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บทคดัย่อ 

โรคฮีโมโกลบินเอช  (Hb H disease) เป็นแอลฟาธาลัสซีเมียท่ีมีอาการรุนแรงปานกลาง จะตรวจพบ
ฮีโมโกลบินเอช (Hb H, β4) ในเลือดของผูป่้วย โรคน้ีเป็นปัญหาทางสาธารณะสุขท่ีสําคญัโรคหน่ึงของประเทศไทย
อุบติัการณ์ในประเทศไทยพบไดป้ระมาณ 7% และมีคู่สมรสท่ีเสียงต่อการมีบุตรเป็นโรคน้ี 26,000 คู่ต่อปี ทาํใหมี้โอกาส
ท่ีเด็กเกิดใหม่จะเป็นโรคน้ีสูง การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการประยุกต์ใชว้ิธี PCR และ reverse dot blot hybridization เพ่ือ
ตรวจหาความผิดปกติของยีนแอลฟาโกลบินในผูป่้วยโรคเฮโมโกลบินเอช โดยใชว้ิธี multiplex PCR เพ่ิมปริมาณยีน
ของผูป่้วยแลว้นาํมาทาํปฏิกิริยา hybridization กบั allele specific oligonucleotide probe ซ่ึงเป็นตรึงอยูบ่นแผ่นไนลอน
เมมเบรน โดยพบวา่ผูป่้วยโรคเฮโมโกลบินเอชในภาคใตส่้วนมาก (80%) เป็นการกลายพนัธ์ุของยนีแอลฟาธาลสัซีเมีย1 
ชนิด SEA ร่วมกบัแอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิด 3.7 kb deletion (SEA deletion/3.7-kb deletion type I,-SEA/- α3.7 I)   

 
ABSTRACT 

Hemoglobin H disease (Hb H disease) is an α-thalassemia of intermediate severity, which Hb H (4) can 
be found in patient’s blood. This disease is an important health problem in Thailand. The prevalence of the disease in 
Thailand is about 7%. There are 2 6 ,0 0 0  couples at risk per year for having the children affected with the disease. 
Thus, the occasion of newborn with a Hb H disease still high level. In this study, we applied the PCR and reverse dot 
blot hybridization technic to detect α-globin gene mutation in Hb H patients. The multiplex PCR is used for 
amplifying the target fragment and then hybridized with allele specific oligonucleotide probe which are bound on a 
nylon membrane. We found that, major type of Hb H patients (80%) is α-thalassemia1 SEA type and α-thalassemia2 
3.7 kb deletion (SEA deletion/3.7-kb deletion type I, -SEA/- α3.7 I)  
 
 
 
 
 
 
 
คาํสําคญั: แอลฟาธาลสัซีเมีย โรคฮีโมโกลบินเอช  
Key Words: α-thalassemia, Hb H disease 
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บทนํา  
ธาลัสซี เมีย   (Thalassemia, Thal) เป็นโรค

โลหิตจางท่ี ถ่ายทอดทางพันธุกรรมชนิดยีนด้อย 
(Autosomal Recessive) เกิดจากความผิดปกติของยีนท่ี
สังเคราะห์สายฮีโมโกลบิน (Hemoglobin chain)  ทํา
ใหมี้การผลิตฮีโมโกลบินลดลงหรือไม่สามารถผลิตได้
เลย (Leung et al., 2008) โรคธาลสัซีเมียท่ีพบบ่อยใน
ประเทศไทยคือ แอลฟาธาลัสซีเมีย (α-thalassemia) 
และเบตา้ธาลสัซีเมีย (β-thalassemia)  

แอลฟาธาลสัซีเมียเกิดจากความผิดปกติของ
ยีนแอลฟาโกลบิน  (α-globin gene) คนปกติจะมียีน
แอลฟาโกลบิน  4 อัลลีล  นั่น คือมียีน  2 อัลลีลบน
โครโมโซมแต่ละข้าง (αα/αα) (Fucharoen et al., 
2011) ก าร เกิ ด  gene deletion ห รื อ ก า ร เกิ ด  point 
mutation ทําให้ยีนไม่สามารถแสดงออก หรือมีการ
แสดงออกของยีนแต่โปรตีนไม่สามารถทํางานได ้
(Leung et al., 2008)  ส่ ว น เบ ต้ าธ าลั ส ซี เมี ย  (-
thalassemia)  เกิดจากความผิดปกติในการสังเคราะห์
สายเบตา้โกลบิน โดยอาจเกิดจาก point mutation หรือ 
deletion หรือ insertion ภายในบริเวณต่างๆ บนยีนท่ี
ควบคุมการสังเคราะห์สาย -globin ทาํให้มีการสร้าง
สาย  -globin ลดลง  (+-thalassemia) หรือหายไป 
(o-thalassemia) และเกิดพยาธิสภาพทั้ งจากความไม่
สมบูรณ์ของฮีโมโกลบินท่ีสร้างข้ึนและจากส่วนท่ีเป็น 
unmatched α-globin (ป ร า ณี ,  2541)  สํ าห รั บ โ ร ค
ฮีโมโกลบินเอช (Hb H disease) เป็นแอลฟาธาลสัซีเมีย
ชนิดรุนแรงปานกลาง  เกิดจากปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
แอลฟาธาลัสซีเมีย1 และแอลฟาธาลัสซีเมีย2 ทําให้
เหลืออลัลีลของยีนแอลฟาโกลบินเพียงอลัลีลเดียว ท่ี
สามารถสร้างสายแอลฟาโกลบินได้ อุบัติการณ์การ
เกิดธาลสัซีเมียพบว่ามีการกระจายของโรคอยู่บริเวณ
เขตร้อนและบริเวณขา้งเคียงของเขตร้อน  สมมติฐาน
หน่ึงเช่ือวา่  พาหะของโรคธาลสัซีเมียสามารถป้องกนั
การติดเช้ือมาลาเรียได ้(Bernini et al., 1998) อุบติัการณ์
การเกิดธาลัสซีเมียในประเทศแถบเอเชียตะวนัออก

เฉียงใต ้พบว่า แอลฟาธาลสัซีเมียมีความถ่ีร้อยละ 30-
40 ในตอนเหนือของประเทศไทยและประเทศลาว  
ร้อยละ 4.5 ในประเทศมาเลเซีย ร้อยละ 5 ในหมู่เกาะท่ี
ห่างไกลของประเทศฟิลิปปินส์  และเบตา้ธาลสัซีเมียมี
ความถ่ีอยูร่ะหว่างร้อยละ 1-9 (Fucharoen et al., 2005) 
ซ่ึงชนิดของธาลสัซีเมียท่ีพบบ่อยในเอเชียตะวนัออก
เฉียงใต้คือ  แอลฟาธาลัส ซี เมีย  เบต้าธาลัส ซี เมี ย  
ฮีโมโกลบินอี และฮีโมโกลบินคอนสแตนด์ สปริงส์ 
(Hb Consatnt Spring) (Fucharoen et al., 2011) สาํหรับ
ในประเทศไทย ขอ้มูลจากศูนยข์อ้มูลธาลสัซีเมีย ของ
กรม วิทยาศาสตร์การแพทยพ์บว่า การกระจายของ
แอลฟาธาลสัซีเมียมีความชุกมากท่ีสุดในภาคเหนือ คือ
ร้อยละ 30  ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือร้อยละ 20 ภาค
กลางร้อยละ 20-25 และภาคใตร้้อยละ 16 

เน่ืองจากผูท่ี้มียีนธาลัสซีเมียมีทั้ งผูท่ี้แสดง
อาการของโรค และไม่แสดงอาการของโรคโรค หรือ
เป็นพาหะ อาการท่ีแสดงออกแตกต่างกนัไป ตั้งแต่มี
โลหิตจางเล็กน้อย ไปจนถึงโลหิตจางมากจนเสียชีวิต
ตั้งแต่ในครรภ ์หรือหลงัคลอดไดไ้ม่นาน ส่วนผูท่ี้เป็น
พาหะ ถึงแมจ้ะไม่มีอาการ แต่สามารถถ่ายทอดยีนได ้
ซ่ึงแต่ละปีในประเทศไทยพบหญิงตั้งครรภ์ท่ีเส่ียงต่อ
การมีบุตรเป็นธาลสัซีเมียประมาณ 5 หม่ืนคน (ศูนย์
ขอ้มูลโรคติดเช้ือและพาหะนําโรค, 2554) และมีเด็ก
เกิดใหม่ท่ีป่วยเป็นโรค 12,125 คนต่อปี ในจาํนวนน้ีมี
เด็กท่ีเป็นฮีโมโกลบินเอช ถึง 7,000 คน และคนไข้
ฮีโมโกลบินเอช ท่ียงัมีชีวิตอยู่มีมากถึง 420,000 คน 
(สุทศัน์,ปราณี, 2537) ธาลสัซีเมียจึงเป็นปัญหาสําคญั
ทางการแพทยแ์ละสาธารณสุข ซ่ึงไม่เพียงแต่ส่งผลต่อ
ตวัผูป่้วยและครอบครัวเท่านั้น แต่ยงัส่งผลต่อเศรษฐกิจ
อีกดว้ย เน่ืองจากค่ารักษาในการให้เลือดแต่ละคร้ังสูง 
อีกทั้งเป็นโรคท่ีรักษาไม่หาย แต่สามารถควบคุมและ
ป้องกนัการถ่ายทอดไปสู่ลูกได ้นอกจากนั้นชนิดของ
แอลฟาธาลัสซีเมียท่ีพบในประเทศไทยยงัมีความ
หลากหลาย ทาํใหไ้ม่มีการทดสอบใดการทดสอบหน่ึง
ใน ห้ อ งป ฏิ บั ติ ก าร ท่ี ส าม ารถ ต รวจช นิ ด ข อ ง
แอลฟาธาลสัซีเมียได้ครอบคลุมทุกชนิด ดังนั้ น การ
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ทราบชนิดท่ีแน่นอนของการกลายพนัธ์ุมีความสําคญั
มากท่ีจะทาํใหส้ามารถควบคุมและป้องกนัโรคได ้ การ
พัฒนาการตรวจวินิจฉัยชนิดการกลายพันธ์ุของยีน
แอลฟาธาลสัซีเมียจึงมีความสาํคญั 
 เทคนิค  Reverse dot blot hybridization เป็น
การตรวจหาชนิดการกลายพนัธ์ุของยีนไดห้ลายชนิด
ในการทําปฏิกิริยาเพียงคร้ังเดียว (Old, 2003) โดยมี
หลกัการคือ สร้างโพรบ (probe) ท่ีจาํเพาะต่อการกลาย
พนัธ์ุแต่ละชนิด ท่ีมีปลายดา้น 5’ เป็นหมู่อะมิโน (NH2) 
นํามาตรึงบนแผ่นไนลอน   (nylon membrane) ท่ี มี
ประจุลบ แลว้นาํ DNA ของผูป่้วยท่ีติดฉลากดว้ยไบโอ
ติน  (biotin) มาทําปฏิกิริยาเข้าคู่  (hybridization) กับ  
โพรบ ตรวจวดัผลดว้ยการดูสีจากปฏิกิริยาของเอนไซม์
และสารตั้งตน้ (ปราณี,สุทศัน์, 2541)  

 
วตัถุประสงค์การวจิัย 
 การศึกษาคร้ังน้ี  เป็นการประยุกต์ใชเ้ทคนิค 
reverse dot blot hybridization ในการตรวจหาชนิดของ
การกลายพัน ธ์ุในผู ้ป่ วยแอลฟาธาลัส ซี เมียชนิด
ฮีโมโกลบินเอช เพ่ือนําไปสู่การควบคุมและป้องกัน
โรค 
 
วธีิการวจิัย 

การเกบ็ตวัอย่างเลือด   
เก็บตัวอย่างเลือดจากผู ้ป่ วยธาลัส ซี เมี ย

จาํนวน 50 คนท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร์  (รหัสโครงการ  57-005-04-6-2) โดยเก็บ
เลือดจากหลอดเลือดดาํของผูป่้วย ใส่ในหลอดปลอด
เช้ือท่ีมีสารกนัเลือดแข็ง EDTA นาํส่งห้องปฏิบติัการ
ทางพยาธิวิทยาของโรงพยาบาลสงขลานครินทร์  เพ่ือ
ตรวจวิ เคราะห์ชนิดของฮีโมโกลบิน  ด้วยเค ร่ือง 
automated Hb-HPLC analyzer (Variant™; Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) 

การเลือกกลุ่มตวัอย่าง จะเลือกตวัอย่างเลือด
ผูป่้วยโรคเฮโมโกลบินเอช ท่ีมี ค่า MCV น้อยกว่า 75 
fL  MCH  น้อยกว่า 25  pg  ค่า Hb  น้อยกว่า  11 g/dL 

ในผูช้าย หรือนอ้ยกวา่ 10 g/dL ในผูห้ญิง และมีผลการ
ตรวจ Hb typing เป็น A2A H, A2A Bart’s H,  CS A2A, 
CS A2A Bart’s,  CS A2A Bart’s H อายุตั้ งแต่  1 ปี ข้ึน
ไป ไม่จาํกัดเพศ อายุ และเช้ือชาติ ซ่ึงตัวอย่างเลือด 
ไดม้าจากเลือดท่ีเหลือจากการส่งตรวจประจาํวนั   

การเตรียม DNA 
เตรียม  DNA โดยการสกัด  DNA จากเม็ด

เลือดขาว (buffy coat) ใช้ชุดสกัด (Geneaid Genomic 
DNA minikit (blood/cultured  cell)) 

การออกแบบไพรเมอร์สําหรับปฏิกริิยา PCR 
(allele-specific PCR) 

ไพรเมอร์สําหรับ  multiplex PCR จะมีการ
ออกแบบ 2 ชุด คือชุดไพรเมอร์สาํหรับเพ่ิมจาํนวนอลัลี
ลปกติ (normal) จะออกแบบให้สามารถเข้าคู่กันได้
กบัอลัลีลปกติ และชุดไพรเมอร์ท่ีผิดปกติ (mutant) จะ
ออกแบบใหส้ามารถเขา้คู่ไดก้บัอลัลีลท่ีผดิปกติ โดยจะ
มีการติดฉลากท่ีปลาย 5’ ของไพรเมอร์ดว้ยไบโอติน 
(biotin) ลาํดบัเบสของไพร์เมอร์และขนาดของผลพีซี
อาร์แสดงในตารางท่ี 1 

การออกแบบโพรบ (Oligonucleotide 
probes) 

โพรบสําหรับการทดลอง reverse dot blot 
hybridization จ ะ อ อ ก แ บ บ  2  ชุ ด  คื อ ชุ ด โ พ รบ
สําหรับอลัลีลปกติ จะออกแบบให้สามารถเขา้คู่กนัได ้
กบั DNA ท่ีปกติ และชุดโพรบสําหรับอลัลีลท่ีผิดปกติ 
จะออกแบบให้สามารถเข้าคู่กับ DNA ท่ีมีการกลาย
พนัธ์ุ ลาํดบัเบสของโพรบท่ีใชใ้นการทดลองแสดงไว้
ในตารางท่ี 2 

การเพิม่จํานวนยนีด้วยวธีิ  Multiplex PCR  
นํ าดี เอ็น เอ ท่ี สกัดได้ม าเพ่ิ ม จําน วนยีน

เป้าหมายดว้ยวิธี Multiplex PCR โดยแยกปฏิกิริยาเป็น 
2 แบบ  คือป ฏิ กิ ริยา  PCR สํ าห รับ เพ่ิมจํานวนยีน
แอลฟาธาลสัซีเมีย1 (ชนิด SEA และ THAI deletion) 
รวมถึงบริเวณ  exon 3 ของยีนแอลฟาโกลบิน  เพ่ือ
ตรวจหาการกลายพนัธ์ุเฉพาะจุด และปฏิกิริยา PCR 
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สําหรับเพ่ิมจาํนวนยีนแอลฟาธาลัสซีเมีย2 (ชนิดยีน
ขาดหายไป 3.7 กิโลเบสและ 4.2 กิโลเบส)  

ปฏิกริิยาการ Hybridization  (Reverse dot 
blot hybridization)  

วิธี  reverse dot blot เป็นการตรวจหาชนิด
ของการกลายพนัธ์ุของดีเอ็นเอไดห้ลายชนิดในการทาํ
ปฏิกิริยาเพียงคร้ังเดียว โดยนําผลพีซีอาร์ท่ีติดฉลาก
ดว้ยไบโอตินมาทาํปฏิกิริยากบัโพรบท่ีตรึงอยูบ่นแผ่น
ไนลอนเมมเบรน หลงัจากนั้นตรวจวดัการเกิดปฏิกิริยา
ดว้ยการเติมสารตั้งตน้ (liquid NBT (nitroblue  

tetrazolium) / BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate) (Boehringer - Mannheim)) แ ล ะอ่ าน ผ ล
โดยการดูสีท่ีเกิดข้ึนบนแผ่นเมมเบรน (Maggio et al., 
1993; Nopparatana et al., 1994; Lin et al., 2012) 
 
ผลการวจิัย 
 การเตรียมดเีอน็เอ 
 ตรวจวดัคุณภาพการสกัดดีเอ็นเอโดยการ
วิเคราะห์ใน 1% gel electrophoresis และการวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอน็เอ  

 
    ตารางที่ 1 แสดงลาํดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ชนิดการ
กลายพนัธ์ุ 

ช่ือ ลาํดบัเบส  (5’ -> 3’) ผลพีซีอาร์ 

-SEA SEA 1F 
SEA 2R 
SEA 3R 
A1B 

5’- Biotin-CTT CGC AGG AAC TCG GTC GTC-3’ 
5’-Biotin-GCT AGT CGG GAG GCT GA -3’ 
5’- Biotin-TAG TT GGC GCC GAC AGC -3’ 
5’-GTT CCC TAG GCC CCG ACA CG -3’ 

normal: SEA3F+SEA2R = 541 bp 
mutant: SEA1F+SEA2R = 389  bp 
 
normal: SEA1F+A1B = 249 bp 

-THAI C2 
C3 

5’-Biotin-CAG AAC CTA CCC AFA GGT G-3’ 
5’-CCC CTG ACA ATC TCA TCA CTC -3’ 

mutant :C2+C3 = 460 bp 

 exon 3 of 2 CSF 
Z 

5’-(Biotin)-CTG CAC AGC TCC TAA GCC AC -3’ 
5’-CCA ACA ATG GAG GTG TTT AC-3’ 

normal/mutant : CSF+Z =305 bp 

- 3.7 A 
B 
Z 

5’-CTG TCC TTT CCC TAG CCA GAG CCA-3’ 
5’-Biotin-CCA TGC CTG GCA CGC TTT GCT GAG-3’ 
5’-CCA ACA ATG GAG GTG TTT AC-3’ 

normal : A+Z = 1,850 bp  
mutant : A+B = 1,937 bp 

- 4.2 E 
G 

5’-CCC TGG GTG TCC AGG AGC AAG CC-3’ 
5’-Biotin-CCG GTT TAC CCA TGT GGT GCC TC-3’ 

mutant :G+E = 1,762 bp 
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ตารางที่ 2 แสดงลาํดบัเบสของโพรบท่ีใชใ้นปฏิกิริยาการ hybridization  (Reverse dot blot hybridization) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเพิ่มจํานวนยีนด้วยวิธี  Multiplex PCR
 จากผลการทดลองพบว่าสามารถเพิ่มจาํนวน
ยีนบริเวณแอลฟาโกลบินยีนได ้ โดยผลิตผลพีซีอาร์ท่ี
ได ้จะนาํไปทาํปฏิกิริยาเขา้คู่กนัของดีเอน็เอและโพรบ
ในขั้นตอนต่อไป เพ่ืออ่านผลความผดิปกติของยนี 

ผลการทําปฏิกริิยาการ hybridization  
(Reverse Dot Blot Hybridization) 
ผลการทาํปฏิกิริยา hybridization แสดงในรูปท่ี 2 ซ่ึง
ประกอบดว้ยแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดซับซ้อนต่างๆ ซ่ึง
ผ ล ก าร  hybridization ใน ก ลุ่ ม ตั วอ ย่ าง  จะ มี ก าร
เป รียบ เทียบกับผลการ  hybridization ด้วยดี เอ็น เอ
ควบคุม ท่ีทราบชนิดของการกลายพนัธ์ุแต่ละชนิดอยู่
แลว้ 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 
 การวิจัยในคร้ังน้ีได้ประยุกต์ใช้วิธี reverse 
dot blot hybridization สําหรับการตรวจวินิจฉัยโรค
แอลฟาธาลัสซีเมียชนิดฮีโมโกลบินเอช ตารางท่ี  3 
แสดงความถ่ีของยีนท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ี โดย
ในการวิจัยคร้ังน้ีพบว่าผูป่้วยส่วนมาก (80%) มีการ
กลายพนัธ์ุแบบแอลฟาธาลสัซีเมีย1 ชนิด SEA ร่วมกบั
แอลฟาธาลสัซีเมีย2 ชนิดยนีขาดหายไป 3.7 กิโลเบส 
ชนิดท่ี 1 (SEA deletion/3.7-kb deletion,–SEA/-α3.7 I ) 
รองลงมา (8 %) คือ การกลายพนัธ์ุแบบแอลฟาธาลสัซี
เมีย 1 ชนิด SEA ร่วมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิด
ฮีโมโกลบินคอนสแตนท ์สปริง (SEA deletion/Hb CS, 

Name of probe type sequences  (5’ -> 3’) 

SEA 
SEA1 
SEA2 
THAI 
CSN 
-α 4.2 
CSN 
CSM 
PSM 
QSN 
QSM 
SDN 
SDM 
RT1  
RT2  
RT3  
RT4  
RT5  
RT6  

Mutant 
Normal 
normal 
Mutant 
Normal 
Mutant 
Normal 
Mutant 
Mutant 
Normal 
Mutant 
Normal 
Mutant 
Normal 
Mutant 
Normal 
Mutant 
Normal 
Mutant 

5’-NH2-AGG TTC ACT TGG AGG C -3’ 
5’-NH2-CCC ATA TCG CAC AAA GA -3’ 
5’-NH2- CCA GGA GTT CCC AAG AA -3’ 
5’-NH2-AGC CCT TGA GCC GCG -3’ 
5’- NH2-TAC CGT TAA GCT GGA GCC T -3’ 
5’- NH2-CAG CAC CTT CTC TTG AGC A-3’ 
5’-NH2-TAC CGT TAA GCT GGA GCC T -3’ 
5’-NH2-TAC CGT CAA GCT GGA GCC T -3’ 
5’-NH2-TAC CGT TAT GCT GGA GCC T -3’ 
5’-NH2- ACC GTG CTG ACC TCC A -3’ 
5’-NH2- ACC GTG CCG ACC TCC A -3’ 
5’-NH2- ACT GCC TGC TGG TGA C -3’ 
5’-NH2- ACT GCC TGC GGG TGA C -3’ 
5’-NH2- AGT GCG GCC CAG GCC-3’ 
5’-NH2- GGC CGA GGG CCC AGG-3’ 
5’-NH2- AGG AGG AAC GGC TAC -3’ 
5’-NH2-  AAG AAG CAT GGC CAC-3’ 
5’-NH2-  CAG AGA GAA CCC AGG-3’   
5’-NH2- GGG AAA AAA CTC AGG-3’ 
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–SEA/αCSα) ซ่ึงผลการทดลองในคร้ังน้ี สอดคลอ้งกบั
ผลการทดลองในภาคกลาง (Laosombat et al., 2009) 
แต่ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (Boonsa et al., 2004) 
พบว่ามีการกลายพนัธ์ุของแอลฟาธาลสัซีเมีย 1 ชนิด 
SEA ร่วมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิดฮีโมโกลบิน
ค อ น ส แ ต น ท์  ส ป ริ ง  ( SEA deletion/Hb CS ,–
SEA/αCSα)มากกว่า ซ่ึงอาจเป็นเพราะแต่ละภูมิภาคมี
การกระจายตัวของแอลฟาธาลัสซีเมียต่างชนิดกัน 
(Fucharoen et al., 2009) จากผลการศึกษา ยงัพบว่ามี
การกลายพันธ์ุท่ีไม่สามารถระบุชนิดของการกลาย
พันธ์ุได้ เป็นเพราะยงัมีการกลายพันธ์ุท่ียงัไม่ทราบ
ชนิดอ่ืนๆ ท่ีไม่สามารถระบุชนิดไดด้ว้ยวธีิน้ี  

การวจิยัในคร้ังน้ี สามารถนาํไปใชร้ะบุชนิด
ของการกลายพนัธ์ุของแอลฟาธาลสัซีเมียแต่ละชนิดได ้
ซ่ึงการทราบชนิดของการกลายพนัธ์ุมีประโยชน์อยา่ง
มากในการอธิบายอาการของโรค ทาํใหส้ามารถวาง
แนวทางในการรักษาผูป่้วยและเฝ้าระวงัผูป่้วยในช่วง
วกิฤติได ้

อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าการวิเคราะห์หาการ
ก ล า ย พั น ธ์ุ ข อ ง ยี น ด้ ว ย วิ ธี  Reverse Dot Blot 
Hybridization เหมาะสําหรับการกลายพนัธ์ุเฉพาะจุด
มากกวา่ แต่จากผลการศึกษาพบวา่สามารถประยกุตใ์ช้
กบัการกลายพนัธ์ุแบบยีนขาดหายไปได ้อีกทั้งวิธีท่ีใช้
ตรวจสอบการกลายพนัธ์ุของยีนแบบขาดหายไปท่ีทาํ
โดยทัว่ไปเช่น วีธี gap-PCR สามารถตรวจหาการกลาย
พนัธ์ุแบบยีนขาดหายไปไดเ้พียงอยา่งเดียว ไม่สามารถ
ระบุชนิดการกลายพันธ์ุเฉพาะจุดได้ แต่เม่ือนํามา
ประยกุตใ์ชว้ธีิน้ีแลว้ จะสามารถตรวจการกลายพนัธ์ุทั้ง
แบบยีนขาดหายไปและการกลายพนัธ์ุเฉพาะจุดไดใ้น
คราวเดียวกนั ทาํใหป้ระหยดัเวลาในการวเิคราะห์ได ้

 
กติติกรรมประกาศ 
 การวิจัยน้ีได้รับทุนสนับสนุนจากบัณฑิต
วิทยาลยั มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์และทุนวิจยัจาก
ภาควชิาพยาธิวทิยา โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่1  แสดงผลการเพิ่มจาํนวนยนีบริเวณยนีแอลฟาโกลบิน โดยรูป A เป็นการเพิ่มจาํนวนยนีดว้ยไพรเมอร์ชุดสาํหรับ

เพ่ิมจาํนวนยนีแอลฟาธาลสัซีเมีย1 และรูป B เป็นการเพิ่มจาํนวนยนีแอลฟาธาลสัซีเมีย2 
 
 
 
 
 

 

A B
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ตารางที ่3  แสดงความถ่ีของยนีของผูป่้วยโรคแอลฟาธาลสัซีเมียชนิดฮีโมโกลบินเอชท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล 
สงขลานครินทร์ จาํนวน 50 ราย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 แสดงผลการทาํปฏิกิริยาการ hybridization ดว้ยวธีิ Reverse Dot Blot Hybridization 

 
 
 
 
 

α-globin genotype Number of 
patients (%) 

Deletional HbH disease 
SEA deletion/3.7-kb deletion type I  (–SEA/-α3.7 I) 
SEA deletion/3.7-kb deletion  type II  (–SEA/-α3.7 II) 
SEA deletion/3.7-kb deletion  type III  (–SEA/-α3.7 III) 
SEA deletion/ unknown 
 Unknown/3.7-kb deletion  type I  (–SEA/-α3.7 I ) 

 
40 (80%) 
2   (4 %) 
1   (2 %) 
1   (2 %) 
2   (4 %) 

Nondeletional HbH disease 
SEA deletion/CS (–SEA/αCSα) 

 
4   (8 %) 

Total 50(100%) 
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