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บทคดัย่อ 

เบตำ้ธำลสัซีเมียเป็นโรคทำงพนัธุกรรมท่ีพบมำกในประเทศไทย มีอำกำรทำงคลินิกท่ีแตกต่ำงกนัข้ึนกบัชนิด
ของกำรกลำยพนัธ์ุของยีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย คณะผูว้ิจยัจึงพฒันำเทคนิคกำรตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด codon 17 (A-
>T) ซ่ึงเป็นกำรกลำยพนัธ์ุท่ีพบมำกในประเทศไทยโดยเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอในอุณหภูมิเดียว โดยออกแบบไพรเมอร์
จ ำนวน 5 ชุดเพื่อทดสอบประสิทธิภำพ หำสภำวะท่ีเหมำะสม และตรวจ cross detection กบัยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด
อ่ืนๆ ยีนฮีโมโกลบินอี และในคนปกติ พบว่ำ ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2) และชุดท่ี 3 (S3) มีควำมจ ำเพำะต่อยีนเบตำ้ธำลสั 
ซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ไม่เกิด cross-detections กบัยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิดอ่ืน ยนีฮีโมโกลบินอี และในคนปกติท่ีไม่มี
ยีนดงักล่ำว  และบ่มปฏิกิริยำกำรเพ่ิมดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ 64 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 60 นำที  เม่ือเปรียบผลกบัเทคนิค
มำตรฐำน multiplex ARMS-PCR พบวำ่ใหผ้ลตรงกนั เทคนิคน้ีสำมำรถน ำไปใชต้รวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด codon 17 
(A->T) ในโรงพยำบำลชุมชน โรงพยำบำลส่งเสริมสุขภำพต ำบล หรือภำคสนำม  เพ่ือก ำหนดคู่เส่ียง และช่วยลด
อุบติักำรณ์ของโรคธำลสัซีเมียในประเทศไทย 

 
ABSTRACT 

Beta-thalassemia is the prevalent genetic disease in Thailand. Clinical symptoms vary with mutation type of 
-thalassemia gene. We developed single-temperature DNA amp l i f i c a t i on  technique to detect the high prevalent  
-thalassemia gene in Thailand, codon 17 (A->T). We designed 5 sets of primer, tested, optimized and checked cross 
detection with other -thalassemia genes, HbE gene and normal. We found that primer set 2 (S2) and set 3 (S3) 
showed high specificity to -thalassemia gene, codon 17 (A->T) and no cross detection to other -thalassemia genes, 
HbE gene and normal. The optimal condition was incubated  at 64 degree celcius for 60 minutes. Furthermore, we 
observed complete concordance between multiplex ARMS-PCR assay and this technique’s results. This technique 
could be applied to detect -thalassemia gene mutation, codon 17 (A->T) gene in community hospital, Tambon health 
promotion hospital and on-site to define risk couple and reduce incidence of the -thalassemia incidence in Thailand 

 

 
 

ค าส าคญั: ธำลสัซีเมีย กำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย โคดอน 17 (A->T) 
Keywords: Thalassemia 0-thalassemia gene Codon 17 (A->T) 
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บทน า 
ธำลสัซีเมียเป็นโรคทำงพนัธุกรรมท่ีมีอุบติักำรณ์สูง ในปัจจุบนัทัว่โลกมีเด็กแรกเกิดท่ีเป็นธำลสัซีเมียประมำณ

ร้อยละ 4.4 หรือ 1 ใน 10,000 คนของเด็กแรกเกิด เบตำ้ธำลสัซีเมียพบมำกในประเทศไทย มีอำกำรทำงคลินิกท่ีแตกต่ำง
กันข้ึนกับชนิดของกำรกลำยพันธ์ุของยีนเบต้ำ ชนิดท่ี รุนแรงคือ homozygous 0-thalassemia และ compound 
heterozygous 0-thalassemia/hemoglobin E (0-thal/HbE) ในช่วงแรกเกิดจะไม่พบควำมปกติ แต่จะเร่ิมมีอำกำรเม่ือเขำ้
ขวบปีแรก คือตวัซีด อ่อนเพลีย ทอ้งป่อง ตบัมำ้มโต กระดูกใบหนำ้เปล่ียน จมูกแบน โหนกแกม้สูง กระดูกบำงเปรำะ
หกัง่ำย ร่ำงกำยแคระแกร็น ในรำยท่ีซีดมำกจ ำเป็นตอ้งไดรั้บเลือด ซ่ึงอำจมีภำวะเหลก็เกินตำมมำ ดำ้นกำรรักษำเป็นกำร
รักษำแบบประคบัประคอง คือรักษำตำมอำกำร ไม่สำมำรถรักษำให้หำยขำดได ้ค่ำใชจ่้ำยท่ีใชใ้นกำรดูแลสุขภำพของ
ผูป่้วยท่ีเป็นโรคเบตำ้ธำลสัซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีตั้งแต่แรกเกิด จนมีอำยุ 30 ปี คือ 3,180,000 บำทต่อคน จดัเป็นปัญหำ
เศรษฐศำสตร์สำธำรณสุขของประเทศ จึงเป็นนโยบำยระดบัชำติ ท่ีจะควบคุมและป้องกนัไม่ใหมี้เด็กกิดใหม่เป็นโรคธำลสัซีเมีย 
โดยเฉพำะในคู่สมรสท่ีเส่ียงต่อกำรมีบุตรเป็นโรคธำลสัซีเมียชนิดรุนแรง เทคนิคกำรตรวจวินิจฉัยโรคท่ีแม่นย  ำเพ่ือ
ประเมินควำมรุนแรงของโรคเบตำ้ธำลสัซีเมียถือเป็นเคร่ืองมือหน่ึงในกำรลดอุบติักำรณ์ของโรคธำลสัซีเมียในประเทศ
ไทย เทคนิคท่ีใช้ตรวจหำยีนเบต้ำธำลสัซีเมียในปัจจุบนั ได้แก่ Amplification Refractory Mutation System (ARMS), 
Allele-Specific Oligonucleotide probes (ASO), Reverse dot-blot hybridization, Single-Strand Confirmation 
Polymorphism (SSCP), Real-time PCR และ Direct sequencing ซ่ึงเทคนิคเหล่ำน้ีใชเ้วลำในกำรตรวจวินิจฉัยประมำณ 
3-4 ชัว่โมง และตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีจ ำเพำะ รำคำสูง จึงไม่สำมำรถน ำไปใชต้รวจวินิจฉัยในห้องปฏิบติักำรโรงพยำบำล
ชุมชน โรงพยำบำลส่งเสริมสุขภำพต ำบล (รพ.สต.) ท ำให้กำรตรวจคดักรองเพื่อก ำหนดคู่เส่ียง ไม่ครอบคลุม ซ่ึงเป็น
สำเหตุหน่ึงท่ีท ำใหอุ้บติักำรณ์ของโรคธำลสัซีเมียไม่ลดลง 

คณะผูว้ิจยัจึงพฒันำเทคนิคกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยใชอุ้ณหภูมิเดียวเพื่อตรวจหำยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด 
codon 17 (A->T) ซ่ึงพบมำกในประเทศไทย เพื่อน ำไปใชต้รวจคดักรองในโรงพยำบำลชุมชนและ รพ.สต. ท ำใหก้ ำหนด
คู่ เ ส่ียงต่อกำรมี บุตร เ ป็น  homozygous 0-thalassemia หรือ  compound heterozygous 0-thalassemia/HbE ซ่ึ ง เ ป็น
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิดรุนแรงได ้เทคนิคน้ีช่วยลดระยะเวลำท่ี และไม่จ ำเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีจ ำเพำะและรำคำสูงในกำร
ตรวจ เหมำะกับกำรน ำไปใช้ในโรงพยำบำลชุมชน และรพ.สต. หรือภำคสนำม ท ำให้บุคลำกรทำงกำรแพทยแ์ละ
สำธำรณสุขสำมำรถตรวจคดักรองเพ่ือก ำหนดคู่เส่ียงและใหค้  ำปรึกษำในกำรวำงแผนครอบครัว สำมำรถลดอุบติักำรณ์
ของโรคธำลสัซีเมียในประเทศไทยได ้
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อพฒันำเทคนิคกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด codon 17 (A->T) ท่ีพบมำกในประเทศไทยดว้ยเทคนิค
กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอโดยใชอุ้ณหภูมิเดียว 
 
เทคนิควจิยั 

1. ตวัอย่าง 
ตวัอยำ่งท่ีใชเ้ป็นกำรขอแบ่งตวัอยำ่งเลือดของผูป่้วยท่ีมำส่งตรวจ ณ หน่วยวจิยัธำลสัซีเมีย ศูนยว์จิยัโลหิตวทิยำ 

คณะแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลยันเรศวร จ ำนวนทั้งหมด 6 ตวัอยำ่ง โดยเป็นตวัอยำ่งเลือดของผูท่ี้มียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด 
codon 17 (A->T) จ ำนวน 2 ตัวอย่ำง ชนิด codon 41/42, -TCTT; IVS I nt l, G->T; ฮีโมโกลบินอี (HbE, cd 26, G->A) และ
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ตวัอยำ่งเลือดของผูท่ี้ไม่มียีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย (Normal) ชนิดละ 1 ตวัอยำ่ง สกดัดีเอ็นเอจำกตวัอยำ่งเลือด 30 µl ดว้ยชุดน ้ ำยำ 
Masterpure™ (Epicenter (an illumina company), USA) 

2. การออกแบบไพรเมอร์ 
ผูว้จิยัไดอ้อกแบบไพรเมอร์ส ำหรับใชใ้นกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอ และตรวจสอบยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด codon 

17 (A->T) (cd 17 (A->T)) โดยอำ้งอิงจำกกำรตรวจวินิจฉัยยีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย  (0-thal genes) ท่ีพบมำกในคนไทย และยีน
ฮีโมโกลบินอี (HbE) ด้วยเทคนิค Multiplex ARMS (Mirasena et al., 2008) ด้วยโปรแกรม Primer explorer V5 software 
(http://primerexplorer.jp/e/) และ OligoCalc (Kibbe, 2007)  ผูว้จิยัไดอ้อกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมำณจ ำนวน 4 เสน้คือ L, B, 
F และ P primers เพื่อตรวจหำกำรกลำยพนัธ์ุของยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยก ำหนดใหต้ ำแหน่งกำรกลำยพนัธ์ุ
ของยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) อยู่บริเวณปลำย 5’ (ดังภำพท่ี 1) และได้ออกแบบ P primers เพื่อให้มีควำม
ควำมจ ำเพำะสูงโดยกำรปรับเปล่ียนและเพ่ิมล ำดบัเบสให้มีควำมแตกต่ำงกนั จ ำนวน 5 ชุด (Primer Set 1-Set 5 โดยแต่
ละชุดจะแตกต่ำงกนัท่ี P1-P5 primers) (Duan et al., 2014) ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ไดแ้ก่ L primer : 5’ TAA 
CGG CAG ACT TCT CCT CAG GAG ACA CAA CTG TGT TCA CTA GCA3’, F primer : 5’ GGC AGA GCC ATC 
TAT TGC TT 3’, B primer : 5’ GAG TCT TCT CTG TCT CCA CAT G 3’, P1 primer : 5’ TAG GTG AAC GTG 
GAT GAA GTT GGT GGT CTC CTT AAA CCT GTC TTG T 3’, P2 primer : 5’ TTC GTG AAC GTG GAT GAA 
GTT GGT GGT CTC CTT AAA CCT GTC TTG T 3’, P3 primer : 5’ CG TAG GTG AAC GTG GAT GAA GTT 
GGT GGT CTC CTT AAA CCT GTC TTG T 3’, P4 primer : 5’ GC TAG GTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT 
GGT CTC CTT AAA CCT GTC TTG T 3’, P5 Primer : 5’ CG TTC GTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GGT 
CTC CTT AAA CCT GTC TTG T 3’  

เม่ือน ำดีเอน็เอท่ีมียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ไปเพ่ิมปริมำณจะเกิดกำรสร้ำงสำยดีเอน็เอท่ียำวข้ึน
หลำยๆ ขนำดปรำกฏผลบน agarose gel ท่ีมี band หลำกหลำยขนำด เกิดเป็นรูปแบบ ladder-like pattern (อมรรัตน์, 
2554) 
 

ภาพที ่1 แสดงต ำแหน่งของไพรเมอร์ท่ีออกแบบใหก้ำรกลำยพนัธ์ุอยูบ่ริเวณทำงดำ้นปลำย 5’ ของ P primer และ
ต ำแหน่งท่ีไพรเมอร์เขำ้จบับนดีเอน็เอเป้ำหมำย 
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3. ปฏิกริิยาการเพิม่ปริมาณดเีอน็เอในอุณหภูมเิดยีว 
น ำชุดไพรเมอร์ส ำหรับตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) จ ำนวน 5 ชุดแลว้ (Primer Set 1-Set 5) 

ไปท ำปฏิกิริยำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอท่ีอำ้งอิงจำกคู่มือของ Bst DNA polymerase (New England Biolabs, USA) โดยผสม
สำรต่ำงๆ ประกอบด้วย 320 U/ml Bst DNA polymerase, 1 X ThermoPol Buffer, 6mM MgSo4, 1.4 mM dNTPs, 1.6 µM  
L primer, 1.6 µM P primer, 0.2 µM F primer, 0.2 µM B primer และ 50 ng DNA ในปริมำตรรวม 25 µl แลว้น ำไปบ่มใน
อุณหภูมิท่ีเหมำะสม เป็นเวลำ 60 นำที แลว้ตรวจสอบผลดว้ย 2% agarose gel ใชก้ระแสไฟฟ้ำ 135V เป็นเวลำ 30 นำที 
และบนัทึกภำพดว้ยเคร่ือง Gel documentation (Major Science, Taiwan) 

4. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของเทคนิค 
เม่ือทดสอบกำรท ำงำนเบ้ืองตน้ของไพรเมอร์ท่ีตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ทั้ ง 5 ชุด 

(Primer Set: S1- 5) แลว้ ผูว้ิจยัจึงหำสภำวะท่ีเหมำะสมของเทคนิคน้ีโดยกำรเปรียบเทียบเพื่อหำอุณหภูมิและเวลำท่ี
เหมำะสม เร่ิมจำกเปรียบเทียบไพร์เมอร์ทั้ ง 5 ชุดท่ีบ่มในอุณหภูมิท่ีแตกต่ำงกัน ได้แก่ 62, 63, 64, 65, และ 66 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที เม่ือได้อุณหภูมิท่ีเหมำะสมแล้ว  ผูว้ิจัยจึงน ำสภำวะน้ีไปท ำปฏิกิริยำเพ่ือเปรียบเทียบ
ระยะเวลำท่ีท่ีใชใ้นกำรบ่มไดแ้ก่ 20, 30, 40, 50, และ 60 นำที เพื่อใหไ้ดชุ้ดไพรเมอร์ (P primer) และสภำวะท่ีท ำให้ไพร
เมอร์ท ำปฏิกิริยำเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอเพื่อตรวจหำยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T)  ใหผ้ลดีมีประสิทธิภำพมำกท่ีสุด 

5. การตรวจสอบ cross-detections ของเทคนิค 
ผูว้จิยัไดท้ ำ cross-detections ของเทคนิคน้ี เพื่อทดสอบควำมจ ำเพำะของชุดไพรเมอร์ (Primer Set) ท่ีตรวจ

ยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยใชดี้เอ็นเอท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T); cd 41/42, -TCTT; IVS 
I nt l, G->T; ฮีโมโกลบินอี (HbE, cd 26 , G->A) และดีเอ็นเอท่ีไม่มียีนเบต้ำธำลัสซีเมีย (Normal) โดยไพรเมอร์  
(P primer) จะตอ้งให้ผลท่ีมีรูปแบบ ladder-like pattern เฉพำะกับดีเอ็นเอท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) 
เท่ำนั้น  

6. การยืนยนัความถูกต้องของเทคนคิโดยเปรียบเทยีบกบัเทคนิคมาตรฐาน Multiplex ARMS-PCR 
เปรียบเทียบผลกำรตรวจของเทคนิคน้ีกบัเทคนิค multipex ARMS-PCR (Mirasena et al., 2008) ซ่ึงเป็น

เทคนิคมำตรฐำนกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียและฮีโมโกลบินอีของหอ้งปฏิบติักำรหน่วยวจิยัธำลสัซีเมีย ศูนยว์จิยัโลหิต
วิทยำ คณะแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลยันเรศวร โดยเปรียบเทียบผลกำรตรวจดีเอ็นเอท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 
(A->T); cd 41/42, -TCTT; IVS I nt l, G->T; ฮีโมโกลบินอี (HbE, cd 26, G->A) และดีเอ็นเอท่ีไม่มียีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย 
(Normal)  

 
ผลการวจิยั 

ผูว้จิยัไดพ้ฒันำเทคนิคกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอในอุณหภูมิเดียว 
โดยออกแบบชุดไพรเมอร์จ ำนวน 5 ชุด (Primer Set 1-Set 5) ประกอบดว้ย primer set 1 (L,F,B,P1 primer), primer set 2 
(L,F,B,P2 primer), primer set 3 (L,F,B,P3 primer), primer set 4 (L,F,B,P4 primer), primer set 5 (L,F,B,P5 primer) และ
ทดสอบกำรท ำงำนของแต่ละชุดไพรเมอร์โดยน ำไปตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ในดีเอ็นเอท่ีมียีน
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) และดีเอน็เอท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย (Normal) เม่ือน ำไปบ่มในอุณหภูมิท่ีเหมำะสม 
อำ้งอิงจำกคู่มือของ Bst DNA polymerase (New England Biolabs, USA) เป็นเวลำ 60 นำที แลว้น ำไปตรวจสอบด้วย  
2% agarose gel electrophoresis พบวำ่ ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2), ชุดท่ี 3 (S3) และชุดท่ี 5 (S5) จะปรำกฏลกัษณะ ladder-like 
pattern ในตวัอยำ่งท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) เพียงอยำ่งเดียว แสดงวำ่ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุดน้ีมีควำมจ ำเพำะ
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กบัยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหวำ่งผูท่ี้มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) 
และผูท่ี้ไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียได ้ส่วนไพรเมอร์ชุดท่ี 1 (S1) และชุดท่ี 4 (S4) ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ทั้งใน
ตวัอยำ่งท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) และไม่มียีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย (Normal) แสดงวำ่ไพรเมอร์ชุดท่ี 1 (S1) 
และชุดท่ี 4 (S4) ไม่มีควำมจ ำเพำะกบัยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ไม่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหวำ่งผูท่ี้มี
ยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) และผูท่ี้ไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียได ้(ภำพท่ี 2) 

 

ภาพที ่2 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ส ำหรับตรวจวนิิจฉยัยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) จ ำนวน 
5 ชุด (Primer set 1-5: S1-S5)  ในตวัอยำ่งท่ีมียนี cd 17 (A->T) และในตวัอยำ่งท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย 
(normal) ไพรเมอร์ชุดท่ี 2, 3 และ 5 (S2, S3 และ S5) ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในตวัอยำ่งท่ีมียนี cd 
17 (A->T) (แถวท่ี 3, 5 และ 9) และไม่มีลกัษณะ ladder-like pattern ในตวัอยำ่งท่ีไม่มียนีดงักล่ำว (แถวท่ี 4, 6 
และ 10) ส่วนไพรเมอร์ชุดท่ี 1 และ 4 (S 1 และ S4) ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ทั้งในตวัอยำ่งท่ีมียนี 
cd 17 (A->T) (แถวท่ี 1 และ 7) และไม่มียนี (แถวท่ี 2 และ 8) แสดงวำ่ไพรเมอร์ชุดน้ีไม่มีควำมจ ำเพำะต่อยนี 

cd 17 (A->T) (M) 100 bp DNA ladder. (Codon17) ตวัอยำ่งท่ีมียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T). 
(Normal) ตวัอยำ่งท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย 

 

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับเทคนิคการเพิม่ปริมาณดเีอน็เอในอณุหภูมเิดยีว 
จำกผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของชุดไพรเมอร์ พบวำ่ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2), ชุดท่ี 3 (S3) และชุดท่ี 5 (S5) มี

ควำมจ ำเพำะต่อยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) จึงคดัเลือกไพรเมอร์ 3 ชุดน้ีมำเปรียบเทียบเพื่อหำอุณหภูมิท่ี
เหมำะสมส ำหรับเทคนิคกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอในอุณหภูมิเดียวเพื่อตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยกำร
บ่มท่ีอุณหภูมิต่ำงกัน 5 อุณหภูมิได้แก่  62, 63, 64, 65, และ 66 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที ในตวัอย่ำงท่ีมียีน
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ตรวจสอบผลดว้ย 2% agarose gel พบวำ่ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุดปรำกฏลกัษณะ ladder-
like pattern ในทุกอุณหภูมิ แสดงวำ่ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุดสำมำรถท ำงำนไดดี้ในช่วงอุณหภูมิท่ี 62-66 องศำเซลเซียส (ภำพ
ท่ี 3) 
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ภาพที ่3 ผลกำรหำอุณหภูมิท่ีเหมำะสมของกำรตรวจวนิิจฉยัยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T)  
ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2), ชุดท่ี 3 (S3) และ ชุดท่ี 5 (S5) ในตวัอยำ่งท่ีมียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) 
ปรำกลกัษณะ ladder-like pattern ในทุกอุณหภูมิ (62, 63, 64, 65, และ 66 องศำเซลเซียส) 
(M) 100bp DNA ladder. แถวท่ี 1-15 แสดงผลกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ดว้ยไพรเมอร์  
3 ชุด (S2, S3และ S5) ท่ีอุณหภูมิ 62, 63, 64, 65, และ 66 องศำเซลเซียส ตำมล ำดบั  

 
จำกผลกำรหำอุณหภูมิท่ีเหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอในอุณหภูมิเดียวเพื่อตรวจวินิจฉัยยีน

เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) พบวำ่ ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุด (S2, S3 และ S5)  สำมำรถท ำงำนไดดี้ในช่วงอุณหภูมิท่ี 62-
66 องศำเซลเซียส  ผูว้ิจัยจึงเลือกอุณหภูมิท่ี 64 องศำเซลเซียส เพ่ือน ำมำใช้ท ำปฏิกิริยำเพ่ือเปรียบเทียบหำเวลำท่ี
เหมำะสมของเทคนิคดงักล่ำวโดยน ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 64 องศำเซลเซียส ในระยะเวลำท่ีท่ี 20, 30, 40, 50 และ 60 นำที 
และตรวจสอบดว้ย 2% agarose gel พบวำ่ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2)  ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในกำรบ่มตั้งแต่เวลำ 
40 นำทีจนถึง 60 นำที ส่วนไพรเมอร์ชุดท่ี 3 (S3) และ 5 (S5) ปรำกฏลักษณะ ladder-like pattern ในกำรบ่มตั้งแต่
ระยะเวลำท่ี 50 นำทีและ 60 นำที เพ่ือใหส้ำมำรถใชไ้พรเมอร์ทั้ง 3 ชุดในกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) 
ผูว้จิยัจึงเลือกระยะเวลำท่ีในกำรบ่มปฏิกิริยำน้ีท่ีอุณหภูมิ 50-60 นำที (ภำพท่ี 4) 
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ภาพที ่4 ผลกำรหำระยะเวลำท่ีท่ีเหมำะสมในกำรบ่มปฏิกิริยำเพ่ือตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) 
ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2) ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในกำรบ่มระยะเวลำท่ีท่ี 40 นำทีข้ึนไป (แถวท่ี 3, 4, 
5) ไพรเมอร์ชุดท่ี 3 (S2) และ 5 (S2)  ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในกำรบ่มระยะเวลำท่ีท่ี 50 นำทีข้ึนไป 
(แถวท่ี 9, 10, 14 และ 15) (M) 100bp DNA ladder. แถวท่ี 1-15 แสดงผลกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 
17 (A->T) ดว้ยไพรเมอร์ 3 ชุด (S2, S3 และ S5) ท่ีอุณหภูมิ 64 องศำเซลเซียส ท่ีระยะเวลำท่ีกำรบ่ม 20, 30, 40, 
50 และ 60 นำที ตำมล ำดบั 

 
ตรวจสอบ cross-detections ของเทคนิค 
เพื่อทดสอบควำมจ ำเพำะของไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2), ชุดท่ี 3 (S3) และชุดท่ี 5 (S5) ต่อยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด  

cd 17 (A->T) ผูว้จิยัจึงไดท้ ำ cross-detections โดยใชดี้เอน็เอท่ีมียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T); cd 41/42, -TCTT; IVS 
I nt l, G->T; ฮีโมโกลบินอี (HbE, cd 26, G->A) และดีเอ็นเอท่ีไม่มียีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย (Normal) โดยไพรเมอร์ (P primer) 
จะตอ้งให้ผลท่ีมีรูปแบบ ladder-like pattern เฉพำะกบัดีเอ็นเอท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) เท่ำนั้น พบวำ่ไพร
เมอร์ชุดท่ี 2 (S2), และชุดท่ี 3 (S3) ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในตวัอยำ่งท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A 
->T) เท่ำนั้น และไม่ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในตวัอยำ่งท่ีมียีนเบตำ้ธัสซีเมียชนิดอ่ืนๆ รวมทั้งในตวัอย่ำงท่ี 
ไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย (normal) แสดงวำ่ไพรเมอร์ 2 ชุดน้ี (S2 และ S3) มีควำมจ ำเพำะต่อยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 
(A->T) สำมำรถตรวจพบยีนเบต้ำธำลัสซีเมียชนิด  cd 17 (A->T) ได้เพียงอย่ำงเดียว ไม่เกิด cross-detections กับยีน
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิดอ่ืน ส่วนไพรเมอร์ชุดท่ี 5 (S5) ปรำกฏลกัษณะ ladder-like pattern ในตวัอยำ่งท่ีมียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย
ชนิด cd 17 (A->T) และพบช้ินส่วนเอน็เอขนำดประมำณ 1,500 bp ในตวัอยำ่งยนีฮีโมโกลบินอี (HbE) และตวัอยำ่งท่ีไม่
มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย (normal) (ภำพท่ี 5)  
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ภาพที ่5 ผลกำรตรวจสอบ cross-detections ของไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุด (S2, S3 และ S5) ท่ีใชต้รวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด 
cd 17 (A->T) ในตวัอย่ำงท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิดต่ำงๆ (cd 17 (A->T); cd 41/42, -TCTT; IVS I nt l, G->T; 
ฮีโมโกลบินอี (HbE, cd 26, G->A)) และในตวัอยำ่งท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย ไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุด ปรำกฏลกัษณะ 
ladder-like pattern ในตวัอยำ่งท่ีมียีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) (แถวท่ี 1, 6 และ 11) ในขณะท่ีไพรเมอร์
ชุดท่ี 5 (S5) ปรำกฎช้ินดีเอน็เอขนำดประมำณ 1,500 bp ในตวัอยำ่งท่ีไม่มียีนเบตำ้ธำลสัซีเมีย (แถวท่ี 12) และ 
ตวัอยำ่งท่ีมียนีฮีโมโกลบินอี (แถวท่ี 14) (M) 100bp DNA ladder. (Codon17) cd 17 (A->T). (Normal) ตวัอยำ่ง
ท่ีไม่มียีนเบตำ้ธำลัสซีเมีย. (Codon 41/42) cd 41/42, -TCTT. (HbE) cd 26, G->A. (IVS I-1) IVS I nt l, G->T 
และ normal.  

 
การยืนยนัความถูกต้องของเทคนคิโดยเปรียบเทยีบกบัเทคนิคมาตรฐาน Multiplex ARMS-PCR 
เปรียบเทียบผลกำรตรวจของเทคนิคน้ีกบัเทคนิค multipex ARMS-PCR (Mirasena et al., 2008) ซ่ึงเป็นเทคนิค

มำตรฐำนกำรตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียและฮีโมโกลบินอีของหอ้งปฏิบติักำรหน่วยวิจยัธำลสัซีเมีย ศูนยว์ิจยัโลหิตวทิยำ 
คณะแพทยศำสตร์ มหำวทิยำลยันเรศวร โดยเปรียบเทียบผลกำรตรวจดีเอน็เอท่ีมียนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T); 
cd 41/42, -TCTT; IVS I nt l, G->T; ฮีโมโกลบินอี (HbE, cd 26, G->A) และดีเอน็เอท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย (Normal) 
พบวำ่ 

เทคนิค multipex  ARMP-PCR แสดงช้ินดีเอ็นเอของ internal control (861 bp) และช้ินดีเอ็นเอของยีน
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) (239 bp) ในตวัอยำ่ง codon 17 เท่ำนั้น และในตวัอยำ่งชนิดอ่ืนๆ พบเพียงช้ินดีเอน็เอ
ของ internal control (861 bp) เท่ำนั้น ซ่ึงให้ผลตรงกันกับเทคนิคกำรตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด codon 17 (A->T)  
โดยกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอโดยใชอุ้ณหภูมิเดียว (ภำพท่ี 6) 
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ภาพที ่6 ผลกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ดว้ยเทคนิค multipex ARMS-PCR ในตวัอยำ่งท่ีมียนี
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิดต่ำงๆ  และในตวัอยำ่งท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย แถวท่ี 1-5 แสดงผลกำรตรวจยนี
เบตำ้ธำลสัซีเมียดว้ยเทคนิค multipex ARMP-PCR แถวท่ี 1 ปรำกฏช้ินดีเอน็เอของ internal control ขนำด 861 
bp และยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ขนำด 239 bp ในตวัอยำ่ง Codon 17 เท่ำนั้น ส่วนตวัอยำ่งท่ีมียนี
เบตำ้ธำลสัซีเมียชนิดอ่ืนๆ ฮีโมโกลบินอี และในคนปกติจะปรำกฏแต่ช้ินดีเอน็เอของ internal control ขนำด 
861 bp เท่ำนั้น (M) 100bp DNA ladder. (Codon17) cd 17 (A->T). (Normal) ตวัอยำ่งท่ีไม่มียนีเบตำ้ธำลสัซี
เมีย. (Codon 41/42) cd 41/42, -TCTT. (HbE) cd 26, G->A. (IVS I-1) IVS I nt l, G->T. 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

เบตำ้ธำลสัซีเมียเป็นโรคทำงพนัธุกรรมท่ีพบมำกในประเทศไทย มีอำกำรทำงคลินิกท่ีแตกต่ำงกนัข้ึนกบัชนิด
ของกำรกลำยพนัธ์ุ หำกมีเทคนิคกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียท่ีสำมำรถท ำไดใ้นโรงพยำบำลชุมชน โรงพยำบำลส่งเสริม
สุขภำพต ำบล (รพ.สต.) หรือภำคสนำม ท ำใหส้ำมำรถก ำหนดคู่เส่ียงไดเ้ร็ว และช่วยลดอุบติักำรณ์ของโรคธำลสัซีเมียใน
ประเทศไทย คณะผูว้จิยัจึงพฒันำเทคนิคกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอในอุณหภูมิเดียวเพื่อตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 
(A->T) ซ่ึงเป็นกำรกลำยพนัธ์ุของเบตำ้โกลบินยนีชนิด nonsense mutation (อรุณี, 2552) ท่ีพบมำกในประเทศไทย อำศยั
หลกักำรของเทคนิค loop-mediated isothermal amplification (LAMP) โดยผูว้จิยัไดอ้อกแบบไพรเมอร์จ ำนวน 5 ชุด (Set 
1-5; S1-S5) แต่ละชุดประกอบดว้ยไพรเมอร์จ ำนวน 4 เส้น (L,F,B, P1-5) ท่ีสำมำรถตรวจสอบยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียท่ีมี
ควำมจ ำเพำะสูง กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเออำศยักำรท ำงำนของ Bst DNA polymerase ซ่ึงมี displacement activity ท ำให้
สำมำรถท ำปฏิกิริยำเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอไดใ้นอุณหภูมิเดียว ในขั้นตอน cycle amplification เม่ือไพรเมอร์พบยนีเป้ำหมำย
จะเกิดกำรสร้ำงสำยดีเอน็เอท่ีมีควำมยำวหลำยขนำด เม่ือน ำไปตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสจะปรำกฏดีเอ็นเอ
ท่ีมีควำมยำว หลำกหลำยขนำดมีลกัษณะเป็น ladder-like pattern (อมรรัตน์, 2554; Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 
2002; Notomi et al., 2015; Chomean et al., 2018) ผูว้จิยัจึงน ำเทคนิคน้ีมำพฒันำโดยท ำปฏิกริยำดว้ยเคร่ือง heating block 
หรือ water bath ซ่ึงเทคนิคน้ีไม่ตอ้งใชเ้คร่ือง thermal cycler ซ่ึงมีรำคำสูง และใชเ้วลำนอ้ยกว่ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ
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ดว้ยเทคนิค PCR จึงเหมำะกบักำรตรวจในห้องปฏิบติักำรขนำดเล็ก โรงพยำบำลส่งเสริมสุขภำพต ำบล โรงพยำบำล
ชุมชน 

ผูว้ิจยัไดอ้อกแบบไพรเมอร์ท่ีจ ำเพำะกบัยีนเบตำ้โกลบินธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยให้ต ำแหน่งกำร
กลำยพนัธ์ุอยูบ่ริเวณปลำย 5’ ของ P primer (ภำพท่ี 1) และไดอ้อกแบบ P primer ให้มีควำมจ ำเพำะมำกข้ึนโดยกำรเพ่ิม 
และปรับเปล่ียนล ำดบัเบสใหมี้ควำมแตกต่ำงกนั จ ำนวน 5 ชุด (S1-S5) (Duan et al., 2014; Duan et al., 2016) และไดน้ ำ
ไพรเมอร์ทั้ง 5 ชุดน้ีมำหำสภำวะท่ีเหมำะสม พบวำ่ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2), ชุดท่ี 3 (S3) และชุดท่ี 5 (S5) มีควำมจ ำเพำะต่อ
ยนีเบตำ้โกลบินธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) เพรำะไดป้รับเปล่ียนล ำดบัเบสท่ีบริเวณปลำย 5’ ของ P Primer มำกกวำ่ 2 
ต ำแหน่งข้ึนไป ท ำใหไ้พรเมอร์มีควำมจ ำเพำะต่อกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) (ภำพท่ี 2) 

เทคนิค LAMP จะท ำปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิประมำณ 60-65 องศำเซลเซียส (Notomi et al., 2000; Notomi et al., 
2015) ผูว้จิยัจึงไดห้ำสภำวะท่ีเหมำะสมของเทคนิคกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยเปรียบเทียบกำร
ท ำงำนของไพรเมอร์ในอุณหภูมิท่ี 62, 63, 64, 65, และ 66 องศำเซลเซียส พบวำ่ปฏิกิริยำเกิดข้ึนไดดี้ทุกอุณหภูมิ  (ภำพท่ี 
3) เน่ืองจำกเม่ือน ำเทคนิคน้ีไปใชใ้นโรงพยำบำลชุมชน รพ.สต.หรือในภำคสนำม เคร่ือง heating block หรือ water bath 
ท่ีต่ำงยี่ห้อกันอำจมีกำรควบคุมอุณหภูมิท่ีคลำดเคล่ือนไปบำ้ง จึงเลือกใชอุ้ณหภูมิท่ี 64 องศำเซลเซียส เม่ืออุณหภูมิ
คลำดเคล่ือนไป +2 องศำเซลเซียส ก็ยงัคงสำมำรถเกิดปฏิกิริยำได ้จำกนั้นผูว้จิยัไดห้ำระยะเวลำท่ีกำรบ่มท่ีเหมำะสมโดย
บ่มท่ีอุณหภูมิ 64 องศำเซลเซียสในระยะเวลำท่ีท่ี 20, 30, 40, 50 และ 60 นำที พบว่ำไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2)  จะปรำกฏ
ลกัษณะ ladder-like pattern ตั้งแต่กำรบ่มเป็นเวลำท่ี 40-60 นำที ไพรเมอร์ชุดท่ี 3 (S3) และชุดท่ี 5 (S5) จะปรำกฏ
ลกัษณะ ladder-like pattern ตั้ งแต่กำรบ่มเป็นเวลำ 50-60 นำที (ภำพท่ี 4) เน่ืองจำกควำมแตกต่ำงของเคร่ือง heating 
block หรือ water bath ผูว้ิจัยจึงเลือกระยะเวลำในกำรบ่มท่ี 60 นำที เพ่ือให้กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอเกิดข้ึนได้อย่ำง
สมบูรณ์ ซ่ึงใชเ้วลำนอ้ยกวำ่เทคนิค PCR  

เม่ือท ำ cross-detections เพื่อทดสอบควำมจ ำเพำะของชุดไพรเมอร์ พบว่ำไพรเมอร์ชุดท่ี 2 (S2), ชุดท่ี 3 (S3) 
และชุดท่ี 5 (S5) มีควำมจ ำเพำะต่อยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ไม่เกิด cross-detections กบัยนีเบตำ้ธำลสัซีเมีย
ชนิดอ่ืน ยนีฮีโมโกลบินอี และในคนปกติท่ีไม่มียนีดงักล่ำว แสดงวำ่ไพรเมอร์ชุดน้ีสำมำรถน ำมำใชต้รวจยนีเบตำ้ธำลสั
ซีเมียชนิด cd 17 (A->T) ดว้ยกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอในอุณหภูมิเดียวไดอ้ย่ำงมีประสิทธิภำพ ส่วนช้ินดีเอ็นเอขนำด
ประมำณ 1,500 bp ท่ีพบในยีนฮีโมโกลบินอี และในคนปกติของไพรเมอร์ชุดท่ี 5 (S5) นั้นผูว้ิจยัจะน ำไปตรวจสอบหำ
ล ำดบันิวคลิโอไทด์ดว้ยเทคนิค DNA sequencing ต่อไป (ภำพท่ี 5) จำกนั้นจึงเปรียบเทียบผลกำรตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซี
เมียชนิด cd 17 (A->T) ของเทคนิคน้ีกบัเทคนิค multipex ARMS-PCR (Mirasena et al., 2008) ซ่ึงเป็นเทคนิคมำตรฐำน
กำรตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซีเมียและฮีโมโกลบินอีของห้องปฏิบติักำรหน่วยวิจัยธำลสัซีเมีย ศูนยว์ิจยัโลหิตวิทยำ คณะ
แพทยศำสตร์ มหำวิทยำลยันเรศวร พบวำ่ให้ผลตรงกนั (ภำพท่ี 6) แสดงวำ่เทคนิคตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด codon 
17 (A->T) ดว้ยเทคนิคกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอโดยใชอุ้ณหภูมิเดียวมีควำมจ ำเพำะ และถูกตอ้งแม่นย  ำ  

เทคนิคกำรตรวจยีนเบตำ้ธำลัสซีเมียชนิด cd 17 (A->T) โดยกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอในอุณหภูมิเดียวน้ีมี
แนวโนม้ท่ีจะน ำมำใชไ้ดจ้ริง ผูว้ิจยัจะด ำเนินกำรทดสอบควำมไวของเทคนิค และน ำเทคนิคน้ีไปตรวจยีนเบตำ้ธำลสัซี
เมียชนิด cd 17 (A->T) ในตวัอย่ำงท่ีหลำกหลำยและมีจ ำนวนมำกข้ึน รวมทั้งน ำไปทดลองใชใ้นโรงพยำบำลชุมชุม 
โรงพยำบำลส่งเสริมสุขภำพต ำบล (รพ.สต.) และในภำคสนำม เพื่อพฒันำเทคนิคน้ีในกำรตรวจยนีเบตำ้ธำลสัซีเมียชนิด
อ่ืนๆ และฮีโมโกลบินอีท่ีพบมำกในประเทศไทย เพ่ือก ำหนดคู่เส่ียง และลดอุบติักำรณ์ของโรคธำลสัซีเมียในประเทศ
ไทย  
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