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โครงการวิจัยเรื่องการตรวจหายีนธาลัสซีเมียและยีนของพ่อในน ้าคร่้า 
เพื่อน้ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด 

(Detection of thalassemic and paternal genes in amniotic fluid for prenatal diagnosis) 
 

ภายใต้แผนงานวิจัย การควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซีเมียในจังหวัดพิษณุโลก 
 
บทคัดย่อ 
 ธาลัสซีเมียเป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบมากในประเทศไทย มีถ่ายทอดแบบ autosomal recessive ซึ่งมีความ
รุนแรงที่แตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับชนิดของการกลายพันธ์ุ การควบคุมและป้องกันอุบัติการณ์ของโรคท าได้โดยการตรวจวินิจฉัย
ก่อนคลอด (prenatal diagnosis)โดยการเจาะน้ าคร่ าเพื่อน าเซลล์ของลูกมาตรวจหาชนิดของการกลายพันธุ์ แต่ก่อนที่จะ
ตรวจหาชนิดการกลายพันธุ์ของทารกในครรภ์นั้นจ าเป็นต้องตรวจวินิจฉัยการปนเปื้อนเซลล์ของเซลล์มารดาในน้ าคร่ า 
(maternal cell contamination) ด้วย VNTR ต าแหน่ง D1S80ก่อน เพื่อป้องกันการตรวจวินิจฉัยที่ผิดพลาดจากนั้นจึงท า
การตรวจหาชนิดของ -thalassemia และ HbE ด้วยเทคนิค multiplex ARMS (Amplification Refractory Mutation 
System) ซึ่งขั้นตอนการตรวจทั้งสองต้องใช้เวลาหลายวันอีกทั้งอายุครรภ์ที่เพิ่มมากขึ้นจะท าให้การยุติการตั้งครรภ์อาจเกิด
อันตรายต่อมารดา คณะผู้วิจัยจึงพัฒนาเทคนิค single-tube multiplex PCR เพื่อตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด โดยรวมขั้นตอน
การตรวจการปนเปื้อนเซลล์ของเซลล์มารดาในน้ าคร่ า และการตรวจหาชนิดของ -thalassemia และ HbE ด้วยเทคนิค 
multiplex ARMS เข้าด้วยกันในการท า PCR เพียงครั้งเดียว เพื่อประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการตรวจ โดยเปรียบเทียบผล
การตรวจด้วยวิธีเดิมกับเทคนิค single tube multiplex PCR ในคู่สมรสที่เป็นคู่เสี่ยงจ านวน 10 ครอบครัวจากโรงพยาบาล
มหาวิทยาลัยนเรศวร คณะแพทยศาสตร์ พบว่าทารกในครรภ์ เป็นปกติ จ านวน 2 คน ทารกในครรภ์มีการกลายพันธุ์ชนิด 
heterozygous Hb E (G- A) จ านวน  1 คน heterozygous codon17 (A -T) จ านวน  3 คน และเป็น  compound 
heterozygous -thalassemia/ HbE จ านวน 2 คน ซึ่งให้ผลตรงกัน และคณะผู้วิจัยมีแผนการเพิ่มจ านวนครอบครัวคู่เสี่ยง
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพและความถูกต้องของเทคนิคนี้ต่อไป  
ค้าส้าคัญ: การตรวจวินิจฉยัก่อนคลอด -thalassemia, Hb E, single-tube PCR 

 
บทน้า 

 ธาลัสซีเมียเป็นโรคโลหิตจางทางพันธุกรรมที่มีอุบัติการณ์สูงและมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้นทุกปี จากการ
ตรวจคัดกรองพาหะของโรคธาลัสซีเมียของในหญิงตั้งครรภ์ที่มาฝากครรภ์ที่โรงพยาบาลพุทธชินราช จังหวัด
พิษณุโลก (Wong et al., 2004) พบว่ามีผู้ที่ เป็น hemoglobin E trait ร้อยละ 21.27 ,  homozygouse 
hemoglobin E ร้อยละ 2.18 , -thalassemia trait ร้อยละ 7.09  และ -thalassemia trait ร้อยละ 
1.63 ซึ่งมีชนิดของการกลายพันธุ์ที่แตกต่างจากพ้ืนที่ อ่ืนๆ ในประเทศไทย (Choopayak et al., 2003;  
Choopayak et al., 2004; Mirasena et al., 2007; Pravatmuang et al., 1995; Sangnark, 2009) จึง
สามารถประมาณการได้ว่า จะมีเด็กเกิดใหม่ในจังหวัดพิษณุโลกที่เป็น  homozygous -thalassemia 1 
จ านวน 11 คนต่อปี ทารกจะเสียชีวิตในครรภ์หรือหลังคลอดไม่นานและก่อให้เกิดปัญหาในการดูแลรักษา
มารดาในแง่ของภาวะแทรกซ้อน ส่วน compound heterozygous -thalassemia/ hemoglobin E 
จ านวน 18 คนต่อปี  และ homozygous -thalassemia จ านวน 1 คนต่อปี  จะใช้การรักษาแบบ
ประคับประคอง เช่นการให้เลือดทดแทน รวมทั้งยาขับเหล็กเพ่ือให้ผู้ป่วยมีคุณภาพชีวิตที่ดี  ซึ่งเป็นปัญหาต่อ
ครอบครัวและประเทศชาติทั้งในแง่เศรษฐกิจและสังคม แต่ละปีรัฐต้องใช้งบประมาณในการดูแลผู้ป่วยเป็น
จ านวนมาก จึงถือเป็นนโยบายระดับชาติที่จะต้องป้องกันและควบคุมโรคธาลัสซีเมีย (Fucharoen & 
Winichagoon, 1992)   
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การตรวจวินิจฉัยก่อนคลอดที่โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวรจังหวัดพิษณุโลก สูติ-นรีแพทย์จะ
ด าเนินการเจาะดูดน้ าคร่ าในช่วงกลางไตรมาศที่สองของการตั้งครรภ์ (16-18 สัปดาห์) เพ่ือน าเซลล์ทารกใน
ครรรภ์มาสกัดดีเอ็นเอเพ่ือส่งตรวจหายีนเบต้าธาลัสซีเมีย ที่หน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัย
นเรศวร จากการตรวจวินิจฉัยที่ผ่านมาพบว่าจ าเป็นต้องตรวจหาการปนเปื้อนดีเอ็นเอของมารดาที่ปะปนอยู่ใน
น้ าคร่ า ซึ่งอาจท าให้ผลการตรวจวินิจฉัยผิดพลาด โดยเฉพาะในรายที่ตรวจพบว่าทารกในครรภ์เป็นโรคธาลัสซี
เมียเพ่ือป้องกันการตรวจวินิจฉัยผิดพลาด (Antoniadi et al., 2002; Smith et al., 1995)    

ขั้นตอนในการตรวจพิสูจน์การปนเปื้อนดีเอ็นเอของมารดาในน้ าคร่ าของโรงพยาบาลมหาวิทยาลัย
นเรศวร จะท าการตรวจหาอัลลีลของพ่อและแม่เพียงหนึ่งโลกัสคือ D1S80 ก่อน แต่หากโลกัสนั้นไม่สามารถ
แยกความแตกต่างของอัลลีลแม่และพ่อได้ เนื่องจากอัลลีลของพ่อหรือแม่เป็น homozygous หรือมีอัลลีล
เดียวกัน จึงจะใช้โลกัสอ่ืนๆ คือ ApoB ต่อไป เพ่ือใช้ตรวจพิสูจน์การปนเปื้อนดีเอ็นเอของมารดาในน้ าคร่ า ท า
ให้เกิดความล่าช้าในการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด (Smith et al., 1995; Batanian et al., 1998)  

คณะผู้วิจัยจึงพัฒนาเทคนิคการตรวจหายีน -thalassemia และยีนของพ่อ (paternal allele) ด้วย 
STR และ SNPs  ซึ่งมีความเฉพาะต่อประชากรในพิษณุโลกโดยน าเทคนิค multiplex ARMS   (Mirasena et 
al., 2007; 2008) มาตรวจหา -thalassemic genes ที่พบมากในจังหวัดพิษณุ โลก ได้แก่ cd41/42 (-
TCTT), cd17 (A-T), cd71/72 (+A) และ IVS I-1 (G-T) และน าเทคนิค ARMS (Amplification Refractory 
Mutation System) (Mirasena et al., 2010) เพ่ือตรวจหายีนของพ่อ  (paternal allele) จาก VNTR 
ต าแหน่ง D1S80 ซึ่งท าให้ได้เทคนิคการตรวจยีนเบต้าธาลัสซีเมียและยีนของพ่อ (paternal allele) ในคราว
เดียวกันที่มีความเฉพาะต่อประชากรในพิษณุโลก  ท าให้ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย และไม่เกิดความล่าช้าใน
การตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด อันเป็นการเพ่ิมศักยภาพของการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด และคุณภาพชีวิตของ
ประชาชนในจังหวัดพิษณุโลก มีระบบการจัดการสาธารณสุขท่ีดีขึ้น และมีความม่ันคงด้านสุขภาพของประเทศ
ไทย 
  
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 
 การพัฒนาเทคนิค single-tube multiplex PCR เริ่มจากการหาสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจ
พิสูจน์การปนเปื้อนของเซลล์มารดาด้วย VNTR ต าแหน่ง D1S80 และการตรวจวินิจฉัยเบต้าธาลัสซีเมีย  
ได้แก่ codon17 (A -T), codons 41/42 (-CTTT)  และฮีโมโกลบินอี codon 26 (G-A) ด้วยดีเอ็นเอที่ทราบ
ชนิดของการกลายพันธ์ (positive control) จากหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร และ
ประเมินประสิทธิภาพโดยการน าเทคนิคนี้มาตรวจวินิจฉัยในตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบชนิดของการกลายพันธุ์
จ านวน 10 ครอบครัวจากหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร มหาวิทยาลัยนเรศวร 

1. การสกัดดีเอ็นเอ 
น าตัวอย่างเลือดและน้ าคร่ าของหญิงตั้งึครรภ์ที่เป็นคู่เสี่ยงที่ได้จากโรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร 

มาสกัดดีเอ็นเอด้วย Chelex® method โดยเติม lysis buffer 1 มิลลิลิตรลงในตัวอย่างเลือด 30 ไมโครลิตร
ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  ดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง เติมน้ า
กลั่น 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งแล้วดูดสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย 5% Chelex® ให้ท่วมตะกอน 
จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 56oC เป็นเวลา 30 นาทีจากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เก็บ
สารละลายดีเอ็นเอที่ได้เพ่ือใช้หาสภาวะที่เหมาะสมและการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคนี้ 

 
2. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ single-tube multiplex PCR  



 

โครงการที่ 3 ภายใต้แผนงานวิจัย R2555B004      หน้าที่  3 

เตรียมสารละลายต่างๆ ที่ใช้ในการท า single-tube 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 
D1S80 primers, -thalassemia, HbE primers ส าหรับการตรวจธาลัสซีเมียทั้ง 3 ชนิด โดยล าดับนิวคลีโอ
ไทด์และความเข้มข้นที่ ใช้ดังแสดงในตารางที่  1 จากนั้นน าไปตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค  single-tube 
multiplex PCR โดยเริ่มจากอุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 15 นาที เพ่ือท าให้  Taq DNA 
Polymerase อยู่ในสภาพพร้อมท าหน้าที่ จากนั้นจึงเข้าสู่วงรอบของการท า PCR โดย denaturation ที่
อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 15 วินาที จ านวน 35 รอบ และ
เพ่ิม extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงน ามาแปลผลด้วย 1.5 % อะกา
โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ที่ 120 โวลท์ เป็นเวลา 30 นาที 

 
ตารางท่ี 1   ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจพิสูจน์การปนเปื้อนของเซลล์มารดา และการ
วินิจฉัยเบต้าธาลัสซีเมีย ฮีโมโกลบินอ ี(ปรับปรุงจาก Mirasena et al., 2010) 
 

ไพรเมอร์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ขนาดของดีเอ็นเอ 
(bp) 

D1S80 
5’-GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG-3’  
5’-GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC-3’ 

500-700 bp 

Internal 
control 

5’-CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3’ 
5’-GAGTCAAGGCTGAGAGATGCAGGA-3’ 

861 bp 

Hb E 
5’-ACCTCACCCTGTGGAGCCAC-3’ 
5’-TAACCTTGATACCAACCTGCCCAGGGGGTT-3’ 

236 bp 

Codon 17 
5’-ACCTCACCCTGTGGAGCCAC-3’  
5’-CTCACCACCAACTTCATCCACGTTCAGCTA-3’ 

239 bp 

Codons 41/42 
5’-ACCTCACCCTGTGGAGCCAC-3’  
5’-GTGGAGACAGATCCCCAAAGGACTCAACCT-3’ 

439 bp 

3. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค single-tube multiplex PCR 
เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมจึงทดสอบหาความแม่นย าของเทคนิคนี้ในตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบชนิดของ 

เบต้าธาลัสซีเมียแล้วจ านวน 10 ครอบครัว และประเมินประสิทธิภาพของเทคนิคนี้ โดยเปรียบเทียบผลการ
ตรวจวินิจฉัยกับเทคนิค Multiplex ARMS ของหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร  
 
ผลการศึกษา 

การตรวจวินิจฉัยหาชนิดของเบต้าธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินอีด้วยเทคนิค single-tube multiplex 
PCR สามารถแปลผลการตรวจวินิจฉัยได้ดังรูปที่ 1 และ 2 สรุปผลการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอดด้วยเทคนิค 
single-tube multiplex PCRดังแสดงใน ตารางที่ 2 
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รูปที่ 1 ผลการตรวจการปนเปื้อนของเซลล์มารดาในน้ าคร่ าของคู่เสี่ยงด้วย D1S80 พบว่าไม่มีการปนเปื้อนของเซลล์มารดาในน้ าคร่ า (ซ้าย) และ
ผลการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอดในคู่เสี่ยง  (ขวา) พบว่า บิดาเป็น  heterozygous 41/42-thalassemia มารดาเป็น  heterozygous 17-
thalassemia ส่วนทารกในครรภ์ ผลเป็น heterozygous 17-thalassemia  
F= บิดา (Father), M= มารดา (Mother), AF= น้ าคร่ า (Amniotic fluid) 

 

 
 

รูปที่ 2 ผลการตรวจการปนเปื้อนของเซลล์มารดาในน้ าคร่ าของคู่เสี่ยงด้วย D1S80 พบว่าไม่มีการปนเปื้อนของเซลล์มารดาในน้ าคร่ า (ซ้าย) และ
ผลการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอดในคู่เส่ียง (ขวา) พบว่า บิดาเป็น heterozygous HbE มารดาเป็น heterozygous 17-thalassemia ส่วนทารกใน
ครรภ์ ผลเป็น heterozygous 17-thalassemia  
F= บิดา (Father), M= มารดา (Mother), AF= น้ าคร่ า (Amniotic fluid) 

 
 
 

ตารางที่ 1 แสดงผลการตรวจวินิจฉัยการปนเปื้อนของเซลล์มารดา (Maternal Cell Contamination: MCC)  
และการตรวจวินิจฉยัก่อนคลอด (Prenatal Diagnosis: PND) ด้วยเทคนิค single-tube multiplex PCR 

 

ครอบครัวท่ี 
ผลการตรวจการปนเปื้อน 

เซลล์มารดาในน ้าคร้่า 
ผลการตรวจเบต้าธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินอ ี
มารดา บิดา ทารกในครรภ์ 

1 ไม่มีการปนเปื้อน Het. cd41/42 Het. HbE 41/42/HbE 
2 ไม่มีการปนเปื้อน Het. cd41/42 Het. HbE Het. HbE 
3 ไม่มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd17 Normal 
4 ไม่มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd17  Het. 17 
5 มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd41/42 Het. HbE 
6 ไม่มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd17  Het.17 
7 ไม่มีการปนเปื้อน Het. cd17 Het. HbE 41/42/HbE 
8 ไม่มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd41/42 41/42/HbE 
9 ไม่มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd41/42 Het. HbE 
10 มีการปนเปื้อน Het. HbE Het. cd17 Normal 
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สรุปผลการวิจัย 
 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอดโรคธาลัสซีเมียด้วยเทคนิค single-tube multiplex PCR เป็น
เทคนิคที่มีประสิทธิภาพ รวดเร็วและประหยัดค่าใช้จ่าย เนื่องจากเป็นการตรวจที่ครอบคลุมการตรวจการ
ปนเปื้อนของเซลล์มารดา และการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอดเบต้าธาลัสซีเมีย และ ฮีโมโกลบินอีที่พบมากใน
ประชากรไทย สามารถน าไปใช้ได้ในทุกพ้ืนที่ของประเทศไทยและประเทศข้างเคียงบริเวณเอเชียตะวันออก
เฉียงใต ้
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