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บทคัดย่อ 
 การตรวจความผิดปกติของตัวอ่อนมีวัตถุประสงค์ 
คือ 1) เพื่อตรวจคัดกรองความผิดปกติของโครโมโซมทั้ง
จ านวนและโครงสร้าง (Preimplantation Genetic 
Screening, PGS) โดยเทคนิค Comparative Genomic 
Hybridization (CGH) และ 2) เพื่อการวินิจฉัยการกลาย
พันธุ์ของยีน (Preimplantation Genetic Diagnosis, 
PGD) โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ปัจจุบันการใช้เทคนิค CGH ร่วมกับ PCR (CGH-PCR) 
ท าให้สามารถตรวจคัดกรองความผิดปกติทั้งจ านวน
โครโมโซม โครงสร้าง และยีนไปพร้อมกันได้ ต่างจาก
อดีตที่ตรวจคัดกรองได้เพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง งานวิจัยนี้
ได้เปรียบเทียบระหว่าง PCR และ CGH-PCR ในแง่ของ
ความสมบูรณ์ของตัวอ่อนและอัตราการตั้งครรภ์ เพื่อการ
ตรวจคัดกรองโรคเบต้าธาลัสซีเมีย พบว่าเมื่อใช้เทคนิค 
PCR เพื่อคัดกรองการกลายของยีนอย่างเดียวใน 23 
ครอบครัว มีอัตราการตั้งครรภ์เพียง 53% ซึ่งอาจมีสาเหตุ
จากตัวอ่อนมียีนปกติแต่อาจมีความผิดปกติของจ านวน
โครโมโซมท าให้ตัวอ่อนไม่สามารถเจริญเติบโต ส่วนการ
ใช้เทคนิค CGH ร่วมกับ PCR ในการคัดกรองโรค
เบต้าธาลัสซีเมีย 8 ครอบครัว พบว่ามีอัตราการตั้งครรภ์
และทารกมีความปกติ 100 % แสดงให้เห็นว่าเทคนิค 
CGH-PCR สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจคัด
กรองตัวอ่อนและเพิ่มอัตราการตั้งครรภ์ 
 
ABSTRACT 
 The objectives of preimplantation embryonic 
screening are 1) to detect chromosomal abnormalities, 

both in number and structure for Preimplatation 
Genetic Screening (PGS) by Comparative Genomic 
Hybridization (CGH) and 2) to diagnose gene 
mutation for Preimplantation Genetic Diagnosis 
(PGD) by Polymerase Chain Reaction (PCR). At 
present, combination of CGH with PCR techniques 
(CGH-PCR) enables genetic screening for mutations 
in the chromosome number, structure and gene level 
at the same time. This technique is an improvement 
from the testing in the past that can screen only on 
aspect at a time. This study compared between the 
PCR and CGH-PCR techniques for beta-thalassemia 
screening in the aspects of fetal maturity and 
pregnancy rate. The results showed that when the 
screening was analyzed based on the PCR 
technique along, the pregnancy rate was only 53% 
of 23 families. The reasons may be that the fetuses 
may have normal gene but had chromosomal 
abnormalities.  When the CGH-PCR technique was 
employed for the screening, the pregnancy rate with 
healthy baby was 100% in 8 families. The results 
indicated that the CGH-PCR screening technique 
increased both the efficiency of embryonic beta 
thalassemia screening and the pregnancy rate. 
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บทน า 
ความเจริญก้าวหน้าทางพันธุศาสตร์มีมากขึ้น

และถูกน ามาใช้ในทางการแพทย์หลายอย่างที่นิยมใช้
อย่างแพร่หลายในทางสูติศาสตร์คือการตรวจทาง
พั น ธุ ก ร ร ม ขอ ง ตั ว อ่ อ นก่ อ นก า ร ตั้ ง ค ร รภ์  ห รื อ 
Preimplantation Genetic Testing ซึ่งมีการตรวจเพื่อการ
คัดกรอง (Preimplantation Genetic Screening, PGS) 
เช่นเทคนิค Comparative Genomic Hybridization 
(CGH) และการตรวจเพื่อการวินิจฉัย (Preimplantation 
Genetic Diagnosis, PGD) เช่นเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) ซึ่งมีวัตถุประสงค์ต่างกัน PGS 
คือการน าเซลล์ของตัวอ่อนมาใช้ในการคัดกรองความ
ผิดปกติท า งด้ านจ านวนโคร โม โซมของ ตั วอ่ อน 
(aneuploidy) เพื่อหลีกเล่ียงการย้ายตัวอ่อนที่มีจ านวน
โครโมโซมผิดปกติ ส่วน PGD คือการน าเซลล์ของตัวอ่อน
มาใช้ในการตรวจทางพันธกุรรม โดยจุดประสงค์เพื่อเลือก
ตัวอ่อนที่ไม่มีความผิดปกตทิางพันธุกรรมในคู่สมรสที่เป็น
โรคหรือเป็นพาหะของโรคทางพันธุกรรมใดๆ หรือเพื่อ
เลือกตัวอ่อนที่มีโครโมโซมที่ต้องการเพื่อจุดประสงค์
เฉพาะ เช่น เพศ (โรค X-linked) หรือ แอนติเจนบนเม็ด
เลือดขาว เป็นต้น 

CGH คือการวิเคราะห์ความผิดปกติของ
โครโมโซมทั้ง 24 แท่งโดยใช้หลักการเปรียบเทียบสัดส่วน
ระหว่างปริมาณดีเอ็นเอของเซลล์ที่ต้องการทดสอบ (test 
DNA) กับดีเอ็นเอควบคุม (control) โดยติดสีแยกกัน
ระหว่างดีเอ็นเอ 2 กลุ่ม จากน้ันจึงน าดีเอ็นเอทั้งสองส่วน
ไปจับกับ probe ซึ่งเป็นพันธุกรรมของมนุษย์ปกติจ านวน
มหาศาลที่ติดอยู่กับแผ่นกระจก ปล่อยให้ดีเอ็นเอแข่งขัน
กันจับกับ probe ปกติ จากน้ันจึงน าแผ่นกระจกไปอ่านผล
โดยใช้ scanner เพื่อนับจ านวนการจับของดีเอ็นเอทั้งสอง
ส่วนโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ประมวลผล โดยปกติ
การจับของดีเอ็นเอทั้งสองส่วนกับ probe จะมีสัดส่วน
เท่าๆ กัน แต่ในกรณีที่ test DNA จับได้มากกว่าดีเอ็นเอ
ควบคุม แสดงว่ามีรหัสพันธุกรรมเกิน แต่ถ้าจับได้น้อยกว่า
แสดงว่ามีรหัสพันธุกรรมที่ขาดหายไป (มัธชุพร, 2556) 

ส าหรับครอบครัวที่มีความเส่ียงต่อการมีบุตร
เป็นโรคทางพันธุกรรมร้ายแรงและภาวะความผิดปกติ
ทางด้านจ านวนโครโมโซมของตัวอ่อนสามารถใช้เทคนิค 
CGH คัดกรองได้ เช่น การตรวจการขาดหายไปของยีน 

alpha และ beta-thalassemia (Phylipsen et al., 2012; 
Blattner et al., 2013) การเพิ่มและขาดหายของยีน 
dystrophin ท าให้เกิดโรค Duchenne and Becker 
muscular dystrophies (DMD and BMD) (Hegde et al., 
2008; Marquis-Nicholson et al., 2013) การเพิ่มและ
ขาดหายของยีน factor 8 ของโรค hemophilia A 
(Lannoy et al., 2013) เป็นต้น แต่มีข้อจ ากัดคือสามารถ
ใช้ตรวจสอบการเพิ่มหรือขาดหายของยีนที่มีขนาดใหญ่
เท่านั้น ไม่สามารถใช้ตรวจสอบการกลายแบบ point 
mutation ได้ จึงได้มีการน าเทคนิค CGH มาท ารวมกับ
เทคนิค PCR ในที่นี้จะขอเรียกว่าเทคนิค CGH-PCR  อัน
ท าให้สามารถตรวจสอบทั้งการกลายระดับโครโมโซมและ
การกลายระดับยีนไดพ้ร้อมกัน 

โรคโลหิตจางธาลัสซีเมีย (thalassemia) เป็น
โรคพันธุกรรมทางโลหิตวิทยาซึ่งมีอุบัติการณ์สูงมากใน
ประเทศไทย ประมาณร้อยละ 20-30 ของประชากร       
มียีน HBA1, HBA2 (alpha (a)-thalassemia) ที่อยู่บน
โครโมโซมที่ 16 ร้อยละ 3-9 ของยีน HBB (beta (b)-
thalassemia) ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 11 ความรุนแรงของ
โรคจะมีความแตกต่างกันขึ้นกับชนิดของการกลายพันธุ์
ของยีนแต่ละยีนและต าแหน่งการเกิดการกลายพันธุ์อีก
ด้วย ในผู้ป่วยที่มีอาการของโรคที่รุนแรง (major 
thalassemia) ในโรค beta thalassemia เป็นส่วนใหญ่ 
ผู้ป่วยในกลุ่มนี้จะได้รับการรักษาแบบประคับประคองแต่
ไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ (วรวรรณ, 2549) ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงเป็นการใช้เทคนิคการเจริญพันธุ์ ในการ
ป้องกันประชากรกลุ่มใหม่ไม่ให้ เป็นโรค  beta 
thalassemia โดยตรวจคัดกรองตัวอ่อนโดยใช้เทคนิค 
CGH-PCR เพื่อให้การตั้งครรภ์ที่สมบูรณ์ปราศจากโรค
ทางพันธุกรรมและโครโมโซมที่ปกติ 

  
อุปกรณ์และวิธีการ 
ตัวอย่างดีเอ็นเอ 

คนไข้จ านวน 8 ครอบครัว ที่มาใช้บริการตรวจคัด
กรองโรค beta-thalassemia ในตัวอ่อนโดยใช้เทคนิค 
CGH-PCR ท าการซักประวัติอีกทั้งขอผลรายงานการ
กลาย (mutation report) และขอตัวอย่างดีเอ็นเอจาก
คนไข้ในแต่ละครอบครัว โดยให้มีการลงนามยินยอมการ
ตรวจสารพันธุกรรม 
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การเตรียมชุดน  ายาตรวจสอบพันธุกรรมด้วยวิธี PCR 
น าดีเอ็นเอคนไข้มาตรวจยืนยันผลการเกิดการ

กลาย (NM_000518) ในต าแหน่งที่มีในรายงานการกลาย
อีกครั้งเพื่อตรวจสอบความถูกต้องของการเกิดการกลาย 
จากน้ันจะมีการเตรียมชุดน้ ายาที่เหมาะกับคนไข้นี้เพื่อใช้
ตรวจหาการกลายในตัวอ่อน โดยชุดน้ ายานี้จะประกอบ
ไปด้วยไพรเมอร์หลายคู่ ทั้งแบบ linkage analysis (SSR 
markers) และ direct mutation เพื่อเพิ่มความถูกต้องใน
การตรวจคัดกรองตัวอ่อน 

 

การตรวจความผิดปกติของจ านวนโครโมโซมในตัวอ่อน 
น าเซลล์ตั วอ่อนที่ จะท าการตรวจคัดกรอง

พันธุกรรม มาทดสอบด้วยเทคนิค CGH ของ 24 Sure 
illumina® โดยมีขั้นตอนดังนี้ ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทั้ง 
genomic sequence ด้วยวิธี PCR-based WGA จากนั้นติด
สีของ DNA test และดีเอ็นเอควบคุม ด้วยสีที่ น า DNA ของ 
test และดีเอ็นเอควบคุมมาผสมกัน แล้วน ามาท า 
hybridization array CGH ซึ่งเป็นการแบ่งส่วนของ
โครโมโซมให้เล็กลงและ spot ลงบนสไลด์ จากนั้นน าสไลด์ที่
ผ่านการ hybridization แล้วมาล้าง unhybridized DNA ออก 
หลังผ่านการล้างแล้วน าสไลด์มา scan ด้วยเครื่อง scanner 
แปลผลที่ไดโ้ดยใช้โปรแกรม BlueFuse Multi version 4.1 
 
การตรวจความผิดปกติของยีนธาลัสซีเมีย 

น าตัวอ่อนที่มีโครโมโซมปกติมาเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอด้วยวิธ ีPCR โดยใช้ชุดน้ ายาที่เตรียมไว้ประกอบไป
ด้วยไพรเมอร์  2 ชุด ในชุดแรกเป็นไพรเมอร์ส าหรับ 
linkage analysis (SSR markers) ที่ติดสารเรืองแสงไว้ที่
ไพรเมอร์ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR แยกขนาดดี
เอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้เครื่อง ABI 3130 อ่าน
ขนาดดีเอ็นเอที่ได้ แล้วแปลผลการถ่ายทอดโครโมโซมโดย
การสร้าง haplotype (Zachaki et al., 2011) ชุดหลังเป็น
ไพรเมอร์ส าหรับ direct analysis โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยวิธี PCR ตรงต าแหน่งการเกิดการกลาย การหาล าดับ
เบสโดยใช้สารเคมีชุด ABI PRISM BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit ร่วมกับไพรเมอร์แต่ละ
ต าแหน่งการกลาย แล้วท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ด้วย 
sephadex column หาล าดับเบสโดยใช้เคร่ือง ABI 3130 
อ่านล าดับเบสที่ได้และแปลผล (Chan et al., 2010) 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการตรวจคัดกรองตัวอ่อนด้วยเทคนิค 

CGH-PCR ใน beta-thalassemia 8 ครอบครัว พบว่า
สามารถคัดกรองตัวอ่อนที่มีความผิดปกติทางโครโมโซม 
(Figure 1) ออกจากตัวอ่อนที่มีโครโมโซมปกติ (Figure 
2) ได้ด้วยการใช้เทคนิค CGH เมื่อมีตัวอ่อนที่มี
โครโมโซมปกติจะน ามาทดสอบต่อกับ primer mix ที่
เหมาะสมในแต่ละครอบครัว พบว่าในการทดสอบการ
กลายในยีน HBB นั้น สามารถตรวจสอบด้วยการท า 
linkage analysis ที่ใช้ติดตามโครโมโซมที่มียีนก่อกลาย
พันธุ์ได้ (Figure 3, Table 1) จากขนาดดีเอ็นเอที่ได้จาก
การท า PCR ท าให้ทราบว่าตัวอ่อนใดมีโครโมโซมที่มียีน
กลายพันธุ์อยู่ จากน้ันจะยืนยันผลด้วยการตรวจการกลาย
ของยีนด้วยการหาล าดับเบส (Figure 4) เพื่อลดความ
ผิดพลาดในการแปลผลจากการเกิด crossing over และ 
allele dropout  

ในการทดสอบการเกิดการกลายในยีน HBB 
ด้วยเทคนิค PCR เพียงอย่างเดียวพบว่า สามารถใช้คัด
กรองตัวอ่อนที่มีความผิดปกติของยีนได้ดี แต่ไม่สามารถ
คัดกรองตัวอ่อนที่ผิดปกติทางโครโมโซมได้ ท าให้มีตัว
อ่อนที่มียีนปกติแต่อาจมีความผิดปกติของโครโมโซม
เกิดขึ้นได้ ตัวอ่อนที่ใส่กลับให้คนไข้อาจมีโอกาสตั้งครรภ์
ตัวอ่อนที่มีความผิดปกติของโครโมโซมได้ ซึ่งท าให้ตัว
อ่อนไม่สามารถเจริญเติบโตในครรภ์ท าให้แท้งได้ 
(Papageorgiou and Patsalis, 2012) ซึ่งข้อมูลจากศูนย์ 
Superior A.R.T. ตั้งแต่ปี 2008 พบว่ามีคนไข้ที่มาคัด
กรองตัวอ่อนในโรค beta-thalassemia ด้วยเทคนิค PCR 
เพียงอย่างเดียวจ านวน 23 ครอบครัว มีอัตราการ
ตั้งครรภ์เพียง 53%  

ส่วนเทคนิค CGH-PCR จากการคัดกรองตัว
อ่อนในคนไข้ 8 ครอบครัว (Table 1) พบ 2 ครอบครัว 
(#3,6) ได้ตัวอ่อนที่มีโครโมโซมปกติแต่มียีนแฝงของโรค 
beta-thalassemia จ านวน 3 ตัว และ 2 ตัว ตามล าดับ มี 
1 ครอบครัวที่ตัวอ่อนมีโครโมโซมผิดปกติ และพบ 5 
ครอบครัว (#1,2,4,7,8) ได้ตัวอ่อนที่มีโครโมโซมและยีน
ปกติ และได้ใส่กลับคืนสู่คนไข้ พบว่าทั้ง 5 ครอบครัวมี
การตั้ งครรภ์  ซึ่ งคิดเป็นอัตราการตั้ งครรภ์  100% 
(Superior A.R.T.) 
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Figure 1 CGH analysis of an abnormal sample with monosomy 21. The top panels are control male and 
female samples and the bottom panel is the embryo sample. 
 
 

 
Figure 2 CGH analysis of a normal sample. The top panels are control male and female samples and the 
bottom panel is the embryo sample. 
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Figure 3 The amplified DNA bands of the father (top, red circle), the embryo sample (middle) and the mother 
(bottom, blue circle) by the linkage analysis. 
 
 

 

Figure 4 DNA sequence of the HBB gene by direct mutation analysis showing the G>A change at codon 26. 
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Table 1 Embryonic screening results of 8 families by CGH-PCR technique.  
Patient Number Embryos 

(n) 
CGH PCR 

NAD (%) ABN (%) NAD (%) Carrier (%) AFF (%) 
1 10 5 (50%) 5 (50%) 1 (20%) 4 (80%) 0 (0%) 
2 11 4 (36%)  7 (63%) 1 (25%) 3 (75%) 0 (0%) 
3 13 4 (31%) 9 (69%) 0 (0%) 3 (75%) 1 (25%) 
4 7 3 (43%) 4 (57%) 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%) 
5 1 0 (0%) 1 (100%) - - - 
6 6 2 (33%) 4 (67%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 
7 6 5 (83%) 1 (17%) 1 (20%) 4 (80%) 0 (0%) 
8 15 9 (60%) 6 (40%) 2 (22%) 5 (56%) 2 (22%) 

NAD = No Abnormality Detected, ABN = Abnormal, AFF = Affected 
 

สรุปผลการวิจัย 
จากผลการตรวจคัดกรองตัวอ่อนในคนไข้ beta-

thalassemia ทั้ง 8 ครอบครัว ผลการตรวจโครโมโซม
ด้วยเทคนิค CGH สามารถแยกตัวอ่อนที่มีโครโมโซม
ผิดปกติออกได้ เมื่อน าตัวอ่อนที่มีโครโมโซมปกติมาตรวจ
คัดกรองการเกิดการกลายในยีน HBB ด้วยเทคนิค PCR 
พบว่า linkage analysis ใช้ตรวจติดตามโครโมโซมที่มี
ความผิดปกติได้อย่างดี สอดคล้องกับการตรวจหาการ
กลายพันธุ์แบบ direct mutation ท าให้สามารถใช้คัด
กรองตัวอ่อนได้อย่างแม่นย า อีกทั้งมีอัตราการตั้งครรภ์ที่
สูงขึ้นเนื่องจากความสมบูรณ์ของตัวอ่อนที่ปกติทั้งจ านวน
โครโมโซมและยีน เมื่อเทียบเทียบกับการใช้เทคนิค PCR 
เพียงอย่างเดียว เน่ืองจากตัวอ่อนที่มียีนปกติแต่มีจ านวน
โครโมโซมที่ผิดปกติก็จะส่งผลต่อการตั้งครรภ์ ดังมี
งานวิจัยว่าความสมบูรณ์ของโครโมโซมส่งผลต่อการ
ตั้งครรภ์ที่ดี (Chitayat et al., 2011) เช่นเดียวกันตัวอ่อน
ที่ มี โ ครโมโซมปกติอาจมียี นที่ ก็ ให้ เกิดโ รค beta-
thalassemia ได้ ดังนั้นเทคนิค CGH-PCR ท าให้สามารถ
ได้ตัวอ่อนที่ปกติและสมบูรณ์มากกว่าการใช้เทคนิคใด
เทคนิคหนึ่ง 
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