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บทคัดย่อ 
ธาลสัซีเมียและฮีโมโกลบินผดิปกติเป็นโรคโลหิตจางท่ีถ่ายทอดทางพนัธุกรรมซ่ึงมีอุบติัการณ์

สูงในประเทศไทย ประมาณ 40% ของประชากรไทยเป็นพาหะ ดงันั้นการตรวจหาพาหะจึงเป็นวิธีการ
ส าคญัในการควบคุมและการป้องกันโรคน้ี ปัจจุบนัการตรวจหาพาหะธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบิน
ผิดปกติประกอบดว้ย 2 ขั้นตอนหลกัคือการคดักรองตามดว้ยการตรวจยืนยนั ซ่ึงการตรวจ DNA เป็น
วธีิการหน่ึงของขั้นตอนการตรวจยนืยนัท่ีท าใหไ้ดก้ารวินิจฉยัพาหะเหล่าน้ีอยา่งถูกตอ้ง วิทยานิพนธ์น้ีมี
วตัถุประสงค์เพื่อพฒันา in-house multiplex allele-specific PCR ส าหรับตรวจหาความผิดปกติของ
โกลบินยีนชนิดอลัฟ่าและบีตา้ และเพื่อพฒันาเทคนิค whole blood PCR ท่ีไม่ตอ้งท าการเตรียม DNA
หลงัจากท าการปรับปรุงปริมาณ primers, ปริมาณ MgCl2 และ จ านวนรอบของ thermal cycles  วิธีการ 
in-house multiplex allele-specific PCR ประสบความส าเร็จในการตรวจหา SEA-α thalassemia 1, α-
thalassemia 2 (3.7-kb deletion), Hb Constant Spring และ β41/42(-TTCT), β17(A-T), βE, β-28(A-G) ของอลัฟ่าและ
บีตา้ธาลสัซีเมีย/ฮีโมโกลบินผิดปกติตามล าดบั วิธีการท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถตรวจพบชนิดของความ
ผดิปกติของโกลบินยีนในตวัอยา่งเลือด 57 ตวัอยา่งจาก 70 ตวัอยา่ง (81.4%) ดงันั้นจึงเป็นไปไดท่ี้จะใช้
วิธีการน้ีตรวจตามหลงัการตรวจคดักรองทนัที  ส่วนการพฒันาเทคนิค whole blood PCR ประสบ
ผลส าเร็จเช่นเดียวกนั โดยตอ้งใช ้betaine (9%; w/v) เป็นสารกระตุน้ปฏิกิริยา, เพิ่มขั้นตอน heat-cool 
จ านวน 3 และ 10 รอบก่อนรอบ thermal cycle ปกติ และใชเ้ลือดครบส่วนจ านวน 2 l ในปริมาตร 50 
l หลงัจากน าวิธีการน้ีไปประยุกตก์บั in-house allele-specific PCR พบวา่ ประสบผลส าเร็จดว้ยดี ใน
การตรวจหาความผิดปกติของโกลบินยีนชนิดอัลฟ่าและบีต้า สรุปว่าสามารถใช้วิธีการ in-house 
singleplex and multiplex allele-specific PCR ทั้งแบบท่ีใช ้DNA และใชเ้ลือดครบส่วนหลงัการตรวจ
คดักรองทนัที ทั้งน้ีเพื่อวนิิจฉยัพาหะธาลสัซีเมียและฮีโมโกลบินผดิปกติท่ีพบบ่อยในประเทศไทย 
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ABSTRACT 

 

 

Thalassemia and hemoglobinopathies are inherited globin gene disorders 

commonly found in Thailand.  Approximately 40% of Thai population are carriers. 

Identification of these carriers are important in prevention and control of these disorders. 

Todate, 2 major steps are employed in the carrier detection comprising initial screen 

followed by confirmation.  DNA analysis is the confirmatory procedure that creates  

definite diagnosis of these carriers. This thesis was aimed to develop the in-house 

multiplex allele-specific PCR for detecting α- and β-globin mutations commonly found in 

Thailand and to invent the whole blood PCR without DNA isolation.  After optimizations 

of amount of primers, MgCl2 and the thermal cycles, the multiplex allele-specific PCR 

protocols successfully identified SEA-α thalassemia 1, α-thalassemia 2 (3.7-kb deletion), 



Hb Constant Spring and β
41/42(-TTCT)

, β
17(A-T)

, β
E
, β

-28(A-G)
 for the α- and β-

thalassemia/hemoglobinopathies, respectively.  These developed in-house multiplex 

allele-specific PCR protocols could accurately detect globin gene mutations in 57 of 70 

(81.4%) unknown blood samples.  Thus, the possibility of performing these PCR 

techniques right after the initial carrier screen was demonstrated.  The whole blood PCR 

was also successfully developed employing 9% (w/v) betaine as PCR facilitator, 3 and 10 

“heat-cool” steps prior to typical thermal cycles and 2-l whole blood in 50-l PCR 

reaction.  Applying the whole blood PCR in the developed in-house allele-specific PCR 

successfully and accurately identify the α- and β-globin gene mutations.  It was 

concluded that the developed in-house singleplex and multiplex allele-specific PCR 

utilizing either genomic DNA or whole blood could be performed right after the initial 

screen in order to detect the carriers of α- and β- thalassemia and hemoglobinopathies 

commonly found in Thailand. 

 

 

 

 

 

 


