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บทคัดย่อ 
 

 โรคฮีโมโกลบินเอช (Hb H disease) เป็นโรคแอลฟาธาลสัซีเมียท่ีมีอาการรุนแรงปานกลาง 
จะตรวจพบฮีโมโกลบินเอช (Hb H, β4) ในเลือดของผูป่้วย โรคน้ีเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ี
ส าคญัโรคหน่ึงของประเทศไทย ซ่ึงมีอุบติัการณ์ประมาณร้อยละ 7  และมีคู่สมรสท่ีเส่ียงต่อการมี
บุตรเป็นโรคน้ี 26,000 คู่ต่อปี ท าให้เด็กเกิดใหม่มีโอกาสท่ีจะเป็นโรคน้ีสูง การศึกษาในคร้ังน้ีเป็น
การประยุกตใ์ชว้ิธี PCR และ reverse dot blot hybridization ตรวจหาความผิดปกติของยีนแอลฟา
โกลบิน เพื่อช่วยในการวินิจฉยัผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช โดยใชว้ิธี multiplex PCR เพิ่มปริมาณยีน
ของผูป่้วย แลว้น า PCR product มาท าปฏิกิริยา hybridization กบั allele specific oligonucleotide 
probe (ASO-probe hybridization) ซ่ึงตรึงอยูบ่นแผน่ไนลอนเมมเบรน การทดลองในคร้ังน้ีไดต้รวจ
ชนิดของมิวเตชัน่ทั้งหมด 8 ชนิด โดยแบ่งเป็นตรวจแอลฟาธาลสัซีเมีย1 จ านวน 2 ชนิด คือ ชนิด 
SEA และชนิด THAI และตรวจแอลฟาธาลสัซีเมีย2 จ านวน 6 ชนิด เป็นชนิด gene deletion จ านวน 
2 ชนิด คือชนิด -α3.7 และ -α4.2 และชนิด point mutation จ านวน 4 ชนิด คือ ชนิดฮีโมโกลบินคอน-
สแตนทส์ปริงส์ (αCSα)  ฮีโมโกลบินปากเซ (αPSα)  ฮีโมโกลบินกวางซี (αQSα) และฮีโมโกลบิน
สวนดอก (αSDα) โดยพบว่าผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชในภาคใตร้้อยละ 78.02 มีมิวเตชัน่ของยีน
แอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด SEA ร่วมกบัแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด 3.7 kb deletion type I ซ่ึงมีจีโน
ไทป์คือ -SEA /-α3.7 I โดยแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ท่ีพบทั้งหมด คือ ชนิด SEA ส่วนแอลฟาธาลสัซีเมีย2 
พบ 5 ชนิด คือ ชนิด -α3.7 I ร้อยละ 65.97 ชนิด -α3.7 II ร้อยละ 9.22 ชนิด -α3.7 III ร้อยละ 2.83 ชนิด
ฮีโมโกลบินคอนสแตนท์สปริงส์ ร้อยละ 21.27 และฮีโมโกลบินกวางซี ร้อยละ 0.71 จากการ
ค านวณค่าความไวและความจ าเพาะของวิธี multiplex PCR และวิธี ASO-probe hybridization 
พบวา่มีความไวและความจ าเพาะสูง ซ่ึงสามารถน าไปใชใ้นการตรวจประจ าวนัได ้
 
ค าส าคัญ:  แอลฟาธาลสัซีเมีย โรคฮีโมโกลบินเอช ASO-probe hybridization และ reverse dot 
blot hybridization   
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ABSTRACT 
   

Hemoglobin H disease (Hb H disease) is an α-thalassemia of intermediate severity, 
which Hb H (β4) is found in patient’s blood. This disease is an important health problem in 
Thailand with the prevalence of 7 %. There are 26,000 couples at risk per year for having the 
children affected with the disease. Thus, the occasion of newborn with the Hb H disease stills 
high level. In this study, we applied the PCR and reverse dot blot (RDB) hybridization techniques  
to detect α-globin gene mutation in Hb H patients. The multiplex PCR was used for amplifying 
the target DNA fragment and the RDB was used for identification the specific mutation in α-
globin gene by hybridized with allele specific oligonucleotide probes (ASO-probe hybridization) 
which were bound on the nylon membrane. Eight common α-thalassemia mutations were 
detected including 2 types of α-thalassemia1: SEA deletion type and THAI deletion type, and 6 
types of α-thalassemia2 which are 2 types of the deletion: -α3.7 and -α4.2 , and 4 types of point 
mutation: Hb Constant Spring (αCSα), Hb Paksé (αPSα), Hb Quong Sze (αQSα), and Hb Suan 
Dok (αSDα). We found that the major type of Hb H patients with percentage of 78.02 is a 
compound heterozygote of α-thalassemia1 SEA type and α-thalassemia2 3.7 kb deletion type I  
(-SEA/-α3.7 I genotype). Five mutation types of α-thalassemia2 were detected including -α3.7 I 
(65.97 %), -α3.7 II (9.22 %), -α3.7III (2.83 %), Hb CS (21.27 %), and Hb QS (0.71 %).The multiplex 
PCR and RDB methods show high sensitivity and specificity and can be used for routine 
laboratory test. 

 
Keywords:  α-thalassemia, Hb H disease, ASO-probe hybridization, and reverse dot blot 

hybridization   



(7) 
 

กติติกรรมประกาศ 
 

วทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงดว้ยดีเน่ืองจากไดรั้บความอนุเคราะห์จากหลายฝ่าย 

ขอขอบพระคุณผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. จ  านงค ์นพรัตน์ อาจารยท่ี์ปรึกษา
วทิยานิพนธ์ ท่ีใหค้วามรู้ ค  าแนะน าเก่ียวกบัโรคธาลสัซีเมียและเทคนิคต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการตรวจ
โรคธาลสัซีเมีย ช่วยตรวจทาน แกไ้ขขอ้บกพร่อง และแนะน าการเขียนวทิยานิพนธ์ และบทความ
ทางวชิาการ รวมถึงช้ีแนะแนวทางในการศึกษาตลอดระยะเวลาการศึกษา จนท าใหว้ทิยานิพนธ์
ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วง 
  ขอขอบพระคุณอาจารย ์ดร.อรุณรัศม์ิ  วณิชชานนท ์ประธานกรรมการสอบและ
ดร.วรรณรัตน์ แซ่ชัน่ กรรมการสอบวทิยานิพนธ์ ท่ีใหข้อ้เสนอแนะ และช่วยแนะน าแกไ้ข
ขอ้บกพร่องต่าง ๆ ในวทิยานิพนธ์จนส าเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี 

ขอขอบคุณคุณศตรณ กาญจนโอภาส คุณกรทิพย ์อมรธาตรี และคุณนิภาพร หมาน
หนู ส าหรับความรู้ ค าแนะน าในการใชห้อ้งปฏิบติัการ การท าวจิยั และการอ านวยความสะดวกใน
การท าการวจิยัตลอดระยะเวลาการศึกษา 

ขอขอบพระคุณ หน่วยธาลสัซีเมีย คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลนครินทร์ 
ท่ีเอ้ือเฟ้ือสถานท่ีในการท าวิจยั รวมถึงอ านวยความสะดวกดา้นสารเคมี และเคร่ืองมือส าหรับการท า
วจิยั ท่ีท าใหว้ทิยานิพนธ์ส าเร็จไปดว้ยดี 

ขอขอบพระคุณคณาจารยแ์ละบุคลากร ภาควชิาชีวเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ ท่ีใหค้วามรู้ทั้งดา้นวชิาการ และดา้นอ่ืน ๆ อีกทั้งช่วยอ านวยความ
สะดวกในเร่ืองเอกสารต่าง ๆ ตลอดระยะเวลาการศึกษา 

ขอขอบพระคุณครอบครัว ส าหรับโอกาสทางการศึกษา รวมถึงญาติพี่นอ้ง และ
เพื่อนๆ ท่ีคอยเป็นก าลงัใจตลอดระยะเวลาการศึกษาจนประสบความส าเร็จในคร้ังน้ี 

วทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีไดรั้บทุนอุดหนุนในการท าวจิยัจากบณัฑิตวทิยาลยั  
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ รหสัโครงการวิจยั 57-005-04-6-2 

 

 

 

เกศรา นิตยบูรณ์ 

 

 

 

 

 



(8) 
 

สารบัญ 

รายการ                                  หน้า
รายการตาราง                      (9) 
รายการภาพประกอบ                   (11) 
รายการไดอะแกรม                   (14) 
ค ายอ่และสัญลกัษณ์                   (16) 
บทน า             1 
วธีิการวจิยั          22 
ผลการวจิยั          43 
บทวจิารณ์ผลการวจิยั         60 
บทสรุปและขอ้เสนอแนะ         67 
บรรณานุกรม          68 
ภาคผนวก          72 
ประวติัผูเ้ขียน          76 

 

 

 

 

 

 

 



(9) 
 

รายการตาราง 

ตารางที่                                          หน้า 
บทที ่1            
1. ลกัษณะทางคลินิกของแอลฟาธาลสัซีเมีย จีโนไทป์ และชนิดของฮีโมโกลบินท่ีพบ       7 
2. ชนิดมิวเตชัน่เฉพาะจุดแบบต่างๆ ท่ีพบในประเทศไทยและประเทศในแถบเอเชียตะวนัออก   12 
    เฉียงใต ้      
3. ความถ่ีของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชเป็นร้อยละแยกตามชนิดและการกระจายตามภูมิภาค 14 
    ของประเทศไทย 
4. อาการทางคลินิกท่ีพบในผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช แยกตามชนิดของมิวเตชัน่    15 
5. เทคนิคทางอณูวทิยาท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์ DNA ส าหรับโรคธาลสัซีเมีย  17 
 
บทที ่2 
6. สารเคมีชนิดเกรดวเิคราะห์ท่ีใชใ้นการทดลอง      22 
7. เอนไซมท่ี์ใชส้ าหรับการทดลอง       23 
8. อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทดลอง        23 
9. วสัดุท่ีใชใ้นการทดลอง        24 
10. ส่วนประกอบของ PCR mixture ในหลอดทดลองส าหรับเพิ่มจ านวน DNA บริเวณยนี 32 
      แอลฟาโกลบินส าหรับการตรวจความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมีย1  
      และมิวเตชัน่เฉพาะจุด 
11. ส่วนประกอบของ PCR mixture ในหลอดทดลองส าหรับเพิ่มจ านวน DNA ส าหรับตรวจ 34 
      ความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 3.7-kb deletion 
12. ส่วนประกอบของ PCR mixture ในหลอดทดลองส าหรับเพิ่มจ านวน DNA ส าหรับการ 35 
       ตรวจความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 4.2-kb deletion 
 
บทที ่3 
13. ผลการตรวจ Hb typing จากจ านวนตวัอยา่งทั้งส้ิน 141 ราย    43 
14. ล าดบัเบสและรายละเอียดคุณสมบติัของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง   45 

 



(10) 
 

รายการตาราง (ต่อ) 

ตารางที่           หน้า 
บทที ่3 (ต่อ) 
15. ล าดบัเบสและรายละเอียดของโพรบท่ีใชใ้นการตรวจมิวเตชัน่บนยนีแอลฟาโกลบิน 46 
16. จ  านวนของผูป่้วยและร้อยละของมิวเตชัน่แต่ละชนิดท่ีพบในการทดลอง   58 
       
บทที ่4 
17. เปรียบเทียบความถ่ีและชนิดของมิวเตชัน่ของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบินเอช 61 
      ในประเทศไทย จากการศึกษาในคร้ังน้ีและการศึกษาของ Laosombat และคณะ 
18. การเปรียบเทียบปริมาณ Hb และค่าดชันีเมด็เลือดแดงเฉล่ียของการกลายพนัธ์ุแต่ละชนิด 63    
19. การเปรียบเทียบปริมาณฮีโมโกลบินเอช (%) ในเลือดของผูป่้วยตั้งแต่อาย ุ1 ปีข้ึนไป 65 
      แยกตามชนิดของโรคฮีโมโกลบินเอช 
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รายการภาพประกอบ 

รูปที่                                    หน้า 
บทที ่1 
1. โครงสร้างของโมเลกุลฮีโมโกลบิน ซ่ึงประกอบดว้ยสายโกลบิน 4 สายจบัอยูก่บัฮีม (heme)     4 
     สายละ 1 โมเลกุล     
2.  รูปA. แสดงต าแหน่งของยนีท่ีควบคุมการสร้างสายแอลฟาโกลบิน (α-globin gene cluster)    5 
     บนโครโมโซมคู่ท่ี 16 และยนีท่ีควบคุมการสร้างสายเบตาโกลบิน (β-globin gene cluster) 
     บนโครโมโซมคู่ท่ี 11  
2.  รูปB. แสดงการเรียงตวัของยนีบนโครโมโซมของยนีกลุ่มแอลฟาโกลบิน และเบตา้โกลบิน    5 
2.  รูปC. แสดงยนีท่ีสร้างสายโกลบินในแต่ละระยะการเจริญของมนุษย ์ตั้งแต่ระยะตวัอ่อน    5   
     ทารกและผูใ้หญ่ 
3. บริเวณท่ีเกิด gene deletion บนโครโมโซม 16 ท่ีเป็นสาเหตุของแอลฟาธาลสัซีเมีย1    9 
4. กลไกการแลกเปล่ียนสารพนัธุกรรมของคู่โครโมโซมบริเวณท่ีมีล าดบัเบสเหมือนกนั  10 
    ท าใหมี้การยา้ยสลบัท่ีของดีเอ็นเอระหวา่งโครโมโซม ท าใหเ้กิดโครโมโซมท่ีมี  
    single α- gene (-α3.7 หรือ -α4.2) และ triple α-gene (αααanti3.7 หรือ ααα anti4.2) 
5. ไดอะแกรมสรุปการท าปฏิกิริยา reverse dot bot hybridization    20 
 
บทที ่2 
6. ต าแหน่งไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา multiplex gap-PCR     25 
7. ต าแหน่งของไพรเมอร์แต่ละชุดบน α-globin gene cluster     26 
8. ต าแหน่งไพรเมอร์ A และ B ท่ีใชเ้พิ่มจ านวนยนี - α3.7 ส าหรับปฏิกิริยา PCRคร้ังแรก 27 
   และไพรเมอร์ RT-L กบัไพรเมอร์ B ส าหรับปฏิกิริยา PCR คร้ังท่ี 2 เพื่อใชแ้ยกชนิดยอ่ย 
   ของมิวเตชัน่ของยนี - α3.7 ทั้ง 3 ชนิด 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 

รูปที่                                    หน้า 
บทที ่3 
9. ผลการทดสอบความบริสุทธ์ิของ DNA โดยการน าไปทดสอบใน 1% agarose gel    44 
    electrophoresis   
10A. PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA บริเวณยนีแอลฟาโกลบินโดยใชไ้พรเมอร์ 48 
      8 ไพรเมอร์  
10B. PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA บริเวณยนีแอลฟาโกลบินโดยใช้ ไพรเมอร์ 49 
       8 ไพรเมอร์ 
11A. PCR product จากไพรเมอร์คู่แรก (A และ B) ของการตรวจความผดิปกติของยนี  50 
       แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 3.7 kb-deletion 
11B. PCR product จากไพรเมอร์คู่ท่ี 2 (RT-L และ Z) ของยนีแอลฟาโกลบินส าหรับ  51 
        normal probe 
11C. PCR product จากไพรเมอร์คู่ท่ี 2 (RT-L และ B) ของยนีแอลฟาโกลบินส าหรับ  52 
        mutant probe 
12.  PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 4.2 kb-deletion  53 
13. ผล hybridization ของคนปกติ (αα/αα) ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั probe ทุกชนิด  55 
      ในแถว  normal 
14. ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิด -SEA/-α3.7I  ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั  55 
      probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ชุด probe ของ -α3.7 และพบจุดสีม่วงในแถว mutant 
      คือ SEA และ ชุด -α3.7 ทั้ง 3 จุด 
15. ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิด -SEA/-α3.7II  ซ่ึงพบ จุดสีม่วง 55 
      กบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ชุด probe ของ -α3.7 จ  านวน 2 probe และพบจุด 
      สีม่วงในแถว mutant คือ SEA และ ชุด -α3.7 จ  านวน 2 จุดสุดทา้ย 
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รายการภาพประกอบ (ต่อ) 

รูปที่                                    หน้า 
บทที ่3 (ต่อ) 
16. ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิด -SEA/-α3.7III ซ่ึงพบจุดสีม่วง  56 
     กบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ชุด probe ของ -α3.7 จ  านวน 1 probeและพบจุด 
     สีม่วงในแถว mutant คือ SEA และ ชุด -α3.7 จ  านวน 1 probe สุดทา้ย 
17. ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด -SEA/-α4.2 ซ่ึงพบจุดสีม่วง  56 
      กบั probe ในแถว normal เฉพาะ THAI และ SEA และพบจุดสีม่วงในแถว mutant 
      เฉพาะ probe SEA และ -α4.2 
18. ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด -SEA/ αCSα ซ่ึงพบจุดสีม่วง  56 
      กบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ probe CS PS และ -α4.2 ส าหรับในแถว mutant  
      พบจุดสีม่วงกบั probe SEA และ CS 
19. ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด -SEA/ αQSα ซ่ึงพบจุดสีม่วง  57 
       กบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ probe QS 
20. ผล hybridization ของผูท่ี้เป็นพาหะของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดยนีขาดหายไป 3.7 กิโลเบส 57 
       ชนิดยอ่ย 1  (αα/ -α3.7 type I)  ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal และ 
       mutant probe ของ 3.7 ทั้ง 3 probes 
21. ผล hybridization ของผูท่ี้เป็นพาหะของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบินคอนสแตน์- 57 
      สปริง(αα/ αCSα)  ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal และ mutant probe 
      ของคอนสแตน์สปริง  (CS) 
 
บทที ่4 
22. การเกิด gene deletion บริเวณ x box ของ α2-globin gene ส่งผลใหเ้กิด -α3.7  I , -α3.7  II   64 
       และ -α3.7 III 
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รายการไดอะแกรม 

ไดอะแกรมที ่                         หน้า 
บทที ่2 
1. แสดงต าแหน่งของโพรบท่ีตรึงลงบนแผน่ไนลอนเมมเบรน    36 
2. แผนภูมิสรุปขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์มิวเตชัน่แอลฟาธาลสัซีเมีย1 และแอลฟาธาลสัซีเมีย2 38 
    จากตวัอยา่งผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช 
3. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีใหผ้ลลบกบัการตรวจ α- thal  จะพบจุดสีม่วงเฉพาะ 39 
    บริเวณท่ีเป็น normal probe โดยผลลกัษณะน้ีพบในตวัอยา่งของคนปกติ หรือตวัอยา่งท่ี 
    มีมิวเตชัน่ชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือจากชนิดท่ีตรวจวดัในคร้ังน้ี 
4. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น homozygote ของ mutation ชนิด SEA จะพบ 39 
    จุดสีม่วงเฉพาะกบั mutant probe ของ SEA และไม่พบจุดสีม่วงบน normal  probe  ชนิดอ่ืนๆ   
    เน่ืองจากยนีเกิดการขาดหายไปทั้ง 4 ยนี  
5. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ mutation ชนิด SEA จะพบจุด 39 
    สีม่วงทั้ง normal และ mutant probe ของ SEA ส่วน probes อ่ืนๆ จะพบจุดสีม่วงบริเวณ  
    normal probe 
6. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ α - thal1 ชนิด SEA    40 
   ร่วมกบั α- thal2 ชนิด Constant’s Spring จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal  และ mutant probe  
   ของ SEA และพบเฉพาะ mutant probe ของ CS บนเมมเบรน ส่วนมิวเตชัน่ ชนิด CS, PS, 
   และ - α4.2 ใช ้normal probe ร่วมกนั จึงท าใหไ้ม่พบปฏิกิริยาบริเวณ normal probe ดงักล่าว 
7. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ α- thal2 ชนิด 3.7 type I จะพบ 40 
    จุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe ทั้ง 3 จุด บนเมมเบรน 
8. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ α- thal2 ชนิด 3.7 type II จะพบ 40 
    จุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 2 จุด บนเมมเบรน 
9. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ α- thal2 ชนิด 3.7 type III จะพบ 41 
    จุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 1 จุด บนเมมเบรน 
10. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ α- thal1 ชนิด SEA  41 
    ร่วมกบั α- thal2 ชนิด 3.7 type I จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe ของ 
    โพรบ SEA และ mutant probe ของ 3.7 ทั้ง 3 จุด 
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รายการไดอะแกรม (ต่อ) 

ไดอะแกรมที ่                         หน้า 
บทที ่2 (ต่อ) 
11. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ α- thal1 ชนิด SEA   41 
     ร่วมกบั α- thal2 ชนิด 3.7 type II จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe  
     ของโพรบ SEA และ normal probe ของ 3.7 จ านวน 1 จุด mutant probe ของ 3.7   
      จ  านวน 2 จุด 
12. แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ α - thal1 ชนิด SEA   42 
      ร่วมกบั α- thal2 ชนิด 3.7 type III จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe  
      ของโพรบ SEA และ normal probe ของ 3.7 จ านวน 2 จุด mutant probe ของ 3.7   
      จ  านวน 1 จุด 
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ค าย่อและสัญลกัษณ์ 

Hb  = hemoglobin 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
PCR  = polymerase chain reaction 
SEA  = Southeast Asian type 
MED  = Mediterranean type 
CS  = Hb Constant Spring 
PS  = Hb Paksé 
QS  = Hb Quong Sze 
SD  = Hb Suan-Dok 
MCV  = mean corpuscular volume 
MCH  = mean corpuscular hemoglobin 
MCHC  = mean corpuscular hemoglobin concentration 
Hct  = hematocrit 
cd  = codon 
IVS  = intervening sequence 
Arg  = Arginine 
Asp  = Aspartic acid 
Gly  = Glycine 
His  = Histidine 
Leu  = Leucine 
Pro  = Proline 
Array CGH = Array comparative genomic hybridization 
RDB  = reverse dot blot hybridization 
ARMS  = amplification refractory mutation system 
ASO-probe = allele-specific oligonucleotide probes 
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ค าย่อและสัญลกัษณ์ (ต่อ) 

dNTPS  = deoxynucleotide triphosphate 
dATP  = deoxyadenosine triphosphate 
dCTP  = deoxycytidine triphosphate 
dGTP  = deoxyguanosine triphosphate 
dTTP  = deoxythymidine triphosphate 
pb  = base pair 
kb  = kilobase pair 
N  = Normal  
M  = Mutant / molar 
nM  = nanomolar 
mM  = millimolar 
pM  = picomolar 
l  = liter 
l  = microliter 
ml  = milliliter 
g  = gram 
mg  = milligram 
nm  = nanometer 
OD  = optical density 
◦C  =  degree Celsius 
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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ทีม่าและความส าคญั 
  โรคธาลสัซีเมีย  (thalassemia; thal) เป็นโรคโลหิตจางท่ีถ่ายทอดทางพนัธุกรรมชนิดยีนดอ้ย
(autosomal recessive inheritance) เกิดจากความผิดปกติของยีนท่ีสังเคราะห์สายโกลบิน (globin chains)  
ท าให้มีการผลิตฮีโมโกลบินลดลงหรือไม่สามารถผลิตไดเ้ลย (Leung et al., 2008) โรคธาลสัซีเมียท่ี
ส าคญัมี 2 ชนิด คือ แอลฟาธาลสัซีเมีย (α-thalassemia) และเบตา้ธาลสัซีเมีย (β-thalassemia)  
  เบตา้ธาลสัซีเมียเกิดจากความผิดปกติของยีนเบตา้โกลบิน (β-globin gene)โดยในคนปกติมียีน
เบตา้โกลบิน 2 อลัลีล คือมียีน 1 อลัลีลจากโครโมโซมแต่ละขา้ง จีโนไทป์คือ β/β (Fuchareon, 2011) 
มิวเตชัน่บนยนีเบตา้โกลบินท่ีท าใหเ้กิดเบตา้ธาลสัซีเมียในปัจจุบนัพบไดป้ระมาณ 200 ชนิด (Thein and 
Wood et al., 2009) ซ่ึงส่วนมากเกิดจากมิวเตชัน่เฉพาะจุด (point mutation) เช่น การแทนท่ีเบส (base 
substitution) การแทรกหรือการหายไปของเบสจ านวน 1-4 เบส (small insertion or deletion) ท าให้การ
อ่านรหสัผิดปกติ ท่ีเรียกวา่ frame shift mutation มีเบตา้ธาลสัซีเมียส่วนนอ้ยท่ีเกิดจากการขาดหายไป
ของยนีขนาดใหญ่หรือทั้งยนี (large gene deletion) (Galanello and Origa, 2010) 
 แอลฟาธาลสัซีเมียเกิดจากความผิดปกติของยีนแอลฟาโกลบิน (α-globin gene) โดยในคนปกติ
จะมียีนแอลฟาโกลบิน 4 อัลลีล คือมียีน 2 อัลลีล บนโครโมโซมแต่ละข้าง จีโนไทป์คือ αα/αα 
(Fuchareon et al., 2011) แอลฟาธาลสัซีเมียส่วนใหญ่เกิดจาดการขาดหายไปของยีนขนาดใหญ่ (large 
gene deletion) มีเพียงส่วนน้อยท่ีเกิดจากมิวเตชัน่เฉพาะจุด ท่ีสร้างโปรตีนโกลบินไดแ้ต่เม่ือจบักนัเป็น
โมเลกุลฮีโมโกลบินส่วนใหญ่จะไม่เสถียร (Leung et al., 2008)   
 อุบติัการณ์การเกิดธาลสัซีเมียพบวา่มีการกระจายของโรคอยูบ่ริเวณเขตร้อนและบริเวณขา้ง เคียง
ของเขตร้อนซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีการระบาดของเช้ือมาลาเรีย ท่ีเรียกวา่ malaria belt โดยเช่ือวา่พาหะของ
โรคธาลสัซีเมียสามารถป้องกนัการติดเช้ือมาลาเรียได ้(Arica et al., 2012) อุบติัการณ์ธาลสัซีเมียทัว่โลก
ประมาณร้อยละ 4.8 (Bernini et al., 1998) ในบางพื้นท่ี มีผูท่ี้เป็นพาหะของแอลฟาธาลสัซีเมียสูงถึงร้อย
ละ 80-90 ของกลุ่มประชากร (Harteveld and Higgs, 2010) เช่นใน Andhra Pradesh ในประเทศอินเดีย 
(Bernini et al., 1998) อุบติัการณ์แอลฟาธาลสัซีเมียในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ เช่น ทาง
ตอนเหนือของประเทศไทยและประเทศลาว พบร้อยละ 30-40 ในประเทศมาเลเซียพบร้อยละ 4.5 และ
ในหมู่เกาะห่างไกลของประเทศฟิลิปปินส์พบร้อยละ 5 ส่วนเบตา้ธาลสัซีเมียมีความถ่ีอยูร่ะหวา่งร้อยละ 
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1-9 ทัว่โลกมีผูท่ี้เป็นพาหะเบตา้ธาลสัซีเมียประมาณร้อยละ 1.5 หรือ  80-90 ลา้นคน (Galanello and 
Origa, 2010) ชนิดของธาลัสซีเมียท่ีพบบ่อยในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้คือ แอลฟาธาลัสซีเมีย  
เบตา้ธาลสัซีเมีย  ฮีโมโกลบินอี (Hb E) และฮีโมโกลบินคอนสแตนท์สปริงส์ (Hb Constant Spring) 
(Fuchareon et al., 2011)  ส าหรับในประเทศไทย ข้อมูลจากศูนย์ข้อมูลธาลัสซีเมีย ของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทยพ์บว่า การกระจายของแอลฟาธาลสัซีเมียมีความชุกมากท่ีสุดในภาคเหนือ 
เท่ากบัร้อยละ 30 ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบร้อยละ 20 ภาคกลางพบร้อยละ 20-25 และภาคใตพ้บ
ร้อยละ 16 (Leung et al., 2008) ความชุกของเบตา้ธาลสัซีเมียมากท่ีสุดคือภาคเหนือ พบร้อยละ 5-9 ภาค
อีสานพบร้อยละ 2-6 ภาคกลางพบร้อยละ 3 และภาคใตพ้บร้อยละ 2-4 (Nopanitaya, 2008) 
 โรคฮีโมโกลบินเอช (Hb H disease) เป็นแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดหน่ึง มีความรุนแรงของโรคปาน
กลาง ซ่ึงจะตรวจพบฮีโมโกลบินเอช (Hb H, β4) ในเลือดของผูป่้วย โดยโรคฮีโมโกลบินเอชเกิดจาก
ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งแอลฟาธาลสัซีเมีย1 และแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ท าให้เหลือยีนแอลฟาโกลบินเพียงยีน
เดียวท่ีสามารถสร้างสายแอลฟาโกลบินได ้อาการทางคลินิกของผูป่้วยโรคฮีโกลบินเอชมีความรุนแรง
แตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัชนิดของแอลฟาธาลสัซีเมีย2 โดยพบวา่ผูป่้วยท่ีมียีนแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ร่วมกบั
แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิดท่ีไม่ไดเ้กิดจากการขาดหายไปของยีน (non-deletional Hb H disease) มีความ
รุนแรงของโรคมากกวา่ผูป่้วยท่ีมียีนแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ร่วมกบัแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิดท่ีเกิดจากการ
ขาดหายไปของยนี (deletional Hb H disease) (Chui et al., 2003) 
 ขอ้มูลจากศูนยข์อ้มูลโรคติดเช้ือและพาหะน าโรค ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวง
สาธารณสุขพบว่า แต่ละปีในประเทศไทยมีหญิงตั้งครรภ์ท่ีเส่ียงต่อการมีบุตรเป็นโรคธาลัสซีเมีย
ประมาณ 50,000 คน และมีเด็กเกิดใหม่ท่ีป่วยเป็นโรคประมาณ 12,125 คน ในจ านวนน้ีมีเด็กท่ีเป็นโรค
ฮีโมโกลบินเอช 7,000 คน และคนไขฮี้โมโกลบินเอชท่ียงัมีชีวิตอยูมี่มากถึง 420,000 คน (Wasi et al., 
2013) ท าใหธ้าลสัซีเมียเป็นปัญหาส าคญัทางการแพทยแ์ละสาธารณสุข ซ่ึงไม่เพียงแต่ส่งผลต่อตวัผูป่้วย
และครอบครัวเท่านั้น แต่ยงัส่งผลต่อเศรษฐกิจอีกดว้ย เน่ืองจากค่ารักษาในการให้เลือดแต่ละคร้ังสูง อีก
ทั้งเป็นโรคท่ีรักษาไม่หาย ในปัจจุบนัมีรายงานถึงชนิดของแอลฟาธาลสัซีเมียท่ีพบในประเทศไทยมี
ความหลากหลาย ท าใหไ้ม่มีการทดสอบใดการทดสอบหน่ึงในห้องปฏิบติัการท่ีสามารถตรวจชนิดของ
แอลฟาธาลัสซีเมียได้ครอบคลุมทุกชนิด การพฒันาวิธีทดสอบท่ีสามารถตรวจชนิดมิวเตชั่นได้
ครอบคลุมทั้งหมดจึงมีความส าคญัในการวางแผนควบคุมและป้องกนัโรค รวมถึงเฝ้าระวงัในผูป่้วยท่ีมี
โอกาสเกิดเมด็เลือดแดงแตกเฉียบพลนัได ้
 การตรวจแอลฟาธาลสัซีเมียสามารถท าไดห้ลายขั้นตอน เช่น การตรวจคดักรอง (screening test) 
การวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบิน (Hb typing) และการตรวจวิเคราะห์ DNA ซ่ึงการ
ตรวจคดักรอง และการวิเคราะห์ชนิดของฮีโมโกลบินไม่สามารถระบุชนิดของแอลฟาธาลสัซีเมียได ้
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การตรวจวเิคราะห์ DNA จึงเป็นวิธีท่ีดีท่ีสุด มีความแม่นย  า และท าให้ทราบชนิดมิวเตชัน่ได ้ในปัจจุบนั
ไดมี้การใชเ้ทคนิคน้ีเพื่อการพยากรณ์โรคและวางแผนการรักษา โดยทัว่ไปการตรวจหายีนแอลฟาธาลสั
ซีเมียจะใชว้ิธี gap-PCR (gap-polymerase chain reaction) ซ่ึงสามารถท าไดโ้ดยการสังเคราะห์ DNA 
คร่อมรอยต่อบริเวณท่ี DNA ขาดหายไป แลว้ตรวจผลโดยการน า PCR product ไปวิ่งในเจลอะกาโรส 
ส่วนแอลฟาธาลสัซีเมียท่ีไม่ไดเ้กิดการขาดหายไปของยนีจะใชว้ธีิ allele-specific PCR เพื่อสังเคราะห์ยีน
ท่ีจ าเพาะกบัไพรเมอร์แต่ละชนิด การศึกษาในคร้ังน้ี เลือกใช้วิธี reverse dot blot hybridization หรือ 
RDB ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้ตรวจหาชนิดมิวเตชัน่ของยีนไดห้ลายชนิดในการท าปฏิกิริยาเพียงคร้ังเดียว (Old, 
2003) โดยมีหลกัการคือ สร้างโอลิโกนิวคลีโอไทดโ์พรบ (oligonucleotide probes) ท่ีจ  าเพาะต่อมิวเตชัน่
แต่ละชนิด น ามาตรึงบนแผน่ไนลอน (nylon membrane)  แลว้น า PCR product ของผูป่้วยท่ีติดฉลาก
ด้วยไบโอติน  (biotin) มาท าปฏิกิริยาเขา้คู่ (hybridized) กบัโพรบ แล้วตรวจวดัผลด้วยการดูสีจาก
ปฏิกิริยาของเอนไซมแ์ละสารตั้งตน้ (Winichagoon et al., 1998) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีช่วยลดเวลาในการตรวจ
วเิคราะห์และสามารถใชร้ะบุชนิดมิวเตชัน่ของโรคฮีโมโกลบินเอชชนิดท่ีซบัซอ้นได ้(Lin et al.,2012) 

 
 

1.2 การตรวจเอกสาร 
 

 1.2.1. ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin, Hb) 
   ฮีโมโกลบิน เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของเม็ดเลือดแดง ท าหน้าท่ีน าออกซิเจนไปสู่
 เซลลแ์ละเน้ือเยือ่ของอวยัวะต่างๆภายในร่างกาย ในแต่ละอณูของฮีโมโกลบิน ประกอบดว้ยฮีม 
 (heme) และสายโกลบิน (globin chain) 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีอยู่ในกลุ่มแอลฟา (α-like globin 
 chain) และชนิดท่ีอยูใ่นกลุ่มเบตา้ (β-like globin chain) ชนิดละ2 สาย จบักนัเป็นฮีโมโกลบิน 1
 โมเลกุล ท่ีเรียกว่า tetramer (Higgs et al., 2009) และแต่ละสายโกลบินจะจบัอยู่กบัฮีม 1 
 โมเลกุล ซ่ึงฮีม 1 โมเลกุล จะสามารถจบักบัออกซิเจนได้ 1 โมเลกุล ท าให้ฮีโมโกลบิน 1 อณู 
 สามารถจบักบัออกซิเจนได ้4 โมเลกุล โครงสร้างของฮีโมโกลบินแสดงในรูปท่ี 1 
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รูปที ่1 โครงสร้างของโมเลกุลฮีโมโกลบิน ซ่ึงประกอบดว้ยสายโกลบิน 4 สายจบัอยูก่บัฮีม (heme) 
สายละ 1 โมเลกุล (Paoli et al., 1992) 
 
   1.2.2 ยนีโกลบิน (globin gene) 
   ฮีโมโกลบินท่ีสร้างข้ึนในร่างกาย ถูกควบคุมโดยยีน ซ่ึงยีนท่ีควบคุมการสร้างสาย
 โปรตีนโกลบิน ไดแ้ก่ 

  1.2.2.1 ยนีกลุ่มแอลฟาโกลบิน (α-globin gene cluster) ตั้งอยูบ่นปลายแขนขา้งสั้นของ
โครโมโซมคู่ท่ี 16 ต าแหน่ง 16p13.3 ประกอบดว้ยสาย DNA ขนาด 25 กิโลเบส ซ่ึงบริเวณน้ีมี
ส่วนประกอบของเบส CG สูง คือมีสัดส่วนร้อยละ 60 มีบริเวณ CpG islands และมีต าแหน่งตดั
ของเอนไซม ์Alu (Alu repeats) หลายต าแหน่ง  ยีนมีการเรียงล าดบักนัคือ telomere-δ-ψδ-ψα-

α2-α1-θ-centromere โดยมียีนท่ีสามารถแปลรหสัเป็นโปรตีนได ้ได้แก่ ยีน δ (zeta) สร้างสายซี
ตาโกลบินในระยะทารก เป็นส่วนประกอบของฮีโมโกลบิน Gower I และ Portland ซ่ึงเป็น 
embryonic Hb ยีน α2 (alpha2) และ α1 (alpha1) สร้างสายแอลฟาโกลบิน ซ่ึงเป็นส่วนประกอบ
ของฮีโมโกลบินเอ (HbA) และฮีโมโกลบินเอ2 (Hb A2) ในวยัผูใ้หญ่ คนปกติมียีนแอลฟา
โกลบินทั้งหมด 4 ยนี คือมียนีแอลฟาโกลบิน 2 ต าแหน่งบนแต่ละโครโมโซม 
  1.2.2.2 ยนีกลุ่มเบตา้โกลบิน (β-globin gene cluster) ตั้งอยูบ่นแขนขา้งสั้นของโครโม- 
โซม คู่ท่ี 11 ต าแหน่ง 11p15.5 ประกอบดว้ย DNA ขนาด 50 กิโลเบส ซ่ึงบริเวณน้ีมีอตัราส่วน
ของเบส AT สูง และไม่มี CpG islands ยนีมีการเรียงล าดบักนัคือ telomere-β-δ-ψβ1-Aγ-Gγ-ε-
centromereโดยมียนีท่ีสามารถแปลรหสัเป็นโปรตีนไดแ้ก่ยนี ε (epsilon) ยนี Gγ (gamma G) 
และ Aγ (gamma A) สร้างสายแกมม่าโกลบินซ่ึงเป็นส่วนประกอบของฮีโมโกลบิน Portland 
และ Hb F ยนี β (beta) สร้างสายเบตา้โกลบินซ่ึงเป็นส่วนประกอบของฮีโมโกลบินเอ (Hb A) 
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ในระยะผูใ้หญ่ โดยในคนปกติมียนีเบตา้โกลบิน 1 ยนี บนแต่ละโครโมโซม และยนี δ (delta) 
สร้างสายเดลตา้โกลบินซ่ึงเป็นส่วนประกอบของฮีโมโกลบินเอ2 (Hb A2) ดงัแสดงในรูปท่ี 2 

 

 
รูปที ่2 รูป A แสดงต าแหน่งของยนีท่ีควบคุมการสร้างสายแอลฟาโกลบิน (α-globin gene cluster)  
 บนโครโมโซมคู่ท่ี 16 และยนีท่ีควบคุมการสร้างสายเบตาโกลบิน (β-globin gene  
 cluster) บนโครโมโซมคู่ท่ี 11 

 รูป B แสดงการเรียงตวัของยนีบนโครโมโซมของยนีกลุ่มแอลฟาโกลบินและเบตา้โกลบิน  
 รูป C แสดงยนีท่ีสร้างสายโกลบินในแต่ละระยะการเจริญของมนุษยต์ั้งแต่ระยะตวัอ่อน  
 ทารก และผูใ้หญ่ (ดดัแปลงจาก Higgs et al., 2009) 
  1.2.3 ธาลสัซีเมีย (Thalassemia) 

 ธาลสัซีเมียเกิดจากความผิดปกติของฮีโมโกลบินท่ีมีปริมาณลดลง ซ่ึงเกิดจากยีนท่ีไม่
สามารถสังเคราะห์สายโกลบินได้ หรือสังเคราะห์ได้ลดลง และเกิดภาวะไม่สมดุลของการ
สังเคราะห์สายโกลบินแต่ละชนิด (imbalanced globin synthesis) ท าให้เม็ดเลือดแดงมีลกัษณะ
ผดิปกติและแตกง่าย ผูป่้วยจะมีอาการซีดเร้ือรัง เหลือง ตบัและมา้มโต และมีการเปล่ียนแปลงของ
กระดูก  



6 
 

 ฮีโมโกลบินหลกัตั้งแต่วยัเด็กถึงวยัผูใ้หญ่ คือฮีโมโกลบินเอ (Hb A) ซ่ึงประกอบดว้ยสาย
แอลฟาโกลบินจบัอยูก่บัสายเบตา้โกลบิน ดงันั้นธาลสัซีเมียจึงแบ่งไดเ้ป็นสองกลุ่มใหญ่ตามชนิด
ของยนีท่ีสร้างสายโกลบิน คือ เบตา้ธาลสัซีเมีย และ แอลฟาธาลสัซีเมีย 
 1.2.3.1 เบตา้ธาลสัซีเมีย (-thalassemia) เกิดจากความบกพร่องในการสังเคราะห์สาย 
β-globin พบไดบ้่อยและมีอาการรุนแรง โดยอาจเกิดจาก base substitution หรือ deletion หรือ 
insertion ภายในบริเวณต่างๆบนยนีท่ีควบคุมการสังเคราะห์สาย -globin ท าให้มีการสร้างสาย 
-globin ลดลง (+-thalassemia) หรือไม่สามารถสร้างได ้ (o-thalassemia) และเกิดพยาธิ
สภาพทั้งจากความไม่สมบูรณ์ของฮีโมโกลบินท่ีสร้างข้ึน หรือจากสายโปรตีนโกลบินท่ีไม่
สมดุล เช่น เกิดจากสายแอลฟาโกลบินท่ีเป็นอิสระ (unmatched α-globin) ตกตะกอนใน 
ไซโตพลาสซึมของเมด็เลือดแดง 
 1.2.3.2 แอลฟาธาลสัซีเมีย (α-thalassemia)  เกิดจากความบกพร่องในการสังเคราะห์
สาย α-globin เป็นชนิดท่ีพบบ่อยกวา่ แต่ไม่เป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญั เน่ืองจากชนิดท่ี
เป็น homozygote จะเสียชีวิตทั้งหมด ตั้งแต่อยู่ในครรภ์หรือหลงัคลอดไม่นาน เรียกว่าโรค 
Hemoglobin Bart’s hydrop fetalis ส่วนชนิด heterozygote จะไม่มีอาการ พยาธิสภาพท่ีเกิดจาก
แอลฟาธาลสัซีเมียตั้งแต่วยัเด็กจนถึงวยัผูใ้หญ่ คือโรคฮีโมโกลบินเอช ซ่ึงเกิดจากสาย -globin 
จบักนัเองเป็น 4 (Hb H) เป็นโมเลกุลฮีโมโกลบิน (tetramer) ท่ีมีความสามารถในการละลายได้
ดีกวา่และมีความเป็นพิษนอ้ยกวา่ตะกอนท่ีเกิดจาก free α-globin chain ใน -thalassemia ท า
ใหธ้าลสัซีเมียชนิดแอลฟามีความรุนแรงนอ้ยกวา่ชนิดเบตา้ ( Higgs et al., 2009) 
  1.2.3.2.1 ชนิดของแอลฟาธาลสัซีเมีย 

 ในคนปกติ จะมียีนแอลฟาโกลบิน 2 ยีน ในแต่ละขา้งของโครโมโซม (αα/) 
เพราะฉะนั้นในแต่ละคนจะมียนีแอลฟาทั้งหมด 4 ยนี (αα/αα) การขาดหายไปของยีน 
(gene deletion) หรือ มีมิวเตชั่นท่ีท าให้ยีนแอลฟา 1 ยีน หรือหลายยีนไม่สามารถ
ท างานได ้ท าใหเ้กิดแอลฟาธาลสัซีเมียไดห้ลายชนิด ไดแ้ก่ 
 1) แอลฟาธาลสัซีเมีย2 (α- thalassemia2) หรือ แอลฟาบวกธาลสัซีเมีย (α+- 
thalassemia) เกิดจากการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบิน 1 ยีน ท าให้มีการสร้างสาย
แอลฟาโกลบินไดล้ดลง หรือมีมิวเตชัน่แบบ point mutation ท าให้มีการสร้างเส้น
โปรตีนท่ีไม่เสถียรข้ึน ผูท่ี้เป็นพาหะของแอลฟาธาลสัซีเมีย2 (α-thalassemia 2 trait, -
α/αα) จะไม่มีภาวะโลหิตจาง และไม่มีอาการทางคลินิก 
 2) แอลฟาธาลสัซีเมีย1 (α-thalassemia1) หรือ แอลฟาศูนยธ์าลสัซีเมีย (α0- 
thalassemia) เกิดจากการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบิน 2 ยีน บนโครโมโซมขา้ง
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เดียวกนั ท าให้ไม่มีการสร้างสายแอลฟาโกลบินจากโครโมโซมขา้งนั้น ๆ ผูท่ี้เป็น
พาหะ (--/αα) จะมีภาวะโลหิตจางเล็กนอ้ย เมด็เลือดแดงจะมีขนาดเล็กกวา่ปกติ คือ ใน
ผูใ้หญ่จะมี MCV < 80 fL  
 3) โรคฮีโมโกลบินเอช (Hemoglobin H disease) เป็นปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง
โครโมโซมท่ีเป็นแอลฟาธาลสัซีเมีย1 และแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ท าให้เหลือยีนแอลฟา
โกลบินเพียง 1 ยีน (--/-α หรือ --/αT

α) ท่ีสามารถสร้างสายแอลฟาโกลบินท่ีปกติได ้
ผูป่้วยมีอาการซีดเล็กนอ้ยถึงปานกลาง เม่ือตรวจเลือดพบวา่ค่าฮีโมโกลบิน (Hb) และ 
ฮีมาโตคริต (Hct) ต ่ากว่าค่าปกติ และพบ Hb H (4) ในผูใ้หญ่ ผูป่้วยบางรายอาจมี
อาการซีดรุนแรง ตอ้งรับเลือดเป็นประจ า และอาจมีตบัและมา้มโตได้ ซ่ึงอาการจะ
คลา้ยกบัโรคเบตา้ธาลสัซีเมีย 
 4) โรคทารกบวมน ้ าชนิดฮีโมโกลบินบาร์ท (Hemoglobin Bart’s hydrops 
fetalis หรือ homozygous α-thalassemia1) มีจีโนไทป์เป็น --/-- เป็นโรคธาลสัซีเมีย
ชนิดท่ีรุนแรงท่ีสุด ทารกจะเสียชีวิตตั้งแต่อยูใ่นครรภ์มารดา หรือตายทนัทีหลงัคลอด 
ปัญหาท่ีพบในแม่ระหวา่งตั้งครรภคื์อ ครรภเ์ป็นพิษ ความดนัโลหิตสูง บวม การคลอด
ผิดปกติ และตกเลือดภายหลงัการคลอดซ่ึงอาจท าให้เสียชีวิตได้ (Fuchareon and 
Winichagoon, 2002) 

ลกัษณะทางคลินิก จีโนไทป์และชนิดของฮีโมโกลบินท่ีพบในแอลฟาธาลสัซี-
เมียแต่ละชนิดแสดงในตารางท่ี 1 

 
ตารางที ่1 ลกัษณะทางคลินิกของแอลฟาธาลสัซีเมีย จีโนไทป์ และชนิดของฮีโมโกลบินท่ีพบ 

ภาวะหรือโรค จีโนไทป์ ลกัษณะทางคลินิก ชนิดของ Hb ท่ีพบ 
1. α – thalassemia1 trait 
2. α – thalassemia2 trait  
3. Homozygus  α –    
   thalassemia 2 
4. Hemoglobin H disease 
 
 
5. Hemoglobin Bart’s hydrops 
fetalis 

- - / αα 
-α / αα 
-α / -α 
 
- - / - α 
หรือ  
- -/ αTα 
- - / - - 

ไม่แสดงอาการ มีโลหิตจางเลก็นอ้ย 
ไม่แสดงอาการไม่มีโลหิตจาง 
ไม่แสดงอาการ โลหิตจางเลก็นอ้ย 
 
ซีดเลก็นอ้ยถึงปานกลาง  แต่ถา้มีไขจ้ะ
มีภาวะซีดอยา่งรวดเร็ว ท าใหมี้อาการ
ทางสมอง และหวัใจวายได ้
เสียชีวิตตั้งแต่อยูใ่นครรภ ์ หรือหลงั
คลอดไดไ้ม่นาน 

A2, A 
A2, A 
A2, A 
 
A2,A, H , Bart’s 
หรือ CS 
 
Bart’s , Portland 
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 1.2.3.2.2 กลไกการเกิดแอลฟาธาลสัซีเมีย 
 ความผิดปกติของยีนท่ีท าให้เกิดแอลฟาธาลสัซีเมียซ่ึงส่งผลให้มีการสร้างสายแอลฟา
โกลบินลดลง ส่วนใหญ่เกิดจาก gene deletion เรียกวา่ deletion α-thalassemia  ซ่ึงความรุนแรง
ของแอลฟาธาลสัซีเมีย ข้ึนอยูก่บัขนาดของ DNA และจ านวนยีนท่ีเกิด deletion มีแอลฟาธาลสั-
ซีเมียเพียงส่วนนอ้ยท่ีเกิดจากความผดิปกติดา้นโครงสร้างของยีนโดยท่ียีนยงัคงอยูเ่รียกวา่ non-
deletion α-thalassemia   
  1.2.3.2.2.1 แอลฟาธาลสัซีเมียท่ีเกิดจาก gene deletion (gene deletion α- 
  thalassemia) 

 แอลฟาธาลสัซีเมีย1 (α-thalassemia1) เกิดจากการขาดหายไปของยีน
แอลฟาโกลบิน ทั้ง 2 ยนี คือทั้ง α1 และ α2 บนโครโมโซมขา้งเดียวกนั ( --/ ) 
ท าใหไ้ม่มีการสร้างสายแอลฟาโกลบินจากโครโมโซมขา้งนั้น ขนาดของ 
ดีเอน็เอท่ีขาดหายไป อาจครอบคลุมเฉพาะบริเวณยนีแอลฟาโกลบิน หรือ อาจ
เลยไปถึงยีนซีตา้โกลบิน (δ-globin gene) ส าหรับแอลฟาธาลสัซีเมีย 1 ท่ีพบ
ในประเทศไทย และประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ได้แก่ชนิด 
Southeast Asian type ( --SEA) เกิดจากการขาดหายไปของเบสตั้งแต่บริเวณ 
ψδ-globin gene ไปจนถึงบริเวณของยีนแอลฟาโกลบินทั้งสอง ขนาด 19.3 
กิโลเบส ส่วนชนิดท่ีพบบ่อยในประเทศแถบทะเลเมดิเตอร์เรเน่ียน ( --MED) 
เกิดจาก gene deletion ขนาด 18 กิโลเบส และชนิดท่ีพบไดไ้ม่บ่อยในประเทศ
ไทย คือ ชนิดไทย ( --THAI) ซ่ึงเกิดจาก gene deletion ขนาด 33.45 กิโลเบส 
(Winichagoon et al., 1998) บริเวณท่ีเกิด deletion แสดงในไดอะแกรมรูปท่ี 3 
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รูปที ่3 บริเวณท่ีเกิด gene deletion บนโครโมโซม 16 ท่ีเป็นสาเหตุของแอลฟาธาลสัซีเมีย1 
 

 แอลฟาธาลสัซีเมีย2 (α-thalassemia2) เกิดจากการขาดหายไปของยีน
แอลฟาโกลบินเพียง 1 ยีนบนโครโมโซมขา้งหน่ึง ท าให้บนโครโมโซมขา้ง
นั้น มียีนแอลฟาโกลบินเหลือ 1 ยีน (-α) ท่ีสามารถสร้างสายแอลฟาโกลบิน
ได ้แต่มีปริมาณลดน้อยลงกว่าปกติ ซ่ึงความรุนแรงของแอลฟาธาลสัซีเมีย2 
จะนอ้ยกวา่แอลฟาธาลสัซีเมีย1   

   แอลฟาธาลสัซีเมีย 2 ยงัแบ่งเป็น 2 ชนิด ตามต าแหน่ง และขนาดของ  
  DNA ท่ี ขาดหายไป 

1) Rightward deletion type เกิดจากการท่ี DNA บริเวณท่ีอยูร่ะหวา่ง
ยีน α2 และ α1 เกิด gene deletion ขนาด 3.7 กิโลเบส  จีโนไทป์ คือ -α3.7และ 
DNA ส่วนท่ีเหลือของยีน α2 และ α1 มาเช่ือมต่อกนั กลายเป็น hybrid gene 
โครโมโซมขา้งนั้นจึงยงัมีแอลฟาโกลบินยีนเหลืออยู่ ซ่ึงสามารถสร้างสาย
แอลฟาโกลบินได้ กลไกท่ีท าให้เกิดการขาดหายไปของยีนเกิดจาก unequal 
crossing over บริเวณ z box (รูปท่ี 4) ซ่ึง hybrid gene ท่ีพบมี 3 ชนิด คือ 3.7-
kb deletion type I (-α3.7 I), 3.7-kb deletion type II (-α3.7 II), และ 3.7-kb 
deletion  type III (-α3.7 III) 

  2) Leftward deletion type เกิดจากการขาดหายไปของ DNA บริเวณ
 α2 ขนาด 4.2 กิโลเบส จีโนไทป์คือ -α4.2 จึงเหลือยีนแอลฟาเพียง 1 ยีน 
 ท่ีสามารถสร้างสายแอลฟาโกลบินได ้ซ่ึงกลไกท่ีท าใหเ้กิดการขาดหายไปของ
 ยนีเกิดจาก unequal crossing over บริเวณ x box (รูปท่ี 4)  
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รูปที ่4  กลไกการแลกเปล่ียนสารพนัธุกรรมของคู่โครโมโซมบริเวณท่ีมีล าดบัเบสเหมือนกนั ท าให้มี
การยา้ยสลบัท่ีของดีเอน็เอระหวา่งโครโมโซม ท าใหเ้กิดโครโมโซมท่ีมี single α- globin gene  
(-α3.7 หรือ -α4.2) และ triple α-globin gene (ααα

anti3.7หรือ ααα
anti4.2)  

x, y และ z boxes คือบริเวณท่ีมีล าดบัของดีเอน็เอเหมือนกนั (homology sequence) ซ่ึงพบ
บริเวณยนี α2 และ α1 (Higgs et al., 2009) 

 
  1.2.3.2.2.2 แอลฟาธาลสัซีเมียท่ีไม่ไดเ้กิดจาก gene deletion (non-deletion  
 α-thalassemia) 

 ธาลสัซีเมียบางชนิด ตรวจไม่พบการขาดหายไปของยนี แต่เกิดจาก
การเปล่ียนแปลงเบส ซ่ึงอาจเป็นการเปล่ียนแปลงเบสเพียง 1 เบส (point 
mutation) เช่นการแทนท่ีเบส (single-nucleotide substitution) หรืออาจมีการ

Y box 

Y box 
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เพิ่มข้ึนหรือหายไปของเบสเป็นจ านวนนอ้ย (small deletion or insertion) ท า
ใหเ้กิดการแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนผิดพลาด โดยเม่ือมีการเปล่ียนแปลงแลว้ 
ท าใหมี้การสร้างสายแอลฟาโกลบินไดล้ดลงหรือสร้างไดป้กติแต่สายโกลบิน
ไม่เสถียรซ่ึงส่วนใหญ่จะพบความผดิปกติบนยนี α2 ความผดิปกติบนยนี α2 
ท  าใหเ้กิดความผดิปกติในระดบัฟีโนไทป์ (phenotype) ไดม้ากกวา่บนยนี α1 
เน่ืองจากยนี α2 มีการแสดงออกมากกวา่ยนี α1 ประมาณ 2-3 เท่า (Fuchareon 
and Winichagoon, 2011) 

 ขอ้มูลในตารางท่ี 2 แสดงชนิดมิวเตชัน่เฉพาะจุดแบบต่างๆ ท่ีพบใน ประเทศ
ไทยและประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ 
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ตารางที ่2 ชนิดมิวเตชัน่เฉพาะจุดแบบต่างๆ ท่ีพบในประเทศไทยและประเทศในแถบเอเชียตะวนัออก
เฉียงใต ้(ดดัแปลงจาก Bailliére’s  Clinical Haematology  (Bernini et al.,1998) และ Disorders of 
Hemoglobin (Higgs et al. 2009)) 
 

Mutant  class Origin Phenotype Reference 
(1)  RNA- processing  mutants 
-  Splice  site  mutations 
α 1 IVS1 1 donor (AGGT ->AGAT) 
(2) RNA-translation mutants 
(A) Initiation codon mutations 
α 2 (ATG-> -TG)  
α 2 (ATG-> A-G)  
     (B) Termination codon mutations 
α 2 cd 142 (TAA -> CAA)  
        Hb Constant Spring 
α 2 cd 142 (TAA -> TAT)  Hb Paksé 

 
 
Thai 
 
 
Vietnamese  
Southeast  Asian 
 
Southeast  Asian 
 
Laotian 

 
 
α+ 

 
 
α+ 
α+ 
 
α+ 
 
α+ 

 
 
Hartveld et al.,1998 
 
 
Waye et al.,1996 
Waye et al.,1996 
 
Clegg et al.,1971 
 
Bradley et al.,1975 

(3) Mutants causing post-translational 
instability 
      (A ) Unstable α chain variants due to point 
mutations 
α 2cd 59 GGC -> GAC (Gly -> Asp)  
α1 cd 74 GAC ->CAC   
        (Asp -> His)  Hb Q-Thailand 
α2 cd 125 CTG -> CCG   
        (Leu -> Pro) Hb Quong Sze 
α2 cd 109 CTG -> CGG          
(Leu -> Arg)  Hb Suan Dok 
     (B) Unstable α chain variants due to small 
deletions 
α2 cd 30 (-GAG, Glu) 

 
 
 
 
Southeast  Asian 
Thai 
 
Southeast Asian  
 
Southeast Asian  
 
 
 
Southeast Asian 

 
 
 
 
α+ 
α+ 
 
α+ 
 

α+ 
 
 
 
α+ 

 
 
 
 
Chan et al.,1997 
Vella et al.,1958 
 
Goossens et al.,1982 
 
Sanguansermsri et al., 
1979 
 
 
Chan et al.,1997 

cd =codon, IVS =intervening sequence, Gly =Glycine, His =Histidine, Asp =Aspartic acid, 
Leu =Leucine, Pro =Proline, Arg =Arginine 
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1.2.4  โรคฮีโมโกลบินเอช (Hb H disease) 
 โรคฮีโมโกลบินเอช เป็นโรคแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดหน่ึง เกิดจากปฏิสัมพนัธ์ของ
แอลฟาธาลสัซีเมีย1 และแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ซ่ึงความรุนแรงของโรคจะข้ึนอยู่กบัชนิดของ
แอลฟาธาลสัซีเมีย2 มีความรุนแรงของโรคปานกลาง ผูป่้วยส่วนใหญ่จะสามารถผลิตสาย
แอลฟาโกลบินได้เพียงร้อยละ 30 อาการทางคลินิกของโรคฮีโมโกลบินเอชได้แก่ ซีด ค่า
ฮีโมโกลบินเฉล่ียอยูท่ี่ 9 g/dL ตรวจพบฮีโมโกลบินเอช (4) ในเลือด บางรายอาจมีภาวะตบั
และมา้มโต พบกอ้นน่ิว และมีโอกาสพบภาวะแทรกซ้อนเม่ือผูป่้วยไดรั้บยาบางชนิดท่ีมีฤทธ์ิ 
oxidant ซ่ึงการตกตะกอนของฮีโมโกลบินเอชจะท าให้เม็ดเลือดแดงขาดความยืดหยุน่ และถูก
ก าจดัออกโดยมา้ม 
 แอลฟาธาลสัซีเมีย2 แบ่งเป็น 2 ชนิด คือชนิดท่ีเกิดจากการขาดหายไปของยนี และชนิด
ท่ีไม่ไดเ้กิดจากการขาดหายไปของยนี ท าใหโ้รคฮีโมโกลบินเอชแบ่งได ้2 ชนิด คือ  
 1)  Deletional Hb H disease คือ โรคฮีโมโกลบินเอชชนิดท่ีเกิดจากการขาดหายไปของ
ยนี ผูป่้วยส่วนใหญ่มีอาการไม่รุนแรง อาจมีอาการตาเหลืองเล็กนอ้ย (mild icteric sclera) ผูป่้วย
มีรูปหนา้และการเจริญเติบโตปกติ ค่า Hb และ Hct ต ่ากวา่ปกติเล็กนอ้ย ผูป่้วยส่วนใหญ่ไม่ตอ้ง
รักษาโดยการรับเลือด แต่อาการซีดอาจเพิ่มข้ึนเม่ือเกิดการติดเช้ือ อกัเสบ หรือไดรั้บยาบางชนิด
ท่ีกระตุ้นให้เกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตก ซ่ึงโรคฮีโมโกลบินเอชชนิดน้ีเกิดจากปฏิสัมพนัธ์
ระหว่างยีนแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ร่วมกบัแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด gene deletion โดยรูปแบบ
ของยีนท่ีท าให้เกิดโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีพบบ่อยในประเทศไทยคือ SEA deletion/3.7-kb 
deletion (--SEA/-α3.7) ซ่ึงพบไดร้้อยละ 51 ในภาคใต ้(Laosombat et al., 2009) ร้อยละ 43.6 ใน
ภาคกลาง (Fucharoen and Winichagoon, 2011) ร้อยละ 25 ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
(Boonsa et al., 2004) และร้อยละ 33.3 ในภาคเหนือ (Charoenkwan et al., 2005) ของประเทศ
ไทย   
 2)  Non-deletional Hb H disease คือโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิดท่ีไม่ไดเ้กิดจากการขาด
หายไปของยีน ผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิดน้ี มีอาการทางคลินิกท่ีรุนแรงกว่าผูป่้วยโรค
ฮีโมโกลบินเอชชนิดท่ีเกิดจากการขาดหายไปของยีน นัน่คือ ค่าฮีโมโกลบินและฮีมาโตคริตต ่า
กว่า ผูป่้วยมีโอกาสซีดหลงัจากเป็นไขไ้ดม้ากกว่า มีตบัและมา้มโต ในบางรายอาจมีรูปหน้า
ผิดปกติแบบธาลสัซีเมีย (thalassemia facies) พบภาวะดีซ่านและอาจพบน่ิวในถุงน ้ าดีได ้โรค
ฮีโมโกลบินเอชชนิดน้ีเกิดจากปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งยีนแลฟาธาลสัซีเมีย1 ร่วมกบัแอลฟาธาลสัซี
เมีย2 ชนิด non-deletion โดยรูปแบบของยีนท่ีท าให้เกิดโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีพบบ่อยใน
ประเทศไทยคือ SEA deletion/CS (--SEA/αCS

α) ซ่ึงพบไดร้้อยละ 37.4 ในภาคใต ้(Laosombat et 
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al., 2009) ร้อยละ 51 ในภาคกลาง (Fucharoen and Winichagoon, 2011) ร้อยละ 67.3 ในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ (Boonsa et al., 2004) และร้อยละ 53.9 ในภาคเหนือ (Charoenkwan et 
al., 2005) ของประเทศไทย โดยความถ่ีเป็นร้อยละของผูป่้วย รวมถึงอาการทางคลินิกและค่า
ทางโลหิตวทิยาไดร้วบรวมไวใ้นตารางท่ี 3 และตารางท่ี 4 

 
ตารางที ่3 ความถ่ีของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช แยกตามชนิด และการกระจายตามภูมิภาคของประเทศ
ไทย (Boonsa et al., 2004; Fuchareon and Winichagoon, 2011; Laosombat et al., 2009 ;และ 
Charoenkwan et al., 2005) 
 

α-globin gene 
genotype 

ความถ่ีเป็นร้อยละของผูป่้วย 

ภาคใต ้ ภาคกลาง ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ 

ภาคเหนือ 

Deletional Hb H 
disease 
   --SEA/- α3.7 

   --SEA/- α4.2 
   --THAI/- α3.7 
   --SEA/- α4.2 (Q-Thailand) 
Non-deletional Hb H 
disease 
   --SEA/αCS 

α 
    --SEA/αPS 

α 
    --THAI/αCS 

α 

    --SEA/αQS 
α 

    --SEA/αPoly A 
α 

    --SEA/αα
PNP 

    --SEA/αint A-G α 
    --SEA/αα

unknown 

 
 

51.0 
4.8 
0.7 
ND 

 
 

37.4 
2.7 
1.4 
1.4 
0.7 
ND 
ND 
ND 

 
 

38.04 
1.42 
0.28 
0.28 

 
 

51.0 
6.48 
0.28 
0.56 
0.28 
0.84 
0.28 
0.28 

 
 

25.0 
1.92 
ND 
ND 

 
 

67.30 
5.76 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

 
 

33.3 
9.8 
ND 
ND 

 
 

53.9 
2.9 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

ND หมายถึง ไม่ไดมี้การศึกษา (not detect) 
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ตารางที่ 4 อาการทางคลินิกท่ีพบในผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช แยกตามชนิดของมิวเตชัน่ (Fuchareon 
and Winichagoon, 2011;และ Laosomatet al., 2009) 
 
อาการทางคลินิก 
และค่าทางโลหิตวิทยา 

Deletional  
Hb H disease 

Non-deletional 
Hb H disease 

Normal 
Male female 

อายท่ีุไดรั้บเลือดคร้ังแรก (ปี) 
อาการซีดหลงัมีไข ้(%) 
Hepatomegaly (%) 
Splenomegaly (%) 
Hb   (g/dl) 
Hct  (%) 
RBC   (×1012/L) 
MCV  (fL) 
MCH (pg) 
MCHC  (g/dl) 
Hb Bart’s  (%) 
Hb A (%) 
Hb A2  (%) 

11 ± 5.5 
68.7 
25.30 
16.9 

9.16 ± 1.07 
30.20 ± 3.70 
5.41 ± 0.58 
56.00 ± 6.10 
16.80 ± 1.43 
30.10 ± 1.30 
3.79 ± 1.22 
90.00 ± 4.1 
1.56 ± 0.31 

1.5 ± 2.1 
89.10 
93.75 
90.62 

8.1 0 ± 1.18 
29.50 ± 3.40 
4.20 ± 0.70 
71.0 ± 7.60 
19.00 ± 1.89 
26.80 ± 1.50 
7.64 ±  3.32 

84.60 ±  10.60 
1.35± 0.96 

- 
- 
- 
- 

13.00 - 18.00 
40 - 54 

4.50 - 6.30 
83 - 97 
27 - 33 
31 - 35 

0 
97.00 - 98.00 
2.50 - 3.50 

- 
- 
- 
- 

12.00 - 16.00 
37 - 47 

4.20 - 5.50 
83 - 97 
27 - 33 
31 - 35 

0 
97.00 - 98.00 
2.50 - 3.50 

 
1.2.5 การตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

 เน่ืองจากชนิดของธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติในประชากรไทยมีความ
หลากหลาย จึงไม่มีการทดสอบใดการทดสอบหน่ึงทางห้องปฏิบติัการท่ีให้การตรวจวินิจฉยัได้
อยา่งครอบคลุมความผิดปกติไดทุ้กชนิด โดยทัว่ไปการตรวจทางห้องปฏิบติัการ เพื่อการตรวจ
วนิิจฉยัธาลสัซีเมีย และฮีโมโกลบินผดิปกติในหญิงตั้งครรภแ์ละคู่สมรส มี 3 ระดบั คือ 
 ระดบัท่ี 1 การตรวจคดักรอง (screening test) เป็นการตรวจขั้นตอนแรก มีเป้าหมาย
หลกัคือ การคดัเอาคนปกติออกไป เพื่อท่ีจะไม่ตอ้งตรวจเลือดต่อ คงเหลือแต่ผูท่ี้น่าจะมีความ
ผิดปกติของธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินผิดปกติ ท่ีจะเข้าสู่กระบวนการตรวจวิเคราะห์ใน
ขั้นตอนต่อไป เพื่อประหยดัค่าใชจ่้าย 

ในประเทศไทย การตรวจคดักรองท่ีเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมและป้องกนัโรคธาลสัซี-
เมียตามนโยบายของกระทรวงสาธารณสุข ประกอบดว้ยการตรวจ one tube osmotic fragility 
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test (OF test) และการทดสอบฮีโมโกลบินท่ีไม่เสถียรโดยการตกตะกอนดว้ยสาร dichloro-
phenolindophenol (DCIP) หรือ มีการตรวจหาค่าดชันีเม็ดเลือดแดง (red blood cell indices) 
ร่วมดว้ย เช่นปริมาตรเม็ดเลือดแดงเฉล่ีย (mean corpuscular volume, MCV) ปริมาณเฉล่ียของ
ฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง (mean corpuscular hemoglobin, MCH)  ความเขม้ขน้เฉล่ียของ
ฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง (mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) และดู
รูปร่างของเมด็เลือดจากสเมียร์เลือด 
 ระดับท่ี 2 การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินในเลือด ( hemoglobin 
typing) สามารถตรวจวินิจฉัยธาลสัซีเมียท่ีไม่ซับซ้อนไดเ้กือบทุกชนิดท่ีพบบ่อยในประชากร
ไทย ยกเวน้พาหะของแอลฟาธาลสัซีเมีย  โดยใช้เคร่ืองมืออตัโนมติัส าหรับวิเคราะห์ชนิดและ
ปริมาณฮีโมโกลบิน ในผูป่้วยฮีโมโกลบินเอชจะตรวจพบ Hb H จากการท า Hb typing 
 ระดบัท่ี 3 การตรวจวิเคราะห์ระดบัดีเอ็นเอ (DNA analysis) ใชใ้นกรณีท่ีผลการตรวจ 
Hb typing ในระดบัท่ี 2 ไม่สามารถให้การวินิจฉยัไดช้ดัเจน หรือ กรณีตอ้งการทราบชนิดของ
มิวเตชัน่ของธาลสัซีเมีย เพื่อการตรวจวนิิจฉยัทารกในครรภท่ี์มีความเส่ียงต่อการเป็นโรคธาลสั
ซีเมียชนิดรุนแรง 

การตรวจความผดิปกติของยนีท่ีเป็นสาเหตุของแอลฟาธาลสัซีเมีย โดยทัว่ไปแลว้จะใช้
วิธี PCR ควบคู่ไปกบัเทคนิคทางอณูวิทยาอ่ืนๆ เพื่อให้ไดผ้ลท่ีมีความเท่ียงตรง แม่นย  ามากข้ึน 
ซ่ึงแต่ละเทคนิคมีความเหมาะสมกบัการตรวจชนิดมิวเตชัน่ และมีขอ้ดีขอ้เสียท่ีแตกต่างกนั การ
ท่ีห้องปฏิบติัการจะเลือกใช้วิธีใด ข้ึนอยู่กบัความเช่ียวชาญทางดา้นเทคนิค และชนิดมิวเตชัน่
ของธาลสัซีเมียท่ีพบไดบ้่อยในบริเวณนั้นๆ ซ่ึงเทคนิคท่ีใชไ้ดส้รุปในตารางท่ี 5 
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ตารางที ่5 เทคนิคทางอณูวทิยาท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์ DNA ส าหรับโรคธาลสัซีเมีย 
 

ชนิดของความ
ผดิปกติ/วธีิทางอณู
ชีววทิยาท่ีใชต้รวจ 

ขอ้ดี ขอ้เสีย อา้งอิง 

Gene deletion 
- Multiplex PCR 
 
 
 
 
 
- Real-time  Gap-
PCR with SYBR 
Green 
 
 
 
 
 
-array CGH 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
- สามารถตรวจความ
ผดิปกติไดห้ลายความ
ผดิปกติ ในการท าปฏิกิริยา
เพียง 1 คร้ัง 
 
 
- สามารถอ่านผลไดท้นัที 
เป็นการประหยดัเวลาท่ีใช้
วเิคราะห์ มีความไวและ
ความจ าเพาะสูง อีกทั้งมี
ความปลอดภยัจากสาร 
อนัตราย เน่ืองจากไม่ตอ้ง
ใช ้ethidium bromide 
 
- เป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพ 
สามารถใหผ้ลการตรวจท่ี
แม่นย  า นอกจากน้ียงั
สามารถตรวจธาลสัซีเมีย
และฮีโมโกลบินผิดปกติได้
หลายชนิดในคราวเดียวกนั 
เน่ืองจากสามารถบรรจุ 
probe ไดม้ากถึง 72,000 
probe ต่อ 1 สไลด ์

 
- ประสิทธิภาพในการเพิ่ม
จ านวนต ่า เน่ืองจากมีการ
แข่งขนัในการใช ้dNTPs , 
MgCl2 และ reagents อ่ืนๆ 
ในการท าปฎิกิริยา PCR 
 
- เคร่ืองมือและ probe ต่างๆ 
ท่ีใช ้มีราคาแพง 
 
 
 
 
 
 
- เคร่ืองมือท่ีใชมี้ราคาแพง  
การแปลผลตอ้งใชผู้ท่ี้มีความ
ช านาญ  
 
 
 

 
Nopparatana, 
et al., 1998 
 
 
 
 
Liu et al., 
2000 
 
 
 
 
 
 
Pornprasert 
et al., 2008 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
ชนิดของความ

ผดิปกติ/วธีิทางอณู
ชีววทิยาท่ีใชต้รวจ 

ขอ้ดี ขอ้เสีย อา้งอิง 

Gene deletion 
- colorimetric 
nanogold 
 
 
 
 
 
- nanoplex 
microsatellite 
markers 

 
- สามารถตรวจยนี
แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด  
-SEA ,-α3.7 และ -α4.2 ได ้
 
 
 
 
- สามารถแยกไดว้า่ผูป่้วยมี
ยนีท่ีเป็นรูปแบบ 
homozygous หรือ 
heterozygous ได ้
- สามารถตรวจหาความ
ผดิปกติของยนีแอลฟา
โกลบินไดอ้ยา่งครอบคลุม 
เน่ืองจากใช ้microsatellite 
marker ท่ีครอบคลุมยนี
กลุ่มแอลฟาโกลบินขนาด 
1 เมกะเบส ท าใหไ้ม่ตอ้งมี
การปรับแต่ง marker 
ส าหรับการตรวจวดัมิว
เตชัน่แต่ละชนิด 

 
- มีความยุง่ยากในขั้นตอน
การเตรียมอนุภาคทอง 
- ในบางกรณีอาจตอ้งใชก้าร
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 
nm เพื่อการวนิิจฉยัวา่เป็น 
heterozygous stage หรือไม่ 
 
- เคร่ืองมือท่ีใชมี้ราคาแพง  
การแปลผลตอ้งใชผู้ท่ี้มีความ
ช านาญ  
 

 
Chomean et 
al., 2013 
 
 
 
 
 
Chen et al., 
2015 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
ชนิดของความ

ผดิปกติ/วธีิทางอณู
ชีววทิยาท่ีใชต้รวจ 

ขอ้ดี ขอ้เสีย อา้งอิง 

Point mutation  
- reverse dot blot 
hybridization 
 
 
 
 
 
 
 
- amplification 
refractory mutation 
system (ARMS)  
 

 
- สามารถตรวจวเิคราะห์
การเกิดมิวเตชัน่ไดค้ร้ังละ
หลายชนิด โดยอาศยั 
allele-specific 
oligonucleotide probe ท่ี
สามารถเขา้คู่กบัดีเอน็เอท่ี
ผดิปกติ หรือ ปกติไดอ้ยา่ง
ถูกตอ้งและแม่นย  า 
 
- มีความจ าเพาะและมี
สามารถตรวจวดัผลได้
อยา่งรวดเร็ว 

 
-  ไม่สามารถตรวจได้
ครอบคลุมทุกชนิด เน่ืองจาก
มีมิวเตชัน่หลายชนิดท่ีพบได้
ไม่บ่อย และยงัมีมิวเตชัน่ท่ี
ไม่ทราบชนิดอ่ืนๆ อีก 
 
 
 
 
- ตอ้งยอ้มเจลดว้ยสาร 
ethidium bromide ซ่ึงเป็น
สารอนัตราย 
 

 
Lin et al., 
2012 
 
 
 
 
 
 
 
Wee et al., 
2009 

 
 
ในการศึกษาวิจยัในคร้ังน้ี ผูว้ิจยัไดเ้ลือกวิธี reverse dot blot hybridization มาพฒันาเพื่อตรวจ

วิเคราะห์มิวเตชัน่ของโรคฮีโมโกลบินเอช ซ่ึงเทคนิค reverse dot blot hybridization (RDB) เป็นเทคนิค
ท่ีใช้หาชนิดของมิวเตชั่นได้หลายชนิดในคราวเดียวกัน โดยมีหลักการคือ สร้าง allele-specific 
oligonucleotide probes (ASO probes) ท่ีจ  าเพาะกบัมิวเตชัน่แต่ละชนิด ซ่ึงโพรบแต่ละชนิดจะมีการติด
ปลาย 5’ ดว้ยหมู่อะมิโน (NH4) น าโพรบมาตรึงลงบนแผน่เมมเบรนท่ีมีประจุลบ แลว้น า PCR product 
ของผูป่้วยท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน (biotin) มาท าปฏิกิริยาเขา้คู่ (hybridization) กบั ASO probe หลงัจาก
นั้นอ่านผลโดยดูจากสีของปฏิกิริยาระหวา่งสารตั้งตน้และเอนไซม์ ซ่ึงสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า 
ท าให้วิธีน้ีเป็นวิธีท่ีรวดเร็ว สามารถทราบชนิดของมิวเตชัน่ของธาลสัซีเมียหลายชนิด และไม่ตอ้งใช้
เคร่ืองมือท่ีซบัซอ้นราคาแพง  ขั้นตอนการท าปฏิกิริยา RDB สรุปไดด้งัไดอะแกรมรูปท่ี 5  
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รูปที ่5 ไดอะแกรมสรุปการท าปฏิกิริยา reverse dot bot hybridization 
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1.3 วตัถุประสงค์ของงานวจิัย (Objectives) 
1. ประยุกต์ใช้เทคนิค reverse dot blot hybridization ในการตรวจหาชนิดของมิวเตชัน่ใน

ผูป่้วยแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบินเอช  

2. ระบุชนิดของมิวเตชัน่บนยีนแอลฟาโกลบินในผูป่้วยแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบิน

เอช  

3. ค านวณความถ่ีอลัลีลของยีนแอลฟาธาลสัซีเมียจากผูป่้วยท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล

สงขลานครินทร์ 
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บทที ่2 

วธิีการวจิยั 

2.1 วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
 2.1.1 สารเคมีชนิดเกรดวเิคราะห์ (analytical grade) 
 
ตารางที ่6 สารเคมีชนิดเกรดวเิคราะห์ท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

สารเคมี บริษทัท่ีผลิต (ประเทศท่ีผลิต) 
Absolute ethanol 
Agarose gel 
5-bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate-4-toludine salt (BCIP) 
Bromophenol blue 
Deoxyribonucleotide Triphosphate (dNTPs) 
Disodium-ethylenediamine tetra-acetate dehyhrate (EDTA) 
Ethidium Bromide (EtBr) 
1-Ethyl-3-(3-dimethylainopropyl)carbodiimide HLC (EDC) 
Mineral oil 
Nitro blue tetrazolium chloride (NBT) 
Sodium acetate 
Sodium carbonate 
Sodium chloride 
Sodium dodecylsulfate (SDS) 
Sodium hydrogen carbonate 
Sodium hydroxide 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Trisma base) 

Mallinckrodt (Canada) 
Gibthai (USA) 
Boehringer - Mannheim (Germany) 
Merck (Germany) 
Invitrogen (California) 
Merck (Germany) 
Sigma (USA) 
Sigma (USA) 
Sigma (USA) 
Boehringer - Mannheim (Germany) 
Merck (Germany) 
Merck (Germany) 
Merck (Germany) 
Sigma (USA) 
Merck(Germany) 
Merck (Germany) 
Merck (Germany) 
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2.1.2 เอนไซม ์
 
ตารางที ่7 เอนไซมท่ี์ใชส้ าหรับการทดลอง 
 

เอนไซม ์ บริษทัท่ีผลิต (ประเทศท่ีผลิต) 
Proteinase K 
Streptavidin-alkaline phosphatase 
Taq DNA polymerase and reaction buffer  

Invitrogen (California) 
Boehringer - Mannheim (Germany) 
Invitrogen (California) 

 
2.1.3 อุปกรณ์ 

 
ตารางที ่8 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

อุปกรณ์ Model บริษทัท่ีผลิต (ประเทศท่ีผลิต) 
Autoclave 
Alpha imager system 
Autopipett ขนาด p2, p20, p200, p1,000 
Centrifuge 
Electrophoresis Gel Sstem 
Electrophoresis Power supply 
Micro high speed Centrifuge 
Microwave 
Refrigerator  
Shaking Water bath 
Thermal Cycler หรือ Gene cycler 
Vortex 
เคร่ืองเขยา่ 

HA-24 
92-14023-00 
Discovery 
2-6E 
 
KD-600 
MC-150 
- 
- 
ZHWY-11X30 
MJ-mini 
G-560E 
CRCO 

Hirayama (Japan) 
Alpha Innotech  (Taiwan) 
Eppendorf (Germany) 
Saratorious (Germany) 
Mupid-2 (Japan) 
Toyozumi Dengenkiki (Japan) 
Tomy Seiko (Japan) 
National 
Sharp 
Zhieng (China) 
Bio-Rad (California)  
Scientific industry (USA)  
FINEPCR (Korea) 
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 2.1.4 วสัดุ 
 
ตารางที ่9  วสัดุท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

วสัดุ บริษทัท่ีผลิต (ประเทศท่ีผลิต) 
Biodyne C nylon membrane 
Pipett tip ขนาด 2 µl, 200 µl, และ 1,000 µl 
Plastic microcentrifuge tube ขนาด 0.2 ml, 0.5 ml, 1.0 
ml, และ 2.0 ml 
Plastic sealer 
Plastic tray 

Life Science (Mexico) 
Gibthai (USA) 
Gibthai (USA) 
 
(Thailand) 
Genelab Diagnostic (California) 

 
  
 2.1.5 Oligonucleotide primers and probes 

 การออกแบบ oligonucleotide primers และ probe ท่ีใชใ้นการทดลองอา้งอิงจากล าดบั
เบสของ Homo sapiens alpha globin region (HBA@); and hemoglobin, alpha 1 (HBA1); and 
hemoglobin, alpha 2 (HBA2); and hemoglobin, mu (HBM); and hemoglobin, theta 1 
(HBQ1); and hemoglobin, zeta (HBZ), RefSeqGene on chromosome 16 จากฐานขอ้มูล NCBI 
เลขท่ีอา้งอิง (NCBI Reference Sequence) NG_000006.1 โดยการออกแบบดว้ยโปรแกรม 
OLIGO Primer Analysis Software Version 7 (OLIGO7) ซ่ึงผลิตโดย Molecular Biology 
Insights, Inc., Cascade, CO, USA (http://www.oligo.net/) โดยหลกัการในการออกแบบและ
เลือก oligonucleotide primers และ probe โดยมีคุณสมบติัดงัน้ี 

 1)  มีขนาด 15-24 nucleotides 

 2) มีค่า Tm อยูใ่นช่วง 55-65 ◦C 

 3) ปริมาณ GC อยูร่ะหวา่ง 40-60% 
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 4) หลีกเล่ียงโครงสร้างทุติยภูมิ (2nd structrue) ของ oligonucleotide primers และ probe 
 จากการมีล าดบัเบสในสายท่ีเป็นคู่สมกนั 

 
  2.1.5.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา multiplex gap-PCR  

 Multiplex gap-PCR เป็นวิธีท่ีใช้หาความผิดปกติของ DNA ชนิดการขาด
หายไปขนาดหลายกิโลเบส โดยใชไ้พรเมอร์ 3 เส้น ต่อมิวเตชัน่ 1 ชนิด ดงัแสดงในรูป
ท่ี 6 โดยออกแบบให้ใช้ไพรเมอร์ 1 เส้นร่วมกนั (common primer) คือไพรเมอร์ P3 
และมีไพร์เมอร์ท่ีท าปฏิกิริยาคร่อมบริเวณรอยต่อของ DNA ท่ีเกิดจากการขาดหายไป 
(break point junction) คือไพรเมอร์ P1 ซ่ึงไพร์เมอร์ P1 และ P3 จะเพิ่มจ านวน DNA 
เฉพาะท่ีเกิดการขาดหายไปเท่านั้น เน่ืองจากระยะห่างของไพรเมอร์ทั้งสองท่ีจบักบั 
อลัลีลปกติมีมากเกินกวา่ความสามารถของปฏิกิริยา PCR ท าให้ไม่สามารถเพิ่มจ านวน
ได ้ ส่วนไพรเมอร์ท่ีใชเ้พิ่มจ านวนอลัลีลปกติจะออกแบบให้อยูใ่นบริเวณท่ี DNA ขาด
หายไปคือไพรเมอร์ P2 กบั P3 
 ต าแหน่งของไพรเมอร์ ท่ีใชใ้นการทดลองส าหรับตรวจหามิวเตชัน่แต่ละชนิด 
แสดงไวใ้นรูปท่ี 7 โดยไพรเมอร์แต่ละเส้นจะติดฉลากท่ีปลาย 5’ ของไพรเมอร์ดว้ย 
ไบโอติน (biotin) เพื่อใช้ส าหรับการตรวจวดัผลในขั้นตอน reverse dot blot 
hybridization ต่อไป   

 
 

 
 รูปที ่6  ต  าแหน่งไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา multiplex gap-PCR 
  ไพรเมอร์ P3 เป็นไพรเมอร์ร่วม (common primer)  
  ไพรเมอร์ P1 และ P3 ใชส้ าหรับตรวจการขาดหายไปของยนี 
  ไพรเมอร์ P2 และ P3 ใชส้ าหรับตรวจอลัลีลปกติ 
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 รูปที ่7 ต าแหน่งของไพรเมอร์แต่ละชุดบน -globin gene cluster ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 
  1) ไพรเมอร์ A และ B ส าหรับการตรวจมิวเตชัน่ -3.7 
  2) ไพรเมอร์ G และ E ส าหรับการตรวจมิวเตชัน่ -4.2 
  3) ไพรเมอร์ SEA1F และ SEA2R ส าหรับการตรวจมิวเตชัน่ชนิด SEA 
  4) ไพรเมอร์ C2 และ C3 ส าหรับการตรวจมิวเตชัน่ชนิด THAI 
  5) ไพรเมอร์ SEA1F และ A1B ส าหหรับการตรวจอลัลีลปกติของมิวเตชัน่ชนิด THAI 
  6) ไพรเมอร์ SEA3F และ SEA2R ส าหรับการตรวจอลัลีลปกติของมิวเตชัน่ชนิด SEA 
  7) ไพรเมอร์ CSF และ Z ส าหรับการตรวจมิวเตชัน่ภายใน exon3 ของยนี  
   
  2.1.5.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา nested-PCR   

 การเพิ่มจ านวน DNA ดว้ยวธีิ nested-PCR เป็นการท าปฏิกิริยา PCR จ า นวน 
2 คร้ัง โดยในคร้ังแรกจะเพิ่มจ านวนยีนท่ีครอบคลุมต าแหน่งมิวเตชัน่ท่ีตอ้งการตรวจ 
และในคร้ังท่ี 2  เป็นการเพิ่มจ านวน DNAโดยใช้ PCR product จากคร้ังแรกเป็น 
template แทน genomic DNA ซ่ึงจะไดช้ิ้น PCR product ท่ีมีขนาดเล็กกวา่และจ าเพาะ
ต่อมิวเตชัน่แต่ละชนิด 
  วิธี nested-PCR เป็นการเพิ่มจ านวน DNA เพื่อแยกชนิดยอ่ยของแอลฟาธาลสั
ซีเมีย2 ชนิดยีนขาดหายไป 3.7 กิโลเบส (-3.7) มี 3 ชนิดย่อย คือ -3.7I, -3.7II และ      
-3.7III  ซ่ึงมีต าแหน่งของ breakpoint junction แตกต่างกนั (Dode et al., 1992) 
การศึกษาในคร้ังน้ีใชไ้พรเมอร์ A และ B ส าหรับการเพิ่มจ านวนยีน -3.7 ในปฏิกิริยา
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คร้ังแรก และออกแบบไพรเมอร์ RT-L เพื่อเพิ่มจ านวนบริเวณ intron 2 และ exon 3 
ของยีนร่วมกบัไพรเมอร์ B โดยใช ้PCR product จากไพรเมอร์ A และ B เป็นแม่พิมพ์
เพื่อจ าแนกชนิดยอ่ยดงัแสดงในรูปท่ี 8  

 
 
 
 
 
 
 
 รูปที ่8 ต าแหน่งไพรเมอร์ A และ B ท่ีใชเ้พิ่มจ านวนยนี -3.7 ส าหรับปฏิกิริยา PCR คร้ังแรก
และไพรเมอร์ RT-L กบัไพรเมอร์ B ส าหรับปฏิกิริยา PCR คร้ังท่ี 2 เพื่อใชแ้ยกชนิดยอ่ยของมิวเตชัน่
ของ  -3.7 ทั้ง 3 ชนิด 
 
 
  2.1.5.3 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์โพรบ (Oligonucleotide probes) 

  การทดลอง reverse dot blot hybridization มีการออกแบบโพรบจ านวน  2 ชุด 
 คือชุดโพรบส าหรับอลัลีลปกติ (normal probes, N) ซ่ึงออกแบบให้สามารถเขา้คู่กนัได ้
 (hybridization) กบั PCR product ท่ีไดจ้ากอลัลีลปกติ โดยใช้ขอ้มูลล าดบัเบสจาก
 ฐานขอ้มูล NCBI ของโครโมโซม 16p13.3 α-globin gene (NG_000006.1) และชุด
 โพรบส าหรับอลัลีลท่ีผิดปกติ (mutant probes, M) ซ่ึงออกแบบให้สามารถเขา้คู่กบั
 อัลลีลท่ีมีมิวเตชั่น โดยใช้ฐานข้อมูล http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_ 
vars3  ส าหรับมิวเตชัน่ทั้งแบบการขาดหายไปของยีนขนาดใหญ่ และมิวเตชัน่เฉพาะ
จุดบนยนีแอลฟาโกลบิน 

 
 
 
 
 
 

http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/
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 2.1.6 การเตรียมสารเคมีและน ้ายา (Reagents) 
  2.1.6.1 สารเคมีและน ้ายาส าหรับการสกดั DNA จากเลือด  

  สกดั DNA จากเลือดของผูป่้วยโดยใชชุ้ดสกดั Genomic DNA Mini Kit  
 (Blood/cultured  Cell) จากบริษทั Geneaid ประเทศไตห้วนั ประกอบดว้ยสารเคมีและ
น ้ายา ดงัน้ี 

  - Absolute alcohol 
  - Elution Buffer 
  - GB Buffer 
  - Proteinase K 10 mg/ml 
  - TE Buffer 
  - Wash Buffer 
  - W1 Buffer 

  2.1.6.2 สารเคมีและน ้ายาส าหรับการเตรียม agarose gel electrophoresis 
  - 2% agarose gel  
  - 50x agarose gel buffer (50x TAE)  
  - Electrophoresis running buffer (0.5x TAE)  
  - Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 1 mg/L 
  - Gel loading buffer  

  2.1.6.3 สารเคมีและน ้ายาส าหรับการเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิค Polymerase  
  Chain Reaction (PCR) 

  - Deoxynucleotide triphosphate mixture (dNTPs mixture) ประกอบดว้ย  
  dATP, dGTP, dTTP, dCTP ความเขม้ขน้ 2mM 
  - DMSO (Dimethyl Sufoxide) 
  - 50 mM MgCl2 
  - Mineral oil 
  - 10X PCR buffer 
  - PCR primers ความเขม้ขน้ 30 pmol/µl ประกอบดว้ยไพรเมอร์ SEA 1F,  
  SEA 2R, SEA 3F, A1B, C2, C3, CSF, Z, A, B, RT-L, G-Bi, E, และ F 
  - Taq DNA polymerase 
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  2.1.6.4 สารเคมีและน ้ายาส าหรับการตรึง ASO – probes บนแผน่ nylon membrane 
  - Amino-modified ASO probes 
  - 0.5 M sodium bicarbonate buffer  
  - 16 % EDC [1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide HCl] 
  - 0.1 N NaOH 

  2.1.6.5 สารเคมีและน ้ายาส าหรับ hybridization และ detection 
  - 10 % SDS  
  - 20x SSPE: 3.6 M NaCl/ 0.2 M Na2PO4 • H2O / 20 mM  
  - 1 M Tris pH 9.5 
  - Hybridization buffer: 3x SSPE/ 0.5 % SDS  
  - Washing buffer: 2x SSPE/ 0.1 % SDS  
  - Detection buffer: 0.1 M Tris/ 0.1 M NaCl / 5 mM MgCl2 
  - streptavidin-AP (Boehringer - Mannheim) 
  - liquid NBT / BCIP (Boehringer - Mannheim) 

  
 2.1.7 ตวัอยา่งท่ีน ามาศึกษา 
 ตวัอยา่งท่ีน ามาศึกษาเป็นตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมารับการรักษาและ
ตรวจคดักรองท่ีโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ ตั้งแต่ปี 2535-2558 
 
 
2.2 วธีิด าเนินการ 
 2.2.1 การเก็บตวัอยา่งเลือด   

 เก็บตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วยธาลสัซีเมียท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ 
ระหวา่งปี พ.ศ. 2535-2558 (1992-2015) โดยเลือดจะถูกเก็บมาจากหลอดเลือดด าของผูป่้วย ใส่
ในหลอดปลอดเช้ือท่ีมีสารกนัเลือดแข็ง EDTA ท่ีส่งตรวจห้องปฏิบติัการทางพยาธิวิทยาของ
โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ เพื่อตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบิน ดว้ยเคร่ือง 
automated Hb-HPLC analyzer (Variant™; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)  

 
  2.2.1.1 การค านวณกลุ่มตวัอยา่งในการทดลอง 
 สูตรท่ีใชใ้นการค านวณ   
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  n  =   (Zα/2)
2× P × ( 1-P ) / d2 

Zα/2 =  1.96 (จากค่า p- value = 0.05) 
  P  =  0.90 (ความแม่นย  าจากการตรวจสอบดว้ยวธีิ RDB เท่ากบั 90%) 
  d =  0.05 (ค่าความคลาดเคล่ือนท่ียอมรับได ้ = 5 %) 
  n  =  1.962 × 0.90 × ( 1 – 0.90 ) / (0.05)2  

=  138.29 
ตอ้งใชก้ลุ่มตวัอยา่งจ านวนอยา่งนอ้ย 139 ตวัอยา่ง 

 
  2.2.1.2 การเลือกกลุ่มตวัอยา่ง  

เกณฑ์การเลือกกลุ่มตัวอย่าง คัดเลือกจากผูท่ี้มารับบริการท่ีโรงพยาบาลสงขลา-
นครินทร์ ไม่จ  ากดัเพศ ไม่จ  ากดัอายุ มีผลการตรวจ  Hb typing เป็น A2A H, A2A Bart’s H,  CS 
A2A, CS A2A Bart’s, CS A2A Bart’s H ส่วนกลุ่มควบคุม ใชเ้ลือดจากผูท่ี้มีผลการตรวจ  Hb 
typing เป็น A2A หรือ Normal 

   
  2.2.1.3 การเตรียม DNA 

  การเตรียม DNA ท าไดโ้ดยการสกดั DNA จากเมด็เลือดขาว (buffy coat) ใช้
 ชุดสกดัจากบริษทั Geneaid ชุด Genomic DNA minikit (blood/cultured  cell) มี
 ขั้นตอนการสกดัดงัน้ี 

1) ใชเ้ลือดจากตวัอยา่ง 0.1 ml ผสมกบัสารละลาย TE ปริมาตร 1 ml ผสมใหเ้ขา้กนั 
และป่ัน ท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีเม่ือครบเวลา เทสารละลายส่วน
ใสออก และท าซ ้ าจนสารละลายใส 

 2) น าตะกอนท่ีไดม้าท าใหต้ะกอนแตก แลว้เติมGB buffer 200 µl เติม 10 mg/ml  
 protinase K ปริมาตร 10 µl 
 3) ผสมสารละลายทั้งหมดใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 
 เปิดเคร่ือง water bath ตั้งอุณหภูมิท่ี 58◦C พร้อมทั้งอุ่น EB buffer ท่ี 58◦C 

4) เม่ือครบเวลา เติม absolute ethanol 200 µl ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex แลว้เท
สารละลายลงใน GD column 

 5) น า GD column ไปป่ันท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  
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6) เทสารละลายใตค้อลมัน์ทิ้ง เติม wash buffer ท่ีผสม ethanol ปริมาตร 600 µl น าไป
ป่ันท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เม่ือครบเวลา เทสารละลายใต้
คอลมัน์ทิ้ง 

  7) ป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที  
  8) น า GD column ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 
  9) เติม EB buffer ท่ีอุ่นแลว้ ปริมาตร 200 µl วางทิ้งไว ้3 นาที 

 10) ป่ันท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที สารละลาย DNA จะถูกป่ันตก
 ลงมาในหลอดทดลอง 

  11) น า DNA ท่ีเตรียมไดไ้ปตรวจวดัความเขม้ขน้และตรวจสอบคุณภาพ 
 
 2.2.2 การเพิ่มปริมาณ DNA   
  2.2.2.1 การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ multiplex gap-PCR บริเวณยนีแอลฟาโกลบิน
 ส าหรับการตรวจความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด SEA และ THAI และมิวเตชัน่
 เฉพาะจุดชนิด Hb Constant Spring, Hb Paksé, Hb Suan Dok, และ Hb Quong Sze 

เม่ือไดต้วัอยา่ง DNA ท่ีตอ้งการตรวจหาชนิดมิวเตชัน่แลว้ น าตวัอยา่ง DNA มาเพิ่ม
ปริมาณ DNA บริเวณยนีแอลฟาโกลบิน โดยใชส่้วนประกอบดงัตารางท่ี 10 และขั้นตอนการท า 
PCR ใชโ้ปรแกรมช่ือ RDB ประกอบดว้ยขั้นตอนในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ Bio-Rad ดงัน้ี 

    
   Denaturation 95 ◦C  7  นาที 
   Denaturation 94 ◦C  1.15 นาที 
   Annealing 56 ◦C   1.15 นาที 30 รอบ 
   Extension 72 ◦C  1.15  นาที 
   Extension 72 ◦C   15  นาที 
   Cool down  4 ◦C    5  นาที 
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ตารางที ่10 ส่วนประกอบของ PCR mixture ในหลอดทดลองส าหรับเพิ่มจ านวน DNA บริเวณยนี
แอลฟาโกลบินส าหรับการตรวจความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมีย1 และมิวเตชัน่เฉพาะจุด  
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
สารละลาย DNA (100-200 ng/µl) 
5x-Q solution (betaine)  
2mM dNTPs  
10x PCR reaction buffer  
50 mM MgCl2 
30 µM SEA 1F 
30 µM SEA 2R 
30 µM SEA 3R 
30 µM A1B 
30 µM C2 
30 µM C3 
30 µM CSF 
30 µM Z   
5 units of BIOTAQ™ DNA Polymerase  
Distilled Water 

5.0 
10.0 
5.0 
3.5 
1.5 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
0.2 

17.0 
Total volume 50.0 

   
 หมายเหตุ  1) ไพรเมอร์ชุด SEA1F, SEA2R, SEA3F, และ A1B ใชส้ าหรับการตรวจ 
       มิวเตชัน่ของแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด SEA 
   2) ไพรเมอร์ชุด C2 และ C3 ใชส้ าหรับการตรวจมิวเตชัน่ของ  
        แอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด THAI 
   3) ไพรเมอร์ชุด CSF และ Z ใชส้ าหรับการตรวจมิวเตชัน่ของ  
        แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ซ่ึงเป็นมิวเตชัน่เฉพาะจุด ประกอบดว้ยชนิด   
           Hb Constant Spring, Hb Paksé, Hb Suan Dok, และ Hb Quong Sze 
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 2.2.2.2 การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ Nested-PCR ส าหรับตรวจความผดิปกติ ของ
แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 3.7-kb deletion    
  เม่ือไดต้วัอยา่ง DNA ท่ีตอ้งการตรวจหาชนิดของมิวเตชัน่แลว้ น าตวัอยา่ง 
DNA มาเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยนีแอลฟาโกลบินโดยใชส่้วนประกอบดงัตารางท่ี 
11 ซ่ึงขั้นตอนการท า 1st PCR ดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ โดยใชโ้ปรแกรม Ja 
ประกอบดว้ยขั้นตอนในเคร่ือง Bio-Rad ดงัน้ี 

   Denaturation 95 ◦C    10     นาที 
   Denaturation 94 ◦ C     45    วนิาที 
   Annealing 60 ◦C     45    วนิาที   35 รอบ 
   Extension 72 ◦C       1   นาที 
   Extension 72 ◦C     20    นาที 
   Cool down   8 ◦C       5  นาที 
    

  ส าหรับขั้นตอนการท า 2nd PCR ดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ    
 โดยใชโ้ปรแกรม RDB ในเคร่ือง Bio-Rad มีดงัน้ี 

   Denaturation 95 ◦C   7    นาที 
   Denaturation 94 ◦C  1.15  นาที 
   Annealing 56 ◦C  1.15  นาที 30 รอบ 
   Extension 72 ◦C  1.15 นาที 
   Extension 72 ◦C    15  นาที 
   Cool down   4 ◦C       5  นาที 
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ตารางที ่11 ส่วนประกอบของ PCR mixture ในหลอดทดลองส าหรับเพิ่มจ านวน DNA ส าหรับตรวจ
ความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 3.7-kb deletion 
 

ส่วนประกอบ 1st PCR ปริมาตร (µl) 2nd PCR* ปริมาตร (µl) 
สารละลาย DNA (100-200 ng/µl) 
5x-Q solution (betaine)  
10x PCR reaction buffer  
2mM dNTPs  
DMSO 
50 mM MgCl2 
30 µM A 
30 µM B 
30 µM Z   
30 µM RT-L 
5 units of BIOTAQ™ DNA polymerase  
Distilled Water 

5.0 
10.0 
5.0 
2.5 
2.5 
2.0 
1.0 
1.0 
1.0 
- 

0.1 
19.9 

5.0 
10.0 
5.0 
2.5 
2.5 
2.0 
- 
- 
- 

1.0 
0.1 

21.9 
Total volume 50.0 50.0 

*เปล่ียนสารละลาย DNA เป็น PCR product จาก 1st PCR 
 
  2.2.2.3 การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ multiplex gap-PCR ส าหรับการตรวจความ
 ผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 4.2-kb deletion 

   เม่ือไดต้วัอยา่ง DNA ท่ีตอ้งการตรวจหาชนิดมิวเตชัน่แลว้ น าตวัอย่าง DNA 
มาเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีนแอลฟาโกลบิน โดยใชส่้วนประกอบดงัตารางท่ี 12 ซ่ึงขั้นตอน
การท า PCR ดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ โดยใช้โปรแกรม ALPHA ประกอบดว้ยขั้นตอนใน
เคร่ือง Bio-Rad ดงัน้ี 

   Denaturation 95 ◦C   7     นาที 
   Denaturation 94 ◦ C  1.15    นาที 
   Annealing 66 ◦ C  1.15  นาที 35 รอบ  
   Extension 72 ◦ C  1.15  นาที 
   Extension 72 ◦ C  15  นาที 
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   Cool down    4 ◦ C   5  นาที 
ตารางที ่12 ส่วนประกอบของ PCR mixture ในหลอดทดลองส าหรับเพิ่มจ านวน DNA ส าหรับการ
ตรวจความผดิปกติของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 4.2-kb deletion 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
สารละลาย DNA (100-200 ng/µl) 
5x-Q solution (betaine)  
2mM dNTPs  
10x PCR reaction buffer  
50 mM MgCl2 
DMSO 
20 µM G-Bi 
20 µM E 
20 µM F 
5 units of BIOTAQ™ DNA Polymerase  
Distilled Water 

5.0 
8.0 
3.0 
3.5 
1.5 

1.25 
1.0 
1.0 
1.0 
0.1 

20.8 
Total volume 50.0 

 
 

 2.2.3 การท า Reverse dot blot hybridization 
  2.2.3.1การเตรียมเมมเบรน 

 กระตุน้ใหเ้มมเบรนมีประจุลบ  
1) แช่เมมเบรนใน 16% EDC นาน 15 นาที 

2) ลา้งเมมเบรนดว้ยน ้ากลัน่ และซบัเมมเบรนใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 4 

ชัว่โมง 

 การยดึ ASO-probes บนเมมเบรนท่ีถูกกระตุน้แลว้ 
1) ค านวณความเขม้ขน้ของโอลิโกนิวคลีโอไทด ์โพรบ จากสูตร C1V1 = 

C2V2 
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2) เจือจางโพรบใหมี้ความเขม้ขน้ตามตอ้งการ ดว้ย 0.5 M sodium 

bicarbonate buffer 

3) ใช ้automatic pipet ดูดสารละลายโพรบ 1.5 μl ซ่ึงมีปริมาณนิวคลีโอไทด ์

2.5-5.0 pmole หยดลงบนแผน่เมมเบรน ใหมี้ระยะห่างกนัหยดละ 0.5 cm 

โดยหยดโพรบท่ีใชต้รวจสอบ “normal” (แถวบน) และ “mutant” (แถว

ล่าง) ใหอ้ยูคู่่กนั ดงัไดอะแกรมท่ี 1 

 
 

Normal 
Mutant 
 

  ไดอะแกรมที ่1 แสดงต าแหน่งของโพรบท่ีตรึงลงบนแผน่ไนลอนเมมเบรน 
 

4) ทิ้งใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลามากกวา่ 4 ชัว่โมง 
5) น าแผน่เมมเบรนท่ีมีโพรบอยู ่แช่ใน 0.1 M NaOH นาน 10 นาทีเพื่อท าให้

เมมเบรนมีประจุเป็นกลาง (neutralization) 
6) ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 3 คร้ัง แลว้วางใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิห้อง เม่ือแหง้สามารถ

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  
  2.2.3.2 การท าไฮบริไดซ์เซชัน่และการตรวจวดัผล 
  Hybridization 

1) คลายเกลียวของ biotinyl PCR product ใหเ้ป็นเส้นเด่ียว โดยการตม้นาน 5 
นาที  

2) ดูดสารละลาย Pre-hybridization buffer ใส่ถาดพลาสติกท่ีมีแผน่ไนลอน
เมมเบรนซ่ึงมีโพรบติดอยู ่

3) น า PCR product ท่ีตม้ไว ้ใส่ในถาดพลาสติก และปิดดว้ย plastic sealer 
4) เกล่ียน ้ายาและดีเอน็เอใหผ้สมทัว่กนั แช่ถาดในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ

แบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 45°C ใหเ้กิดปฏิกิริยา hybridization นาน 45 นาที 

SEA1 SEA2 CSN CSN SDN QSN CSN JN 1    JN 3 JN 5 No. 
THAI SEA CSM PSM SDM QSM 4.2M JN 2 JN 4 JN 6  
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5) เม่ือครบเวลา น าเมมเบรนท่ีผา่นการ hybridization แลว้ ออกมาลา้งใน

ภาชนะท่ีใส่น ้ายา washing buffer 1 คร้ัง  และลา้งดว้ยน ้ายา washing 

buffer ท่ีอุณหภูมิ 49°C นาน 15 นาที  

   
Conjugation 

1) เช่ือม streptavidin กบั biotin ท่ีติดฉลากอยูบ่นสาย DNA ของ PCR product 
โดยผสม streptavidin-AP ปริมาตร 1 L กบั blocking solution ปริมาตร 1 
mL (เจือจาง 1: 1,000) 

2) บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที 
3) ลา้งเมมเบรนดว้ย 0.3% tween นาน10 นาที โดยการวางบนเคร่ืองเขยา่ 
Detection 

1) เตรียมสารในถาดพลาสติกหลุมใหม่ 
2) ดูดสารตั้งตน้ NBT ปริมาตร 10 μl และ BCIP ปริมาตร 7 μl ใส่ใน 

detection buffer 2 ml ซ่ึงมีเมมเบรนแช่อยูใ่นถาดพลาสติก 
3) บ่มบนเคร่ืองเขยา่ โดยไม่ให้โดนแสง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 5 นาทีจะ

ปรากฏสีม่วงเขม้ข้ึนตรงต าแหน่งของ oligonucleotide probe ท่ี 
hybridization กบั biotinylate DNA  
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ไดอะแกรมที ่2  แผนภูมิสรุปขั้นตอนการตรวจวเิคราะห์มิวเตชัน่แอลฟาธาลสัซีเมีย1 และแอลฟาธาลสัซี
เมีย2 จากตวัอยา่งผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช 
 

ตวัอยา่งเลือดของผูป่้วยโรค  Hb H 

ตวัอยา่ง DNA ของผูป่้วยโรค  Hb H 

ท า PCR ส าหรับ -thal1 และมิวเตชัน่เฉพาะจุดโดยใช ้
primer คือ SEA 1F,SEA2R,SEA3F,A1B, CS,Z,C2 และ C3 

เช็ค PCR product ขนาด 305 bp 

มีช้ิน PCR product ขนาด 305 bp ไม่มีช้ิน PCR product ขนาด 305 bp 

ท า 1st PCR ส าหรับ -thal2 ชนิด -3.7 
โดยใช ้primer คือ A,B, และ Z 

มีช้ิน PCR product ขนาด 1,786 bp ไม่มีช้ิน PCR product ขนาด 1,786 
bp 

สกดั DNA ดว้ยชุดสกดั Genomic DNA mini kit 

เป็น Non-deletional Hb H disease 

ท า PCR ส าหรับ -thal2 ชนิด -4.2 
โดยใช ้primer คือ G และ E 

น า PCR product มาท า RDB 
 

ท า 2nd PCR ส าหรับ -thal2 ชนิด -3.7 
โดยใช ้primer คือ RT-L 

 
น า PCR product มาท า RDB 

 
น า PCR product มาท า RDB 

 
เป็น Deletional Hb H disease: type I, type 

II, หรือ type III 
 

เป็น Deletional Hb H disease ชนิด -4.2 
 

วดัความเขม้ขน้ของ DNA และวิเคราะห์ ความบริสุทธ์ิของ DNAใน 1% agarose gel 
electrophoresis 

เช็ค PCR  product ขนาด 1,786 bp 
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  2.2.3.3 การอ่านผลและแปลผล 
 
 

Normal  
Mutant  

 
ไดอะแกรมที ่3 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีใหผ้ลลบกบัการตรวจ - thal จะพบจุดสี
ม่วงเฉพาะบริเวณท่ีเป็น normal probe โดยผลลกัษณะน้ีพบในตวัอยา่งของคนปกติ หรือ
ตวัอยา่งท่ีมีมิวเตชัน่ชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือจากชนิดท่ีตรวจวดัในคร้ังน้ี 
 

 
 

Normal  
Mutant  

 
 ไดอะแกรมที ่4 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น homozygote ของ mutation ชนิด
 SEA จะพบจุดสีม่วงเฉพาะกบั mutant probe ของ SEA และไม่พบจุดสีม่วงบน normal 
 probe ชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากยนีเกิดการขาดหายไปทั้ง 4 ยนี  
 
  
 

Normal  
Mutant  

   
 ไดอะแกรมที ่5 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ mutation ชนิด SEA 
จะพบจุดสีม่วงทั้ง normal และ mutant probe ของ SEA ส่วน probes อ่ืนๆ จะพบจุดสีม่วงบริเวณ 
normal probe 
 
 
 

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
           

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
           

THAI SEA CS PS SD 4.2 QS 3.7  
          No. 
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Normal  
Mutant  

  
 ไดอะแกมที ่6 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ - 
 thal1 ชนิด SEA ร่วมกบั - thal2 ชนิด Constant’s Spring จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal 
 และ mutant probe ของ SEA และพบเฉพาะ mutant probe ของ CS บนเมมเบรนส่วนมิวเตชัน่
 ชนิด CS, PS, และ -4.2ใช ้normal probe ร่วมกนั จึงท าใหไ้ม่พบปฏิกิริยาบริเวณ normal probe 
 ดงักล่าว 
 
 
 

Normal  
Mutant  

 
 ไดอะแกรมที ่7 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ - thal2 ชนิด 
 3.7 type I จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe ทั้ง 3 จุดบนเมมเบรน 
 
 
 

Normal  
Mutant  

 
 ไดอะแกรมที ่8 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ - thal2 ชนิด 
 3.7 type II จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 2 จุดบนเมมเบรน 
 
 

THAI SEA CS PS SD 4.2 QS 3.7  
          No. 
           

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
           

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
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Normal  
Mutant  

 
 ไดอะแกรมที ่9 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น heterozygote ของ - thal2 ชนิด 
 3.7 type III จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 1 จุดบนเมมเบรน 
 
 
 
 

Normal  
Mutant  

 
ไดอะแกรมที ่10 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compoundheterozygote ของ- thal1 
ชนิด SEA ร่วมกบั - thal2 ชนิด 3.7 type I จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 
ของโพรบ SEA และ mutant probe ของ 3.7 ทั้ง 3 จุด 
 

 
 
 

Normal  
Mutant  

 
ไดอะแกรมที ่11 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ- thal1 
ชนิด SEA ร่วมกบั - thal2 ชนิด 3.7 type II จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 
ของโพรบ SEA และ normal probe ของ 3.7 จ านวน 1 จุด mutant probe ของ 3.7  จ  านวน 2 จุด 

 
 
 

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
           

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
           

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
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Normal  
Mutant  

 
ไดอะแกรมที ่12 แสดงการอ่านผลส าหรับตวัอยา่งท่ีเป็น compound heterozygote ของ- thal1 
ชนิด SEA ร่วมกบั - thal2 ชนิด 3.7 type III จะพบจุดสีม่วงกบัทั้ง normal และ mutant probe 
ของโพรบ SEA และ normal probe ของ 3.7 จ านวน 2 จุด mutant probe ของ 3.7  จ  านวน 1 จุด 

 
2.2.4 การวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชส้ถิติวเิคราะห์ 

 2.2.4.1 จากการศึกษามิวเตชัน่ของยนีแอลฟาธาลสัซีเมีย โดยใชต้วัอยา่งเลือดของผูป่้วย
โรคฮีโมโกลบินเอชท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลสงขลานครินทร์เป็นจ านวน 141 ราย น าผล
การตรวจดงักล่าวมาค านวณหาค่าความถ่ีของยนีท่ีผดิปกติคิดเป็นร้อยละของยนีท่ีศึกษาทั้งหมด   

 

ความถ่ีของมิวเตชัน่แต่ละชนิด (ร้อยละ) =  จ  านวนอลัลีลของชนิดมิวเตชัน่ ×100 
       

  
2.2.4.2 จากการศึกษามิวเตชัน่ของยนีแอลฟาธาลสัซีเมีย เป็นจ านวน 141 ราย จากการ

ค านวณขนาดของกลุ่มตวัอยา่งจ านวน 139 ราย น าผลการตรวจดงักล่าวมาค านวณหาค่าความ
ไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) ความถูกตอ้ง (accuracy) 

 
 การตรวจวินิจฉยัจากวธีิมาตรฐาน 

เป็นโรค ไม่เป็นโรค 
ผลการตรวจท่ีตอ้งการ
ตรวจสอบ 

ผลบวก True positive (a) False positive (b) 
ผลลบ False negative (c) True negative (d) 

การค านวณค่าความไว (%)  =   True positive (a) ×  100  
   

การค านวณค่าความจ าเพาะ (%) =   True negative (d) ×  100       
        
การค านวณค่าความถูกตอ้ง (%)  =   (Tue positive + True negative) x 100  

THAI SEA CS PS SD QS 4.2 3.7  
          No. 
           

จ  านวนอลัลีลทั้งหมด 

True positive (a) + False negative 
(c) 
False positive (b) + True negative (d) 

  (True positive + False negative + False positive + True negative) 
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        บทที ่3  
ผลการวจิัย 

 
3.1 การเกบ็ตัวอย่างจากผู้ป่วยธาลสัซีเมีย 
 
 ผลการเก็บตวัอยา่งเลือดจากผูท่ี้มารับบริการของโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ จ านวนทั้งส้ิน 
141ราย เป็นชาย 54 ราย หญิง 87 ราย มีผลการตรวจ Hb typing สรุปไดด้งัตารางท่ี 13 
 
 ตารางที ่13 ผลการตรวจ Hb typing จากจ านวนตวัอยา่งทั้งส้ิน 141 ราย 
 

ผล Hb typing จ านวนตวัอยา่ง 
             - A2AH 
             - A2A Bart’s H 
             - CSA2AH 
             - CS A2A Bart’s H 

107 
16 
12 
6 

รวม 141 
 
3.2 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณDNAทีส่กดัได้ 
 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณDNA ท่ีสกดัไดจ้ากการใชชุ้ดน ้ ายาสกดั Genomic DNA mini 
kit โดยใชเ้ม็ดเลือดขาวจาก buffy coat จากตวัอยา่งเลือดของผูป่้วยแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบิน
เอช จ านวนทั้งส้ิน 141 ราย โดยตรวจสอบจากการวดัค่าการดูดกลืนแสงของ DNA ท่ีความยาวคล่ืน 260 
nm (OD260) วดัค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 nm (OD280) และวดัความบริสุทธ์ิของ 
DNA โดยค านวณจากค่า OD ratio = OD260 / OD280โดยค่า OD ratio ท่ีเหมาะสมของ DNA ส าหรับ
น าไปใชง้านต่อ มีค่าอยูร่ะหวา่ง 1.8-2.0 ซ่ึงพบวา่ค่า OD ratio ของ DNA ทั้งหมดอยูร่ะหวา่ง 1.68 - 2.33  
และความเขม้ขน้ของ DNA มีค่าระหวา่ง 10 ng/µl - 132 ng/µl  นอกจากนั้นไดมี้การวิเคราะห์ความ
บริสุทธ์ิของ DNA ท่ีสกดัได ้โดยน า DNA ไปทดสอบใน 1% agarose gel electrophoresis ดงัแสดงใน
รูปท่ี 9  
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 รูปที ่9 ผลการทดสอบความบริสุทธ์ิของ DNA โดยการน าไปทดสอบใน 1% agarose gel 
electrophoresis 
  เลนท่ี 1-4 คือ DNA มีปริมาณมากกวา่ 20 ng/µl  
  เลนท่ี 5-10 คือ DNA ท่ีมีปริมาณ 10-20 ng/µl 
  เลนท่ี 11-15 คือ DNA ท่ีมีปริมาณนอ้ยกวา่ 10 ng/µl ซ่ึงจะไม่น าตวัอยา่งท่ีมีความ 
  เขม้ขน้ของ DNA นอ้ยกวา่ 10 ng/µl มาท าการทดลองในขั้นต่อไป 
 
 
3.3 การออกแบบ Oligonucleotide primers and probes 
 
 การออกแบบไพรเมอร์ดว้ยโปรแกรม OLIGO7 ตามคุณสมบติัท่ีระบุไวใ้นบทท่ี 2 ท าใหไ้ด้
ต าแหน่ง ค่า Tm รวมถึงความยาวของไพรเมอร์และโพรบ สรุปไดด้งัตารางท่ี 14 และ 15

1           2           3           4          5         6          7        8         9          10         11       12         13        14         15  
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ตารางที ่14 ล าดบัเบสและรายละเอียดคุณสมบติัของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง 

 
B หมายถึงการติดฉลากดว้ย biotin  N หมายถึง Normal  M หมายถึง Mutant 
a คือ ความยาวของเสน้ไพรเมอร์  b คือ ต าแหน่งของไพรเมอร์บนล าดบัเบสอา้งอิง (NG_00006.1) c คือ ล าดบัเบสอา้งอิงของ Homo sapiens alpha globin region 

Name Primer’s Sequence (5’ -> 3’) Lengtha Tm (◦C) Positionb Referencec Mutation PCR  product  sizes (bp) 
SEA1F 
SEA2R 
SEA3F 
A1B 

5’-(B)-CTT CGC AGG AAC TCG GTC-3’ 
5’-(B)-CTC AGC CTC CCG ACT AGC-3’ 
5’-(B)-TAG TTT GGC GGC GAC AGC -3’ 
5’-GTT CCC TAG GCC CCG ACA CG -3’ 

18 
18 
18 
20 

48 
54.9 
52.6 
60 

26187-26204 
41725-41743 
41189-41206 
26416-26436 

NG_00006.1 SEA deletion 
 

N: SEA3F+SEA2R = 541  
M: SEA1F+SEA2R = 389  
 N: SEA1F+A1B = 249  

C2 
C3 

5’ -GCA CCT CTG GGT AGG TTC TC-3’ 
5’-(B) -CCC CTG ACA ATC TCA TCA CTC -3’ 

20 
21 

55.9 
55.4 

38724-38743 
10310-1029 

NG_00006.1 THAI deletion 
 

M :C2+C3 = 460  

CSF 
Z 

5’-(B)-CTG CAC AGC TCC TAA GCC A -3’ 
5’-(B)-GTA AAC ACC TCC ATT GTT GG-3’ 

19 
20 

53.2 
49.7 

34327-34345 
34612-34631 

NG_00006.1 Point mutation in 
exon 3 of 2 
gene 

N/M : CSF+Z =  305 

A 
B 
RT-L 

5’-CTG TCC TTT CCC TAG CCA GAG CCA-3’ 
5’-CCA TGC CTG GCA CGC TTT GCT GAG-3’ 
5’-(B)-CTC TCA GGG CAG AGG ATC AC -3’ 

24 
24 
20 

60.8 
62.5 
55.9 

32826-32849 
38411-38434 
34244-34263 and 
38048-38067 

NG_00006.1 3.7 kb deletion 
 

M : A+B = 1,937  
M : RT-L+B =  386 

E 
F 
G 

5’-CCC TGG GTG TCC AGG AGC AAG CC-3’ 
5’-GGC ACA TCC GGG GAC AGA GAG AA-3’ 
5’-(B)-CCG GTT TAC CCA TGT GGT GCC TC-3’ 

23 
23 
23 

64.2 
60.6 
60.6 

30129-30151 
30334-30356 
36064-36086 

NG_00006.1 4.2 kb deletion 
 

M: G+E = 1,762 
N: G+F = 228 



46 
 
 

ตารางที ่15 ล าดบัเบสและรายละเอียดของโพรบท่ีใชใ้นการตรวจมิวเตชัน่บนยนีแอลฟาโกลบิน 
Name Type Probe’s Sequence (5’ -> 3’) Lengtha Tm (◦C) Positionb Referencec Mutation 
SEA1 
SEA 

N 
M 

5’-NH2-CCC ATA TCG CAC AAA GA -3’ 
5’-NH2-AGG TTC ACT TGG AGG C -3’ 

17 
16 

44.6 
45.9 

26373-26388 
 

NG_00006.1 
NG_000006.1:g.26264_45564del19301 

SEA deletion 
 

SEA2 
THAI 

N 
M 

5’-NH2- CCA GGA GTT CCC AAG AA -3’ 
5’-NH2- AGC CCT TGA GCC GCG -3’ 

17 
15 

47.1 
50.1 

41430-41447 
 

NG_00006.1 
NG_000006.1:g.10664_44164del33501 

THAI deletion 
 

JN1 
JN2 
JN3 
JN4 
JN5 
JN6 

N 
M 
N 
M 
N 
M 

5’- NH2- AGT GCG GCC CAG GCC -3’ 
5’- NH2- GGC CGA GGG CCC AGG -3’ 
5’- NH2- AGG AGG AAC GGC TAC -3’ 
5’- NH2- AAG AAG CAT GGC CAC -3’ 
5’- NH2- CAG AGA GAA CCC AGG -3’ 
5’- NH2- GGG AAA AAA CTC AGG -3’ 

15 
15 
15 
15 
15 
15 

52.9 
55.6 
44.7 
41.9 
44.7 
39.2 

34301-34315 
38107-38121 
34476-34490 
38287-38301 
38397-38411 
34585-34599 

NG_00006.1 
NG_00006.1 
NG_00006.1 
NG_00006.1 
NG_00006.1 
NG_00006.1 

3.7 kb deletion 
 
 

CSN 
-α4.2 

N 
M 

5’-NH2- TAC CGT TAA GCT GGA GCC T -3’ 
5’- NH2- CTG TCC CCA GTG CAA GTG -3’ 

19 
18 

51.1 
52.6 

34455-34473 
34930-34947 

NG_00006.1 
NG_00006.1 

4.2 kb deletion 

CSN 
CSM 

N 
M 

5’-NH2- TAC CGT TAA GCT GGA GCC T -3’ 
5’-NH2- TAC CGT CAA GCT GGA GCC T -3’ 

19 
19 

51.1 
53.2 

34455-34473 
34930-34947 

NG_00006.1 
 2 cd142 TAA->CAA 

Hb CS 
 

CSN 
PSM 

N 
M 

5’-NH2- TAC CGT TAA GCT GGA GCC T -3’ 
5’-NH2- TAC CGT TAT GCT GGA GCC T -3’ 

19 
19 

51.1 
51.1 

34455-34473 
34455-34473 

NG_00006.1 
  2 cd142 TAA->TAT 

Hb PS 
 

QSN 
QSM 

N 
M 

5’-NH2- ACC GTG CTG ACC TCC A -3’ 
5’-NH2- ACC GTG CCG ACC TCC A -3’ 

16 
16 

48.5 
51.1 

34437-34452 
34437-34452 

NG_00006.1 
 2 cd125 CTG->CCG 

Hb QS 
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ตารางที ่15 (ต่อ) 
Name Type Probe’s Sequence (5’ -> 3’) Lengtha Tm (◦C) Positionb Referencec Mutation 
SDN 
SDM 

N 
M 

5’-NH2- ACT GCC TGC TGG TGA C -3’ 
5’-NH2- ACT GCC TGC GGG TGA C -3’ 

16 
16 

48.5 
51.1 

34345-34360 
34345-34360 

NG_00006.1 
 2 cd109 CTG->CGG 

Hb SD 

N =Normal, M =Mutant  
a คือ ความยาวของเส้นโพรบ 
b คือ ต าแหน่งของโพรบบนล าดบัเบสอา้งอิง (NG_00006.1) 
c คือ ล าดบัเบสอา้งอิงของ Homo sapiens alpha globin region และ ฐานขอ้มูล http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3   
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3.4 การเพิม่ปริมาณ DNA ด้วยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 3.4.1 การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวิธี multiplex gap-PCR ใชไ้พรเมอร์จ านวน 8 ไพรเมอร์ 
โดยแบ่งเป็น ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มจ านวนอลัลีลปกติ (normal allele) ไดแ้ก่ SEA 1F กบั SEA 3F,  
SEA1F กบั A1B,  และ CSF กบั Z ซ่ึงจะได ้PCR product ท่ีมีขนาด 541 bp, 249 bp, และ 305 bp 
ตามล าดบั และไพรเมอร์ท่ีเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท่ีเกิดการขาดหายไปของยีน (mutant allele) ไดแ้ก่ 
SEA 1F กบั SEA 2R, และ C2 กบั C3 ซ่ึงจะได ้ PCR product ท่ีมีขนาด 389  bp และ 460 bp 
ตามล าดบั  

 
รูปที ่10 A PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA บริเวณยนีแอลฟาโกลบิน  ใช้

ไพรเมอร์ทั้ง 8 เส้น คือ SEA1F, SEA2R, SEA3F, A1B, C2, C3, CSF, และ Z โดย 
  เลนท่ี 1 คือ marker 100 bp 
  เลนท่ี 2 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจากคนปกติ 
  ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 541 bp, 249 bp, และ 305 bp 
  เลนท่ี 3-6 คือ คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจาก
  ผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชพบ PCR product ขนาด 541 bp, 249 bp, 305 bp, และ 
  389 bp 
  เลนท่ี 7 คือ คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของน ้า (Blank) 

12                  3                 4                  5                6                  7 

305 bp 
541 bp 

249 bp 

389 bp 
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รูปที ่10 B PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA บริเวณยนีแอลฟาโกลบิน ใช้

ไพรเมอร์ทั้ง 8 เส้น คือ SEA1F, SEA2R, SEA3F, A1B, C2, C3, CSF, และ Z โดย 
เลนท่ี 1 คือ marker 100 bp 

  เลนท่ี 2 - 4 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจาก 
  ผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด non-deletion ซ่ึงพบPCR product ขนาด 541 bp, 
  249 bp, 305 bp, และ 389 bp 

เลนท่ี 5 - 7 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจาก
ผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด gene deletion ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 541 bp, 
249 bp,  และ 389 bp 

  เลนท่ี 8 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของน ้า (Blank) 
 
 
 
 
 
 
 

12                  3                  4                    5                 6                  7                   8    1             2        3          4            5 6            7           8 

305 bp 

541 bp 

249 bp 

389 bp 
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 3.2.2 การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ nested-PCR ส าหรับตรวจความผดิปกติของ
แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 3.7-kb deletion 
   

 

  
รูปที ่11A แสดงผล PCR product จากไพรเมอร์คู่แรก (A, B, และ Z ) ของการ

ตรวจความผดิปกติของยนีแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 3.7 kb-deletion 
  เลนท่ี 1 คือ marker 100 bp 
  เลนท่ี 2, 3 และ 6 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือด
  จากคนปกติ ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 1,911 bp 

เลนท่ี 4  และ 5 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจาก
ผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด 3.7 kb-deletion ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 1,786 
bp 

  เลนท่ี 6 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของน ้า (Blank) 
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 รูปที ่11B แสดงผล PCR product จากไพรเมอร์คู่ท่ี 2 (RT-L และ Z) ของยนีแอลฟาโกลบิน
ส าหรับ normal probe โดย 
 เลนท่ี 1 คือ marker 100 bp 
 เลนท่ี 2 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของน ้า (Blank) 
 เลนท่ี 3, 4 และ 7 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วย
 โรคฮีโมโกลบินเอชชนิด gene deletion  

เลนท่ี 5 และ 6 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจากคนปกติ
ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 387 bp 
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รูปที ่11C แสดงผล PCR product จากไพรเมอร์คู่ท่ี 2 (RT-L และ B) ของยนี
แอลฟาโกลบินส าหรับ mutant probe โดย 

   เลนท่ี คือ marker 100 bp 
  เลนท่ี 2 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของน ้า (Blank) 
  เลนท่ี 3, 4 และ 7 คือPCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจาก
  ผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด gene deletion ซ่ึงพบผลผลิต PCR ขนาด 386 bp 

เลนท่ี 5 และ 6 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจาก
คนปกติ 

   
 
 
 
 
 



53 
 

 3.2.3 การเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยวธีิ multiplex gap-PCR ส าหรับการตรวจความผดิปกติของ
แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 4.2-kb deletion 
 

 รูปที ่12 แสดงผล PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA แอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 4.2 kb-
deletion 
 เลนท่ี 1 คือ marker 100 bp 
 เลนท่ี 2 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วยโรค 
 ฮีโมโกลบินเอชชนิด SEA ร่วมกบั 4.2 kb deletion ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 1,726 bp 
 เลนท่ี 3 - 5 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วยโรค
 ฮีโมโกลบินเอชชนิดอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่ชนิด 4.2 kb deletion ซ่ึงพบ PCR product ขนาด 288 bp 
 เลนท่ี 6 คือ PCR product จากการเพิ่มจ านวน DNA ของน ้า (Blank) 
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3.5 การตรวจหาชนิดมิวเตช่ันของแอลฟาธาลสัซีเมียด้วยวธีิ reverse dot blot hybridization 
 
 วิธี reverse dot blot hybridization เป็นวิธีท่ีใชต้รวจหาชนิดมิวเตชัน่ชนิดท่ีทราบต าแหน่ง  
(known mutation) ซ่ึงสามารถตรวจหาชนิดมิวเตชัน่ไดห้ลายชนิดในการท าปฏิกิริยาเพียงคร้ังเดียว 
โดยน า oligonucleotide probe ท่ีจ  าเพาะต่อมิวเตชัน่แต่ละชนิดมาตรึงลงบนแผน่ไนลอนเมมเบรน 
แลว้น าPCR product ของผูป่้วยท่ีมีการติดฉลากดว้ย biotin มาท าปฏิกิริยากบั probe หลงัจากนั้น
ตรวจวดัการเกิดปฏิกิริยาโดยใช ้enzymatic color-detection 
 การศึกษาท่ีผ่านมาระบุว่า แอลฟาธาลัสซีเมียท่ีพบได้ในภาคใต้ของประเทศไทยได้แก่ 
แอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิดยีนขาดหายไป 19.3 กิโลเบส (SEA deletion) ชนิดยีนขาดหายไป 19 กิโล
เบส (THAI deletion) ส่วนแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ไดแ้ก่ ชนิดยีนขาดหายไป 3.7 และชนิดยีนขาด
หายไป  4.2 กิโลเบส (-α3.7, -α4.2) (Winichagoon et al., 1998) นอกจากนั้นยงัพบแอลฟาธาลสัซี-
เมีย2 ชนิดท่ีไม่ได้เกิดจากการขาดหายไปของยีนเช่น ฮีโมโกลบินคอนสแตนท์สปริงส์ (αCSα)  
ฮีโมโกลบินปากเซ (αPSα)  ฮีโมโกลบินกวางซี (αQSα) และฮีโมโกลบินสวนดอก (αSDα) 
(Laosombat et al., 2009) ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ี จึงไดเ้ลือก probe 10 probes ท่ีจ  าเพาะต่อมิวเตชัน่ 
8 ชนิด ซ่ึงครอบคลุมแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดต่างๆ คือ SEA deletion, THAI deletion, 3.7-kb 
deletion type I, 3.7-kb deletion type II, 3.7-kb deletion type III, 4.2-kb deletion และ point 
mutation  ไดแ้ก่ฮีโมโกลบินคอนสแตนทส์ปริงส์ (αCSα)  ฮีโมโกลบินปากเซ (αPSα)  ฮีโมโกลบิน
กวางซี (αQSα) และฮีโมโกลบินสวนดอก (αSDα) รูปท่ี 13 - 21 แสดงผลการตรวจหาชนิดมิวเตชัน่
ของผูป่้วยท่ีมารับการตรวจคดักรองท่ีโรงพยาบาลสงขลานครินทร์จ านวน 141 รายพบว่ารูปแบบ
ของชนิดมิวเตชัน่ท่ีพบมี 3 รูปแบบ คือ  SEA deletion/3.7-kb deletion, SEA deletion/αCSα, และ 
SEA deletion/αQS α 
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ผลการตรวจชนิดมิวเตชัน่ของแอลฟาธาลสัซีเมีย ดว้ยวธีิ reverse dot blot hybridization ซ่ึง
ใช ้ASO probe 10 probes ท่ีจ  าเพาะต่อมิวเตชัน่ 8 ชนิด  
 
 
 
Normal 
Mutant 
  
 รูปที ่13 ผล hybridization ของคนปกติ (αα/αα) ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั probe ทุกชนิดใน
แถว normal 
 
 
 
     Normal 
     Mutant 
  
 รูปที ่14 ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิด -SEA/-α3.7I ซ่ึงพบจุดสีมว่ง
กบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ชุด probe ของ -α3.7และพบจุดสีม่วงในแถว mutant คือ 
SEA และ ชุด -α3.7 ทั้ง 3 จุด 
 
 
  
          Normal 
          Mutant 
  
 รูปที ่15 ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิด -SEA/-α3.7II  ซ่ึงพบจุดสี
ม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ชุด probe ของ -α3.7 จ  านวน 2 probe และพบจุดสีม่วง
ในแถว mutant คือ SEA และ ชุด -α3.7 จ  านวน 2 จุดสุดทา้ย 
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Normal             
Mutant 
 

 รูปที ่16 ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอช ชนิด -SEA/-α3.7III ซ่ึงพบจุดสี
ม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ชุด probe ของ -α3.7 จ  านวน 1 probe และพบจุดสีม่วง
ในแถว mutant คือ SEA และ ชุด -α3.7 จ  านวน 1 probe สุดทา้ย 
 
 
 
 

           Normal 
           Mutant
  
  
 รูปที ่17 ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด -SEA/-α4.2 ซ่ึงพบจุดสีม่วง
กบั probe ในแถว normal เฉพาะ THAI และ SEA และพบจุดสีม่วงในแถว mutant เฉพาะ probe 
SEA และ -α4.2 
 
 
             Normal 
             Mutant
  
 

 รูปที ่18 ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด -SEA/ ααCS ซ่ึงพบจุดสี
ม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ probe CS PS และ -α4.2 ส าหรับในแถว mutant พบจุด
สีม่วงกบั probe SEA และ CS 
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          Normal 
          Mutant
  
 รูปที ่19 ผล hybridization ของผูป่้วยโรคฮีโมโกลบินเอชชนิด -SEA/ ααQS ซ่ึงพบจุดสี
ม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal ยกเวน้ probe QS  
 
 
 
 
 

          Normal 
          Mutant
  
 รูปที ่20 ผล hybridization ของผูท่ี้เป็นพาหะของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดยนีขาดหายไป 3.7 
กิโลเบส ชนิดยอ่ย 1 (αα/-α3.7  I)  ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal และ mutant 
probe ของ 3.7 ทั้ง 3 probes 
 
 
 
 
          Normal 
          Mutant
  
 รูปที ่21 ผล hybridization ของผูท่ี้เป็นพาหะของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบิน
คอนสแตน์สปริง(αα/ αCSα)  ซ่ึงพบจุดสีม่วงกบั probe ทุกชนิดในแถว normal และ mutant probe 
ของคอนสแตน์สปริง (CS) 
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3.6 การวเิคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติวเิคราะห์ 
 3.6.1 การค านวณความถ่ีของมิวเตชัน่แต่ละชนิด 

 จากการศึกษาพบว่าในจ านวนของผูป่้วยท่ีมารับการตรวจคดักรองท่ีโรงพยาบาล
สงขลานครินทร์จ านวน 141ราย ตรวจพบรูปแบบของชนิดมิวเตชัน่ได ้3 รูปแบบ คือ SEA 
deletion/3.7-kb deletion, SEA deletion/αCSα, และ SEA deletion/αQS α น าผลการตรวจ
ดงักล่าวมาค านวณค่าความถ่ีของยีนท่ีผิดปกติคิดเป็นร้อยละของยีนท่ีศึกษาทั้งหมด ซ่ึง
จ านวนของผูป่้วยและร้อยละของมิวเตชัน่แต่ละชนิดสรุปไดด้งัตารางท่ี 16 

 
ความถ่ีของชนิดมิวเตชัน่ (ร้อยละ) =  จ  านวนอลัลีลของชนิดมิวเตชัน่  ×100 
 
 
ตารางที ่16 จ  านวนของผูป่้วยและร้อยละของมิวเตชัน่แต่ละชนิดท่ีตรวจพบ 

-globin gene genotype จ านวนผูป่้วย (ราย) ร้อยละของผูป่้วย(%) 

Deletional Hb H disease  
 SEA deletion/3.7-kb deletion 

o SEA deletion/3.7-kb deletion type I 

(-SEA/-α3.7 I) 
o SEA deletion/3.7-kb deletion type II  

(-SEA/-α3.7 II) 
o SEA deletion/3.7-kb deletion type III 

(-SEA/-α3.7 III) 

 
110 
93 

 
13 

 
4 
 

 
78.02 
65.97 

 
9.22 

 
2.83 

Non-deletional Hb H disease  
 SEA deletion/αCSα  (-SEA/ αCSα) 

 SEA deletion/αQS α  (-SEA/ αQSα) 

 
30 
1 

 
21.27 
0.71 

Total 141 100.00 
 
 
 

จ  านวนอลัลีลทั้งหมด 
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 3.6.2 การค านวณค่าความความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) ความถูกตอ้ง 
(accuracy) 

 จากการศึกษามิวเตชัน่ของยีนแอลฟาธาลสัซีเมียจ านวน 141 ราย น าผลการตรวจ
ดงักล่าวมาค านวณหาค่าความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) และความถูกตอ้ง 
(accuracy) โดยค านวณจากสูตรดงัน้ี 

  
 การตรวจวินิจฉยัจากวธีิมาตรฐาน 

เป็นโรค (ราย) ไม่เป็นโรค (ราย) 
ผลการตรวจท่ีตอ้งการ

ตรวจสอบ 
ผลบวก True positive (141) False positive (0) 
ผลลบ False negative (0) True negative (20) 

 
การค านวณค่าความไว  =             True positive x 100          

         
    =  141 x 100 
 
    =  100 
การค านวณค่าความจ าเพาะ  =   True negative x 100  

  
     =  20 x 100 
 
     =  100 
การค านวณค่าความถูกตอ้ง  =   (Tue positive + True negative) x 100                  

          
      =  (140+20) x 100 

  
      =  100 
 
 
 

(True positive + False negative ) 
 

  (141+0) 

(False positive + True negative) 

(20+0) 

(True positive + False negative + False positive + True negative) 

(140+0+0+20) 
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บทที ่4 

บทวจิารณ์ผลการวจิัย 

 โรคฮีโมโกลบินเอช (Hb H disease) เป็นแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดหน่ึง เกิดจากปฏิสัมพนัธ์
ของยีนแอลฟาธาลสัซีเมีย1 กบัแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ท าให้มียีนแอลฟาโกลบินเพียง 1 ยีนท่ีสามารถ
ผลิตเส้นโปรตีนแอลฟาโกลบินปกติได ้(Chui et al., 2003) ท าให้อตัราการสร้างสายโกลบินลดลง 
ส่งผลให้ตรวจพบฮีโมโกลบินเอช (Hb H) ในผูป่้วย ซ่ึง Hb H เกิดจากการจบักนัเองของสายเบตา้
โกลบิน (4) สาเหตุท่ีการสร้างสายแอลฟาโกลบินลดลงเกิดจากมิวเตชัน่ของยีน ทั้งแบบการขาด
หายไปของยีนขนาดหลายกิโลเบส (large deletion mutation) หรือเกิดจากมิวเตชัน่เฉพาะจุด (point 
mutation) ท่ีท าให้สร้างโปรตีนได้ลดลง หรือสายโปรตีนท่ีได้ไม่มีความเสถียร (unstable Hb) 
(Leung et al., 2008)  
 จากการศึกษาในอดีตพบว่าชนิดของแอลฟาธาลสัซีเมียมีความสัมพนัธ์กบักลุ่มประชากร 
กล่าวคือ รูปแบบของมิวเตชัน่มีความแตกต่างกนัในแต่ละกลุ่มประชากร (Harteveld and Higgs, 
2010) ตวัอยา่งเช่น ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใตจ้ะพบมิวเตชัน่ของแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด SEA ซ่ึง
เกิดจาก gene deletion ขนาด 19.3 kb ในขณะท่ีบริเวณเมดิเตอร์เรเนียนจะพบมิวเตชัน่ของ
แอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด MED ซ่ึงเกิดจาก gene deletion ขนาด 18 kb โดยมิวเตชัน่ทั้งสองชนิดน้ี 
ท าให้ยีนแอลฟาโกลบินขาดหายไปทั้ งสองยีน ท าให้ไม่มีการสร้างสายโปรตีนโกลบินจาก
โครโมโซมขา้งนั้น ส าหรับแอลฟาธาลสัซีเมีย2 สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิด ตามลกัษณะมิวเตชัน่ 
คือ การขาดหายไปของยนีและมิวเตชัน่เฉพาะจุด โดยการขาดหายไปของยีน ชนิดท่ีพบในเมดิเตอร์
เรเนียน ตะวนัออกกลาง อินเดีย เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ รวมถึงแอฟริกาและอเมริกา คือ 
แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด gene deletion ขนาด 3.7 kb และ แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ท่ีพบไดบ้่อยบริเวณ
ปาปัวนิวกินีคือ แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด gene deletion ขนาด 4.2 kb ส่วนมิวเตชัน่เฉพาะจุดท่ีมีการ
รายงานในฐานขอ้มูลมีถึง 400 ชนิด (Globin gene server : http://globin.bx.psu.edu/cgi-in/hbvar/ 
query_vars3) ส าหรับมิวเตชัน่เฉพาะจุดท่ีมีรายงานในประเทศไทยไดแ้ก่ Hb Suan-Dok, Hb Quong 
Sze, Hb Constant Spring (Hb CS) และ Hb Paksé (Hb PS) (Fucharoen and Winichagoon, 2011) 
 จากความแตกต่างของมิวเตชั่นในแต่ละภูมิภาค ท าให้รูปแบบของยีนท่ีท าให้เกิดโรค
ฮีโมโกลบินเอชมีความแตกต่างกนั จากการศึกษาในประเทศไทยพบวา่รูปแบบของมิวเตชัน่มีความ
คล้ายคลึงกนั แต่ความถ่ีของมิวเตชั่นแต่ละชนิดแตกต่างกนัไป โดยในภาคใต้พบว่ามิวเตชั่นใน



61 
 

รูปแบบท่ียีนเกิดการขาดหายไปทั้ง 3 ยีน (deletional Hb H disease) มีความถ่ีมากท่ีสุด (Loasombat 
et al., 2009) ในขณะท่ีภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลางมีความถ่ีของการขาด
หายไปของยีน 2 ยีน ร่วมกบัมิวเตชัน่เฉพาะจุด (non-deletional Hb H disease) มากกวา่ (Boonsa et 
al., 2004; Charoenkwhan et al., 2005; Fuchareon, 2011) 
 จากการตรวจหาชนิดมิวเตชัน่ของยีนแอลฟาโกลบินในผูป่้วยโรคแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด
ฮีโมโกลบินเอชดว้ยวธีิ PCR และ reverse dot blot hybridizationในคร้ังน้ี ตรวจพบรูปแบบของ 
มิวเตชั่นได้ 3 รูปแบบ คือ SEA deletion/3.7-kb deletion, SEA deletion/αCSα, และ SEA 
deletion/αQS α เม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่รูปแบบมิวเตชัน่ท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี
มีจ านวนน้อยกว่าการศึกษาของ Laosombat และคณะ ในปี 2009 ซ่ึงความถ่ีและชนิดของ Hb H 
disease แต่ละชนิดแสดงในตารางท่ี 17 
 
ตารางที ่17 เปรียบเทียบความถ่ีและชนิดของมิวเตชัน่ของแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบินเอชใน
ประเทศไทย จากการศึกษาในคร้ังน้ี และการศึกษาของ Laosombat และคณะ (Loasombat et al., 
2009) 
 

-globin gene genotype 
The percentage of patients 

Present study 
Loasombat et al., 

2009 
Deletional HbH disease 

SEA deletion/3.7-kb deletion 
SEA deletion/3.7-kb deletion type I (-SEA/-α3.7  I) 
SEA deletion/3.7-kb deletion type II (-SEA/-α3.7  II) 
SEA deletion/3.7-kb deletion type III (-SEA/-α3.7  III) 
SEA deletion/4.2-kb deletion 
THAI deletion/3.7-kb deletion 

 
78.02 
65.97 
9.22 
2.83 

0 
0 

 
51.0 
ND 
ND 
ND 
4.8 
0.7 

หมายเหตุ ND คือ not detect หรือ ไม่ไดมี้การศึกษา 
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ตารางที ่17 (ต่อ) 

-globin gene genotype 
The percentage of patients 

Present study 
Loasombat et al., 

2009 
Non-deletional Hb H disease 

SEA deletion/αCSα 
SEA deletion/αPSα 
THAI deletion/αCSα 
SEA deletion/αQS α 
SEA deletion/αPoly Aα 

 
21.27 

0 
0 

0.71 
ND 

 
37.4 
2.7 
1.4 
1.4 
0.7 

 หมายเหตุ ND คือ not detect หรือ ไม่ไดมี้การศึกษา 
 
 จากตารางสรุปได้ว่า รูปแบบของมิวเตชั่นท่ีพบมากในภาคใต ้คือ SEA deletion/3.7-kb 
deletion ทั้งจากการศึกษาของ Laosombat และคณะ (ร้อยละ 51.0) และการศึกษาในคร้ังน้ี (ร้อยละ 
78.02) ซ่ึงการศึกษาในคร้ังน้ีมีการแยกชนิดยอ่ยของแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด 3.7-kb deletion โดย
ชนิดยอ่ยท่ีพบมากท่ีสุดคือ -α3.7 I มีความถ่ีร้อยละ 65.97 รองลงมา คือ -α3.7 II มีความถ่ีร้อยละ 9.22 
และ ชนิด α3.7 III มีความถ่ีร้อยละ 2.83 ความถ่ีของมิวเตชัน่แบบ SEA deletion/αCSα พบร้อยละ 
21.27 ในการศึกษาของ Loasombat และคณะ พบความถ่ีของมิวเตชัน่เฉพาะจุดมากกวา่ คือ พบร้อย
ละ 45.10 ซ่ึงสาเหตุท่ีพบมิวเตชั่นเฉพาะจุดมากกว่า อาจเป็นเพราะ ภูมิล าเนาของกลุ่มตวัอย่างมี
ความแตกต่างกัน จากการทดลองของ Loasombat และคณะใช้กลุ่มตวัอย่างจากทั้งโรงพยาบาล
สงขลานครินทร์ และจากโรงพยาบาลอ่ืน ๆ ในภาคใต ้และตวัอยา่งบางส่วนจากภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ แต่การศึกษาในคร้ังน้ีกลุ่มตวัอย่างไดจ้ากผูป่้วยท่ีมารับการตรวจคดักรองท่ี
โรงพยาบาลสงขลานครินทร์เท่านั้น ทั้งน้ีเพราะมิวเตชัน่เฉพาะจุดบนยีนแอลฟาธาลสัซีเมียพบใน
ภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีมากกว่าในภาคใตข้องประเทศไทย (Fuchareon et al., 
2011) นอกจากน้ียงัพบว่าการศึกษาในคร้ังน้ี ไม่พบมิวเตชั่นรูปแบบ THAI deletion/3.7-kb 
deletion, SEA deletion/αPSα, และTHAI deletion/αCSα ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด 
THAI deletion พบได้น้อยมากในประเทศไทย เม่ือเทียบกบัแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด SEA โดย
สัดส่วนท่ีพบ SEA deletion : THAI deletion = 99 : 1 (Fucharoen and Viprakasit, 2009) 
 ผูป่้วย deletional Hb H disease ส่วนใหญ่มีอาการของโรคท่ีไม่รุนแรง อาจมีอาการตา
เหลืองเล็กนอ้ย (mild icteric sclera) มีรูปหน้าและการเจริญเติบโตปกติ แต่อาจมีอาการซีดเม่ือเกิด
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การติดเ ช้ือหรืออักเสบหรือได้รับยาบางชนิดแล้วกระตุ้นให้เ กิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตก
(Winichagoon, 1998) ผลตรวจเลือดพบว่า Hb และ Hct มีค่าลดลง (Higgs, 2009) ส าหรับผูป่้วย
ผูใ้หญ่ มกัมีความรุนแรงของโรคน้อยถึงปานกลาง มีค่าฮีโมโกลบินเฉล่ีย 8.6 g/dl ค่าMCV และ 
MCH มีค่าลดลงกวา่ปกติ ซ่ึงโดยปกติแลว้ผูป่้วยไม่มีความจ าเป็นตอ้งรักษาโดยการรับเลือด (blood 
transfusion therapy) ส่วนผูป่้วย non-deletional Hb H disease จะมีอาการทางคลินิกรุนแรงกวา่ชนิด 
deletional Hb H disease กล่าวคือ ผูป่้วยทารกแรกเกิดมีค่าฮีโมโกลบิน  ฮีมาโตคริต  MCV และ 
MCH   ต ่ากวา่ปกติ และมีโอกาสซีดหลงัจากเป็นไขไ้ดม้ากกวา่ อาจมีตบัและมา้มโตได ้รูปหน้า
ผิดปกติแบบธาลสัซีเมีย (thalassemic facies) มีภาวะดีซ่านท่ีเห็นชดักว่า และนอกจากน้ีพบวา่อายุ
เฉล่ียในการเร่ิมรับการรักษาดว้ยการรับเลือดนอ้ยกวา่ทารก deletional Hb H disease (Fuchareon, 
2009; Loasombat, 2009; Winichagoon, 1998)  สาเหตุท่ี Hb H disease ชนิดน้ีมีอาการทางคลินิกท่ี
รุนแรงกวา่ สันนิฐานวา่สายโกลบินท่ีสร้างไดมี้ความผดิปกติ และไม่สามารถจบักนัเป็นโมเลกุลของ
ฮีโมโกลบินปกติได ้(α2β2) จึงเกิดการตกตะกอนของฮีโมโกลบินในเซลล์เม็ดเลือดแดง ส่งผลให้
เซลล์เม็ดเลือดแดงตวัอ่อน (reticulocyte) ไม่สามารถพฒันาไปเป็นตวัแก่ (erythrocyte) ได้ จึงถูก
ท าลายในไขกระดูกและมา้ม 
 จากการน าปริมาณ Hb H และค่าดชันีเมด็เลือดแดงเฉล่ียของผูป่้วยมาคดัแยกตามรูปแบบ 
มิวเตชัน่ ดงัแสดงไดด้งัตารางท่ี 18 พบวา่ ค่าดชันีเม็ดเลือดแดงเฉล่ียในผูป่้วย non-deletional Hb H 
disease มีปริมาณฮีโมโกลบินเอช และค่า Hb, Hct และ MCV มีค่านอ้ยกวา่ผูป่้วย deletional Hb H 
disease ท าใหอ้าการทางคลินิกของผูป่้วย non-deletional Hb H disease มีความรุนแรงมากกวา่  
 นอกจากนั้นปริมาณ Hb CS เฉล่ียท่ีพบในผูป่้วย Hb H disease ชนิด - SEA /αCSα เท่ากบั
ร้อยละ 1.7 โดยพบวา่ผูป่้วยบางรายตรวจไม่พบ Hb CS ในขั้นตอน Hb Typing ทั้งน้ีเป็นเพราะ Hb 
CS เป็นฮีโมโกลบินท่ีไม่เสถียร สลายตวัไดง่้ายท าใหต้รวจไม่พบในเลือดของผูป่้วยบางราย 
 
ตารางที ่18 การเปรียบเทียบปริมาณ Hb และค่าดชันีเมด็เลือดแดงเฉล่ียของมิวเตชัน่แต่ละชนิด 

Type 
จ านวน
ตวัอยา่ง 
(ราย) 

Hb H (%) Hb CS (%) Average CBC 

Min Max Average Min Max Average 
Hb 

(g/dl) 
Hct 
(%) 

MCV 
(fl) 

Deletional HbH 
disease 
- SEA /-α3.7 I 
- SEA /-α3.7 II 
- SEA /-α3.7 III 

 
 

94 
12 
4 

 
 

2.6 
2.4 
2.3 

 
 

28.0 
14.8 
6.3 

 
 

9.4 
6.5 
3.9 

 
 
- 
- 
- 

 
 
- 
- 
- 

 
 
- 
- 
- 

 
 

8.35 
8.16 
8.95 

 
 

27.94 
27.00 
27.40 

 
 

60.54 
60.00 
51.47 
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ตารางที ่18 (ต่อ) 

Type 
จ านวน
ตวัอยา่ง 
(ราย) 

Hb H (%) Hb CS (%) Average CBC 

Min Max Average Min Max Average 
Hb 

(g/dl) 
Hct 
(%) 

MCV 
(fl) 

Non-deletional 
HbH disease 
- SEA /αCSα 

 
 

30 

 
 

3.2 

 
 

27.7 

 
 

13.4 

 
 

0.8 

 
 

3.4 

 
 

1.7 

 
 

7.97 

 
 

24.2 

 
 

54.0 

 
 จากตารางท่ี 18 พบวา่ ปริมาณ Hb H เฉล่ียในผูป่้วย deletional Hb H diseaseในแต่ละกลุ่ม
ยอ่ยมีความแตกต่างกนักล่าวคือ ผูป่้วย Hb H ชนิด - SEA /-α3.7  I มีปริมาณ Hb H เฉล่ียมากท่ีสุด คือ
ร้อยละ 9.3 รองลงมาคือผูป่้วย Hb H ชนิด - SEA /-α3.7 II มีปริมาณ Hb H เฉล่ียร้อยละ 6.5 และ 
ผูป่้วย Hb H ชนิด - SEA /-α3.7  III มีปริมาณ Hb H เฉล่ียร้อยละ 3.9 สาเหตุท่ีผูป่้วย Hb H ชนิด - SEA 
/-α3.7 I มีปริมาณ Hb H เฉล่ียมากท่ีสุดเป็นไปไดว้า่ เม่ือโครโมโซมเกิดการ recombination ส่งผลให้
บริเวณ exon 3 ของ α2-globin gene ขาดหายไปมากกวา่ใน -α3.7  II และ -α3.7 III ท าให้การสร้างสาย
แอลฟาโกลบินเกิดนอ้ยกวา่ ส่งผลให้พบปริมาณ Hb H มากกวา่ ทั้งน้ีเพราะ α2-globin gene สามรถ
แสดงออกไดเ้ป็น 3 เท่าของ α1-globin gene (Fucharoen and Viprakasit, 2009) โดยต าแหน่งการ
ขาดหายไปของยนี ชนิด -α3.7  I, -α3.7  II และ -α3.7 III แสดงอยูใ่นรูปท่ี 22 
 
 

 
รูปที ่22 แสดงการเกิด gene deletionบริเวณ x box ของ α2-globingene ส่งผลใหเ้กิด -α3.7  I ,  
-α3.7  II และ -α3.7 III (ดดัแปลงจาก Nopparattana et al., 2013) 
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 นอกจากนั้นยงัมีรายงานแสดงการเปรียบเทียบปริมาณ Hb H ในผูป่้วย deletional HbH 
disease และ non-deletional HbH disease พบวา่ผูป่้วยผูป่้วย non-deletional Hb H disease มีปริมาณ 
Hb H สูงกวา่ผูป่้วย deletional Hb H disease  (Chao et al., 2014) ซ่ึงจากผลการศึกษาในคร้ังน้ี ไดมี้
การเปรียบเทียบปริมาณ Hb H (%) ในเลือดของผูป่้วยอายุ 1 ปีข้ึนไป สามารถสรุปไดด้งัตารางท่ี 19 
โดยค่าเฉล่ียของปริมาณ Hb H ในผูป่้วย deletional HbH disease เท่ากบั 8.57 และปริมาณ Hb H ใน
ผูป่้วย non-deletional Hb H disease เท่ากบั 13.02 ซ่ึงมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีค่า p-value เท่ากบั 0.007 
 
ตารางที ่19 เปรียบเทียบปริมาณฮีโมโกลบินเอช (%) ในเลือดของผูป่้วยตั้งแต่อาย ุ1 ปีข้ึนไปแยก
ตามชนิดของโรคฮีโมโกลบินเอช 
 
 Deletional Hb H Non-deletional Hb H p-value 
Hb H (%) 
Minimum value 
Maximum value 
Average values 

 
0.7 
28 

8.57 

 
1.8 

27.7 
13.02 

 
 

0.007742 

  
 
 การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอในห้องปฏิบติัการณ์ส าหรับตรวจแอลฟาธาลสัซีเมียถือว่าเป็น
การวิเคราะห์ท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูง การท่ีจะเลือกใช้วิธีใดในการวิเคราะห์ DNA นั้น 
ข้ึนอยู่กับชนิดของมิวเตชั่นท่ีพบบ่อยในแต่ละพื้นท่ี และความเช่ียวชาญของผูป้ฏิบติังานของ
หอ้งปฏิบติัการ  
 ส าหรับวิธี reverse dot blot hybridization ถูกพฒันาข้ึนเพื่อใชต้รวจหามิวเตชัน่หลายชนิด
ในการท าปฏิกิริยาหน่ึงคร้ัง ซ่ึงได้มีการน ามาใช้กับเบต้าธาลัสซีเมียอย่างแพร่หลาย เน่ืองจาก
เบตา้ธาลสัซีเมียส่วนมากเกิดจาก point mutation (Galanello et al.,  2010) และ small deletion / 
insertion (Maggio et al., 1993, Nopparatana et al., 1998) ซ่ึงพบวา่สารมารถใชต้รวจหาชนิด 
มิวเตชั่นได้อย่างมีประสิทธิภาพ มีความถูกตอ้งและแม่นย  าสูง ต่อมาได้มีการพฒันาให้สามารถ
ตรวจโรคธาลสัซีเมียแบบ large gene deletion ซ่ึงนอกจากจะช่วยประหยดัเวลาในการวิเคราะห์ 
DNA แล้ว ยงัสามารถบอกชนิดมิวเตชั่นส าหรับโรคธาลสัซีเมียชนิดซับซ้อนได้ เช่น complex 
heterozygote ของแอลฟาร่วมกบัเบตา้ธาลสัซีเมียไดอี้กดว้ย  (Lin et al., 2012) 
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 จากการค านวณค่าความไว ความจ าเพาะ และความถูกตอ้ง พบวา่วิธี PCR ร่วมกบั reverse 
dot blot hybridization มีความไว ความจ าเพาะ และความถูกตอ้ง เท่ากบั 100 % ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่
วิธี multiplex gap-PCR ร่วมกบัวิธี RDB เหมาะส าหรับน าไปใชต้รวจวินิจฉยัโรคฮีโมโกลบินเอช 
เพื่อใหบ้ริการผูป่้วยในการตรวจประจ าวนัได ้และมีความน่าเช่ือถือสูง  
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บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 โรคแอลฟาธาลสัซีเมียชนิด ฮีโมโกลบินเอช เป็นกลุ่มโรคท่ีมีอาการทางคลินิกหลากหลาย 
ตั้งแต่ไม่มีอาการไปจนถึงอาการรุนแรง ซ่ึงอาจตอ้งไดรั้บเลือดเป็นประจ า ทั้งน้ีสาเหตุท่ีโรคมีการ
แสดงอาการท่ีหลากหลาย เป็นเพราะชนิดของแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ท่ีแตกต่างกนั โดยปกติแล้ว 
ผูป่้วยท่ีมียนี แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด non-deletion หรือ non-deletional Hb H disease จะมีอาการท่ี
รุนแรงกวา่ มีค่า Hb และ Hct นอ้ยกวา่ และค่า Hb H มากกวา่ผูป่้วยท่ีมียีนแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด 
gene deletion หรือ deletional Hb H disease ซ่ึงการทราบชนิดท่ีแน่นอนของมิวเตชัน่มีความส าคญั
คือท าให้สามารถพยากรณ์ความรุนแรงของโรคได ้ท าให้สามารถให้ค  าแนะน าส าหรับการควบคุม
และป้องกนัโรค รวมทั้งเฝ้าระวงัผูป่้วยในระยะท่ีเม็ดเลือดแดงแตกจากการติดเช้ือหรือเป็นไข ้หรือ
ในสภาวะวิกฤติได้ ในปัจจุบันได้มีการพฒันาวิธีการตรวจแอลฟาธาลัสซีเมียท่ีมีความไวและ
ความจ าเพาะสูง เพื่อให้สามารถทราบชนิดของมิวเตชั่น ซ่ึงการศึกษาในคร้ังน้ีใช้วิธีเพิ่มจ านวน 
DNA โดยวิธี PCR ร่วมกบัวิธี reverse dot blot hybridization ท าให้สามารถวิเคราะห์มิวเตชัน่ได้
อย่างถูกตอ้งและแม่นย  า สามารถระบุชนิดของ Hb H disease ได ้ซ่ึงจากผลการค านวณความถ่ี
ของอลัลีลแอลฟาธาลสัซีเมียจากผูท่ี้มารับบริการท่ีโรงพยาบาลสงขลานครินทร์จ านวน 141 ราย 
พบวา่ ผูป่้วย Hb H disease ส่วนใหญ่มีรูปแบบมิวเตชัน่แบบ deletional Hb H disease ชนิด SEA /-
α3.7 I มีความถ่ีร้อยละ 62.78 รองลงมาคือ non-deletional Hb H disease ชนิด SEA deletion/αCS α 
ร้อยละ 23.45 และไม่พบอลัลีลของ THAI deletion, 4.2-kb deletion, และ Hb Paksé ซ่ึงเคยมีรายงาน
จากการศึกษาก่อนหนา้น้ี 
 จากการศึกษาในคร้ังน้ี พบว่าวิธี PCR และ reverse dot blot hybridization มีความไว 
ความจ าเพาะ และความถูกตอ้งสูง ในการตรวจวินิจฉยัโรคฮีโมโกลบิน และสามารถระบุชนิดของ
โรคไดท้ั้งชนิด deletion และ non-deletion และจากการค านวณความถ่ียีนท าให้สามารถแบ่งเป็น 
common mutation (มิวเตชัน่ท่ีพบไดบ้่อย) และ rare mutation (มิวเตชัน่ท่ีพบไดไ้ม่บ่อย) ท าให้
สามารถแยกเมมเบรนส าหรับใชใ้นการตรวจประจ าวนัไดเ้ป็น 2 ชุด เพื่อเป็นการประหยดัโพรบและ
น ้ายาท่ีใชใ้นการตรวจ DNA ซ่ึงท าใหล้ดค่าใชจ่้ายของผูท่ี้มารับการตรวจได ้ 
 การศึกษาคร้ังต่อไปอาจมีการพฒันาการท า PCR ใหส้ามารถตรวจแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ทั้ง
ชนิด -α3.7 และ -α4.2 ในคร้ังเดียว เพื่อประหยดัเวลาและค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ 
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สารละลายส าหรับการลา้งเซลล ์
50X TAE 
 สารละลาย 1,000 ml ประกอบดว้ย 
 - Tris base (MW 121.24)  242   g 
 - gylcial acetic acid  57.1  ml 
 - 0.5 M EDTA, pH 8  100   ml 
 - ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 ml 
น าไปท าใหป้ราศจากเช้ือดว้ยการน่ึงดว้ย autoclave 
สารละลายส าหรับการตรึง ASO – probe 
 Amino – modified ASO probes เตรียมโดย couple 5’ terminal base ดว้ย amino group
ส าหรับตรวจหามิวเตชัน่ ให้มีความเขม้ขน้ตามตอ้งการ โดยเจือจางดว้ย 0.5 M sodium bicarbonate 
buffer 
0.5 M sodium bicarbonate buffer  
 สารละลาย 100 ml ประกอบดว้ย 
 - NaHCO3 (MW 84.01) 4.2 g ละลายในน ้ากลัน่ 100 ml 
 - Na2CO3 (MW 106) 5.28 g ละลายในน ้ากลัน่ 100 ml  
 วดั pH  ของ 0.5 M NaHCO3 และปรับใหไ้ด ้pH 8.4 ดว้ย 0.5 M ดว้ย Na2CO3 
 
16 % EDC [1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide HCl] 
 เตรียมโดย ชัง่ EDC 0.8 g ละลายในน ้ากลัน่ 5 ml และเตรียมเม่ือตอ้งการใช้ 
 
สารละลายส าหรับ hybridization reaction 
20X SSPE  
 สารละลาย 1,000 ml ประกอบดว้ย 
 - 3.6 M NaCl (MW 58.44)   210   g 
 - 0.2 M NaH2PO4•2H2O (MW 156.01)   31.2  g  
 - 20 mM EDTA disodium (MW 327.24)   7.4    g 



74 
 

 ละลายดว้ยน ้ากลัน่ และปรับ pH ดว้ย 10 M NaOH และปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 
 1,000 ml และน าไป autoclave 
 
10 % SDS 
 สารละลาย 200 ml ประกอบดว้ย 
 - Sodium dodecyl sulfate (sodium lauryl sulfate) 20    g 
 - เติมน ้ากลัน่ใหค้รบ    200   ml 
Hybridization buffer 
 สารละลาย 200 ml ประกอบดว้ย 
 - 20X SSPE  30  ml 
 - 10% SDS  10  ml 
 - ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ ใหค้รบ 200 ml 
Washing buffer 
 สารละลาย 1,000 ml ประกอบดว้ย 
 - 20X SSPE  100  ml 
 - 10% SDS  10    ml 
 - ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 ml 
Buffer I 
 สารละลาย 1,000 ml ประกอบดว้ย 
 - 1M Tris pH 7.5   100 ml 
 - 4M NaCl  (MW 58.44)  37.5 ml 
 - ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 ml 
Blocking reagent 
 สาระลาย 200 ml ประกอบดว้ย 
 - Blocking powder 2 g 
 - Buffer I  200 ml 
 - บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 ◦C จนกวา่ Blocking powder จะละลายหมด 
0.3% Tween 20 
 สารละลาย 200 ml ประกอบดว้ย 
 - Buffer I  200  ml 
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 - Tween 20  600 l 
 
 Detection buffer 
 สารละลาย 200 ml ประกอบดว้ย 
 - 1 M Tris pH 9.5 20 ml 
 - 4 M NaCl  5 ml 
 - 1 M MgCl2  1 ml 
 - ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 200 ml 
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