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บทคดัย่อ 

เทคนิค high resolution melting (HRM) analysis สามารถใชใ้นการวิเคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ไดโ้ดยอาศยั
หลกัการการลดลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีแตกต่างกนัเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน เน่ืองจากสายดีเอ็นเอท่ีตรวจสอบมี
ล าดบันิวคลิโอไทดต์่างกนั ในการศึกษาน้ีผูว้ิจยัไดท้ าการวิเคราะห์สนิปส์ของยีน CD44 ท่ีต  าแหน่ง rs187116G>A โดย
ใชเ้ทคนิค HRM analysis เปรียบเทียบกบัเทคนิค PCR–RFLP ในตวัอยา่งจ านวนทั้งหมด 360 ตวัอยา่ง ผลท่ีไดพ้บว่ามี
ตวัอยา่งจ านวน 25 ตวัอยา่ง ท่ีใหผ้ลการตรวจสอบจีโนไทป์แตกต่างกนัคิดเป็นร้อยละ 6.94 จากนั้นจึงน าตวัอยา่งดีเอน็เอ
ท่ีให้ผลการตรวจแตกต่างทั้ ง 25 ตวัอย่างและสุ่มตวัอย่างผลท่ีตรงกันอีก 25 ตวัอย่าง รวม 50 ตวัอย่าง ไปวิเคราะห์ 
จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค automated DNA sequencing ผลการศึกษาพบว่าการวิเคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค PCR–RFLP 
และ DNA sequencing ให้ผลตรงกนัทั้งหมด ท าให้ทราบว่าเทคนิค HRM มีความถูกตอ้งในการวิเคราะห์สนิปส์ของ 
ยีน CD44 ท่ีต าแหน่ง rs187116 คิดเป็นร้อยละ 93.06 การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นถึงข้อควรระวงัในการน าเทคนิค  
HRM analysis มาวิเคราะห์รูปแบบการเปล่ียนแปลงของนิวคลิโอไทด์เด่ียว โดยควรค านึงถึงชนิดของนิวคลิโอไทด์  
ท่ีเปล่ียนแปลงไป ต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ ล าดบันิวคลิโอไทด์ในสายดีเอ็นเอท่ีตรวจสอบ รวมทั้งขนาดของผลผลิต
จากปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส เพ่ือใหก้ารตรวจสอบจีโนไทป์มีประสิทธิภาพและถูกตอ้ง 

 

ABSTRACT 
High resolution melting (HRM) analysis is usually used to analyze the single nucleotide polymorphism (SNP) 

genotyping. This is based on the different patterns of reduced fluorescence signals after a temperature increase which 
is due to nucleotide sequences in DNA being different. In this study, 360 samples were analyzed the genotype of SNP 
rs187116G>A in CD4 4  gene by HRM analysis, which was then compared to PCR–RFLP. The result showed that  
25 of the samples mismatched to PCR–RFLP (6.94%). Then these samples and 25 other random ones, were analyzed 
by automated DNA sequencing. This result showed that all genotype of PCR–RFLP samples matched DNA sequencing 
and showed that the percentage of the HRM analysis accuracy for CD44, rs187116 genotyping was 93.06%. This study 
demonstrates concern regarding the limitations of HRM analysis for the single nucleotide polymorphism genotyping, 
including nucleotide changing, the primer binding site, the DNA sequence of amplicons, and the length of PCR products 
which provides high efficiency and accuracy. 

 

ค าส าคญั: เทคนิค High resolution melting analysis การเปล่ียนแปลงของล าดบันิวคลิโอไทดเ์ด่ียว (สนิปส์) 
Keywords: High resolution melting, HRM analysis, Single nucleotide polymorphism (SNP)  
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บทน า 
 ยีน CD44 อยูบ่นโครโมโซมคู่ท่ี 11 ท าหนา้ท่ีสังเคราะห์โปรตีน CD44 ท่ีพบอยูบ่นผิวเซลลแ์ละท าหน้าท่ีใน
การติดต่อส่ือสารระหวา่งเซลล ์การยึดเกาะและการเคล่ือนท่ีของเซลล ์การแสดงออกของโปรตีน CD44 น้ีสามารถใช้
เป็นโมเลกุลเคร่ืองหมายของการเป็นเซลล์ตน้ก าเนิดมะเร็งได้ (Medema, 2013) จากรายงานความสัมพนัธ์ของการ
เปล่ียนแปลงของล าดบันิวคลิโอไทดเ์ด่ียวหรือสนิปส์ (single nucleotide polymorphism: SNPs) กบัการเกิดมะเร็งพบวา่
ต าแหน่ง SNP ในยีน CD44 หลายต าแหน่งสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งในหลายอวยัวะ ไดแ้ก่ มะเร็งเตา้นม (Jiang et al., 
2012; Tulsyan et al., 2013) มะเร็งกระเพาะอาหาร (Winder et al., 2011; Bitaraf et al., 2018; Suenaga et al., 2015)  
มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (Verma et al., 2017) และมะเร็งปอด (Liu et al., 2015) 

ต าแหน่ง rs187116 เป็นสนิปส์ต าแหน่งหน่ึงบนยีน CD44 บริเวณล าดับเบสท่ี 4883 นับจากอินตรอนท่ี 1  
โดยมีการเปล่ียนแปลงของเบสแบบทรานสิชันจากเบส G เป็น A (intron 1 + 4883G>A) จากรายงานการวิจัยพบว่า
ต าแหน่งดงักล่าวมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหาร (Winder et al., 2011; Bitaraf et al., 2018; Suenaga  
et al., 2015) มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (Verma et al., 2017) และความไวต่อการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ของผิวหนัง 
ตรงบริเวณท่ีถูกฉายรังสีในผูป่้วยมะเร็งเตา้นม (Suga et al., 2007)  
 ในการศึกษาจีโนไทป์ของสนิปส์สามารถท าได้หลายเทคนิค แต่เทคนิคท่ีได้รับการยอมรับและมีความ
น่าเช่ือถือคือเทคนิค Polymerase chain reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR–RFLP) (Chosdol 
et al., 2002; Winder et al., 2011; Zhang et al., 2005) และ เทคนิค  DNA sequencing (Fong et al., 2017; Zhang et al., 
2013) ส าหรับเทคนิค PCR–RFLP มีความถูกตอ้งแม่นย  าสูงแต่มีขอ้ดอ้ยคือในการวิเคราะห์ตอ้งอาศยัความจ าเพาะของ
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ จึงตอ้งมีจุดตดัของเอนไซมใ์นบริเวณท่ีเกิดสนิปส์หรือบริเวณใกลเ้คียงท่ีเอนไซมจ์ะใชเ้ป็นจุดจดจ า 
จึงเกิดขอ้จ ากดัในการเลือกใชเ้อนไซมแ์ละอาจไม่มีเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีจะใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ต าแหน่งท่ีตอ้งการ 
เทคนิค DNA sequencing เป็นเทคนิคท่ีมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูงเช่นกนั ท าให้ทราบจีโนไทป์ของสนิปส์และล าดบัเบส
ของบริเวรท่ีสนใจทั้งหมดอย่างชดัเจน แต่มีค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์ค่อนขา้งสูงไม่เหมาะส าหรับการตรวจคดักรอง 
จีโนไทป์ จึงมีการพฒันาเทคนิคใหม่ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ โดยลดขอ้จ ากดัในดา้นของเวลาและ
ค่าใชจ่้ายท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ผล คือเทคนิค High resolution melting (HRM) analysis (Vossen et al., 2009) 
 เทคนิค HRM เป็นเทคนิคท่ีมีความรวดเร็วและมีความไวสูงส าหรับการวเิคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ โดยการ
วเิคราะห์อาศยัหลกัการการเปล่ียนแปลงของสญัญาณฟลูออร์เรสเซนตท่ี์เกิดจากการเขา้จบัระหวา่งสีฟลูออร์เรสเซนตก์บั
ดีเอน็เอสายคู่ท่ีมีล าดบันิวคลิโอไทดแ์ตกต่างกนัเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน โดยความแตกต่างของอุณหภูมิน้ีสามารถตรวจวดัได้
แมจ้ะเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบันิวคลิโอไทด์เพียงหน่ึงตวัในล าดบัท่ีท าการวิเคราะห์ (Applied Biosystems, 
2018) อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์จีโนไทป์ของต าแหน่งสนิปส์ดว้ยเทคนิค HRM analysis ยงัมีขอ้จ ากดัอยูม่าก ฉะนั้น 
ในการศึกษาน้ีจึงสนใจศึกษาความถูกตอ้งของการน าเทคนิค HRM analysis มาใช้วิเคราะห์จีโนไทป์ของต าแหน่ง 
rs187116 ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีมีศกัยภาพท่ีจะใช้ประเมินความเส่ียงของของการเกิดโรคมะเร็งในประชากรได้ ซ่ึงผล
การศึกษาท าใหท้ราบวา่การใชเ้ทคนิค HRM analysis ในการตรวจคดักรองอาจจะมีความผิดพลาดไดซ่ึ้งตอ้งมีการพฒันา
ใหมี้ประสิทธิภาพยิง่ข้ึน 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 
 เพื่อวเิคราะห์ความถูกตอ้งของเทคนิค HRM ในการตรวจจีโนไทป์ของยนี CD44 ท่ีต  าแหน่ง rs187116  
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วธีิการวจิยั 
การสกดัดเีอน็เอและการวดัปริมาณ 

 ตวัอยา่งเลือดทั้งหมด 360 ตวัอยา่ง ถูกน ามาสกดัดีเอน็ดว้ยชุดสกดั AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit 
(Bioneer, South Korea) จากนั้นน าไปหาปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวิธี UV spectrophotometry โดยใชเ้คร่ือง NanoDrop 2000 
UV-Vis spectrophotometer (Thermo scientific, US) 

การวเิคราะห์จโีนไทป์ด้วยเทคนิค High resolution melting analysis 
 ในการวิเคราะห์จีโนไทป์จะใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อ rs187116 ของยีน CD44 โดยมีล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ดัง น้ี  forward: 5’ CTTTCGCAAGAACCACTTCC 3’ และ  reverse: 5’ AGGTGGTTGGAGATCACCTG 3’ 
(Winder et al., 2011) จากนั้นท าเพ่ิมปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง LightCycler® 480 System - High Resolution 
Melting and Gene Scanning ปริมาตรในการท าปฏิกิริยา 10 µl ประกอบไปดว้ย ดีเอน็เอตน้แบบความเขม้ขน้ 10 – 30 ng 
forward primer และ reverse primer ความเขม้ขน้ 0.5 mM และ 2X AccuMelt™ HRM—High Resolution Melt Analysis 
SuperMix และปรับปริมาตรดว้ย sterile water จากนั้นท าการเพ่ิมช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยสภาวะดงัน้ี initial denaturation ท่ี
อุณหภูมิ 95 °C 5 นาที จากนั้นท าปฏิกิริยา 50 รอบ ดังน้ี denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 °C 10 วินาที primer annealing ท่ี
อุณหภูมิ 64 °C 15 วินาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C 10 วินาที และวิเคราะห์ melting curve ของ PCR product ดว้ยการ
อ่านค่าการเรืองแสงของฟลูออเรสเซ็นส์ท่ีลดลงในช่วงอุณหภูมิ 65 ถึง 95 °C (melt phase) ดว้ย ramp rate ท่ี 0.5 °C และ
ค่าการตรวจวดัต่อจุด (acquisition) จ านวน 25 คร้ังต่อหน่ึงอุณหภูมิ หลงัจากนั้นน ามาวิเคราะห์ผล HRM ดว้ยโปรแกรม 
Lightcycler® 480 software - Roche เพ่ือจ าแนกความแตกต่างของแต่ละจีโนไทป์ 

การวเิคราะห์จโีนไทป์ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction - Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR – RFLP) 

 ในขั้นตอนแรกจะท าการเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction ด้วยเคร่ือง T100™ Thermal 
Cycler (Bio - Rad, US) โดยใชไ้พรเมอร์คู่เดียวกนักบัการวิเคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค HRM analysis ปริมาตรในการ
ท าปฏิกิริยา 20 µl ประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบความเข้มข้น 10 - 30 ng forward primer และ reverse primer  
ความเขม้ขน้ 5 mM และ 2X Mytaq™ HS mix และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นท าการเพ่ิมช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ย
สภาวะดงัน้ี initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 °C 1 นาที จากนั้นท าปฏิกิริยาดงัน้ี denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 °C 30 วนิาที 
primer annealing ท่ีอุณหภูมิ 64 °C 30 วินาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C 30 วินาที จ านวน 32 รอบ และ final extension 
ท่ีอุณหภูมิ 72 °C 5 นาที วเิคราะห์ผลผลิตดีเอน็เอขนาด 153 คู่เบสดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
  น าผลผลิตดีเอ็นเอจากเทคนิค PCR มาท าการตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ยแอลกอฮอล์ก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยา 
ตดัดว้ยเอนไซม ์MspI (Winder et al., 2011) ปริมาตรในการท าปฏิกิริยา 15 µl ประกอบไปดว้ย ผลผลิตดีเอน็เอ บฟัเฟอร์ 
10X FastDigest เอนไซม ์MspI FastDigest 0.5 ยนิูต (Thermo scientific, US) และปรับปริมาตรดว้ย sterile water จากนั้น
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C 30 นาที จากนั้นน ามาวิเคราะห์จีโนไทป์ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis ส าหรับ 
จีโนไทป์แบบ homozygous GG เม่ือถูกตดัดว้ยเอนไซมจ์ะแสดงแถบของช้ินส่วนดีเอ็นเอ 2 แถบท่ีความยาว 60 คู่เบส 
และ 93 คู่เบส จีโนไทป์แบบ homozygous AA จะไม่ถูกตดัดว้ยเอนไซม์จึงมีความยาวของช้ินส่วนดีเอ็นเอ 153 คู่เบส 
เพียงขนาดเดียว และจีโนไทป์แบบ heterozygous GA จะมีความยาวของช้ินส่วนดีเอ็นเอทั้งหมด 3 ขนาด คือ 153 คู่เบส 
93 คู่เบส และ 60 คู่เบส 
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การวเิคราะห์จโีนไทป์ด้วยเทคนิค DNA sequencing 
 การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคน้ีจะท าการสุ่มตวัอย่างดีเอ็นเอทั้งหมด 50 ตวัอย่าง น ามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR ดว้ยไพรเมอร์และสภาวะในการท าปฏิกิริยาเดียวกนักบัเทคนิค PCR – RFLP ปริมาตรในการท าปฏิกิริยา 
30 µl และวิเคราะห์ผลผลิตดีเอ็นเอด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis จากนั้ นจึงน าผลผลิตดีเอ็นเอทั้ งหมด 
ส่งวิเคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค DNA sequencing (Bioneer, South Korea) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีล าดับนิวคลิโอไทด์ 
แบบเดียวกนักบัการท า PCR ทั้งสาย forward และ reverse 
 
ผลการวจิยั 
 การวเิคราะห์จโีนไทป์ด้วยเทคนิค HRM analysis 
 ผลการวิเคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ rs187116 ดว้ยเทคนิค HRM analysis สามารถจ าแนกรูปแบบการลดลง
ของแสงฟลูออเรสเซนส์ทั้งหมด 3 รูปแบบไดแ้ก่ จีโนไทป์แบบ homozygous wildtype: GG (สีแดง) heterozygous: GA 
(สีน ้ าเงิน) และ homozygous variant: AA (สีเขียว) ดงัภาพท่ี 1A และช่วงอุณหภูมิท่ีท าให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกออกจากกนั
ของจีโนไทป์แบบ homozygous wildtype (GG) คือ  87.43 ถึง 87.92  องศาเซลเซียส จีโนไทป์แบบ heterozygous (GA) 
คือ  84.48 ถึง 87.66  องศา-เซลเซียส และ จีโนไทป์แบบ homozygous variant (AA) คือ  87.16 ถึง 87.43  องศาเซลเซียส 
ดงัภาพท่ี 1B 

เปรียบเทยีบการวเิคราะห์จโีนไทป์ด้วยเทคนิค HRM analysis และ PCR–RFLP 
 การวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค HRM analysis พบว่ามีจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 149 ตัวอย่าง  
จีโนไทป์แบบ heterozygous GA จ านวน 166 ตวัอย่าง และจีโนไทป์แบบ homozygous AA จ านวน 45 ตวัอย่าง และ 
ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR–RFLP มีจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 141 ตัวอย่าง จีโนไทป์แบบ 
heterozygous GA จ านวน 170 ตวัอย่าง และจีโนไทป์แบบ homozygous AA จ านวน 49 ตวัอย่าง ดงัตารางท่ี 1 เม่ือน า 
ผลการวิเคราะห์จีโนไทป์จากทั้ งสองเทคนิคมาท าการเปรียบเทียบกันพบว่ามีตวัอย่างท่ีให้ผลแตกต่างกัน จ านวน  
25 ตวัอยา่ง  
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ภาพที ่1 ผลการวิเคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ rs187116 ดว้ยเทคนิค HRM analysis. (A) รูปแบบการลดลงของแสง

ฟลูออเรสเซนส์ของจีโนไทป์แบบ homozygous wildtype: GG (สีแดง) heterozygous: GA (สีน ้ าเงิน) และ 
homozygous variant: AA (สีเขียว) (B) ช่วงอุณหภูมิท่ีแต่ละจีโนไทป์เกิดการแยกตวัของดีเอน็เอสายคู่ 
 
เปรียบเทียบการวิเคราะห์จีโนไทป์ด้วยเทคนิค DNA sequencing กับการวิเคราะห์จีโนไทป์ด้วยเทคนิค HRM 

analysis และ PCR–RFLP 
 จากผลการเปรียบเทียบจีโนไทป์ของแต่ละตัวอย่างเ ม่ือถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis และ  
PCR–RFLP พบวา่มีจ านวนทั้งหมด 25 ตวัอยา่ง ท่ีให้ผลการวิเคราะห์ไม่ตรงกนัและท าการสุ่มตวัอย่างเพ่ิมเติมจ านวน  
25 ตวัอยา่งเพ่ือน าไปวเิคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค DNA sequencing 

 ผลท่ีได้พบว่าการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM analysis ให้ผลการวิเคราะห์จีโนไทป์แบบ homozygous GG 
จ านวน 26 ตวัอยา่ง จีโนไทป์แบบ heterozygous GA จ านวน 11 ตวัอยา่ง และจีโนไทป์แบบ homozygous AA จ านวน 
13 ตวัอย่าง ในขณะท่ีผลการวิเคราะห์ของ PCR–RFLP และ DNA sequencing ให้ผลจีโนไทป์เหมือนกนัทั้งหมด คือ  
homozygous GG จ านวน 17 ตวัอยา่ง heterozygous GA จ านวน 14 ตวัอยา่ง และ homozygous AA จ านวน 19 ตวัอยา่ง 
ดงัตารางท่ี 2 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
 เทคนิค PCR-RFLP เป็นเทคนิคท่ีมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูง มกัถูกน ามาใชใ้นการศึกษาสนิปส์ภายในยีนต่าง ๆ 
เช่น สนิปส์ต าแหน่ง rs1042522G>C ของยีน TP53 (Tumor suppressor gene) (Chosdol et al., 2002) สนิปส์ต าแหน่ง 
rs7116432A>G (Bitaraf et al., 2018) และต าแหน่ง rs187116G>A ของยีน CD44 (Winder et al., 2011; Bitaraf et al., 
2018) เป็นตน้ ในการศึกษาน้ีผูว้จิยัไดท้ าการศึกษาสนิปส์ท่ีต าแหน่ง rs187116 ของยนี CD44 ซ่ึงเป็นสนิปส์ท่ีสามารถใช้
เทคนิค PCR-RFLP วิเคราะห์จีโนไทป์ได ้โดยใชค้วามจ าเพาะของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MspI ท่ีมีจุดจดจ าส าหรับการตดั
ตรงต าแหน่ง 5’…CCGG…3’ และใชไ้พรเมอร์ท่ีมีล าดบันิวคลิโอไทด์แบบเดียวกนังานวิจยัท่ีถูกรายงานก่อนหนา้ 
(Winder et al., 2011; Bitaraf et al., 2018)  
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ตารางที ่1 ตารางแสดงจ านวนจีโนไทป์ของตวัอยา่งเม่ือวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM และ PCR-RFLP  

จโีนไทป์ HRM (n), (%) PCR – RFLP (n), (%) 

Homozygous wildtype (GG) 149 (41.39) 141 (39.17) 

Heterozygous (GA) 166 (46.11) 170 (47.22) 

Homozygous variant (AA) 45 (12.5) 49 (13.61) 

รวม 360 (100) 360 (100) 
 

 

ตารางที ่2 ตารางแสดงจ านวนผลท่ีแตกต่างกันเม่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis PCR-RFLP และ DNA 
sequencing ของแต่ละจีโนไทป์ 

จโีนไทป์ 
HRM 

(n), (%) 
PCR – RFLP 

(n), (%) 

DNA sequencing 
(n), (%) 

Homozygous wildtype (GG) 26 (52) 17 (34) 17 (34) 

Heterozygous (GA) 11 (22) 14 (28) 14 (28) 

Homozygous variant (AA) 13 (26) 19 (38) 19 (38) 

รวม 50 (100) 50 (100) 50 (100) 

 
 เทคนิค HRM analysis เป็นเทคนิคท่ีนิยมใชใ้นการวิเคราะห์สนิปส์ โดยพฒันามาจากวิธีพ้ืนฐานเพ่ือลดเวลาท่ี
ใช้วิเคราะห์และยงัให้ผลท่ีถูกต้อง ตัวอย่างการวิเคราะห์ท่ีน าเทคนิค HRM analysis มาใช้ได้แก่ วิธีการวิเคราะห์ 
จีโนไทป์ของยนี MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) ท่ีต าแหน่ง rs1801133 มีความถูกตอ้งของการวเิคราะห์
อยู่ท่ีร้อยละ 98.4 จากตวัอย่างทั้งหมด 381 ตวัอย่างและท่ีต าแหน่ง rs1801131 มีความถูกตอ้งอยู่ท่ีร้อยละ 98.1 จาก
ตวัอยา่งทั้งหมด 104 ตวัอยา่ง (Norambuena et al., 2009) การตรวจสนิป rs5896 ของยีน prothrombin ท่ีมีความสัมพนัธ์
กบัการเกิดน่ิวไตในคนไทยภาคอีสาน มีความถูกตอ้งของการวเิคราะห์อยูท่ี่ร้อยละ 100 จากตวัอยา่งทั้งหมด 48 ตวัอยา่ง 
(ชูชยัและคณะ, 2013)  
 เทคนิค HRM analysis อาศยัหลกัการการลดลงของระดบัการเรืองแสงของสีฟลูออเรสเซนส์ท่ีเกาะอยูร่ะหว่าง
ดีเอน็เอสายคู่และจ าแนกจีโนไทป์ดว้ยช่วงของอุณหภูมิท่ีท าใหดี้เอน็เอสายคู่แยกออกจากกนั ในขั้นตอนการวเิคราะห์จะ
ท าการเพ่ิมปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอส่วนท่ีเกิดสนิปส์ด้วยไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ จากนั้นจะเขา้สู่ขั้นตอน Heteroduplex 
formation หรือขั้นตอนท่ีท าการแยกสายของผลผลิตดีเอน็เอดว้ยอุณหภูมิสูงและลดอุณหภูมิลงอยา่งรวดเร็วเพ่ือให้ดีเอ็น
เอสายเด่ียวกลบัเขา้มาจบัคู่กนัแบบสุ่ม ในกรณีท่ีตวัอยา่งมีจีโนไทป์แบบ homozygous (GG หรือ AA) ดีเอ็นท่ีกลบัมา
จับคู่กันจะมีเพียงแบบเดียว แต่ในกรณีท่ีตวัอย่างมีจีโนไทป์แบบ heterozygous (GA) ดีเอ็นเอท่ีกลบัมาจับคู่กนัจะมี  
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4 แบบ โดยแบ่งเป็นกลุ่ม homoduplex 2 แบบ และ heteroduplex 2 แบบ ดังภาพท่ี 2 หลังจากนั้ นจะเข้าสู่ขั้นตอน 
denaturation โดยการเพ่ิมอุณหภูมิตั้งแต่ 60 ไปจนถึง 95 องศาเซลเซียส เพ่ือให้สายดีเอน็เอเกิดการแยกออกจากกนั เม่ือ 
ดีเอ็นเอสายคู่เกิดการแยกจะท าใหสี้ฟลูออเรสเซนส์ชนิดอ่ิมตวั (saturated dye) ท่ีเกาะอยูร่ะหวา่งดีเอน็เอสายคู่หลุดออก
และไม่เกิดการเรืองแสง ท าใหป้ริมาณแสงฟลูออเรสเซนส์ท่ีถูกตรวจจบัลดจ านวนลงจนกระทัง่ไม่พบการเรืองแสงของ
สีฟลูออเรสเซนส์ จึงท าใหไ้ดช่้วงของอุณหภูมิท่ีสามารถจ าแนกจีโนไทป์ออกเป็น 3 ชนิดได ้(Corbett research, 2018) 
 ผลการวเิคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ rs187116 ของยนี CD44 ดว้ยเทคนิค HRM analysis พบวา่ช่วงอุณหภูมิท่ี
ท าให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกออกจากกนัของจีโนไทป์แบบ homozygous GG คือ  87.43 ถึง 87.92 องศาเซลเซียส จีโนไทป์
แบบ heterozygous GA คือ 84.48 ถึง 87.66 องศาเซลเซียส และจีโนไทป์แบบ homozygous AA คือ 87.16 ถึง 87.43  
องศาเซลเซียส ดงัภาพท่ี 1B ซ่ึงจะเห็นไดว้่าจีโนไทป์แบบ heterozygous GA จะเร่ิมมีการแยกสายของดีเอ็นเอในช่วง
อุณหภูมิท่ีต ่ากว่า เน่ืองจากจีโนไทป์น้ีประกอบไปดว้ยดีเอ็นเอท่ีอยู่ในรูป heteroduplex form ตรงบริเวณท่ีเกิดสนิปส์ 
ส่งผลท าให้สายดีเอ็นเอมีความเสถียรต ่ากว่ารูปแบบอ่ืน ๆ จากนั้นจึงเป็นช่วงอุณหภูมิของจีโนไทป์แบบ homozygous 
AA ท่ีมีความเสถียรของดีเอ็นเอสูงข้ึนจากพันธะของ A–T และสุดท้ายจะเป็นช่วงอุณหภูมิของจีโนไทป์แบบ 
homozygous GG ท่ีมีความเสถียรสูงท่ีสุดจากพนัธะของ G–C 
 
  

 
ภาพที ่2 ภาพแสดงขั้นตอน Heteroduplex formation (ดดัแปลงจาก Meistertzheim et al., 2012) 
  
 เม่ือน าผลการวิเคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค HRM analysis มาท าการเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์ดว้ย
เทคนิค PCR–RFLP พบวา่มีตวัอยา่งจ านวน 25 ตวัอยา่ง จากจ านวนทั้งหมด 360 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 6.94 ท่ีให้ผล 
ไม่ตรงกนั จากนั้นจึงไดน้ าตวัอย่างท่ีให้ผลไม่ตรงกนัเหล่าน้ีและท าการสุ่มตวัอย่างเพ่ิมเติมจ านวน 25 ตวัอย่าง รวม
ทั้ งหมด 50 ตวัอย่าง ไปท าการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค DNA sequencing ผลท่ีได้พบว่าตวัอย่างท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  
PCR–RFLP ให้ผลตรงกับเทคนิค DNA sequencing ทุกตัวอย่าง จึงมีตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis 
จ านวน 25 ตวัอยา่งท่ีไม่ตรงกบัเทคนิค DNA sequencing 
 ผลการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM analysis ท่ีให้ผลไม่ตรงกบัเทคนิค PCR–RFLP และ DNA sequencing คือ
ตวัอย่างท่ีมีจีโนไทป์แบบ heterozygous GA และจีโนไทป์แบบ homozygous AA แต่ถูกจดัไปอยู่ในกลุ่มท่ีมีจีโนไทป์
แบบ homozygous GG เน่ืองจากตวัอยา่งเหล่าน้ีอาจจะใชอุ้ณหภูมิในการแยกดีเอน็เอสายคู่ใกลเ้คียงกบัช่วงอุณหภูมิของ
จีโนไทป์แบบ homozygous GG และจากภาพท่ี 1A จะเห็นไดว้า่มีช่วงอุณหภูมิท่ีซอ้นทบักนัของทั้งสามจีโนไทป์ จึงอาจ
ท าใหก้ารวเิคราะห์ผลเกิดการผิดพลาด 
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 ส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis มีจุดท่ีควรระมัดระวงัในการใช้ เน่ืองจากอาจส่งผลต่อ 
การวิเคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ได ้ไดแ้ก่ ชนิดของนิวคลิโอไทด์ท่ีเปล่ียนแปลงไป ต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ และ
ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ (Applied Biosystems, 2018; Reed et al., 2007; Slomka et al., 2017; Wittwer, 2008) กล่าวคือ
ชนิดของนิวคลิโอไทดท่ี์เปล่ียนแปลงไป จะส่งผลต่อการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM analysis โดยการเปล่ียนแปลงจาก
เบส C เป็น T (C/T) G เป็น A (G/A) C เป็น A (C/A) และ G เป็น T (G/T) มกัจะให้ผลการวิเคราะห์ท่ีชดัเจนเน่ืองจาก 
จะท าใหช่้วงของอุณหภูมิต่างกนั มากกวา่ 0.5 ถึง 1 องศาเซลเซียส รองลงมาคือ C เป็น G (C/G) ช่วงของอุณหภูมิต่างกนั
ประมาณ 0.2 ถึง 0.5 องศาเซลเซียส และสุดทา้ยคือ A เป็น T (A/T) ท่ีมีช่วงของอุณหภูมิต่างกนัน้อยกว่า 0.2 องศา-
เซลเซียส (Applied Biosystems, 2018; Reed et al., 2007) 
 ในการออกแบบต าแหน่งจับของไพรเมอร์จะส่งผลต่อขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ ความยาวของผลผลิตท่ี
เหมาะสมในการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM analysis ควรยาวประมาณ 80 ถึง 250 คู่เบส หากความยาวของผลผลิตสั้น
เกินไปจะส่งผลต่อสัญญานของสีฟลูออเรสเซนส์ เน่ืองจากปริมาณของสีฟลูออเรสเซนส์น้อยเกินไปท่ีจะตรวจวดั
สัญญาน ในทางตรงกนัขา้มหากผลผลิตมีความยาวท่ีมากเกินไป อาจจะท าใหมี้สนิปส์ในต าแหน่งอ่ืนถูกน ามาวิเคราะห์
ดว้ยและท าให้การวิเคราะห์จีโนไทป์คลาดเคล่ือน (Slomka et al., 2017)  โดยผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการใชคู้่ไพรเมอร์
ในการศึกษาน้ีมีขนาด 153 คู่เบส ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับการท า HRM analysis   
 สรุปผลการวิเคราะห์จีโนไทป์ของสนิปส์ rs187116 ของยีน CD44 ดว้ยเทคนิค HRM analysis เปรียบเทียบกบั
การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค PCR–RFLP พบวา่มีความถูกตอ้งในการวิเคราะห์คิดเป็นร้อยละ 93.06 หากตอ้งการวิเคราะห์ 
จีโนไทป์ของสนิปส์อ่ืน ๆ ด้วยเทคนิค HRM analysis อาจจะตอ้งค านึงถึงชนิดของนิวคลิโอไทด์ท่ีเปล่ียนแปลงไป 
ต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ และขนาดของผลผลิตดีเอน็เอเพื่อผลท่ีถูกตอ้ง 
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