
 
 

บทที่ 3 

วิธีการวิจัย (Methodology) 
 
3.1. การเก็บและเตรียมสิ่งสงตรวจ  
เก็บตัวอยางเลือด (EDTA blood) ของหญิงตั้งครรภและสามี ท่ีมาเจาะเลือดเพ่ือฝากครรภท่ี

โรงพยาบาลกุดจับ จังหวัดอุดรธานี ตามระบบการใหบริการปกติของโรงพยาบาล ซ่ึงโครงการวิจัยนี้
ตองผานความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษยจากโรงพยาบาล และมีหนังสือ
รับรองความรวมมือระหวาง มรภ.สวนสุนันทา และโรงพยาบาลกุดจับ จังหวัดอุดรธานี (ดูรายละเอียด
ในภาคผนวก) โดยตัวอยางตองเขียนชื่อ, สกุล, AN, HN, ward วันเวลาท่ีเก็บ ติดกับภาชนะใหชัดเจน 
พรอมท้ังแจงรายละเอียดของสิ่งสงตรวจนั้นๆในใบ request ใหถูกตองตรงกันดวย 

  
3.2. การตรวจคัดกรองพาหะธาลัสซีเมียชนิดแอลฟา 

 - การตรวจคัดกรองพาหะธาลัสซีเมียชนิดแอลฟาโดยวิธี one tube osmotic fragility test 
(OFT) ทําโดยใชชุดตรวจ KKU-OF (PCL Holding, Thailand) ทําการตรวจสอบคุณภาพของน้ํายา
โดยใชตัวอยางท่ีทราบแนนอนวาเปนพาหะธาลัสซีเมีย หรือ EDTA blood ท่ีมีคา MCV 60-70 fl 
และHb > 12 g/dl เปน positive control และตัวอยางท่ีทราบแนนอนวาปกติ หรือ EDTA blood 
ท่ีมีคา MCV > 80 fl และ Hb > 12 g/dl เปน negative control จากนั้นตรวจเลือด (EDTA 
blood)  โดยหยดเลือดลงไป 20 μl ผสมใหเขากัน และท้ิงไวประมาณ 15 นาที กอนอานผล ซ่ึงการ
แตกของเม็ดเลือแดงในพาหะโรคธาลัสซีเมียแอลฟาจะแตกตัวไมสมบูรณทําใหสารละลายขุน ถาในคน
ปกติสารละลายจะใส 

 - การตรวจคัดกรองพาหะธาลัสซีเมียชนิดแอลฟาโดยวิธี immunochromatographic strip 
test (GPO αTHAL IC strip test) หลักการคือ เลือดของผูปวย หรือพาหะธาลัสซีเมียจะมีโปรตีน
ฮีโมโกลบินบารทท่ีสามารถใหผลบวกบนแถบทดสอบ โดยโปรตีนฮีโมโกลบินบารทในเลือดจะซึมผาน
บริเวณดูดซับ และไปจับกับแอนติบอดีตอฮีโมโกลบินบารทท่ีติดสีบนแถบทดสอบ เกิดเปน antigen-
antibody complex หลังจากนั้นจะซึมตอไปและจับกับ anti Hb Bart’s antibody บนแถบทดสอบ
และเกิดสีข้ึน ในเลือดของผูปวยท่ีไมมีโปรตีนฮีโมโกลบินบารทจะไมเกิดสีบนแถบทดสอบ อยางไรก็
ตามเพ่ือบงบอกวาน้ํายาและชุดทดสอบมีคุณภาพท่ีดีจะตองเกิดสีบนแถบควบคุมทุกครั้งท่ีทําการ
ทดสอบ  

ข้ันตอนการทดสอบ คือ เติมเลือด 200 μl ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติม lysis buffer 
200 μl ลงในเลือด แลวผสมใหเขากันโดยใชเครื่องผสมสาร (vortex mixture) โดยตัวอยางตรวจจะ
มีปริมาตรสุทธิ 400 μl นําซองแถบทดสอบวางไวบริเวณอุณหภูมิหองกอนเปดใช เม่ือนําแถบชุด
ทดสอบออกจากซองควรใชทันที จุมแถบชุดทดสอบลงในเลือดตัวอยางท่ีเตรียมไวโดยไมเกินขีด 
maximum line ท้ิงไว 2-5 แลวนําแถบชุดทดสอบมาลางดวย washing buffer เพ่ือใหอานผลงาย 
และควรอานผลภายใน 10 นาที สรุปดังรูปท่ี 3.1  
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รูปท่ี 3.1 แสดงข้ันตอนการตรวจโดย immunochromatographic (IC) strip test และการแปลผล 

 
3.3. การตรวจยืนยันพาหะธาลัสซีเมียชนิดแอลฟา 
3.3.1. การทดสอบ Hemoglobin typing ใชในการตรวจวินิจฉัยแยกโรคธาลัสซีเมีย และ

ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดตางๆ และตรวจวินิจฉัยผูปวย และพาหะของโรคโลหิตจางธาลัสซีเมียโดย
เตรียม hemolysate (ดูรายละเอียดในภาคผนวก) จากนั้น นํา hemolysate ท่ีไดไปวิเคราะหดวย
เครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ VARIANT™ II TURBO (BIO-RAD, USA) แสดงดังรูปท่ี 3.2 ใชหลักการวิธี 
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) การแยกสารทางโครมาโตกราฟฟ
สมรรถนะสูงชนิดแลกเปลี่ยนประจุบวก ตัวอยางเลือดท่ีถูกเจือจางแลว จะถูกฉีดเขาไปใน analytical 
cartridge ปมสองหัวในเครื่อง จะสงบัฟเฟอรท่ีถูกบริหารจัดการความเขมขนแลวเขาไปใน cartridge 
ท่ีซ่ึงฮีโมโกลบินชนิดตางๆในตัวอยางจะถูกแยกออกจากกันไหลผาน flow cell ของ filter 
photometer วัดการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 415 nm ถูกวัดแผนกรอง
แสงท่ี 690 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงจะถูกแปลโดยสวนประมวลผลและแสดงออกมาเปน 
chromatogram (รูปท่ี 3.3) ของฮีโมโกลบินชนิดตางๆ ท่ีเวลาตางๆกัน (retention time) คุณสมบัติ
ของเครื่อง VARIANT™ II TURBO แสดงในภาคผนวก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.2 เครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ VARIANT™ II TURBO (BIO-RAD, USA) 
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รูปท่ี 3.3 ตัวอยาง chromatogram จาก เครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ VARIANT™ II TURBO 
 
 แตอยางไรก็ตามการตรวจดวยวิธีนี้ไมสามารถยืนยัน alpha-thalassemia ได จําเปนตอง
ตรวจยืนยันดวยการวิเคราะห DNA โดยเทคนิค PCR  

 
 
การรายงานผลโดยใชคาอางอิงในคน:               Hb A = 79.4 – 93.4%  
                        Hb A2 < 4.0% 
                                Hb F = 0.0 – 1.2% 
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3.3.2. Multiplex PCR  
 ตรวจ α – thalassemia 1 gene ท้ัง 2 แบบ คือ ชนิด SEA deletion ท่ีพบไดบอย และ
ชนิด THAI deletion ท่ีพบไดไมบอยนัก เพ่ือปองกันการเกิด Hb Bart’s hydrops fetalis จากภาวะ 
homozygous α– thalassemia 1 ซ่ึงตรวจพรอมกันดวยวิธี multiplex PCR 
 เริ่มจากสกัด DNA จากตัวอยางดวย NucleoSpin Blood kit (Mecherey-Nagel, 
Germany) จากนั้น เพ่ิมจํานวน DNA ในตัวอยางโดยใชเครื่อง 2Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System (Life technologies, USA) (รูปท่ี 3.4) ซ่ึงควบคุมการทํางานเครื่องตามคูมือ
ของบริษัท (Life technologies, 2012) สวนการใช primer และ PCR condition ใชวิธีของศูนยชุด
ทดสอบและผลิตภัณฑ กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (Test Kit Center, 
Department of Medical Sciences, 2011) ซ่ึงใช primer และ PCR condition นี้เหมือนกัน
โดยท่ัวไปสําหรับการตรวจ α – thalassemia 1 gene โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 

 

รูปท่ี 3.4 Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life technologies, USA) 

                การตรวจวินิจฉัย α- thalassemia 1 โดยเทคนิค Relative Quantitative PCR อาศัย
การออกแบบ Primer และ Probe 3 ชนิด โดย Probe แตละชนิดไดรับการออกแบบใหติดฉลากดวย
สารเรืองแสงท่ีแตกตางกัน Probe RDP19 จําเพาะกับ Allele ของ α- Globin Gene ท่ีปกติ ติด
ฉลากดวยสี FAM Probe RD3 จําเพาะ กับ Allele ท่ีผิดปกติของ α- thalassemia 1 ชนิด SEA ติด
ฉลากดวยสี NED และ Probe RD6 จําเพาะกับ Allele ท่ีผิดปกติของ α- thalassemia 1 ชนิดไทย 
ติดฉลากดวยสี VIC สําหรับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมอาศัย Primer 3 คู ไดแก Primers RD1 
และ RD2 สําหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ท่ีมีความผิดปกติของ α- thalassemia 1 ชนิด SEA Primers 
RD4 และ RD5 สําหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ท่ีมีความผิดปกติของ α- thalassemia 1 ชนิดไทย และ 
Primers RD12 และ RD13 สําหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ของ α- Globin Gene ปกติ ทําปฏิกิริยา PCR 
โดยใชน้ํายา TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) โดยใชเครื่อง
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง รุน 7500 (Applied Biosystems, USA) เม่ือจบปฏิกิริยา
เครื่องจะวัดสัญญาณแสงของสารเรืองแสงท่ีติดฉลากอยูท่ี Probe ท้ัง 3 ชนิด นําคาท่ีไดไปคํานวณ
อัตราสวนเปรียบเทียบกับสัญญาณแสงของสี ROX ซ่ึงเปน Passive Reference Dye และรายงาน
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ออกมาเปนคา Rn ของแตละ Probe การแปลผลการวิเคราะหทําโดยการพิจารณาคา Cycle 
Threshold (Ct) ของสัญญาณสารเรืองแสงของแตละ Probe  
 DMSc α- thal 1 kit เปนชุดน้ํายาสําหรับตรวจวินิจฉัย α- thalassemia 1 (ชนิด SEA และ
ชนิดไทย) โดยเทคนิค Relative Quantitative PCR ชุดน้ํายาประกอบดวย Primers 3 คู และ 
Probes 3 ชนิด (ความเขมขนอยางละ 10 pmol/µL) 

 Primer RD1, RD2 เปน Primer สําหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ท่ีมีความผิดปกติของ α- 
thalassemia 1 ชนิด SEA (SEA deletion) 

 Primer RD3 เปน Probe ท่ีจําเพาะกับ allele ท่ีผิดปกติของ α- thalassemia 1 ชนิด SEA  
 Primer RD4, RD5 เปน Primer สําหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ท่ีมีความผิดปกติของ α- 

thalassemia 1 ชนิดไทย (Thai deletion) 
      Primer RD6 เปน Probe ท่ีจําเพาะกับ Allele ท่ีผิดปกติของ α- thalassemia 1 ชนิดไทย       
      Primer RD12, RD13 เปน Primer สําหรับเพ่ิมปริมาณ DNA ของ α- Globin gene ปกติ 

 Primer RDP19 เปน Probe จําเพาะกับ Allele ของ α- Globin gene ปกติ 
 
วิธีดําเนินการ 
 1. เตรียม PCR Master Mix 
 

รายการ ปริมาตร (µL) 
TaqMan Universal PCR Master Mix 12.5 
Primers RD1/RD2 อยางละ 0.4 
Probe RD3 0.1 
Primers RD4/RD5 อยางละ 0.625 
Probe RD6 0.1 
Primers RD12 / RD13 อยางละ 0.5 
Probe RDP19 0.1 
DW 1.15 
DNA 8 
รวม 25 
  
 2. ทําปฏิกิริยา PCR โดยใชเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (Real-time PCR) 
โดยใชเครื่อง 2Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life technologies, 
USA) 
 
2การแปลผลการวิเคราะห  

Negative ท้ัง SEA และ Thai Deletion:  รายงานเฉพาะ Ct ของ Normal Probe เทานั้น
 Positive SEA Deletion Heterozygote:  รายงาน Ct ของ Normal Probe และ Mutant 
SEA Probe 
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Positive Thai Deletion Heterozygote:  รายงาน Ct ของ Normal Probe และ Mutant 
Thai Probe 
2ขอกําหนดการแปลผล 

การตรวจวินิจฉัย  α- thalassemia 1 (ชนิด SEA และชนิดไทย) โดยเทคนิค Relative 
Quantitative PCR จะสามารถแปลผลไดก็ตอเม่ือ 

1. Ct ของ PCR Product มีคา < 35 
2. Ct ของตัวอยาง α- thalassemia 1 heterozygous มีคา < 5 
3. มีการทํา Internal Control และผลการตรวจวิเคราะหตัวอยางควบคุมคุณภาพถูกตอง

และเปนไป ตามขอกําหนดขอ 1 และ 2 
  
2ขอควรระวัง 
 1. ไมควรใช Primers และ Probes ตาง Lot 
 2. ควรเก็บ Probes ไวในท่ีมืด 
 3. วาง Primers และ Probes ไวท่ีอุณหภูมิหองและผสมใหเปนเนื้อเดียวกันกอนใชงาน 
  
2การเก็บ2 : เก็บ Primers และ Probes ไวท่ีอุณหภูมิ -20 0C 
 

 3.4. การประเมินประสิทธิภาพของวิธี GPO αTHAL IC strip test เปรียบเทียบกับวิธี one 
tube osmotic fragility test (OFT) ทําโดยใชชุดตรวจ KKU-OF 
 การประเมินประสิทธิภาพของวิธีตรวจคัดกรองท้ัง 2 วิธีทําไดโดยใชสูตรคํานวณตอไปนี้ 
 - คาความไวของวิธี (Sensitivity of test): %Sensitivity = [TP/ TP+FN] x 100 
 - คาความจําเพาะของวิธี (Specificity of test): %Specificity = [TN/ TN+FP] x 100 
 - คาทํานายผลบวกหรือคาพยากรณผลบวก 1ของวิธี (Positive predictive value, PPV): 
 %PPV = [TP/ TP+FP] x 100 
 - คาทํานายผลลบหรือคาพยากรณผลลบ1ของวิธี (Negative predictive value, PPV): 
 %NPV = [TP/ TP+FP] x 100 
 - คาประสิทธิภาพ1ของวิธี (Efficiency of test or accuracy): 
 %Efficiency = [TP+TN/ TP+FP+TN+FN] x 100 

 


