
นิพนธ์ตน้ฉบบั  Original Article

การตรวจวินิจฉยักลุ่มอาการดาวน ์โดยเทคนิค
Multiplex Fluorescent Polymerase Chain Reaction

อารีรตัน ์ขอไชย วท.ม.*

บุษบา ฤกษอํ์านวยโชค ปร.ด.**

สิริภากร แสงกิจพร วท.ม.*

สาวิตรี ดว้งเรือง วท.บ.*

ชลลดา ยอดทพั วท.บ.*

สมชาย แสงกิจพร พ.บ., ปร.ด.***

องัคณา หิรญัสาลี ปร.ด.*
* สถาบนัชีววทิยาศาสตรท์างการแพทย ์กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข

** ภาควชิาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโ์รงพยาบาลรามาธิบดี

*** สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรส์าธารณสขุ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสขุ

บทคดัย่อ กลุ่ มอาการดาวน์ เป็นโรคที� เกิดจากความผิดปกติของโครโมโซมที� พบได้ บ่อยที� สุด การศึ กษานี� มี

วัตถุประสงค์เพื�อพัฒนาการตรวจวินิจฉัยกลุ่มอาการดาวน์ โดยเทคนิค multiplex fluorescent polymerase chain

reaction (PCR) อาศัยการเพิ�มปริมาณ DNA บริเวณ STR ตาํแหน่ง D21S11, D21S1411 และ D21S1413

บนโครโมโซมแท่งที� �� และวิเคราะห์ PCR product โดยหลักการ capillary electrophoresis ด้วยเครื�องวิเคราะห์

ลาํดบัเบสอตัโนมตั ิการแปลผลพิจารณาจากรปูแบบ peak ของ STR แต่ละตาํแหน่งร่วมกนั ตวัอย่างคนปกตริายงาน

2 peak ที�มีสดัส่วนพื� นที�ใต้กราฟเป็น �:� หรือรายงาน � peak ส่วนตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์รายงาน � peak

ที�มีสดัส่วนพื� นที�ใต้กราฟเป็น �:�:�, รายงาน � peak ที�มีสดัส่วนพื�นที�ใต้กราฟเป็น �:� หรือรายงาน � peak

จากการศึกษาตัวอย่าง DNA ของผู้ป่วยกลุ่ มอาการดาวน์ �� ราย และคนปกติ �� ราย พบว่าทุกรายให้

ผลการตรวจวินิจฉัยตรงกบัการตรวจวิเคราะห์โครโมโซม นับว่าเทคนิคนี� ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที�มคีวามถูกต้อง

น่าเชื�อถือ และทราบผลการตรวจรวดเรว็ภายในเวลา �� ชั�วโมง นับเป็นประโยชน์ต่อการสนับสนุนการดาํเนินงาน

ควบคุมและป้องกนัโรคกลุ่มอาการดาวน์

คาํสาํคัญ: กลุ่มอาการดาวน,์ เทคนิค multiplex fluorescent PCR, การวินิจฉยัโรคทางหอ้งปฏิบติัการ

วารสารวิชาการสาธารณสุข

ปีที� �� ฉบบัที� �  กนัยายน - ตุลาคม ����
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บทนํา
กลุ่มอาการดาวน์หรือดาวน์ซินโดรมเป็นสาเหตุที�

พบบ่อยที�สุดในกลุ่มโรคภาวะปัญญาอ่อน มีอุบัติการณ์

การเกิดประมาณ � คนต่อทารกแรกเกิดมีชีพ �,���

คน(1) เกดิจากความผิดปกติของโครโมโซมคู่ที� �� ซึ�งมี

หลายรูปแบบ สาเหตุที�พบบ่อยที�สดุคือ การมีโครโมโซม

คู่ที� �� เกินมา � แท่งในทุกเซลล์ของร่างกาย ความ

ผิดปกติแบบนี� เรียกว่า trisomy 21 พบร้อยละ ��

สาเหตุรองลงมาเรียกว่า robertsonian translocation

คือการมีส่วนของโครโมโซมที� �� เกนิมาจากการเคลื�อน

ย้ายไปเชื� อมติดกับโครโมโซมชนิดที� เป็น acrocentric

chromosome เช่น โครโมโซมที� �� หรือ �� เป็นต้น
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ซึ�งพบร้อยละ 4 ส่วนสาเหตุที�พบได้น้อยที�สุดคือ ภาวะ

mosaicism ซึ�งผู้ป่วยมีทั�งเซลลป์กตทิี�มโีครโมโซม 46 แทง่

และเซลล์ผิดปกติชนิด trisomy 21 อยู่ในคนเดียว กนั

พบร้อยละ 1(1,2)

กลุ่ มอาการดาวน์ เป็นความผิ ดปกติ แต่กาํ เนิ ด

ผู้ ป่วยกลุ่มนี� มีลักษณะที�คล้ายกันมากกว่าพี� น้องท้อง

เดียวกัน เช่น มีลักษณะใบหน้ากลม ศีรษะแบนและ

ตาเฉียงขึ�น ดั�งจมูกแบน ลิ� นยื�นออกมา กล้ามเนื� ออ่อน

ปวกเปียก มือสั� นและกว้าง มี เส้นลายมือขวาง นิ� ว

หัวแม่มือและนิ� วชี� ของนิ� วเท้าอยู่ห่างกัน ปัญหาที�สาํคัญ

ที� สุดของกลุ่มอาการดาวน์ก็คือ ภาวะปัญญาอ่อนใน

ระดับความรุนแรงที� แตกต่างกัน และมักมีโรคหัวใจ

พิการแต่กาํ เนิด โรคลาํไส้ อุดตันแต่กาํ เนิด มะเร็ง

เม็ดเลือดขาว และอัลไซเมอร์ จึงต้องได้รับการดูแล

อย่างใกล้ชิดตั�งแต่แรกเกิด(2,3)

การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการมีทั�งการตรวจ

คัดกรองและการตรวจยืนยัน การตรวจคัดกรอง ได้แก่

การตรวจคัดกรองจากอายุของหญิงตั�งครรภ์, การตรวจ

คดักรองโดยใช้อลัตราซาวน์เพื�อวัดความหนาของผวิหนัง

บริเวณหลังคอทารก และการตรวจคัดกรองสารชีวเคมี

โดยการเจาะเลือดของหญิงตั� งครรภ์ (4-7) การตรวจ

ยืนยันความผดิปกติทาํโดยการตรวจวิเคราะห์โครโมโซม

ซึ�งเป็นวิธีการตรวจที�แน่นอน ทาํได้ที�โรงพยาบาลขนาด

ใหญ่และโรงเรียนแพทย์ทุกแห่ง นิยมตรวจในหญิง

ตั�งครรภ์ที�มีอายุมากกว่า 35 ปีขึ�นไป เนื�องจากมีความ

เสี� ยงสูงที�ทารกในครรภ์จะมีโครโมโซมผิดปกติ การ

วิเคราะห์โครโมโซมใช้ระยะเวลาการตรวจนานประมาณ

�-� สปัดาห์ เนื�องจากต้องทาํการเพาะเลี�ยงเซลล์ และ

ต้ องอาศั ยผู้ ชาํ นาญการในการตรวจและอ่ านผล

มรีาคาแพงประมาณการทดสอบละ �,���-�,��� บาท

จึงเป็นการยากที� จะขยายบริการไปสู่ ห้องปฏิบั ติการ

ระดับต่างๆ(8) การตรวจวินจิฉัยระดับโมเลกุลเป็นอกีทาง

เลือกหนึ�งที�พัฒนาขึ�นสาํหรับตรวจวินิจฉัยทารกในครรภ์

ก่อนคลอด มี 2 เทคนิค ได้แก่ fluorescent in situ hy-

bridization (FISH)(9-11) และ polymerase chain reac-

tion (PCR)(12-16) ซึ�งเป็นเทคนิคที�มคีวามถูกต้อง รวดเรว็

และไม่ต้องทาํการเพาะเลี� ยงเซลล์ สาํหรับการศึกษานี�

คณะผู้วิจัยได้พัฒนาการตรวจวินิจฉัยกลุ่มอาการดาวน์

โดยเทคนิค multiplex fluorescent PCR ซึ�งประกอบด้วย

2 ขั�นตอนสาํคัญ คือ การเพิ�มปริมาณสารพันธุกรรมบน

โครโมโซมที� 21 บริเวณลาํดับเบสซํ�าต่อเนื�องขนาดสั�นๆ

(short tandem repeat; STR) ที� มีความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมสงู และการตรวจวิเคราะห์ PCR product

โดยหลักการ capillary electrophoresis ด้วยเครื� อง

วิเคราะห์ลาํดับเบสอัตโนมัติ  ผลการศึกษาวิจัยที� ได้

นาํไปสู่การพัฒนาศักยภาพห้องปฏบิัติการในการตรวจ

วินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม และสนับสนุนให้มีการนาํ

เครื�องมือวิเคราะห์ที�มีอยู่มาใช้ให้เกดิประโยชน์สูงสดุ

วิธีการศึกษา
�. การพฒันาการตรวจวินิจฉยักลุ่มอาการดาวน์

โดยเทคนคิ multiplex fluorescent PCR

�.� ตวัอย่างที�ใชใ้นการศึกษา

ตวัอย่างเลือดชนิด EDTA blood จาํนวน 82 ตวัอย่าง

ประกอบด้วย ตวัอย่างกลุ่มอาการดาวน์ที�มคีวามผิดปกติ

แบบ trisomy 21 จาํนวน 32 ตัวอย่าง และตัวอย่าง

คนปกติจาํนวน 50 ตัวอย่าง ตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์

ได้รับความอนุเคราะห์จากหน่วยมนุษย์พันธุศาสตร์

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล

รามาธิบดี และสถาบันราชานุกูล ทุกตัวอย่างผ่านการ

ตรวจยืนยันความผดิปกตโิดยการตรวจวิเคราะหโ์ครโมโซม

ส่วนตัวอย่างคนปกติเป็นตัวอย่างของสามีภรรยาที�เข้า

ร่วมโครงการควบคุมและป้องกันโรคธาลัสซี เมียกับ

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ตัวอย่างทั�งหมดถูกเตรียม

DNA โดยนํ�า ยาสาํ เร็ จรู ป Nucleospin Blood

(Macherey-nagel, Germany) ซึ�งอาศัยคุณสมบัติของ

DNA ที�สามารถจับกับ silica membrane ได้

�.� วิธีการ

เทคนคินี�อาศยั primer 3 คู่ สาํหรับเพิ�มปริมาณ DNA

บริเวณ STR ตาํแหน่ง D21S11, D21S1411 และ

D21S1413 บนโครโมโซม �� โดยทาํการติดฉลากที�
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ปลาย �’ ของ primer แต่ละคู่ ด้วยสารเรืองแสงที�

แตกต่างกนั (ตารางที� 1) การเตรียม PCR master mix

ปริมาตรรวม 25 µL ประกอบด้วยนํ�ายา 1X PCR Buffer

(Applied Biosystems, USA), 200 µM dNTPs, 1.5

mM MgCl2, 0.16 µM primer D21S11, 1.6 µM

primer D21S1411, 0.16 µM primer D21S1413,

0.2 U AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied

Biosystems, USA), นํ�า กลั� น และ 50 ng DNA

ทาํปฏกิริิยา PCR โดยเครื�องเพิ�มปริมาณสารพันธุกรรม

รุ่ น Gene Cycler (Bio-Rad, USA) โดยปรั บ

การทาํงานของ Enzyme AmpliTaq Gold DNA Poly-

merase ที� 95°C นาน 15 นาท ีจากนั�นทาํการเพิ�มปริมาณ

DNA 40 รอบ โดย denaturation ที� 94°C นาน 30 วินาที

annealing ที� 59°C นาน 1 นาท ีและ extension ที� 72°C

นาน 1 นาท ีและ final extension ที� 60°C นาน 10 นาที

เมื�อจบปฏกิริิยา PCR ทาํการวิเคราะห์ PCR prod-

uct โดยผสม PCR product 0.25 µL กับ Sample Load-

ing Solution 40 µL (Applied Biosystems, USA) และ

DNA size standard-600 0.5 µL (Applied Biosystems,

USA) วิเคราะห์ PCR product โดยเครื� องวิเคราะห์

ลาํดับเบสอัตโนมัติ CEQTM 8000 Genetic Analysis

System (Beckman Coulter, USA) อาศัยหลักการ cap-

illary electrophoresis

ข้อมูลทั�งหมดถูกส่งไปเกบ็ไว้ในหน่วยความจาํของ

คอมพิวเตอร์ มีโปรแกรมสาํเร็จรูปในการวิเคราะห์ผล

การตรวจออกมาเป็น electropherogram โดยแสดง fluo-

rescence intensity ในแนวแกน Y และขนาดของ DNA

ในแนวแกน X มี  software สาํหรับการวิ เคราะห์

เชิงปริมาณ โดยคาํนวณจากพื�นที�ใต้กราฟของ peak

การรายงานผลการตรวจวิ เคราะห์  หาก DNA

ที�นาํมาวิเคราะห์เป็น DNA ของคนปกติสามารถรายงาน

ได้ � รูปแบบ แบบที� � กรณีที� STR ตาํแหน่งนั�นเป็น

heterozygous allele จะรายงานเป็น � peak ในตาํแหน่ง

ที� แตกต่ างกั น โดยมี ความสู งของ peak พอๆ

กันเป็นสดัส่วน �:� และแบบที� � กรณีที� STR ตาํแหน่ง

นั�นเป็น homozygous allele จะรายงานเพียง � peak

โดยมีความสูงของ peak เป็น � เท่าของกรณีแรก

ดังแสดงในภาพที� � สาํหรับ DNA ของกลุ่มอาการดาวน์

เมื�อนาํมาวิเคราะห์สามารถรายงานได้ � รูปแบบ แบบที�

� กรณีที� STR ตาํแหน่งนั�นเป็น triallelic จะรายงาน �

peak ในตาํแหน่งที�แตกต่างกนั โดยมีความสงูของ peak

พอๆ กันเป็นสัดส่วน �:�:� แบบที�  � กรณีที� STR

ตาํ แหน่ งนั� นเป็น diallelic จะรายงาน � peak

ในตาํแหน่งที� แตกต่างกัน โดยมีความสูงของ peak

เป็นสัดสว่น �:� และแบบที� � กรณีที� STR ตาํแหน่ง

นั� นเป็น monoallelic จะรายงานเพียง � peak โดย

มีความสงูของ peak เป็น � เทา่ของแบบที� 1 ดังแสดง

ในภาพที� 2(12)

การแปลผลการตรวจวิเคราะห์ กรณี STR ตาํแหน่ง

นั� นเป็น 2 peak ให้นาํ ค่าพื� นที� ใต้กราฟของ peak

ที�สูงกว่าหารด้วยค่าพื� นที�ใต้กราฟของ peak ที�เตี� ยกว่า

หากสดัส่วนปริมาณ DNA มีค่าอยู่ระหว่าง 1.0 ถึง 1.4

ตารางที� � แสดงลาํดบัเบสของ primer สําหรบัการตรวจวินิจฉยัความผิดปกติของกลุ่มอาการดาวน์

Primers                                   Sequence                                          Heterozygosity          reference

D21S11 F D4-5’-TATgTgAgTCAATTCCCCAAgTgA-3’ 0.93 12

D21S11 R 5’-gTTgTATTAgTCAATgTTCTCCAg-3’

D21S1411 F D3-5’-ATgATgAATgCATAgATggATg-3’ 0.93 12

D21S1411 R 5’-AATgTgTgTCCTTCCAggC-3’

D21S1413 F D2-5’-TTgCAgggAAACCACAgTT-3’ 0.87 13

D21S1413 R 5’-TCCTTggAATAAATTCCCgg-3’
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แปลผลเป็นปกติ หากสดัส่วนปริมาณ DNA มีค่า >1.8

แปลผลเป็นกลุ่มอาการดาวน์ หากสดัส่วนปริมาณ DNA

มีค่าอยู่ระหว่าง 1.5 ถึง 1.7 ไม่สามารถแปลผลได้ว่า

เป็นปกตหิรือกลุ่มอาการดาวน์ ต้องแปลผลร่วมกบั STR

ตาํแหน่งอื�น และหากสดัส่วนปริมาณ DNA มีค่า <0.25

หรือ >4.0 ให้ทาํการตรวจวิเคราะห์ซํ�า(15,16)

�. การประเมนิความถูกตอ้งของเทคนิคที�พฒันา

ขึ� น

�.� ศึกษาความถูกตอ้งของเทคนิค

เปรียบเทียบผลการตรวจวินิจฉัยกลุ่มอาการดาวน์

โดยเทคนิค multiplex fluorescent PCR กับการ

ตรวจวิเคราะห์โครโมโซม ในตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน ์32

ตัวอย่าง

�.� ศึกษาความแม่นยําของเทคนิค

นาํตัวอย่างคนปกติ � ตัวอย่าง ที�มี STR ตาํแหน่ง

D21S11, D21S1411 และ D21S1413 เป็น heterozy-

gous allele ทุกตาํแหน่ง มาทาํการวิเคราะห์ซํ�า โดยทาํ

ซํ�าในคราวเดียวกัน (within-run) 5 ครั�ง และทาํต่าง

ภาพที� � ตวัอย่าง electropherogram ของคนปกติ แสดง heterozygous allele บน STR ทุกตําแหน่ง

ภาพที� � ตวัอย่าง electropherogram ของกลุ่มอาการดาวน ์แสดง triallelic pattern ตําแหน่ง D21S1413 และ D21S1411

            และ diallelic pattern ตําแหน่ง D21S11
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

คราวกนั (between-run) เป็นเวลา 5 วัน วันละ 1 ครั�ง

ผลการศึกษา
ผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างคนปกติ 50 ตัวอย่าง

พบว่า STR ตาํแหน่ง D21S11 แสดง heterozygous

allele 45 ตวัอย่าง มคี่าสดัสว่นปริมาณ DNA อยู่ระหว่าง

1.0-1.4 ตาํแหน่ง D21S1411 แสดง heterozygous

allele 47 ตวัอย่าง มคี่าสดัสว่นปริมาณ DNA อยู่ระหว่าง

1.0-1.4 และตาํแหน่ง D21S1413 แสดง heterozy-

gous allele 33 ตัวอย่าง มีค่าสัดส่วนปริมาณ DNA

อยู่ระหว่าง 1.0-2.3 ดังรายละเอียดในตารางที� 2

ผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์ 32

ตัวอย่าง พบว่า STR ตาํแหน่ง D21S11 แสดง diallelic

pattern 15 ตวัอย่าง มค่ีาสดัสว่นปริมาณ DNA อยู่ระหว่าง

1.6-2.5 ตาํแหน่ง D21S1411 แสดง diallelic pattern

19 ตัวอย่าง มีค่าสดัส่วนปริมาณ DNA อยู่ระหว่าง 1.6-

3.2 และตาํแหน่ง D21S1413 แสดง diallelic pattern

18 ตัวอย่าง มีค่าสดัส่วนปริมาณ DNA อยู่ระหว่าง 1.3-

3.2 ดังรายละเอียดในตารางที� 3

เมื�อนาํค่าสดัส่วนปริมาณ DNA ของ STR ตาํแหน่ง

D21S11, D21S1411 และ D21S1413 ไป plot กราฟ

ระหว่างค่าสัดส่วนปริมาณ DNA ในแนวแกน Y และ

จาํนวนตัวอย่างของคนปกตแิละกลุ่มอาการดาวนใ์นแนวแกน

X เพื�อดูการกระจายข้อมูลระหว่างตัวอย่างทั�งสองกลุ่ม

พบว่า ตาํแหน่ง D21S11 และ D21S1411 มีค่า

สัดส่วนปริมาณ DNA ระหว่างตัวอย่างคนปกติและ

กลุ่มอาการดาวน์แตกต่างกันอย่างชัดเจน ดังแสดง

ในภาพที�  3 และภาพที�  4 ตามลาํดับ ส่วนตาํแหน่ง

D21S1413 ค่ าสั ดส่ วนปริมาณ DNA ระหว่ าง

ตั วอย่างทั� งสองกลุ่ มทาบเกี� ยวกัน ไม่แตกต่างกัน

อย่างชัดเจน ตัวอย่างคนปกติ 16 ตัวอย่าง มีค่าสัดสว่น

ปริมาณ DNA>1.4 และตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์ 8

ตัวอย่าง มีค่าสัดส่วนปริมาณ DNA<1.8 ดังแสดงใน

ภาพที� 5

การประเมินความถูกต้องของเทคนิค พิจารณาจาก

ตารางที� � แสดงความหลากหลายทางพนัธุกรรม และสดัส่วนปริมาณ DNA ของ STR ตําแหน่ง D21S11, D21S1411

               และ D21S1413 ในตวัอยา่งคนปกติ (n = 50)

STR marker          Homozygous allele (n)  Heterozygous allele (n)    Ratio of peak area in heterozygous samples

                                                                      Mean         SD           Range

D21S11 5 45 1.2 0.1 1.0-1.4

D21S1411 3 47 1.2 0.1 1.0-1.4

D21S1413 17 33 1.5 0.4 1.0-2.3

ตารางที� � แสดงความหลากหลายทางพนัธุกรรม และสดัส่วนปริมาณ DNA ของ STR ตําแหน่ง D21S11, D21S1411

               และ D21S1413 ในตวัอยา่งกลุ่มอาการดาวน ์(n = 32)

STR marker      Monoallelic(n)    Diallelic(n)       Triallelic(n)     Ratio of peak area in diallelic trisomic samples

                                                 Mean           SD     Range

D21S11 2 15 15 2.1 0.3 1.6-2.5

D21S1411 1 19 12 2.2 0.4 1.6-3.2

D21S1413 6 18 8 2.1 0.6 1.3-3.2
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ภาพที� � กราฟแสดงการกระจายขอ้มูลสดัส่วนปริมาณ DNA บริเวณ STR ตําแหน่ง D21S11 ในตวัอยา่งคนปกติ

และกลุม่อาการดาวน์

คนปกติ (n=45)                                          กลุ่มอาการดาวน ์(n=15)

ภาพที� � กราฟแสดงการกระจายขอ้มูลสดัส่วนปริมาณ DNA บริเวณ STR ตําแหน่ง D21S1411 ในตวัอยา่งคนปกติและ

กลุม่อาการดาวน์

คนปกติ (n=47)                           กลุ่มอาการดาวน ์(n=19)
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ความถูกต้องและความแม่นยาํของวิธีวิเคราะห์ ผลการ

ศึกษาพบว่า การตรวจวิ นิจฉัยกลุ่ มอาการดาวน์โดย

เทคนิค multiplex fluorescent PCR ให้ผลตรงกับ

การตรวจวิเคราะห์โครโมโซมทุกราย สาํหรับการศึกษา

ความแม่นยาํโดยการวิเคราะห์ในตัวอย่างคนปกติที�มี

STR ตาํแหน่ง D21S11, D21S1411 และ D21S1413

เป็น heterozygous allele ทุกตาํแหน่ง วิ เคราะห์

ซํ�าในคราวเดยีวกนั 5 ซํ�า และต่างคราวกนัเป็นเวลา 5 วัน

วันละ 1 ครั�ง ค่าสดัสว่นปริมาณ DNA แต่ละ STR marker

มีค่า %CV 1.35-2.24 ดังแสดงในตารางที� 4

วิจารณ์
กลุ่มอาการดาวน์เป็นโรคทางพันธุกรรมที� เกิดจาก

ความผดิปกตขิองโครโมโซม ซึ�งวิธมีาตรฐานในการตรวจ

ความผิดปกติของโครโมโซมเป็นการตรวจวิเคราะห์

karyotype เพื�อค้นหาสารพันธกุรรมที�เกนิมาของโครโม-

โซมแท่งที� 21 ดังนั�นผลการตรวจที�มีความถูกต้องและ

แม่นยาํ จะนาํไปสูก่ารให้คาํปรึกษาแนะนาํทางพันธกุรรม

ที� เหมาะสม เพื� อประกอบการตัดสินใจในการยุติการ

ตั� งครรภ์ของคู่สามีภรรยา แต่เนื� องจากหน่วยงานที�มี

ศั กยภาพในการตรวจวิ เคราะห์ โครโมโซมมี เฉพาะ

โรงพยาบาลขนาดใหญ่และโรงเรียนแพทยเ์ทา่นั�น จาํนวน

ภาพที� � แสดงการกระจายขอ้มูลสดัส่วนปริมาณ DNA บริเวณ STR ตําแหน่ง D21S1413  ในตวัอย่างคนปกติและ

กลุม่อาการดาวน์

ตารางที� � แสดงค่า %CV ของสดัส่วนปริมาณ DNA บริเวณ STR แต่ละตําแหน่ง จากการวิเคราะหต์วัอยา่งเดียวกนั

   โดยวิเคราะหซํ์� าในคราวเดียวกนั � ครั�ง และต่างคราวกนั เป็นเวลา � วนั วนัละ � ครั�ง

                                                                                      %CV

                                                           D21S11             D21S1411            D21S1413

Within-run (n=5) 1.76 1.73 1.35

Between-run (n=5) 1.41 1.86 2.24

คนปกติ (n=33)                                 กลุ่มอาการดาวน ์(n=18)
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บุคลากรที� ปฏิ บัติ งานจึงไม่ เพียงพอต่อภาระงานที�

เพิ�มขึ�น

การศึกษานี� คณะผู้ วิ จัยจึงได้ พัฒนาเทคนิคการ

ตรวจวินิจฉัยกลุ่มอาการดาวน์ โดยเทคนิค multiplex

fluorescent PCR ซึ� งเป็นเทคนิคที� มีการศึกษากัน

อย่างแพร่หลาย ในการตรวจวินิจฉัยโรคที�เกิดจากความ

ผิดปกตขิองโครโมโซม ทั�งยงัสะดวกในการใช้งาน รวดเรว็

และมีความจาํเพาะสูง(17-21)โดยอาศัยการเพิ�มปริมาณ

สารพันธกุรรมบริเวณ STR 3 ตาํแหน่งบนโครโมโซม 21

ที�มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยตาํแหน่ง

D21S1411 และ D21S1413 อยู่บริเวณวิกฤติของ

กลุ่มอาการดาวน์ มีการศึกษา STR 2 ตาํแหน่งนี� อย่าง

แพร่หลายในการตรวจวินิจฉัย trisomy 21 ส่วนตาํแหน่ง

D21S11 อยู่นอกบริเวณวิกฤติของกลุ่มอาการดาวน์

นิยมใช้ในการตรวจวินิจฉัยความผิดปกติของโครโมโซม

และงานตรวจพิสจูน์เอกลักษณ์บุคคล(12-23)

จากการศึกษาในตัวอย่างคนปกติ 50 ตัวอย่าง มี 25

ตัวอย่างที� electropherogram เป็น heterozygous allele

ใน STR ทั�ง 3 ตาํแหน่ง ส่วนที�เหลืออีก 25 ตัวอย่าง

electropherogram เป็น heterozygous allele ใน STR

เพียง 2 ตาํแหน่ง สว่น STR อกี 1 ตาํแหน่งเป็น ho-

mozygous allele สาํหรับในตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์ 32

ตัวอย่าง มี 23 ตัวอย่างที� electropherogram เป็นแบบ

triallelic ใน STR อย่างน้อย 1 ตาํแหน่ง, มี 3 ตัวอย่างที�

electropherogram เป็นแบบ diallelic ใน STR ทั�ง 3

ตาํแหน่ง และมี 6 ตัวอย่างที� electropherogram มี STR

เป็นแบบ diallelic และ monoallelic ตัวอย่างกลุ่ม

อาการดาวน์ที�ม ีSTR เป็นแบบ triallelic สามารถแปลผล

การตรวจได้ง่าย เนื�องจาก electropherogram เป็น 3 peak

ชัดเจน ส่วนตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์ที�ม ีSTR เป็นแบบ

diallelic ผลจาก electropherogram เป็น � peak มจีาํนวน

14 ตัวอย่าง ที�มีสดัส่วนปริมาณ DNA อยู่ระหว่าง 1.3

ถึง 1.7 ซึ�งปรากฏใน STR ตาํแหน่ง D21S11 จาํนวน 3

ตัวอย่าง ตาํแหน่ง D21S1411 จาํนวน 3 ตัวอย่าง และ

ตาํแหน่ง D21S1413 จาํนวน 8 ตัวอย่าง จึงยากที�จะ

แปลผลว่าเป็นคนปกตหิรือกลุ่มอาการดาวนห์ากพิจารณา

จาก STR ตาํแหน่งเดียว

ผลการศึกษาประสทิธภิาพของ STR แต่ละตาํแหน่ง

ในตัวอย่างคนปกติที� เป็นแบบ heterozygous allele

และกลุ่มอาการดาวน์ที�มีลักษณะเป็น diallelic pattern

เมื� อพิจารณาผลการ plot กราฟในตัวอย่างทั� งสอง

กลุ่มพบว่า สัดส่วนปริมาณ DNA ที� ได้จากการเพิ� ม

ปริมาณ DNA บริเวณ D21S11 และ D21S1411

ระหว่างคนปกติและกลุ่มอาการดาวน์มี ค่าแตกต่าง

กันอย่างชัดเจน ไม่ทาบเกี� ยวกัน แสดงว่า primer

D21S11 และ D21S1411 มีความจาํเพาะในการเกดิ

ปฏิกิ ริ ยาสู ง ส่ วนการเพิ� มปริมาณ DNA บริ เวณ

D21S1413 พบว่าในคนปกติ 24 ราย มี 9 ราย ที�มี

สั ดส่ วนปริมาณ DNA>1.7 ซึ� งใกล้ เคียงกับกลุ่ ม

อาการดาวน์ ทั�งนี� อาจเกิดจากสภาวะ multiplex PCR

ที�ยังไม่เหมาะสม จึงต้องระมัดระวังในการแปลผล และ

อาศัยการแปลผลร่วมกันระหว่าง STR ทั�ง 3 ตาํแหน่ง

หาก 2 ใน 3 ตาํแหน่งให้ผลตรงกันก็สามารถแปล

ผลได้(18) อย่างไรกต็ามการแปลผลการตรวจวิเคราะห์

ของตัวอย่างแต่ละรายจะต้องแปลผลร่วมกันทุก STR

marker ในการศึกษานี� ทั�งในตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์

และตัวอย่างคนปกติ จึงไม่มีตัวอย่างรายใดที�ไม่สามารถ

แปลผลได้

เทคนคิที�พัฒนาขึ�นผ่านการประเมนิความถูกต้องตาม

ระบบคุณภาพ ก่อนที� จะนาํไปสู่การใช้งานทางห้อง-

ปฏิบัติการ โดยพิจารณาจากความถูกต้องและความ

แม่นยาํของวิธีวิเคราะห์ ผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

กลุ่มอาการดาวน์ทุกรายให้ผลตรงกบัการตรวจวิเคราะห์

โครโมโซม ผลการศกึษาความแม่นยาํพบว่า การวิเคราะห์

ตัวอย่างซํ�าในคราวเดียวกนั และต่างคราวกนั มีค่า %CV

1.35-2.24 แสดงว่าเทคนิค multiplex fluorescent PCR

เป็นเทคนิคที� มีความถูกต้อง น่าเชื� อถือ และมีความ

แม่นยาํสูง ราคาไม่แพง ประมาณการทดสอบละ 350

บาท กระบวนการตรวจวิเคราะห์ทาํได้ง่าย ไม่ต้องอาศัย

ผู้ที�มีความชาํนาญสูง ทราบผลการตรวจรวดเรว็ภายใน

เวลา 24 ชั� วโมง สามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีได้ง่าย

หากเปรียบเทยีบกบัเทคนิค fluorescent in situ hybrid-
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ization (FISH) ซึ�งเป็นอีกเทคนิคที�นิยมใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยโรคทางพันธุกรรมที� เกิดจากความผิดปกติของ

โครโมโซม พบว่าเทคนิค FISH และ PCR ใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยความผิดปกติของจาํนวนโครโมโซมเหมือนกัน

แต่เทคนิค FISH มีความไวน้อยกว่า(24) ราคาแพงกว่า

ประมาณ �� เท่า และใช้ระยะเวลาตรวจวิเคราะห์นาน

ประมาณ � วัน(25)

อย่างไรกต็าม การตรวจวิเคราะห์โครโมโซมผิดปกติ

โดยเทคนิค multiplex fluorescent PCR อาจพบ

ปัญหาการตรวจยีนไม่ครบ (allele drop out; ADO)

ในการวิเคราะห์ตัวอย่างที�มีปริมาณ DNA น้อย เช่น

ตัวอย่างเซลล์เดียว เป็นต้น สาํหรับการตรวจวินิจฉัย

กลุ่มอาการดาวน์ กรณีวิเคราะห์ในตัวอย่าง mosaic

ที�มีเซลล์ผิดปกติชนิด trisomy 21 ในปริมาณน้อยมากๆ

อาจพบการเกิด ADO ได้ ทาํ ให้แปลผลการตรวจ

ผิดพลาด(26) การพัฒนาการตรวจแบบ multiplex PCR

ให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณ DNA ของ STR marker

ได้มากกว่าหนึ� งตาํแหน่ง และแปลผลโดยพิจารณา

ร่วมกันทุกตาํแหน่ง จะช่วยลดความเสี�ยงในการแปลผล

ผิดพลาด ในการศึกษานี� ไม่ได้นาํตัวอย่าง mosaic

มาศึกษาร่วมด้วย เนื� องจากเป็นความผิดปกติที� พบ

ไม่บ่อย จึงหาตัวอย่างได้ยาก ในอนาคตควรมีการศึกษา

เพิ� มเติมในตัวอย่างดังกล่าวเพื� อให้ครอบคลุมความ

ผิดปกติ ทุกชนิดของกลุ่ มอาการดาวน์  นอกจากนี�

การศึกษาครั�งนี� เป็นการพัฒนาเทคนิคการตรวจวินิจฉัย

กลุ่มอาการดาวน์ โดยศึกษาในตัวอย่าง DNA ที�สกัด

จากเลือดของผู้ป่วยโดยตรง หากมีการศึกษาเพิ�มเติม

ในตั วอย่าง DNA ที� สกั ดจากเซลล์ของทารกที� ได้

จากการเกบ็ตัวอย่างเนื�อรก (chorionic villus sampling)

การเจาะนํ�าครํ�า (amniocentesis) การเจาะเลือดทารก

จากสายสะดือ (cordocentesis) หรือจาก DNA ของ

ทารกในเลือดของหญิงตั�งครรภ์ (cell-free fetal DNA)

จะเป็นประโยชน์อย่างยิ�งต่อการพัฒนาและประยุกต์ใช้

ในการตรวจวินิจฉัยก่อนคลอด

สรุป

การตรวจวินิจฉัยกลุ่มอาการดาวน์ โดยเทคนิค mul-

tiplex fluorescent PCR เป็นวิธทีางเลือกที�มคีวามถูกต้อง

น่าเชื�อถอื รวดเรว็ และราคาไม่แพง สามารถสนบัสนุนการ

ดาํเนินงานควบคุมและป้องกันโรคกลุ่มอาการดาวน์

ของประเทศได้อย่างมีประสทิธภิาพ

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที �สนับสนุน

งบประมาณในการดาํเนินงาน ขอขอบคณุ นพ. วีระยุทธ

ประพนัธพ์จน ์และคณะ จากสถาบนัราชานุกลู ที �ใหค้วาม

อนุเคราะห์ตัวอย่างกลุ่มอาการดาวน์ และขอขอบคุณ

เจ ้าหน้าที�ศูนย์เซลล์ต้นกํา เนิดและเวชศาสตร์ฟื� นฟู

สภาวะเสื�อม สถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์

ที�ช่วยอํานวยความสะดวกตลอดการดาํเนินงาน
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Down syndrome is the most common chromosome abnormalities. In this study, the objective

was to develop a method for detection of Down syndrome by using the multiplex fluorescent polymerase

chain reaction (PCR). The method was performed by amplification of STR markers located on chromo-

some 21 specific for loci D21S11, D21S1411 and D21S1413. The PCR products were analyzed

based on the principle of capillary electrophoresis on an automated sequencer. Interpretation of the

results could be performed by considering peak patterns in STRs. Normal samples showed two peaks

with a peak area ratio of 1:1 or a single peak. Down syndrome samples were characterized by either

three peaks, two peaks with a peak area ratio of 2:1 or a single peak. This method was performed in 32

DNA samples of Down syndrome patients and 50 DNA samples of normal subjects. All the results were

in accordance with chromosome analysis. These data demonstrate that the technique is accurate, reliable

and rapid for the detection of Down syndrome within 24 hours. This method should be useful to support

the prevention and control program of Down syndrome.
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