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โครงการวิจัยเรื่อง การตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่มีการขาดหายไปของยีน 
ด้วยเทคนิค 4- deletion multiplex PCR 

(Diagnosis of deletion type of -thalassemia with 4-deletion multiplex PCR) 
 

ภายใต้แผนงานวิจัย การควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซีเมียในจังหวัดพิษณุโลก 
 
บทคัดย่อ 
 แอลฟาธาลัสซีเมียเป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบมากในประเทศไทย ชนิดที่มีความรุนแรงคือ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่ง
เกิดการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด Southeast Asian (SEA) และ Thai deletion  นอกจากนี้ยังมีแอลฟาธาลัสซี
เมีย 2 ซึ่งความรุนแรงของโรคไม่มากเท่าชนิดแรกเกิดจากการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด-3.7 kb และ -4.2 kb ซึ่ง
การตรวจวินิจฉัยโรคแอลฟาธาลัสซีเมียของโรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวรด้วยเทคนิค gap PCR นั้นเป็นการตรวจเฉพาะ
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิดจากการขาดหายไปของยีนชนิด SEA และ THAI deletion เท่านั้น หากผู้ที่มารับการตรวจมียีน
ของแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดอื่นอาจน าไปสู่การตรวจวินิจฉัยที่ผิดพลาดได้ คณะผู้วิจัยจึงได้พัฒนาเทคนิคที่สามารถตรวจหายีน
แอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่มีการขาดหายของยีนทั้ง 4 ชนิดในการตรวจเพียงครั้งเดียว (4-deletion multiplex PCR) ได้แก่ 
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 (-thal 1) ชนิด SEA, THAI deletion แอฟาธาลัสซีเมีย (-thal 2) ชนิด -3.7 kb และ -4.2 kb 
deletion  ซึ่งครอบคลุมชนิดของการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินที่พบได้ในประชากรจังหวัดพิษณุโลก โดยได้น ามา
ตรวจวินิจฉัยผู้ที่มารับการตรวจโรคธาลัสซีเมียจ านวน 10 ราย พบว่า เทคนิค 4-deletion multiplex PCR ให้ผลการตรวจ
วินิจฉัยที่ถูกต้องเหมือนกับการใช้วิธีการตรวจวินิจฉัยโดยใช้เทคนิคแบบเดิม แต่สามารถลดค่าใช้จ่าย และระยะเวลาในการ
ตรวจหาชนิดของโรคแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่มีการขาดหายของยีนได้ โดยคณะผู้วิจัยมีแผนที่จะน าเทคนิคดังกล่าวมาตรวจ
วินิจฉัยในประชากรพิษณุโลกในจ านวนอีก 100 ราย เพื่อประเมินและทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค รวมทั้งเก็บข้อ มูล
ความชุกของชนิดแอลฟาธาลัสซีเมียในพื้นท่ีดังกล่าวเพื่อใช้ในการวางแผนการควบคุมป้องกันโรคแอลฟาธาลัสซีเมียในจังหวัด
พิษณุโลกต่อไป  
ค าส าคัญ: การตรวจวินิจฉยัก่อนคลอด โรคแอลฟาธาลัสซีเมีย  
 
Abstract 
 -Thalassemia is the common genetic disease in Thailand. The cause of -thalassemia is the 
deletion of -globin gene. Southeast Asian (SEA) and THAI deletion types caused the most severe -
thalassemia 1 and deletion sizes 3.7 kb and 4.2 kb caused -thalassemia 2. For -thalassemia diagnosis 
at Naresuan University Hospital, gap PCR technique was used to detect only -thalassemia 1, SEA and 
THAI deletion. This protocol did not cover -thalassemia 2 that might cause misdiagnosis. We developed 
the technique to detect 4  -globin gene deletions (-thalassemia 1: SEA, THAI types and -thalassemia 
2: -3.7 kb, -4.2 kb) found in Phitsaulok population so called 4-deletion multiplex PCR. We tested this 
technique in known 10 samples from Naresuan University and found that it concordant to the 
conventional technique. This technique is accurate, efficient, less time-consuming and save the cost in 
-thalassemia diagnosis. We planned to tested and evaluated deletions types in 100 Phitsanulok 
samples. Moreover, these data could be valuable for prevention plan and control of -thalassemia 
disease in Phitsanulok province.   
Keywords:, -thalassemia diagnosis, 4-deletion multiplex PCR  

บทน า 
 ธาลัสซีเมียเป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบมากในประเทศไทย เกิดจากการสังเคราะห์สายโกลบินที่
ผิดปกติโดยยีนแอลฟาโกลบินและยีนบีตาโกลบินท าหน้าที่ในการสังเคราะห์โกลบิน หากเกิดความผิดปกติบน
ยีนแอลฟาโกลบิน เรียกว่า แอลฟาธาลัสซีเมีย ซึ่งมี 2 ชนิดคือ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1  (-thal 1) และ 
แอลฟาธาลัสซีเมีย 2 (-thal 2) เกิดจากการขาดหายไปของแอลฟาโกลบินยีนชนิด Southeast Asian (SEA) 
และ THAI deletions 
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แอลฟาธาลัสซีเมียเป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบมากในประเทศไทย ชนิดที่ มีความรุนแรงคือ 
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิดการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด Southeast Asian (SEA) และ THAI 
deletions  นอกจากนี้ยังมีแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ซึ่งความรุนแรงของโรคไม่มากเท่าชนิดแรก เกิดจากการขาด
หายไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด -3.7 kb และ -4.2 kb ซึ่งการตรวจวินิจฉัยโรคแอลฟาธาลัสซีเมียของ
โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวรด้วยเทคนิค gap PCR นั้นเป็นการตรวจเฉพาะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิด
จากการขาดหายไปของยีนชนิด SEA และ THAI deletion เท่านั้น หากผู้ที่มารับการตรวจมียีนของ
แอลฟาธาลัสซีเมียชนิดอ่ืนอาจน าไปสู่การตรวจวินิจฉัยที่ผิดพลาดได้ คณะผู้วิจัยจึงได้พัฒนาเทคนิคที่สามารถ
ตรวจหายีนแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่มีการขาดหายของยีนทั้ง 4 ชนิดในการตรวจเพียงครั้งเดียว (4-deletion 
multiplex PCR) ได้แก่ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 (-thal 1) ชนิด SEA, THAI deletion แอฟาธาลัสซีเมีย  2 
(-thal 2) ชนิด -3.7 kb และ -4.2 kb deletion  ซึ่งครอบคลุมชนิดของการขาดหายไปของยีนแอลฟา
โกลบินที่พบได้ในประชากรไทย โดยได้น ามาตรวจวินิจฉัยผู้ที่มารับการตรวจโรคธาลัสซีเมียจ านวน 10 ราย 
พบว่า เทคนิค 4-deletion multiplex PCR ให้ผลการตรวจวินิจฉัยที่ถูกต้องเหมือนกับการใช้วิธีการตรวจ
วินิจฉัยโดยใช้เทคนิคแบบเดิม แต่สามารถลดค่าใช้จ่ายและระยะเวลาในการตรวจหาชนิดของโรคแอลฟาธาลัส
ซีเมียชนิดที่มีการขาดหายของยีนได้ จึงสามารถน ามาใช้ตรวจวินิจฉัยโรคแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และ 2 ที่พบ
มากในประชากรในจังหวัดพิษณุโลก  
 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 
 การพัฒนาเทคนิค 4-deletion multiplex PCR เริ่มจากการหาสภาวะที่เหมาะสมของ deletion ทั้ง 
4 ชนิด ได้แก่ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 (-thal 1) ชนิด SEA, THAI deletions และแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 (-
thal 2) ชนิด -3.7 kb, -4.2 kb deletions ด้วยดีเอ็นเอที่ทราบชนิดของ deletion (positive control) จาก
โครงการวิจัยธาลัสซีเมีย มหาวิทยาลัยมหิดล และประเมินประสิทธิภาพโดยการน าเทคนิคนี้มาตรวจวินิจฉัยใน
ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบชนิดของ deletion จ านวน 10 รายจากหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาล
มหาวิทยาลัยนเรศวร มหาวิทยาลัยนเรศวร 
 

1. การสกัดดีเอ็นเอ 
น าตัวอย่างเลือดที่ได้จากโรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร มาสกัดดีเอ็นเอด้วย  Chelex® method 

โดยเติม lysis buffer 1 มิลลิลิตรลงในตัวอย่างเลือด 30 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  ดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง เติมน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งแล้ว
ดูดสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย 5% Chelex® ให้ท่วมตะกอน จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 56oC เป็นเวลา 
30 นาทีจากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ได้เพื่อใช้หาสภาวะที่เหมาะสม
และการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคนี ้

 
2. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 4-deletion multiplex PCR  

เตรียมสารละลายต่างๆ ที่ใช้ในการท า 4-deletion multiplex PCR ดังนี้ 200 M dNTPs, 1.5 
mM MgCl2, 1.25 U Taq DNA Polymerase (QIAGEN, Germany), Q-solution, 200-500 g DNA และ 
-thalassemia primers ส าหรับการตรวจ deletion ทั้ง 4 ชนิดจ านวน 9 เส้น โดยล าดับนิวคลีโอไทด์และ
ความเข้มข้นที่ใช้ดังแสดงในตารางที่ 1 รูปที่ 1 แสดงต าแหน่งที่ไพรเมอร์ทั้ง 9 เส้นวางบริเวณยีนแอลฟา
โกลบิน จากนั้นน าไปตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค gap PCR โดยเริ่มจากอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาทีเพ่ือท าให้ Taq DNA Polymerase อยู่ในสภาพพร้อมท าหน้าที่ จากนั้นจึงเข้าสู่วงรอบของการท า gap 
PCR โดย denaturation ที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 15 
วินาที จ านวน 35 รอบ และเพ่ิม extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงน ามา
ตรวจวินิจฉัยด้วย 1.5 % อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ที่ 120 โวลท์ เป็นเวลา 30 นาที 

 
ตารางท่ี 1   ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ทั้ง 9 เส้น ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียทั้ง 4 ชนิด  
(ปรับปรุงจาก Tan et al., 2001) 
 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’→3’) ต าแหน่ง ความเข้มขน้ 
2/3.7 CCC CTC GCC AAG TCC ACC C HUMHBA4:5676→ 5694 5 pmol 
3.7-R AAA GCA CTC TAG GGT CCA GCG HUMHBA4:11514→ 11494 5 pmol 
2-R AGA CCA GGA AGG GCC GGT G HUMHBA4:7475→ 7457 5 pmol 
4.2-F GGT TTA CCC ATG TGG TGC CTC HUMHBA4:3064→ 3084 12.5 pmol 
4.2-R CCC GTT GGA TCT TCT CAT CAT TTC 

CC 
HUMHBA4:8942→ 8920 12.5 pmol 

SEA-F CGA TCT GGG CTC TGT GTT CTC HSGG1:26120→26140 5 pmol 
SEA-R AGC CCA CGT TGT GTT CAT GGC HSCOS12:3817→3797 5 pmol 
THAI-F GAC CAT TCC TCA GCG TGG GTG HSGG1:9592→9612 7.5 pmol 
THAI-R CAA GTG GGC TGA GCC CTT GAG HSCOS12:1241→1221 7.5 pmol 

 
 

 
 
รูปที่ 1 แผนผังของยีนแอลฟาโกลบินและต าแหน่งของไพรเมอร์ แต่ละชนิดที่สามารถจับกับยีนแอลฟาโกลบินในบริเวณที่แตกต่างกัน เครื่องหมาย 

( และ ) แสดงต าแหน่งที่ไพรเมอร์แต่ละชนิดจับกับยีนแอลฟาโกลบิน เครื่องหมาย () แสดงบริเวณที่มีการขาดหายไปของยีนแอลฟา
โกลบินในแอลฟาธาลัสซีเมียทั้ง 4 ชนิด 

3. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค 4-deletion multiplex PCR 
เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมจึงทดสอบหาความแม่นย าของเทคนิคนี้ในตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบชนิดของ  

แอลฟาธาลัสซีเมียแล้วจ านวน 10 ตัวอย่าง และประเมินประสิทธิภาพของเทคนิคนี้ โดยเปรียบเทียบผลการ
ตรวจวินิจฉัยกับเทคนิค gap PCR ของหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร  
 
ผลการศึกษา 

การตรวจวินิจฉัยหาชนิดของแอลฟาธาลัสซีเมียด้วยเทคนิค 4-deletion multiplex PCR สามารถ
แปลผลการตรวจวินิจฉัยได้ดังรูปที่ 2 
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รูปที่ 2  แสดงผลการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียทั้ง 4 ชนิด (4-deletion -thalassemia) แถวที่ 1 เป็นผลของผู้ที่เป็นโฮโม
ซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด SEA deletion (SEA) ให้ดีเอ็นเอขนาด 1349 คู่เบส แถวที่ 2 เป็นผลของผู้ที่เป็นเฮทเทอโรซัยกัสแอลฟาธาลัสซี
เมีย 1 ชนิด THAI deletion (THAI) มีดีเอ็นเอ 2 ขนาดคือ 1800 คู่เบสซ่ึงเป็นขนาดของดีเอ็นเอที่เป็นปกติ  และ 1153 คู่เบสส าหรับ THAI 
deletion แถวที่ 3 เป็นผลของผู้ที่เป็นโฮโมซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิดที่มีการขาดหายไปของแอลฟายนีขนาด 4.2 กิโลเบส (-4.2) ให้ดีเอ็นเอ
ขนาด 1628 คู่เบส แถวที่ 4 เป็นผลของผู้ที่เป็นโฮโมซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิดที่มีการขาดหายไปของแอลฟายีนขนาด 3.7 กิโลเบส (-3.7) 
ให้ดีเอ็นเอขนาด 2022 คู่เบส ส่วน M คือ 1 kb DNA ladder (Vivantis) 

 
จากการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียในผู้ที่มารับการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมีย ที่หน่วย

วิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวรจ านวน 10 ราย ด้วยเทคนิค 4 -deletion multiplex PCR 
พบว่าให้ผลการตรวจที่ตรงกัน คือพบผู้ที่เป็นเฮทเทอโรซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิ ด SEA deletion 
(SEA) จ านวน 4 ราย (40%) เฮทเทอโรซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด THAI deletion (THAI) จ านวน 2 
ราย (20%) และ เป็นผู้ที่ไม่มียีนแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 จ านวน 4 ราย (40%) ผลการตรวจด้วยเทคนิค 4-
deletion multiplex PCR ดังแสดงในรูปที่ 3 

 
 
รูปที่ 3  แสดงผลการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียด้วยเทคนิค 4-deletion multiplex PCR โดยผู้ที่มารับการตรวจหมายเลข 1-4 

ให้ผลการตรวจเป็นปกติ ไม่มียีนแอลฟาธาลัสซีเมีย ให้ดีเอ็นเอขนาด 1800 คู่เบส หมายเลขที่ 5 -7 และ 10 ให้ผลการตรวจเป็นเฮทเทอโรซัยกัส
แอลฟาธาลัสซีมเย 1 ชนิด SEA deletion (SEA) ซ่ึงให้ดีเอ็นเอขนาด 1800 คู่เบสและ 1349 คู่เบส ส่วนหมายเลขที่ 8และ 9 พบว่าเป็นเฮทเทอโร
ซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด THAI deletion (THAI) ซ่ึงให้ดีเอ็นเอขนาด 1800 คู่เบสและ 1153 คู่เบส ส่วน M คือ 1 kb DNA Ladder 
(Vivantis) 

 
อภิปรายผลการศึกษา 
 ในการหาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค 4-deletion multiplex PCR นี้พบว่าจ าเป็นต้องใส่สาร 
adjuvant เช่น DMSO, betaine ซึ่งในที่นี้คือ Q-solution (QIAGEN, Germany) ร่วมด้วยเนื่องจากไพรเมอร์
ที่ใช้ตรวจวินิจฉัยแอลฟาโกลบินยีนเป็น GC-rich จึงต้องใช้ adjuvant ในสภาวะดังกล่าว 
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 นอกจากนี้ในการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียในผู้ที่มารับการตรวจที่โรงพยาบาลมหาวิทยาลัย
นเรศวรพบว่าให้ผลตรงกับการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี  gap PCR ของหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาล
มหาวิทยาลัยนเรศวร  พบว่าแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด  SEA deletion เป็นชนิดที่พบมากที่สุด (0.4%) 
รองลงมาคือ THAI deletion (0.2%) และไม่พบแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิด 3.7 kb และ 4.2 kb deletions 
ในตัวอย่างจ านวน 10 ราย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Wong et al., 2004 ที่จะพบเฉพาะแอลฟาธาลัสซี
เมีย 1 ในประชากรพิษณุโลก แต่เนื่องจากจ านวนตัวอย่างที่น ามาตรวจวินิจฉัยมีจ านวนน้อยเกินไป จึงต้อง
ด าเนินการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค 4-deletion multiplex PCR เพ่ิมเติมจึงจะสามารถสรุปผลได้สมบูรณ์ 
อย่างไรก็ดีการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียด้วยเทคนิคนี้สามารถน าไปใช้ตรวจในเขตพ้ืนที่อ่ืนๆ ในประเทศ
ไทยได้ เพราะสามารถตรวจได้ทั้งแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 เนื่องจากการอพยพย้ายถิ่น
ของประชากรไทยและชาวต่างชาติในประเทศไทย ท าให้การตรวจวินิจฉัยที่ครอบคลุมแอลฟาธาลัสซีเมียทั้ง 2 
ชนิด จะสามารถควบคุมและป้องกันการเกิดโรคของประชากรในจังหวัดพิษณุโลกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 
สรุปผลการวิจัย 
 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียด้วยเทคนิค 4-deletion multiplex PCR เป็นเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพ รวดเร็วและประหยัดค่าใช้จ่าย เนื่องจากเป็นการตรวจที่ครอบคลุมการตรวจวินิจฉัย
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และ 2 ซึ่งเป็นชนิดการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบิน ทั้ง 4 ชนิดคือ แอลฟาธาลัสซี
เมีย 1 (-thal 1) ชนิด SEA และ THAI deletions แอลฟาธาลัสซีเมีย 2 (-thal 2) ชนิดที่มีการขาดหาย
ของยีนแอลฟาขนาด -3.7 kb และ -4.2 kb ที่พบมากในประชากรไทย สามารถน าไปใช้ได้ในทุกพ้ืนที่ของ
ประเทศไทยและประเทศข้างเคียงบริเวณเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
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