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บทคัดย่อ 
ปัจจุบันการเทคนิค fluorescent in situ hybridization (FISH) และ ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 

มีบทบาทต่อการตรวจสอบสารพันธุกรรม ไม่ว่าจะตรวจบ่งชี้จีโนไทป์ การตรวจสอบการกลายของยีน หรือการ
วินิจฉัยความผิดปกติทางพันธุกรรม เป็นต้น  เทคนิค PCR โดยเฉพาะ real time PCR (RT PCR) และ FISH เป็น
เทคนิคที่ให้ผลการตรวจที่รวดเร็วและมีความแม่นย าสูง งานวิจัยนี้ได้พัฒนา การตรวจสอบยีน DXZ และยีน SRY 
ด้วยเทคนิค FISH และ RT PCR โพรบส าหรับเทคนิค FISH นั้นยีน DXZ มีขนาด 580 คู่เบสและ ยีน SRY มีขนาด 
470 คู่เบส เมื่อน าไปทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวของเพศชายพบว่านิวเคลียสที่ติดโพรบทั้งสอง คิดเป็น 80 
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับเทคนิค real time PCR นั้น ชิ้นส่วนยีน DXZ และยีน SRY  ที่เพิ่มปริมาณมีขนาด 184 คู่เบส 
และ 214 คู่เบส ตามล าดับ การตรวจสอบนั้นใช้สี SYBR green และใช้ยีน human actin ขนาด 147 คู่เบสเป็นยีน
ควบคุม  ไพรเมอร์ส าหรับยีน DXZ, SRY และ human actin มีค่าประสิทธิภาพเป็น 89.2, 52 และ 68 ตามล าดับ 
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) มีค่า 0.994, 0.949 และ 0.935 ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าเทคนิคทั้งสองที่พัฒนาขึ้นมี
ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยโครโมโซมเพศมนุษย์ และกรณีการเกิด crossing over ระหว่างโครโมโซมเอ็กซ์และ
วาย การตรวจสอบทั้งสองเทคนิคก าลังพัฒนาเพื่อให้มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้นส าหรับตรวจสอบเซลล์เดี่ยว อีกทั้งยังจะ
เป็นประโยชน์ต่อการลดการซื้อชุดตรวจสอบจากต่างประเทศ 
 

ABSTRACT 
Nowsadays fluorescent in situ hybridization (FISH) and polymerase chain reaction (PCR) 

techniques play role in genetic material identification, genotyping, gene mutation detection and genetic 
disorder diagnosis etc. PCR technique, especially, real time PCR (RT PCR) is a technique which gives 
rapid and high precisely results. This research, we develop the detection of DXZ and SRY for FISH and 
RT PCR. DXZ and SRY probes for FISH have the size of 580 bp and 470 bp, respectively. Both probes 
are hybridized on human male lymphocytes and found 80% of lymphocytes showing both probe signals. 
For RT PCR, the amplified fragment of DXZ and SRY are 184 bp and 214 bp, respectively. The detection 
is used SYBR green dye and 147 bp of human actin is used as the control. The effectiveness of DXZ, 
SRY and human actin are 89.2, 52 and 68, while the correlation coefficience are 0.994, 0.949 and 0.935, 
respectively. These results show the efficiency of both developed techniques for human sex 
chromosome diagnosis and crossing over between X and Y chromosome detection. We are still 
improving both methods to get more efficiency for single cell detection. This will be fruitful for decreasing 
import of detection kit from abroad. 
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บทน า 
การตรวจโครโมโซมเป็นเทคนิคทางเซลล์พันธุศาสตร์ที่นิยมใช้ศึกษาสิ่งมีชีวิต ไม่ว่าจะศีกษาเพื่อบ่งชี้

ชนิด หรือศีกษาความผิดปกติของโครงสร้าง หรือจ านวนโครโมโซม ในมนุษย์ก็เช่นเดียวกัน ศึกษาเพื่อหาสาเหตุ
ของความผิดปกติอันเนื่องมาจากโรคพันธุกรรม เทคนิคที่ใช้เช่น karyotyping, fluorescent in situ 
hybridization (FISH) นอกจากนี้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ยังเป็นเทคนิค
พันธุศาสตร์โมเลกุลอีกเทคนิคหนึ่งที่มีบทบาทมากที่สุดอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องจากสามารถตรวจสอบสาร
พันธุกรรมได้หลายต าแหน่งในปฏิกิริยาหลอดเดียวกัน ผลที่ได้รวดเร็ว แม่นย า และขั้นตอนปฏิบัติงานไม่ยุ่งยาก
หรือซับซ้อน ซี่งแตกต่างจากเทคนิคทางเซลล์พันธุศาสตร์ FISH ที่ต้องอาศัยความช านาญของผู้ปฏิบัติงาน แต่
สามารถทราบต าแหน่งของโครโมโซมที่ผิดปกติหรือเปล่ียนไปได้ จากเหตุผลดังกล่าวจึงมีผู้ใช้เทคนิค FISH และ 
PCR  ควบคู่กัน Egozcue et al., (2000) ใช้เทคนิค FISH และ PCR ติดตามยีนที่เกี่ยวข้องการก าหนดเพศบน
โครโมโซม X และโครโมโซม Y นอกจากนี้ Martinhago et al., (2010) ศึกษาการเปรียบเทียบเทคนิค FISH และ 
RT PCR เพื่อตรวจโครโมโซมเพศพบว่าเทคนิค RT PCR มีประสิทธิภาพเท่ากับ 73 เปอร์เซ็นต์และเทคนิค FISH  
มีประสิทธิภาพเท่ากับ 80 เปอร์เซ็นต์ เทคนิค RT PCR นั้นมีประสิทธิภาพที่ต่ ากว่า แต่ก็ให้ผลที่รวดเร็วกว่า ราคาถูก
กว่า ส่วนเทคนิค FISH ก็ยังมีความแม่นย าสูงกว่า  งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะพัฒนาการตรวจสอบโครโมโซม
เพศของมนุษย์ด้วยเทคนิค FISH และ RT PCR โดยคาดว่าจะสามารถผลิตเป็นชุดตรวจสอบได้ในอนาคต 
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
การพัฒนาการตรวจสอบด้วยเทคนิค FISH ท าโดยการพัฒนาโพรบ 2 ชนิด คือ โพรบของยีน DXZ 

จากโครโมโซม X และโพรบของยีน SRY จากโครโมโซม Y ด้วยการออกแบบไพรเมอร์ของยีนทั้งสองเพื่อเพิ่ม
ปริมาณให้ได้ขนาด 580 คู่เบสส าหรับยีน DXZ ขนาด และ 470 คู่เบสส าหรับยีน SRY แล้วเพิ่มปริมาณด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ดีเอ็นเอจีโนม (genomic DNA, gDNA) ของเพศชายปกติเป็นดีเอ็นเอต้นแบบโคลนเพื่อ
เพิ่มปริมาณพลาสมิดแล้วติดฉลากโดยวิธี nick’s translation ด้วยสาร fluorescein isothiocyanate (FITC) 
และ texas red หลังจากนั้นทดสอบด้วยการไฮบริไดซ์ลงบนเซลล์เม็ดเลือดขาวของชายปกติ และตรวจนับผล
จ านวน  200 เซลล์ ส าหรับเทคนิค RT PCR ท าโดยออกแบบและสังเคราะห์คู่ไพรเมอร์ส าหรับการเพิ่มปริมาณ
ชิ้นส่วน ยีน DXZ  ขนาด 184 คู่เบส และยีน SRY ขนาด 214 คู่เบส แล้วน าไปตรวจสอบกับ gDNA ของเพศ
ชายปกติจ านวน 10 ตัวอย่าง โดยมีชิ้นส่วนของยีน human actin ขนาด 147 คู่เบส เป็นยีนควบคุม และ
ติดตามผลการเพิ่มปริมาณ RT PCR ด้วยสี SYBR green ในเครื่อง Real time PCR ด้วยโปรแกรม 98 องศา
เซลเซียส 2 นาที  1 รอบ 98 องศาเซลเซียส 5 วินาที  60 องศาเซลเซียส  5 วินาที จ านวน 40 รอบ 95 องศา
เซลเซียส  5 วินาที  1 รอบ และ Melt curve ที่ 65 องศาเซลเซียส  ถึง 95 องศาเซลเซียส  ลดลง 0.5 องศา
เซลเซียสทุก 5 วินาที 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
การตรวจสอบผลเทคนิค FISH ด้วยโพรบ DXZ และ SRY ด้วยการไฮบริไดซ์บนเซลล์เม็ดเลือดขาว

ของเพศชายปกติจ านวน 200 เซลล์ พบว่ามีนิวเคลียสที่ติดโพรบจากการปรากฏสัญญาณของสารเรืองแสงทั้ง 
2 สี จ านวน 160 เซลล์ คิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 1)  

ส าหรับการตรวจสอบด้วยเทคนิค RT PCR พบว่ายีน DXZ มีประสิทธิภาพ (efficiency) เป็น 89.2 
และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (coefficience of correlation, R2 ) เท่ากับ 0.994 ยีน SRY มีประสิทธิภาพเป็น 
52 และ R2 เท่ากับ 0.949  และยีน Actin มีประสิทธิภาพเป็น 68 และ R2 เท่ากับ  และ 0.935 ตามล าดับ  
melting temperature ของยีน SRY (รูปที่ 2A) และยีน DXZ (รูปที่ 2B) มีค่าเท่ากับ 84 และ 81 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ จากอุณหภูมิดังกล่าวท าให้ตรวจสอบผลของการเพิ่มปริมาณยีน DXZ และ SRY ด้วยการใช้สี 
SYBR green เพียงสีเดียว เมื่อท าการตรวจสอบกับ gDNA ของชายปกติจ านวน 10 ตัวอย่าง  พบว่ามี
ประสิทธิภาพเป็น 70 เปอร์เซ็นต ์
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รูปที่ 1 ผลของการตรวจสอบด้วยเทคนิค FISH ของเซลล์เม็ดเลือดขาวเพศชายปกติระยะเมทาเฟส พบสัญญาณ
สีแดง 1 ต าแหน่งและสีเขียว 1 ต าแหน่ง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2 ค่า melting temperature จากการตรวจสอบด้วยเทคนิค Real-time PCR ด้วย SYBR green ของยีน 
SRY (A) และยีน DXZ (B) ในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพศชายปกติ 
 

จากผลการทดลองนี้เห็นได้ว่าสอดคล้องกับการทดลองของ Martinhago et al., (2010) ที่รายงานว่า
เทคนิค FISH มีความไวที่สูงกว่าเทคนิค RT PCR แต่ผู้ปฏิบัติงานจ าเป็นต้องมีทักษะที่สูงกว่า RT PCR จึงท า
ให้การวินิจฉัยความผิดปกติทางพันธุกรรมจึงมักใช้เทคนิค FISH ร่วมกับเทคนิค PCR (Egozcue et al., 2000) 
อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าเทคนิค FISH มีความไวสูง แต่ก็ยังไม่มีความไวในการตรวจในระดับเซลล์เดี่ยว และถ้า
บุคคลดังกล่าวมีสภาพเป็น mosaic ก็จะท าให้เกิดการตรวจสอบที่ผิดพลาด (Kuo et al., 1998) เมื่อพิจารณา
ข้อดีของเทคนิค RT PCR นั้นพบว่ามีความรวดเร็วและแม่นย าสูง ลดการปนเปื้อนจากการท า PCR แบบเดิม 
แต่จ าเป็นต้องระวังความผิดพลาดที่เกิดจากจากการปนเปื้อนในดีเอ็นเอต้นแบบ (Blaszczyk et al., 1998) 
จากสาเหตุดังกล่าว การตรวจสอบโครโมโซมเพศด้วยเทคนิค FISH และ RT PCR ที่ได้นี้จึงต้องมีการพัฒนา
อย่างต่อเนื่องเพื่อให้มีประสิทธิภาพและความไวที่เพิ่มขึ้น 
 

  

SRY→ 

← DXZ 

A B 
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สรุปผลการทดลอง  
การพัฒนาการตรวจสอบโครโมโซมเพศของมนุษย์ด้วยเทคนิค FISH ท าโดยการสร้างโพรบของยีน 

DXZ และ SRY ให้มีขนาด 580 คู่เบสและ 470 คู่เบสตามล าดับ ส่วน RT PCR สามารถสร้างไพรเมอร์ของยีน
ทั้งสองให้มีขนาด 184 และ 214 คู่เบสตามล าดับ และติดตามผลด้วย SYBR green จากการตรวจสอบกับ
เซลล์เม็ดเลือดขาวและ gDNA ของชายปกติ พบว่า FISH ให้ประสิทธิภาพ 80 เปอร์เซ็นต์ซึ่งสูงกว่า RT PCR ที่
ให้ประสิทธิภาพ 70 เปอร์เซ็นต ์
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