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การตรวจวิเคราะห์พาหะของอัลฟ่าธาลัสซีเมียในระดับยีน มีวัตถุประสงค์เพื่อวินิจฉัยพาหะ           
α-thalassemia 1   ในคู่สมรสหรือหญิงตั้งครรภ์และสามี เพื่อประเมินความเสี่ยงต่อการจะมีบุตรเป็น         
Hb Bart’s hydrops fetalis ซึ่งเป็นโรคธาลัสซีเมียท่ีมีความรุนแรงมากท่ีสุด สาเหตุส่วนใหญ่ของอัลฟ่าธาลัสซีเมีย
เกิดจากการขาดหายไปของยีนอัลฟ่าโกลบิน หากมีการขาดหายไปหนึ่งยีนหรือสองยีนบนโครโมโซมข้าง
เดียวกันท าให้เกิดเป็นพาหะ α-thalassemia 2 หรือ α-thalassemia 1 ตามล าดับ ซึ่งพาหะของอัลฟ่าธาลัสซีเมีย
ท้ังสองชนิดไม่มีอาการทางคลินิกและไม่สามารถตรวจวินิจฉัยได้โดยการตรวจวิเคราะห์ชนิดฮีโมโกลบิน 
(hemoglobin typing) α-thalassemia 1 ในคนไทยท่ีพบได้บ่อยคือชนิด Southeast Asian (SEA) deletion 
และ THAI deletion ส่วนความผิดปกติของยีนท่ีเป็นสาเหตุของ α-thalassemia 2 ในคนไทยท่ีพบได้บ่อยคือ
ชนิด 3.7 kb deletion และ 4.2 kb deletion โดยเทคนิคท่ีนิยมใช้ตรวจคือ Gap PCR ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีใช้
ตรวจการขาดหายของยีนขนาดใหญ่ การขาดหายไปของยีนท าให้สาย DNA ส้ันลง เมื่อใช้ primer ท่ีออกแบบ
ให้คร่อม DNA ส่วนท่ีขาดหายไป จะสามารถเพิ่มจ านวน DNA ในส่วนนี้ได้ เทคนิคนี้สามารถประยุกต์เป็น 
Multiplex Gap PCR ได้โดยใช้ primer หลายๆ คู่เพื่อตรวจหาการขาดหายไปของยีน α-globin ชนิดต่างๆ ใน
ปฏิกิริยาเดียว แล้วติดตามการเกิด PCR product ด้วย agarose gel electrophoresis (รูปท่ี 1) 

ปัจจุบันมีการวิจัยและพัฒนาใช้เทคนิคอื่นๆ ในการตรวจยีนของอัลฟ่าธาลัสซีเมียนอกเหนือจากการใช้ 
conventional PCR เช่น การใช้ Relative quantitative PCR ซึ่งใช้ primer และ probe ท่ีจ าเพาะต่อ SEA 
deletion, THAI deletion และยีนอัลฟ่าโกลบินปกติ โดย probe แต่ละชนิดถูกติดฉลากด้วยสารเรืองแสงท่ี
แตกต่างกัน เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยาเครื่องจะวัดสัญญาณแสงของสารเรืองแสงแต่ละชนิด วิธีนี้สามารถติดตามและ
จ าแนกชนิดของ PCR product ท่ีเกิดขึ้นได้โดยไม่ต้องอาศัยการท า agarose gel electrophoresis 
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การตรวจในระดับยีนเพื่อหายีนผิดปกติท่ีเป็นสาเหตุของเบต้าธาลัสซีเมียมีวัตถุประสงค์เพื่อบอกชนิด

ของยีนผิดปกติของเบต้าธาลัสซีเมียในคู่สมรสหรือหญิงตั้งครรภ์และสามีท่ีมีความเสี่ยงต่อการจะมีบุตรเป็น
โรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง เช่น homozygous β-thalassemia และ β- thalassemia/Hb E disease เพื่อ
จะได้ทราบชนิดการกลายพันธุ์ ท่ีอาจถ่ายทอดไปสู่ทารกในครรภ์ ความผิดปกติของยีนท่ีเป็นสาเหตุของ

รูปที่ 1 A) แสดงการออกแบบ primer 
คร่อมยีนส่วนท่ีขาดหายไปเพื่อตรวจ
วิเคราะห์ SEA และ THAI deletion 
ด้วยเทคนิค Gap PCR  

B) แสดงการวิเคราะห์ PCR product 
ขนาดแตกต่างกันใน SEA และ THAI 
deletion ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis ภายหลังการท า 
Multiplex Gap PCR (1) 

A 
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เบต้าธาลัสซีเมียส่วนใหญ่เกิดจาก point mutation ของยีนเบต้าโกลบิน ความรุนแรงของโรคเบต้าธาลัสซีเมีย
ขึ้นอยู่กับชนิดของการกลายพันธุ์ท่ีเกิดขึ้นว่ายังคงสร้างเบต้าโกลบินได้หรือไม่ ชนิดของการกลายพันธุ์ ท่ีเป็น
สาเหตุของเบต้าธาลัสซีเมียในคนไทยมีความหลากหลายมากกว่า 30 ชนิด แต่ท่ีพบมากท่ีสุดในคนไทยคือ 
codon 41/42 (-TTCT) รองลงมาคือ Codon 17 (A>T) เทคนิคท่ีใช้ตรวจเป็นเทคนิคทาง PCR ซึ่งมีหลายวิธี
ด้วยกัน ได้แก่ 

1) เทคนิค Reverse dot-blot hybridization (RDB) เป็น เทคนิค ท่ีตรวจจับ DNA ด้วยการใช้ 
probe ท่ีจ าเพาะ โดยออกแบบและสังเคราะห์ Allele specific oligonucleotide (ASO) probe ท่ีจ าเพาะ
ต่อยีนกลายพันธุ์แต่ละชนิด น ามายึดติดบนแผ่นไนลอนเมมเบรน ส่วน DNA ท่ีต้องการตรวจจะถูกเพิ่มจ านวน
ด้วยเทคนิค PCR และติดฉลากด้วยสารท่ีท าให้เกิดสี น ามาท าปฏิกิริยา (hybridization) กับ ASO probe บน
เมมเบรนดังกล่าว แล้วตรวจสอบปฏิกิริยาโดยการท า color detection วิธีนี้สามารถตรวจพบความผิดปกติ
ของยีนเบต้าโกลบินได้หลายชนิดในการท าปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว 

2) เทคนิค Amplification refractory mutational system (ARMS-PCR) หรือ Allele specific 
PCR (ASPCR) เป็นการใช้ primer ท่ีออกแบบให้จ าเพาะต่อ mutation ต่างๆ ท่ีต้องการตรวจและ primer 
ส าหรับยีนเบต้าโกลบินปกติท่ีต าแหน่งเดียวกัน แล้วติดตามการเกิด PCR product ของยีนกลายพันธุ์ด้วย 
agarose gel electrophoresis ซึ่งสามารถบอกได้ว่าการกลายพันธุ์ของยีนเป็นแบบ heterozygous หรือ 
homozygous เทคนิคนี้สามารถประยุกต์เป็น Multiplex PCR ได้โดยใช้ primer หลายๆ คู่ท่ีออกแบบให้ได้ 
PCR product ขนาดต่างกันเพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยนีเบต้าโกลบินชนิดต่างๆ ในปฏิกิริยาเดียว นอกจาก
วิธีดังกล่าวในปัจจุบันมีการใช้เทคนิคอื่นๆ ร่วมกับการท า PCR เพื่อความสะดวกรวดเร็วในการตรวจ เช่น การใช้
เทคนิค real-time PCR ร่วมกับ dissociation curve analysis หรือ high-resolution melting analysis 
(HRMA) 

3) เทคนิค DNA sequencing ซึ่งเป็นการตรวจล าดับเบสในยีน หลักการท่ีนิยมใช้คือ Sanger 
dideoxynucleotide sequencing โดยใช้เทคนิค PCR เพิ่มจ านวน DNA  ในส่วนท่ีต้องการศึกษาล าดับเบส  ซึ่ง
ในปฏิกิริยามีการเติม dideoxynucleotides (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ท่ีติดฉลากด้วยสารเรืองแสงท่ี
แตกต่างกัน เพื่อใช้เป็นตัวหยุดปฏิกิริยา DNA สายใหม่ท่ีสังเคราะหไ์ด้จะมีขนาดแตกต่างกันและท่ีปลาย DNA มี
สารเรืองแสงติดอยู่ซึ่งตรวจวัดได้ว่าเป็นเบสชนิดใดโดยผลล าดับเบสท่ีได้จะแสดงออกมาในกราฟ chromatogram 
และน ามาเทียบกับล าดับเบสของยีนเบต้าโกลบินปกติ เทคนิค DNA sequencing จะเป็นประโยชนใ์นกรณีท่ีสงสัย
ว่าเป็นการกลายพันธุ์ชนิดท่ีพบไม่บ่อยและการตรวจไม่ครอบคลุม (2) 
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