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การตรวจสนิป rs5896 ของยีน prothrombin ด้วยวิธี polymerase chain 
reaction และ high-resolution melting analysis 
Detection of SNP rs5896 in prothrombin gene by polymerase chain 
reaction and high-resolution melting analysis 
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บทคดัย่อ 

 คณะผูว้จิยัไดพ้ฒันาวธิตีรวจสนิป rs5896 
ของยนี prothrombin ดว้ยวธิ ีpolymerase chain 
reaction (PCR) และ high-resolution melting 
(HRM) analysis โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอจาก
ประชากรจังหวัดขอนแก่นที่ทราบจีโนไทป์แล้ว 
น ามาเพิม่ปรมิาณดว้ยวธิ ีPCR และวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี
HRM ผลการทดลองปรากฏว่าสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างจีโนไทป์ต่างๆ ได้ และทดสอบ 
sensitivity และ specificity ได้ค่า 100 เปอรเ์ซน็ต ์
การใช้เทคนิคนี้จึงเป็นทางเลือกใหม่ที่ง่ายและ
รวดเร็ว ส าหรับการตรวจสนิป rs5896 ของยีน 

prothrombin ซึ่งมีความเกี่ยวพนักบัการเกิดนิ่วไต
ในคนไทยภาคอสีาน 

 
ABSTRACT 

 We have developed the method for 
detection of SNP rs5896 in prothrombin gene 
by polymerase chain reaction (PCR) and high-
resolution melting (HRM) analysis. The DNA 
samples from the Khon Kaen population with 
known genotypes were used for the detection 
by PCR amplification and HRM analysis. The 
result showed that SNP rs5896 could be 
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detected and the genotypes could be assigned. 
The sensitivity and specificity test were 100 %. 
Thus, PCR-HRM analysis is an alternative 
technique for simple and rapid detection of 
SNP rs5896 that associates with kidney stone 
disease in the Northeastern Thai population. 
 
ค าส าคญั: สนิป, ยนี prothrombin, ยนี F2, เอชอาร์
เอม็ 
Keywords: SNP, prothrombin, F2, HRM 
 
บทน า 

ยนี prothrombin หรอื coagulation factor 
II (F2) อยู่บนโครโมโซมที ่11 ต าแหน่ง 11p11-q12 
ท าหน้าที ่ ช่วยในกระบวนการแขง็ตวัของเลอืด 
(Royle et al., 1987) โปรตนี prothrombin fragment 
1 และ fragment 2 เป็นชิน้สว่นทีถู่กตดัออกมาจาก
การเปลีย่นโปรตนี prothrombin (inactive form) ให้
เป็น thrombin (active form) มรีายงานว่า 
prothrombin fragment 1 ถูกขบัออกมาทาง
ปสัสาวะ และท าหน้าทีเ่ป็นตวัยบัยัง้การเกดิกอ้นน่ิว 
และการขยายขนาดกอ้นนิ่ว CaOx ได ้ (Stapleton 
and Ryal, 1995) นอกจากนี้ในการศกึษายนีจ านวน 
8 ยนี ทีส่รา้งโปรตนียับ้ยัง้การเกดิน่ิวไต พบว่ายนี 
prothrombin มคีวามเกีย่วพนั (associated) กบัการ
เป็นโรคนิ่วไตของคนไทยภาคอสีาน (Rungroj et 
al., 2011) จงึไดศ้กึษาต่อจนพบ functional SNP 
rs5896 (c.494 C>T: p. T165M) บนเอกซอนที ่ 6 
ของยนีซึง่มกีารเปลีย่นแปลงเบสจาก C เป็น T ท า
ใหก้รดอะมโินต าแหน่งที ่ 165 ของโปรตนี (อยู่ใน
ชิน้สว่น prothrombin fragment 1) เปลีย่นจาก   
ทรโีอนีนเป็นเมทไธโอนีน (Rungroj et al., 2012) 
งานวจิยัทีผ่่านมาไดม้กีารหาจโีนไทป์ rs5896 ดว้ย
วธิ ี PCR-RFLP ซึง่ไดผ้ลด ี แต่มขี ัน้ตอนการท า
ยุ่งยากและใชเ้วลานาน ในงานวจิยันี้จงึไดน้ าเทคนิค
การวเิคราะห ์ การคลายเกลยีวของสายดเีอน็เอ 

(high-resolution melting analysis; HRM) มาใช ้
โดยเทคนิค HRM นี้ สามารถใชต้รวจสอบความ
ผดิปกตขิองยนี และใชห้าจโีนไทป์ของยนีต่างๆ ที่
สนใจได ้(Wittwer et al., 2003)   

งานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาเทคนิค 
HRM ส าหรบัหาจโีนไทป์ของสนิป rs5896 ใหง้่าย 
และรวดเรว็ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการจ าแนกกลุ่ม
เสี่ยงต่อการเป็นโรคนิ่วไต และเป็นประโยชน์ใน
การศกึษาหน้าทีข่อง prothrombin fragment 1 ต่อ
การเกดิน่ิวไตในอนาคต 
 
อปุกรณ์และวิธีการ 
ตวัอยา่งดีเอน็เอและไพรเมอรท่ี์ใช้ 

ตวัอย่างดเีอน็เอทีใ่ชใ้นงานวจิยันี้ น ามา
จากโครงการวจิยัโรคนิว่ไตในภาคอสีาน ซึง่ทราบ  
จโีนไทป์ของสนิป rs5896 แลว้ โดยการท า PCR-
RFLP และการหาล าดบัเบส (Rungroj et al., 2012) 
ไพรเมอรส์ าหรบัท า PCR ประกอบดว้ยไพรเมอร ์ F 
(5’-TTCTGCCGCAACCCTGACAGC-3’) และไพร
เมอร ์ R (5’-CCCAGCTTACCACAGACAGG-3’) 
ซึง่ออกแบบส าหรบัเพิม่ชิน้สว่นของดเีอน็เอ ขนาด 
104 bp และครอบคลุมสว่นของสนิป rs5896 
(Figure 1A) 

 
การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วยวิธี PCR และการ
วิเคราะห ์high-resolution melting (HRM) 

ปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย genomic 
DNA 75 ng, 1x reaction buffer, 0.2 mM dNTPs, 
ไพรเมอร ์ F และ R อย่างละ 1.0 µM, HS Prime 
Taq (GENET BIO, Korea) 0.25 U และ 1X 
Resolight dye (Roche Diagnostics, Germany) 
ซึง่เป็นสารฟลอูอเรสเซนต ์ ใชส้ าหรบัวดัปรมิาณ
ผลผลติ PCR และวดัการคลายเกลยีวของผลผลติ 
PCR   

ท าปฏกิริยิา PCR และ HRM ดว้ยเครื่อง 
real-time PCR LightCycler 480 II (Roche
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Figure 1 Genotyping of SNP rs5896 by PCR-RFLP, sequencing and PCR-HRM. The expected 
PCR products for PCR-RFLP (733 bp) and PCR-HRM (104 bp) were indicated as lines (A). The 
genotyping by PCR-PFLP (B) and DNA sequencing (C) showed all three genotypes T/T, T/C and 
C/C. In HRM analysis, heterozygous T/C could be distinguished from that of homozygous T/T and 
C/C in the 1st PCR. The T/T and C/C genotypes were not initially distinguishable from each other, 
but they were distinguishable after spiking with the C/C genotype (D). See color figure on the 
website. 
 
Diagnostics, Germany) โดยเริม่จากขัน้ตอน pre-
denaturing ทีอุ่ณหภมู ิ 94 ºC เป็นเวลา 10 นาท ี
denaturing ทีอุ่ณหภมู ิ 94 ºC เป็นเวลา 20 วนิาท ี
annealing ทีอุ่ณหภูม ิ 67 ºC เป็นเวลา 20 วนิาท ี
และ extension ทีอุ่ณหภูม ิ 72 ºC เป็นเวลา 10 
วนิาท ี ท าซ ้าในขัน้ตอน denaturing ถงึ extension 
เป็นจ านวน 35 รอบ จากนัน้เขา้สูข่ ัน้ตอนการ
วเิคราะห ์ HRM ประกอบดว้ย denaturing ที่
อุณหภูม ิ 95 ºC เป็นเวลา 1 นาท ี renaturing ที่
อุณหภูม ิ40 ºC เป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้ท า high-

resolution melting โดยค่อยๆ เพิม่อุณหภมูจินถงึ 
96 ºC พรอ้มทัง้วดัค่าสญัญาณฟลอูอเรสเซนตท์ีไ่ด ้
จากนัน้วเิคราะห ์ melting curve ของตวัอย่างทีม่ ี  
จโีนไทป์ T/T, T/C และ C/C และสรา้ง difference 
plot โดยใชโ้ปรแกรม Gene Scanning 1.5.0 
(Roche Diagnostics, Germany) 
 
การทดสอบ sensitivity และ specificity 

ทดสอบ sensitivity และ specificity ของ
การหาจโีนไทป์ rs5896 ดว้ยเทคนิค HRM จาก
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ตวัอย่างดเีอน็เอทีม่จีโีนไทป์ T/C จ านวน 24 
ตวัอย่าง และดเีอน็เอทีม่จีโีนไทป์ T/T จ านวน 24 
ตวัอย่าง ท าการทดลองตวัอย่างละ 3 ซ ้า เพื่อหาค่า
ผลบวกจรงิ (true positivity) และผลบวกลวง (false 
positivity) ตามวธิกีารค านวณของ Norambuena et 
al. (2009) 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

จากการท าปฏิกิริยา PCR และการ
วเิคราะห ์melting curve ของผลผลติ PCR ทีม่สีนิป 
rs5896 พบว่ามีลักษณะเฉพาะ เมื่อน าข้อมูลมา
สรา้ง difference plot พบว่าสามารถแยกจโีนไทป์ 
C/T จากจโีนไทป์อื่น แต่ไม่สามารถแยกจโีนไทป์ 
C/C และ T/T จากกนัได ้ดงันัน้จงึจ าเป็นตอ้งท าการ
ทดลองเพิม่ โดยเติมดเีอน็เอที่มจีโีนไทป์ C/C ใน
การท าปฏกิริยิา PCR ครัง้ทีส่อง ผลผลติ PCR ทีม่ี
จโีนไทป์ T/T อยู่รวมกบั C/C จะเกดิ heteroduplex
และได ้difference plot เหมอืนตวัอย่างทีม่จีโีนไทป์
C/T เมื่อรวมผลการทดลองทัง้สอง กส็ามารถแยก  
จโีนไทป์ทัง้ 3 แบบ ออกจากกนัได้ (Figure 1D) 
เมื่อ เปรียบเทียบผลการหาจีโนไทป์ของสนิป 

rs5896 กบัการท า PCR-RFLP และการหาล าดบั
เบส พบว่าได้ผลสอดคล้องกนั (Figure 1A-D) การ
ทดสอบ sensitivity โดยการท า HRM กบัตวัอย่าง  
ดเีอ็นเอที่มีจโีนไทป์ T/C จ านวน 24 ตัวอย่าง ท า
การทดลองตวัอย่างละ 3 ซ ้า เพื่อหาค่าผลบวกจรงิ 
พบว่าได้ผลบวกทุกครัง้ ค านวนค่า sensitivity ได ้
100 เปอร์เซนต์ ส่วนการทดสอบ specificity โดย
การท า HRM กบัตวัอย่างดเีอน็เอทีม่จีโีนไทป์ T/T 
จ านวน 24 ตวัอย่าง ท าการทดลองตวัอย่างละ 3 ซ ้า 
เพื่อหาค่าผลบวกลวง พบว่าไม่ได้ผลบวกลวงเลย 
ค านวนค่า specificity ได ้100 เปอรเ์ซนต์ (Figure 
2) 

ผลการทดลองนี้ แ สดง ให้ เ ห็นว่ า วิธี
วเิคราะห์ HRM สามารถใช้หาจโีนไทป์ของสนิป 
rs5896 ในยนี prothrombin ได้ การที่ไม่สามารถ
แยกความแตกต่างของจโีนไทป์ homozygous T/T
และ C/C ในการท า HRM ครัง้เดยีวได ้เนื่องจาก
การแยกความแตกต่างระหว่าง wild-type และ 
variant homoduplexes ท าไดไ้ม่ดเีท่ากบัการแยก
ความแตกต่างระหว่าง homoduplex กบัhetero 
duplex ทัง้นี้ขึน้อยู่กบัความยาวของชิน้ดเีอน็เอ และ 

 

 
Figure 2 Sensitivity and specificity test for rs5896 genotyping by HRM analysis. All 24 samples 
with T/C genotype were positive, without false negativity (A) and all 24 samples with T/T genotype 
were not false positivity (B), thus, the sensitivity and specificity test were 100 %. See color figure 
on the website. 
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นิวคลีโอไทด์ที่เป็นองค์ประกอบในชิ้นดีเอ็นเอที่
วเิคราะหน์ัน้ดว้ย (Wittwer et al., 2003; Liew et 
al., 2004; Nettuwakul et al., 2010) 
 

สรปุผลการทดลอง 
งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จในการหา    

จโีนไทป์ของสนิป rs5896 ดว้ยวธิ ีHRM ซึง่เป็นวธิี
ที่ง่ายรวดเร็ว และสามารถหาจีโนไทป์ได้คราวละ
มากๆ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการจ าแนกกลุ่มเสีย่ง
ต่อการเ ป็นโรคนิ่ ว ไต  และเ ป็นประโยชน์ ต่อ
การศกึษาหน้าทีข่อง prothrombin fragment 1 ต่อ
การเกดิน่ิวไตต่อไป 
 

กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ ได้รับการสนับสนุนจากทุน

พฒันาการวจิยั คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล 
มหาวิทยาลยัมหิดล (RO15532006) และทุนเมธี
วิจัยอาวุโส ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
เพทาย เย็นจิตโสมนัส และ นัญวรรณ รุ่งโรจน์ 
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คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัย 
มหดิล 
 

เอกสารอ้างอิง 
Liew M, Pryor R, Palais R, Meadows C, Erali 

M, Lyon E and Wittwer C (2004) 
Genotyping of single-nucleotide poly 
morphisms by high-resolution melting of 
small amplicons. Clin Chem 50: 1156–1164. 

Nettuwakul C, Sawasdee N and Yenchit 
somanus PT (2010) Rapid detection of 
solute carrier family 4, member 1 (SLC4A1) 
mutations and polymorphisms by high-
resolution melting analysis. Clin Biochem 
43: 497–504 

Norambuena PA, Copeland JA, Krenková P, 
Stambergová A and Macek Jr M (2009) 
Diagnostic method validation: high resolution 
melting (HRM) of small amplicons geno 
typing for the most common variants in the 
MTHFR gene. Clin Biochem 42: 1308–1316. 

Royle NJ, Irwin DM, Koschinsky ML, Mac 
Gillivray RT and Hamerton JL (1987) 
Human genes encoding prothrombin and 
ceruloplasmin map to 11p11–q12 and 
3q21–24, respectively. Somat Cell Mol 
Genet 13: 285–292. 

Rungroj N, Sritippayawan S, Thongnoppakhun 
W, Paemanee A, Sawasdee N, Nettuwakul 
C, Sudtachat N, Ungsupravate D, 
Praihirunkit P, Chuawattana D, Akkara 
patumwong V, Borvornpadungkitti S, 
Susaengrat W, Vasuvattakul S, Malasit P 
and Yenchitsomanus PT (2011) 
Prothrombin haplotype associated with 
kidney stone disease in Northeastern Thai 
patients. Urology 77: 249.e17–23. 

Rungroj N, Sudtachat N, Nettuwakul C, 
Sawasdee N, Praditsap O, Jungtrakoon P, 
Sritippayawan S, Chuawattana D, 
Borvornpadungkitti S, Predanon C, 
Susaengrat W and Yenchitsomanus PT 
(2012) Association between human 
prothrombin variant (T165M) and kidney 
stone disease. PLoS One 7: e45533. 

Stapleton AM and Ryall RL (1995) Blood 
coagulation proteins and urolithiasis are 
linked: crystal matrix protein is the F1 
activation peptide of human prothrombin. Br 
J Urol 75: 712–719. 



ชชูยั เนตรธุวกุล และคณะ                   Thai J. Genet. 2013, 6(1) : 54-59     59

                                        

Wittwer CT, Reed GH, Gundry CN, 
Vandersteen JG and Pryor RJ (2003) High-
resolution genotyping by amplicon melting 

analysis using LC Green. Clin Chem 49: 
853–860.

 


