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บทคัดย่อ 
  

ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาเป็นหนึ่งในความผิดปกติท่ีพบได้บ่อยในประเทศไทย ส่งผล
ให้มีการตรวจวิเคราะห์ชนิดของฮีโมโกลบินในประชากร และพบฮีโมโกลบินผิดปกติมากขึ้น ซึ่งเกือบ
ทุกชนิดไม่สามารถให้การวินิจฉัยที่ถูกต้องได้ในงานตรวจประจำวัน ส่งผลกระทบต่อการวางแผนรักษา 
และการให้คำปรึกษาทางพันธุกรรมแก่ตัวผู้ป่วยและครอบครัว  จึงจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องได้รับการ
ตรวจยืนยันในระดับดีเอ็นเอ ดังนั้นการศึกษาวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis โดยได้ออกแบบไพรเมอร์ทั้งหมด 6 คู่ ครอบคลุมบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 (HBA2) และ
แอลฟาโกลบิน 1 (HBA1) สามารถตรวจยืนยันฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาจากตัวอย่างเลือด และ
ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาจำนวน  51 ตัวอย่าง ประกอบด้วย Hb 
Constant Spring 21 ตัวอย่าง, Hb Pakse’ 3 ตัวอย่าง, Hb Quong Sze 1 ตัวอย่าง, Hb Pak Num 
Po 1 ตัวอย่าง, Hb Thailand 1 ตัวอย่าง, Hb Q-Thailand 17 ตัวอย่าง, Hb Queens 1 ตัวอย่าง, 
Hb Hekinan 3 ตัวอย่าง, Hb Siam 1 ตัวอย่าง, Hb Anantharaj 1 ตัวอย่าง และ Hb Nakhon 
Ratchasima 1 ตัวอย่าง ผลการวิเคราะห์ประสบความสำเร็จในการระบุฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด
แอลฟาทั้ง 11 ชนิด ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis และทุกตัวอย่างให้ผล
สอดคล้องกับการตรวจด้วยเทคนิค DNA sequencing จึงกล่าวได้ว่า การตรวจยืนยันฮีโมโกลบิน
ผิดปกติชนิดแอลฟาด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis มีความถูกต้องแม่นยำ และ
มีประสิทธิภาพสูง อีกทั้งยังเป็นเทคนิคที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว และอาจนำไปใช้ในการตรวจยืนยัน
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอื่นๆ ได้อีกด้วย 
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ABSTRACT 

  
Alpha Hemoglobin (Hb) variants are one of the common gene disorders 

that found in Thailand, a number of Hb analyses and identification of Hb variants in 
Thai population have been increasingly encountered but most of them cannot be 
diagnosed in routine setting. Accurate diagnoses of these variants are important for 
planning of appropriate management and genetic counseling for the patients and 
their family. However, this inconclusive phenotypic result requires verification using 
DNA analysis. The aim of this study, we developed real-time PCR technique with HRM 
analysis and designed 6 primer pairs covering HBA2 and HBA1 regions to confirm the 
diagnosis of alpha Hb variants in blood and DNA samples were obtained from 51 
subjects including, 10 Hb Constant Spring, 3 Hb Pakse’, 1 Hb Quong Sze, 1 Hb Pak 
Num Po, 1 Hb Thailand, 17 Hb Q-Thailand, 1 Hb Queens, 3 Hb Hekinan, 1 Hb Siam, 1 
Hb Anantharaj and 1 Hb Nakhon Ratchasima. Hb variants were collected at the 
Thalassemia Research unit, Naresuan University Hospital. The results of all samples 
were found to successful in identifying 11 types of alpha Hb variant by real-time PCR 
with HRM analysis and of all samples were consistent with the DNA sequencing 
technique. In conclusion, the diagnosis of alpha Hb variants using real-time PCR with 
HRM analysis has high accuracy and it is also a rapid and easy technique which can 
be used for the diagnosis of various Hb variants. 
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บทที่ 1 
 

บทนำ 
 
ความเป็นมาของปัญหา 
 ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา (alpha hemoglobin variant) เกิดจากการเปลี่ยนแปลง
ของลำดับนิวคลีโอโทด์ภายในยีนแอลฟาโกลบิน ซึ่งทำหน้าที่ในการสังเคราะห์แอลฟาโกลบินโปรตีน 
การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวอาจส่งผลกระทบต่อชนิดของกรดอะมิโน หรือความสามารถ ในการสังเคราะห์
ของยีนได้ลดลง (Clarke & Higgins, 2000) ทำให้การทำงานของฮีโมโกลบินเปลี่ยนแปลงไป           
ในปั จจุบั นมี การตรวจพบฮี โมโกลบิ นผิ ดปกติ ชนิ ดแอลฟาเป็ นจำนวนมากกว่ า 1,000 ชนิ ด                 
(Shih et al., 2010) ซึ่งการระบาดวิทยาของชนิดการกลายพันธุ์จะแตกต่างในแต่ละพ้ืนที่ สำหรับ
ประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบความผิดปกตินี้มากกว่า 30 ชนิด นับได้ว่าเป็นประเทศที่มีความชุก
และอุบัติการของฮีโมโกลบินผิดปกติมากท่ีสุดแห่งหนึ่งของโลก (Srivorakun et al., 2014) นอกจากนี้
ฮีโมโกลบินผิดปกติบางชนิดยังสามารถเกิดร่วมกับโรคธาลัสซีเมีย (thalassemia) ทำให้เกิดพยาธิสภาพ  
และความรุนแรงของโรงแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของความผิดปกติที่พบทำให้การตรวจวินิจฉัย  
โรคมีความซับซ้อนยากต่อการระบุชนิดความผิดปกติได้อย่างชัดเจน  
 การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์เพ่ือระบุชนิดของโรคธาลัสซีเมีย      
และฮีโมโกลบินผิดปกติ จึงมีบทบาทสำคัญเป็นอย่างในการควบคุมและการป้องกันโรคธาลัสซีเมีย          
การตรวจวิเคราะห์เพ่ือระบุชนิดและปริมาณของฮีโมโกลบิน (Hb typing) ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีเหลว
ความดันสูง (high pressure liquid chromatography : HPLC) และโครมาโทกราฟีเหลวความดันต่ำ 
(low pressure liquid chromatography : LPLC) พบว่าฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาหลายชนิด
มีค่า Retention time (RT) ที่ใกล้เคียงกันมาก บางชนิดมีการซ้อนทับกันกับฮีโมโกลบินปกติหรือ
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอ่ืน จึงไม่สามารถวินิจฉัยได้อย่างถูกต้องชัดเจนจำเป็นต้องมีการตรวจยืนยัน 
ในระดับดีเอ็นเอต่อไป (Jindadamrongwech et al., 2010) 
 ในบรรดาชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่มีการรายงาน พบว่าบางชนิดจัดเป็น
ฮีโมโกลบินผิดปกติที่ก่อให้ เกิดโรคธาลัสซี เมีย  (thalassemic hemoglobinopathy) กล่าวคือ
นอกจากสังเคราะห์เป็นฮีโมโกลบินผิดปกติแล้ว ปริมาณที่สังเคราะห์ยังน้อยกว่าปกติอีกด้วยตัวอย่าง   
ที่พบได้บ่อยในประชากรไทย เช่น Hb Constant Spring, Hb Pakse’ และ Hb Q-Thailand นอกจากนี้ยัง
พบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่ไม่ได้ก่อให้เกิดโรคธาลัสซีเมีย ซึ่งมีหลายชนิดที่พบในประชากรไทย 
เช่น Hb Anantharaj, Hb Hekinan, Hb Siam, Hb Queens, Hb J Buda และ Hb Thailand เป็นต้น 
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การที่ มี ฮี โมโกลบินผิดปกติทั้ งชนิดที่ ก่ อให้ เกิด  และไม่ เกิด โรคธาลั สซี เมี ย  จึ งชี้ ให้ เห็นว่ า                  
การตรวจวินิจฉัยเพ่ือระบุ และแยกชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติเหล่านี้ล้วนมีความสำคัญต่อการวางแผน
ในการดูแลรักษา ตลอดจนถึงการให้คำปรึกษาแนะนำทางพันธุกรรมแก่ผู้ป่วย (Clarke & Higgins, 2000)  
 ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาบางชนิดสามารถพบร่วมกับโรคธาลัสซีเมีย และก่อให้เกิด  
โรคโลหิตจางที่มีความรุนแรงแตกต่างกันไป จากการศึกษาพบว่าประเทศไทยมีการระบาดวิทยาของ
ฮีโมโกลบินผิดปกติที่สำคัญอย่าง Hb Constant Spring สูงถึง 1-12 เปอร์เซ็น และยังพบการระบาดของ
แอลฟาซีโรธาลัสซีเมียถึง 30-40 เปอร์เซ็นต์ (Fucharoen & Winichagoon, 2011) การเกิดปฏิสัมพันธ์
ร่วมกันระหว่าง Hb Hb Constant Spring กับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมียก่อให้เกิดโรคในกลุ่มที่เรียกว่า    
Hb H disease ผู้ป่วย Hb H-CS disease หลายราย มีอาการซีดรุนแรง พบตับ และม้ามโต จำเป็นต้อง
ได้รับการรรักษาโดยการถ่ายเลือด และส่วนใหญ่มีอาการรุนแรงมากกว่าโรค Hb H ชนิด Deletion 
(Boonsa et al., 2004) นอกจากนี้  ยั งพบ Hb Pakse’ ที่พบได้บ่อยในประชากรไทย ทั้ งในแถบ       
ภาคอีสาน ภาคกลาง และภาคเหนือ โดย Hb Pakse’ สามารถพบร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย       
และก่อให้เกิด โรค Hb H-Pakse disease ได้เช่นเดียวกัน ซึ่งมีอาการทางคลินิก และลักษณะแสดงออก
ทางโลหิตวิยาที่ ไม่แตกต่างกับ ผู้ป่ วย Hb H-CS disease อีกทั้ งฮีโมโกลบินผิดปกติหลายชนิด             
มีความไม่เสถียร และพบได้น้อยในการตรวจวิเคราะห์ Hb typing หรืออาจตรวจไม่พบเลย ซึ่งส่งผลต่อ
การวินิจฉัยโรคได้ ดังนั้นการตรวจยืนยันในระดับดีเอ็นเอ จึงมีความสำคัญเป็นอย่างมาก ในการตรวจ
วินิจฉัยโรค โดยเฉพาะในกลุ่มของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่อาจก่อให้เกิด  Hb H disease        
อีกทั้งเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาถึงความชุกของฮีโมโกลบินผิดปกติในแต่ละพ้ืนที่ได้อีกด้วย  
 การกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟามีสาเหตุหลักเกิดจากการกลายพันธุ์
เฉพาะที่  (point mutation) ทำให้ เทคนิคที่ ใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันได้แก่ Restriction 
fragment length polymorphism (RFLP), Allele-specific polymerase chain reaction (AS-PCR) 
รวมไปถึง DNA sequencing แม้จะเป็นเทคนิคที่นิยมใช้ตามห้องปฏิบัติการ  แต่ก็มีข้อจำกัด           
คือมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก ใช้ระยะเวลานานในการวิเคราะห์ อีกทั้งไม่สะดวกในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง
ที่มีจำนวนมาก และมีค่าใช้จ่ายสูง (Shih et al., 2010) ดังนั้นในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิค     
HRM analysis ที่มีความสามารถในการกราดตรวจการกลายพันธุ์ และการแปรผันในลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(scanning of mutation and sequence variants) สามารถแยกความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์         
ได้ดี  โดยเฉพาะชนิดที่ เกิดจากการเปลี่ยนแปลงแทนที่ ของลำดับนิวคลี โอไทด์ เพียง 1 bp               
(Zhou et al., 2004) ซึ่งมีความเหมาะสมอย่างยิ่ง ต่อการนำมาประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ชนิดการกลายพันธุ์
ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา นอกจากนี้ยั งมีการรายงานว่า  เทคนิค HRM analysis          
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ทางพันธุกรรม เทคนิค HRM analysis จัดเป็นวิธี 
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ที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว มีความยืดหยุ่นในการประยุกต์ใช้ ลดต้นทุนในการวิเคราะห์ และที่สำคัญ      
มีความถูกต้องแม่นยำสูง เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนดังที่ได้กล่าวมา 
 การตรวจวิเคราะห์ชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา จึงมีความสำคัญ
ต่อการวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย  และฮีโมโกลบินผิดปกติ สมควรได้รับการพัฒนาเทคนิคที่ ใช้                
ให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น เพ่ือรองรับกับจำนวนผู้ป่วยที่เข้ารับการตรวจวินิจฉัย อีกทั้งยังเพ่ิม
ความสามารถในงานตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของหน่วยวิจัยธาลัสซีเมียให้มีความครอบคลุม
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา และการตรวจโรคธาลัสซีเมียชนิดที่ไม่ได้เกิดการจากการขาดหายไป
ของยีน ทั้งชนิดที่พบได้บ่อยในประเทศไทยรวมไปถึงชนิดใหม่ที่อาจพบได้ในอนาคต โดยการออกแบบ
ไพรเมอร์หลายคู่ ให้มีความจำเพาะ และครอบคลุมบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน รวมไปถึงอาศัยหลักการ
ตรวจด้วยเทคนิค HRM analysis ที่มีการวิเคราะห์ผลออกมาในรูปของ Melting cruve และ         
มีลักษณะที่จำเพาะในแต่ละจีโนไทป์ของฮีโมโกลบินผิดปกติ  การพบรูปแบบของ Melting cruve      
ที่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม สามารถช่วยในการตรวจพบรูปแบบการกลายพันธุ์ชนิดใหม่ได้อีกด้วย       
ซึ่งเทคนิค HRM analysis เป็นอีกหนึ่งเทคนิคท่ีถูกพัฒนาให้มีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ชนิด    
การกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา เป็นประโยชน์ ต่อการศึกษาในด้านฐานข้อมูล   
และทางด้านระบาดวิทยาของฮีโมโกลบินผิดปกติในเขตภาคเหนือตอนล่างให้มีความชัดเจนได้ยิ่งขึ้น 
 
จุดมุ่งหมายของการวิจัย  
           พัฒนาการตรวจการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบได้ในประเทศไทย
ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis ได้อย่างถูกต้องแม่นยำ และมีประสิทธิภาพสูง 
 
ความสำคัญของการวิจัย 
 โครงการวิจัยชิ้นนี้ต้องการมุ่งเน้นการพัฒนาเทคนิคในตรวจวิเคราะห์เพ่ือระบุชนิด       
และตำแหน่งการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา โดยใช้เทคนิค Real-time PCR 
ร่วมกับ HRM analysis ในการวิเคราะห์ โดยปัจจุบันเทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจวิเคราะห์ เช่น
Restriction fragment length polymorphism (RFLP), Amplification refractory mutation system-
polymerase chain reaction (ARMS-PCR) และ DNA sequencing ต่างก็มีข้อจำกัดในการเลือกใช้ 
อีกทั้งยังเป็นวิธีที่มีขั้นตอนซับซ้อน ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์สูง และใช้ระยะเวลานาน งานวิจัยนี้     
จึงได้พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis มาใช้ในการวิเคราะห์ เพ่ือระบุชนิด  
และตำแหน่งการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาได้ครอบคลุมชนิดที่พบได้บ่อย        
ในประเทศไทยมีความถูกต้องแม่นยำสูง และลดระยะเวลา รวมทั้งต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์ อีกทั้ง
ยังมุ่งเน้น เพ่ือนำมาบรรจุเพ่ิมเติมในวีธีในการตรวจหาชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติ     
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ชนิดแอลฟาด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis สำหรับการควบคุมโรคธาลัสซีเมีย
ภายในหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย เป็นการเพ่ิมความสามารถในการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย ในเขตภาคเหนือ
ตอนล่างอย่างครบวงจรยิ่งขึ้น และอาจเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาความชุก รวมถึงระบาดวิทยา เพ่ือร่วมกัน
พัฒนาการวินิจฉัย การป้องกันควบคุม และการรักษาโรคธาลัสซีเมียต่อไปในอนาคต 
 
ขอบเขตการวิจัย 
         1. ขอบเขตด้านการศึกษา 
 งานวิจัยนี้ทำการศึกษาการวิเคราะห์ชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา 
ด้วยการพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis เป็นวิธีในการระบุชนิดการกลายพันธุ์
ชนิดที่พบได้ในประเทศไทยจำนวน 11 ชนิด ได้แก่ Hb Constant Spring, Hb Pakse’, Hb Quong Sze, 
Hb Q-Thailand, Hb Hekinan, Hb Anantharaj, Hb Siam, Hb Queens, Hb Nakhon Ratchasima, 
Hb Pak Num Po และ Hb Thailand ที่อยู่ในบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน  
 
          2. ขอบเขตด้านเวลา 
 งานวิจัยนี้ทำการเก็บรวบรวมตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยชนิด และรูปแบบการ
กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา ณ หน่วยวิจัยธาลัสซีเมียศูนย์
โลหิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร ระหว่างเดือน มกราคม 2562     
ถึงธันวาคม 2563 
 
สมมุติฐานของการวิจัย  
    ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่มีรายงานการตรวจพบได้บ่อยในประเทศไทย ได้แก่       
Hb Q-Thailand, Hb Hekinann, Hb Quong Sze, Hb Constant Spring และ Hb Pakse’ (Yimniam 
and Jindadamrongwech, 2016) มีรูปแบบการกลายพันธุ์ส่วนใหญ่เกิดจากการกลายพันธุ์เฉพาะที่   
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงแทนที่ของกรดอะมิโน (single amino acid substitution) ในสายแอลฟา
โกลบินโปรตีน ทำให้เกิดการต่อสายของกรดอะมิโนที่ยาวผิดปกติ หรือหยุดการสังเคราะห์โปรตีน  
ก่อนกำหนด จึงทำให้คุณสมบัติของฮีโมโกลบิน เปลี่ยนแปลง และมีผลกระทบต่อการทำงาน         
จากการสืบค้นข้อมูลพบว่า เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis มีความเหมาะสมสำหรับ
ทำการตรวจวิเคราะห์ชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เนื่องจากมีการรายงานพบว่า เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis มีความเหมาะสม  
และมีข้อได้เปรียบในการตรวจวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการเปลี่ยนแปลงรวมถึงการเพ่ิม 
(insertion) หรือการขาดหายไป (deletion) ของลำดับนิวคลีโอไทด์ได้ดี  เมื่อเทียบกับวิธี อ่ืนๆ 
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(Suwannasing et al., 2016) นอกจากนี้ ยังคาดการณ์ว่าการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะ  
และครอบคลุมบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 (HBA2) และยีนแอลฟาโกลบิน 1 (HBA1) ที่ทำการศึกษา 
ในโครงการวิจัยนี้จะสามารถใช้เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis ในการตรวจ
วิเคราะห์การกลายพันธุ์สำหรับฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทั้งชนิดที่พบ 
ได้บ่อยรวมไปถึงรองรับชนิดใหม่ที่อาจพบได้ในอนาคต 
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 การศึกษาการตรวจวิเคราะห์ชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา     
ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis มีวัตถุประสงค์ เพ่ือพัฒนาการตรวจวิเคราะห์    
ในการระบุชนิดการกลายพันธุ์ที่พบได้ในประเทศไทยได้อย่างถูกต้องแม่นยำ และมีประสิทธิภาพสูง 
สามารถแยกความแตกต่างของผู้ที่มียีนฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาได้ และพัฒนาการตรวจ
วิเคราะห์ที่ครอบคลุมรูปแบบ และชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาชนิด ที่พบได้บ่อยใน
ประเทศไทยรวมไปถึงชนิดใหม่ที่อาจพบได้ในอนาคต จากการค้นคว้าเอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
สามารถแบ่งหัวข้อได้ 5 หัวข้อ ดังนี้ 
           1. ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) 
          2. โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia) 
          3. การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน (Hb Typing and Quantitation) 
          4. ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา (alpha hemoglobin variants) 
          5. เทคนิค High resolution melting (HRM) analysis 
 
ฮีโมโกลบิน (hemoglobin) 
 ฮีโมโกลบิน (hemoglobin, Hb) เป็นโปรตีนเชิงซ้อนที่เป็นองค์ประกอบสำคัญภายใน    
เม็ดเลือดแดง มีลักษณะเป็นโปรตีนก้อนกลมประกอบไปด้วยหน่วยย่อยจำนวน 4 หน่วย (tetrameric 
protein subunits) ได้แก่ 2 หน่วยย่อย จากสายโกลบินโปรตีนในกลุ่มแอลฟา (alpha-like globin 
chain) และ 2 หน่ วยย่ อย  จากสายโกลบิ น โปรตีน ในกลุ่ มบี ตา (beta-like globin chain)           
โดยในแต่ละหน่วยย่อยจะมีฮีม (heme) ซึ่งมีองค์ประกอบเป็นธาตุเหล็กในรูปเฟอร์รัส (Fe2+)         
อยู่ภายในวงแหวนเพอร์ไฟลิน (porphyrin ring) ฮีโมโกลบินจึงทำหน้าที่สำคัญในการขนส่งออกซิเจน
จากปอดไปยังส่วนต่างๆ ของร่างกาย และนำคาร์บอนไดออกไซด์กลับไปสู่ปอด  (Farashi & 
Harteveld, 2018) 
 สายโกลบินโปรตีนในลุ่มแอลฟา ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนจำนวน 141 ตัว ถูกสังเคราะห์      
จากกลุ่ มยีนแอลฟาโกลบิน (alpha-like globin gene cluster) บนโครโมโซมแท่ งที่  16 (16p13.3)              
ขนาดประมาณ 30 kb มี 3 Exon และ 2 Intron ประกอบไปด้วย ยีนซีตาโกลบิน (zeta-globin, HBZ), 
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ยี นแอลฟาโกลบิ น  2 (alpha-globin 2, HBA2), ยี นแอลฟาโกลบิ น  1 (alpha-globin 1, HBA1)          
และยีนเทียม 3 ยีน (pseudogene) ประกอบด้วย ยีนเทียมซีตาโกลบิน (pseudo zeta-globin, HBZps),         
ยีนเทียมแอลฟาโกลบิน 1 (pseudo alpha-globin 1, HBA1ps) และยีนเทียมแอลฟาโกลบิน 2 (pseudo 
alpha-globin 2, HBM) นอกจากนี้ยังปรากฏ ยีนทีตาโกลบิน (theta-globin, HBQ) ซึ่งเป็นลำดับ      
นิวคลีโอไทด์ที่ปรากฏอยู่บริเวณทางด้านปลาย 3’ ของกลุ่มยีนแอลฟาโกลบิน แต่ยังไม่ทราบหน้าที่     
ที่ชัดเจน เนื่องจากไม่พบว่า มีการแสดงออกในระดับโปรตีน และไม่พบการรายงานความผิดปกติ        
ที่เกิดจากการขาดหายไปของยีนทีตาโกลบิน (Farashi & Harteveld, 2018)  
 สายโกลบินโปรตีนในกลุ่มบีตา ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนจำนวน 146 ตัว ถูกสังเคราะห์
จากกลุ่มยีนบีตาโกลบิน (beta-like globin gene cluster) บนโครโมโซมแท่งที่ 11 (11p15.15)      
มีขนาดประมาณ 70 kb มี 3 Exon และ 2 Intron ประกอบไปด้วย 5 ยีน ได้แก่ ยีนเอปไซลอนโกลบิน 
(epsilon-globin, HBE), ยีนจีแกมมาโกลบิน (gammaG -globin, HBG2), ยีนเอแกมมาโกลบิน (gammaA 

-globin, HBG1), ยีนเดลตาโกลบิน (delta-globin, HBD) และยีนบีตาโกลบิน (beta-globin, HBB) 
(Stamatoyannopoulos, 2005; Thein, 2018)  
 ลำดับการสร้างฮีโมโกลบินในมนุษย์พบว่า  มีการสลับเปลี่ยนแปลง (hemoglobin 
switching) ไปตามแต่ระยะของการพัฒนาการ ที่สำคัญ 2 ช่วงของการเจริญเติบโต คือ  
          1. ช่วงจากระยะเอ็มบริโอ (embryo) เข้าสู่ ระยะฟีตัส (fetus) โดยในระยะเอ็มบริโอ 
นับตั้งแต่หลังการเกิดปฏิสนธิไปจนถึงอายุครรภ์ 8 สัปดาห์ ยีนซีตาโกลบิน, ยีนแอลฟาโกลบิน, ยีนเอป
ไซลอนโกลบิน และยีนแกมมาโกลบิน จะมีการแสดงออกในช่วงแรกทำให้เกิดเป็นเอ็มบริโอนิก
ฮีโมโกลบิน (embryonic hemoglobin) 3 ชนิด ได้แก่ ฮีโมโกลบิน Glower 1 (ประกอบไปด้วย     
ซีตาโกลบิน 2 สาย และเอปไซลอนโกลบิน 2 สาย) ฮีโมโกลบิน Glower 2 (ประกอบไปด้วยแอลฟา
โกลบิน 2 สาย และเอปไซลอนโกลบิน 2 สาย) และฮีโมโกลบิน Portland (ประกอบไปด้วย ซีตาโกล
บิน 2 สาย และเอปไซลอนโกลบิน 2 สาย) เมื่อเข้าสู่ระยะฟีตัส ตั้งแต่ช่วงอายุครรภ์ 8-35 สัปดาห์    
ยีนแอลฟาโกลบิน และยีนแกมมาโกลบินจะมีระดับการแสดงออกที่สู งมาก  ทำให้ เกิดเป็น    
ฮีโมโกลบินเอฟ (Hb F) ซึ่งพบประมาณ 90-95 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด 
          2. ช่ ว งจากระยะฟีตั ส  (fetus) จนกระทั่ งหลั งคลอด  (postnatal) ยี นบี ต าโกลบิ น             
เริ่มมีการแสดงออกที่สูงขึ้น ในขณะที่ยีนแอลฟาโกลบินยังคงแสดงออกสูงทุกช่วงระยะของการ
เจริญเติบโต จึงเริ่มมีการสร้างฮีโมโกลบินเอ (Hb A) ในปริมาณเล็กน้อย แต่ยีนแกมมาโกลบินยังคง    
มีระดับการแสดงออกอยู่ ดังนั้นในทารกแรกเกิดจะตรวจพบว่า มีปริมาณฮีโมโกลบินเอฟเป็นส่วนมาก
คิดเป็น 61-80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อทารกมีอายุได้ 6 เดือน ปริมาณฮีโมโกลบินเอฟจะลดลงเหลือประมาณ 
5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากระดับการแสดงออกของยีนแกมมาโกลบินลดลง และยังคงลดลงอย่างต่อเนื่อง
จนทำให้เหลือเท่ากับผู้ใหญ่ เมื่ออายุได้ 1 ปี เป็นต้นไป จะมีปริมาณฮีโมโกลบินเอฟน้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ 
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และมีปริมาณฮีโมโกลบินเอเป็นส่วนใหญ่ประมาณ 97 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังพบการแสดงออก    
ของยีนเดลตาโกลบินเล็กน้อย ทำให้พบปริมาณของของฮีโมโกลบินเอ 2 (Hb A2) ประมาณ 2-3 
เปอร์เซ็นต์ (Martyn, Quinlan, & Crossley, 2017) ดังภาพ 1 และแสดงโครงสร้างของโกลบินโปรตีน       
ดังภาพ 2 
 ความผิดปกติของยีนโกลบินสามารถเกิดขึ้นได้หลากหลายชนิด ทั้ งความผิดปกติ            
ในด้านปริมาณ (quantitative defect) และด้านคุณภาพ (qualitative defect) ทำให้การสังเคราะห์
สายโกลบินโปรตีนมีจำนวนลดลงไม่จนถึงไม่ผลิตเลย หรือทำให้ลำดับกรดอะมิโนแตกต่างไปจากเดิม
ทำให้มีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลง (Viprakasit & Ekwattanakit, 2018) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 1  กลุ่มยีนแอลฟาโกลบิน, บีตาโกลบิน และระดับการแสดงออกของยีนโกลบิน 
          ที่สังเคราะห์ฮีโมโกลบินแต่ละชนิด ในระยะของการพัฒนาการต่างๆ 
 

ที่มา: Martyn et al. (2017)  
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ภาพ 2  โครงสร้างแบบปฐมภูมิ และทุติยภูมิ พร้อมลำดับกรดอะมิโนของโกลบิน 
    ของโปรตีนแอลฟาโกลบิน (บน) และบีตาโกลบิน (ล่าง) 
 

ที่มา: Old and Henderson (2010) 
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โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia) 
 โรคธาลัสซี เมียเป็นหนึ่ งในโรคโลหิตจางชนิดที่ เกิดจากความผิดปกติของยีนเดี่ยว 
(monogenic disorder) ที่พบได้บ่อยที่สุดในโลก เกิดจากความผิดปกติของยีนที่สังเคราะห์สาย
โปรตีนโกลบิน (globin chain) ซึ่งเป็นองค์ประกอบสำคัญของฮีโมโกลบินภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง 
ข้อมูลปัจจุบันพบว่าประชากรทั่วโลกกว่า 270 ล้านคน เป็นพาหะของโรคธาลัสซีเมียชนิดใดชนิดหนึ่ง 
และประมาณ 500,000 คน ของเด็กแรกเกิดในแต่ละปี เป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง ปัจจุบันได้    
มีการศึกษาทางด้านระบาดวิทยาของโรคธาลัสซีเมียในประเทศไทยพบว่า ประชากร อย่างน้อย 30–40 
เปอร์เซ็นต์ เป็นพาหะของโรคธาลัสซีเมีย และอย่างน้อย 1 เปอร์เซ็นต์ ป่วยเป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง   
จึงกล่าวได้ว่าโรคธาลัสซีเมียยังคงมีความชุกสูงทั้งในภูมิภาคหลายแห่งของโลกรวมถึงในประเทศไทย
และเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ สำคัญของประเทศไทยอีกด้วย (Kulaphisit et al., 2017; 
Lithanatudom et al., 2016) 
 อาการทางคลินิกของโรคธาลัสซีเมียมีความหลากหลาย ตั้งแต่พบเม็ดเลือดแดงขนาดเล็ก
โดยที่ไม่มีอาการปรากฏ หรืออาจพบว่ามีอาการซีดจนต้องได้รับการรักษาโดยการให้เลือด (blood 
transfusion) ไปจนถึงอาการรุนแรงจนทำให้ผู้ป่วยเสียชีวิตตั้งแต่ยังเป็นทารกอยู่ในครรภ์ การจัด
จำแนกชนิด (classification) ของโรคธาลัสซีเมียสามารถแบ่งได้หลากหลาย เช่น การแบ่งตาม
ลักษณะทางพันธุกรรมหรือจีโนไทป์ (genotype classification) โดยขึ้นอยู่กับชนิดของสายโกลบิน
โปรตีนที่ลดลง สามารถแบ่งออกเป็น 
          1. แอลฟาธาลัสซีเมีย (alpha thalassemia) เกิดจากการกลายพันธุ์ในกลุ่มยีนแอลฟาโกลบิน 
บนโครโมโซมแท่งที่ 16 ปัจจุบันพบการกลายพันธุ์ของยีนที่ทำให้เกิดแอลฟาธาลัสซีเมีย มากกว่า     
80 ชนิด ซึ่งส่วนมากเกิดจากการขาดหายไปขนาดใหญ่ของยีน (deletion thalassemia) แบ่งเป็น 
การขาดหายไปทั้งยีนทำให้ไม่มีการสังเคราะห์สายโกลบิลโปรตีนในกลุ่มแอลฟา เรียกว่า แอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย
(alpha0 thalassemia ) ชนิ ดที่ พบได้บ่ อยในประเทศไทย ได้ แก่  Southeast Asia deletion (--SEA)         
และ Thai deletion (--THAI) ส่วนการขาดหายไปบางส่วนของยีนทำให้มีการสังเคราะห์สายแอลฟา
โกลบินโปรตีนได้ลดน้อยลง เรียกว่า แอลฟาพลัสธาลัสซีเมีย (alpha+ thalassemia) ชนิดที่พบได้
บ่อยในประเทศไทย ได้แก่ -3.7 kb deletion และ -4.2 kb deletion นอกจากนี้การกลายพันธุ์ที่ทำ
ให้เกิดแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่ไม่ได้เกิดจากการขาดหายไปของยีน (non-deletional thalassemia) 
บางชนิดก่อให้ เกิดอาการทางคลินิกที่รุนแรงมากหากเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับโรคธาลัสซีเมีย     
โดยเฉพาะชนิดเกิดจากการขาดหายไปของยีน (deletion thalassemia) จะก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า              

Non-deletional Hb H disease ที่มีความรุนแรงได้ (Lithanatudom et al., 2016) 
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          2. บีตาธาลัสซีเมีย (beta thalassemia) เกิดจากการกลายพันธุ์ในกลุ่มยีนบีตาโกลบิน       
บนโครโมโซมแท่งที่ 11 การกลายพันธุ์มีรายงานว่าพบได้มากกว่า 200 ชนิด ส่วนใหญ่เกิดจาก      
การเปลี่ยนแปลงของลำดับนิวคลีโอไทด์ (point mutation) หรือมีการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไป       
ของนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆ (small deletion or small insertion) หากการกลายพันธุ์ที่ เกิดขึ้น      
ทำให้ไม่มีการสังเคราะห์สายโกลบินโปรตีนในกลุ่มบีตา เรียกว่า บีตาซีโรธาลัสซีเมีย (beta0 
thalassemia) ชนิดที่พบได้บ่อยในประเทศไทย ได้แก่ codon 17, IVS-1, codon 35, codon 41, 
codon 41/42 และ Codon 71/72 เป็นต้น การกลายพันธุ์ที่ทำให้มีการสังเคราะห์สายบีตาโกลบิน
โปรตีนได้ลดน้อยลงเรียกว่า  บีตาพลัสธาลัสซี เมีย (beta+ thalassemia) ชนิดที่พบได้บ่อย            
ในประเทศไทย ได้แก่ IVS-5, IVSII-654 และ codon 126 เป็นต้น (Chaibunruang et al., 2018; 
Thein, 2018) 
 การจัดจำแนกชนิดของโรคธาลัสซีเมียยังสามารถจำแนกตามความรุนแรงของอาการทาง
คลินิก (clinical classification) แบ่งเป็น ธาลัสซีเมียเมเจอร์ (thalassemia major), ธาลัสซีเมียเมีย
อิน เตอร์มี เดี ย  (thalassemia intermedia) และธาลั สซี เมี ย ไม เนอร์  (thalassemia minor)           
ซึ่งมีลักษณะความรุนแรงของอาการจากมากไปน้อยตามลำดับ  ปัจจุบันสมาพันธ์โรคโลหิตจาง       
ธาลัสซี เมี ยนานาชาติ  (Thalassemia International Federation; TIF) ได้มี การจำแนกชนิ ด      
ของโรคธาลัสซีเมียตามแนวทาง และวิธีในการรักษาผู้ป่วยเป็นหลักเกณฑ์ (clinical management 
and complication) แบ่งออกเป็น 
          1. Transfusion-dependent thalassemia (TDT) คือ กลุ่มโรคธาลัสซีเมียชนิดที่ผู้ป่วย
จำเป็นต้องได้รับการรักษาโดยการให้เลือด (blood transfusion) เพ่ือให้ผู้ป่วยรอดชีวิต ประกอบ    
ไปด้วย Homozygous beta0-thalassemia, Hb E/ beta0-thalassemia, Non-deletional Hb H disease 
และ Survived Hb Bart’s hydrops fetalis ซึ่งผู้ป่วยกลุ่มนี้มีอาการซีดรุนแรง (severe anemia)   
ตับ และม้ามโต (hepatosplenomegaly) จำเป็นต้องได้รับการให้เลือดและยาขับเหล็ก ( iron 
chelation) รวมไปถึงการปลูกถ่ายเซลล์ต้นกำเนิดเพ่ือการรักษา (stem cell transplantation) 
(Cappellini, Cohen, Porter, Taher, & Viprakasit, 2014; Viprakasit & Ekwattanakit, 2018) 
         2. Non–transfusion-dependent thalassemia (NTDT) เป็นกลุ่มของผู้ป่วยธาลัสซีเมีย     
ที่ไม่จำเป็นต้องได้รับการรักษาโดยการให้เลือด (blood transfusion) แต่อาจมีความจำเป็นที่จะต้อง
รักษาด้วยการให้เลือดบ้างเป็นครั้งคราว เช่น เกิดภาวะติดเชื้อ ( infection) ภาวะตั้งครรภ์ หรือพบว่า
มีภาวะม้ามโต (splenomegaly) ผู้ป่วยกลุ่มนี้มีอาการที่หลากหลายตั้งแต่ซีดปานกลางไปถึงรุนแรง 
สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ Homozygous beta+-thalassemia, Hb E/ beta+-thalassemia  
และ Hb H disease ซึ่งการรักษาจะมุ่งเน้นเพ่ือการประคับประคองอาการ บางกรณีอาจมีการ       
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ให้เลือด การตัดม้าม การให้ยากระตุ้นการสร้างฮีโมโกลบินเอฟ และยาขับเหล็ก เป็นต้น (Taher, 
Vichinsky, Musallam, Cappellini, & Viprakasit, 2013; Viprakasit & Ekwattanakit, 2018) 
 
การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน (Hb typing and Quantitation) 
 การตรวจวิเคราะห์ชนิด และปริมาณฮีโมโกลบินเป็นการตรวจ เพ่ือวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย
และฮีโมโกลบินผิดปกติ โดยถือเป็นการตรวจวินิจฉัยที่สำคัญที่สุดอีกวิธีหนึ่ง ทั้งในการยืนยันผลการ  
คัดกรองหาคู่สามีภรรยาที่เสี่ยงต่อการให้กำเนิดบุตรเป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง การตรวจชนิดนี้
อาศัยหลักการของโปรตีนแต่ละชนิดจะมีคุณสมบัติในการเคลื่อนที่แตกต่างกัน โดยขึ้นอยู่กับขนาดของ
โมเลกุล และประจุสุทธิภายในโปรตีน โดยฮีโมโกลบินแต่ละชนิดจะมีประจุสุทธิทางไฟฟ้าที่แตกต่างกัน
จึงสามารถนำมาแยกชนิดได้ ในปัจจุบันนิยมใช้เครื่องมืออัตโนมัติมาช่วยในการวิเคราะห์  เนื่องจาก     
มีความสะดวกและมีความแม่นยำสูง โดยอาศัยหลักการสำคัญ คือ 
          1. หลักการคอลัมน์โครมาโตกราฟี (column chromatography)  
 ฮีโมโกลบินแต่ละชนิดจะถูกแยกในหลอดคอลัมน์โครมาโตกราฟี (column chromatography) 
โดยจะเกิดการแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchange chromatography) เกิดขึ้นภายในคอลัมน์ 
(column) ที่บรรจุตัวกลางที่มีคุณสมบัติเป็นประจุลบ เช่น เรซิน (resin) หลังจากนั้นจะถูกสารละลาย
ที่มีคุณสมบัติเป็นประจุบวกที่เพ่ิมความแรงขึ้น ทำหน้าที่ชะพาออกมาจากคอลัมน์ โดยจะจำแนกชนิด
ของฮีโมโกลบินแต่ละชนิดตามเวลาที่ถูกจับไว้ในคอลัมน์ เรียกว่า Retention time (RT) และทำการ
เปรียบเทียบชนิดฮีโมโกลบินกับค่า RT ของฮีโมโกลบินมาตรฐาน จากนั้นวัดปริมาณฮีโมโกลบิน    
โดยอาศัยหลักการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 และ 690 นาโนเมตร การรายงานชนิด และปริมาณ
ฮีโมโกลบิน คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ ซึ่งคำนวณจากตามพ้ืนที่ใต้กราฟ และแสดงผลในรูปของโครมาโตแกรม 
(chromatogram) ซึ่ งหลั กการนี้  มี ทั้ งแบบแรงดั นสู ง (high pressure liquid chromatography; HPLC)        
และแบบแรงดันต่ำ (low pressure liquid chromatography; LPLC) 
          2. หลักการแยกฮีโมโกลบินชนิดต่างๆ ด้วยกระแสไฟฟ้าความต่างศักย์สูงในหลอดแก้ว       
นำไฟฟ้าขนาดเล็ก (capillary electrophoresis; CE) 
 การแยกสารในหลอดขนาดเล็กโดยอาศัยคุณสมบัติทางไฟฟ้าของฮีโมโกลบินแต่ละชนิด    
ที่แตกต่างกันไป โดยจะใช้หลอด capillary ขนาดเล็กที่ภายในเคลือบด้วยสารซิลิกา (silica) และแช่
ปลายทั้งสองข้างในสารละลาย electrolyte และปลายทั้งสองข้างต่อเข้ากับไฟฟ้าความต่างศักย์สูง 
เมื่อฉีดตัวอย่างเลือดเข้าไปในหลอดขนาดเล็กจะเกิดการแตกตัวเป็นอิออน ( ion) เกิดการเคลื่อนที่  
จากขั้วบวกไปยังขั้วลบโดยอาศัยแรงผลักทางไฟฟ้า และทำการตรวจวัดที่ปลายขั้วลบ ทำการวัด     
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน 415 นาโนเมตร หลังจากนั้นทำการวิเคราะห์ และคำนวณปริมาณ
ของฮีโมโกลบินออกมาเรียกว่า Electropherogram โดยวิธีนี้จะมีศักยภาพในการแยกตำแหน่ง     
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ของฮีโมโกลบินเอ 2 ออกจากฮีโมโกลบินอี (คณะกรรมการการจัดทำคู่มือปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรค
ธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฏิบัติการ, 2556) 
 การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินสามารถตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติได้โดย
อาจจะปรากฏในบริเวณที่เรียกว่าวินโดว (window) หรือซ้อนทับกับตำแห่งของฮีโมโกลบินชนิดอ่ืน  
ณ ค่า RT ต่างๆ ในกรณีที่ใช้การตรวจด้วยเครื่อง HPLC และ LPLC พบว่าฮีโมโกลบินหลายชนิดมีค่า 
RT ที่ใกล้เคียงกันมาก จึงไม่สามารถวินิจฉัยได้อย่างชัดเจน จำเป็นต้องได้รับการตรวจวิเคราะห์ใน
ระดับดีเอ็นเอจึงจะทราบถึงชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติได้ นอกจากนี้การวิเคราะห์ฮีโมโกลบินด้วย
เครื่อง CE จะแสดงผลฮีโมโกลบินผิดปกติบางชนิดในตำแหน่งที่ทับซ้อนกันได้  เช่น Hb Q-Thailand       
และ Hb Tak จะปรากฏในตำแหน่งเดียวกับ ฮีโมโกลบินเอฟ ดังภาพ 3 จึงจำเป็นต้องได้รับการยืนยัน
ด้วยการวิเคราะห์ในระดับดีเอ็นเอด้วยเช่นกัน (คณะกรรมการการจัดทำคู่มือปฏิบัติการตรวจ
วินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฏิบัติการ, 2556)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    ภาพ 3 การวิเคราะห์ Hb Q-Thailand ปรากฏในตำแหน่งเดียวกับฮีโมโกลบินเอฟ 
        จากการวิเคราะห์ฮีโมโกลบินด้วยเทคนิค Capillary electrophoresis  
 

ที่มา: คณะกรรมการการจัดทำคู่มือปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย  และฮีโมโกลบินผิดปกติ
ทางห้องปฏิบัติการ (2556) 



14 
 
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา (alpha hemoglobin variants)  
 ฮีโมโกลบินผิดปกติ (hemoglobin variant or abnormal hemoglobin) จัดเป็นหนึ่ง      
ในความผิดปกติทางพันธุกรรมอันก่อให้เกิดปัญหาทางสุขภาพที่พบได้บ่อย (Daniel et al., 2005) 
สาเหตุ เกิ ด ได้ จากการกลายพั นธุ์ ทั้ งในกลุ่ มยี นแอลฟาโกลบิ น  และกลุ่ มยี นบี ตาโกลบิ น                               
(Shih et al., 2010) จากการศึกษาพบว่า ประชากรทั่วโลกมากกว่า 7 เปอร์เซ็นต์ มีความผิดปกติของ
ยีนโกลบินแอบแฝงอยู่ (Forget et al., 2001) และประมาณ 150 ล้านคน ทั่วโลกตรวจพบว่า            
มีฮีโมโกลบินผิดปกติ (Shimizu et al., 2006) นอกจากนี้มีการรายงานการตรวจพบ และระบุชนิด
ของฮีโมโกลบินผิดปกติไปแล้วมากกว่า 1,300 ชนิดทั่วโลก และเกือบ 500 ชนิด ของฮีโมโกลบิน
ผิดปกติเกิดขึ้นในยีนแอลฟาโกลบิน 2 (HBA2) และยีนแอลฟาโกลบิน 1 (HBA1) (Shih et al., 2010) 
 ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ส่วนใหญ่เกิดจากความผิดปกติชนิดที่มีการเปลี่ยนแปลง
ของลำดับนิวคลีโอไทด์ (point mutation) (Clarke and Higgins, 2000) และสามารถเกิดได้หลาย
ตำแหน่งในทุกระดับของกระบวนการสังเคราะห์สายแอลฟาโกลบิลโปรตีน ได้แก่  
          1. ขั้นตอนการสังเคราะห์สายเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA processing) ซึ่งพบได้ท่ีตำแหน่ง  IVS-1 
donor site, IVS-1 acceptor site และ Poly (A) signal site 
          2. ขั้นตอนการถอดรหัสกรดอะมิโนจากสายเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA translation) พบที่
ตำแหน่ง Initiation codon, Exon1-3 และ Termination codon  
          3. ขั้นตอนหลังการถอดรหัสกรดอะมิโนจากสายเอ็มอาร์เอ็นเอ (post-translation) จึงทำให้
พบความหลากหลายของชนิดการกลายพันธุ์ในฮีโมโกลบินที่ผิดปกติชนิดแอลฟา  
 ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาชนิดที่พบในประเทศไทย 
 Hb Constant Spring (Hb CS) เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง Termination codon 
ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (alpha-globin 2, HBA2) เกิดเปลี่ยนแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์จาก TAA 
เป็น CAA ส่งผลให้มีการสังเคราะห์กรดอะมิโนในสายแอลฟาโกลบินที่ยาวขึ้นไป (elongation)       
อีกจำนวน 31 ตัว   
 Hb Pakse’ เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง termination codon ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 
(alpha-globin 2, HBA2) เช่นเดียวกับ Hb CS แต่แตกต่างที่ลำดับนิวคลีโอไทด์จาก TAA เป็น TAT 
ส่งผลให้มีการสังเคราะห์กรดอะมิโนในสายแอลฟาโกลบินที่ยาวขึ้นไปอีกจำนวน 31 ตัว เช่นกัน 
 Hb CS และ Hb Pakse’ จัดเป็นฮีโมโกลบินผิดปกติและแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่ไม่ได้เกิด
จากการขาดหายไปของยีนที่สำคัญ สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย (alpha0 

thalassemia) ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า Non-deletional Hb H disease ที่มีความรุนแรง นอกจากนี้    
มีรายงานพบว่า ผู้ที่เคยได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น Hb Constant Spring เมื่อนำมาทำการตรวจสอบ
ด้วยการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) พบว่าเป็น Hb Paksé 5-7 เปอร์เซ็นต์ 
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(Pichanun et al., 2 0 1 0 ; Sanchaisuriya, Fucharoen, & Fucharoen, 2 0 0 2 ; Singsanan, 
Fucharoen, Savongsy, Sanchaisuriya, & Fucharoen, 2007; Viprakasit et al., 2002) 
 Hb Q-Thailand เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง Codon 74 ของยีนแอลฟาโกลบิน 1 
(HBA1) พบว่า มีความสัมพันธ์กับยีนแอลฟาพลัสธาลัสซีเมีย (alpha+ thalassemia) ชนิด -4.2 kb 
deletion บนโครโมโซมข้างเดียวกันเสมอ Hb Q-Thailand พบว่ามีความชุกสูงในคนไทย สามารถ
เกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า Hb H-Q disease (Leung, Ma, 
Chan, & Chan, 2004) 
 Hb Hekinan เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง Codon 27 ของยีนแอลฟาโกลบิน 1 
(HBA1) จัดเป็นฮีโมโกลบินผิดปกติที่ไม่แสดงอาการทางคลินิกสามาถพบ Hb Hekinan ร่วมกับ       
ฮีโกลบินอี (Hb E) จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC และ LPLC จะปรากฏที่ตำแหน่งเดียวกับ     
Hb A จึงอาจทำให้เกิดการวินิจฉัยผิดพลาดได้ (คณะกรรมการการจัดทำคู่มือปฏิบัติการตรวจ
วินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฏิบัติการ, 2556) 
 Hb Quong Sze เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง codon 125 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 
(HBA2) สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า Hb H-QZ 
disease ที่ มี ค ว าม รุ น แรงได้  (Laosombat, Wiryyasateinkul, Chrangtrakul, & Fucharoen, 
2003; Suwannasing, Sroymora, & Jindadamrongwech, 2016)   
 Hb Nakhon Ratchasima เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง Codon 63 ของยีนแอลฟา
โกลบิน 2 (alpha-globin 2, HBA2) สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับฮีโกลบินอี และยีนแอลฟาพลัส 
ธาลัสซีเมีย (alpha+ thalassemia) ชนิด -3.7 kb deletion (Srivorakun, Fucharoen, Puangplruk, Kheawon, 
& Fucharoen, 2011) 
 จากการศึกษาพบว่า ยังมีการรายงานฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบได้น้อย         
ในประเทศไทยอีกหลายชนิดที่สามารถเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับยีนแอลฟาธาลัสซีเมีย, บีตาธาลัสซีเมีย          
และฮีโกลบินอีทำให้ผู้ป่วยมีอาการที่หลากหลายตั้งแต่ซีดปานกลางไปจนถึงรุนแรงจนต้องได้รับ      
การรักษาโดยการให้เลือด ซึ่งสามารถสรุป ตำแหน่งของยีน และรูปแบบการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบิน
ผิดปกติชนิดแอลฟาต่างๆ ในตาราง 1  
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  ตาราง 1  ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาต่างๆ ที่มีการรายงานพบในประเทศไทย 
 

ยีนที่ศึกษา ตำแหน่ง ฮีโมโกลบินผิดปกติ รูปแบบการกลายพันธุ์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HBA2 

 
 
 
 
 

Exon 1 

Initiation codon  
deletion A 

(HBA2: c.1delA; Met>0)  
(Viprakasit et al., 2014) 

Initiation codon  
deletion T 

(HBA2: c.2delT; Met>0) 
(Suwannasing et al., 2016) 

Hb Anantharaj  
(Hb J Wuming) 

(HBA2: c.11AAG>CAG; α11(A9) 
Lys>Gln) (Zhai et al., 2012) 

Hb Siam  
(Hb Ottawa) 

(HBA2: c.15GGT>CGT; α15 (A13) 
Gly>Arg) (Turbpaiboon et al., 2002) 

Codon 30 deletion  (HBA2: c.91_93delGAG; α30 (B11) 
Glu>0) (Suwannasing et al., 2016) 

 
 

Exon 2 

Hb Nakhon 
Ratchasima 

(HBA2: c.63 GCC>GTC; α63(E12) 
Ala>Val) (Srivorakun et al., 2011) 

Hb Suan Dok (HBA2: c.109CTG>CGG; α109 (G16) 
Leu>Arg) (Regtuijt et al., 2004) 

Hb Quong Sze  (HBA2: c.377T>C; α125(H8) 
Leu>Pro) (Suwannasing et al., 2016) 

 
 

Exon 3 

Hb Westmead  (HBA2: c.369CAC>CAG; α122(H5) 
His>Gln) (Viprakasit et al., 2014) 

Hb Constant Spring  (HBA2: c.427T>C; α142 Stop>Gln) 
(Pichanun et al., 2010) 

Hb Pakse’  (HBA2: c.429A>T; α142 Stop>Tyr) 
(Pichanun et al., 2010) 
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ตาราง 1 ต่อ 
 

ยีนที่ศึกษา ตำแหน่ง ฮีโมโกลบินผิดปกติ รูปแบบการกลายพันธุ์ 

  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 

HBA1 
  
  
  
  

  
 
 

Exon1 
  

Hb Anantharaj  
(Hb J Wuming) 

(HBA1: c.11AAG>CAG; α11(A9) 
Lys>Gln) (Zhai et al., 2012) 

Hb Siam  
(Hb Ottawa) more 

(HBA1: c.15GGT>CGT; α15 (A13) 
Gly>Arg)  
(Turbpaiboon et al., 2002) 

Hb Hekinan (HBA1: c.27GAG>GAT; α27 (B8) 
Glu>Asp) 
(Ngiwsara et al., 2004) 

Intron 1 Donor splice site 
mutation at IVSI-I  

(HBA1: c.95+1G>A)  
(Suwannasing et al., 2016) 

  
 
 
 
 

Exon2 
  

Hb Queens Park  (HBA1: c.98T>A; α32 (B13) 
Met>Lys)  
(Viprakasit et al., 2014) 

Hb Queens (HBA1: c.34CTG>CGG; α34 (B15) 
Leu>Arg)  
(Fucharoen et al., 2007) 

Hb Q-Thailand (HBA1: c. 74GAC>CAC; α74 
Asp>His) (Leung et al., 2004) 

Hb Thailand (HBA1: c.170AAG>ACG; α56 (E5) 
Lys>Thr)  
(Singha et al., 2013) 

 
 

Exon 3 
  

Hb Phnom Penh (HBA1: c.117/118+ATC; 
α117(GH5)-Ile-α118(H1)  
(Singha et al., 2013) 

Hb Pak Num Po (HBA1: c.396_397insT+35) 
(Viprakasit et al., 2004) 
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 ข้อมูลทางด้านระบาดวิทยา ในประเทศไทยพบว่า ความชุกของฮีโมโกลบินที่ผิดปกติชนิด
แอลฟาที่ทำการศึกษาในเขตภาคเหนือ ช่วงปี  2012-2014 มีรายงานว่าพบ Hb Q-Thailand 
(19.0%), Hb Hekinan (3.8%), Hb Siam (0.9%), Hb Beijing (0.5%) และ Hb Kawachi (0.5%) 
จากตัวอย่างเลือดที่ตรวจพบจำนวน 211 ตัวอย่าง (Panyasai, Fucharoen, & Fucharoen, 2016)  

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ทำการศึกษาจากหลายภูมิภาคในประเทศไทยตั้งแต่ช่วงปี 2002-2012     
มีรายงานพบ Hb Q-Thailand (15.8%), Hb Siam (1.2%), Hb Queens (0.9%), Hb Beijing (0.8%), 
Hb Hekinan (0.8%) และ Hb Nakhon Ratchasima (0.8%)  (Srivorakun, Singha, Fucharoen, Sanchaisuriya, 
& Fucharoen, 2014)  จากข้อมูลเบื้องต้นจึงเป็นตัวกำหนดการตรวจวิเคราะห์  ให้ครอบคลุมชนิด     
ของฮีโมโกลบินที่ผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบได้ในประเทศไทย  
 การตรวจวินิจฉัยทางด้านชีววิทยาโมเลกุล (molecular diagnosis) การกลายพันธุ์ของ
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา มีความยุ่งยากมากกว่าการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดบีตา 
เนื่องจากยีนแอลฟาโกลบินจัดเป็นยีนที่มีการจำลองตัวเอง (gene duplication) จึงทำให้บริเวณ
ดังกล่าวมีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายกันมาก (homology region) พบความแตกต่างกันในบริเวณ 
Intron 2 และ 3’ untranslated จึงทำให้แยกความแตกต่างระหว่างยีนทั้ง 2 ได้ยาก นอกจากนี้    
ยีนแอลฟาโกลบินยังมีสัดส่วนของลำดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดกัวนีน (guanine, G) และ ไซโตซีน (cytosine, C)     
ในปริมาณสูง (high GC content) ถึง 60-80 เปอร์เซ็นต์  เมื่อเปรียบเทียบกับยีนบีตาโกลบิน           
ที่ พบ เพี ยง 40 เปอร์ เซ็นต์  จึ งสามารถเกิ ดโครงสร้ างแบบทุติ ยภู มิ  (secondary structure)                 
ของสายดีเอ็นเอได้ง่าย และสามารถขัดขวางการเข้าทำปฏิกิริยาของเอนไซน์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส 
(DNA polymerase) ในปฏิ กิ ริ ยาลู ก โซ่พอลิ เมอเรส ได้  (polymerase chain reaction, PCR) 
( Fischel-Ghodsian, Nicholls, & Higgs, 1 9 8 7 ; Somervaille, 2 0 0 1 ; Uaprasert, Settapiboon, 
Amornsiriwat, Sutcharitchan, & Rojnuckarin, 2017; Viprakasit et al., 2002) 
 ในปัจจุบันมีรายงานการใช้เทคนิคในการตรวจวิเคราะห์ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา 
เช่น เทคนิค Restriction fragment length polymorphism (RFLP) โดยอาศัยหลักการกลายพันธุ์
บางตำแหน่ง เช่น Hb Constant Spring, Hb Pakse’และ Hb Quong Sze ซึ่งตำแหน่งการกลายพันธุ์      
เกิดบริเวณที่เป็นจุดตัดจำเพาะ (restriction site) ทำให้การเปลี่ยนแปลงของลำดับนิวคลีโอไทด์      
ในบริเวณดังกล่าว ส่งผลให้การตัดของเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) เกิดเปลี่ยนแปลงไป
จึงได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอทีเกิดจากการตัด (restriction fragment) มีความยาวที่แตกต่างกัน และใช้เป็น
จุดสังเกตในการตรวจสอบ แต่อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ของยีนส่วนใหญ่ไม่ได้เกิดบริเวณ            
ที่ เป็นจุดตัดจำเพาะ ทำให้ เทคนิคนี้ ใช้ตรวจวิเคราะห์ได้อย่างจำกัด  นอกจากนี้มีการรายงาน          
การใช้เทคนิค Amplification refractory mutation system-PCR (ARMS) และการตรวจหาลำดับ           
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นิ วคลี โอไทด์ ของยีน โกลบิน โดยตรง (DNA sequencing) มี ขั้ นตอนที่ ซับซ้อน ใช้ เวลานาน             
และมีค่าใช้จ่ายสูง ไม่เหมาะต่อการตรวจวิเคราะห์กับตัวอย่างที่มีจำนวนมาก (Sura et al., 2007) 
 

เทคนิค High resolution melting (HRM) analysis 
 HRM analysis เป็นเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทด์           
ที่มีความสำคัญต่อการตรวจหาการกลายพันธุ์  เป็น เทคนิคที่ทำในระบบปิด  และสามารถ                
ทำการวิเคราะห์ร่วมกับวิธี Real-time PCR ได้ และเริ่มใช้กันอย่างแพร่หลาย จึงถือว่ามีความสะดวก 
ในการตรวจวิเคราะห์ (Shih et al., 2010)       
 หลักการสำคัญของเทคนิค HRM analysis อาศัยคุณสมบัติของสีเรืองแสงประเภทอ่ิมตัว 
(saturating dye) ที่สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ และเครื่องวัดสัญญาณรวมไปถึงโปรแกรมที่ใช้
วิเคราะห์ที่มีความไวในการตรวจจับ การเรืองแสงที่เปลี่ยนแปลงไปของดีเอ็นเอสายคู่ เมื่อทำการเพ่ิม
อุณหภูมิหลังการทำ PCR อย่างรวดเร็วในอัตรา 0.1-0.3 องศาเซลเซียส/วินาที จนใกล้ถึงช่วงของ
อุณหภูมิหลอมเหลว  (melting temperature, Tm) ของดีเอ็นเอจะเริ่มเกิดการแยกเป็นดีเอ็นเอ    
สายเดี่ยว ทำให้สีเรืองแสงที่เกาะอยู่หลุดออกอย่างเฉียบพลัน จึงเกิดการลดลงของการเรืองแสง 
เครื่องวัดสัญญาณหรือโปรแกรมจะทำการวัด และนำข้อมูลจากค่าความเข้มของการเรืองแสง        
กับอุณหภูมิที่ได้มาสร้างเส้นกราฟที่เรียกว่า Melting curve ดีเอ็นเอที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน
จะให้รูปแบบของ Melting curve ที่แตกต่างกันซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการนำไปใช้ในการวิเคราะห์
ต่างๆ ดังภาพ 4 
 มีการประยุกต์ใช้เทคนิค HRM analysis ในการตรวจหาการกลายพันธุ์และการผันแปร   
ในลำดับนิวคลีโอไทด์ (scanning of mutation and sequence variants) ของยีนอย่างแพร่หลาย 
เช่น การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน c-kit ใน gastrointestinal stroma tumors (GIST) (Willmore 
et al., 2004), platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRA)(Holden, Willmore-
Payne, Coppola, Garrett, & Layfield, 2007), ยีน  epidermal growth factor receptor (EGFR) 
(Smith, Chadwick, Willmore-Payne, & Bentz, 2008) เป็นต้น ซึ่งจะเห็นได้ว่าเทคนิค HRM analysis    
มีความนิยมอย่างมากในการนำมาประยุกต์ในการตรวจวิเคราะห์ยีนอย่างหลากหลาย 
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    ภาพ 4 ความสัมพันธร์ะหว่างการเพ่ิมอุณหภูมิ และการลดลงของสารเรืองแสง 

  ในดีเอ็นเอสายคู่  
 

ที่มา: Sun, Li, Xiong, Zhao, and Chen (2016)       
   
 เมื่ อทำการเปรียบเที ยบเทคนิ ค  Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis กับเทคนิ ค 
Restriction fragment length polymorphism (RFLP), Amplification refractory mutation system-
PCR (ARMS) และ DNA sequencing ที่ต่างมีขั้นตอนที่ซับซ้อนและมีกระบวนการอย่างอ่ืนเพ่ิมเติม
ก่อนการตรวจวิเคราะห์ ซึ่งเป็นการเพ่ิมความยุ่งยาก และใช้ระยะเวลาที่นาน รวมถึงความเสี่ยงในการ
ก่อให้เกิดการปนเปื้อนในการวิเคราะห์ผล แต่การทำเทคนิค  HRm analysis  สามารถทำการตรวจ
วิเคราะห์ได้เลย โดยไม่จำเป็นต้องมีกระบวนการอ่ืนเพ่ิมเติมหลังการวิเคราะห์ โดยทั่วไปในการ
วิเคราะห์นี้ใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์รวดเร็ว โดยใช้อัตราการเพ่ิมอุณภูมิที่ 0.1-0.3 องศาเซลเซียส/
วินาที และสามารถเสร็จสิ้นการวิเคราะห์ภายใน 1-5 นาที ดังนั้นการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  HRM 
analysis จัดเป็นวิธีการที่สามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ทางพันธุกรรมไม่ว่า         
การตรวจหารูปแบบพันธุกรรมอย่างสนิป (single nucleotide polymorphism; SNPs) หรือการ
กลายพันธุ์เฉพาะที่ (point mutation) รวมถึงการกราดตรวจการกลายพันธุ์ และการแปรผันในลำดับ      
นิวคลีโอไทด์ โดยเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ทางพันธุกรรม  การวิเคราะห์  
ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis จัดเป็นวิธีที่สะดวก ง่าย รวดเร็ว  มีความ
ยืดหยุ่นในการประยุกต์ใช้ ค่าใช้จ่ายถูก และที่สำคัญมีความถูกต้องแม่นยำสูงเทียบเท่าหรือสูงกว่า     
วิธีอ่ืน  
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  ปัจจุบันมีรายงานการประยุกต์ใช้เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis สำหรับ
การตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ในประเทศไต้หวันมีรายงานการ
ตรวจพบการกลายพั นธุ์ จ ำนวน  8 ชนิ ด  ได้ แก่  Hb Hekinann, Hb Ottawa, Hb G-Taichung,             
Hb Phonom Penh, Hb Westmead, Hb Owari, Hb Constant Spring และ Hb Quong Sze (Shih 
et al., 2010) ในประเทศไทยมีรายงานการใช้ เทคนิค HRM analysis สำหรับตรวจวิเคราะห์            
การกลายพันธุ์ของ Hb J-Buda, Hb G-Waimanalo Hb Q-India และ Hb Q-Thailand (Yimniam & 
Jindadamrongwech, 2016) และมีการใช้เทคนิค HRM analysis ในการตรวจพบการกลายพันธุ์
ชนิดที่พบไม่บ่อยในยีนแอลฟาโกลบินที่ก่อให้เกิดโรค Hb H disease ชนิดรุนแรงในประเทศไทย
จำนวน 6 ชนิด (initiation codon del A, initiation codon del T, HBA2 codon 30 deletion, 
Hb Quong Sze, donor splice site mutation at IVSI-I และ Hb Queens Park) (Suwannasing 
et al., 2016) แต่จากงานวิจัยที่กล่าวมานั้น เป็นการศึกษาในเฉพาะบางตำแหน่งของยีนไม่ได้
ครอบคลุมทุกตำแหน่งภายในยีน มีรายงานในการใช้เทคนิค HRM analysis ในการตรวจหาการกลาย
พันธุ์ในยีนบีตาโกลบิน (HBB) โดยได้พัฒนาการวิเคราะห์ให้ครอบคลุมบริเวณทั้งหมดของยีน สามารถ
ตรวจพบการกลายพันธุ์ชนิดหายาก และชนิดใหม่ในกลุ่มพาหะบีตาธาลัสซีเมีย (Laochinchat & 
Jindadamrongwech, 2017) จึงเป็นแนวทางในการพัฒนาเทคนิค  HRM analysis สำหรับตรวจ
วิเคราะห์ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ให้ครอบคลุมทั้งชนิดที่พบได้บ่อย และชนิดใหม่ที่อาจพบ     
ได้ในอนาคต 
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บทที่ 3 

 

วิธีดำเนินงานวิจัย 

 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้เป็นการพัฒนาเทคนิค  Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis   

เพ่ือนำมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่มีการตรวจพบ     
ได้ในประเทศไทย จึงทำการดำเนินงานวิจัยดังภาพ 5 ประกอบด้วย การเก็บรวบรวมตัวอย่าง        
การออกแบบไพรเมอร์ รวมไปถึงการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์การกลายพันธุ์       
ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาในแต่ละคู่ไพรเมอร์ และยังทำการยืนยันประสิทธิภาพของเทคนิค 
HRM analysis กับวิธี DNA sequencing เพ่ือทดสอบความถูกต้องแม่นยำในการศึกษาวิจัยครั้งนี้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                                 
    ภาพ 5 แผนภาพวิธีการดำเนนิการวิจัย 
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การเก็บตัวอย่าง 
 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือตัวอย่างดีเอ็นเอหรือตัวอย่างเลือดของ ผู้ป่วยที่ได้รับ  
การตรวจวินิจฉัยแล้วว่าพบการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา 11 ชนิด ได้แก่         
Hb Constant Spring, Hb Pakse’, Hb Quong Sze, Hb Q-Thailand, Hb Hekinan, Hb Anantharaj,   
Hb Siam, Hb Queens, Hb Nakhon Ratchasima และ Hb Thailand จากผล Hb typing ด้ วยวิ ธี  
HPLC และ CE ร่วมไปถึงการตรวจยืนยันในระดับดีเอ็นเออย่าง ARMS-PCR และ DNA sequencing และทำ
การเก็บตัวอย่างเลือดที่ไม่พบความผิดปกติ (Wild-type) โดยงานวิจัยนี้ทำการเก็บรวบรวมตัวอย่าง       
ณ หน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย ศูนย์โลหิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร 
ระหว่างเดือน มกราคม 2562 ถึง ธันวาคม 2563 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด 
 นำตัวอย่างเลือดมาทำการสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดน้ำยา PureLink™ Genomic DNA Mini Kit 
จาก Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Germany) โดยมีขั้นตอนดังนี้  
 ใช้ตัวอย่างเลือด ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ ในหลอด Centrifuge แล้วเติมน้ำยา 
Proteinase K ลงไป 20 ไมโครลิตร และ RNase A 20 ไมโครลิตร แล้วทำการผสมโดยใช้เครื่อง 
Vortex mixer แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที เติมน้ำยา Lysis buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
แล้วทำการผสมโดยใช้เครื่อง Vortex mixer อีกครั้ง จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม 95% แอลกอฮอล์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วทำการผสมให้เข้ากันโดย
ใช้เครื่อง Vortex mixer จากนั้นดูดปริมาตรของเหลวทั้งหมดใส่ในหลอด Column tube นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งหลอด Collection tube แล้วนำ
หลอด  Column tube ใส่ ในหลอด  Collection tube อัน ใหม่  แล้ ว เติมน้ ำยา Wash buffer          
1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา        
1 นาที นำหลอด Column tube ใส่ในหลอด Collection tube อันใหม่อีกครั้ง แล้วเติมน้ำยา Wash 
buffer 2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที         
เป็นเวลา 3 นาที สุดท้ายนำหลอด Column tube ใส่ในหลอด Eppendorf อันใหม่ เติมน้ำยา 
Elution buffer 200 ไมโครลิตร แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที นำดีเอ็นเอ ที่สกัดได้ไปทำการทดสอบต่อไป หากยังไม่ได้ทำการทดสอบให้เก็บดีเอ็นเอ        
ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมาทำการทดสอบ การตรวจวัดคุณภาพของ    
ดีเอ็นเอที่ได้ทั้งด้านปริมาณ และความบริสุทธิ์ ทดสอบโดยการนำไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร  
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การทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (HBA2) และ
ยีนแอลฟาโกลบิน 1 (HBA1) และการทำให้ผลผลิต PCR บริสุทธิ์ 

เนื่องจากยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 จัดเป็นยีนที่มีการจำลองตัวเอง 

(gene duplication) จึงทำให้บริเวณดังกล่าวของทั้ง 2 ยีนมีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายกันมาก              
ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้ไพรเมอร์ HBA_T1, HBA1_T2 และ HBA2_T3 (Uaprasert et al., 2017)    
ดังตาราง 2 ในการแยกความแตกต่าง ใช้ชุดน้ำยาสำหรับการทำปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR ด้วยชุดน้ำยา HotStarTaq DNA Polymerase จาก Qiagen (Hilden, Germany)  
โดยเตรียมสารละลายผสม (master mix) ปริมาตรสุดท้าย 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ตัวอย่าง      
ดีเอ็นเอ (ความเข้มข้น 10-50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร), 10x PCR buffer 2.5 ไมโครลิตร, 5x Q-
Solution 5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ ไพรเมอร์ผสม (ทั้ง forward และ reverse ) 0.5 ไมโครลิตร, 
10 มิลลิโมลาร์ dNTPs 0.5 ไมโครลิตร, HotStarTaq DNA Polymerase 0.25 ไมโครลิตร และปรับ
ปริมาตรด้วยน้ำกลั่น นำไปทำปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง SimpliAmp™ Thermal 
Cycler (Thermo Fisher Scientific, Germany) สภาวะในการทำปฏิกิริยา PCR ของแต่ละคู่ไพรเมอร์    
ดังตาราง 3 ตรวจสอบขนาด และคุณภาพของผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) นำดีเอ็นที่ได้หลังจากการทดสอบมาทำให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ำยา 
QIAquick PCR Purification Kit จาก Qiagen (Hilden, Germany) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

ใช้ผลผลิต PCR ที่ได้จากการทดสอบนำมาผสมกับน้ำยา PB buffer ในอัตราส่วน 1 : 5 
เท่าของปริมาตรผลผลิต PCR ที่ได้ต่อน้ำยา ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่อง Vortex mixer จากนั้นดูด
ปริมาตรของเหลวทั้งหมดใส่ในหลอด Column tube แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที นำหลอด Column tube ใส่ในหลอด Collection tube อันใหม่ แล้วเติม
น้ำยา PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที    
เป็นเวลา 1 นาที นำหลอด Column tube ใส่ในหลอด Collection tube อันใหม่อีกครั้ง แล้วนำไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้แอลกอฮอล์หรือน้ำยาที่ยังตกค้าง    
อยู่ใน Column tube หลุดออกไปจนหมด สุดท้ายนำหลอด Column tube ใส่ในหลอด Eppendorf    
อันใหม่ เติมน้ำยา EB buffer 50 ไมโครลิตร บ่มที่ อุณหภูมิห้อง 2 นาที แล้วนำไปปั่นเหวี่ยง              
ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที และนำไปตรวจสอบความถูกต้องของลำดับ   
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยวิธี DNA sequencing ที่บริษัท Macrogen ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 
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  ตาราง 2 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
  ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1  

 
  ตาราง 3 สภาวะที่เหมาะสมของคู่ไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR  
 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1  
 

                                   
Condition 

Primers 

HBA_T1/HBA_T2 HBA_T1/HBA_T3 

Initial activation 95๐C, 15 min 95๐C, 15 min 

Denaturation 95๐C, 1 min 95๐C, 1 min 

Annealing 60๐C, 1 min 60๐C, 1 min 

Extension 72๐C, 1 min 72๐C, 1 min 

Final extension 72๐C, 5 min 72๐C, 5 min 

Number of cycles 35 35 

           

 

Primers 

Sequence  

(5’ to 3’) 

ค่า  

Tm (C๐) 

ตำแหน่งของ 

primerใน

ฐานข้อมูล (NCBI) 

Amplicon 

length (bp) 

HBA T1 (F) 
(Uaprasert et al., 2017) 

GGGGTGCACGAG

CCGACAG 

66.0 37237-37255 

(NG_000006.1) 

 

 

1,600 
HBA1 T2 (R) 

(Uaprasert et al., 2017) 
GTGCCTGTATCTG

GGAGGTTTTACG 

67.4 38850-38826 

(NG_000006.1) 

HBA T1 (F) 
(Uaprasert et al., 2017) 

GGGGTGCACGAG

CCGACAG 

66.0 33433-33451 

(NG_000006.1) 

 

 

1,300 
HBA2 T3 (R) 

(Uaprasert et al., 2017) 
TCTCTCAGGACAG

GGGATGGTTCAG 

69.1 34760 -34736 

(NG_000006.1) 
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การออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis 
 ปั จจั ยสำคั ญ ในการวิ เคราะห์ ด้ วยเทคนิ ค  Real-time PCR ร่ วมกั บ  HRM analysis                
ให้มีประสิทธิภาพสูงคือขนาดของชิ้นส่วนดี เอ็นเอที่ ใช้ ในการวิเคราะห์ควรมีขนาดประมาณ            
50-250 bp (Shih et al., 2010) ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์ของของยีนแอลฟาโกลบิน 2               
และยีนแอลฟาโกลบิน 1 จากฐานข้อมูล National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
Reference Sequence: NG_000006.1 (Zhang, Liu, & Liang, 2002) และทำการออกแบบไพรเมอร์ 
โดยใช้ โปรแกรม Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)     
ให้มีขนาดตั้งแต่ 100-200 bp และครอบคลุมตำแหน่งการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติ        
ชนิดแอลฟาที่พบได้บ่อยในประเทศไทย ซึ่งสามารถสรุปข้อมูลของไพรเมอร์ ดังตาราง 4 และชนิด  
ของการกลายพันธุ์ที่สามารถตรวจพบได้ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ ดังภาพ 6 
 
  ตาราง 4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR  
 ร่วมกับHRM analysis 

 

 

Primers 

Sequence  

(5’ to 3’) 

ค่า  

Tm (C๐) 

ตำแหน่งของ primer ใน

ฐานข้อมูล (NCBI) 

Amplicon 

length (bp) 

E1F 

 

CTCTTCTGGTCCCCACAG

AC 

59.3 33740-33759 

37544-37563 

(NG_000006.1) 

 

 

 

143 
E1R AGGGAGCCTCACCTCTC

C 

59.6 33882-33865 

37686-37669 

(NG_000006.1) 

E12F 

 

TCTCCTGCCGACAAGACC

AA 

64.2 33785-33804 

37589-37608   

(NG_000006.1) 

 

 

 

154 
E12R 

 

ACGGTTGAGGGTGGCCT

GT 

65.1 33939-33921 

37743-37725 

(NG_000006.1) 
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ตาราง 4  ต่อ 

  
 

 
 
 
 

 

Primers 

Sequence  

(5’ to 3’) 

ค่า  

Tm (C๐) 

ตำแหน่งของ primerใน

ฐานข้อมูล (NCBI) 

Amplicon 

length (bp) 

E4TF ACGGCTCTGCCCAGGTT

AAG 

63.8 33740-33759 

37544-37563 

(NG_000006.1) 

 

 

      147 

E4TR GTCCACCCGAAGCTTGT

GC 

64.2 33740-33759 

37544-37563 

(NG_000006.1) 

CSF 

 

TCCTAAGCCACTGCCTGC

TG 

63.9 34336-34355  

(NG_000006.1) 

 

 

98 
CSR GGCAGGAGGAACGGCTA

CC 

64.3 34493-34475  

(NG_000006.1) 

EQF GTTAAGGGCCACGGCAA

GA 

63.4 34058-34076  

(NG_000006.1) 

 

 

145 
EQR CGCCGCTCACCTTGAAGT 62.5 34202-34185  

(NG_000006.1) 

E5F 

 

TCCTAAGCCACTGCCTGC

TG 

63.9 34336-34355  

(NG_000006.1) 

 

 

142 
E5R 

 

ACCGAGGCTCCAGCTTA

ACG 

63.9 34477-34458  

(NG_000006.1) 
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    ภาพ 6 การวางตำแหน่งไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบของยีนแอลฟาโกลบิน 2   
 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 พร้อมตำแหน่งการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติ 
 ชนิดแอลฟาที่พบได้ในประเทศไทย  
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การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time 
PCR ร่วมกับ HRM analysis 

ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้ทำการแบ่งการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยา
การเพ่ิ มป ริม าณ ดี เอ็ น เอด้ วย เทคนิ ค  Conventional PCR เป็ น การทดสอบขั้ น ตอนแรก              
และเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับเทคนิค HRM analysis เป็นการทดสอบขั้นตอนต่อไป โดยใช้
ผลผลิต (PCR product) จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1     
ด้วยคู่ไพรเมอร์ จากตาราง 2 เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) 

เทคนิค Conventional PCR ทำการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของแต่ละคู่ไพรเมอร์ 
จากตาราง 4 ด้ วยชุ ดน้ ำยา Platinum™Taq DNA Polymerase จาก Invitrogen™ (Thermo Fisher 
Scientific, Germany) ทำการทดสอบหาอุณหภูมิ และสภาวะที่เหมาะสมในการทำเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Germany) ตรวจสอบ
ขนาด และชิ้นส่วนของผลผลิตที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  

เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis ทำการทดสอบ
หาสภาวะที่ เหมาะสมของแต่ละคู่ไพรเมอร์จากตาราง 4 ด้วยชุดน้ำยา Platinum™ Taq DNA 
Polymerase จ าก  Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Germany) แ ล ะ ใช้ สี  SYTO™ 9 
Green Fluorescent Nucleic Acid Stain Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Germany) 
เป็นสารเรืองแสง และทำการทดสอบหาอุณหภูมิและสภาวะที่ เหมาะสมใน การวิ เคราะห์                
ด้วยเครื่อง C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) ร่วมกับวิ เคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Precision Melt Analysis™ (Bio-Rad Laboratories) 
          1.  การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
PCR ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ สำหรับการตรวจวิเคราะห์กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา 

เนื่องจากค่า Tm ที่คำนวณได้จากลำดับนิวคลีโอโทด์ของแต่ละคู่ไพรเมอร์อยู่ที่ 58.4-62.5 
องศาเซลเซียส จึงเปรียบเทียบอุณหภูมิที่ใช้ในช่วง Annealing ของการทำปฏิกิริยา PCR อยู่ที่ 58, 60, 62, 
64 และ 66 องศาเซลเซียส โดยเตรียมสารละลายผสม (master mix) ปริมาตรสุดท้าย 25 ไมโครลิตร   
จากชุ ดน้ ำยา Platinum™Taq DNA Polymerase จาก Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, 
Germany) ประกอบด้วย 10x PCR buffer 2.5 ไมโครลิตร, 50 มิลลิโมลาร์ MgCl2 0.75 ไมโครลิตร,  
10 ไมโครโมลาร์ ไพรเมอร์ผสม (ทั้ง forward และ reverse ) 0.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ dNTPs 
0.5 ไมโครลิตร, Platinum™Taq DNA Polymerase 0.25 ไมโครลิตร, ตัวอย่างดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร 
และปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น นำไปทำปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง SimpliAmp™ 
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Germany) สภาวะในการทำปฏิกิริยา PCR ของแต่ละคู่ไพรเมอร์ 
ดังตาราง 5 ตรวจสอบขนาด และคุณภาพของผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส      
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และคัดเลือกเฉพาะอุณภูมิที่เหมาะสมสำหรับการทดสอบด้วยเทคนิค  Real-time PCR ร่วมกับการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis ต่อไป 

 
  ตาราง 5 สภาวะที่เหมาะสมของอุณหภูมิในช่วง Annealing ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
 ด้วยเทคนิค PCR ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ สำหรับการตรวจวิเคราะห์กลายพันธุ์ของ 
 ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา 

 

Condition 
 

Primers 

Initial activation 95๐C, 2 min 

Denaturation 95๐C, 20 sec 

Annealing 58, 60, 62, 64 และ 66๐C, 15 sec 

Extension 72๐C, 15 sec 

Final extension 72๐C, 5 min 

Number of cycles 35 

 
           2. การทดสอบหาความเข้มข้นของ MgCl2 ที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอด้วยเทคนิค PCR สำหรับการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา 

ทดสอบหาผลของ MgCl2 ที่ความเข้มข้นสุดท้ายอยู่ที่ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิโมลาร์   
โดยเตรียมสารละลายผสม (master mix) ปริมาตรสุดท้าย 25 ไมโครลิตร จากชุดน้ำยา Platinum™ 
Taq DNA Polymerase จาก Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Germany) ประกอบด้วย 
10x PCR buffer 2.5 ไมโครลิตร , 10 ไมโครโมลาร์  ไพรเมอร์ผสม (ทั้ ง forward และ reverse )         
0.5 ไม โครลิ ตร , 10 มิ ลลิ โมลาร์  dNTPs 0.5 ไม โครลิ ตร , 50 ไม โครโมลาร์  SYTO™9 Green              
1.0 ไมโครลิตร, Platinum™ Taq DNA Polymerase 0.25 ไมโครลิตร, ตัวอย่างดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร  
และปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น นำไปทำปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง SimpliAmp™ 
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Germany) สภาวะในการทำปฏิกิริยา PCR ของคู่ไพรเมอร์ 
EQF/EQR ดังตาราง 8 ตรวจสอบขนาด และคุณภาพของผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจล    
อิเล็กโทรโฟรีซิส และคัดเลือกเฉพาะอุณภูมิที่เหมาะสมสำหรับการทดสอบด้วยเทคนิค Real-time PCR 
ร่วมกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis ต่อไป 
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การวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค HRM analysis 

วิเคราะห์ข้อมูลจากการเปรียบเทียบของลักษณะของ Melting curve ที่ได้ในแต่ละคู่ไพรเมอร์  
ในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่ได้รับการวินิจฉัยชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาแล้ว 
เปรียบเทียบกับตัวอย่างควบคุม (normal control) โดยการแปลผลจากลักษณะของ Melting curve 
ในบางรูปแบบของการกลายพันธุ์อาจพบความแตกต่างของลักษณะของ Melting curve ได้มากกว่า 
1 รูปแบบ คือ รูปแบบที่เกิดจากยีนผิดปกติทั้งสองแท่งของโครโมโซม (homozygote), ยีนที่ผิดปกติ
เพียงแท่งเดียวของโครโมโซม (heterozygote) และ ไม่พบยีนที่ผิดปกติ (wild-type) ในแต่ละชนิด
ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา โดยกาหนดค่า percent confidence ในการแปลผลด้วย
โปรแกรม Precision Melt Analysis™ มีค่ามากกว่า 95 % และเปรียบเทียบความถูกต้องของชนิด
การกลายพันธุ์ที่ได้ด้วยวิธี DNA sequencing  
 
จริยธรรมการวิจัยในมนุษย์    
          1. คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์  มหาวิทยาลัยนเรศวร ได้มีมติ  รับรอง
โครงการวิจัย เรื่อง การตรวจวิเคราะห์ชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาด้วย
เท ค นิ ค  High resolution melting (HRM) analysis ( ห ม า ย เล ข โค ร ง ก า ร  : P10034/63)                    
เป็นที่เรียบร้อยแล้ว เมื่อ วันที่ 21 พฤษภาคม 2563 (COA No. 132/2020) 
           2. การศึกษาวิจัยนี้เป็นการศึกษาแบบย้อนหลัง และไม่ได้กระทำการใดใดโดยตรงต่อร่างกาย
อาสาสมัคร ทางผู้ทำวิจัยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอ หรือตัวอย่างเลือด จากผู้ป่วยที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยว่า
พบการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาแล้ว และทำการเก็บรวบรวมในระหว่างเดือน 
มกราคม 2559 ถึง ธันวาคม 2562 ซึ่งอันตรายหรือความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นกับผู้ป่วยหรือเจ้าของ
ตัวอย่างมีเพียงการเปิดเผยข้อมูลผลการวินิจฉัยโดยบังเอิญเท่านั้น ซึ่งผู้ทำวิจัยมีมาตรการในการรักษา
ความลับโดยจะไม่ทำการเปิดเผยข้อมูลที่สามารถบ่งบอกถึงตัวบุคคลได้  
            3. ข้อมูลเกี่ยวกับชื่อของอาสาสมัคร หรือเจ้าของตัวอย่างดีเอ็นเอ หรือตัวอย่างเลือด จะได้รับ
การปกปิดและรักษาความลับโดยการใช้เลขรหัสแทน ชื่อ-นามสกุล และจะถูกบันทึกในคอมพิวเตอร์       
ที่ต้องใช้รหัสผ่านซึ่งถูกกำหนดโดยผู้ทำวิจัยซึ่งจะไม่มีข้อมูลที่สามารถบ่งบอกถึงตัวบุคคลได้หลุดออกมา
จากสถานที่ทำการทดลอง และจะทำการทำลายข้อมูลของผู้ป่วยทั้งในรูปแบบเอกสารและไฟล์ข้อมูลทิ้ง
หลังจากโครงการวิจัยนี้เสร็จสิ้นเป็นเวลา 5 ปี 
           4. การศึกษาวิจัยนี้ได้กำหนดเกณฑ์การคัดเข้า และออกอย่างชัดเจน เพ่ือป้องกัน ความผิด
ผลาดที่อาจเกิดขึ้นในระหว่างการตรวจวิเคราะห์อย่างครอบคลุม และปฏิบัติตามหลักความปลอดภัย
ในห้องปฏิบัติการอย่างเคร่งคัด  
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บทที่ 4 

 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผลการวิจัย 

 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้มุ่งเน้นที่จะพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 

เพ่ือนำมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบได้บ่อยใน  
ประเทศไทย อีกทั้งยังทำการเปรียบเทียบกับวิธี DNA sequencing เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของ
เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis ที่ได้อีกด้วย สำหรับผลการศึกษาในครั้งนี้ ผู้วิจัยได้
ทำการแบ่งเป็นหัวข้อต่างๆดังนี้ 
          1. การเก็บตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง 
          2. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด 
          3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ด้วยเทคนิค PCR  
          4. การออกแบบไพรเมอร์ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 
          5. การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 
          6. การวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 
          7. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis กับ
เทคนิค DNA sequencing 
 
การเก็บตัวอย่างท่ีใช้ในการทดลอง 
 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ทำการเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอ และตัวอย่างเลือดที่ใช้ในการทดลอง 
จากหน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร ประกอบด้วย 
ตัวอย่างที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยแล้วว่าพบการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา รวมทั้ง
ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างเลือด และตัวอย่างดีเอ็นเอจาก ศาสตราจารย์ ดร.สุพรรณ ฟู่เจริญ 
ผู้อำนวยการศูนย์วิจัย และพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ (ศวป.)         
คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น และศาสตราจารย์ ดร.สาคร พรประเสริฐ คณบดี    
คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ช่วงเวลาที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างเลือด ตั้งแต่เดือน 
มกราคม 2559 ถึง ธันวาคม 2562 ซึ่งจำนวนตัวอย่างที่ใช้สำหรับการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จัดจำแนก
ตามชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาต่างๆ ดังตาราง 6 
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  ตาราง 6 จำนวนตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาวิจัยจำแนกตามชนิดการกลายพันธุ์ 
 ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาต่างๆ 
 

ฮีโมโกลบินผิดปกติ จำนวนตัวอย่าง 

 1. Hb Constant Spring 21 (8 Heterozygote และ 13 Homozygote) 
 2. Hb Pakse’ 3 (Heterozygote) 

 3. Hb Quong Sze 1 (Homozygote) 
 4. Hb Q-Thailand 17 (16 Heterozygote และ 1 Homozygote) 

 5. Hb Hekinan 3 (1 Heterozygote และ 2 Homozygote) 

 6. Hb Ananthraj 1 (Heterozygote) 
 7. Hb Siam 1 (Heterozygote) 

 8. Hb Queens 1 (Heterozygote) 

 9. Hb Nakhon Ratchasima 1 (Heterozygote) 
10. Hb Thailand 1 (Heterozygote) 

11. Hb Pak Num po  1 (Homozygote) 
12. Normal control (Wild-type) 10  

รวม 61 ตัวอย่าง 

 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด 
 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ทำการเก็บตัวอย่างเลือดที่ใช้สารป้องกันการแข็งตัวของเลือด 
(Anticoagulant) เป็น Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) มาทำการสกัดดีเอ็นเอด้วย
ชุดน้ำยา PureLink™ Genomic DNA Mini Kit แล้วทำการสุ่มตัวอย่างเพ่ือนำไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) จากนั้นทำการคำนวณ     
หาความเข้มข้นของดีเอ็นเอ และการปนเปื้อนของโปรตีน โดยพบว่าค่าเฉลี่ยของค่า A260 และ A280       
อยู่ที่  0.65 และ 0.38 ตามลำดับ อัตราส่วนระหว่าง A260 ต่อ A280 เฉลี่ยอยู่ที่  1.79 ซึ่งบ่งบอก       
ถึงคุณภาพในการสกัดอยู่ในระดับดี มีการปนเปื้อนของโปรตีนน้อย และมีค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ    
ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้เท่ากับ 33.72 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ดังตาราง 7  
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  ตาราง 7 ค่าวัดการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
 

ตัวอย่าง  ค่า A260  ค่า A280 ค่า A260/A280    ความเข้มข้นของ 
ดีเอ็นเอ (ng/µL) 

1 0.64 0.36 1.76 32.00 
2 0.68 0.37 1.82 34.00 

3 0.62 0.35 1.78 30.90 
4 0.94 0.54 1.81 43.00 

5 0.96 0.52 1.86 48.00 

6 0.69 0.39 1.79 34.70 
7 0.67 0.34 1.78 33.40 

8 0.76 0.42 1.81 38.10 

9 0.45 0.25 1.78 22.40 
10 0.66 0.36 1.82 32.90 
11 0.61 0.33 1.83 30.40 
12 0.52 0.30 1.73 25.80 
13 0.65 0.37 1.74 32.50 
14 0.61 0.34 1.78 30.40 
15 0.75 0.42 1.79 37.40 

เฉลี่ย 0.68 0.38 1.79 33.72 

 
 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ด้วยเทคนิค PCR 
 ในการศึกษาครั้งนี้ใช้ไพรเมอร์ HBA_T1, HBA1_T2 และ HBA2_T3 ดังตาราง 2 ในการ
แยกความแตกต่างระหว่างยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1  
 คูไ่พรเมอร์ HBA_T1 และ HBA2_T3 สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอที่บริเวณตำแหน่ง 33433-
33451 และ 34760-34736 ตามลำดับจากฐานข้อมูล NCBI Reference Sequence: NG_000006.1     
ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 สำหรับดีเอ็นเอของผู้ที่ไม่พบความผิดปกติของยีนแอลฟาโกลบิน 2 รวมไปถึง
ผู้ที่ยีนแอลฟาซีโรธาลัสซีเมียรูปแบบ Heterozygote ชนิด Southeast Asia deletion และ Thai 
deletion และผู้ที่มียีนแอลฟาพลัสธาลัสซีเมียรูปแบบ Heterozygote ชนิด -3.7 kb deletion จะได้
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ผลผลิต PCR ขนาด 1,300 bp แต่ในรูปแบบ  Homozygote ของผู้ที่มียีนแอลฟาธาลัสทั้งชนิด        
ที่เป็นแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย และแอลฟาพลัสธาลัสซีเมียจะไม่เกิดผลผลิต PCR เลยเนื่องจากเกิดการ
ขาดหายไปของดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2  
 คู่ไพรเมอร์ HBA_T1 และ HBA1_T2 สามารถเข้าจับกับบริเวณของดีเอ็นเอที่ตำแหน่ง 
37237-37255 และ  38850-38826 ต ามลำดั บจากฐานข้ อมู ล  NCBI Reference Sequence: 
NG_000006.1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 1 สำหรับดีเอ็นเอของผู้ที่ไม่พบความผิดปกติของยีนแอลฟา
โกลบิน 1 ร่วมไปถึงผู้ที่ยีนแอลฟาซีโรธาลัสซีเมียรูปแบบ Heterozygote ชนิด Southeast Asia 
deletion และ Thai deletion ร่วมไปถึงผู้ที่มียีนแอลฟาพลัสธาลัสซีเมียรูปแบบ Heterozygote        
ชนิด -4.2 kb deletion จะได้ได้ผลผลิต PCR ขนาด 1,600 bp สามารถแสดงผลผลิต PCR ของไพรเมอร์ 
HBA_T1, HBA1_T2 และ HBA2_T3 ดังภาพ 7  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

   ภาพ 7 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 
      และยีนแอลฟาโกลบิน 1 
 
หมายเหตุ:  M คือ DNA marker (TrackIt 1Kb Plus DNA Ladder) หมายเลข 1–5  
   คือผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 1 และ หมายเลข 6–10  
   คือผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 
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การออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis 
 จากการนำผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1  
ไปตรวจสอบความถูกต้องของลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Sanger DNA sequencing จึงนำข้อมูลของ
ผลลัพธ์ที่ได้มาออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis โดยได้ทำการ
แบ่งเป็นกลุ่ม (set) ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อแต่ละ Exon ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟา
โกลบิน 1 เป็นจำนวน 3 กลุ่ม ประกอบด้วย 
          1. กลุ่มไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีน
แอลฟาโกลบิน 1 
 ไพรเมอร์กลุ่มนี้ประกอบด้วยคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R และคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R ตำแหน่งของ
ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอบริเวณ Exon ที่ 1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟา
โกลบิน 1 เนื่องจากบริเวณของยีนทั้งสองมีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน โดยที่ผลผลิต PCR ของ       
คู่ไพรเมอร์ E1F/E1R อยู่ที่ 143 bp ส่วนคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R อยู่ที่ 154 bp ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์  
และค่า Tm ของไพรเมอร์แสดงดังตาราง 4 และตำแหน่งของแต่ละคู่ไพรเมอร์แสดง ดังภาพ 8 
 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 

    ภาพ 8 ตำแหน่งไพรเมอร์ E1F/E1R (สีเหลือง) และไพรเมอร์ E12F/E12R (สีเขียว) 
       ที่จำเพาะต่อ Exon ที ่1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (บน) และยีนแอลฟาโกลบิน 1 (ล่าง) 
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         2. กลุ่มไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีน
แอลฟาโกลบิน 1 
 ไพรเมอร์กลุ่มนี้ประกอบด้วยคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR ตำแหน่ง  
ของไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอบริเวณ Exon ที่  2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และ       
ยีนแอลฟาโกลบิน 1 ได้เช่นเดียวกัน โดยที่ผลผลิต PCR ของคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR อยู่ที่  147 bp    
ส่วนคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR อยู่ที่ 145 bp ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์พร้อมค่าค่า Tm ของไพรเมอร์แสดง      
ดังตาราง 4 และตำแหน่งของแต่ละคู่ไพรเมอร์แสดงดังภาพ 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    ภาพ 9 ตำแหน่งไพรเมอร์ E4TF/E4TR (สีเหลือง) และไพรเมอร์ EQF/EQR (สีเขียว) 
  ที่จำเพาะต่อ Exon ที ่2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (ภาพบน) และยีนแอลฟา 
  โกลบิน 1 (ภาพล่าง) 
 
         3. กลุ่มไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 3 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีน
แอลฟาโกลบิน 1 
 ไพรเมอร์กลุ่มนี้ประกอบด้วยคู่ ไพรเมอร์ CSF/CSR สามารถเข้าจับกับดี เอ็นเอบริเวณ      
Exon ที่  3 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 ได้อย่างเฉพาะเจาะจง โดยที่ผลผลิตของ PCR อยู่ที่  93 bp        
ส่วนคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R มีความจำเพาะต่อยีนแอลฟาโกลบิน 1 เท่านั้น โดยที่ผลผลิต PCR อยู่ที่ 142 bp 
ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์พร้อมค่า Tm ของไพรเมอร์แสดงดังตาราง 4 และตำแหน่งของแต่ละคู่ไพรเมอร์
ดังภาพ 10 
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   ภาพ 10 ตำแหน่งไพรเมอร์ CSF/CSR (สีเขียว) และไพรเมอร์ E5F/E5R (สีเขียว) 
      ที่จำเพาะต่อ Exon ที ่3 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (บน) และยีนแอลฟาโกลบิน 1 (ล่าง)  
 
การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทำ PCR 

  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำ PCR เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพ และความจำเพาะ   
ของแต่ละคู่ไพรเมอร์ ในการวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ได้ทำการแบ่ง  
การทดสอบดังนี้ 
          1. การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
Conventional PCR  
 การกำหนดช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR โดยเฉพาะ 
ในขั้นตอน Annealing จะพิจารณาจากค่า Tm ของแต่ละคู่ ไพรเมอร์เป็นสิ่งสำคัญ เนื่องจากการ         
ใช้อุณหภูมิที่ต่ำเกินไปจะยิ่งเพ่ิมโอกาสในการเกิดการเข้าจับกันอย่างไม่จำเพาะระหว่างไพรเมอร์         
กับบริเวณตำแหน่งของดีเอ็นเอเป้าหมาย และอาจเกิดการจับกันเองระหว่างไพรเมอร์ ในขณะที่การ     
ใช้อุณหภูมิที่สูงก็จะลดโอกาสในการเข้าจับกันของไพรเมอร์และส่งผลให้เกิดผลผลิต PCR ลดลงหรือ    
ไม่เกิดเลย โดยได้กำหนดอุณหภูมิที่ใช้ในการทดสอบของช่วง Annealing อยู่ที่ 58, 60, 62, 64 และ 66    
องศาเซลเซียส และจากการทดลองพบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมของแต่ละคู่ไพรเมอร์อยู่ที่ช่วงอุณหภูมิ
ตั้งแต่ 58-62 องศาเซลเซียส โดยรายละเอียดสามารถแสดงดังต่อไปนี้ 
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   1.1 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR ของคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R และคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R  
   ผลผลิต PCR ที่ได้จากปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR จากคู่ไพรเมอร์ 
E1F/E1R และไพรเมอร์ E12F/E12R จากอุณหภูมิที่ใช้ในช่วง Annealing ที่ 58, 60, 62, 64 และ 66 
องศาเซลเซียส (สภาวะที่ทดสอบจากตาราง 5) เมื่อนำมาตรวจสอบด้วย 2 เปอร์เซ็นต์  อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าทุกอุณหภูมิที่ทดสอบในแต่ละคู่ไพรเมอร์ ปรากฏแถบดีเอ็นเอจำนวน          
1 แถบ มีขนาดมากกว่า 100 bp ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของผลผลิต PCR ที่ได้จากการคำนวณของคู่ไพรเมอร์ 
E1F/E1R และ E12F/E12R อยู่ที่ 143 และ 154 bp ตามลำดับ จากผลอะกาโรสเจลพบว่าที่อุณหภูมิ 66 
องศาเซลเซียส ไม่สามารถตรวจพบผลผลิต PCR จากคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R ได้ ในขณะที่อุณหภูมิ 64 และ 
66 องศาเซลเซียส พบผลผลิต PCR ที่น้อยลงอย่างชัดเจนจากคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R ดังภาพ 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   ภาพ 11 ผลผลิต PCR ด้วยไพรเมอร์ E1F/E1R (ซ้าย) และไพรเมอร์ E12F/E12R (ขวา) 
     โดยใชอุ้ณหภูมิ Annealing ที่ 58, 60, 62, 64 และ 66 องศาเซลเซียส 
 
            1.2 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR ของคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR 
  ไพรเมอร์  E4TF/E4TR และ EQF/EQR เมื่ อนำมาตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วย          
2 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ปรากฏแบนดีเอ็นเอจำนวน 1 แถบ มีขนาดมากกว่า 100 bp 
ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของผลผลิต PCR ที่ได้จากการคำนวณของคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และ EQF/EQR    
อยู่ที่  147 และ 145 bp ตามลำดับเช่นเดียวกัน และจากผลอะกาโรสเจลพบว่าที่ อุณหภูมิในช่วง 
Annealing ตั้งแต่ 58 ถึง 62 องศาเซลเซียส ปรากฏแบนดีเอ็นเออย่างชัดเจน ในขณะที่อุณหภูมิ 64 และ 
66 องศาเซลเซียส ผลผลิต PCR น้อยลงอย่างเห็นได้ชัดจากทั้งคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และ EQF/EQR 
ดังภาพ 12 
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  ภาพ 12 ผลผลิต PCR ด้วยไพรเมอร์ E4TF/E4TR (ซ้าย) และไพรเมอร์  EQF/EQR (ขวา) 
   โดยใช้อุณหภูมิ Annealing ที่ 58, 60, 62, 64 และ 66 องศาเซลเซียส 
 
   1.3 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR ของคู่ไพรเมอร์ CSF/CSR และคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R  
  ทั้ง 2 คู่ไพรเมอร์ CSF/CSR และ E5F/E5R ต่างก็มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 3 
ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ตามลำดับ แต่สามารถใช้ CSF ซึ่งเป็นไพรเมอร์     
ชนิดที่ออกแบบจากบริเวณปลาย 5’-ของดีเอ็นเอแม่แบบ (forward primer) ร่วมกับไพรเมอร์ E5R      
ที่เป็นไพรเมอร์ชนิดที่ออกแบบจากบริเวณปลาย 3’-ของดีเอ็นเอแม่แบบ (reverse primer) และให้ผล
ผลิต PCR ที่มีขนาดแตกต่างกันได้ เมื่อนำมาตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ได้ด้วย 2 เปอร์เซ็นต์          
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ปรากฏแบนดีเอ็นเอจำนวน 1 แถบ มีขนาดใกล้เคียง 100 และ 150 bp 
ตามลำดับ จากการเพ่ิมปริมาณดี เอ็นเอด้ วยคู่ ไพรเมอร์  CSF/CSR และ E5F/E5R ตามลำดับ            
เมื่อเปรียบเทียบอุณหภูมิที่ใช้ในช่วง Annealing ที่ 58, 60, 62, 64 และ 66 องศาเซลเซียส ของทั้ง 2 ไพรเมอร์ 
พบว่า ที่ อุณหภูมิ 66 องศาเซลเซียส เมื่อทดสอบด้วยคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R มีปริมาณผลผลิต PCR 
แตกต่างจากอุณหภูมิอ่ืนอย่างชัดเจน ในขณะที่การทดสอบด้วยคู่ไพรเมอร์ CSF/CSR ไม่พบความ
แตกต่างในทุกช่วงอุณหภูมิ ดังภาพ 13 
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   ภาพ 13 ผลผลิต PCR ด้วยไพรเมอร์ CSF/CSR (ซ้าย) และไพรเมอร์ E5F/ER (ขวา) 
       โดยใช้อุณหูมิ Annealing ที่ 58, 60, 62, 64 และ 66 องศาเซลเซียส 

 

  จากการทดสอบหาอุณหภูมิที่ เหมาะสมในขั้นตอน Annealing ของการทำปฏิกิริยา         
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วเทคนิค PCR แบบ Conventional โดยใช้ชุดน้ำยา Platinum™Taq DNA 
Polymerase จาก Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Germany) และเป็ นชุ ดน้ ำยาเดี ยวกั บ         
ที่ใช้ทดสอบด้วยวิธี Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis ซึ่งจะช่วยลดขั้นตอนในการปรับสภาวะ 
ที่เหมาะสมของน้ำยาลงในขั้นตอนการทำ Real-time PCR เมื่อพิจารณาถึงอุณหภูมิ และระยะเวลา
ต่างๆ ในแต่ละขั้นตอนของการทำ PCR ดังตาราง 5 พบว่า สภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอจากแต่ละคู่ไพรเมอร์ จะใช้อุณหภูมิ Annealing ที่ 60 องศาเซลเซียส เนื่องจากเมื่อตรวจสอบ
ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบว่า ทุกคู่ไพรเมอร์ที่ทดสอบจะปรากฏแถบดีเอ็นเอของผลผลิต 
PCR ที่มีจำเพาะและขนาดตามที่ต้องการ ไม่พบภาวการณ์เกิดไพรเมอร์ไดเมอร์ (primer dimer) และจะ
ใช้สภาะดังกล่าวในการทดสอบสำหรับขั้นตอนต่อไป 
 
           2. การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียม (MgCl2) ที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 
 ปฏิกิริยา Real-time PCR ในการทดลองนี้ เลือกใช้สภาวะของอุณหภูมิที่เหมาะสม ดังตาราง 8 
และทดสอบความเข้มข้นของ MgCl2 ที่ส่งผลต่อการวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด
แอลฟาด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis โดยใช้ไพรเมอร์ EQF/EQR ในการทดสอบ
แยกจีโนไทป์ของตัวอย่างชนิด Hb Q-Thailand ทั้งในรูปแบบ Heterozygote, Homozygote และ 
ตัวอย่างควบคุมที่ไม่พบความผิดปกติ (Wild-type) โดยแต่ละชนิดของรูปแบบการกลายพันธุ์จะทำแบบ 
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3 ซ้ำ (triplicate) ผลการทดลองพบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ MgCl2 ส่งผลให้เกิดการเลื่อนของกราฟ 
Melting curve และมีแนวโน้มของช่วงอุณหภูมิที่เกิดการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงของสี SYTO™ 9 
Green เพ่ิมมากขึ้น โดยเฉพาะที่ความเข้มข้นที่ 3.0 มิลลิโมลาร์ พบบว่าไม่สามารถแยกความแตกของ  
Hb Q-Thailand ในรูปแบบ Heterozygote กับตัวอย่างที่เป็น Wild-type ออกจากได้ นอกจากนี้ยังพบว่า 
ความเข้มข้นของ MgCl2 ที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยา Real-time PCR อยู่ที่ 1.5 มิลลิโมลาร์ ในขณะที่ความ
เข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ไม่เกิดผลผลิต PCR จึงไม่สามารถนำมาวิเคราะห์เพ่ือสร้าง Melting curve ได้ 
ดังภาพ 14 
 ความเข้มข้นของของ MgCl2 ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR 
ร่วมกับ HRM analysis เป็นอย่างมาก (Dehbashi, Tahmasebi, Sedighi, Davarian, & Arabestani, 2020) 
เนื่องจากทำหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ที่สำคัญของ Taq DNA polymerase มีการศึกษาพบว่า MgCl2       
ที่ความเข้มข้นสูงส่งผลต่อปริมาณผลผลิต PCR เพ่ิมมากขึ้น ในขณะที่ความเข้มข้นต่ำ (น้อยกว่า 1 มิลลิโมลาร์)     
อาจส่งผลให้ไม่เกิดผลผลิต PCR เลย (Harris & Jones, 1997) ความเข้มข้นที่ เหมาะสมของ MgCl2      
ต่อการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis มีความแตกต่างกันในแต่ละการศึกษา โดยขึ้นอยู่ประสิทธิภาพ      
ในการแยกความแตกต่างของแต่ละจีโนไทป์ และโปรแกรมในการวิเคราะห์ HRM analysis (Le Tri et 
al., 2016)  
   
  ตาราง 8 สภาวะที่เหมาะสมของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ของไพรเมอร์ 
  สำหรับการตรวจวิเคราะห์กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา  

 

Condition 
 

Primers 

Initial activation 95๐C, 2 min 

Denaturation 95๐C, 20 sec 

Annealing 60๐C, 15 sec 

Extension 72๐C, 15 sec 

Final extension 72๐C, 5 min 

Number of cycles 45 

Melt curve analysis 95๐C, 10 sec and 75-95๐C, increment 0.2๐C every 10 sec 
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  ภาพ 14 ความเข้มข้น MgCl2 ส่งผลต่อลักษณะของ Normalized melting curve  
 จากเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR  
 ที่มีการเติม Q-Solution 
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การวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 
 การศึกษาในครั้งนี้ได้ทำการแบ่ง ผลการวิเคราะห์ออกเป็น แต่ละ Exon ที่พบตำแหน่งการ
กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 
         1. ผลการวิเคราะห์เพื่อระบุชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาบริเวณ 
Exon ที ่1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 
 ไพรเมอร์ E1F/E1R และไพรเมอร์ E12F/E12R มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 1    
ของทั้งยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 สำหรับการศึกษาในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอ
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ได้แก่ Hb Siam 1 ตัวอย่าง, Hb Hekinan 3 ตัวอย่าง, Hb Ananthraj 
(สังเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทป์ จาก GeneArt Gene Synthesis, Thermo Fisher Scientific, Germany) 
1 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นชนิดการกลายพันธุ์ที่พบในบริเวณดังกล่าว และตัวอย่างควบคุมที่ไม่พบความ
ผิดปกติบริเวณดังกล่าว 3 ตัวอย่าง โดยแต่ละชนิดของรูปแบบการกลายพันธุ์จะทำแบบ 3 ซ้ำ 
(triplicate) ผลการทดลองสามารถแบ่งตามแต่ละคู่ไพรเมอร์ได้ ดังนี้ 
   1.1 คู่ไพรเมอร์ E1F/E1R 

 จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR และใช้โปรแกรม Precision 
Melt Analysis™ ในการวิเคราะห์ HRM analysis พบลักษณะรูปร่างของ Normalized melting curve 
ที่แตกต่างกันแบ่งเป็น 4 กลุ่ม อย่างชัดเจน ดังภาพ 15 (ภาพบน) คือกลุ่มตัวอย่างควบคุมที่ไม่พบความ
ผิดปกติ (Wild-type, แสดงด้วยสีเขียว) กับตัวอย่างฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งชนิด Hb Siam (สีดำ),     
Hb Ananthraj (สีน้ำตาล) และ Hb Hekinan (สีน้ำเงินและสีแดง) โดยเฉพาะตัวอย่างของ  Hb Hekinan     
ที่พบลักษณะของ Melting curve ที่แตกต่างกันจำนวน 2 รูปแบบ และเมื่อทำการตรวจสอบรูปแบบ
ที่ แตกต่างกันดั งกล่ าวด้วยวิธี  DNA sequencing พบการกลายพันธุ์ทั้ งชนิดที่ เป็ นรูปแบบ 
Homozygote และ Heterozygote จึงทำให้มีความแตกต่างของกราฟที่ปรากฏออกมา เมื่อนำข้อมูล
ที่ได้มาสร้างกราฟ Difference curve เพ่ือขยายความแตกต่างของการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสง    
ในตัวอย่างดีเอ็นเอ ให้สามารถเห็นได้เด่นชัดขึ้น ดังภาพ 15 (ภาพล่าง) จะพบลักษณะของ Melting 
curve ที่ชัดเจนว่าสามารถจัดจำแจกออกเป็น 4 รูปแบบ เช่นเดียวกัน แต่เมื่อพิจารณาถึงช่วงของ
อุณหภูมิที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงของสี SYTO™9 Green จากทุกตัวอย่างของดีเอ็นเอ
จะอยู่ที่ 87- 91 องศาเซลเซียส พบว่ามีความแตกต่างจากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis 
ในบริเวณยีนบีตาโกลบิน ซึ่งจะอยู่ที่ 83-87 องศาเซลเซียส (Laochinchat & Jindadamrongwech, 
2017) อันเนื่องมาจากปริมาณของ % GC content ในยีนแอลฟาโกลบินที่สูงมากกว่ายีนบีตาโกลบิน 
(Uaprasert et al., 2017) 
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  ภาพ 15 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R; Wild-type (สีเขียว), 
 Hb Siam heterozygote (สี ดำ), Hb Hekinan homozygote (สี น้ ำเงิ น ), Hb Hekinan 
 homozygote (สีแดง) และ Hb Ananthraj (สีน้ำตาล) 
 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis ในตัวอย่างดีเอ็นเอ     
ที่มี % GC content สูงโดยเฉพาะยีนแอลฟาโกลบินที่พบถึง 60-80 เปอร์เซ็นต์ จึงสามารถเกิด
โครงสร้างแบบทุติยภูมิ (secondary structure) ของสายดีเอ็นเอได้ง่าย (Uaprasert et al., 2017) 
และจำเป็นต้องใช้อุณหภูมิที่สูงขึ้นในขั้นตอนวิเคราะห์  HRM analysis อีกทั้งยังพบปัญหาในการ     
ไม่สามารถแยกความแตกต่างในบางตำแหน่งของการกลายพันธุ์ได้ เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าว จึงได้ทำการ
ทดลองโดยการเติมน้ำยา Q-Solution จาก Qiagen (Hilden, Germany) ซึ่งเป็นน้ำยาสำเร็จรูป     
ที่ มี คุณ สมบั ติ คล้ ายกับ  Dimethyl sulfoxide (DMSO) เนื่ องจากมีการายงานพบว่า DMSO         
ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการทำ PCR สำหรับตัวอย่างดีเอ็นเอที่มี % GC content สูง และจากการ
ทดลองพบว่า DMSO ช่วยเพ่ิมความไว (sensitivity) และลดค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของดีเอ็นเอลง 
(Jensen, Fukushima, & Davis, 2010) จึงได้นำไปสู่การทดลอง โดยการเติม 1X Q-Solution      



46 
 
ลงไปในสารละลายผสม (master mix) สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ 
HRM analysis ซึ่ งผลการทดลองพบลักษณะรูปร่างของ Normalized melting curve และ 
Difference curve ที่แตกต่างกันจำแนกเป็น 4 กลุ่ม อย่างชัดเจน ดังภาพ 16 และเมื่อทำการ
เปรียบเทียบการทดลองที่มีการเติม Q-Solution พบว่าค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของตัวอย่าง     
ดีเอ็นเอลดลง ซึ่งแตกต่างกับกลุ่มที่ไม่เติมอย่างชัดเจน ซึ่งเพ่ิมประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ทำให้เห็น
ความแตกต่างที่ชัดเจนขึ้น อีกทั้งยังช่วยเพ่ิมความจำเพาะของค่า Tm โดยสังเกตได้จากลักษณะ      
ของ Melt peak ที่ปรากฏ ดังภาพ 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ภาพ 16 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R ที่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สี เขียว), Hb Siam heterozygote (สีดำ), Hb Hekinan heterozygote 
 (สีน้ำเงิน), Hb Hekinan homozygote (สีแดง) และ Hb Ananthraj (สีน้ำตาล) 
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         ภาพ 17 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Melt peak (ภาพล่าง)  
       เปรียบเทียบการเติม และไม่เติม Q-Solution จากคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R 

 
  1.2  คู่ไพรเมอร์ E12F/E12R 
 การออกแบบคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R มีความแตกต่างจากคู่ไพรเมอร์  E1F/E1R   

ตรงบริเวณตำแหน่งที่ครอบคุมการตรวจการกลายพันธุ์ไปยังบางส่วนของบริเวน Intron ที่ 1 ของยีน
แอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ซึ่งอาจใช้สำหรับตรวจหารูปแบบการกลายพันธุ์ที่หายาก
ในอนาคต เนื่องจากมีการรายงานการตรวจพบชนิดการกลายพันธุ์ Initiation codon deletion A 
ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (Viprakasit et al., 2014), Initiation codon deletion T ของยีนแอลฟา
โกลบิน 2 และ Donor splice site mutation at IVSI-I ของยีนแอลฟาโกลบิน 1 (Suwannasing et 
al., 2016) จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR และใช้โปรแกรม Precision 
Melt Analysis™ ในการวิเคราะห์ HRM analysis พบลักษณะรูปร่างของ Normalized melting 
curve ที่แตกต่างกันเป็น 4 กลุ่ม อย่างชัดเจน เช่นเดียวกับคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R แต่มีลักษณะของ
รูปแบบที่แตกต่างกัน ดังภาพ 18  
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  ภาพ 18 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R ที่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สี เขี ยว), Hb Siam heterozygote (สีดำ), Hb Hekinan homozygote  
 (สีน้ำเงิน) และ Hb Hekinan homozygote (สีแดง)  
 
 เมื่อทำการเปรียบเทียบการทดลองที่มีการเติมและไม่เติม Q-Solution พบความแตกต่าง
อย่างชัดเจนจากภาพที่ 19 โดยการทดลองที่ไม่มีการเติม Q-Solution พบช่วงของอุณหภูมิที่มีผล    
ต่อการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงของสี SYTO™ 9 Green จากทุกตัวอย่างของดีเอ็นเอจะอยู่ที่ 91-93 
องศาเซลเซียส ซึ่งสูงกว่าการทดลองที่มีการเติม  Q-Solution โดยพบการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ
ในช่วง 88-90 องศาเซลเซียส และพบว่า ค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของตัวอย่างดีเอ็นเอลดลง    
หากมีการเติม Q-Solution ลงไปในการทดลอง  
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   ภาพ 19 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Melt peak (ภาพล่าง) 
          เปรียบเทียบการเติม และไม่เติม Q-Solution จากคู่ไพรเมอร์ E12F/E12R 
 
         2. ผลการวิเคราะห์เพื่อระบุชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาบริเวณ 
Exon ที ่2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 
 คู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 2 
ของทั้งยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 สำหรับการศึกษาในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างดีเอ็นของ
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ได้แก่ Hb Q-Thailand 17 ตัวอย่าง (โดย Hb Q-Thailand ในรูปแบบ 
Homozygote ทำการสั่งสังเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทป์ จาก GeneArt Gene Synthesis, Thermo 
Fisher Scientific, Germany), Hb Thailand 1 ตัวอย่าง, Hb Queens 1 ตั วอย่ าง, Hb Nakhon 
Ratchasima 1 ตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างทั้ งหมดเป็นชนิดการกลายพันธุ์ที่พบในบริเวณดังกล่าว          
และตัวอย่างควบคุมที่ไม่พบความผิดปกติบริเวณดังกล่าว 5 ตัวอย่าง โดยแต่ละชนิดของรูปแบบการ
กลายพันธุ์จะทำแบบ 3 ซ้ำ เช่นเดียวกัน ผลการทดลองสามารถแบ่งตามแต่ละคู่ไพรเมอร์ได้ ดังนี้ 
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               2.1 คู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR 
  จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR และใช้โปรแกรม Precision 
Melt Analysis™ ในการวิเคราะห์ HRM analysis พบลักษณะรูปร่างของ Normalized melting curve 
และ Difference curve ที่แตกต่างกันเป็น 4 กลุ่ม อย่างชัดเจน สามารถแบ่งออกเป็น กลุ่มตัวอย่าง
ควบคุมที่ไม่พบความผิดปกติ (Wild-type, แสดงด้วยสีเขียว) กับตัวอย่างฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งชนิด 
Hb Thailand (สีแดง), Hb Queens (สีน้ำเงิน) และ Hb Nakhon Ratchasima (สีส้ม) มีค่าอุณหภูมิ     
การเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงของสี SYTO™ 9 Green จากทุกตัวอย่างของดีเอ็นเอจะอยู่ที่  85-89 
องศาเซลเซียส จากการทดลองท่ีมีการเติม Q-Solution ดังภาพ 20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 20 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR ที่มีการเติม  
 Q-Solution; Wild-type (สีเขียว), Hb Thailand (สีแดง), Hb Queens (สีน้ำเงิน)  
 และ Hb Nakhon Ratchasima (สีส้ม)  
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 เมื่อทำการเปรียบเทียบการเติม และไม่เติม Q-Solution พบว่าตัวอย่าง Hb Thailand    
(สีแดง), Hb Queens (สีน้ำเงิน) ในการทดลองที่ไม่มีการเติม  Q-Solution ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างได้อย่างชัดเจนของทั้ง 2 ชนิด นี้ได้ ดังแสดงในภาพที่ 21 พบว่า Hb Thailand (c.56 A>C) 
และ Hb Queens (c.34T>G) มีการเปลี่ยนแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง     
ของค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของตัวอย่างดีเอ็นเอในระดับที่ใกล้เคียงกัน (Gundry et al., 2003) 
แม้จะพบว่าตำแหน่งของการกลายพันธุ์บริเวณโคดอน (codon) ที่แตกต่างกัน ในขณะที่ Hb Nakhon 
Ratchasima (c.63 C>T) มีการเปลี่ยนแปลงที่ส่งผลต่อค่า Tm มากกว่า การทดลองที่มีการเติม    
สารอย่าง Q-Solution จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ได้ ดังภาพ 22  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 21 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR ที่ไม่มีการเติม  
 Q-Solution; Wild-type (สีเขียว), Hb Thailand (สีแดง), Hb Queens (สีน้ำเงิน)  
 และ Hb Nakhon Ratchasima (สีส้ม) 
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   ภาพ 22 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Melt peak (ภาพล่าง) 
          เปรียบเทียบการเติม และไม่เติม Q-Solution จากไพรเมอร์ E4TF/E4TR 
 
               2.2 คู่ไพรเมอร์ EQF/EQR 
  Hb Q-Thailand เป็ น ก ารกล าย พั น ธุ์ ใน ต ำแห น่ ง  Codon ที่  74 ซึ่ งพ บ ว่ า          
เป็นตำแหน่งที่ตรงกับไพรเมอร์ E4TR เมื่อทำการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis พบว่าไม่มีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างของรูปแบบการกลายพันธุ์  จึงได้ทำการ
ออกแบบคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR ที่มีความจำเพราะต่อบริเวณ Exon ที่ 2 เช่นเดียวกัน และออกแบบ
ให้คร่อมตำแหน่งการกลายพันธุ์ของ Hb Q-Thailand อีกทั้งยังครอบคุมตำแหน่งที่เหลือของ Exon ที่ 2 
ถัดจากบริเวณของคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR ดังภาพ 8 เนื่องจากบริเวณ Exon ที่  2 ขนาดอยู่ที่  205 bp        
จึงจำเป็นที่ต้องอาศัยไพรเมอร์อย่างน้อย 2 คู่มาใช้ในการวิเคราะห์ เพ่ือครอบคลุมทุกบริเวณดังกล่าว 
ผลการทดลองพบว่าการวิเคราะห์ด้วย HRM analysis ด้วยคู่ ไพรเมอร์ EQF/EQR ผลผลิต PCR         
มีค่าการเปลี่ยนแปลงของสารเรืองแสง Fluorescence ชนิด SYTO™ 9 Green อย่างรวดเร็วที่ช่วง



53 
 
อุณหภูมิ 87-90  องศาเซลเซียส และเมื่อนำข้อมูลดังกล่าวมาสร้างกราฟพบว่าลักษณะของ Melting 
curve ที่ได้ สามารถแบ่งออกเป็น 3 รูปแบบ ตามแต่ละจีโนไทป์ได้อย่างชัดเจน คือ Wild-type (สีเขียว), 
Hb Q-Thailand heterozygote (สีแดง) และ Hb Q-Thailand homozygote (สีน้ำเงิน) ดังแสดงด้วย
เส้นกราฟ สีเขียว แดง และน้ำเงิน ตามลำดับ ดังภาพ 23 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 23 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR ที่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สีเขียว), Hb Q-Thailand heterozygote (สีแดง) และ Hb Q-Thailand 
 homozygote (สีน้ำเงิน) 
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จากการศึกษาการไม่เติม Q-Solution ร่วมด้วยในปฏิริยา เมื่อทำการวิเคราะห์ผลด้วย
เทคนิค HRM analysis จากคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR พบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตัวอย่าง
ชนิดที่ เป็น Wild-type กับ Hb Q-Thailand ในรูปแบบ Heterozygote ออกจากกันได้อย่างชัดเจน     
ดังภาพ 24 การเติม Q-Solution จะยังช่วยลดช่วยเพ่ิมความไว (sensitivity) และลดค่าอุณหภูมิ
หลอมเหลว (Tm) ของผลผลิต PCR ลง เมื่อเปรียบเทียบกับการไม่เติม Q-Solution ทำให้สามารถ
แยกความแตกต่างของทั้ง 3 จีโนไทป์ ออกจากกันได้อย่างมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ดังภาพ 25 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 24 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR ที่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สีเขียว), Hb Q-Thailand heterozygote (สีแดง) และ Hb Q-Thailand 
 homozygote (สีน้ำเงิน) 
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   ภาพ 25 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Melt peak (ภาพล่าง) 
          เปรียบเทียบการเติมและไม่เติม Q-Solution จากคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR 
 
        3. ผลการวิเคราะห์เพื่อระบุชนิดการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาบริเวณ 
Exon ที ่3 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 
 คู่ไพรเมอร์ CSF/CSR และคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 2   
ของทั้งยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ตามลำดับ เนื่องจากบริเวณ 3’ Non-coding 
region ของทั้ง 2 ยีน มีลำดับนิวคลีโอไทป์ที่แตกต่างกัน สำหรับการศึกษาในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอ
ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา ได้แก่ Hb Constant Spring 21 ตัวอย่าง, Hb Pakse’ 3 ตัวอย่าง, 
Hb Quong Sze 1 ตัวอย่าง และ Hb Pak Num po 1 ตัวอย่าง (โดยทำการสั่งสังเคราะห์ลำดับ      
นิวคลีโอไทป์ ในรูปแบบ Homozygote จาก GeneArt Gene Synthesis, Thermo Fisher Scientific, 
Germany) ซึ่งตัวอย่างทั้งหมดเป็นชนิดการกลายพันธุ์ที่พบในบริเวณดังกล่าว และตัวอย่างควบคุม    
ที่ไม่พบความผิดปกติบริเวณดังกล่าว 5 ตัวอย่าง โดยแต่ละชนิดของรูปแบบการกลายพันธุ์จะทำ  
แบบ 3 ซ้ำ เช่นเดียวกัน ผลการทดลองสามารถแบ่งตามแต่ละคู่ไพรเมอร์ได้ ดังนี้ 
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               3.1 คู่ไพรเมอร์ CSF/CSR 
  จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับการวิเคราะห์ HRM 
analysis พบลักษณะรูปร่างของ Normalized melting curve และ Difference curve ที่แตกต่างกัน
เป็น 5 กลุ่ม อย่างชัดเจน สามารถแบ่งออกเป็น กลุ่มตัวอย่างควบคุมที่ไม่พบความผิดปกติ (Wild-type, 
แสดงด้วยสีนน้ำเงิน ) และตัวอย่างฮีโมโกลบินผิดปกติทั้งชนิด Hb Constant Spring ในรูปแบบ 
Homozygote (สีแดง), Hb Constant Spring ในรูปแบบ Heterozygote (สีเขียว), Hb Pakse’ (สีเขียวอ่อน) 
และ Hb Quong Sze (สีส้ม) มีค่าอุณหภูมิที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงของสี SYTO™ 9 
จากทุกตัวอย่างของ ดีเอ็นเอจะอยู่ที่ 82.8-84.4 องศาเซลเซียส จากการทดลองที่มีการเติม และไม่เติม 
Q-Solution ดังภาพ 26 และ 27 ตามลำดับ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 26 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ CSF/CSR ที่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สีน้ำเงิน), Homozygous Hb Constant Spring (สีแดง),  
 Heterozygous Hb Constant Spring (สีเขียว), Hb Pakse’ (สีเขียวอ่อน) และ  
 Hb Quong Sze (สีส้ม)    



57 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   ภาพ 27 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ CSF/CSR ที่ไม่มีการเติม  
 Q-Solution; Wild-type (สีน้ำเงิน), Homozygous Hb Constant Spring (สีแดง),  
 Heterozygous Hb Constant Spring (สีเขียว), Hb Pakse’ (สีเขียวอ่อน) และ   
 Hb Quong Sze (สีส้ม)    
 
 เมื่อทำการทดสอบเปรียบเทียบการเติมและไม่เติม Q-Solution พบว่า การเติม Q-Solution 
ช่วยลดค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของผลผลิต PCR ลง แต่ไม่พบความแตกต่างในแง่ประสิทธิภาพ
หรือช่วยใช้แยกความแตกต่างในแต่ละจีโนไทป์ได้อย่างชัดเจน ดังภาพ 28 
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   ภาพ 28 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Melt peak (ภาพล่าง) 
          เปรียบเทียบการเติมและไม่เติม Q-Solution จากคู่ไพรเมอร์ CSF/CSR 

 
               3.2 คู่ไพรเมอร์ E5F/E5R 
  จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับการวิเคราะห์ HRM 
analysis พบลักษณะรูปร่างของ Normalized melting curve และ Difference curve ที่แตกต่างกัน
เป็น 3 กลุ่มอย่างชัดเจน สามารถแบ่งออกเป็น กลุ่มตัวอย่างควบคุมที่ไม่พบความผิดปกติ (Wild-type, 
แสดงด้วยสีเขียว) กับตัวอย่างฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด Hb Pak Num Po ในรูปแบบ Homozygote 
(สีแดง) และ ในรูปแบบ Heterozygote (สีน้ำเงิน) มีค่าอุณหภูมิที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสง   
ของสี SYTO™ 9 จากทุกตัวอย่างของดีเอ็นเอจะอยู่ที่  85-88 องศาเซลเซียส จากการทดลอง          
ที่มีการเติม และไม่เติม Q-Solution ดังภาพ 29  
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   ภาพ 29 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์เทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R ที่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สีเขียว), Homozygous Hb Pak Num Po (สีแดง) และ  
 Heterozygous Hb Pak Num Po (สีน้ำเงิน) 

 
จากการศึกษาการไม่เติม Q-Solution ร่วมด้วยในปฏิริยา เมื่อทำการวิเคราะห์ผลด้วย

เทคนิค HRM analysis จากคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R พบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตัวอย่าง
ชนิด Hb Pak Num Po ในรูปแบบ Homozygote (สีแดง) และ ในรูปแบบ Heterozygote (สีน้ำเงิน) 
ออกจากกันได้อย่างชัดเจน ดังภาพ 30 และการเติม Q-Solution จะยังช่วยลดช่วยเพ่ิมความไว 
(sensitivity) และลดค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของผลผลิต PCR ลง เมื่อเปรียบเทียบกับการไม่เติม 
Q-Solution ทำให้สามารถแยกความแตกต่างของทั้ง 3 จีโนไทป์ ออกจากกันได้อย่างมีประสิทธิภาพ
ยิ่งขึ้น ดังภาพ 31 
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   ภาพ 30 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Difference curve (ภาพล่าง)  
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R ที่ไม่มีการเติม Q-Solution; 
 Wild-type (สีเขียว), Homozygous Hb Pak Num Po (สีแดง) และ  
 Heterozygous Hb Pak Num Po (สีน้ำเงิน) 
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   ภาพ 31 Normalized melting curve (ภาพบน) และ Melt peak (ภาพล่าง) 
          เปรียบเทียบการเติม และไม่เติม Q-Solution จากคู่ไพรเมอร์ E5F/E5R 

  
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค HRM analysis กับเทคนิค DNA sequencing 
 จากผลการยืนยันลำดับนิวคลีโอไทป์ของตัวอย่างที่พบการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบิน
ผิดปกติชนิดแอลฟาด้วยวิธี DNA sequencing พบว่า ทุกตัวอย่างให้ผลสอดคล้องกับรูปแบบของ 
Melting curve ที่ได้จากการตรวจหาการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis สามารถระบุความถูกต้องแม่นยำในการวิเคราะห์อยู่ที่ 100 เปอร์เซ็นต์ โดยได้แสดงรูปแบบ
และผล DNA Sequencing ดังตาราง 9 
 ทุกตัวอย่างการทดลองให้ผลสอดคล้องกับผล  DNA Sequencing โดยพบจีโนไทป์        
ของแต่ละชนิดการกลายพันธุ์ทั้งในรูปแบบ Heterozygote และ Homozygote นอกจากนี้ยังพบ
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟามากกว่า 1 ชนิด ในผู้ป่วยรายเดียวกัน คือพบ Hb Q-Thailand 
ร่วมกับ Hb Constant Spring ซึ่งจะได้แสดงผลการทดลอง ดังต่อไป 
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  ตาราง 9 ชนิดฮีโมโกลบินผิดปกติ และเปอร์เซ็นต์ความถูกต้องจากการตรวจด้วย 
 เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis เปรียบเทียบกับวิธี DNA Sequencing  
 

ฮีโมโกลบินผิดปกติ ผล DNA  
Sequencing 

เปอร์เซ็นต์ 
ความถูกต้อง* 

 1. Hb Constant Spring (Heterozygote) CAA/TAA        100% (8/8) 

     Hb Constant Spring (Homozygote) CAA/CAA       100% (13/13) 
 2. Hb Pakse’(Heterozygote) TAT/TAA        100% (3/3) 

 3. Hb Quang Sze (Homozygote) CCG/CCG        100% (1/1) 

 4. Hb Q-Thailand (Heterozygote) CAC/GAC        100% (16/16) 
     Hb Q-Thailand (Homozygote) CAC/CAC       100% (1/1) 

 5. Hb Hekinan (Heterozygote) GAT/GAG       100% (1/1) 
     Hb Hekinan (Homozygote) GAT/GAT       100% (2/2) 

 6. Hb Ananthraj (Homozygote) CAG/CAG        100% (1/1) 

 7. Hb Siam (Heterozygote) CGT/GGT        100% (1/1) 
 8. Hb Queens (Heterozygote) CGG/CTG       100% (1/1) 

 9. Hb Nakhon Ratchasima (Heterozygote) GTC/GCC        100% (1/1) 

10. Hb Thailand (Heterozygote) ACG/AAG        100% (1/1) 
11. Hb Pak Num Po (Homozygote) +T/+T       100% (1/1) 

12. Wild type (HBA2) -       100% (5/5) 
13. Wild type (HBA2) -       100% (5/5) 

รวมตัวอย่างท่ีส่ง DNA Sequencing        100% (61/61) 

 
*จำนวนตัวอย่างที่ส่ง DNA Sequencing / สอดคล้องกับลักษณะรูปแบบของ Melting curve ที่ได้ 
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           1. ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบในบริเวณ Exon ที่ 1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 
 จากการตรวจหาการกลายพันธุ์ในบริเวณ Exon ที่ 1 ของทั้งยีนแอลฟาโกลบิน 2 และแอลฟา
โกลบิน 1 โดยใช้คู่ไพรเมอร์ E1F/E1R สามารถระบุชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติได้ 3 ชนิด คือ Hb Hekinan 
(HBA1:c.27G>T)  จำนวน 3 ตัวอย่าง แบ่งเป็น จีโนไทป์แบบ Heterozygote 1 ตัวอย่าง และ Homozygote 
2 ตัวอย่าง, Hb Siam (HBA1:c.15G>C) พบจีโนไทป์รูปแบบ Heterozygote 1 ตัวอย่าง และ Hb Anantharaj 
(HBA1 or HBA2:c.34A>C) จากการสังเคราะห์ดี เอ็นเอสายคู่ขึ้นมาในรูปแบบ Homozygote         
1 ตัวอย่าง ซึ่งทุกตัวอย่างยืนยันความถูกต้องของลำดับนิวคลีโอไทป์ด้วยเทคนิค  DNA Sequencing   
ดังภาพ 32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 32 ผล DNA Sequencing ระบุชนิดการกลายพันธุ์ของ Hb Hekinan, Hb Siam  
 และ  Hb Anantharaj เปรียบเทียบกับ Difference curve จากการวิเคราะห์ 
 เทคนิค HRM โดยใช้คู่ไพรเมอร์ E1F/E1R 
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           Hb Hekinan จัดเป็นฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด Nonpathological hemoglobinopathy   
ที่พบมากในกลุ่มคนญี่ปุ่น และจีน เกิดจากกลายพันธุ์บนยีนแอลฟาโกลบิน 1 ปริมาณที่สังเคราะห์ได้
จึงน้อยกว่าฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอ่ืนที่เกิดบนยีนแอลฟาโกลบิน 2 (คณะกรรมการการจัดทำคู่มือ
ปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติทางห้องปฏิบัติการ, 2556) ตำแหน่ง
ของ Hb Hekinan จะใกล้เคียงกับตำแหน่ง (Peak) ของ Hb A และ Hb A2 จากตัวอย่างเลือด        
ที่ทำการวิเคราะห์ผล Hb typing ด้วยเทคนิค HPLC พบ Hb Hekinan 2 ตำแหน่ง ที่ค่า RT เท่ากับ 
2.31 และ 3.48 นาที ตามลำดับ ดังภาพ 37 ในภาคผนวก ข และจากผล Melting curve ตรวจพบ     
จีโนไทป์ในรูปแบบ Homozygote จำนวน 2 ตัวอย่าง (จาก Hb Hekinan ทั้งหมด 3 ตัวอย่าง)    
เนื่ องจากาการมีพาหะของแอลฟาซี โรธาลัสซี เมียชนิด SEA ร่วมด้วย มีการรายงานพบว่า             
Hb Hekinan สามารถเกิดร่วมกับ Hb E และหากมีภาวะของแอลฟาธาลัสซีเมียร่วมด้วย ส่งผลให้ 
โปรตีนแอลฟาโกลบินปกติสังเคราะห์ได้น้อยลง จึงอาจพบ Abnormal peak คือ Hb Hekinan (αHK

2 β
A
2)   

และ Hb E-Hekinan (αHK
2 β

E
2) ซึ่งแยกออกจาก Hb A และ Hb E อย่างชัดเจน (Fucharoen, Changtrakun, 

Ratanasiri, Fucharoen, & Sanchaisuriya, 2003) 
 สำหรับตัวอย่าง Hb Hekinan ที่พบจีโนไทป์ในรูปแบบ Heterozygote (1 ตัวอย่าง)    
เมื่อพิจารณาถึงผล Chromatogram กลับไม่พบ  Abnormal peak ของ Hb Hekinan ที่บริเวณ
ใกล้เคียงกับ Hb A และ Hb A2 แต่พบตำแหน่งของฮีโมโกลบินผิดปกติ ที่ไม่ทราบชนิดร่วมกับตำแหน่ง
ของ Hb F ปริมาณ 23.5 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า RT เท่ากับ 1.11 นาที ดังภาพที่ 38  ในภาคผนวก ข ซึ่งคาดการณ์ว่า
อาจพบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอ่ืนร่วมอยู่ด้วย จึงได้ทำการวิเคราะห์ทุกตำแหน่งของการกลายพันธุ์
ภายในยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ด้วยเทคนิค Real-time PRC ร่วมกับ HRM 
analysis พบลักษณะของ Melting curve ที่แตกต่างจากตัวอย่างควบคุม (Wild-type) ซึ่งให้ผล 
Positive จากทั้งไพรเมอร์ E1F/E1R และ E4TF/E4TR แสดงให้เห็นถึงการพบการกลายพันธุ์ของยีน
แอลฟาโกลบินในบริเวณ Exon ที่ 1 และ 2 ตามลำดับ และทำการตรวจลำดับนิวคลีโอไทป์ด้วยเทคนิค DNA 
Sequencing พบการเปลี่ยนแปลงของเบสที่ตำแหน่ง Codon 56 (HBA2:c.56 AAG>GAG) บริเวณ 
Exon ที่ 2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 ดังภาพ 39 ในภาคผนวก ข ซึ่งจำเป็นที่จะต้องทำการศึกษาเพ่ิมเติม   
ต่อในอนาคต 
 Hb Siam และ Hb Anantharaj เป็นตัวอย่ างดี เอ็น เอที่ ได้ รับการอนุ เคราะห์ จาก
ศาสตราจารย์  ดร.สุพรรณ ฟู่เจริญ ผู้อำนวยการศูนย์วิจัยและพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทาง
ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ (ศวป.) คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น และจากการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่ขึ้นมา ตามลำดับ จึงไม่มีผลการรายงานชนิดและปริมาณฮีโมโกลบินผิดปกติ 
แต่จะใช้เป็นตัวอย่างในการศึกษาลักษณะของ Melting curve ที่ ได้จากการวิเคราะห์รูปแบบ      
ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis เพ่ือเป็น
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ข้อมูลสำหรับการตรวจวิเคราะห์ต่อไปในอนาคต โดย Hb Siam หรือเรียกว่า Hb Ottawa จัดเป็น
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด Nonpathological เช่นเดียวกับ Hb Hekinan และ Hb Queens สามารถ
ตรวจพบ Abnormal peak ของ Hb Siam ได้ในช่วง 15-20 เปอร์เซ็นต์ การพบ Hb Siam ไม่ส่งผล
ต่อค่าทางโลหิตวิทยา แต่ปัญหาที่สำคัญคือตำแหน่ง Peak ของ Hb Siam จะถูกแยกออกมา         
ในตำแหน่งเดียวกับ Hb S, Hb D-Punjab, Hb Tak, Hb G-Makassar และ Hb Korle-Bu ซึ่งอาจทำ
ให้เกิดการวินิจฉัยที่ผิดพลาดได้จำเป็นต้องได้รับการตรวจยืนยันในระดับดีเอ็นเอต่อไป (Fucharoen, 
Singsanan, Hama, Fucharoen, & Sanchaisuriya, 2007)  
 Hb Anantharaj หรือ Hb J-Wenchang-Wuming สามารถพบได้ทั้ งในยีนแอลฟาโกลบิน 2     
และแอลฟาโกลบิน 1 จัดเป็น Nonpathological Hb variant พบได้บ่อยในแถบประเทศจีนและมีรายงาน   
พบได้ในประเทศไทย Hb Anantharaj มีความเป็นประจุลบที่มากกว่า Hb A จึงสามารถพบ Abnormal peak       
ได้ในตำแหน่ง Hb Pyrgos และ Hb J-Bangkok จำเป็นต้องได้รับการตรวจยืนยันในระดับดีเอ็นเอต่อไป
เช่นเดียวกัน (Srivorakun et al., 2014) 
 
          2. ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบในบริเวณ Exon ที่ 2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 
 จากการวิจัยสามารตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาจำนวน 4 ชนิด จากบริเวณ Exon ที่ 2  
ของยีนแอลฟาโกลบิน โดยใช้คู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และ EQF/EQR โดยแบ่งเป็น ชนิดที่พบในยีนแอลฟา
โกลบิน 2 จำนวน 1 ชนิด ได้แก่ Heterozygous Hb Nakhon Ratchasima (HBA2:c.63C>T) 1 ตัวอย่าง 
ส่วนชนิดที่พบในยีนแอลฟาโกลบิน 1 จำนวน 3 ชนิด ได้แก่ Heterozygous Hb Thailand (HBA1:c.170A>C) 
1 ตัวอย่าง, Heterozygous Hb Queens (HBA1:c.104T>G) 1 ตัวอย่าง, Heterozygous Hb Q-Thailand 
(HBA1:c.223G>C) 16 ตัวอย่าง และ Homozygous Hb Q-Thailand 1 ตัวอย่าง (จากการสั่งสังเคราะห์     
ซึ่งสามารถแสดงผล DNA Sequencing เปรียบเทียบกับผล Difference curve ดังภาพ 33, 34 และ 35   
 ตั วอย่ างดี เอ็น เอของ Hb Queens และ Hb Thailand ได้ รับการอนุ เคราะห์ จาก
ศาสตราจารย์ ดร.สุพรรณ ฟู่เจริญ โดย Hb Queens (Hb Ogi) จะมีลักษณะที่คล้ายคลึงกับ Hb Siam  
มากแต่แตกต่างกันตรงที่ตำแหน่งการเกิดการกลายพันธุ์ที่  Codon 34 ในขณะที่ Hb Siam เกิดที่ 
Codon 15 ส่วน Hb Thailand เกิดการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง Codon ที่ 56 ทั้งสองฮีโมโกลบิน
ผิดปกตินี้ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าทางโลหิตวิทยา (Fucharoen et al., 2007)  
 
 
 
 
 
 



66 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ภาพ 33 DNA Sequencing ระบุชนิดการกลายพันธุ์ของ Hb Thailand, Hb Queens 
       และ Hb Nakhon Ratchasima เปรียบเทียบกับ Difference curve  
      จากการวิเคราะห์เทคนิค HRM โดยใช้คู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR 
 
 Hb Nakhon Ratchasima มีการรายงานการค้นพบครั้งแรกที่ประเทศไทย เกิดจากการ
กลายพันธุ์ในตำแหน่ง Codon ที่ 63 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 จัดว่าเป็นฮีโมโกลบินผิดปกติชนิด 
Nonpathological hemoglobinopathy ด้วยเช่นเดียวกัน เนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิ โน  Alanine ไป เป็ น  Valine ซึ่ งต่ างก็ มี คุณ สมบั ติ เป็ น  Hydrophobic side chain 
เช่นเดียวกัน (Srivorakun et al., 2011) เมื่อพิจารณาผล Hb Typing ด้วยเทคนิค HPLC ดังภาพ 40   
ในภาคผนวก ข จะพบว่า Chromatogram มีลักษณะคล้ายกับ Hb Hekinan เพราะพบ Abnormal 
peak ของ Hb Nakhon Ratchasima ที่บริเวณใกล้เคียงกับ Hb A และ Hb A2 ที่ RT เท่ากับ 2.82 
และ 3.85 นาท ีและคิดเป็นปริมาณ 23.8 และ 3.8 เปอร์เซ็นต ์ตามลำดับ 
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 Hb Q-Thailand เป็นฮีโมโกลบินผิดปกติ ที่ เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์         
ที่ตำแหน่ง Codon 74 บริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 1 ร่วมกับการเกิดแอลฟาพลัสธาลัสซีเมียชนิด -4.2 kb 
deletion บนแขนข้างเดียวกันของโครโมโซมแท่งที่ 16 จัดเป็นการกลายพันธุ์ชนิดที่ก่อให้เกิดความ
ผิดปกติทั้งในด้านคุณภาพ (qualitative defect) และด้านปริมาณ (quantitative defect) การระบาด
วิทยาของ Hb Q-Thailand มี รายงานการพบได้ ทุ กภู มิ ภาคของประเทศไทย (Panyasai and 
Pornprasert, 2014) และพบความชุกของ Heterozygous Hb Q-Thailand ได้บ่อยกว่า Homozygous 
Hb Q-Thailand (Panyasai and  Fucharoen, 2016) ลักษณะทางคลินิกที่สำคัญของผู้ป่วยทั้ งชนิด      
ที่ เป็น Heterozygous และ Homozygous Hb Q-Thailand คือ มีภาวะซีดเล็กน้อย (slight anemia) 
และพบเม็ดเลือดแดงขนาดเล็ก (microcytosis) การขาดหายไปของยีนแอลฟาโกลบิน 2 จึงมีระดับการ
สังเคราะห์โกลบินโปรตีนลดลง การพบ Heterozygous Hb Q-Thailand ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย 
ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่า Hb Q-H disease ซึ่งมีลักษณะคล้ายกับ Deletional Hb H disease ทำให้พบ
ภาวะซีดรุนแรง ตับ และม้ามโต จำเป็นต้องได้การรักษาโดยการให้เลือดและใช้ยาขับเหล็ก (Leung et al., 
2004) 
 จากตัวอย่างที่ได้รับการตรวจ Hb Q-Thailand ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis พร้อมกับยืนยันลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing ทั้ง 17 ตัวอย่าง สามารถแบ่ง    

Hb Q-Thailand ที่พบร่วมกับบีตาธาลัสซี เมีย และฮีโมโกลบินอีผิดปกติ ออกเป็น 5 กลุ่ม ได้แก่             
Hb Q-Thailand heterozygotes 6 ตั วอย่ าง, Hb Q-Thailand heterozygote ร่ วมกับ  Heterozygous         
Hb Constant Spring 1 ตัวอย่าง, Hb Q-Thailand heterozygotes ร่วมกับ Heterozygous Hb E 3 ตัวอย่าง,  
Hb Q-Thailand heterozygotes ร่วมกับ Homozygous Hb E 2 ตัวอย่าง, Hb Q-Thailand heterozygote 
ร่วมกับ Hb E/β-thalassemia 2 ตัวอย่าง และ Hb Q-Thailand heterozygotes ร่วมกับ Heterozygous     
β-thalassemia 2 ตัวอย่าง ในการตรวจ Hb typing ด้วยเทคนิค HPLC พบว่า Hb Q-Thailand ถูกตรวจ
พบได้ ในตำแหน่ ง S-window (Jindadamrongwech, Tungbuppha, Chuncharunee, & Butthep, 2010) 
โดยมีค่ า RT อยู่ ในช่วง 4.5-4.7 นาที  ซึ่ งใกล้ เคี ยงกับ Hb Tak (β 146 Ter>Thr, +AC) เป็ นฮีโมโกลบิน      
ผิดปกติที่มีรายงานการพบได้บ่อยในเขตภาคเหนือของประเทศไทย (Panyasai & Pornprasert, 2014) 
และมีค่า RT อยู่ ในช่วง 4.0-4.3 นาที  การรายงานชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติจากการวิเคราะห์            
Hb typing เพียงอย่างเดียว อาจไม่เพียงพอ และเกิดความผิดพลาดได้ จากการมีค่า RT ที่ใกล้เคียงกัน   
ร่วมถึงจากการที่มีประฏิสัมพันธ์ร่วมกับโรคธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอ่ืน ส่งผลให้เกิด
รปูแบบของโครมาโทรแกรมที่แตกต่าง ทำให้ต้องได้รับการตรวจยืนยันในระดับ DNA ต่อไป  
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   ภาพ 34 ผล DNA Sequencing ระบุชนิดการกลายพันธุ์ของ Hb Q-Thailand 
     เปรียบเทียกับ Difference curveจากการวิเคราะห์เทคนิค HRM  
           โดยใช้คู่ไพรเมอร์ EQF/EQR 
 
          3. ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบในบริเวณ Exon ที่ 3 ของยีนแอลฟาโกลบิน 
 ตรวจพบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาถึง 4 ชนิด จากบริเวณ Exon ที่ 3  ของยีนแอลฟาโกลบิน 
โดยใช้คู่ไพรเมอร์ CSF/CSR และ E5F/E5R โดยแบ่งเป็นชนิดที่พบในยีนแอลฟาโกลบิน 2 จำนวน 3 ชนิด      
4 จี โนไทป์  ได้ แก่  Heterozygous Hb Constant Spring (HBA2:c.427T>C) 1 ตั วอย่ าง, Homozygous       
Hb Constant Spring (HBA2:c.427T>C) 1ตั วอย่ าง , Heterozygous Hb Pakse’ (HBA2:c.429A>T)  
และ Homoozygous Hb Quang Sze  (HBA2:c.377T>C) 1 ตัวอย่าง ส่วนชนิดที่พบในยีนแอลฟาโกลบิน 1 
จำนวน 1 ชนิด คือ Homoozygous Hb Pak Num Po (HBA1:c.396 ins T+) (จากการสั่ งสังเคราะห์           
ซึ่งสามารถแสดงผล DNA Sequencing เปรียบเทียบกับผล Difference curve ดังภาพ 35 และ 36 
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  ภาพ 35 ผล DNA Sequencing ระบุชนิดการกลายพันธุ์ของ Hb Constant Spring 
 Hb Pakse’ และ Hb Quong Sze เปรียบเทียบกับ Difference curve  
 จากการวิเคราะห์เทคนิค HRM โดยใช้คู่ไพรเมอร์ CSF/CSR 
 
 Hb Constant Spring และ Hb Pakse’ เกิดจากการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่ง Termination 
ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 เกิดเปลี่ยนแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์จาก TAA เป็น CAA และ TAA เป็น TAT 
ตามลำดับ ส่งผลให้มีการสังเคราะห์กรดอะมิโนในสายแอลฟาโกลบินที่ยาวขึ้นไปอีกจำนวน 31 ตัว 
จัดเป็นฮีโมโกลบินผิดปกติ  และแอลฟาธาลัสซีเมียชนิดที่ไม่ได้เกิดจากการขาดหายไปของยีน            
ที่สำคัญสามารถเกิดปฏิสัมพันธ์ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมีย ก่อให้เกิดโรคท่ีเรียกว่า Non-deletional         
Hb H disease ที่มีความรุนแรงจำเป็นต้องได้การรักษาโดยการให้ เลือด  และใช้ยาขับเหล็ก
เช่นเดียวกับ Hb Q-H disease (Pichanun et al., 2010; Sanchaisuriya et al., 2002; Singsanan et al., 
2007; Viprakasit et al., 2002) 
 Hb Quong Sze (HBA2: c.377T>C) จั ด เป็ น  Non-deletional thalassemia เช่ น เดี ยวกั บ       
Hb Constant Spring และ Hb Pakse’ การมีปฏิสัมพันธ์ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมียก่อให้เกิด   
โรค Non-deletional Hb H อันเนื่องมาจากความไม่เสถียรภาพของสายโปรตีนแอลฟาโกลบิน         
ทำให้เกิดการสลายตัวอย่างรวดเร็ว (Yang, Lou, Liu, He, & Li, 2014) 
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  Hb Pak Num Po เกิดจากการ Insertion ของเบส T ที่ตำแหน่ง Codon 131 ทำให้เกิด
การสังเคราะห์สายโปรตีนแอลฟาโกลบินต่อไปอีก 34 กรดอะมิโน จากความไม่เสถียรภาพของสาย
โปรตีนแอลฟาโกลบิน และเกิดการสลายตัวอย่างรวดเร็วเช่นเดียวกัน (Viprakasit et al., 2004) 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ภาพ 36 ผล DNA Sequencing ระบุชนิดการกลายพันธุ์ของ Hb Pak Num Po 
     เปรียบเทียบกบั Difference curve จากการวิเคราะห์เทคนิค HRM  
          โดยใช้คู่ไพรเมอร์ E5F/E5R 
 
 การตรวจยืนยันชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติในระดับดีเอ็นเอมีความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง    
ต่อการแปลผลเพ่ือกำหนดคู่เสี่ยงที่อาจให้กำเนิดบุตรเป็นโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง รวมไปถึงการวาง
แผนการรักษาผู้ป่วยในอนาค เนื่องจากฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาสามารถพบร่วมกับโรคธาลัสซีเมีย    
และก่อให้เกิดโรคโลหิตจางที่มีอาการรุนแรง ในขณะที่บางชนิดไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง          
ทางโลหิตวิทยา ดังสรุปในตารางที่ 10 การเลือกใช้เทคนิคในการวิเคราะห์หรือวิธีการตรวจยืนยัน     
ที่รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ จะมาสารถช่วยลดขั้นตอนในการวินิจฉัย โดยเฉพาะการตรวจยืนยัน
ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis มีความถูกต้องแม่นยำ
และมีประสิทธิภาพสูง เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี DNA Sequencing อีกทั้งยังเป็นเทคนิคที่ง่าย สะดวก 
รวดเร็ว และอาจนำไปใช้ในการตรวจยืนยันฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดอื่นๆ ได้อีกด้วย 
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ตาราง 10 ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา และรายงานการก่อโรค 
 

ฮีโมโกลบินผิดปกติ การก่อโรค 

 1. Hb Constant Spring  สามารถพบร่วมกับ α-thalassemia 1 ก่อให้เกิดโรค  
Hb H-CS disease ที่มีอาการรุนแรงได ้(Charoenkwan, 
Taweephon, Sae-Tung, Thanarattanakorn, & 
Sanguansermsri, 2005) 

 2. Hb Pakse’ สามารถพบร่วมกับ α-thalassemia 1 ก่อให้เกิดโรค  
Hb H-Pakse’ disease ที่มีอาการรุนแรงได้ 
(Sanchaisuriya et al., 2002) 

 3. Hb Quong Sze  สามารถพบร่วมกับ α-thalassemia 1 ก่อให้เกิดโรค  
Hb H disease ที่มีอาการรุนแรงได้  
(Wee, Tan, Chua, George, & Tan, 2009) 

 4. Hb Q-Thailand  สามารถพบร่วมกับ α-thalassemia 1 ก่อให้เกิดโรค  
Hb Q-H disease ที่มีอาการรุนแรงได ้ 
(Leung et al., 2004)   

 5. Hb Pak Num Po  สามารถพบร่วมกับ α-thalassemia 1 ก่อให้เกิดโรค  
Hb H disease ที่มีอาการรุนแรงได้  
(Viprakasit et al., 2004) 

 6. Hb Hekinan  ไม่พบความผิดปกติ1 
 7. Hb Ananthraj  ไม่พบความผิดปกต1 

 8. Hb Siam  ไม่พบความผิดปกติ1 
 9. Hb Queens ไม่พบความผิดปกติ1 

10. Hb Nakhon Ratchasima  ไม่พบความผิดปกติ1 

11. Hb Thailand  ไม่พบความผิดปกติ1 
 

1 (คณะกรรมการการจัดทำคู่มือปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมีย และฮีโมโกลบินผิดปกติทาง
ห้องปฏิบัติการ, 2556) 
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บทที่ 5 

 

บทสรุป 

 
สรุปผลการวิจัย 
 การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ในการระบุการ
กลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาที่พบได้บ่อยในประเทศไทยด้วยเทคนิค Real-time 
PCR ร่วมกับ HRM analysis ได้อย่างถูกต้องแม่นยำ มีประสิทธิภาพในการระบุชนิดการกลายพันธุ์       
โดยได้ เปรียบเทียบความถูกต้องของการวิ เคราะห์กับวิธี  DNA sequencing ซึ่ งสามารถสรุป
ผลการวิจัยได้ 5 หัวข้อ ดังต่อไปนี้ 
 
         1. การเก็บตัวอย่างท่ีใช้ในการทดลองและการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด  
 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ประกอบไปด้วยตัวอย่างเลือดชนิด Whole blood 
และตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยที่ได้รับการตรวจยืนยันว่าพบฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาจาก    
หน่วยวิจัยธาลัสซีเมีย ศูนย์วิจัยโลหิตวิทยา โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร จำนวน 11 ชนิด       
ดังตาราง 6 ผลการทดลองจากการสกัดดีเอ็นเอ และทำการตรวจวัดปริมาณคุณภาพของการสกัดที่ได้ 
พบค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดได้อยู่ที่ 33.72 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร อัตราส่วนระหว่าง 
A260 ต่อ A280 เฉลี่ยอยู่ที่ 1.79 บ่งบอกถึงคุณภาพดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์สามารถนำไปใช้ศึกษา     
ยังขั้นตอนต่อไป 
 
         2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ด้วย
เทคนิค PCR 
 คู่ไพรเมอร์ และ HBA_T1/HBA2_T3 และ HBA_T1/HBA1_T2 สามารถเข้าจับกับบริเวณ
ของดีเอ็นเอที่ตำแหน่งยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ตามลำดับ อย่างจำเพาะเจาจง 
เมื่อใช้อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่ 60 องศาเซลเซียส และสามารถใช้ผลผลิต PCR ที่ได้จาก     
คู่ไพรเมอร์ 2 คู่นี้สำหรับเป็น Template ในการวิเคราะห์ขั้นตอน  Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis และนำไปตรวจสอบความถูกต้องของลำดับของนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing ได ้
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         3. การออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis  
 การออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM 
analysis ในการศึกษาครั้งนี้จะแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม โดยแต่ละกลุ่มจะมีความจำเพาะในแต่ละ Exon ของ
ยีนแอลฟาโกลบิน ซึ่งแต่ละคู่จะครอบคุมตำแหน่งการกลายพันธุ์ของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา
สามารถแบ่งออกเป็น  
 3.1 กลุ่มไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 1 ของยีนแอลฟาโกลบิน 
      ประกอบด้วยคู่ไพรเมอร์ E1F/E1R และ E12F/E12R สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอได้ทั้ง
บริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติที่สามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้คือ Hb Ananthraj, Hb Hekinan และ Hb Siam  
 3.2 กลุ่มไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 
       ประกอบด้วยคู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR และ EQF/EQR สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอได้ทั้ง
บริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ได้เช่นเดียวกัน ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ         
ที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้คือ Hb Q-Thailand, Hb Thailand, Hb Nakhon Ratchasima และ Hb Queens  
 3.3  กลุ่มไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อบริเวณ Exon ที่ 3 ของยีนแอลฟาโกลบิน 
       ประกอบด้วยคู่ไพรเมอร์ CSF/CSR ที่สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 
ได้ เพียงตำแหน่งเดียว และคู่ ไพรเมอร์ E5F/E5R สำหรับเข้าจับกับบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 1          
ชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติที่สามารถตรวจวิเคราะห์ ได้คือ Hb Constant Spring, Hb Pakse’,        
Hb Quong Sze, Hb Queens และ Hb Pak Num Po 
 
          4. การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำ PCR 
 จากการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมของคู่ไพรเมอร์ในการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-
time PCR ร่วมกับ HRM analysis พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะในขั้นตอน Annealing อยู่ในช่วง 58-60 
องศาเซลเซียส เนื่ องจากเป็น อุณหภูมิที่ เหมาะสมสำหรับการเข้าจับกันระหว่างไพรเมอร์               
กับ Template และความเข้มข้นของ MgCl2 ที่เหมาะสมอยู่ท่ี 1.5 มิลลิโมลลาร์  
   สำหรับการตรวจฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาได้มีการเติมน้ำนาสำเร็จรูป Q-Solution 
จาก Qiagen (Hilden, Germany) ทำให้การแยกความแตกต่างของแต่ละจีโนไทป์ได้อย่างชัดเจนมาก
ยิ่งขึ้น และช่วยลดค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของผลผลิต PCR ลงเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่าง       
ที่ไม่เติม Q-Solution 
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         5.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis 
กับเทคนิค DNA sequencing 
 จากผลการสดสอบ พบว่าทุกตัวอย่างของฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟาได้ส่งยืนยันความ
ถูกต้องของลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing พบว่าทุกรูปแบบของ Melting curve      
ที่ได้จากการการวิเคราะห์การกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis      
ให้ ผลสอดคล้อง และตรงกับผล DNA sequencing ซึ่ งสามารถนำมาคำนวณความถูกต้อง          
100 เปอร์เซ็นต์ จากทุกตัวอย่าง นับได้ว่า เทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis เป็นเทคนิค     
ที่มีประสิทธิภาพในการตรวจยืนยันการกลายพันธุ์ได้อย่าง ถูกต้องแม่นยำ อีกทั้งยังช่วยลดขั้นตอน     
ในการตรวจวิเคราะห์ และเหมาสมในการนำมาพัฒนา เพ่ือใช้ในการตรวจสำหรับงานควบคุมป้องกัน
โรคธาลัสซีเมียอีกด้วย 
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ภาคผนวก ก   ข้อมูลตัวอย่างในการทดลอง 
 
ตาราง 11 ตัวอย่างทดลองแสดงชนิดของฮีโมโกลบินผิดปกติ และผลDNA Sequencing  
 

ลำดับที่  Lab No. Mutations  ผล DNA Sequencing  
1 T1/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
2 T2/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
3 T3/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
4 T4/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
5 T5/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
6 T6/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
7 T7/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
8 T8/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
9 T9/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
10 T10/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
11 T11/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
12 T12/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
13 T13/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
14 T14/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
15 T15/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
16 T16/63 Hb Q-Thailand CAC/GAC  
17 T17/63 Hb Q-Thailand CAC/CAC  
18 T18/63 Hb Ananthraj CAG/CAG  
19 T19/63 Hb Siam CGT/GGT  
20 T20/63  Hb Hekinan GAG/GAT  
21 T21/63 Hb Hekinan GAT/GAT  
22 T22/63 Hb Hekinan GAT/GAT  
23 T23/63 Hb Queens CTG/CGG  
24 T24/63 Hb Nakhon Ratchasima GTC/GCC  

25 T25/63 Hb Pak Num Po +T/+T  
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ตาราง 10  (ต่อ)  
 

ลำดับที่  Lab No. Mutations ผล DNA Sequences  

26 T26/63  Unknow mutation GAG/AAG  

27 T27/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
28 T28/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
29 T29/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
30 T30/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
31 T31/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
32 T32/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
33 T33/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
34 T34/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
35 T35/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
36 T36/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
37 T37/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
38 T38/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
39 T39/63 Hb Constant Spring CAA/CAA  
40 T40/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
41 T41/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
42 T42/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
43 T43/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
44 T44/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
45 T45/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
46 T46/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
47 T47/63 Hb Constant Spring CAA/TAA  
48 T48/63 Hb Pakse’ TAT/TAA  
49 T49/63 Hb Pakse’ TAT/TAA  
50 T50/63 Hb Pakse’ TAT/TAA  
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ตาราง 10  (ต่อ) 
 

ลำดับที่  Lab No. Mutations ผล DNA Sequences  

51 T51/63 Hb Thailand ACG/AAG  
52 T52/63 Hb Quong Sze CAC/GAC  
53 T53/63 Wild-type -  

54 T54/63 Wild-type -  

55 T55/63 Wild-type -  

56 T56/63 Wild-type -  

57 T57/63 Wild-type -  

58 T58/63 Wild-type -  

59 T59/63 Wild-type -  
60 T60/63 Wild-type -  

61 T61/63 Wild-type -  

62 T62/63 Wild-type -  
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ภาคผนวก ข  ผลวิเคราะห์เพิ่มเติม 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ภาพ 37 Chromatogram ของ Hb Hekinan ร่วมกับแอลฟาซีโรธาลัสซีเมียชนิด SEA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

         ภาพ 38 Chromatogram ของ Hb Hekinan เกิดร่วมกับ Unknow mutation 
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   ภาพ 39 การเปลี่ยนแปลงของเบสที่ตำแหน่ง codon 56 (HBA2:c.56 AAG>GAG)  
 บริเวณ Exon ที่ 2 ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 เปรียบเทียบกับ Difference curve 
 จากการวิเคราะห์เทคนิค HRM โดยใช้คู่ไพรเมอร์ E4TF/E4TR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   ภาพ 40 Chromatogram ของ Hb Nakhon Ratchasima 
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   ภาคผนวก ค การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำ Real-time PCR ร่วมกับ HRM     
 analysis  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   ภาพ 41 ความเข้มข้น MgCl2 ส่งผลต่อลักษณะของ Normalized melting curve  
 ด้วยคู่ไพรเมอร์EQF/EQR ที่มีการเติม Q-Solution ในตัวอย่าง Wild-type,  
 Hb Q-Thailand heterozygote และ Hb Q-Thailand homozygote  
 



 89 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพ 42 ความเข้มข้นของ MgCl2 ส่งผลต่อลักษณะของ melt peak จากการทดสอบ 
 ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR ที่มีการเติม 
 Q-Solution  
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ภาพ 42  ความเข้มข้นของ MgCl2 ส่งผลต่อลักษณะของ melt peak จากการทดสอบ 
 ด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM ด้วยคู่ไพรเมอร์ EQF/EQR ที่มีการเติม  
 Q-Solution (ต่อ) 
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ภาคผนวก ง  เอกสารเพิ่มเติ่ม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             ภาพ 43 เอกสารรับรองจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 
 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	ประกาศคุณูปการ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1
	บทนำ
	ความเป็นมาของปัญหา
	จุดมุ่งหมายของการวิจัย
	ความสำคัญของการวิจัย
	ขอบเขตการวิจัย
	สมมุติฐานของการวิจัย

	บทที่ 2
	เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	ฮีโมโกลบิน (hemoglobin)
	โรคธาลัสซีเมีย (thalassemia)
	การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน (Hb typing and Quantitation)
	ฮีโมโกลบินผิดปกติชนิดแอลฟา (alpha hemoglobin variants)
	เทคนิค High resolution melting (HRM) analysis

	บทที่ 3
	วิธีดำเนินงานวิจัย
	การเก็บตัวอย่าง
	การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด
	การทำปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ของยีนแอลฟาโกลบิน 2 (HBA2) และยีนแอลฟาโกลบิน 1 (HBA1) และการทำให้ผลผลิต PCR บริสุทธิ์
	การออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis
	การวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค HRM analysis

	บทที่ 4
	ผลการวิจัยและการอภิปรายผลการวิจัย
	การเก็บตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง
	การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด
	การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนแอลฟาโกลบิน 2 และยีนแอลฟาโกลบิน 1 ด้วยเทคนิค PCR
	การออกแบบไพรเมอร์สำหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM analysis
	การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำ PCR
	การวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค Real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis
	การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค HRM analysis กับเทคนิค DNA sequencing

	บทที่ 5
	บทสรุป
	สรุปผลการวิจัย

	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก

