูป 
(QIAamp DNA Blood Mini Kit)
magnetic bead+บฟัเฟอรไลซสิสำเรจ็รปู
magnetic bead+บัฟเฟอรไลซิส
ที่เตรียมขึ้นเอง

WB

DBS

DBS
DBS

24.56±6.99

6.87±1.91

6.88±1.81
5.28±1.48

2.09±0.02

1.97±0.06

2.08±0.14
2.01±0.07

2.36±0.09

1.33±0.08

0.26±0.04
0.46±0.05

หมายเหตุ: คาอัตราสวน A260/A280 ใชประเมินความบริสุทธิ์ของ DNA (คาที่เหมาะสมประมาณ 1.8–2.0) สวนคา A260/A230
 ใชประเมินการปนเปอนของสารตกคางจากกระบวนการสกัด (คาที่เหมาะสม > 2.0)

ภาพที่ 2 แสดง PCR Products ของ DNA จาก DBS ที่สกัดดวยชุดสกัดสำเร็จรูป (QIAamp DNA Blood

 Mini Kit) เปรียบเทียบกับ magnetic bead+บัฟเฟอรไลซิสที่เตรียมขึ้นเองบน 1.5% Agarose gel
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การตรวจสอบความสมบูรณของ gDNA พบวา

ทุกวิธีให DNA ท่ีมีความสมบูรณสูง โดยมีคา DNA 

Integrity Number, DIN > 8 ซึ่งมีความเหมาะสม

ตอการนำไปใชในการตรวจวิเคราะหดวย NGS ตอไป

ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3 แสดงความสมบูรณของ DNA ที่ไดจากตัวอยางอาสาสมัคร 5 ตัวอยาง และวิธีตางๆ 
 1) WB: ชุดสกัดสำเร็จรูป 
 2) DBS: ชุดสกัดสำเร็จรูป 
 3) DBS: magnetic beads และบัฟเฟอรไลซิสชุดสกัดสำเร็จรูป 
             4) DBS: magnetic beads และบัฟเฟอรไลซิสเตรียมเอง 
  (Lane B1, C1, D1, E1, F1 หมายถึง ตัวอยางอาสาสมัคร 1−5 ตามลำดับ) 
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การประเมินคุณภาพ gDNA ท่ีไดจากตัวอยาง

และวิธีการสกัดที่แตกตางกัน โดยใชผลของขอมูล

การหาลำดับพันธุกรรมจากการทำ NGS ดวยเทคนิค 

DNA Nanoball Sequencing (DNBSEQ-E25) 

พบวาทุกวิธีการสกัดมี mapping quality มากกวา

รอยละ 90 และ 30x coverage มากกวารอยละ 97 แสดง

ถึงคุณภาพของขอมูลที่เชื่อถือได ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3  ผลคุณภาพขอมูลการหาลำดับพันธุกรรมจากตัวอยางและวิธีสกัด DNA ที่แตกตางกัน

ตัวอยาง
และวิธีสกัด

คุณภาพของการทำ NGS

mapping 
quality

30x coverage
DNA 

duplicate rate 
(%)

Phred 
quality score 

(Q30)

1) WB ชุดสกัดสำเร็จรูป
2) DBS ชุดสกัดสำเร็จรูป
3) DBS Magnetic bead
 รวมกับบัฟเฟอรไลซิสจากชุดสกัดสำเร็จรูป
4) DBS Magnetic bead
 รวมกับบัฟเฟอรไลซิสที่เตรียมขึ้นเอง

99.87
99.85
99.89

99.87

99.03
99.25
98.75

97.13

7.37
9.11
7.99

7.87

91.23
90.72
90.41

90.21

หมายเหตุ: ขอมูลคุณภาพการหาลำดับพันธุกรรมในตารางเปนผลจากตัวอยาง จำนวน 1 ราย ที่ผานการสกัด DNA ดวยแตละวิธี

วิจารณ

การประเมินปริมาณของ DNA จาก DBS ทั้ง

3 วิธีสกัด พบวาวิธีที่ใชชุดสกัดสำเร็จรูปและ magnetic 

bead ทั้งรวมกับบัฟเฟอรไลซิสจากชุดสกัดสำเร็จรูปให

ปรมิาณใกลเคยีงกันและมากกวาวิธท่ีีใช magnetic bead 

รวมกับบัฟเฟอรไลซิสท่ีเตรียมข้ึนเอง ซ่ึงไมสอดคลอง

กับงานวิจัยที่ไดศึกษาไวกอนหนาวา DNA จาก mag-

netic bead ไดปริมาณสูงกวาชุดสกัดสำเร็จรูปที่เปน

column-base โดยเฉพาะเม่ือเริ่มตนดวยตัวอยาง

ที่มีปริมาณต่ำมีการสูญเสีย DNA ในขั้นตอนการจับ

(binding) การลาง (washing) นอยกวา ลดการตกคาง

ของ DNA ที ่column membrane(26−29) ความไมสอดคลอง

ดงักลาวอาจอธบิายไดจากความแตกตางของชนิดตวัอยาง

ที่ใชศึกษาโดยงานวิจัยกอนหนาสวนใหญจะใช WB 

หรือเซลลเพาะเลี้ยง ในขณะที่ DBS เปนตัวอยางที่ผาน

การทำใหแหงและมีการตรึงของ DNA กับโปรตีนและ

เสนใยของกระดาษกรอง สงผลใหการปลดปลอย DNA 

ในขั้นตอนไลซิสทำไดยากกวา หาก DNA ไมถูกปลอย

ออกมาอยางสมบูรณตั้งแตขั้นตอนแรกอาจทำใหปริมาณ 

DNA ต่ำ นอกจากน้ีบัฟเฟอรไลซิสสำเร็จรูปไดรับ

การออกแบบใหมีองคประกอบที่เหมาะสม ซึ่งชวยท้ัง

การสลายเซลลและเพิม่ประสิทธภิาพของการจบั DNA กบั 

magnetic bead ในขณะทีบั่ฟเฟอรไลซสิทีเ่ตรยีมขึน้เอง

อาจยังไมสามารถสรางสภาวะดังกลาวไดอยางเหมาะสม

สงผลให DNA ถูกปลอยออกมาไมสมบูรณหรือจับกับ 

magnetic bead ไมแนนพอและสูญเสียในขั้นตอน

การลางในทีส่ดุ ผลการตรวจสอบความสมบรูณของ DNA 

พบวาทุกวิธีใหคา DNA Integrity Number, DIN > 8

แสดงวา DNA มีความสมบูรณสูง ไมเกิดการเสื่อมสลาย

และเหมาะสมสำหรับการนำไปใชในกระบวนการ 

downstream เชน PCR, sequencing 

เมื่อเปรียบเทียบระหวางตัวอยาง WB และ DBS 

จะพบวา DNA จาก DBS มคีาความบรสิทุธิ ์A260/A280

ต่ำกวาหรือใกลเคียงเกณฑมาตรฐาน (1.8–2.0) และคา

A260/A230 ต่ำ (< 1.0) บงช้ีวามีสารปนเปอนที่

ดูดกลืนแสงที่ 230 นาโนเมตร ปนมากับ DNA ซึ่งตาม

มาตรฐาน Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) เรื่อง Blood Collection on Filter

Papers for Newborn Screening Programs

กำหนดให DBS ตองทำจากเสนใยฝาย 100%(30) แมวาจะใช
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การสกัดดีเอ็นเอจากกระดาษซับเลือดเพื่อการตรวจทางพันธุกรรม กรรณิการ ปุณณภุม และคณะ

วสัดทุีม่คีวามบรสิทุธิส์งู ทัง้นีใ้นการสกดั DNA อาจเกิดการ

ยอยสลายตัวบางสวนของเซลลูโลส ทำใหไดสารโมเลกุล

เล็กหรือโอลิโกแซ็กคาไรดท่ีละลายน้ำได เชน กลูโคส 

(glucose) เซลโลไบโอส (cellobiose) เซลโลไตรโอส

(cellotriose) กรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid)

รวมทั้งอนุพันธท่ีผานการออกซิไดซของเซลลูโลส เชน 

คารบอกซเีมทลิเซลลโูลส (carboxymethyl cellulose)

สารเหลานี้มีคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงยูวีที่ 230

นาโนเมตร สงผลใหคา A260/A230 ของ DNA ตำ่ (< 1.0)

นอกจากนีย้งัมฮีมี (heme) โปรตนีจากเลอืดและสารเคมี

จากบัฟเฟอรไลซิส เชน guanidine thiocyanate,

guanidine hydrochloride, sodium dodecyl sulfate

(SDS) ที่อาจตกคางและมีผลตอคา A260/A230

การตรวจสอบ PCR product ทั้งแบบ singleplex และ 

multiplex ของ DNA จาก DBS ที่สกัดดวยชุดสกัด

สำเร็จรูปและ magnetic bead รวมกับบัฟเฟอรไลซิสที่

เตรียมเอง พบวาสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ

ยนี PAH ขนาด 233–570 bp ไดตามขนาดท่ีระบ ุแสดงวา

DNA ที่ไดมีคุณภาพเพียงพอสำหรับการทำ PCR

 การประเมินคุณภาพของขอมูลท่ีไดจากการทำ 

NGS พบวาทุกวิธีสกัดมี mapping quality มากกวา 

รอยละ 90 และ 30x coverage มากกวารอยละ 97 บงชี้

ถึงความถูกตองและความนาเชื่อถือของการอานเบส

ในกระบวนการหาลำดับพันธุกรรม เมื่อเปรียบเทียบ

ระหวางตัวอยาง WB และ DBS พบวาทั้งสองชนิดให

ผลลัพธที่ใกลเคียงกัน โดยตัวอยาง DBS ที่ผานการสกัด

ดวยชดุสกดัสำเรจ็รปูใหคา 30x coverage Q30 ใกลเคยีง

กับตัวอยาง WB แสดงใหเห็นวา DBS สามารถใชเปน

ตัวอยางทดแทนไดอยางเหมาะสมในงานตรวจวิเคราะห

ทางพันธุกรรมดวยเทคนิค NGS สำหรับวิธีการสกัด

ดวย magnetic bead ท้ังท่ีใชบัฟเฟอรไลซิสจาก

ชดุสกดัสำเร็จรปูและบฟัเฟอรไลซสิทีเ่ตรยีมขึน้เอง พบวา

ผลลัพธของขอมูล NGS อยูในระดับที่เทียบเทากับ

ชดุสกดัสำเรจ็รปู โดยมีคา DNA duplicate rate ตำ่กวา

รอยละ 10 ซึง่อยูในเกณฑท่ียอมรบัไดสำหรับการวเิคราะห

ขอมลูเชงิลกึ เชน การระบกุารกลายพนัธุหรอืการวิเคราะห

ยีนที่เกี่ยวของกับโรคทางพันธุกรรม ผลการศึกษานี้

ชี้ใหเห็นวาการสกัด DNA จาก DBS ดวยเทคนิค 

magnetic bead เปนทางเลือกที่มีศักยภาพสูง สามารถ

ให DNA ที่มีความสมบูรณและคุณภาพเพียงพอสำหรับ

การหาลำดับพันธุกรรมไดเทียบเทากับการใชชุดสกัด

สำเร็จรูป ทั้งนี้ยังเหมาะสมสำหรับนำไปประยุกตใชใน

งานตรวจคดักรองทางพนัธกุรรม (genetic screening) 

หรืองานวิจัยทางอณูพันธุศาสตรที่มีขอจำกัดดานปริมาณ

ตัวอยางหรือการเก็บรักษา เชน การใชตัวอยาง DBS

รวมถึงการประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหโรคการสูญเสีย

การไดยิน (hearing loss) โดยใช targeted gene 

panel ซึ่งตองการความแมนยำสูงในการตรวจหาการ

กลายพันธุเฉพาะยีนที่เกี่ยวของกับโรค

แมวาปริมาณดีเอ็นเอที่ไดจากแตละวิธีจะมีความ

แตกตางกัน ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอที่สกัด

ไดจากทกุวธิมีปีรมิาณเพียงพอและสามารถประยกุตใชกบั

ตัวอยางปริมาณนอย เชน DBS ซึ่งเหมาะกับงานตรวจ

คัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิด มีคุณภาพเหมาะสม

สำหรบัการนำไปใชในการเตรยีมไลบรารแีละการวเิคราะห

ดวยเทคนิค next generation sequencing (NGS) 

นอกจากนี้มีขอที่ควรระวัง ไดแก การเตรียมน้ำยา

ใชเองอาจมีความไมคงที่ในแตละรอบการเตรียมและ

ความสม่ำเสมอในการทำซ้ำอาจต่ำกวาชุดสกัดสำเร็จรูป 

หากไมมีการควบคุมกระบวนการอยางสม่ำเสมอและ

ควรประเมินตนทุนเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพที่ได

เพื่อความคุมคาของวิธีในระยะยาว การศึกษานี้มี

ขอจำกัด ไดแก จำนวนตัวอยางที่คอนขางนอย และเปน

การศึกษาที่ดำเนินการภายในหองปฏิบัติการเดียว

อาจยังไมครอบคลุมความแปรปรวนจากสภาพแวดลอม

หรือกระบวนการปฏิบั ติงานในหองปฏิบัติการอื่น

และยังไมมีการประเมินความสามารถในการทำซ้ำ

(reproducibility) ของแตละวิธีสกัด รวมถึงจำนวน

ตัวอย างอาจยั งไม เพียงพอสำหรับการวิ เคราะห

เปรียบเทียบเชิงสถิติระหวางวิธีสกัด อีกทั้งการประเมิน

ประสิทธิภาพของ DNA ท่ีสกัดไดในงานวิจัยนี้ทดสอบ

เฉพาะการประยุกตใชรวมกับ targeted NGS panel

สำหรับภาวะสูญเสียการไดยิน ดังนั้นจึงควรมีการศึกษา

เพิ่มเติมในจำนวนตัวอยางที่มากข้ึน รวมถึงการประเมิน

ความสามารถในการทำซ้ำและการประยุกตใช กับ

การตรวจทางพันธุกรรมในรูปแบบอื่นตอไปในอนาคต 
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สรุป

วิธีการสกัด DNA จากบัฟเฟอรที่เตรียมขึ้นเอง

รวมกับเทคนิค magnetic bead-based extraction 

สามารถให DNA ทีม่คีณุภาพและปรมิาณเพียงพอสำหรบั

การศึกษาทางพันธุกรรม การประเมินคุณภาพของ DNA 

จาก DBS แสดงใหเห็นวา DNA ที่ไดมีความเหมาะสม

สำหรับการวิเคราะหดวยเทคโนโลยี targeted NGS 

นอกจากนี้วิธีการนี้ยังเปนทางเลือก สำหรับการสกัด

ดีเอ็นเอจาก DBS สามารถนำมาใชสำหรับงานคัดกรอง

ภาวะสญูเสียการไดยนิ (hearing loss) ในทารกแรกเกดิ

ซึ่งสอดคลองกับความตองการในการสรางระบบตรวจ

คัดกรองเชิงรุกโดยใช NGS ในอนาคต

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

ผูนิพนธไดมีการใชโปรแกรมปญญาประดิษฐ 

ไดแก  ChatGPT (OpenAI, USA) เพื่อชวย

สืบคนขอมูลและวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ ท้ังนี้ไดมีการ

พิจารณาความถูกตองของขอมูลที่สืบคนแลว นอกจากนี้

มกีารใชโปรแกรมปญญาประดษิฐเพือ่ชวยตรวจสอบและ

ปรับปรุงความถูกตองทางไวยากรณภาษาอังกฤษของ

ตนฉบับ และผูนิพนธไมไดใชในการออกแบบการวิจัย

การวิเคราะหขอมูล การแปลผล หรือการตัดสินใจทาง

วิชาการใดๆ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ  ทุ นสนั บสนุ นจ ากส ำนั ก ง าน

คณะกรรมการสงเสริมวิทยาศาสตร วิจัยและนวัตกรรม

ป  พ.ศ. 2567 และ 2568 ขอขอบคุณ ศูนยการแพทย

จีโนมกิส ทีใ่หความอนุเคราะหในการใชเครือ่งมือ อปุกรณ 

และขอขอบคุณ ผูอำนวยการสถาบันชีววิทยาศาสตร

ทางการแพทย หัวหนาศูนยปฏิบัติการตรวจคัดกรอง

สุขภาพทารกแรกเกิดแหงชาติ ท่ีปรึกษาโครงการวิจัย

หัวหนาโครงการวิจัย และผูรวมวิจัยทุกทาน ในการให

ความรวมมือในการดำเนินงานวิจัยเปนอยางดี ตลอดจน

ชวยตรวจทานแกไขนิพนธตนฉบับนี้ใหสำเร็จลุลวงดวยดี
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Development of DNA Extraction 
Method from Dried Blood Spots for 

Genetic Analysis
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ABSTRACT Genetic analysis using next generation sequencing (NGS) technology has signifi cantly 

improved the accuracy and comprehensiveness of genetic diagnosis, including newborn screening using 

dried blood spot (DBS) samples. This study aimed to develop and evaluate DNA extraction methods from 

DBS samples suitable for NGS applications. Three extraction methods were compared: a commercial 

extraction kit, a magnetic bead-based method combined with an in-house lysis buff er, and a magnetic 

bead-based method with a commercial lysis buff er. DNA extracted from whole blood (WB) was used as 

a reference. The results obtained from fi ve volunteers showed that DNA extracted from all three methods 

had an average concentration of 5.28–6.88 ng/µL. The purity ratios (A260/A280 and A260/A230) ranged 

from 1.89–2.34 and 0.20–1.40, respectively, while DNA integrity numbers (DIN) were between 8.8 and 9.9.  

PCR amplifi cation using both singleplex and multiplex assays produced target fragments of 233–570 bp 

as expected. NGS data generated by the DNA Nanoball Sequencing (DNBSEQ-E25) platform from MGI 

demonstrated high sequencing quality, with mapping rate of 99.85–99.87%, 30× coverage of 97.13–99.25%, 

duplicate rate of 7.87–9.11%, and base call accuracy (Q30) of 90.21–90.72%. This study demonstrates 

that the magnetic bead-based extraction method combined with an in-house lysis buff er provides DNA yield 

and quality comparable to the commercial extraction kit, and is suitable for NGS-based genetic analysis.

Keywords: Dried blood spot (DBS), DNA extraction, Magnetic beads, Next generation sequencing


