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บทคัดยอ
 โรคธาลสัซเีมยีในประเทศไทยมอีบุตักิารณสงู ประชากรประมาณ 18- 24 ลานคนเปนพาหะ ในขณะทีอ่กี

ประมาณ 6 แสนคนเปนโรค และพบเบตาธาลัสซีเมียรอยละ 3-9 พบแอลฟาธาลัสซีเมียรอยละ 20-30 ภาวะยีน

แฝงที่พบบอยคือ ฮีโมโกลบินอีเทรต เบตาธาลัสซีเมียเทรต แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 เทรต แอลฟาธาลัสซีเมีย 2 เทรต

ฮโีมโกลบนิคอนสแตนทสปรงิ เปนตน ชนดิและปริมาณของยนีแฝงเหลานีม้อีตัราการพบไมเทากนัในแตละภมูภิาค

ของประเทศไทย การดําเนินงานควบคุมและปองกันโรคธาลัสซีเมียในประเทศไทย มุงเนนที่จะทําการควบคุม

โรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรง 3 ชนิด คือ โฮโมซัยกัสเบตาธาลัสซีเมีย เบตาธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี และ ฮีโมโกลบิน

บารทไฮดรอพสฟตัลลิส โดยมีเปาหมายเพ่ือลดจํานวนผูปวยรายใหม ตลอดจนการรักษาผูปวยท่ีมีอยูใหดีที่สุด 

การตรวจหาผูปวยและพาหะ และการตรวจวินิจฉัยทารกในครรภ ขอมูลที่ไดนําไปใชในการแนะนําทางพันธุกรรม

และชวยในการตัดสินใจสําหรับสามีภรรยาคูเสี่ยงที่มีโอกาสใหกําเนิดบุตรเปนโรคธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงดังกลาว 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจหาพาหะเบตาธาลัสซีเมียโดยวิธีอัลลีลสเปซิฟกพีซีอาร (Allele Specifi c PCR; 

ASPCR) ซึ่งเปนวิธีที่ถูกตอง รวดเร็ว แมนยํา และราคาถูก สามารถบอกชนิดและความรุนแรงของโรคได และ

เพื่อประเมินความเสี่ยงตอการเกิดโรคเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงในเขตสุขภาพที่ 7 โดยนําตัวอยางเลือดจาก

โรงพยาบาลตางๆในเขตสุขภาพที่ 7 ที่สงตรวจหาชนิดของฮีโมโกลบินที่ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 7 ขอนแกน

ในป 2555 ที่ผลการตรวจพบวาเปนพาหะเบตาธาลัสซีเมียโดยวิธี Automate Cation Exchange Chromatography 

เชน HPLC และ LPLC โดยยึดหลักที่การแปลผลของพาหะเบตาธาลัสซีเมียมีคาเปอรเซนตของฮีโมโกลบินเอ-

สอง เทากับ 4.0 เปอรเซ็นตขึ้นไปจํานวน 100 ราย มาตรวจหาความผิดปกติของยีนสายเบตาดวยเทคนิค ASPCR 

ใหผลบวกจํานวน 90 รายคิดเปนรอยละ 90 และสงตรวจยืนยันโดยวิธี Gene Sequencing ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานท่ี

กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบผลสอดคลองกันรอยละ 100 และพบวาเปนพาหะเบตาธาลัสซเีมียชนิดรุนแรงจํานวน 

59 ราย (รอยละ 65.5) ผลการวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาเทคนิค ASPCR สามารถนํามาใชประโยชนในการตรวจหา

พาหะเบตาธาลัสซีเมียแทนการตรวจโดยวิธี Gene Sequencing ซึ่งตองใชเคร่ืองมือพิเศษและมีราคาแพง และ

สามารถประเมินไดวาในเขตสุขภาพที่ 7 มีโอกาสเส่ียงสูงตอการเกิดโรคโฮโมซัยกัสเบตาธาลัสซีเมีย และเบตา

ธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีชนิดรุนแรงเนื่องจากพบพาหะเบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงสูงถึงรอยละ 65.5 ขอมูล

ผลการตรวจใชประโยชนในการวางแผนปองกันและควบคุมโรคธาลัสซีเมียใหครอบคลุมไดอยางมีประสิทธิภาพ 

และเกิดประสิทธิผล

คําสําคัญ: โรคธาลัสซีเมีย เบตาธาลัสซีเมีย อัลลีลสเปซิฟกพีซีอาร
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Abstract
 Thalassemia disease is high incidence in Thailand. In Thai people,600,000 case of disease and about 

3-9% of the Thalassemia are β-thalassemia disease and 20-30% of case are α- thalassemia disease. This 

disease is a group of inherrited autosomal recessive blood disorder, although persons who carry the minor 

form β or α-thalassemia gene and/or abnormal globin gene but they usually have no sign or no symptoms. 

Many Thai peoples have these genes (or call carrier) and gene-genes interactions in this population can lead 

to several thalassemia syndromes. The common thalassemia carriers are usually founded such as Hemoglobin 

E trait, β-thalassemia trait, α-thalassemia trait, α-thalassemia-2 and Hemoglobin constanspring trait. The 

frequency of thalassemia types were varied in different parts of Thailand. Thai national policy for prevention 

and control thalassemia emphasized on 3 severe thalassemia disease such as homozygous β-thalassemia, 

β-thal/ Hb E and Hemoglobin Bart’s hydrop fetalis. These serious cases have severe symptoms and early 

death. The effectiveness of prevention and control program in communities can reduce the new serious patients. 

The study aims to screen for β-thalassemia trait by using Automatic Cation Exchange Chromatography (HPLC 

and LPLC). One hundred blood samples which had  Hb A
2
 value was equal or more than 4.0%, were detected 

to the abnormal globin genes by using the Allele Specifi c PCR (ASPCR) and Gene Sequencing method was 

used as the confi rmatory test. The result found that 65.5% of all, were severe β- thalassemia trait and 100% 

of these results were similar between ASPCR technique and Gene Sequencing. This present study is useful and 

applicable for the effective prevention and control of overall thalassemia diseases.  

keywords: Thalassemia disease, β- thalassemia, Allele Specifi c PCR

บทนํา
  ธาลัสซีเมีย (Thalassemia) เปนโรคที่เกิดจาก

ความผิดปกติในการสังเคราะหฮีโมโกลบิน ซึ่งเปน

โปรตีนสําคัญที่มีอยูในเม็ดเลือดแดง ทําหนาที่นํา

ออกซเิจนจากปอดไปยงัอวยัวะตางๆ ทัว่รางกาย และนาํ

คารบอนไดออกไซดมาสงทีป่อด ผูปวยธาลัสซเีมยีมยีนี

โกลบินที่ผิดปกติ ทําใหสรางโกลบินไมไดหรือสรางได

นอยลง เกดิพยาธสิภาพตอเมด็เลอืดแดง เมด็เลอืดแดง

ไมมีความยืดหยุนและถูกทําลาย ผูปวยธาลัสซีเมียจึงมี

อาการโลหิตจางมาต้ังแตกําเนิด ถาเปนมากจะเติบโต

ไมสมอายุ ตับโต มามโต หัวใจวายและมีอาการอื่นๆ

แทรกซอน การถายทอดของยีนธาลัสซีเมียเปนแบบ

ลกัษณะดอย (autosomal recessive) ผูทีเ่ปนพาหะของ

โรคธาลัสซีเมียจึงไมแสดงอาการ(1,2) ภาวะยีนแฝงท่ี

พบบอยคือ ฮีโมโกลบินอีเทรต  เบตาธาลัสซีเมียเทรต  

แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 เทรต แอลฟาธาลัสซีเมีย 2 เทรต 

และฮีโมโกลบินคอนสแตนทสปริงเปนตน เบตาธาลัส

ซีเมีย คือ ความผิดปกติของยีนที่สรางโปรตีนเบตา

โกลบนิ ซึง่ความผดิปกตนิีม้ ี2 แบบ คอื สรางโปรตนีเบตา

โกลบินไดนอยลง หรอืสรางไมไดเลย โรคเบตาธาลัสซเีมีย

ชนิดทีร่นุแรงท่ีสดุ คอื โฮโมซัยกสัเบตาศนูยธาลัสซีเมีย

ผูปวยมีอาการซีดเรื้อรัง ตับมามโต ตองไดรับการ

ถายเลือดเปนประจํา และมักเสียชีวิตกอนกําหนด โดย

มีอายุขัยเฉลี่ย 10 ป นอกจากนี้โรคเบตาธาลัสซีเมีย

ที่พบบอยในประเทศไทย คือ โรคเบตาธาลัสซีเมีย

ฮโีมโกลบินอ ีผูปวยโรคน้ีมอีาการทางคลินกิไดหลายแบบ

บางรายมีอาการซีดเพียงเล็กนอย บางรายมีอาการซีด

ปานกลาง และบางรายมีอาการซีดมากตองใหเลอืดเปน

ประจํา อาการรุนแรงขึ้นกับชนิดของเบตาธาลัสซีเมีย 

ทําใหผูปวยโรคนี้มีอายุขัยเฉลี่ย 30 ป ทําใหเปนปญหา
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ตอคณุภาพชีวติ เศรษฐกิจ สงัคม และปญหาสาธารณสุข

ของประเทศ(3,4) ดังนั้นทั้งสองโรคดังกลาวจึงกําหนด

อยูในแผนงานโครงการควบคุมและปองกันโรคธาลัส

ซเีมยีแหงชาต ิและเขตภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืยงัพบ

ความผิดปกติของฮีโมโกลบินอสีงูถงึรอยละ 30-60(2-4) 

ดังน้ันจึงมีความเส่ียงสูงที่จะเกิดโรคเบตาธาลัสซีเมีย

ฮโีมโกลบินอ ีการควบคุมโรคธาลัสซเีมยีสายเบตาธาลัส

ซีเมียน้ัน จะตองคนหาพาหะของเบตาธาลัสซีเมีย ซึ่ง

ปจจุบันใชการตรวจวินิจฉัยโดยวิธี Automate Cation 

Exchange Chromatography เชน HPLC และ LPLC 

โดยยึดหลักท่ีคาเปอรเซนตของฮีโมโกลบิน เอ-สอง 

มีคา 4.0 เปอรเซนตขึ้นไป แตคาดังกลาวยังไมเปนที่

ยืนยัน และไมสามารถบอกชนิดและความรุนแรงของ

อาการของโรคได ทําใหการใหคําปรึกษาแกคูเส่ียงขาด

ประสิทธิภาพ ดังนั้นศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 7 

ขอนแกน จงึตรวจหาความผดิปกตขิองยีนทีเ่ปนสาเหตุ

ของเบตาธาลัสซีเมียดวยเทคนิค Allele Specifi c PCR 

(ASPCR)(5) ซึ่งเปนวิธีที่รวดเร็วและสะดวก ราคาไม

แพง สามารถบอกถึงชนิดของความผิดปกติ และความ

รุนแรงของโรคได เพื่อเกิดประโยชนในการควบคุม

และปองกันโรคธาลัสซีเมียแหงชาติไดอยางครบวงจร 

มีประสิทธิภาพและเกิดประสิทธิผลในการควบคุมโรค

วัตถุประสงค
 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัย

ความผิดปกติของยีนที่เปนสาเหตุของเบตาธาลัสซีเมีย 

ดวยเทคนิคการตรวจวินิจฉัยความผิดปกติระดับยีน 

ASPCR และเพ่ือประเมินความเส่ียงตอการเกิดโรค

เบตาธาลัสซีเมียชนิดรุนแรงในเขตสุขภาพที่ 7 

วัสดุและวิธีการ
  1.  เกบ็ตัวอยางเลอืดคูเสีย่งจากโรงพยาบาล

ตางๆในเขตสขุภาพที ่7 ทีส่งตรวจหาชนดิของฮโีมโกลบนิ

ทีศ่นูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่7 ขอนแกน และผลการ

ตรวจพบวาเปนพาหะเบตาธาลสัซีเมยีโดยวธิ ีAutomate 

Cation Exchange Chromatography เชน HPLC และ 

LPLC โดยยึดหลักที่การแปลผลของพาหะเบตาธาลัส

ซีเมีย มีคาเปอรเซนตของฮีโมโกลบินเอ-สอง เทากับ 

4.0 เปอรเซ็นตขึ้นไปจํานวน 100 ราย 

   2. นาํตวัอยางเลอืดมาตรวจหาความผดิปกติ

ของยีนที่เปนสาเหตุของเบตาธาลัสซีเมียชนิดที่พบได

บอยในประเทศไทยดวยเทคนิค Allele Specifi c PCR 

(ASPCR)

 3.  นําตัวอยางทั้งหมดสงตรวจยืนยันความ

ผิดปกติของยีนดวยการตรวจหาลําดับสารพันธุกรรม 

(Gene sequencing) ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานเพื่อใชในการ

เปรียบเทียบและประเมินผล  

 4. การวิเคราะหขอมลู วเิคราะหความถูกตอง

ของการตรวจวิเคราะหระหวางเทคนิค Allele Specifi c 

PCR และเทคนิค Automate Cation Exchange Chro-

matography โดยการเปรียบเทียบความถูกตองของ

ทั้งสองเทคนิคกับวิธีมาตรฐาน Gene Sequencing

ผลการศึกษา
 จากตัวอยางเลือดท่ีตรวจโดยวิธี HPLC และ 

LPLC ทีใ่หผลเปนพาหะเบตาธาลสัซีเมยีตามเกณฑทีค่า

เปอรเซ็นของฮีโมโกลบินเอ-สอง มีคา 4.0 เปอรเซ็นต

ขึ้นไป จํานวน 100 รายนํามาตรวจเพ่ือหาพาหะเบตา

ธาลัสซีเมีย โดยเทคนิค ASPCR พบผลสอดคลองกัน

รอยละ 90 ดงัตารางที ่1 และผลการตรวจยนืยนัโดยวธิ ี

Gene Sequencing สอดคลองกับวิธี ASPCR รอยละ 

100 ดงัตารางที ่2 และจากการตรวจโดยวธิ ีASPCR ยงั

สามารถแยกชนิดของพาหะเบตาธาลัสซีเมยีไดดงัตาราง

ที ่3 และสามารถแยกไดวา เปนเบตาศูนยหรอืเบตาบวก

ธาลัสซีเมียซ่ึงถาเปนเบตาศูนยธาลัสซีเมียถือวาเปน

ชนดิรนุแรง โดยผลพบเบตาศูนยธาลสัซีเมยีจาํนวน 59 

รายคิดเปนรอยละ 65.5 ดังตารางท่ี 4
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ตารางท่ี 1   รอยละของผลการตรวจเบตาธาลัสซีเมียดวยวิธี ASPCR จากตัวอยางที่มีผลการตรวจแยกชนิด   

ฮีโมโกลบินมีคาเปอรเซ็นตเอ-สอง 4.0 เปอรเซ็นตขึ้นไป 

จํานวนตัวอยาง

A
2 
≥ 4%(ราย)

จํานวนตัวอยางใหผล

บวก วิธี ASPCR (ราย)

รอยละ จํานวนตัวอยางใหผลบวก

Gene Sequencing (ราย)

รอยละ

100 90 90 90 90

            

ตารางท่ี 2   รอยละของผลการตรวจเบตาธาลัสซเีมยีดวยวิธ ีASPCR เปรียบเทียบกับวธิมีาตรฐาน Gene Sequencing 

จํานวนตัวอยาง 

ใหผลบวก 

ASPCR

(ราย)

จํานวนตัวอยาง 

ใหผลบวก 

Gene Sequencing

(ราย)

รอยละ จํานวนตัวอยาง

ใหผลลบวิธี 

ASPCR

(ราย)

จํานวนตัวอยาง

ใหผลลบ 

Gene Sequencing   

(ราย)

รอยละ

90 90 100 10 10 100

  

ตารางท่ี 3 รอยละผลการตรวจแยกชนิดของเบตาศูนยธาลัสซีเมียและเบตาบวกธาลัสซีเมียท่ีพบไดบอยใน

ประเทศไทย 

β-thalassemia Mutation Type   No of Alleles (%) 

CD 41/42 0 37 (41.1 ) 

CD 17 0 16 (7.78 ) 

Nucleotide - 28 + 30 (3.3 ) 

CD 71/72 0 2 (2.2 ) 

IVS I - 1 0 2 (2.2 ) 

IVS II - 654 0 2 ( 2.2 ) 

IVS I-5 + 1 (1.1) 

ตารางท่ี 4  รอยละของเบตาศูนยธาลัสซีเมียที่พบในเบตาธาลัสซีเมียเทรต 

จํานวนตัวอยาง

ใหผลบวก ASPCR (ราย)

จํานวนตัวอยาง ใหผลบวก 

β0- thalassemia (ราย)

รอยละ

90 59 65.5
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M       1     2      3    4     5    6        M        1     2       3     4     5

     

Lane 1,2 = Negative    Lane 1 = Negative

Lane 3 = Positive β 41/42 (445 bp) Lane 2 = Positive β -28 (800 bp) 

Lane 4 = Positive β 17 (243 bp)  Lane 3 = Positive β 71/72 (130 bp)

Lane 5= Positive β IVSI#5 (243 bp)     Lane 4 = Internal control (1 Kb)    

Lane 6= Internal control (578 bp) Lane 5 = Reagent control

    

  M        1        2      3      4       5      

 

 Lane 1 = Negative   

Lane 2 = Positive β IVS1#1 (284 bp)  

Lane 3 = Positive β IVSI#654 (243 bp)     

 Lane 4= Internal control (1,419 bp)

 Lane 5= Reagent control

ภาพท่ี 1  ภาพถายเจลอีเล็คโตรโฟรีซีสการตรวจเบตาธาลัสซีเมียดวยวิธี ASPCR โดยสามารถแยกชนิดของ

พาหะเบตาธาลัสซีเมียไดตามตําแหนงลําดับเบสของยีนที่ปรากฏ
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สรุปและวิจารณ
 ป 2555 ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 7 

ขอนแกน ไดตรวจหายีนผิดปกติสายเบตาโดยวิธี AS-

PCR โดยตรวจในตัวอยางเลือดที่วินิจฉัยวาเปนเบตา

ธาลัสซีเมียท่ีมีคาเปอรเซ็นตของฮีโมโกลบินเอ-สอง

ตั้งแต 4 % ขึ้นไป จํานวน 100 ราย ผลการตรวจพบ

วาใหผลบวกจํานวน 90 รายคิดเปนรอยละ 90 แสดง

ใหเห็นวาการกําหนดคาเอ-สองต้ังแต 4 % ขึ้นไปมี

ความถูกตองรอยละ 90 และยังพบวาเปนเบตาธาลัส

ซีเมียชนิดรุนแรงถึงรอยละ 65.5 ซึ่งใหผลคลายกับ

การศึกษาของสุภาวดี ยามศรีและคณะ(5)  และไดนํา

ตัวอยางทั้งหมด ตรวจยืนยันดวยการตรวจหาลําดับ

สารพันธุกรรม (Gene sequencing) ใหผลตรงกันกับ

วิธี ASPCR รอยละ 100 การศึกษาวิจัยคร้ังนี้ แสดงให

เห็นวาการตรวจวิเคราะหโดยวิธ ีASPCR มคีวามถูกตอง

รวดเรว็ใชเวลาในการตรวจเพยีงวนัเดยีว อกีทัง้มคีวาม

แมนยําและราคาถูกเม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐานคือวิธี 

Gene sequencing ซึง่ตองใชเครือ่งมอืพเิศษและมรีาคา

แพง ขั้นตอนยุงยาก ใชเวลาในการตรวจหลายวัน ดัง

นั้นวิธี ASPCR สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการให

บริการเพื่อคนหาพาหะและผูปวยโรคธาลัสซีเมียอยาง

ครบวงจร นอกจากน้ันขอมูลการตรวจวิเคราะหยังใช

ประโยชนในการวางแผนปองกันและควบคุมโรคธาลัส

ซเีมยีใหครอบคลมุทัง้ผูทีเ่ปนโรคชนดิรนุแรง ชนดิปาน

กลาง และผูที่เปนพาหะ เพื่อใหสามารถทําการควบคุม

และปองกนัโรคธาลสัซเีมยีไดอยางสมบูรณครบถวน สง

ผลใหลดจํานวนผูปวยโรคธาลัสซเีมยีรายใหมไดมากย่ิง

ขึ้นอันจะนําไปสูการบริหารจัดการทรัพยากรท่ีมีอยูให

เกิดประโยชนในการพัฒนาศักยภาพหองปฏิบัติการ

เพื่อสนับสนุนการควบคุมโรคธาลัสซีเมียของประเทศ

ใหสามารถดําเนินไปไดอยางมีประสิทธิภาพและเกิด

ประสิทธิผลตอไป

กิตติกรรมประกาศ
 ขอขอบคุณรองศาสตราจารย ดร. สุพรรณ

ฟูเจริญ ผูอํานวยการศูนยวิจัยและพัฒนาการตรวจ

วินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ คณะเทคนิคการแพทย 

มหาวิทยาลัยขอนแกน ที่ใหคําปรึกษา  คุณ สิริภากร 

แสงกจิพร นกัวทิยาศาสตรการแพทยเช่ียวชาญ ศนูยวจิยั

ทางคลินิก กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหความ

อนุเคราะหในการตรวจยืนยันโดยวิธี Gene Sequenc-

ing และขอขอบคุณเจาหนาที่หองปฏิบัติการเครือขาย

เขตสุขภาพท่ี 7 ทุกทานที่ใหความรวมมือในโครงการ

ควบคุมและปองกันโรคธาลัสซีเมียแหงชาติอยางดียิ่ง
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