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บทคดัยอ : หมู เลอืด ABO ถกู ควบคมุ ดวย ยนี A, B และ O B allele ม ีลาํดบั เบสนวิคล ีโอ ไทดแตก ตาง จาก A allele
ที ่ตาํแหนง 526(C→G), 703(G→A), 796(C→A) และ 803(G→C) ทาํให การ สราง กรดอะม ิโน เปลีย่น แปลง O
allele แตก ตาง จาก A และ B allele ที ่ตาํแหนง 261(G→del) ทาํให เกดิ frameshift และ premature stop codon
วัตถุประสงค : เพือ่ ตรวจ ABO genotype ดวย วธิี polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism  (PCR-RFLP) วสัด ุและ วธิกีาร : เกบ็ ตวัอยาง เลอืด ผู บรจิาค โลหติ จาํนวน 70 ราย โดย เลอืก ผู บรจิาค
หมู A หมู B และ หมู O อยาง ละ 20 ราย และ ผู บรจิาค หมู AB 10 ราย ตรวจ ABO phenotype จาก clotted blood
ดวย วธิ ีมาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง โดย นาํ เมด็ เลอืด แดง มา ทาํปฎกิริยิา กบั monoclonal anti-A1 , anti-A, anti-B, anti-
A,B และ นาํ ซรีมัมา ทาํปฎกิริยิา กบั A1 cell และ B cell มาตรฐาน ตวัอยาง เลอืด EDTA blood ถกู นาํ มาส กดั ด ีเอน็ เอ
ดวย วธิี Chelex ตรวจ แยก ชนดิ ABO alleles ดวย วธิี PCR-RFLP โดย ใช primer mo-57/mo-46 เพิม่ ขยาย ด ีเอน็
เอ ใน สวน exon 6 และ ABO F624-649/ABOR770-798 เพิม่ ขยาย ด ีเอน็ เอ ใน สวน exon 7 นาํ PCR product จาก
mo-57/mo-46 มา ยอย ดวย Kpn I ซึง่ ม ีความ จาํเพาะ ตอ GGTAC↓C เพือ่ ตรวจ O allele และ PCR product จาก
ABO F624-649/ABOR770-798 มา ยอย ดวย  Hpa II ซึ่ง มี ความ จําเพาะ ตอ C↓CGG และ/ หรือ Alu I ซึ่ง มี ความ
จาํเพาะ ตอ AG↓CT เพือ่ ตรวจ B allele ตรวจ cleavage product ดวย การ ทาํ electrophoresis บน 8.5 % poly-
acrylamide  gel ทาํ polymerase chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP) โดย ใช primer  261X/
261C เพิม่ ขยาย ด ีเอน็ เอ ของ O allele ที ่ตาํแหนง 261(G→del) ตรวจ PCR product ดวย 2 % agarose gel elec-
trophoresis ผล การ ศึกษา : วธิี PCR-RFLP โดย ใช primer mo-57/mo-46 และ  Kpn I คน ที่ มี O allele  Kpn
I ยอยได เปน fragment ขนาด 87, 164 bp A หรอื B allele Kpn I ไม ยอย เหลอื 252 bp เมือ่ ใช primer ABO
F624-649/ABOR770-798 และ Hpa II A หรือ O allele Hpa II ยอย ได 4 fragment คือ 78, 19, 24, 54 bp
Balleleม ีตาํแหนง 703(G→A) Hpa II ยอย ได 3 fragment คอื 97, 24, 54 bp แต fragment ขนาด 19, 24,
54  bp ม ีขนาด เลก็ จงึ ตรวจ ไม พบ เมือ่ ใช primer ABO F624-649/ABOR770-798 และ ยอย ดวย Alu I คน ที ่มี
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หมู เลอืด ABO เปน หมู เลอืด ระบบ แรก ที ่คน พบ โดย
Karl  Landsteiner ใน ปค.ศ. 1900 คน หมู เลือด A
มีแอนติเจน A บน เม็ด เลือด แดง มี anti-B ใน ซีรัม คน
หมู เลือด B มี แอนติเจน B บน เม็ด เลือด แดง มี anti-A
ในซรีมั คน หมู เลอืด AB ม ีทัง้ แอนตเิจน A และ B บน
เมด็ เลอืด แดง ไม มี anti-A และ anti-B ใน ซรีมั คน หมู
เลอืด O ไม ม ีแอนตเิจน A หรอื B บน เมด็ เลอืด แดง แต
ม ีทัง้ anti-A, anti-B และ anti-A,B ใน ซรีมั แอนตเิจน
ระบบ ABO นอก จาก จะ พบ บน เมด็ เลอืด แดง แลว ยงั พบ
บน เซลล ตางๆ เชน เมด็ เลอืด ขาว เกรด็ เลอืด epithelial
cell  endothelial cell และ ใน สาร คัด หลั่ง เชน น้ําลาย
น้าํตา และ น้าํนม แอนตบิอด ีระบบ ABO เกดิ ขึน้ ได เอง
ตาม ธรรมชาติ ( naturally occurring antibody )   โดย ไม
จาํเปน ตอง ไดรบั การ กระตุน มา กอน ดงันัน้ ระบบ ABO

จงึ เปน แอนตเิจน ที ่ม ีความ สาํคญั มาก ที ่สดุ ใน ดาน การ ให
เลอืด และ การ ปลกู ถาย อวยัวะ1,2,3 การ แสดง ออก ของ หมู
เลอืด ABO ถกู ควบคมุ ดวย ยนี 3 ชนดิ ที ่เปน อสิระ ตอ กนั
คือ ABO gene, H gene และ secretor gene ซึ่ง
ไดรบั จาก การ ถาย ทอด ทาง พนัธ ุกรรม ยนี A, B, H, Se
เปน ยีน เดน ( dominant gene ) ยีน O, h, se เปน ยีน
ดอย  ( recessive gene ) ใน คน หมู เลอืด A และ คน หมู
เลอืด B สามารถ มี genotype ได ทัง้ แบบ homozygous
( AA, BB ) หรอื แบบ heterozygous ( AO, BO ) คน หมู
เลอืด AB มี genotype เปน แบบ heterozygous ( AB)
และ คน หมู เลอืด O มี genotype เปน แบบ homozy-
gous  ( OO )4

ABO gene อยู บน โครโมโซม คู ที่ 9 ตําแหนง 9q
34.1 -q34.2 ประกอบ ดวย 7 exon ดัง แสดง ใน รูป ที่ 1

B allele Alu I ยอย ได 81, 94 bp A หรอื O allele Alu I ไม ยอย เหลอื 175 bp เมือ่ นาํ fragment ที ่ยอย ได จาก
Kpn I มา แปล ผล รวม กบั Hpa II หรอื ที ่ยอย ได จาก Kpn I แปล ผล รวม กบั Alu I สามารถ แยก ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม
ได ดงันี้ 1) genotype OO Kpn I พบ 87, 164 bp Hpa II พบ 78 bp Alu I พบ 175 bp 2) genotype AA
Kpn  I พบ 252 bp Hpa II พบ 78 bp Alu I พบ 175 bp 3) genotype BB Kpn I พบ 252 bp Hpa II พบ
97 bp Alu I พบ 81, 94 bp  4) genotype AB Kpn I พบ 252 bp Hpa II พบ 78, 97 bp Alu I พบ 81,
94,175 bp  5) genotype AO Kpn I พบ 87, 164, 252 bp Hpa II พบ 78 bp Alu I พบ 175 bp  6)
genotype BO Kpn I พบ 87, 164, 252 bp Hpa II พบ 78, 97 bp Alu I พบ 81, 94, 175 bp การ ตรวจ PCR-
SSP ถา มี O allele จะ พบ แถบ ด ีเอน็ เอ ขนาด 195 bp ถา ไม มี O allele ไม พบ แถบ ด ีเอน็ เอ การ ตรวจ ABO pheno-
type  ดวย วธิี serology รวม กบั วธิี PCR-SSP สามารถ แยก ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม เปน OO, AA, BB, AB, AO, BO
ได เชน กัน การ ตรวจ ABO phenotype 70 ราย เปน หมู เลือด O 20 ราย, A 20 ราย, B 18 ราย, AB 9 ราย, Bweak
2ราย และ AweakB 1 ราย การ ตรวจ PCR-RFLP และ PCR-SSP พบ เปน genotype OO 20 ราย, AA 3 ราย, AO
17  ราย, BB 6 ราย, BO 14 ราย และ AB 10 ราย โดย phenotype ที ่ได  Bweak ทัง้ 2 ราย มี genotype เปน BO และ
phenotype AweakB มี genotype เปน AB สรปุ :การตรวจ ABO genotype ดวย วธิี PCR-RFLP 1) สามารถ ระบุ
ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ของ หมู เลอืด ABO ซึง่ ผล ที ่ได สอด คลอง กบั การ ตรวจ หา ยนี O ดวย วธิี PCR-SSP รวม กบั การ
ตรวจ phenotype ดวย วธิี serology 2) ABO genotype ที ่ได สอด คลอง กบั ลกัษณะ ABO phenotype 3) วธิี
PCR-RFLP อาจ นาํ ไป ประยกุต ใช กบั ตวัอยาง ด ีเอน็ เอ จาก สิง่ สง ตรวจ อืน่ เชน เนือ้ เยือ่ ตางๆ
Key Words : ABO genotype ABO alleles PCR-RFLP
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คนหมู เลอืด A ที ่มี A1 allele ม ีลาํดบั เบสนวิคล ีโอ ไทด
เริม่ ตัง้แต initiation codon จน ถงึ stop codon จาํนวน
19,514 base pairs  ( bp )5 ใน จาํนวน นี ้เปน exon 1-7
ซึง่จะ transcribe เปน mRNA จาํนวน 1,065 bp ( AF
134412 : A101 allele ) coding nucleotide se-
quence  สวน ใหญ อยู บน exon ที่ 6 และ 7 6 A1 allele
เปน standard reference สาํหรบั เปรยีบ เทยีบ กบั อลัลลี
อืน่  คน ที ่มี B allele ม ีลาํดบั เบสนวิคล ีโอ ไทด แตก ตาง
จาก A1 allele ที่ exon 6 และ exon 7 จํานวน 7
ตาํแหนง คอื ตาํแหนง เบส ที่ 297(A→G), 526(C→G),
657(C→T), 703(G→A), 796(C→A), 803
(G→C)  และ 930(G→A) (AF 134414 : B101 al-
lele)  และ ที่ 3’ untranslated region อกี 1 ตาํแหนง คอื
ตําแหนง 1096(G→A) จาก การ ศึกษา ลําดับ เบส ของ
ยีน ABO พบ วา มี นิวคลี โอ ไทด 4 ตําแหนง ที่ ทําให การ
สราง กรดอะม ิโน ของ ยนี A และ B แตก ตางกนั คอื7 1.)
ตําแหนง เบส 526(C→G) ทําให การ สราง กรดอะมิ โน

ตําแหนง ที่ 176 เปลี่ยน จาก arginine
เปน glycine (176Arg→Gly) 2.)
ตําแหนง เบส 703(G→A) ทํา ให กรด
อะม ิโน ตาํแหนง 235 (Gly→Ser) 3.)
ตําแหนง เบส 796(C→A) ทํา ให กรด
อะม ิโน ตาํแหนง 266 (Leu→Met) 4.)
ตําแหนง เบส 803(G→C) ทํา ให กรด
อะม ิโน ตาํแหนง 268 (Gly→Ala ) การ
มี กรดอะมิ โน เปลี่ยน ไป มี ผล ตอ การ จัด
เรยีง ตวั ของ โปรตนี จงึ ได เอนไซม  trans-
ferase  ที ่ตางกนั แต การ มี nucleotide
substitution ที ่ตาํแหนง 297(A→G),
657(C→T), 930(G→A) และ 1096
(G →A) ไม ทาํให ม ีการ เปลีย่น แปลง การ
สราง กรดอะม ิโน ( silent mutation )8 คน
หมู เลือด O ที่ มี O1 allele มี ลําดับ
เบสนวิคล ีโอ ไทดแตก ตาง จาก A1 allele

คอื ตาํแหนง เบส ที่ 261 มี G deletion [261(G→del)]ที่
exon 6 ( AF 134415 : O01 allele)  ทาํให เกดิ frame-
shift  mutation และ premature stop  codon คน หมู
เลอืด O จงึ สราง inactive transferase enzyme  ซึง่ ไม
สา มา รถ สราง แอนตเิจน A และ B ได

การ ตรวจ หมู เลอืด ABO โดย ทัว่ ไป จะ ตรวจ pheno-
type  โดย ใช เทคนคิ ทาง serology ดวย วธิ ีมาตรฐาน ใน
หลอด ทดลอง9 ซึง่ อาศยั หลกัการ เกาะ กลุม ของ เมด็ เลอืด
แดง กบั แอนตบิอด ีที ่จาํเพาะ ( agglutination ) โดย ตรวจ
หา แอนตเิจน A และ B บน เมด็ เลอืด แดง ( cell group-
ing )  และ ตรวจ หา anti-B และ anti-A ใน ซรีมั ( serum
grouping ) แต ใน บาง กรณ ีเชน ตวัอยาง เลอืด ม ีนอย การ
ตรวจ ทาง  serology อาจ ทํา ได ไม สมบูรณ หรือ ทํา ไม ได
การตรวจ ดี เอ็น เอ เพื่อ หา ABO alleles ดวย วิธี poly-
merase  chain reaction- restriction fragment
length  polymorphism ( PCR-RFLP )10-13 และ วธิี poly-
merase  chain reaction- sequence specific

รูป ที่ 1 Genomic organization of the ABO gene
= exon = intron

UTR = untranslated region
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primer ( PCR-SSP )14-16 ชวย แก ปญหา ได อีก ทั้ง ยัง
สามารถ แยก ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม เปน genotype OO,
AA, BB, AB, AO และ BO ซึ่ง มี ประโยชน ตอ การ
พสิจูน บตุร พสิจูน บคุคล พสิจูน ชวีวตัถ ุพยาน และ ทาํให
ทราบ หมู เลอืด ที ่ถกู ตอง เมือ่ ม ีขอ ขดั แยง ใน การ แปล ผล หมู
เลอืด เชน cell grouping และ serum grouping ให ผล
ไม สอด คลอง กนั ( ABO discrepancy )

PCR-RFLP เปน การ ตรวจ ABO alleles ดวย ทํา
PCR  เพื่อ เพิ่ม ปริมาณ ดี เอ็น เอ โดย ใช primer ที่ ครอม
ตาํแหนง ที ่ตองการ ตรวจ เชน exon 6 และ exon 7 นาํ
PCR product มา ยอย ดวย restriction enzyme ที่ มี
ความ จาํเพาะ ตอ ตาํแหนง ที ่ตองการ ได fragment ขนาด
ตางกนั ตรวจ cleavage product ดวย การ ทาํ electro-
phoresis  ใน polyacrylamide gel เปรยีบ เทยีบ DNA
fragment  กบั ด ีเอน็ เอ มาตรฐาน positive และ nega-
tive  control เอนไซม   Kpn I ใช ยอย เพือ่ ตรวจ ตาํแหนง
261(G→del) ใน O allele เอนไซม  Hpa II และ
Alu I ใช ยอย ตรวจ B allele ที่ ตําแหนง 703 (G→
A)12,17   PCR-SSP เปน การ ทํา PCR เพื่อ เพิ่ม ปริมาณ ดี
เอ็น เอ โดย ใช allele specific primer จาก นั้น ตรวจ
PCR product ดวย การ ทาํ electrophoresis ใน aga-
rose  gel ถา ม ียนี ที ่จาํเพาะ กบั primer จะ เกดิ specific
band ขึ้น

วตัถปุระสงค
เพือ่ ตรวจ ABO genotype ดวย วธิี PCR-RFLP

วสัด ุและ วธิกีาร
การ เกบ็ ตวัอยาง เลอืด

เก็บ ตัวอยาง เลือด clotted blood และ EDTA
blood จาก ผู บริจาค โลหิต ที่ ธนาคาร เลือด คณะ แพทย
ศาสตร  มหาวทิยาลยั เชยีงใหม จาํนวน 70 ราย โดย คดั
เลอืก ผู บรจิาค ดงันี้

1.  ผู บริจาค หมู A 20 ราย หมู B 20 ราย หมู O

20 ราย และ หมู AB 10 ราย
2.  ใน ผู บรจิาค หมู A และ หมู B ได ม ีการ ซกั ประวตัิ

หมู เลอืด บดิา และ มารดา ของ ผู บรจิาค เพือ่ ให ได ตวัอยาง
ที ่มี genotype ครอบ คลมุ ทัง้ แบบ homozygous และ
heterozygous

Heterozygous AO และ BO เลอืก จาก ผู
บรจิาค หมู A และ หมู B ที ่ม ีบดิา หรอื มารดา คน ใด คน หนึง่
เปน หมู O

ผู ที่ คาดวา จะ เปน homozygous AA และ
BB  เลอืก จาก ผู บรจิาค หมู A และ หมู B ที ่ม ีบดิา หมู A
หรอื B และ มารดา หมู AB หรอื ผู ที ่ม ีมารดา หมู A หรอื
B แต ม ีบดิา หมู AB

ผู บรจิาค ทัง้ หมด นี ้ได ม ีการ ลงนาม ใน หนงัสอื ยนิ ยอม
เขา รวม โครงการ วจิยั อยาง เปน ลายลกัษณ อกัษร
การ ตรวจ หมู เลอืด ABO ดวย วธิี serology

ตรวจ ABO phenotype จาก whole blood
เบือ้งตน ดวย วธิี slide test กบั anti-A, anti-B, anti-
A,B  และ ตรวจ ยืนยัน ผล ดวย วิธี มาตรฐาน ใน หลอด
ทดลอง9 โดย นํา เม็ด เลือด แดง จาก clotted blood มา
ทาํปฎกิริยิา กบั monoclonal anti-A, anti-A1 , anti-
B,   anti-A,B ( ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิสภา กาชาด ไทย)
และ นํา ซีรัมมา ทําปฎิกิริยา กับ เซลล มาตรฐาน A1 cells
และ B cells อาน ผล จากปฎกิริยิา agglutination และ
hemolysis
การ เตรยีม ตวัอยาง ด ีเอน็ เอ

สกดั ด ีเอน็ เอ จาก EDTA blood ดวย Chelex 18 โดย
ผสม whole blood 30 µL กับ น้ํา กลั่น 1 mL ใน
microcentrifuge  tube ขนาด 1.5 mL เขยา ดวย
เครือ่ง  vortex เพือ่ ให เมด็ เลอืด แดง แตก นาํ ตะกอน ที ่ได
ไป ปน ลาง ดวย น้าํ กลัน่ ( 10,000 g , 1 นาท ี)   จาํนวน 3 ครัง้
ดูด สวน ที่ เปน น้ํา ทิ้ง เติม เม็ด Chelex 100 ( BioRad ,
USA)  ลง ไป พอ ทวม ตะกอน เตมิ น้าํ กลัน่ 150  µ L นาํ ไป
อบ ที่ อุณหภูมิ 56 ํC คาง คืน vortex และ นํา ไป ปน
3,000 g , 10 วินาที จาก นั้น นํา ไป ตม ใน น้ํา เดือด 8 นาที
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vortex  และ นาํ ไป ปน 10,000 g , 1 นาที จะ ได น้าํ สกดั ดี
เอน็ เอ นาํ ไป เกบ็ ไว ที ่อณุหภมูิ -20 Cํ จน กวา จะ ทดสอบ
การ ตรวจ ABO allelesดวย วธิี PCR-RFLP

ทาํ PCR 2 reaction โดย ผสม primer mo-57/mo
- 46 เพื่อ เพิ่ม ขยาย ยีน ABO ใน สวน exon 6 10,11 และ
primer  ABOF624-649/ABOR770-798 เพือ่ เพิม่ ขยาย
ยีน สวน exon 7 ดังนี้

1. mo-57(forward : 5’- CGGGATCCATGT
GGG TGGCACCCTGCCA -3’) และ mo-46 (re-
verse  : 5’- CGGAATTCACTCGCCACTGCCT
GGGTCTC-3’)

2. ABOF624-649 ( forward : 5’- GTGCGT
GGA C GT GGA CA TGGAGTTCC-3’ ) และ ABOR
770-798 (reverse : 5’-CAGGTAGTAGAAATCG
CCCT CGTCCTTGG-3’ )
primer mo-57/mo-46

Reaction mixture 15  µL ประกอบ ดวย ดี เอ็น เอ
ประมาณ 1,000 genome copies ( ซึ่ง เทียบ เทากับ น้ํา
สกดั ด ีเอน็ เอ จาก Chelex 1.5  µL), 0.2  µM of each
primer,  100  µM dNTPs, 0.3 unit Taq poly-
merase  และ 20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM
KCl,  1.5 mM MgCl2, 0.01% BSA, 0.05% Tween-
20  ทํา PCR amplification เริ่ม ดวย denaturation
94 ํC 2 นาที ตาม ดวย การ เปลี่ยน แปลง อุณหภูมิ เปน
รอบๆ   ดงันี้ denaturation 94 Cํ 30 วนิาที annealing
63 Cํ 30 วนิาที และ extension 72 Cํ 1 นาที จาํนวน
10 รอบ และ denaturation 94 Cํ 30 วนิาที anneal-
ing  61 ํC 30 วินาที และ extension 72 ํC 1 นาที
จํานวน  25 รอบ ( Hybaid PCR machine, United
Kingdom ) ตรวจ PCR product ดวย การ ทาํ electro-
phoresis  โดย load PCR product 8  µL ใน 2 %
agarose  gel ยอม ดวย ethidium bromide ความ ตาง
ศกัย 50 V เปน เวลา 40 นาที มอง หา แถบ ด ีเอน็ เอ ขนาด
251-252 bp

การ ยอย ดวย เอนไซม  Kpn I
ยอย PCR product จาก mo-57/ mo-46 4  µL

โดย เติม 10 unit Kpn I ( Invitrogen, USA ) และ 5
mM  MgCl2 incubate ที่ อุณหภูมิ 37 ํC เปน เวลา 3
ชัว่โมง  ตรวจ cleavage product ดวย การ ทาํ electro-
phoresis  ใน 8.5 % polyacrylamide gel ความ ตาง
ศกัย 56 V, 16.5 ชัว่โมง ยอม ดวย silver nitrate ตรวจ
DNA fragment ขนาด 87 และ 164 bp เปรยีบ เทยีบ
กับ  ดี เอ็น เอ มาตรฐาน (100 bp ladder, Invitrogen,
USA)  และ ด ีเอน็ เอ ของ คน หมู เลอืด OO, AA, BB, AB,
AO,  BO เปน control
Primer ABOF624-649/ABOR770-798

Reaction mixture 15  µL ประกอบ ดวย น้าํ สกดั ดี
เอน็ เอ ประมาณ 1,000 genome copies, 0.26  µM of
each  primer, 100  µM dNTPs, 0.3 unit  Taq poly-
merase  และ 20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM
KCl,  1.5 mM MgCl2 , 0.01% BSA, 0.05% Tween-
20  ทํา PCR amplification เริ่ม ดวย denaturation
94 ํC 2 นาที ตาม ดวย การ เปลี่ยน แปลง อุณหภูมิ เปน
รอบๆ ดงันี้ denaturation 94 Cํ 45 วนิาที annealing
60 Cํ 30 วนิาที และ extension 72 Cํ 1 นาที จาํนวน
35  รอบ นํา PCR product มา ทาํ ethanol precipita-
tion  ดวย การ เตมิ 70 % ethanol และ 0.5 mM MgCl2
incubate ที่ อุณหภูมิ หอง 15 นาที ปน 10,000 g , 15
นาท ี ดดู supernatant ทิง้ ปน ลาง ดวย 70 % ethanol
อีก ครั้ง ปลอย ทิ้ง ไว ให แหง ที่ อุณหภูมิ หอง เปน เวลา 1
ชัว่โมง  เตมิ 10 mM Tris-HCl, pH 8.5 จาํนวน 15  µL
เพือ่ ละลาย ตรวจ precipitate product โดย ทาํ elec-
trophoresis  บน 2 % agarose gel มอง หา แถบ ด ีเอน็
เอ ขนาด 175 bp
การ ยอย ดวย เอนไซม  Hpa II

นํา precipitate product 4  µL มา ยอย ดวย 10
unit  Hpa II ( Invitrogen, USA ) ใน 20 mM Tris-
HCl pH 7.4, 10 mM MgCl2 ( React 8, Invitrogen,
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USA) incubate ที่ อุณหภูมิ 37 ํC 3 ชั่วโมง ตรวจ
cleavage  product ดวย การ ทํา electrophoresis ใน
8.5 %  polyacrylamide gel ตรวจ หา DNA fragment
ขนาด 78 และ 97 bp
การ ยอย ดวย เอนไซม  Alu I

การ ยอย ดวย  Alu I ทาํ PCR amplification โดย
ใช primer ABOF624-649/ABOR770-798 เปน reac-
tion  mixture 15  µL เชน เดยีว กบั PCR สาํหรบั  Hpa
II  แต การ ยอย ดวย  Alu I ไม ตอง ทาํ ethanol precipi-
tation  นํา PCR product 4  µL มา ยอย ดวย การ เติม
10unit  Alu I ( Invitrogen, USA ) และ 10 mM
MgCl2 incubate ที่ อุณหภูมิ 37 ํC 3 ชั่วโมง ตรวจ
cleavage product ดวย การ ทํา electrophoresis ใน
8.5 % polyacrylamide gel ตรวจ หา DNA frag-
ment  ขนาด 81 และ 94 bp

ด ีเอน็ เอ ของ คน หมู เลอืด OO, AA, BB และ AB ที่
ใช เปน control ได จาก ผู ทีม่า ขอ ตรวจ พสิจูน พอแม ลกู ที่
ภาควชิา นติ ิเวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร มหาวทิยาลยั
เชยีงใหม ตรวจ genotype ดวย วธิี PCR-SSP รวม กบั
วธิี serology ด ีเอน็ เอ ของ คน หมู เลอืด AO และ BO ได
จาก ผู บริจาค โลหิต ที่ ธนาคาร เลือด คณะ แพทยศาสตร
มหาวิทยาลัย เชียงใหม และ ได ยืนยัน ผล ABO geno-
type  จาก การ ตรวจ PCR-RFLP และ PCR-SSP ที่
Blood  Centre, University Hospital, Lund, Swe-
den

การ ตรวจ O allele ดวย วธิี PCR-SSP 19
ทาํ การ เพิม่ ขยาย ยนี ใน สวน exon 6 โดย ใช primer

261X /261C ดังนี้ 261X (forward : 5’-GTGGAA
GGATGTCCTCGTGGTAC-3’) และ 261C (re-
verse:5’-AATGTCCACAGTCACTCGCCACT-3’)

Reaction mixture 10  µL ประกอบ ดวย ดี เอ็น เอ
ประมาณ 667 genome copies ( น้ํา สกัด ดี เอ็น เอ 1
µL), 0.5 ?M of each primer, 200  µM dNTPs, 0.4
unit  Taq polymerase และ 20 mM Tris-HCl pH
8.4, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2 , 0.01% BSA,
0.05% Tween-20 นาํ ไป ใส ใน เครือ่ง PCR  โดย มี การ
เปลีย่น แปลง อณุหภมู ิดงันี้ 94 Cํ 1 นาท,ี 66 Cํ 30 วนิาที
และ 72 Cํ 30 วนิาที จาํนวน 35 รอบ ตรวจ PCR prod-
uct  ซึง่ ม ีขนาด 195 bp โดย ใช 2 % agarose gel elec-
trophoresis  positive control คอื ด ีเอน็ เอ ของ คน หมู
เลือด OO และ negative control คือ ดี เอ็น เอ ของ คน
หมู เลือด AB
การ แปล ผล หมู เลอืด

การ ตรวจ ดวย วธิี serology
การ แปล ผล ABO phenotype จาก cell grouping

และ serum grouping แสดง ไว ใน ตาราง ที่ 1
PCR-RFLP
 การ แปล ผล ABO genotype อาศัย ความ

สามารถ การ ยอย ของ เอนไซม  Kpn I,  Hpa II และ  Alu
I ดัง แสดง ใน รูป ที่ 2 และ ตาราง ที่ 2 expected

A
B
O
AB

ตาราง ที่ 1 ABO phenotyping by serologic method

Blood group Cell grouping* Serum grouping*
Anti-A Anti-A1 Anti-B Anti-A,B A1 cell B cell

+
0
0
+

+
0
0
+

0
+
0
+

+
+
0
+

0
+
+
0

+
0
+
0

* = standard tube tests for ABO type of red cells and serum;  + = agglutination; 0 = no agglutination
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fragment ของ หมู เลอืด OO, AA, BB, AB, AO และ
BO แสดง ไว ใน ตาราง ที่ 3

PCR-SSP
ถา พบ แถบ ดี เอ็น เอ ขนาด 195 bp แสดง วา คน นั้น มี

Oallele ( OO, AO, BO ) ถา ไม พบ แถบ ดี เอ็น เอ ขนาด
195 bp แสดง วา ไม มี O allele ( AA, BB, AB )

ผล การ ศกึษา
ผู บรจิาค โลหติ 70 ราย การ ตรวจ serology เปน หมู

เลอืด O 20 ราย หมู เลอืด A 20 ราย หมู เลอืด B 18
ราย  หมู เลือด AB 9 ราย และ หมู เลือด Bweak 2 ราย
หมูเลือด AweakB 1 ราย หมู เลือด Bweak และ AweakB
มีลักษณะ แตก ตาง จาก คน ปกติ ดังนี้ หมู เลือด Bweak :

รปู ที่ 2 A, B and O alleles detection by PCR-RFLP.
a. PCR exon 6 amplification with primer mo-57/46 followed by  Kpn I restriction
b. PCR exon 7 amplification with primer ABOF624-649/R770-798 followed by Hpa II restriction
c. PCR exon 7 amplification with primer ABOF624-649/R770-798 followed by  Alu I restriction
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เมด็เลอืด แดง ทาํปฎกิริยิา ให ผล ลบ กบั anti-A, anti-B,
anti-A,B  ดวย วิธี slide test แต ให ผล 2+ และ มี
ลกัษณะ mixed-field agglutination  ( mf ) กบั anti-B
และ anti-A,B ดวย วิธี มาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง พบ
anti-A  และ weak anti-B ใน ซรีมัซึง่ ไม ทาํปฎกิริยิา กบั
เมด็ เลอืด แดง ของ ตวั เอง และ ไม พบ unexpected anti-

body  คน หมู เลือด Bweak มี แอนติเจน B บน ผิว เซลล
เม็ด เลือด แดง นอย การ ตรวจ serology ดวย วิธี slide
test  จงึ ไม เหน็ปฎกิริยิา ทาํให แปล ผล เปน หมู เลอืด O แต
การ ตรวจ cell grouping และ serum grouping เพือ่
ยนืยนั ผล ดวย วธิ ีมาตรฐาน ใน หลอด ทดลอง พบ เปน Bweak
หมู เลอืด AweakB : เมด็ เลอืด แดง ทาํปฎกิริยิา ให ผล ลบ กบั

* 19 , 24 and 54 bp fragments can not be detectable by polyacrylamide gel electrophoresis.

ตาราง ที่ 2 Nucleotides detectable by PCR-RFLP and PCR-SSP
Primers

designation
Mutation Alleles

detectable
PCR product Restriction Fragments

obtained(bp)*start end enzyme specificity

intron 5

exon 7

exon  6

PCR-RFLP
mo-57/46

ABOF624-649/
 R770-798

PCR-SSP
261X/261C

261G→del
261 =  G

703G→A
703  = G

703G→A
703  = G

261G→del
261 =  G

O
A,B

B
A,O
B

A,O

O
A,B

intron 6

exon 7

intron 6

Kpn I

Hpa  II

Alu  I

not  done

GGTAC↓C

C↓CGG

AG↓CT

87+164
252

97+24+54
78+19+24+54

81+94
175

195
-

OO
AA
BB
AB
AO
BO

ตาราง ที่ 3 ABO genotyping by PCR-RFLP and PCR-SSP
ABO genotype Expected fragments (bp) from  PCR-RFLP PCR-SSP

Kpn I Hpa II* Alu I
87, 164

252
252
252

87, 164, 252
87, 164, 252

78, 19, 24, 54
78, 19, 24, 54

97, 24, 54
97, 78, 19, 24, 54

78, 19, 24, 54
97, 78, 19, 24, 54

175
175

81, 94
81, 94, 175

175
81, 94, 175

195
-
-
-

195
195

* 19 , 24 and 54 bp fragments can not be detectable by polyacrylamide gel electrophoresis.
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anti-A ให ผลบวก กับ anti-B และ anti-A,B ดวย วิธี
slide test แต การ ตรวจ หมู เลือด ดวย วิธี มาตรฐาน ใน
หลอด ทดลอง พบ วา เม็ด เลือด แดง ทําปฎิกิริยา ให ผล ลบ
กบั anti-A1 ให ผล 2

+ กับ anti-A และ ให ผล 4+ กับ
anti-B, anti-A,B ไม พบ anti-A และ anti-B ใน ซรีมั
และ ไม พบ unexpected antibody คน หมู เลือด
AweakB มี แอนติเจน A บน ผิว เม็ด เลือด แดง นอย การ
ตรวจ slide test จึง แปล ผล เปน หมู เลือด B แต การ
ตรวจ cell grouping และ serum grouping พบ เปน
AweakB ใน ราย ของ Bweak และ AweakB ได ติด ตาม ผู
บริจาค  มา ตรวจ หมู เลือด ซ้ํา ใน เวลา 1 ป ถัดมา พบ วา ผู
บรจิาค เปน Bweak และ AweakB เหมอืน เดมิ

การ ตรวจ ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ของ หมู เลอืด ABO
ดวย วิธี PCR-RFLP โดย ใช primer mo-57/46 เพ่ิม
ขยาย ยนี ABO ใน สวน exon 6 ( เริม่ ตัง้แต intron 5 จน
ถึง intron 6 ) ได PCR product 252 bp สําหรับ A
หรอื B allele สวน O allele จะ ได PCR product 251
bp เนือ่ง จาก ตาํแหนง 261(G→del) ที่ exon 6 เมือ่
นาํ PCR product ที ่ไดมา ยอย ดวย เอนไซม Kpn I ซึง่ มี
ความ จาํเพาะ ตอ ลาํดบั เบส GGTAC↓C ใน คน ที ่มี O
allele Kpn I ยอย ได ออก เปน 2 fragments คือ 87,
164 bp ใน คน ที่ มี A หรือ B allele Kpn I ไม ยอย
เหลือ 252 bp เหมือน เดิม( รูป ที่ 2 a และ ตาราง ที่ 2 )
ดังนั้น เมื่อ ยอย ดวย  Kpn I คน ที่ มี genotype OO จึง
พบ 87, 164 bp คน ที่ มี genotype AA, BB, AB
Kpn I ไม ยอย เหลอื 252 bp คน ที ่มี genotype AO
หรือ  BO Kpn I ยอย ได บาง สวน เนื่อง จาก มี O allele
บาง สวน ไม ยอย เนือ่ง จาก มี A หรอื B allele จงึ พบ ทัง้ 3
fragments  คอื 87, 164, 252 bp ( ตาราง ที่ 3 ) รปูแบบ
การ ยอย ของ  Kpn I ใน genotype OO, AA, BB, AB,
AO และ BO แสดง ไว ใน รูป ที่ 3 a ใน การ ยอย PCR
product  ดวย  Kpn I พบ nonspecific band ขนาด
ประมาณ 110 bp รวม ดวย แถบ ดี เอ็น เอ นี้ เกิด จาก การ
ปน เปอน ของ แบคทีเรีย ใน  Kpn I เพราะ ได ทดลอง เอา

Kpn I มา ทํา electrophoresis บน polyacrylamide
gel  โดย ไม ใส PCR product ตรวจ พบ แถบ ดี เอ็น เอ
ขนาด  110 bp นี้ เชน กัน

เมื่อ ใช primer ABOF624-649/R770-798 เพิ่ม
ขยาย ยนี ABO ใน สวน exon 7 จะ ได PCR product
175  bp เมื่อ นํา PCR product มา ยอย ดวย เอนไซม
Hpa II ซึง่ ม ีความ จาํเพาะ ตอ ลาํดบั เบส C↓CGG ใน
คน ที่ มี A หรือ O allele Hpa II จะ ยอย ที่ ตําแหนง
701↓ 702, 720↓ 721, 744↓ 745 ออก เปน 4 frag-
ment  คือ 78, 19, 24, 54 bp คน ที่ มี B allele มี
ตําแหนง 703(G→A) Hpa II ไม ยอย ที่ ตําแหนง
701↓702 cleavage product จงึ ได 3 fragment คอื
97, 24, 54 bp ( รูป ที่ 2 b และ ตาราง ที่ 2 ) ตําแหนง
720↓721   และ 744↓745 เปน internal control ซึง่ ทัง้
A, B และ O allele ตอง ยอย ได ดังนั้น fragment
ขนาด  24 , 54 bp จึง พบ ได ทุก คน คน ที่ มี genotype
OO, AA, AO เมือ่ ยอย ดวย Hpa II จะ ได 78, 19, 24,
54  bp คน ที ่มี genotype BB ได 97, 24, 54 bp คน
ที่ มี genotype AB หรือ BO Hpa II ยอย ได บาง สวน
เนือ่ง จาก มี A หรอื O allele บาง สวน ไม ยอย เนือ่ง จาก มี
B  allele จงึ ได 5 fragment คอื 97, 78, 19, 24, 54 bp
( ตาราง ที่ 3 ) เนือ่ง จาก ด ีเอน็ เอ ของ fragment ขนาด 19,
24,  54 bp มี ขนาด เล็ก polyacrylamide gel ไม
สามารถ ตรวจ ได ดังนั้น fragment ที่ ตรวจ พบ จึง มี
เพียง 97, 78 bp รูปแบบ การ ยอย ของ Hpa II ใน
genotype  OO, AA, BB, AB, AO และ BO แสดง ไว
ใน รปู ที่ 3 b Hpa II ทาํให มี nonspecific band ขนาด
ประมาณ 130 bp ซึง่ เกดิ จาก แบคทเีรยี ปน เปอน ใน  Hpa
II เพราะ ได นาํ  Hpa II มา ทาํ electrophoresis โดย ไม
ใส  PCR product ก ็พบ แถบ ด ีเอน็ เอ ขนาด 130 bp

PCR product ที ่ได จาก การ amplification โดย ใช
primer ABOF624-649/R770-798 เมือ่ นาํ มา ยอย ดวย
เอนไซม  Alu I ซึง่ ม ีความ จาํเพาะ ตอ ลาํดบั เบส AG↓CT
ใน คน ที ่มี B allele ม ีตาํแหนง 703(G→A) Alu I จะ



46 เรอืงรอง  ชพีสตัยากร และคณะ

Thai Journal of Hematology and Transfusion Medicine  Vol. 13  No. 1  January-March 2003

ยอย ที ่ตาํแหนง 704↓705 ได เปน fragment ขนาด 81,
94  bp คน ที่ มี A หรือ O allele  Alu I ไม ยอย เหลือ
175 bp เหมอืน เดมิ ( รปู ที่ 2 c และ ตาราง ที่ 2 ) คน ที ่มี
genotype BB เมื่อ ยอย ดวย Alu I พบ 81, 94 bp
คนที ่มี genotype BO และ AB  Alu I ยอย ได บาง สวน
เพราะ มี B allele แต A หรอื O allele ยอย ไม ได จงึ พบ
81, 94, 175 bp สวน คน ที่ มี genotype AA, AO,
OO Alu I ยอย ไม ได เลย เหลือ  175 bp ( ตาราง ที่ 3 )
รูปแบบ การ ยอย ของ Alu I ใน genotype OO, AA,

BB,  AB, AO และ BO แสดง ไว ใน รปู ที่ 3 c Alu I มี
แบคทีเรีย ปน เปอน จึง มี nonspecific band ขนาด
ประมาณ  120 bp รวม ดวย ซึง่ ทราบ จาก การ นาํ Alu I
มา ทาํ electrophoresis โดย ไม ใส PCR product

การ ตรวจ ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ดวย วธิี PCR-SSP
ตรวจ เพียง O allele ใน คน ที่ มี genotype OO, AO ,
BO  จะ พบ แถบ ดี เอ็น เอ ขนาด 195 bp คน ที่ มี geno-
type  AA, BB, AB ไม พบ แถบ ดี เอ็น เอ รูปแบบ การ
ตรวจ PCR-SSP ของ คน ที ่มี genotype OO, AA, BB,

รปู ที่ 3 The PCR-RFLP patterns of ABO alleles
a. PCR amplification with primer mo-57/46 followed by  Kpn I restriction which digested O allele.

lane 1. undigest 252 bp ; lane 2. genotype OO ; lane 3. genotype AA ; lane 4. genotype BB;
lane 5. genotype AB; lane 6. genotype AO ; lane 7. genotype BO ; lane 8. 100 bp ladder DNA

b. PCR amplification with primer ABOF624-649/R770-798 followed by Hpa II restriction which digested all alleles
but gave different fragments.
lane 1. undigest 175 bp ; lane 2. genotype OO ; lane 3. genotype AA ; lane 4. genotype BB;
lane 5. genotype AB; lane 6. genotype AO ; lane 7. genotype BO ; lane 8. 100 bp ladder DNA

c. PCR amplification with primer ABOF624-649/R770-798 followed by  Alu I restriction which digested B allele.
lane 1. undigest 175 bp ; lane 2. genotype OO ; lane 3. genotype AA ; lane 4. genotype BB;
lane 5. genotype AB ; lane 6. genotype AO ; lane 7. genotype BO ; lane 8. 100 bp ladder DNA
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AB, AO และ BO แสดง ไว ใน รูป ที่ 4 จาก การ ตรวจ
ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ของ ผู บรจิาค โลหติ 70 ราย ดวย
วิธี PCR-RFLP และ PCR-SSP เปน genotype OO
20ราย , AA 3 ราย , AO 17 ราย , BB 6 ราย , BO 14
ราย ,  AB 10 ราย ใน ผู บรจิาค หมู เลอืด Bweak พบ เปน
genotype  BO ทั้ง 2 ราย หมู เลือด AweakB พบ เปน
genotype  AB ( ตาราง ที่ 4 ) การ ตรวจ O allele โดย วธิี
PCR-SSP ไดผล สอด คลอง กบั การ ยอย ดวย  Kpn I  และ
การ ตรวจ B allele  โดย การ ยอย ดวย  Alu I ไดผล สอด
คลอง กบั การ ยอย ดวย  Hpa II

วิจารณ
Primer ที ่ใช ทาํ PCR-RFLP ตอง เพิม่ ขยาย ด ีเอน็ เอ

ของ คน ได ทกุ หมู primer ABOF624-649/R770-798
ม ีจดุ เริม่ตน ที ่ตาํแหนง 624-649 ของ exon 7 และ สิน้ สดุ
ที่ ตําแหนง 770-798 ตําแหนง 649 และ 770 เปน
ตําแหนง ที่ ไม มี ความ แตก ตางกัน ระหวาง A, B และ O
allele  ดงันัน้ ABOF624-649/R770-798 จงึ เพิม่ ขยาย ได
ทัง้ A, B และ O allele ให PCR product ขนาด 175
bp  primer mo-57/mo-46 ม ีจดุ เริม่ตน ที ่ตาํแหนง  497-
519 ของ intron 5 และ จดุ สิน้ สดุ ที ่ตาํแหนง 27-50 ของ
intron  6 โดย ตาํแหนง 519 ของ intron 5 และ ตาํแหนง
27 ของ intron 6 เปน ตําแหนง ที่ A, B และ O allele
เหมอืน กนั การ ทาํ PCR-RFLP โดย ทัว่ ไป ไม จาํเปน ตอง
ทาํ  enzyme restriction site ที่ primer แต primer
mo-57/mo-46 10 ที่ นํา มา ใช ออก แบบ สําหรับ ทํา ABO
genotyping  และ cloning ดงันัน้ จงึ มี artificial se-
quence  แทรก อยู ดาน 5’ ซึง่ เปน restriction site ของ
BamH I ( G↓GATCC ) และ  EcoR I ( G↓AATTC )
รวม ดวย primer mo-57/mo-46 เพิ่ม ขยาย ยีน A
หรือ B ได PCR product ขนาด 252 bp ( artificial
mo-57  + intron 5 + exon 6 + intron 6 + artificial
mo-46 ) สวน O allele มี ตําแหนง 261(G→del) ที่
exon  6 PCR product จงึ ม ีขนาด ลดลง เปน 251 bp

A

B

Bweak
AB

AweakB
O

ตาราง ที่ 4 ABO phenotypes and genotypes in this study
ABO phenotype Numbers tested ABO genotype Numbers found

20

18

2
9
1
20

AA
AO
BB
BO
BO
AB
AB
OO

3
17
6
12
2
9
1
20

รปู ที่ 4 The PCR-SSP pattern of O allele.
lane 1. 100 bp ladder DNA ; lane 2. geno-

type  OO ; lane 3. genotype AA ; lane 4. geno-
type  BB; lane 5. genotype AB ; lane 6. geno-
type  AO ; lane 7. genotype BO
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เอนไซม Hpa II เตรียม จาก Haemophilus
parainfluenzae  ม ีความ จาํเพาะ ตอ การ ยอย ที ่ลาํดบั เบส
C↓CGG เนือ่ง จาก Hpa II ตอง ยอย PCR product
ถึง  3 ตําแหนง ดังนั้น หลัง จาก ทํา PCR amplification
จําเปน ตอง ทํา ethanol precipitation เปลี่ยน buffer
ใหเหมาะสม เพื่อ ให  Hpa II ทํางาน ได เต็ม ที่ Hpa II
ทาํใหเกดิ  nonspecific band ขนาด ประมาณ 130 bp
nonspecific  band นี ้อาจ รบกวน การ แปล ผล ถา   Hpa
II  ยอย internal control ไม หมด ( พบ fragment ขนาด
121 bp รวม ดวย) เอนไซม  Alu I ใช ยอย เพื่อ ตรวจ B
allele  ที ่ตาํแหนง 703(G→A) ได เชน เดยีว กบั  Hpa II
Alu I เตรยีม จาก Arthrobacter luteus ม ีความ จาํเพาะ
ตอ การ ยอย ที ่ลาํดบั เบส AG↓CT Alu I เปน เอนไซม ที่
ยอย งาย เพราะ ยอย ตาํแหนง เดยีว ไม จาํเปน ตอง ทาํ etha-
nol  precipitation กอน ยอย จงึ ม ีผู นยิม ใช  Alu I มาก
กวา  Hpa II 12,13 แต  Alu I ไม มี internal control
ดงันัน้กระบวน การ ยอย ตอง มี genotype OO, AA, BB,
AB, AO และ BO เปน control ทกุ ครัง้  Alu I ทาํให
มี nonspecific band ขนาด ประมาณ 120 bp ซึง่ เกดิ
จาก การ ปน เปอน ของ แบคทเีรยี ใน กระบวน การ ผลติ แต
nonspecific  band นี ้ไม รบกวน การ แปล ผล

เมือ่ ใช primer mo-57/mo-46 เพิม่ ขยาย ยนี ABO
และ ยอย ดวย เอนไซม  Kpn I ซึง่ เตรยีม จาก Klebsiella
pneumoniae และ ม ีความ จาํเพาะ ตอ GGTAC↓C ใน
คน ที่ มี O allele มี ตําแหนง 261(G→del) ที่ exon 6
จงึพบ ลาํดบั เบส เปน GGTACC อยู 1 ตาํแหนง  Kpn I
จงึ ยอย ได คน ที ่มี A หรอื B allele Kpn I ไม ยอย Kpn
I ทําให มี nonspecific band ขนาด ประมาณ 110 bp
ซึง่ไม รบกวน การ แปล ผล  Kpn I เปน เอนไซม ที ่ยอย งาย
จึง มี ผูใช อยาง กวางขวาง12,13,17  การ ตรวจ สอบ PCR
product ดวย การ ทํา electrophoresis บน agarose
gel กอน นาํ ไป ยอย ดวย restriction enzyme เปน การ
ตรวจ วา ด ีเอน็ เอ ที ่นาํ มา ทดสอบ นี ้ใชได และ ยงั ทาํให ทราบ
ปรมิาณ ของ PCR product โดย ประมาณ จาก ความ เขม

ของ แถบ ด ีเอน็ เอ ที ่ยอม ดวย ethidium bromide เนือ่ง
จาก คณุภาพ ของ ตวัอยาง ด ีเอน็ เอ ของ แต ละ คน ไม เทากนั
น้ํา สกัด ดี เอ็น เอ บาง ราย อาจ มีฮโมโกลบิน เจือ ปน ฮโม
โกลบนิ  เปน ตวั ยบัยัง้ ใน ปฏกิริยิา การ เพิม่ ขยาย ยนี ดงันัน้
เมือ่ ทดสอบ PCR product บน agarose gel ถา สงัเกต
เหน็ วา ความ เขม ของ แถบ ด ีเอน็ เอ ที ่ได แตก ตาง จาก ด ีเอน็เอ
มาตรฐาน มาก ปรมิาณ PCR product ที ่นาํ ไป ยอย อาจ
ตอง ปรบั ใหม ตาม ความ เหมาะสม เนือ่ง จาก การ แปล ผล
หมู เลือด ใช วิธี แปล ผล จาก การ ยอย ได หรือ ไม ยอย ถา
ปริมาณ PCR product ที่ นํา มา ยอย มาก เกิน ความ
สามารถ ของ restriction enzyme อาจ ทาํให ยอย ไม หมด
และ แปล ผล หมู เลือด ผิด การ ทํา PCR-RFLP จําเปน
ตอง ใช polyacrylamide gel เนื่อง จาก cleavage
product ที ่ยอย ได จาก  Hpa II ( 78, 97 bp ) และ  Alu
I(81, 94 bp) มี ขนาด แตก ตางกัน นอย คือ 19 bp และ
13 bp ตาม ลําดับ agarose gel ซึ่ง มี ความ สามารถ ใน
การ แยก แยะ ( resolution ) นอย จะ แยก ไม ได แต การ
ยอย ดวย  Kpn I cleavage product ที่ ได มี ขนาด
ตางกัน 77 bp ( 87, 164 bp ) agarose gel อาจ นํา มา
ใชได แต fragment ขนาด 87 bp อาจ ตรวจ ไม พบ พบ
เพียง fragment ขนาด 164 bp

การ เตรยีม ตวัอยาง ด ีเอน็ เอ อาจ สกดั ดวย วธิี Chelex,
salting  out หรือ phenol chloroform Chelex เปน
chelating  resin ม ีสวน ประกอบ เปน styrene divinyl-
benzene  copolymer มี iminodiacetate ion เปน คู
สามารถ จับ กับ polyvalent metal ion ได ดี ดังนั้น
Chelex  สามารถ ปองกัน การ สลาย ตัว ของ ดี เอ็น เอ เนื่อง
จาก ความ รอน ใน ระหวาง การ ตม เพือ่ สกดั ด ีเอน็ เออ อก จาก
เซลล  โดย ไป จบั กบั metal ion ซึง่ เปน catalyst ทาํให
ด ีเอน็ เอ ส ลาย ตวั ได เมือ่ อยู ใน ตวักลาง ที ่ม ีอณุหภมู ิสงู และ
low  ionic strength 18 Chelex เปน วธิ ีที ่งาย ไม ตอง ใช
organic  solvent ซึง่ เปน อนัตราย ตอ สขุภาพ แต ด ีเอน็เอ
ที่ สกัด จาก Chelex มี ขอเสีย คือ ไม สามารถ นํา ไป วัด
ปรมิาณ ดวย การ ตรวจ OD ที ่คลืน่ แสง 260 nm ได เนือ่ง
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จาก ด ีเอน็ เอ ที ่สกดั ได จาก Chelex บาง สวน เปน single
strand  บาง สวน เปน double strand ทําให เมื่อ นํา ไป
วดั OD 260 จงึ ม ีปรมิาณ มาก กวา ความ เปน จรงิ การ วดั
ปริมาณ ดี เอ็น เอ ที่ สกัด ได จาก Chelex ตอง ทํา ดวย วิธี
hybridization  แต ใน ทางปฎบิตั ิอาจ ไม จาํเปน เพราะ ดี
เอ็น เอ ที่ ใช ใน การ ทํา PCR มี พิสัย กวาง และ จํานวน ge-
nome  copies สามารถ คาํนวณ ได จาก ปรมิาณ เลอืด ที ่นาํ
มาส กดั

การ ทาํ PCR-SSP เพือ่ ตรวจ O allele เปน วธิ ีที ่รวด
เรว็ และ ประหยดั เพราะ ไม ตอง ใช restriction enzyme
แต ยงั ม ีขอเสยี เนือ่ง จาก ไม มี internal control primer
ใน คน ที ่มี genotype AA, BB, AB ซึง่ ไม มี O allele จะ
ไม่ พบ แถบ ดี เอ็น เอ ทำให้ ไม่ สามารถ ตรวจ สอบ ได้ ว่า
ดเีอน็เอ  ที ่นาํ มา ทาํ PCR นี ้ม ีคณุภาพ ตอ การ เพิม่ ขยาย ยนี
หรอื ไม การ ตรวจ PCR-SSP อาจ ตอง พฒันา ไป อกี โดย
เติม internal control primer ซึ่ง มี ความ สามารถ ที่ จะ
เพิ่ม ขยาย ดี เอ็น เอ ใน คน ได ทุก หมู เพื่อ เปน การ ประกัน
คณุภาพ ของ ขบวน การ เพิม่ ขยาย ยนี แต ควร พงึ ระวงั วา
primer  ที่ เปน internal control ตอง ไม รบกวน กับ
primer  ของ ABO alleles ที ่ตองการ ตรวจ

ผู บริจาค โลหิต 70 ราย สามารถ แยก ลักษณะ พันธุ
กรรม ได 6 แบบ คือ genotype OO, AA, BB, AB,
AO และ BO การ ศึกษา นี้ มี จุด ประสงค เพียง ตองการ
ทดสอบ การ ใช เทคนิค PCR-RFLP เพื่อ ตรวจ หา ABO
genotype  แต ไม ตองการ หา gene frequency จงึ เกบ็
ตัวอยาง เลือด จาก ผู บริจาค แบบ เลือก หมู เพื่อ ให ครอบ
คลุม ABO genotype ทั้ง 6 แบบ ใน อนาคต ถา ได มี
การ ศกึษา เพิม่ เตมิ อาจ ตรวจ หา gene frequency ซึง่ การ
ศกึษา  gene frequency ตอง เกบ็ ตวัอยาง เลอืด แบบ สุม
อยาง นอย 300 ราย 20 และ ตอง คํานวณ gene fre-
quency  ที่ ตรวจ ได วา เปน ไป ตาม Hardy -Weinberg
equilibrium หรอื ไม

p + q + r = 1 และ
p2 + q2 + r2 + 2pq + 2pr + 2qr = 1

โดย ให
p = frequency of A allele ;
q = frequency of B allele ;
r = frequency of O allele
นั่น คือ คน หมู เลือด O ( OO ) มี gene frequency

เทากับ r2 หมู เลือด A ( AA มี gene frequency
เทากบั p2 , AO มี gene frequency เทากบั 2pr ) หมู
เลือด B ( BB มี gene frequency เทากับ q2  , BO มี
gene  frequencyเทากบั 2qr ) และ หมู เลอืด AB ( AB)
มี gene frequency เทากับ  2pq แต ถา ยีน ใน กลุม
ประชากร ที ่นาํ มา ศกึษา ม ีการ ผาเหลา genetic drift การ
อพยพ เคลือ่น ยาย และ การ แตงงาน ที ่เปน nonrandom
mating Hardy-Weinberg law อาจ นาํ มา ใช ไม ได

การ ตรวจ หมู เลือด ดวย วิธี serology โดย อาน
ปฏิกิริยา  agglutination จาก cell grouping และ
serum grouping ทาํให แยก ABO subgroup จาก หมู
เลอืด ปกต ิได 1-3 Aweak และ Bweak ม ีแอนตเิจน A และ B
บน ผิว เซลล ออน กวา เม็ด เลือด แดง ปกติ ซึ่ง อาจ เกิด จาก
การ มี mutation ทําให การ สราง เอนไซม ที่ มี คุณภาพ
ตางกนั จงึ สราง แอนตเิจน ได นอย ลง8 ม ีผู รายงาน Aweak
เกิด จาก การ มี point mutation ที่ ตําแหนง 646(T→
A),  871(G→A), 1054(C→T), 1054(C→G),
1060(C→del) หรอื hybrid A-O1v allele ใน intron
6 5,21-23 Bweak เกดิ จาก point mutation ที ่ตาํแหนง 641
(T→G), 669(G→T), 871(G→A) และ 1054
(C→T)  5,24 การ ตรวจ ABO alleles ดวย วิธี PCR-
RFLP  และ PCR-SSP16 นอก จาก ตําแหนง 703(G→
A) และ 261(G→del) แลว ยงั สามารถ ตรวจ ที ่ตาํแหนง
อื่น ได อีก คือ ตําแหนง 467, 526, 796, 803, 871 และ
1096  ตําแหนง 526(C→G), 796(C→A), 803
(G→C) และ 1096(G→A) ใช ตรวจ แยก B allele 
ตาํแหนง 467(C→T) ใช ตรวจ แยก Asian A1, A2 และ
cis-AB allele ตาํแหนง 871(G→A ) ใช ตรวจ แยก A3

และ Bx A1[467(C→T) ] เปน A1 allele ซึง่ พบ มาก ที่
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สุด ใน คน เอเชีย 25 A2 allele มี ตําแหนง 467 (C→T)
รวม กบั nucleotide deletion ที ่ตาํแหนง 1060 (C→
del)  ทาํให เกดิ frameshift reading frame จงึ ขยาย
ออก เปน 1,129 bp cis-AB allele มี point mutation
ที ่ตาํแหนง 467(C→T) และ 803(G→C) ทาํให การ
จดั เรยีง ตวั ของ กรดอะม ิโน เปลีย่น ( construct protein
เปลีย่น เปน AAAB ) เกดิ abnormal enzyme ที ่สราง ได
ทั้ง แอนติเจน A และ B 26 คน  cis-AB มี การ ตรวจ
serology เปน Aweak Bweak ( A 2B3 ) เกดิ จาก บดิา หมู AB
และ มารดา หมู O คน cis-AB มี genotype เปน  cis-
AB /O สําหรับ การ ศึกษา นี้ ผู บริจาค หมู Aweak B ไม มี
Oallele จึง ไม นา เปน  cis-AB ใน กรณี คน B(A) phe-
notype  มี การ ตรวจ serology เปน Aweak B และ พบ
anti-A ใน ซรีมั B(A) allele เกิด จาก การ มี mutation
ที่ตําแหนง 657(T→C) และ 703(A→G) จาก B al-
lele  ( construct protein เปลี่ยน เปน BABB )27 ผู
บริจาค ราย นี้ ไม พบ anti-A ใน ซีรัมจึง ไม นา เปน B(A)

phenotype การ ศกึษา นี ้ไม สามารถ บอก ได วา ผู บรจิาค
Aweak B และ Bweak ม ีความ ผดิ ปกต ิที ่ตรง ไหน เนือ่ง จาก
ตรวจ  ABO alleles เพียง 2 ตําแหนง คือ 261(G→
del) และ 703(G→A) การ หา ความ ผิด ปกติ ของ
Aweak  B และ Bweak ควร ตรวจ PCR-RFLP และ PCR-
SSP  ที่ ตําแหนง อื่น อีก และ ควร ตรวจ ยืนยัน ผล ลําดับ
เบสนิวคลี โอ ไทดดวย วิธี DNA sequencing ซึ่ง ตอง มี
การ ศกึษา กนั ตอไป

สรปุ
การ ตรวจ ลกัษณะ ทาง พนัธ ุกรรม ของ หมู เลอืด ABO

มี พื้นฐาน จาก การ ที่ มี point mutation ระหวาง A, B
และ O allele B allele แตก ตาง จาก A allele ที่
ตาํแหนง  703(G→A) O allele แตก ตาง จาก A และ
B  allele ที ่ตาํแหนง 261(G→del) การ ทาํ PCR-RFLP
โดย ใช primer ABOF624-649/R770-798 amplify
ABO  alleles ครอม บริเวณ exon 7 แลว ใช  Hpa II

หรอื  Alu I ยอย เปน การ ตรวจ B allele ที ่ตาํแหนง 703
(G→A) primer mo-57/mo-46 ใช amplify ABO
alleles  ครอม บรเิวณ exon 6 โดย มี Kpn I ยอย เพื่อ
ตรวจ O allele ที่ ตําแหนง 261(G→del) เมื่อ นํา
cleavage  product ที่ ไดมา แปล ผล รวมกัน ทําให
สามารถ แยก หมู เลอืด ได เปน genotype OO, AA, BB,
AB,  AO และ BO การ ตรวจ ABO genotype ดวย
วิธี  PCR-RFLP ไดผล สอด คลอง กับ การ ตรวจ ยีน O
จาก PCR-SSP รวม กับ การ ตรวจ phenotype ดวย วิธี
serology  ดงันัน้ วธิี PCR-RFLP อาจ นาํ ไป ประยกุต ใช
กับ ตัวอยาง ดี เอ็น เอ จาก สิ่ง สง ตรวจ ทาง นิติ เวช เชน ราก
ผม และ เนือ้ เยือ่ ตางๆ

กติตกิรรม ประกาศ
ขอ ขอบคุณ หนวย นิติ พันธุ ศาสตร ภาควิชา นิติ เวช

ศาสตร และ ศูนย เครื่องมือ วิจัย คณะ แพทยศาสตร
มหาวิทยาลัย เชียงใหม ที่ ให ความ รวมมือ ตอ การ ศึกษา
ครั้งนี้
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Background : The ABO phenotype is controlled by A, B and O genes.   The B allele differs from the A allele at positons 526
(C→G),  703(G→A), 796(C→A) and 803(G→C) which cause amino acid changes.   The O allele differs from the A and
Balleles at position 261(deletion of G), this causes a shift in the reading frame that creates a premature stop codon. Objective:
To  determine ABO genotype by polymerase chain reaction- restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) Materials
and  Methods : Blood samples were collected from 70 blood donors including 20 donors with group O, 20 with group A, 20 with
group B and 10 with group AB.  ABO phenotype was identified by red cell and serum grouping.  Red cell typing was per-
formed  by standard tube tests using anti-A, anti-A1, anti-B and anti-A,B monoclonal antibodies.  Serum grouping was done
with  standard A1 and B cells.  DNA was extracted from EDTA blood by the Chelex method. PCR was performed with primers
mo-57/mo-46 and ABO F624-649/R770-798 to produce DNA fragments from exon 6 and 7, respectively.  Exon 6 fragments from
mo-57/mo-46 were digested with Kpn I which cleaved a specific GGTACC stretch in the O allele.  In the exon 7 fragments
from  ABO F624-649/R770-798 amplicon, Hpa II cut a CCGG and Alu I cut a AGCT sequence in B alleles, respectively.  Cleav-
age   products were analyzed on 8.5 % polyacrylamide gels.  The polymerase chain reaction-sequence specific primer (PCR-
SSP)  was performed with primers 261X /261C.  PCR products were electrophoresed in 2 % agarose gel. Results : For the O
allele,Kpn I generated 87 and 164 bp fragments for the mo-57/46 amplicons.  A or B alleles lack a restriction site for Kpn I,
the  252 bp amplicons were not cleaved.  The 175 bp long ABO F624-649/R770-798 of A or O alleles were digested by Hpa IIto
give 78, 19, 24 and 54 bp fragments.  B alleles however gave 97, 24 and 54 bp fragments due to a base substitution at position
703 (G→A).  The 19, 24 and 54 long fragments cannot be detected because of the small amount of DNA in the corresponding
bands.  Alu I split the 175 bp ABO F624-649/R770-798 amplicons into two fragments of 81 and 94 bp for the B allele ; A or
Oalleles were not cleaved.  The ABO genotypes were determined by the intersection of the cleavage fragments from Kpn
I,  Hpa II and/or Alu I as follows ; 1) genotype OO : 87 and 164 bp from Kpn I ; 78 bp from Hpa II ; 175 bp from Alu I. 2)  geno-
type  AA : 252 bp from Kpn I ; 78 bp from Hpa II ; 175 bp from Alu I. 3) genotype BB : 252 bp from Kpn I ; 97 bp from Hpa II;
81 and 94 bp from Alu I. 4) genotype AB : 252 bp from Kpn I ; 78 and 97 bp from Hpa II ; 81, 94 and 175 bp from Alu I. 5)
genotype  AO : 87, 164 and 252 bp from Kpn I ; 78 bp from Hpa II ; 175 bp from Alu I 6) genotype BO : 87, 164 and 252 bp from
Kpn  I ; 78 and 97 bp from Hpa II ; 81, 94 and 175 bp from Alu I. In the PCR-SSP, the 195 bp amplicon for O allele was found.
The  ABO genotypes could be evaluated using O allele detection by PCR-SSPand ABO blood grouping by serologic method.
The ABO phenotypes of 70 donors were as follows : 20 O ; 20 A ; 18 B ; 9 AB ; 2 Bweak and 1 AweakB. ABO genotypes by PCR-RFLP
and PCR-SSP were as follows : 20 OO ; 3 AA ; 17 AO ; 6 BB ; 14 BO ; 10 AB.   Both of the Bweak were heterozygous BO and the
AweakB was genotype AB. Conclusion : The ABO genotype using PCR-RFLP can 1) give the result concordant with PCR-
SSP  for O allele and combine with blood group serology 2) show the result compatible to ABO phenotype. 3) apply with
DNA  samples from other types of tissues.
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