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บทคัดย่อ 
 แอลฟาธาลสัซีเมียเป็นโรคโลหิตจางทางพนัธุกรรมที่พบได้สว่นใหญ่ในประเทศไทยมีอบุัติการณ์ร้อยละ 30-40 โดย 
compound heterozygous alpha-thalassemia 1 และ non-deletional alpha-thalassemia  ท าให้เกิดโรค Hb H ที่มีอาการ
รุนแรง ดังนัน้วิธีการที่ ใช้ส าหรับการตรวจสอบ non-deletional alpha-thalassemia ที่รวดเร็วและมีความแม่นย าจึงมี
ความส าคัญ ต่อการรักษาและป้องกันธาลัสซี เมี ย  วัตถุประสงค์ของการศึกษาเพื่ อพัฒ นาวิ ธี  high resolution 
melting (HRM) analysis ส าหรับตรวจสอบ non-deletional alpha-thalassemia ชนิด Hb CS, Hb PS และ Hb QS โดยมี
การใช้ไพรเมอร์ 2 ต าแหนง่ทีค่ร่อมบริเวณการกลายพนัธุ์ของ non-deletional alpha-thalassemia และหาอณุหภมูิที่เหมาะสม
ของไพรเมอร์ด้วยการท า gradient PCR จากนัน้ทดสอบการท า real-time PCR และ HRM analysis ในตวัอยา่งดีเอ็นเอที่ได้รับ
การตรวจสอบแล้วด้วยวิธี sequencing  หลงัจากนัน้ท าการตรวจสอบในตวัอย่างดีเอ็นเอ 40 ตวัอย่าง จากหน่วยธาลสัซีเมีย 
มหาวิทยาลยัพะเยา วิธี real-time PCR และ HRM analysis ที่ได้พัฒนาขึน้สามารถจ าแนก heterozygous Hb CS, Hb H 
CS, homozygous Hb CS, heterozygous Hb PS  และ homozygous Hb QS ออกจากดีเอ็นเอปกติได้ ผลการตรวจสอบ      
ในตัวอย่าง 40 ตัวอย่างให้ผลเป็นลบจ านวน 30 ตัวอย่าง heterozygous Hb CS จ านวน 3 ตัวอย่าง ในขณะที่ 7 ตัวอย่าง              
ไมส่ามารถตรวจพบ PCR product ซึง่พบเป็น alpha-thalassemia 2 ชนิด 3.7 deletion สรุปได้วา่วิธี  HRM analysis เป็นวิธีที่
มีความถกูต้องและความไวส าหรับการคดักรองอยา่งรวดเร็วและการจ าแนก Hb CS, Hb PS และ Hb QS ได้  

   

ค าส าคัญ  :  แอลฟาธาลสัซเีมีย; ฮีโมโกลบินเอช; การวเิคราะห์เอชอาร์เอม็; ฮีโมโกลบิน 
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Abstract 
 Alpha thalassemia is one of the most common inherited anemia disorders in Thailand with prevalence at 
30 to 40% .  Compound heterozygous alpha-thalassemia 1 and non-deletional alpha-thalassemia gives rise to 

severe Hb H ( --/ -αT)  disease.  Thus, the rapid and accurate method for detection of non-deletional alpha-
thalassemia is important for thalassemia treatment and prevention.  The aim of this study was to develop HRM 
method for detection of non-deletional alpha-thalassemia including Hb CS, Hb PS and Hb QS. Two HRM primers, 
which specified for alpha-thalassemia 2, were used to identify three non-deletional alpha-thalassemia, and the 
optimized temperature was performed by gradient PCR. Next, real-time PCR and HRM analysis were established 
with positive control DNA carried Hb CS, HB PS, Hb QS and normal that were determined by DNA sequencing 
technique. After that, we examined 40 DNA samples from Thalassemia Unit, University of Phayao. The real-time 
PCR and HRM analysis could be able to identify control DNA including heterozygous Hb CS, Hb H CS, 
homozygous Hb CS, heterozygous Hb PS and homozygous Hb QS from negative DNA. 30 of 40 samples were 
negative, 3 samples were heterozygous Hb CS while, PCR product was not detected in 7 samples, that were the 
alpha-thalassemia 2 with 3. 7 deletion.  In conclusion, the real-time PCR and HRM method appears to be an 
accurate and sensitive method for the rapid screening and identification of Hb CS, Hb PS and Hb QS.  
 

Keywords :  alpha thalassemia; hemoglobin H; high resolution melting analysis; hemoglobin 
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บทน า   

 ธาลสัซีเมียเป็นโรคโลหิตจางมีการถา่ยทอดทางพนัธุกรรมแบบยนีด้อย (autosomal recessive) และในเขตภาคเหนือ
เป็นท่ีทราบกนัโดยทัว่ไปว่าพบมีอบุตัิการณ์ของผู้ เป็นพาหะของ alpha-thalassemia gene เป็นเปอร์เซ็นต์ที่สงู (Na-Nakorn & 
Wasi,1970; Lemmens-Zygulska et al., 1996) ในการศึกษาบุคลากรมหาวิทยาลยัพะเยา 123 ราย พบมีผู้ เป็นพาหะของ
แอลฟาธาลสัซีเมียถึงร้อยละ 47 และร้อยละ 8 พบเป็น hemoglobin Constant Spring (Hb CS; CD142 T>C; HBA2: c.427 
T>C) จากการศึกษาด้วยวิธี real-time PCR ร่วมกับ HRM analysis (Suwannakhon et al., 2014) ภาคใต้ของประเทศไทย
พบ  Hb CS ร้อยละ  28.85, hemoglobin Quong Sze (Hb QS; CD125 T>C; HBA2: c.377 T>C) ร้อยละ  1.54, และ 
hemoglobin Paksé (Hb PS; CD142 A>T; HBA2: c.429 A>T) ร้อยละ 0.77 ท าการศึกษาด้วยวิ ธี  reverse dot blot 
(Nittayaboon & Nopparatana, 2018) โดย non-deletional alpha-thalassemia ชนิด Hb CS พบได้มากในเอเชียตะวนัออก
เฉียงใต้ Hb PS พบได้มากในประเทศลาวและไทย สว่น Hb QS พบได้มากในประเทศจีน  (Kalle Kwaifa et al., 2020) ส าหรับ
ในประเทศไทยเมื่อคาดการณ์จากประชากร 60 ล้านคน พบผู้ ป่วย Hb H disease จ านวน 7,000 ราย โดย Hb H disease เกิด
ได้ทัง้จากสาเหตขุองการขาดหายไปหรือมีความผิดปกติของยีนแอลฟาโกลบิน ซึ่งท าให้เกิด deletional และ non-deletional 
Hb H disease อาการของผู้ ป่วย non-deletional Hb H disease มีความรุนแรงมากกว่าแบบ deletional Hb H disease 
(Sanguansermsri, 2014; Kalle Kwaifa et al., 2020) โดยมีรายงานการพบทารกในครรภ์ที่เป็น Hb H disease มีอาการ            
บวมน า้ (Hb H hydrops fetalis) โดยพบมีความผิดปกติระหว่าง compound heterozygosity  ของ alpha-thalassemia              
1 ชนิด SEA deletion กบั Hb CS และ compound heterozygosity ของ Hb Zurich-Albisrieden กบั Hb QS ในประชากรจีน 
(He et al., 2015; Du et al., 2021) การตรวจสอบชนิดของความผิดปกติของยีนแอลฟาโกลบินจึงมีสว่นส าคญัทัง้ทางด้านการ
ดแูลรักษาผู้ ป่วยโดยการตรวจหาความผิดปกติของยีน รวมถึงการควบคุมและป้องกันการเกิดผู้ ป่วยรายใหม่ โดยการตรวจ                
คดักรองเพื่อหาพาหะของโรค ในการตรวจสอบความผิดปกติของ non-deletional alpha-thalassemia สามารถท าได้หลาย
วิธีการ เช่น amplification refractory mutation system-PCR (ARMS-PCR), reverse dot blot, DNA sequencing รวมถึง 
HRM analysis ซึ่งวิธี real-time PCR และ HRM analysis เป็นการวิเคราะห์แบบ post PCR analysis เพื่อใช้ในการระบุการ
เปลี่ยนแปลงล าดบัเบสของดีเอ็นเอในบริเวณที่สนใจ อาศยัความแตกต่างเพียงเล็กน้อยของ melting curve การศึกษาก่อน
หน้านีไ้มพ่บการตรวจสอบ non-deletional alpha-thalassemia ทัง้ Hb CS, Hb PS และ Hb QS ได้พร้อมกนั หรือเทคนิคที่ใช้
มีราคาแพง สิน้เปลืองแรงงาน และใช้เวลานานในการตรวจสอบ งานวิจยันีจ้ึงมีแนวคิดในการใช้วิธี real-time PCR และ HRM 
analysis ส าหรับตรวจสอบ Hb CS, Hb PS และ Hb QS ได้พร้อมกนั โดยวิธี real-time PCR และ HRM analysis  

 
วิธีด าเนินการวิจัย  
 ตวัอย่างดีเอ็นเอ 
 ในงานวิจัยนีผ้่านการพิจารณาและการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์มหาวิทยาลยัพะเยา 
เลขที่รับรองโครงการ 30/011/59 ตวัอย่างดีเอ็นเอที่น ามาใช้ในการท า real-time PCR และ HRM analysis แบ่งเป็นดีเอ็นเอ
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ของกลุ่มควบคุม ได้แก่ตวัอย่างชนิด Hb H-CS disease, homozygous Hb CS, heterozygous Hb CS, heterozygous Hb 
PS เป็นกลุม่ควบคุมเชิงบวก (positive control) และดีเอ็นเอของคนปกติ เป็นกลุ่มควบคมุเชิงลบ (negative control) ซึ่งเป็น
ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากเลอืด และชนิด homozygous Hb QS เป็นดีเอ็นเอที่ได้จากการสงัเคราะห์ขึน้ (artificial positive control) 
ที่ ได้จากการออกแบบพลาสมิด DNA ของ Hb QS ท าการสังเคราะห์และเพิ่มปริมาณพลาสมิด DNA โดยท าการ 

transformation ในเซลล์ของ DH5α-T1R E. coli ตวัอย่างดีเอ็นเอกลุม่ดีเอ็นเอควบคมุเชิงบวกได้ท าการตรวจสอบชนิดด้วยวิธี 
sequencing และสุม่คดัเลอืกตวัอยา่งตวัอยา่งดีเอ็นเอ 40 ตวัอย่าง ที่ได้รับการตรวจวินิจฉยั alpha-thalassemia 1 ชนิด SEA 
และ Thai deletion ด้วยวิธี gap real time-PCR และ non-deletional alpha-thalassemia ชนิด Hb CS , heterozygous Hb 
PS และ Hb QS ด้วยวิธี ARMS-PCR จากห้องปฏิบตัิการธาลสัซีเมีย มหาวิทยาลยัพะเยา ส าหรับตรวจสอบความถกูต้องของ
วิธีการ โดยเป็นตวัอย่างดีเอ็นเอที่ได้ผ่านการคดักรองตรวจสอบโรค alpha-thalassemia 1 แต่ยงัไม่ทราบชนิด alpha-thalassemia 
2 โดยหน่วยธาลสัซีเมีย มหาวิทยาลยัพะเยา จะท าการตรวจสอบชนิดของ non-deletional alpha-thalassemia ด้วยวิธี ARMS-
PCR  ตวัอย่างดีเอ็นเอจากเลือดที่น ามาใช้ในการตรวจสอบได้จากการสกัดด้วยชุดสกัด E.Z.N.A.(R) Blood DNA Mini Kit 
(Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA) 
ไพรเมอร์ส าหรบั HRM analysis 
 ในการพัฒนาวิธี HRM ส าหรับตรวจสอบ ทัง้ 3 ชนิด ของ non-deletional alpha-thalassemia ประกอบด้วย                 
Hb CS, Hb PS และ Hb QS โดยใช้ไพรเมอร์ 2 เส้น ที่จ าเพาะต่อแอลฟาธาลสัซีเมีย 2 คือ ไพรเมอร์ CS-1 (Forward) (Wee                    
et al., 2009) และไพรเมอร์ R-ct-A (Reward) (Seeratanachot et al., 2015) ส าหรับในขัน้ตอนการท า real-time PCR                 
ไพรเมอร์  ทัง้ 2 เส้น มีต าแหน่งที่คร่อมบริเวณการกลายพันธุ์  non-deletional alpha-thalassemia ซึ่งอยู่ในยีนของ HBA2              
ทัง้สามชนิด ท าให้สามารถตรวจสอบได้เป็น Hb CS, Hb PS และ Hb QS ใน 1 ปฏิกิริยา โดยล าดับนิวคลีโอไทด์และ                  
ต าแหน่งของไพรเมอร์ แสดงดังตารางที่ 1 และภาพที่ 1 ขนาด PCR Product ที่ได้ คือ 244 bp ความจ าเพาะของไพรเมอร์              
ท า โดยการน าล าดับนิ วคลิ โอไท ด์ของไพรเมอร์ไปตรวจสอบ   โดยใช้ โป รแกรม  nucleotide BLAST ในเว็บ ไซ ต์ 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/Primer-blast/ 
 
ตารางที ่1  ล าดบันิวคลโิอไทด์ และต าแหนง่ของไพรเมอร์ ท่ีใช้ในการการพฒันาวิธี HRM analysis ส าหรับตรวจสอบ 
     non-deletional alpha-thalassemia ชนดิ Hb CS, Hb PS และ Hb QS  

Primer Nucleotide (5 -> 3) Primer size (bp) ต าแหน่งที่ไพรเมอร์จับ 

CS-1 (Forward) CCTGGGCCGCACTGACCCTCTT 22 173440-173461 

R-ct-A (Reward) ACCAGGAAGGGCCGGTGCAAG 21                     173683-173663 
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       ภาพที่ 1 ต าแหนง่ของไพรเมอร์ CS-1 และไพรเมอร์ R-ct-A ที่ใช้ในการตรวจสอบ Hb CS, Hb PS และ Hb QS  
 
การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของ real-time PCR และ HRM analysis ส าหรับการจ าแนก Hb CS, Hb PS และ Hb QS
 การท า gradient PCR เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับวิธี HRM โดยใช้โปรแกรม Bio-Rad CFX Manager 3.1 
และตัง้ค่าช่วง gradient ของ annealing และ extension temperature ในช่วง 58.0-66.5 องศาเซลเซียส ซึ่งใช้ดีเอ็นเอที่เป็น 
ตวัควบคมุเชิงลบ (negative control) ในการท า gradient PCR หลงัจากท า gradient PCR เสร็จแล้วเลอืกอณุหภมูิที่ไพร์เมอร์
ท างานได้ดีที่สุด ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ท าโดยเตรียมสารละลายที่มีปริมาตร 25 ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏิกิริยา 
ประกอบด้วยดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ PCR mixture ปริมาตร 20 ไมโครลิตร สว่นของ PCR mixture ประกอบด้วย 
10x PCR buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร 50 mM MgCl2 ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร 10 mM dNTPs ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร  
5 µM CS-1(Forward) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5 µM R-ct-A (Reward) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 50 µM SYTO9 ปริมาตร 1 
ไมโครลติร 5U Platinum Taq polymerase ปริมาตร 0.1 ไมโครลติร และน า้ปริมาตร 13.15 ไมโครลติร และดีเอ็นเอปริมาตร 5 
ไมโครลิตร และน าไปเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาวะจริง (real-time PCR) ด้วยเคร่ือง Bio-Rad CFX96TM real-time 
system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) ตัง้ค่าการท างานของเคร่ืองโดยแบ่งปฏิกิริยาเป็น 5 ขัน้ตอนคือ pre-
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ขัน้ denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
วินาที ปฏิกิริยา annealing และ extension รวมเป็นขัน้ตอนเดียวกนัที่อณุหภมูิ 66 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ท าซ า้
ขัน้ตอนท่ี 2 และ 3 จนครบ 40 รอบ โดยเมื่อเสร็จขัน้ตอน annealing และ extension ในแตล่ะรอบ จะมีการตัง้ให้เคร่ืองอา่นค่า 
fluorescent ที่ได้จากส ีSYTO9 เข้าไปจบักบัดีเอ็นเอสายคู ่และหลงัจากนัน้เป็นขัน้ตอนเตรียม melting โดยตัง้คา่ให้มีอณุหภมูิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที และขัน้ตอนสดุท้ายคือขัน้ตอนวิเคราะห์ melting curve มีการเพิ่มอณุหภมูิจาก 80-95 
องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิจากอณุหภมูิเร่ิมต้นครัง้ละ 0.2 องศาเซลเซียส ทกุ ๆ 10 วินาที เพื่อให้สายดีเอ็นเอแยกออก
จากกนั อา่นคา่ fluorescent ที่ได้จากส ีSYTO9 ทกุ ๆ 10 วินาที ที่อณุหภมูิเพิ่มขึน้ ในการท า real-time PCR ใช้โปรแกรม Bio-
Rad CFX Manager 3.1 ในการวิเคราะห์ผลเป็นกราฟ melting curve ของยีนปกติ และยีนของ non-deletional alpha-
thalassemia ชนิด Hb H-CS, homozygous Hb CS, heterozygous Hb CS, heterozygous Hb PS และ homozygous Hb 
QS ต่อมาน าผลที่ได้ไปวิเคราะห์ HRM ด้วยโปแกรม Bio-Rad Precision Melt Analysis ได้เป็นภาพที่เป็น HRM profile                
ของดีเอ็นเอในกลุม่ควบคมุ  

 
Exon 2 
 

Exon 1 
 

Exon 3 
 

5΄ 3΄ 

244 bp 
CS-1 (F) R-ct-A (R) 

Hb PS; CD142 TAA>TAT 
 Hb CS; CD142 TAA>CAA 

 

Hb QS; CD125 CTG>CGG 
 

HBA2 
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การตรวจ non-deletional alpha thalassemia ชนิด Hb CS, Hb PS และ Hb QS ดว้ยวิธี real-time PCR และ  
HRM analysis 
 เม่ือได้สภาวะในการท า real-time PCR และ HRM analysis จากตวัอย่างดีเอ็นเอในกลุ่มควบคุมท่ีให้ภาพ melting curve
ที่จ าเพาะ (HRM profile) ต่อ Hb CS, Hb PS และ Hb QS จึงน าวิธีการและขัน้ตอนที่ได้ในการท า real-time PCR และ HRM 
analysis มาตรวจสอบในตวัอยา่งดีเอ็นเอจ านวน 40 ตวัอยา่งเพื่อทดสอบความถกูต้องของวิธีการ 
 
ผลการวิจัย  
ผลการหาอณุหภูมิทีเ่หมาะสมของ real-time PCR และ HRM analysis ส าหรับการจ าแนก Hb CS, Hb PS และ Hb QS 
 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของ real-time PCR และ HRM analysis ส าหรับตรวจสอบ non-deletional alpha-
thalassemia ชนิด Hb CS, Hb PS และ Hb QS โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 1 คู่  คือ CS-1 (Forward primer) และ R-ct-A 
(Reverse primer) ได้ชิน้ส่วนของดีเอ็นเอที่มีขนาด 244 bp อณุหภูมิ annealing และ extension ที่เหมาะสมส าหรับวิธีการนี ้
ได้มาจากการท า gradient PCR ซึ่งมีอณุหภมูิเท่ากบั 66 องศาเซลเซียส ในการใช้ดีเอ็นเอที่ทราบชนิดของความผิดปกติแล้ว
เป็นกลุม่ควบคมุ ได้แก่ ดีเอ็นเอของคนปกติ เป็นกลุม่ควบคมุเชิงลบ (negative control) ส าหรับกลุม่ควบคมุเชิงบวก (positive 
control) คือ Hb H-CS, homozygous Hb CS, heterozygous Hb CS, heterozygous Hb PS และพลาสมิดดีเอ็นเอของ Hb 
QS ที่ ใช้เป็น homozygous Hb QS วิเคราะห์ HRM ด้วยโปรแกรม Bio-Rad Precision Melt Analysis โดยเลือกท าการ
วิเคราะห์ที่ช่วงอณุหภมูิ 88.4-92.1 องศาเซลเซียส ดงัภาพที่ 2 (ก) พบรูปแบบ melting curve ที่จ าเพาะ (HRM profile) ของ  
Hb H-CS disease, Homozygous Hb CS, Heterozygous Hb CS, Heterozygous Hb PS แ ล ะ  Homozygous Hb QS               
ซึง่จะสามารถแยกออกจากรูปแบบของคนปกติได้ดงัแสดงในภาพที ่2 (ข) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  (ก) ผลการวิเคราะห์ melting curve ท่ีได้จากการท า real-time PCR ของตวัอย่างดีเอน็เอกลุม่ control  ส าหรับการวิเคราะห์              

HRM ท่ีช่วงอณุหภมูิ 88.4-92.1 องศาเซลเซียส  (ข) ผล melting curve analysis จากการวิเคราะห์ดีเอน็เอกลุ่มควบคมุด้วยเทคนิค 
HRM analysis ซึง่วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม  Bio-Rad Precision Melt Analysis รูปแบบmelting curve ท่ีจ าเพาะ (HRM profile)              
ดีเอน็ของคนปกติ (A), homozygous Hb CS (B), Hb H-CS (C), homozygous Hb QS (D), heterozygous Hb PS (E), 
heterozygous Hb CS (F)  
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การตรวจ non-deletional alpha-thalassemia ชนิด Hb CS, Hb PS และ Hb QS ดว้ยวิธี real-time PCR และ HRM 
analysis  
 ผลการตรวจวิ เคราะห์  non-deletional alpha-thalassemia ชนิด  Hb CS, Hb PS และ Hb QS ด้วยวิ ธี  HRM 
analysis ในตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้จาก หน่วยธาลสัซีเมีย มหาวิทยาลยัพะเยา จ านวน 40 ตัวอย่าง ได้ผลดังนี ้พบตัวอย่าง                
ที่เป็น heterozygous Hb CS จ านวน 3 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 7.5 ตวัอยา่งที่ให้ผลลบ จ านวน 30 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 75 
(ภาพที่ 3) ตัวอย่างที่ไม่สามารถอ่านผลได้เนื่องจากไม่มี product จ านวน 7 ตัวอย่าง  คิดเป็นร้อยละ 17.5  และไม่พบ                  
ตวัอยา่งที่เป็น Hb H-CS disease, homozygous Hb CS, heterozygous Hb PS และ homozygous Hb QS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ตวัอย่าง melting curve ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี HRM analysis ในตวัอย่างดีเอ็นเอจากเลือด (ก) melting curve

ของตัวอย่าง T2562-0010 ที่ให้ผลตรวจเป็นลบ (ข) melting curve ของตัวอย่าง T2561-0304 ที่ให้ผลตรวจ 
Heterozygous Hb เป็น Hb CS  

 
วิจารณ์ผลการวิจัย   
 ในการเลือกจบัคู่ไพรเมอร์ CS-1 (Fowaed) ที่ใช้ในการท า ARMS PCR ส าหรับ Hb QS ของ Wee et al., 2009 และ 
R-ct-A (Reward) ที่ใช้ในการท า HRM analysis ส าหรับ Hb CS ของ Seeratanachot et al., 2015 เป็นการเลือกคู่ไพรเมอร์ที่
ถกูออกแบบให้คร่อมบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุ์แบบ non-deletional alpha-thalassemia ประกอบด้วย 3 ชนิด คือ Hb CS, Hb 
PS และ Hb QS ขัน้ตอน annealing และ extension รวมเป็นขัน้ตอนเดียวกนัในการท า real-time PCR เพื่อเป็นการลดโอกาส
ที่ไพรเมอร์จะไปจบับริเวณที่ไม่ต้องการ อุณหภูมิที่เหมาะสมได้มาจากการท า gradient PCR ซึ่งมีอุณหภูมิเท่ากับ 66 องศา
เซลเซียส โดย PCR product ของชุดไพรเมอร์มีขนาด 244 bp และมีค่า TM  ใกล้เคียงกนั จึงน าผล melting curve ที่ได้จากการ
ท า real-time PCR ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี HRM analysis ได้รูปแบบ melting curve ที่จ าเพาะ (HRM profile) ของ Hb H-CS 
disease, homozygous Hb CS, heterozygous Hb CS, heterozygous Hb PS และ homozygous Hb QS สามารถแยก
ออกจากรูปแบบของคนปกติได้ (ภาพที ่2) เนื่องจาก Hb H-CS disease และ homozygous Hb CS มี allele ที่มีความผิดปกติ
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ของ Hb CS เป็น 1 allele เหมือนกนั เมื่อท า HRM analysis จึงพบว่ามี melting curve ที่ใกล้เคียงกนั จึงจ าเป็นต้องใช้ผลการ
ตรวจสอบ alpha-thalassemia 1 ร่วมด้วยในการจ าแนก โดยพบว่าตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกของ alpha-thalassemia 1 
สามารถจ าแนกได้เป็น Hb H-CS disease ส่วนตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบของ alpha-thalassemia 1 สามารถจ าแนกได้เป็น 
homozygous Hb CS 
 จากผลการตรวจวิเคราะห์ non-deletional alpha-thalassemia ชนิด Hb CS, Hb PS และ Hb QS ด้วยวิธี HRM 
analysis ในตวัอย่างดีเอ็นเอที่ได้จากหน่วยธาลสัซีเมีย มหาวิทยาลยัพะเยา จ านวน 40 ตวัอย่าง วิธี HRM analysis สามารถ
ตรวจสอบพบ Heterozygous Hb CS จ านวน 3 ราย (ร้อยละ 7.5) ที่มี melting curve แยกออกจาก melting curve ของ
ตวัอย่างดีเอ็นเอควบคุม ที่มีชนิดความผิดปกติเป็น Hb H-CS disease, homozygous Hb CS, heterozygous Hb PS และ 
homozygous Hb QS อยา่งชดัเจน ไมพ่บตวัอยา่งที่มีความผิดปกติของยีนแอลฟาโกลบินชนิด Hb PS และ Hb QS ซึง่ผลที่ได้
สอดคล้องกับผลการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี ARMS-PCR ของห้องปฏิบัติการหน่วยธาลสัซีเมีย มหาาวิทยาลัยพะเยา พบมี
อุบัติการณ์ใกล้เคียงกับที่เคยมีรายงานในบุคคลากรมหาวิทยาลยัพะเยา (ร้อยละ 5) ในการรายงานก่อนหน้านีพ้บความ
ผิดปกติของทัง้ Hb PS และ Hb QS ได้น้อยในประเทศไทย (Nittayaboon & Nopparatana, 2018)  แตปั่จจบุนัการเข้ามาของ
ประชาชนชาวลาวและชาวจีนในภาคเหนือของไทยมีเพิ่มขึน้ ซึง่เป็นการเคลือ่นย้ายของยีนตามมาด้วย ดงันัน้การเตรียมวิธีการ
ตรวจธาลสัซีเมียให้พร้อมและครอบคลมุชนิดความผิดปกติจึงมีความจ าเป็น ในการศึกษาครัง้นีใ้ช้ตวัอย่างดีเอ็นเอเพียง 40 
ตวัอยา่ง จึงตรวจไม่พบ Hb PS และ Hb QS อาจต้องมีการศกึษาในจ านวนตวัอยา่งที่มากขึน้ จึงจะตรวจพบ Hb PS และ Hb 
QS ในประชากรจงัหวดัพะเยาจากการที่พบอบุตัิการของทัง้ Hb PS และ Hb QS น้อย นอกจากนีย้งัพบตวัอย่างที่ไม่สามารถ
อา่นผลได้เนื่องจากไมม่ี product จ านวน 7 ตวัอยา่ง เนื่องจากไพรเมอร์ที่ใช้ในการศกึษาครัง้นีม้ีต าแหนง่อยูบ่ริเวณสว่นของยีน 
HBA2 ดงันัน้ในกรณีที่มีความผิดปกติแบบ deletional alpha-thalassemia จะไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขึน้มาได้ ไม่ว่า
จะเป็น  compound heterozygosity ระหว่าง alpha-thalassemia 1 ทั ง้ชนิด  SEA และ Thai deletion ร่วมกับ  alpha-
thalassemia 2 ทัง้แบบ 3.7 และ 4.2 deletion หรือเป็นความผิดปกติแบบ homozygosity alpha-thalassemia 2 ชนิด  3.7 
deletion ห รือ homozygosity alpha-thalassemia ชนิด  4.2 deletion ดังนั น้จึ งได้ท าการตรวจวินิ จ  deletional alpha-
thalassemia ซึ่งจากผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ประเภท deletional alpha-thalassemia ในตวัอย่างที่ไม่พบ product 

ด้วยวิธี real-time gap PCR (Suwannakhon, et al., 2014) และวิธี Delta delta (ΔΔ) CT โดยใช้ชุด   ไพรเมอร์ A, B และ C 
(Seeratanachot et al., 2015) พบมีความผิดปกติแบบ deletional alpha-thalassemia 1 ชนิด  SEA deletion (alpha-
thalassemia 1) และ 3.7 deletion (alpha-thalassemia 2) ตามล าดับ ดังนัน้ในการใช้วิธี HRM analysis ในการตรวจสอบ 
non-deletional alpha-thalassemia 2 ชนิด Hb CS, Hb PS และ Hb QS ควรมีการตรวจสอบร่วมกับ deletional alpha 
thalassemia เพื่อความถกูต้องในการตรวจวินิจฉยั เห็นได้ว่าวิธีการ real-time PCR และ HRM analysis ในการตรวจสอบ Hb 
CS, Hb PS และ Hb QS ในการศกึษาครัง้นี ้เป็นการตรวจสอบทัง้ 3 ความผิดปกติได้พร้อมกนัใน 1 ปฏิกิริยา PCR และใช้เวลา
ในการวิเคราะห์เพียง 80 นาที จึงมีค่าใช้จ่ายถูกกว่าเมื่อเทียบกับ ARMS-PCR ที่ต้องใช้ไพรเมอร์ในการท าปฏิกิริยา 3 คู ่             
ในการตรวจสอบดีเอ็นเอที่มีความผิดปกติ และใช้ไพรเมอร์อีก 3 คู่ ในการตรวจสอบดีเอ็นเอปกติ จึงท าการจ าแนกชนิดความ
ผิดปกติได้ และเมื่อเปรียบเทียบกบัวิธี DNA sequencing มีราคาแพงและใช้เวลานานมากกวา่ 
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สรุปผลการวิจัย 
 วิธี  HRM analysis ที่ได้พฒันาขึน้มา เป็นวิธีที่มีความถูกต้องและความไวส าหรับการตรวจวินิจฉัยเพื่อคดักรองใน
กลุ่มประชากรจ านวนมากได้อย่างรวดเร็วและการจ าแนก Hb CS, Hb PS และ Hb QS ได้พร้อมกัน ซึ่งวิธีการอื่นที่ใช้ในการ
ตรวจสอบ non-deletional alpha-thalassemia เช่น วิธีการ ARMS PCR จ าเป็นต้องใช้ไพรเมอร์จ านวนมากคู ่ตามจ านวนชนิด
ที่กลายพนัธุ์ วิธีการ DNA sequencing มีราคาแพง และวิธี reverse dot blot ที่มีขัน้ตอนยุง่ยาก ใช้เวลานาน และปนเปือ้นงาย 
อย่างไรก็ตามในการวินิจฉัย non-deletional alpha-thalassemia ควรมีการตรวจสอบ deletional alpha thalassemia ร่วม
ด้วยเพื่อความถกูต้องในการจ าแนก deletional และ non-deletional Hb H disease 
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