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บทคดัยอ 
แอลฟาธาลัสซีเมียเปนโรคทางพันธุกรรมที่พบมากในประเทศไทย ชนิดที่มีความรุนแรง คือ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิดการขาดหาย 

ไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด Southeast Asian (SEA) และ Thai deletion นอกจากนี้ยังมีแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ซึ่งความรุนแรงของโรค 
ไมมากเทาชนิดแรกเกิดจากการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด-3.7 kb และ -4.2 kb ซึ่งการตรวจวินิจฉัยโรคแอลฟาธาลัสซีเมียของ 
โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวรดวยเทคนิค gap PCR นั้นเปนการตรวจเฉพาะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิดจากการขาดหายไปของยีนชนิด 
SEA และ THAI deletion เทานั้น หากผูที่มารับการตรวจมียีนของแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดอื่นอาจนําไปสูการตรวจวินิจฉัยที่ผิดพลาดได 
คณะผูวิจัยจึงไดพัฒนาเทคนคิที่สามารถตรวจหายีนแอลฟาธาลัสซเีมียชนิดทีม่ีการขาดหายของยีนทัง้ 4 ชนิดในการตรวจเพยีงครั้งเดียว (4- 
deletion multiplex PCR) ไดแก แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 (    -thal 1) ชนิด SEA, THAI deletion แอฟาธาลัสซีเมีย (    -thal 2) ชนิด -3.7 
kb และ -4.2 kb deletion ซึ่งครอบคลุมชนิดของการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินที่พบไดในประชากรจังหวัดพิษณุโลก โดยไดนํามา 
ตรวจวินิจฉัยผูที่มารับการตรวจโรคธาลัสซีเมียจํานวน 10 ราย พบวา เทคนิค 4-deletion multiplex PCR ใหผลการตรวจวินิจฉัยที่ถูกตอง 
เหมอืนกบัการใชวธิกีารตรวจวนิจิฉยัโดยใชเทคนคิแบบเดิม แตสามารถลดคาใชจาย และระยะเวลาในการตรวจหาชนดิของโรคแอลฟาธาลสัซเีมยี 
ชนิดที่มีการขาดหายของยีนได โดยคณะผูวิจัยมีแผนที่จะนําเทคนิคดังกลาวมาตรวจวินิจฉัยในประชากรพิษณุโลกในจํานวนอีก 100 ราย 
เพื่อประเมินและทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค รวมทั้งเก็บขอมูลความชุกของชนิดแอลฟาธาลัสซีเมียในพื้นที่ ดังกลาว เพื่อใชใน 
การวางแผนการควบคุมปองกนัโรคแอลฟาธาลสัซเีมยีในจังหวดัพษิณุโลกตอไป 

คําสําคัญ: การตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมีย 4-deletion multiplex PCR 

Abstract 
-Thalassemia is the common genetic disease in Thailand. The cause of    -thalassemia is the deletion of    -globin gene. 

Southeast Asian (SEA) and THAI deletion types caused the most severe     -thalassemia 1and deletion sizes 3.7 kb and 4.2 kb caused 
-thalassemia 2. For    -thalassemia diagnosis at Naresuan University Hospital, gap PCR technique was used to detect only   - 

thalassemia 1, SEA and THAI deletion. This protocol did not cover    -thalassemia 2 that might cause misdiagnosis. We developed 
the technique to detect 4   -globin gene deletions (   -thalassemia 1: SEA, THAI types and    -thalassemia 2: -3.7 kb,    -4.2 kb) 
found in Phitsaulok population so called 4-deletion multiplex PCR. We tested this technique in known 10 samples from Naresuan 
University and found that it concordant to the conventional technique. This technique is accurate, efficient, less time-consuming and 
save the cost in    -thalassemia diagnosis. We planned to tested and evaluated deletions types in 100 Phitsanulok samples. Moreover, 
these data could be valuable for prevention plan and control of    -thalassemia disease in Phitsanulok province. 

Keywords: -thalassemia diagnosis, 4-deletion multiplex PCR 

บทนํา 

ธาลัสซีเมียเปนโรคทางพนัธุกรรมท่ีพบมากในประเทศ 
ไทย เกิดจากการสังเคราะหสายโกลบินท่ีผิดปกติโดยยีน 
แอลฟาโกลบนิและยีนบตีาโกลบนิทําหนาท่ีในการสงัเคราะห 
โกลบิน หากเกิดความผิดปกติบนยีนแอลฟาโกลบิน เรียก 
วา แอลฟาธาลัสซีเมีย ซึ่งมี 2 ชนิดคือ แอลฟาธาลัสซีเมีย 
1( -thal 1) และ แอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ( -thal 2) เกิด 
จากการขาดหายไปของแอลฟาโกลบินยีนชนิด Southeast 
Asian (SEA) และ THAI deletions แอลฟาธาลัสซีเมีย 

เปนโรคทางพันธุกรรมท่ีพบมากในประเทศไทยชนิดท่ีมี 
ความรุนแรง คือ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิดการขาดหาย 
ไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด Southeast Asian (SEA) 
และ THAI deletions นอกจากนี้ยังมีแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 
ซึ่งความรุนแรงของโรคไมมากเทาชนิดแรกเกิดจากการ 
ขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินชนิด -3.7 kb และ 
-4.2 kb ซึ่งการตรวจวินิจฉัยโรคแอลฟาธาลัสซีเมียของ 
โรงพยาบาลมหาวทิยาลัยนเรศวรดวยเทคนิค gap PCR นัน้ 
เปนการตรวจเฉพาะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ซึ่งเกิดจากการ 
ขาดหายไปของยีนชนิด SEA และ THAI deletion เทานั้น 
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หากผูท่ีมารับการตรวจมียีนของแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดอ่ืน 
อาจนําไปสูการตรวจวินจิฉัยท่ีผิดพลาดได คณะผูวิจยัจึงได 
พฒันาเทคนคิท่ีสามารถตรวจหายีนแอลฟาธาลัสซเีมียชนดิ 
ท่ีมีการขาดหายของยีนท้ัง 4 ชนิดในการตรวจเพียงคร้ัง 
เดียว (4-deletion multiplex PCR) ไดแก แอลฟา 
ธาลัสซีเมีย 1 ( -thal 1) ชนิด SEA, THAI deletion 
แอฟาธาลัสซีเมีย 2 (  -thal 2) ชนิด -3.7 kb และ -4.2 
kb deletion ซึ่งครอบคลุมชนิดของการขาดหายไปของ 
ยีนแอลฟาโกลบินท่ีพบไดในประชากรไทย โดยไดนํามา 
ตรวจวินิจฉัยผูท่ีมารับการตรวจโรคธาลัสซีเมียจํานวน 10 
ราย พบวา เทคนิค 4-deletion multiplex PCR ใหผลการ 
ตรวจวินิจฉัยท่ีถูกตองเหมือนกับการใชวิธีการตรวจวินจิฉัย 
โดยใชเทคนิคแบบเดิม แตสามารถลดคาใชจายและระยะ 
เวลาในการตรวจหาชนดิของโรคแอลฟาธาลสัซเีมียชนิดท่ีมี 
การขาดหายของยีนได จึงสามารถนํามาใชตรวจวินิจฉัย 
โรคแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และ 2 ท่ีพบมากในประชากรใน 
จังหวัดพิษณุโลก 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

การพัฒนาเทคนิค 4-deletion multiplex PCR เร่ิมจาก 
การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ deletion ท้ัง 4 ชนิด ไดแก 
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ( -thal 1) ชนิด SEA, THAI 
deletions และแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ( -thal 2) ชนิด - 
3.7 kb, -4.2 kb deletions ดวยดีเอ็นเอท่ีทราบชนิดของ 
deletion (positive control) จากโครงการวิจัยธาลัสซีเมีย 
มหาวิทยาลัยมหิดล และประเมินประสิทธิภาพโดยการนํา 
เทคนิคนี้มาตรวจวินิจฉัยในตัวอยางดีเอ็นเอท่ีทราบชนิด 
ของ deletion จํานวน 10 รายจากหนวยวิจัยธาลัสซีเมีย 
โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร มหาวิทยาลัยนเรศวร 
1. การสกัดดีเอ็นเอ 

นําตัวอยางเลือดท่ีไดจากโรงพยาบาลมหาวิทยาลัย 

นเรศวร มาสกัดดเีอ็นเอดวย Chelex  method โดยเตมิ lysis 
buffer 1 มิลลิลิตรลงในตัวอยางเลือด 30 ไมโครลิตรผสม 
ใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เปน 
เวลา 1 นาที ดูดสารละลายสวนบนท้ิง เติมน้ํากลั่น 1 
มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ังแลวดูดสารละลายท้ิง เติม 
สารละลาย 5% Chelex ใหทวมตะกอน จากนั้นนําไปบม 
ท่ีอุณหภูมิ 56 ํC เปนเวลา 30 นาทีจากนั้นนําไปตมใน 
น้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ีได 
เพื่อใชหาสภาวะท่ีเหมาะสมและการทดสอบประสิทธิภาพ 
ของเทคนิคนี้ 
2. การหาสภาวะที่เหมาะสมของ 4-deletion multiplex 
PCR 

เตรียมสารละลายตางๆ ท่ีใชในการทํา 4-deletion 
multiplex PCR ดังนี้ 200 dNTPs, 1.5 mM MgCl 2 , 
1.25 U Taq DNA Polymerase (QIAGEN, Germany), 
Q-solution, 200-500 DNA และ -thalassemia 
primers สําหรับการตรวจ deletion ท้ัง 4 ชนิดจํานวน 9 
เสน โดยลําดับนิวคลีโอไทดและความเขมขนท่ีใชดังแสดง 
ในตารางท่ี 1 รูปท่ี 1 แสดงตําแหนงท่ีไพรเมอรท้ัง 9 เสน 
วางบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน จากนั้นนําไปตรวจวินิจฉัย 
ดวยเทคนิค gap PCR โดยเร่ิมจากอุณหภูมิ 95 องศา 
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีเพื่ อทําให Taq DNA 
Polymerase อยูในสภาพพรอมทําหนาท่ี จากนั้นจึงเขาสู 
วงรอบของการทํา gap PCR โดย denaturation ท่ีอุณหภูมิ 
98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที annealing ท่ี 
อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 30 วินาที 
และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
นาที 15 วินาที จํานวน 35 รอบ และเพิ่ม extension ท่ี 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้น 
จึงนํามาตรวจวินิจฉัยดวย 1.5% อะกาโรสเจลอิเลคโตร 
โฟรีซิส ที่ 120 โวลท เปนเวลา 30 นาที 
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ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรทั้ง 9 เสน ที่ใชในการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียทั้ง 4 ชนิด 
(ปรับปรุงจาก Tan et al., 2001) 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’→3’) ตําแหนง ความเขมขน 
α2/3.7 CCC CTC GCC AAG TCC ACC C HUMHBA4:5676→ 5694 5 pmol 
3.7-R AAA GCA CTC TAG GGT CCA GCG HUMHBA4:11514→ 11494 5 pmol 
α2-R AGA CCA GGA AGG GCC GGT G HUMHBA4:7475→ 7457 5 pmol 
4.2-F GGT TTA CCC ATG TGG TGC CTC HUMHBA4:3064→ 3084 12.5 pmol 
4.2-R CCC GTT GGA TCT TCT CAT CAT TTC CC HUMHBA4:8942→ 8920 12.5 pmol 
SEA-F CGA TCT GGG CTC TGT GTT CTC HSGG1:26120→26140 5 pmol 
SEA-R AGC CCA CGT TGT GTT CAT GGC HSCOS12:3817→3797 5 pmol 
THAI-F GAC CAT TCC TCA GCG TGG GTG HSGG1:9592→9612 7.5 pmol 
THAI-R CAA GTG GGC TGA GCC CTT GAG HSCOS12:1241→1221 7.5 pmol
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3. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค 4-deletion 
multiplex PCR 

เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมจึงทดสอบหาความแมนยํา 
ของเทคนิคนี้ ในตัวอยางดีเอ็นเอท่ีทราบชนิดของแอล 
ฟาธาลัสซี เมียแลวจํานวน 10 ตัวอยาง และประเมิน 
ประสิทธิภาพของเทคนิคนี้ โดยเปรียบเทียบผลการตรวจ 
วินิจฉัยกับเทคนิค gap PCR ของหนวยวิจัยธาลัสซีเมีย 
โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร 

ผลการศึกษา 

การตรวจวินิจฉัยหาชนิดของแอลฟาธาลัสซีเมียดวย 
เทคนิค 4-deletion multiplex PCR สามารถแปลผลการ 
ตรวจวินิจฉัยไดดังรูปท่ี 2 

จากการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียในผู ท่ีมารับ 
การตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียท่ีหนวยวจิัยธาลัสซีเมีย 
โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวรจํานวน 10 ราย ดวย 
เทคนิค 4-deletion multiplex PCR พบวาใหผลการตรวจ 
ท่ีตรงกัน คอื พบผูท่ีเปนเฮทเทอโรซัยกัสแอลฟาธาลัสซเีมีย 
1 ชนิด SEA deletion (     ) จํานวน 4 ราย (40%) 
เฮทเทอโรซยักัสแอลฟาธาลัสซเีมีย 1 ชนิด THAI deletion 
(         ) จํานวน 2 ราย (20%) และ เปนผูท่ีไมมียีนแอลฟา 
ธาลัสซีเมีย 1 จํานวน 4 ราย (40%) ผลการตรวจดวย 
เทคนิค 4-deletion multiplex PCR ดังแสดงในรูปท่ี 3 

รูปท่ี 1 แผนผังของยีนแอลฟาโกลบนิและตําแหนงของไพรเมอร แตละชนดิทีส่ามารถจับกบัยีนแอลฟาโกลบินในบรเิวณทีแ่ตกตางกนั 
เครื่องหมาย ( และ ) แสดงตําแหนงที่ไพรเมอรแตละชนิดจับกับยีนแอลฟาโกลบิน เครื่องหมาย (   ) แสดง 
บริเวณที่มีการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบินในแอลฟาธาลัสซีเมียทั้ง 4 ชนิด 

↔ 

รูปท่ี 2 แสดงผลการตรวจวนิิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมยีทั้ง 4 ชนิด (4- 
deletion    -thalassemia) แถวท่ี 1 เปนผลของผูที่เปนโฮโม 
ซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด SEA deletion (    ) 
ให ดีเอ็นเอขนาด 1349 คู เบส แถวท่ี 2 เปนผลของ 
ผูที่เปนเฮทเทอโรซัยกัสแอลฟาธาลัสซีเมีย 1ชนิด THAI 
deletion (     ) มีดีเอ็นเอ 2 ขนาดคือ 1800 คูเบส 
ซึง่เปนขนาดของดีเอน็เอทีเ่ปนปกติ และ 1153 คูเบสสําหรบั 
THAI deletion แถวท่ี 3 เปนผลของผูที่เปนโฮโมซัยกัส 
แอลฟาธาลสัซีเมีย 2 ชนิดที่มกีารขาดหายไปของแอลฟายนี 
ขนาด 4.2 กิโลเบส ( -4.2 ) ใหดีเอ็นเอขนาด 1628 คู 
เบส แถวท่ี4 เปนผลของผูทีเ่ปนโฮโมซยักสัแอลฟาธาลสัซเีมยี 
2 ชนดิทีม่กีารขาดหายไปของแอลฟายีนขนาด 3.7 กโิลเบส 
( -3.7 ) ใหดีเอ็นเอขนาด 2022 คูเบส สวน M คือ 1 kb 
DNA ladder (Vivantis) 

α SEA 
α 

α THAI 

α 

α 

α SEA 

α THAI 

รูปท่ี 3 แสดงผลการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียดวยเทคนิค 4-deletion multiplex PCR 
โดยผูทีม่ารบัการตรวจหมายเลข 1-4 ใหผลการตรวจเปนปกติ ไมมยีีนแอลฟาธาลัสซีเมยี 
ใหดีเอ็นเอขนาด 1800 คูเบส หมายเลขที่ 5-7 และ 10 ใหผลการตรวจเปนเฮทเทอโร 
ซัยกัสแอลฟาธาลัสซีมเย 1 ชนิด SEA deletion (      ) ซึ่งใหดีเอ็นเอขนาด 1800 
คูเบสและ 1349 คูเบส สวนหมายเลขที่ 8และ 9 พบวาเปนเฮทเทอโรซยักสัแอลฟาธาลสัซเีมยี 
1 ชนิด THAI deletion (        ) ซึ่งใหดีเอ็นเอขนาด 1800 คูเบสและ 1153 คูเบส สวน 
M คือ 1 kb DNA Ladder (Vivantis) 

α SEA 

α THAI
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ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค 4-deletion 
multiplex PCR นี้พบวาจําเปนตองใสสาร adjuvant เชน 
DMSO, betaine ซึ่งในท่ีนี้คือ Q-solution (QIAGEN, 
Germany) รวมดวยเนื่องจากไพรเมอรท่ีใชตรวจวินิจฉัย 
แอลฟาโกลบินยีนเปน GC-rich จึงตองใช adjuvant 
ในสภาวะดังกลาว 

นอกจากนี้ในการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียในผู 
ท่ีมารับการตรวจท่ีโรงพยาบาลมหาวิทยาลยันเรศวร พบวา 
ใหผลตรงกับการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี gap PCR ของหนวย 
วิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร พบวา 
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด SEA deletion เปนชนิดท่ีพบ 
มากท่ีสุด (0.4%) รองลงมาคือ THAI deletion (0.2%) 
และไมพบแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิด 3.7 kb และ 4.2 kb 
deletions ในตัวอยางจํานวน 10 ราย ซึ่งสอดคลองกับราย 
งานของ Wong et al., 2004 ท่ีจะพบเฉพาะแอลฟาธาลัส 
ซีเมีย 1 ในประชากรพิษณโุลก แตเนือ่งจากจํานวนตัวอยาง 
ท่ีนํามาตรวจวินจิฉัยมีจํานวนนอยเกินไป จงึตองดําเนินการ 
ตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค 4-deletion multiplex PCR เพิ่ม 
เติมจึงจะสามารถสรุปผลไดสมบูรณ อยางไรก็ดีการตรวจ 
วินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมียดวยเทคนิคนี้สามารถนําไปใช 
ตรวจในเขตพื้นท่ีอ่ืนๆ ในประเทศไทยได เพราะสามารถ 
ตรวจไดท้ังแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 
เนื่องจากการอพยพยายถ่ินของประชากรไทยและชาวตาง 
ชาติในประเทศไทย ทําใหการตรวจวินิจฉัยท่ีครอบคลุม 
แอลฟาธาลัสซีเมียท้ัง 2 ชนิด จะสามารถควบคุมและ 
ปองกันการเกิดโรคของประชากรในจังหวัดพิษณุโลกได 
อยางมีประสิทธิภาพ 

สรุปผลการศึกษา 

เทคนคิการตรวจวินจิฉัยแอลฟาธาลสัซีเมียดวยเทคนิค 
4-deletion multiplex PCR เปนเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพ 
รวดเร็วและประหยัดคาใชจาย เนื่องจากเปนการตรวจท่ี 
ครอบคลุมการตรวจวินิจฉัยแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และ 2 
ซึ่งเปนชนิดการขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบิน ท้ัง 4 
ชนิด คือ แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 (  -thal 1) ชนิด SEA 
และ THAI deletions แอลฟาธาลัสซีเมีย 2 -thal 2) 
ชนิดท่ีมีการขาดหายของยีนแอลฟาขนาด -3.7 kb และ 
-4.2 kb ท่ีพบมากในประชากรไทย สามารถนําไปใชไดใน 
ทุกพื้นท่ีของประเทศไทยและประเทศขางเคียงบริเวณ 
เอเชียตะวันออกเฉียงใต 
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มหิดล ท่ีเอ้ือเฟอไพรเมอรและดีเอ็นเอท่ีใชในการพัฒนา 
เทคนิคและทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสม ขอขอบคณุหนวย 
วิจัยธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร คณะ 
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ท่ีอนุเคราะหตัวอยาง 
เลือดเพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคนี้ 
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