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บทคดัย่อ 

 กลุ่มอาการดาวน์ (Down’s syndrome) เกดิจากความผดิปกตขิองโครโมโซมแบบ aneuploidy ของโครโมโซม 

21 (trisomy 21: T21) ทีพ่บไดบ้่อย ปัจจุบนัไดม้กีารตรวจคดักรองก่อนคลอดในหญงิตัง้ครรภท์ีอ่ายุมาก ดว้ยเทคโนโลยี

ทางดเีอน็เอขัน้สงูซึง่มค่ีาใชจ้่ายและความซบัซอ้นมาก ในการศกึษาครัง้น้ีจงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาวธิกีารตรวจคดั

กรองแบบไม่รุกลํ้า (NIPT) ของกลุ่มอาการ T21 ด้วยวิธี droplet digital PCR (ddPCR) การพัฒนาวิธี ddPCR ใช้

ตวัอย่างดเีอน็เอที่ได้สกดัจากเลอืดของเดก็ T21 เลอืดและพลาสมาของผู้หญงิปกตทิี่ไม่ตัง้ครรภ์ จากนัน้นําวธิกีารที่

ไดม้าตรวจสอบกบัตวัอย่างดเีอน็เอจากพลาสมา (cfDNA) ของหญงิตัง้ครรภ ์จํานวน 30 ตวัอย่าง ค่าอตัราสว่นระหว่าง 

mutant allele/wild type allele คาํนวณโดยโปรแกรม Bio-Rad QuantaSoft Analysis  อตัราสว่นของเลอืดและพลาสมา

ผู้หญิงปกตทิี่ไม่ตัง้ครรภ์ คอื 1.043±0.073 และ 0.710±0.019 ตามลําดบั อตัราส่วนของผูป่้วย T21 คอื 1.486±0.107 

อตัราสว่นของพลาสมาจากตวัอย่างควบคุมเชงิลบ คอื 0.705±0.074 และผลของ cfDNA จากพลาสมาหญงิตัง้ครรภ ์29 

ตวัอย่าง คอื 0.742±0.062 โดยอตัราส่วนทีไ่ดข้องหญงิตัง้ครรภ์ทัง้หมดพบว่ามโีอกาสตํ่าทีท่ารกในครรภ์จะเป็น T21 

โดยผลของ NIPT ของ 29 ตวัอย่างให้ผลตรงกบัการตรวจด้วยวธิทีางเซลล์พนัธุศาสตร์ มหีน่ึงตวัอย่างที่ถูกคดัออก

เน่ืองจากเป็น vanishing twin ดงันัน้การตรวจคดักรองแบบไม่รุกลํ้าดว้ยวธิ ีddPCR สามารถตรวจสอบ cfDNA ทีเ่สีย่ง

ตํ่าต่อ T21 ได ้แต่จาํเป็นตอ้งมตีวัอย่างทีใ่ชใ้นการศกึษามากกว่าน้ีเพื่อใหไ้ดต้วัอย่าง cfDNA ของหญงิตัง้ครรภท์ีม่ฟีีตสั

เสีย่งเป็น T21 
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Abstract 

 Down’s syndrome caused by aneuploidy of chromosome 21 (trisomy 21: T21) has high prevalence. 

Nowadays, advanced DNA technologies are used in noninvasive prenatal testing (NIPT) to screen for numerical 

chromosomal abnormalities in pregnancy at advanced maternal age. These technologies are expensive and 

complicated. The aim of this study is to develop the droplet digital PCR (ddPCR) technique for NIPT of T21. 

DdPCR condition was optimized by using DNA samples extracted from blood of children with T21, blood and 

plasma of non-pregnant normal women. Then, plasma cell-free DNA (cfDNA) from 30 pregnant women was 

tested using optimized ddPCR. Ratio of mutant allele/wild type allele was calculated by Bio-Rad QuantaSoft 

Analysis program. The ratios of blood and plasma of non-pregnant women were 1.043±0.073 and 0.710±0.019, 

respectively. The ratio of T21 patients was 1.486±0.107. The ratio of negative control plasma samples was 

0.705±0.074. The result of cfDNA from plasma of 29 pregnant women was 0.742±0.062 which meant that there 

was a low probability to have T21 fetuses. The results of NIPT in 29 cfDNA samples were the same as those 

of cytogenetic methods. One cfDNA sample was excluded because of vanishing twin syndrome. Thus, this 

developed ddPCR-based NIPT was able to detect a low-risk group for T21; however, more pregnancy plasma 

samples are needed in order to find pregnant women with high risk of having T21 fetuses. 
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บทนํา 

กลุ่มอาการดาวน์ (Down’s syndrome) เป็นโรคทางพนัธุกรรมทีเ่กดิจากการมจีาํนวนโครโมโซมคู่ที ่21 เกนิ 

(trisomy 21: T21) หรอืชิน้สว่นบางบรเิวณของโครโมโซมคู่ดงักล่าวเกนิมา โดยอาการทีพ่บในผูป่้วยทุกราย คอื มคีวาม

ผดิปกติของใบหน้าทีม่ลีกัษณะเฉพาะ บกพร่องทางสติปัญญา และมพีฒันาการชา้ อาจพบความผดิปกตอิื่นร่วมดว้ย 

เช่น โรคหวัใจพกิารแต่กาํเนิด ความผดิปกตขิองตา การไดย้นิบกพร่อง เป็นตน้ [1,2] 

รายงานจากเครอืขา่ยป้องกนัความพกิารแต่กาํเนิดแห่งชาตขิองสหรฐัอเมรกิา ไดร้ายงานอุบตักิารณ์การเกดิ

ของทารกกลุ่มอาการดาวน์ประมาณ 1:700 [3] ขณะที่อุบัติการณ์ในประเทศไทยซึ่งได้ศึกษาในภาคใต้ของไทยมี

อุบัติการณ์ 1.21:1000 [4] นอกจากน้ีการศึกษาในโรงพยาบาลศิริราชมีอุบัติการณ์ 2.89:1000 [5] จากรายงานใน

สหรฐัอเมรกิา ทีป่ระมาณการค่าใช่จ่ายในการดแูลผูป่้วยในโรคน้ีตลอดชวีติ พบว่ามค่ีาใชจ้่ายประมาณ 20 ลา้นบาทต่อ

คน เมื่อพจิารณาทัง้ค่าใชจ้่ายและอุบตักิารณ์ของโรคทีส่งู อาจกล่าวไดว้่ากลุ่มอาการดาวน์น้ี ส่งผลกระทบต่อสงัคมและ

เศรษฐกจิในระดบัชาต ิและอาจสง่ผลกระทบในระดบัของครอบครวัอกีดว้ย [6,7]   ในการศกึษาตน้ทุนสาํหรบัการตรวจ

คดักรองและตรวจวนิิจฉัยก่อนคลอดในประเทศไทยสาํหรบักลุ่มอาการดาวน์พบว่ามคีวามคุม้ทุน [8]  ดงันัน้ปัจจุบนัมี

แนวทางในการป้องกนัการใหก้ําเนิดทารกทีอ่ยู่ในกลุ่มอาการดาวน์ คอื การคดักรองและการตรวจวนิิจฉัยก่อนคลอด 

โดยการตรวจคดักรองกลุ่มอาการดาวน์นัน้มหีลายวธิกีาร เช่น การคดักรองจากอายุหญงิตัง้ครรภ์ทีม่อีายุ 35 ปีขึน้ไป 

การตรวจสารชวีเคมใีนน้ําเลอืดของหญงิตัง้ครรภ์ รวมถึงอลัตราซาวด์ อย่างไรกต็าม ความจําเพาะของวธิ ี คดักรอง

ขา้งตน้ยงัอยู่ในระดบัทีต่ํ่า [9,10] ทัง้น้ีเฉพาะครรภท์ีใ่หผ้ลเป็นบวกต่อการคดักรอง จะไดเ้ขา้สูก่ระบวนการตรวจวนิิจฉยั

ก่อนคลอด โดยสตูแิพทยจ์ะทาํการเกบ็ตวัอย่างของทารก เช่น การเจาะน้ําครํ่า หรอืการเกบ็ชิน้รก [11,12] ดว้ยหตัถการ

ที่กล่าวมาน้ี เป็นหตัถการรุกลํ้า จงึมโีอกาสที่ทารกจะเกิดการแท้งจากหตัถการได้ [13] ตวัอย่างของทารกที่ได้จาก

หตัถการ จะไดร้บัการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธิทีางเซลลพ์นัธุศาสตร ์(cytogenetics) [14] ซึง่ใชเ้วลานาน 1-2 สปัดาห ์และมี

โอกาสที่จะทํา karyotype ไม่ได้สูงจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ของทารกไม่ได้ หรืออาจใช้เทคนิค fluorescence in situ 

hybridization (FISH) ซึง่ใชเ้วลาประมาณ 24-48 ชัว่โมง แต่มรีาคาแพง [15] 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/bdr2.1589
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จากทีก่ล่าวมาขา้งตน้ทัง้หมด จงึเหน็ไดว้่า กระบวนการทีใ่ชใ้นการตรวจคดักรองในปัจจุบนัทีม่คีวามจาํเพาะ

ตํ่าน้ี ทําให้ทารกที่เป็นปกติ ต้องได้รบัความเสีย่งจากหตัถการไปด้วย อกีทัง้คู่สามภีรรยาที่ตัง้ครรภ์ มโีอกาสได้รบั

ผลกระทบจากความวติกกงัวล ในช่วงเวลาทีร่อรายงานผลการตรวจวนิิจฉัย ตลอดจนค่าตรวจวนิิจฉัยทีม่รีาคาสงู อาจ

เป็นขอ้จาํกดัในการเขา้ถงึบรกิารได ้

ในรายงานฉบบัน้ี จะรายงานถงึการใชด้เีอน็เออสิระของทารกในครรภ ์(cell-free fetal DNA – cffDNA) เป็น

เป้าหมายในการตรวจคดักรองก่อนคลอดแบบไม่รุกลํ้า ร่วมกบัการใช้เทคโนโลย ีdroplet digital PCR (ddPCR,  3rd 

generation PCR) มาทําการตรวจวดัความผดิปกติของสดัส่วน cffDNA ที่ปะปนอยู่ร่วมกบัดเีอ็นเออสิระของมารดา 

(cell-free maternal DNA – cfmDNA) โดยมสีมมตฐิาน คอื cffDNA ของทารกกลุ่มอาการดาวน์ทีก่ระจายตวัในน้ําเลอืด

ของมารดา ซึ่งมสีดัส่วนของโครโมโซมที ่21 ต่อโครโมโซมอ้างองิ ไม่อยู่ในสดัส่วน 1:1 จะทําให้สดัส่วนโดยรวมของ     

ดเีอน็เออสิระทัง้หมดทีม่ ีcffDNA และ cfmDNA ปะปนกนัอยู่ในน้ําเลอืดของมารดา ไม่อยู่ในสดัสว่น 1:1 เช่นกนั 

ฉะนัน้ รายงานฉบบัน้ี จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อต้องการพสิจูน์ถงึความใชไ้ดใ้นการใชค้วามผดิปกตขิองสดัสว่น

โครโมโซมที ่21 ต่อโครโมโซมอา้งองิ ของดเีอน็เออสิระทัง้หมดในน้ําเลอืดของมารดา เพื่อสะทอ้นถงึความผดิปกตขิอง

สดัส่วนโครโซมดงักล่าวของทารกในครรภ์ โดยมุ่งหวงัว่า จะเป็นการเพิม่ความจําเพาะในการตรวจคดักรอง ลดเวลา 

และลดค่าใชจ้่ายในการตรวจ 

 

วสัดแุละวิธีการทดลอง 

ในพลาสมาของหญิงตัง้ครรภ์สามารถตรวจพบชิน้ส่วนดเีอน็ของฟีตสัได้ ดงันัน้ในหญิงตัง้ครรภ์ฟีตสัปกต ิ

ฟีตสัมจีาํนวนโครโมโซมแต่ละคู่เป็น 2 แท่ง เช่นเดยีวกบัมารดา ฉะนัน้อตัราส่วนทีไ่ดจ้ากการทํา ddPCR มอีตัราส่วน

ของโครโมโซม 21 (mutant allele) ต่อ โครโมโซมอา้งองิ (โครโมโซม 17; wild type allele) เป็น 2:2  (ratio=1) สาํหรบั

ในหญิงตัง้ครรภ์ทีม่ฟีีตสัในครรภ์เป็นกลุ่มอาการดาวน์ ทําให้มอีตัราส่วนเปลี่ยนไปจาก 2:2 เป็น 3:2 ดงัภาพ 1 โดย

งานวจิยัน้ีไดร้บัอนุมตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนุษย ์มหาวทิยาลยัพะยา เลขที ่3/001/63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 1 อตัราสว่นของ mutant allele (chromosome 21) ต่อ wild type allele  

(chromosome 17; reference chromosome) 
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ตวัอยา่งดีเอน็เอ 

 เลือดผู้ป่วยเด็กกลุ่มอาการดาวน์จํานวน 1 ราย ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ถูกนํามาสกดัดีเอน็เอ แต่เน่ืองจาก

ปรมิาณเลอืดทีเ่กบ็ไดจ้ากตวัอย่างผูป่้วยเดก็กลุ่มอาการดาวน์เมื่อนํามาปัน่เพื่อแยกพลาสมาแลว้ไดป้รมิาณไม่เพยีงพอ

สําหรบัการสกดัพลาสมาดีเอ็นเอจงึไม่มตีวัอย่างดีเอ็นเอจากพลาสมาของผูป่้วยเด็กกลุ่มอาการดาวน์ สําหรบัเลือด

ผูห้ญิงปกตไิม่ตัง้ครรภ์จํานวน 3 ราย ปรมิาตร 10 มลิลลิติร ใชส้าํหรบัการสกดัดเีอน็เอจากเลอืดและพลาสมา โดยดเีอน็เอ

จากเลอืดของผูป่้วยเดก็กลุ่มอาการดาวน์ ดเีอน็เอจากเลอืดและพลาสมาของผูห้ญงิปกตไิม่ตัง้ครรภ์ถูกนํามาใชใ้นการ

พฒันาวธิกีารสาํหรบัตรวจสอบกลุ่มอาการดาวน์ดว้ยวธิ ีddPCR เลอืดของอาสาสมคัรหญงิตัง้ครรภจ์าํนวน 30 ราย ใช้

สาํหรบัการตรวจสอบก่อนคลอดแบบรุกลํ้า (NIPT) และเลอืดของสามเีป็นตวัอย่างควบคุมเชงิลบ โดยเกบ็เลอืดปรมิาตร 

10 มลิลลิตร สาํหรบัสกดัดเีอน็เอจากพลาสมา 
 

การเตรียมตวัอยา่งดีเอน็เอ 

ทําการสกดัดเีอน็เอจากเลอืดที่ม ีEDTA เป็นสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลอืด โดยใช้ชุดสกดัดเีอน็เอจาก

เลอืด E.Z.N.A. Blood DNA Mini kit Quick Guide (OMEGA BIO-TEK, Georgia, United States) และสาํหรบัตวัอย่าง

ดเีอน็เอจากพลาสมาเตรยีมโดยการนําตวัอย่างเลอืดปรมิาตร 10 มลิลลิติร ปัน่รอบแรกที ่2400 รอบ/นาท ี นาน10 นาท ี

นําพลาสมาทีแ่ยกได้จากการปัน่รอบแรกมาปัน่ที ่14,000 รอบ/นาท ีนาน 25 นาท ีเกบ็พลาสมาไว้ที่ -20 °C การปัน่

แยกพลาสมาทําภายในสองชัว่โมงหลงัจากได้รบัเลือดตัวอย่าง (venipunctures) ทําโดยใช้ชุดสกดัตามวิธีการและ

ขัน้ตอนของ QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) ร่วมกบัอุบปกรณ์ QIAvac 24 

Plus (QIAGEN, Hilden, Germany) cfDNA ทีไ่ดถู้กเกบ็ไวท้ี ่-20 °C  
 

การออกแบบไพรเมอรแ์ละโพรบสาํหรบัการทาํ ddPCR 

การออกแบบไพรเมอรแ์ละโพรบทีม่คีวามจาํเพาะกบัโครโมโซม 21 และโครโมโซม 17 สาํหรบัการตรวจกลุ่ม

อาการดาวน์ดว้ยวธิ ีddPCR โดยไพรเมอรแ์ละโพรบสาํหรบัการตรวจสอบ mutant allele และ wild type allele สรา้ง

จาก Program Primer Express Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)  ทัง้ Primers และ Probes 

สัง่ผ่านบรษิทั Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA) ดงัแสดงในตาราง 1 

 

ตาราง 1 ไพรเมอรแ์ละโพรบในการใชต้รวจสอบกลุ่มอาการดาวน์ 

Type Name Sequence size Dye 

Primer 
Trisomy 21-F TGT TGC CCA CTG GCT GAA GA 

120 bp 

- 

Trisomy 21-R AAG GCC ACC TTA CCT CCC ATC - 

Probe Trisomy 21-probe TGC GGA GGA GGA TGA CTC GGA TG FAM 

Primer 
Ch_CD17-F GAG GAG AAG TCT GCC GTT ACT G 

108 bp 

- 

Ch_CD17-R CTC CTT AAA CCT GTC TTG TAA CCT TGA T - 

Probe Ch_CD17-WT CAC GTT CAC CTT GCC CCA VIC 
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ขัน้ตอนการหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรบัไพรเมอรแ์ละโพรบแต่ละชุด สาํหรบัการทาํ NIPT ด้วยวิธี ddPCR  

ทําการทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัไพรเมอรแ์ละโพรบแต่ละชุด ใหม้ปีระสทิธภิาพในการทํา ddPCR 

ที่ใกล้เคียงกัน โดยไพรเมอร์และโพรบสําหรับการทํา ddPCR ของทัง้โครโมโซม 21 และโครโมโซมอ้างอิง 

(chromosome 17) ใหม้อีตัราส่วนเป็น 2:2 ในคนปกต ิและเป็น 3:2 ในผูป่้วยกลุ่มอาการดาวน์ โดยใชต้วัอย่างดเีอน็เอ

จากเลอืดของผูป่้วยกลุ่มอาการดาวน์และผูห้ญงิปกต ิตวัอย่างดเีอน็เอจากพลาสมาผู้ของหญงิปกติ ถูกนําไปทดสอบ

ตามวิธีของ Bio-Rad QX100 validated ddPCR mutation assays โดยมีส่วนประกอบและสภาวะในการทํา ddPCR  

ดงัตาราง 2 และ 3 

 

ตาราง 2 สว่นประกอบของ ddPCR สาํหรบัตรวจสอบกลุ่มอาการดาวน์ 

Reagent Final conc. 1X 

2X ddPCR super mix 1X 10 µl 

Mix TaqMan_primer CD17-WT [18 µM] + probe CD17-WT [5 µM] 0.9 µM, 0.25 µM 1 µl 

Mix TaqMan_primer CH21 [18 µM] + probe CH21 [5 µM] 0.9 µM, 0.25 µM 1 µl 

DW - - 

DNA - 8 µl 

Total - 20 µl 

 

ตาราง 3 สภาวะทีเ่หมาะสมในการตรวจสอบกลุ่มอาการดาวน์ดว้ยวธิ ีddPCR 

Temperature (°C) Time Ramp rate 

95 10 min Ramp 3 °C/s 

94 30 sec Ramp 3 °C/s 

60 1 min  Ramp 3 °C/s 

GOTO step 2, 39X 

98 10 min Ramp 3 °C/s 

4 ∞   
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การตรวจสอบก่อนคลอดแบบไม่รกุลํา้  (NIPT) ของกลุ่มอาการดาวน์ด้วยวิธี ddPCR  

นําวธิกีารทีพ่ฒันาขึน้สาํหรบัการทาํ NIPT โดยไพรเมอรแ์ละโพรบสาํหรบัการทาํ ddPCR ของทัง้โครโมโซม 21 

และโครโมโซม 17 มาตรวจสอบกบัตวัอย่าง cfDNA จากพลาสมาของหญงิตัง้ครรภท์ัง้ 30 ตวัอย่าง โดยทาํควบคู่กบั

พลาสมาของสามทีีใ่ชเ้ป็นตวัอยา่งควบคุมเชงิลบ 
 

การวิเคราะหผ์ล 

ทําการหาอตัราส่วนระหว่าง mutant allele/wild type allele จากการทํา ddPCR ของทัง้โครโมโซม 21 และ

โครโมโซม 17 โดยโปรแกรม Bio-Rad QuantaSoft Analysis โดยเปรียบเทียบผลที่ได้จากการทํา NIPT ด้วยวิธี 

ddPCR กบัวธิมีาตรฐานทางเซลลพ์นัธุศาสตร ์

ผลการศึกษา 

การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของไพรเมอรแ์ละโพรบในการทาํ ddPCR 

ไพรเมอร์และโพรบที่ออกแบบได้มีความยาวของชิ้นส่วนผลิตภัณฑ์จาก ddPCR ใน wild type allele 

(chromosome 17 allele) มีขนาด 108 bp สําหรับ mutant allele (chromosome 21 allele) มีขนาด 120 bp โดยมี

อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 60°C จากการตรวจสอบตัวอย่างควบคุมเลือดผู้หญิงปกติ พบว่าสัดส่วนของ mutant 

allele/wild type allele เท่ากบั 1.043±0.073 ตวัอย่างควบคุมดเีอน็เอจากเลอืดของผูป่้วยเดก็กลุ่มอาการดาวน์ เท่ากบั 

1.486±0.107 ตวัอย่างควบคุมพลาสมาผูห้ญงิปกต ิเท่ากบั 0.710±0.019 ดงัภาพ 2 และ ตาราง 4 

การตรวจสอบก่อนคลอดกลุม่อาการดาวน์ด้วยวิธี ddPCR 

อาสาสมคัรหญงิตัง้ครรภท์ีเ่ขา้ร่วมโครงการมอีายุครรภอ์ยู่ระหว่าง 8-21 สปัดาห ์(อายุครรภเ์ฉลีย่ 13.14±4.22 

สปัดาห)์ และอายุของหญงิตัง้ครรภอ์ยู่ระหว่าง 34-43 ปี (อายุเฉลีย่ 37.05±2.26 ปี) ตวัอย่างพลาสมาของหญงิตัง้ครรภ์

จํานวน 29 ราย มอีตัราส่วนเท่ากบั 0.742±0.062 และอตัราส่วนของตวัอย่างควบคุมเชงิลบ (mutant allele/wild type 

allele ของสาม)ี มค่ีาเฉลีย่เท่ากบั 0.705±0.074 โดยผลจาก ddPCR ดงัแสดงในตาราง 4 และภาพ 4 จากค่าอตัราส่วน 

mutant allele/wild type allele พลาสมาของหญงิตัง้ครรภ ์ทัง้ 29 ราย มค่ีาไม่ต่างจากพลาสมาของผูห้ญงิและพลาสมา

ของสาม ีสามารถแปลผลจาก NIPT ดว้ยวธิ ีddPCR ในพลาสมาของหญงิตัง้ครรภไ์ดว้่า ทารกในครรภม์โีอกาสเสีย่งตํ่า

ต่อการเป็นกลุ่มอาการดาวน์ ทัง้ 29 ตวัอย่าง และเมื่อตรวจสอบกบัวธิมีาตรฐานแลว้พบว่ามผีลตรงกบัวธิมีาตรฐานทุก

ตวัอย่าง ในการศกึษาน้ีไม่พบตวัอยา่งพลาสมาของหญงิตัง้ครรภท์ีใ่หผ้ลเป็นบวกกบักลุ่มอาการดาวน์ แต่ทัง้น้ีมตีวัอยา่ง

หญงิตัง้ครรภห์น่ึงรายไดค้ดัออกจากการทดลองเน่ืองจากพบว่าเป็นการตัง้ครรภแ์บบ vanishing twin 
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ภาพ 2 ผลของ ddPCR ของตวัอย่างเลอืด โดยแสดงอตัราสว่นและจาํนวนทีใ่หผ้ลบวกต่อโพรบสาํหรบั  

         mutant allele/wild type allele จากโปรแกรม Bio-Rad QuantaSoft Analysis 

ก)  ผลของ ddPCR ตวัอย่างดเีอน็เอจากเลอืดของกลุ่มอาการดาวน์ และเลอืดของผูห้ญงิปกตทิีไ่มต่ัง้ครรภ ์

ข)  ผลของ ddPCR ตวัอย่างดเีอน็เอจากพลาสมาของผูห้ญงิปกตทิีไ่ม่ตัง้ครรภ ์
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ตาราง 4 สดัสว่นของ mutant allele/wild type allele ในตวัอย่างเลอืดและพลาสมา 

Samples Mutant/Wild type Ratio 

T21 blood  1.486±0.107 

Blood of non-pregnant normal women 1.043±0.073 

Plasma of non-pregnant normal women 0.710±0.019 

Negative plasma control 0.705±0.074 

Pregnant plasma 0.742±0.062 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 3 ตวัอย่างผลจาก ddPCR ของตวัอย่างดเีอน็เอจากพลาสมาหญงิตัง้ครรภท์ีม่ฟีีตสัปกตโิดยแสดงอตัราสว่นและ

จาํนวนทีใ่หผ้ลบวกต่อโพรบสาํหรบั mutant allele และ wild type allele จากโปรแกรม Bio-Rad QuantaSoft Analysis 
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วิจารณ์ 

 การค้นพบ cffDNA ในพลาสมาของแม่ที่มปีรมิาณเพิม่ขึ้นเมื่ออายุครรภ์ที่มากขึ้น และหลงัจากคลอดแล้ว 

cffDNA มกีารกําจดัอย่างรวดเรว็จากพลาสมาของแม่ [18] นอกจากน้ีพบว่า cffDNA มาจากเน้ือเยื่อ cytotrophoblast 

ของ chorionic villi เป็นแหล่งดเีอน็เอของฟีตสัทีนํ่ามาใชใ้นการตรวจคดักรองก่อนคลอดแบบไม่รุกลํ้า (NIPT) ของโรค

ในกลุ่มที่มีความผิดปกติของจํานวนโครโมโซมแบบ aneuploidy โดยเฉพาะในกลุ่มอาการดาวน์เป็นโรคที่เกิดจาก 

trisomy 21 ที่พบได้บ่อย  [19]  ในอเมริกาโดย  American College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) และ 

Maternal Fetal Medicine (MFM) Societies แนะนําใหห้ญงิตัง้ครรภท์ีม่ปัีจจยัเสีย่งต่อกลุ่มอาการทีม่โีครโมโซมผดิปกติ

ตรวจสอบดว้ย NIPT และตรวจยนืยนัดว้ยการทําคารโีอไทป์ [20] ปัจจุบนัมหีลากหลายรูปแบบในการใหบ้รกิารตรวจ 

NIPT ซึง่เป็นการใชเ้ทคโนโลย ีnext generation sequencing (NGS) ทัง้แบบmassively parallel shotgun sequencing 

(MPSS) และchromosome selective sequencing (CSS) [19-21] นอกจากน้ียังมีการใช้ microarray quantification 

สาํหรบัการทํา NIPT [22] โดยการให้บรกิารมรีาคาที่ค่อนขา้งสูง และมคีวามซบัซ้อนจําเป็นต้องใช้เจ้าหน้าทีม่คีวาม

ชํานาญเฉพาะด้านและไม่สามารถดําเนินการในหอ้งปฏบิตักิารโดยทัว่ไปได้ มรีายงานการศกึษาการใช้ digital PCR 

(dPCR) ในการตรวจ trisomy 13, 18 และ 21 ทีเ่ป็น invasive prenatal diagnostics และ NIPT โดยมรีะบบปฏบิตักิาร

ที่ใช้ต่าง ๆ กัน เช่น  droplet digital PCR (ddPCR) System และ chip-based digital PCR [23-25] การศึกษาน้ีได้

พฒันาวธิกีารตรวจ NIPT ของกลุ่มอาการดาวน์ด้วยเทคนิค ddPCR โดยใช้ค่าอตัราส่วนระหว่าง mutant allele/wild 

type allele ซึ่งในคนปกติควรมีอัตราส่วนของ mutant allele/wild type allele เข้าใกล้ 1 (2:2) ในกลุ่มอาการดาวน์     

อตัตราส่วนควรจะมากกว่า 1 โดยเขา้ใกล ้1.5 (3:2) ผลจากการศกึษาในตวัอย่างดเีอน็กลุ่มควบคุมเลอืดของผูป่้วยเดก็

กลุ่มอาการดาวน์และหญงิปกตมิอีตัราส่วนทีไ่ดเ้ป็นไปตามทฤษฎ ีและเป็นเช่นเดยีวกนักบัการศกึษาดว้ย chip-based 

digital PCR ในการตรวจวนิิจฉัยดอีน็เอของฟีตสั [23] แต่ในการศกึษาในกลุ่มควบคุมของพลาสมาของหญิงปกติไม่

ตัง้ครรภ์และควบคุมเชงิลบพบอตัราส่วนเฉลีย่น้อยกว่า 1 และในตวัอย่างพลาสมาของหญงิตัง้ครรภ์มอีตัราส่วนเฉลี่ย

น้อยกว่า 1 เช่นกนั ซึง่บอกไดว้่าฟีตสัในครรภม์โีอกาสตํ่าทีจ่ะเป็นกลุ่มอาการดาวน์ ซึง่ใหผ้ลตรงกบัผลการตรวจจากวธิี

มาตรฐานโดยการทาํคารโีอไทป์ จากอตัราสว่นทีไ่ดจ้ากตวัอย่างพลาสมาทีม่ค่ีาห่างจากอตัราสว่นของดเีอน็เอจากเลอืด

เป็นไปไดว้่าอตัราส่วนของ mutant allele/wild type allele ทีไ่ดน้้อยกว่า 1 น้ี อาจเป็นผลมาจากการเกดิ amplification 

bias ทีเ่กดิขึน้กบั cfDNA จากพลาสมา อาจเน่ืองมาจากขนาดของ cfDNA ในพลาสมาส่วนใหญ่มกัพบมขีนาด 166 bp 

และใน cffDNA มขีนาดชิน้ส่วนทีเ่ลก็กว่า cfDNA ซึง่มกัพบขนาด 142 bp ขนาดของชิน้ส่วนของ cfDNAน้ีสมัพนัธก์บั 

nucleosome footprints, การเกดิ chromosome packaging รวมถงึการเกดิ gene expression ซึง่ในเซลลห์รอืเน้ือเยื่อ

มรีปูแบบในการถูกตดัต่างกนัได ้โดยใน cfDNA ของแม่มาจาก blood cells สาํหรบั cffDNA มา placental cells [26-29] 

ในขณะทีด่เีอน็เอจากเลอืดเป็น genomic DNA ทีม่ขีนาดใหญ่กว่า cfDNA นอกจากน้ีเพื่อเป็นเพิม่ความสาํเรจ็ในการทํา 

NIPT ไดม้กีารศกึษาการเพิม่สดัสว่นของ cffDNA โดยการเลอืกขนาด cfDNA ใหอ้ยู่ในช่วงทีพ่บมสีดัส่วนของ cffDNA 

มากขึน้เพื่อลดการเกดิผลลบลวง (false negative)  [30]   

สาํหรบัการตรวจสอบกลุ่มอาการ trisomy ทัง้วธิ ีNGS และ วธิ ีddPCR นัน้มคีวามแม่นยําสงู โดยมรีายงาน

ของการเกดิผลบวกลวง (false positive) และผลลบลวงตํ่า แต่ยงัคงมรีายงานการเกดิความผดิผลาดเหล่าน้ีเกดิขึน้ไดใ้น

การทํา NIPT เช่นกนั ซึ่งในการเกิดผลบวกและลบลวงนัน้มรีายงานเกดิขึน้ได้หลายสาเหตุที่สําคญัคือปริมาณของ 

cffDNA ที่น้อยและมีสาเหตุอื่น ๆ เช่น การเกิด placental mosaicism ของเซลล์ cytotrophoblast ซึ่งเป็นแหล่งของ 

cfDNA ในพลาสมา โดยทําให้เกิดได้ทัง้ผลบวกและลบลวง และมีรายงานการเกิด unbalance translocation ของ 

chromosome 21 ทําใหเ้กดิผลลบลวงได ้นอกจากน้ียงัมรีายงานการเกดิผลบวกลวงเพิม่ขึน้ในการตัง้ครรภ์ vanishing 

twin ถงึแมจ้ะใช ้NGS ในการตรวจสอบ NIPT [31-36] ดงันัน้ในตวัอย่างทีพ่บว่าเป็น vanishing twin ในการศกึษาครัง้น้ี 
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จงึไดค้ดัออกจากการศกึษา ในการศกึษาน้ีเน่ืองจากตวัอย่าง cfDNA ของหญงิตัง้ครรภท์ีศ่กึษาครัง้น้ีมผีลการตรวจสอบ

ฟีตสัไม่เป็นกลุ่มอาการดาวน์ทุกตวัอย่าง ดงันัน้ควรจะมกีารเกบ็ตวัอย่างจํานวนมากขึน้ในการศกึษาต่อไปสาํหรบัการ

ตรวจสอบก่อนคลอดแบบไม่รุกลํ้าในกลุ่มอาการดาวน์ดว้ยเทคนิค ddPCR ซึง่จะเป็นการเพิม่โอกาสในการพบตวัอย่าง

ฟีตสัทีม่คีวามเสีย่งสงูเป็นกลุ่มอาการดาวน์และจะไดต้รวจสอบอตัราส่วนของตวัอย่างพลาสมาหญงิตัง้ครรภ์ทีฟี่ตสัจะ

เป็นกลุ่มอาการดาวน์ นอกจากน้ีการเพิม่ข ัน้ตอนในการเลอืกขนาด cfDNA และการออกแบบไพรเมอรแ์ละโพรบสาํหรบั

ตรวจสอบ mutant allele ใหม่ เพื่อลดการเกดิ amplification bias น่าจะทําให้อตัราส่วนของ mutant allele/wild type 

allele ของ cfDNA เขา้ใกลอ้ตัราสว่นของดเีอน็เอจากเลอืด 

 

สรปุผลการวิจยั 

 ในการศกึษาครัง้น้ีไดพ้ฒันาการตรวจสอบกลุ่มอาการดาวน์ดว้ยวธิ ีddPCR โดยพจิารณาจากอตัราส่วนของ 

mutant allele (chromosome 21) ต่อ wild type allele (chromosome 17; reference chromosome) พบว่าในตวัอย่าง

ดเีอน็เอจากเลอืดของคนปกติมอีตัราส่วนเฉลี่ย คอื 1.043±0.073 ในขณะที่ตวัอย่างดเีอน็เอจากเลอืดของผูป่้วยกลุ่ม

อาการดาวน์มอีตัราส่วนเฉลีย่ เท่ากบั 1.486±0.107 และเมื่อนําวธิกีารทีไ่ดม้าตรวจสอบในพลาสมาคนปกตแิบ่งเป็นใน

ผูห้ญงิทีไ่ม่ตัง้ครรภ์ และผูช้ายปกตมิอีตัราส่วน คอื 0.710±0.019 และ 0.705±0.074 ตามลําดบั และผลของการตรวจ 

cffDNA ของพลาสมาหญงิตัง้ครรภพ์บว่ามอีตัราสว่นทีเ่ป็นเชน่เดยีวกบัในพลาสมาของคนปกต ิคอื 0.742±0.062 ดงันัน้

เทคนิค ddPCR สามารถตรวจสอบทารกในครรภม์คีวามเสีย่งตํ่าทีจ่ะเป็นกลุ่มอาการดาวน์ได ้โดยใหผ้ลเช่นเดยีวกนักบั

วิธีมาตรฐาน แต่เน่ืองจากในการวิจยัครัง้น้ียงัไม่พบฟีตัสของหญิงตัง้ครรภ์ที่เป็นกลุ่มอาการดาวน์ อย่างไรก็ตาม

คาดการณ์ว่าในพลาสมาของหญิงตัง้ครรภ์ที่ฟีตสัเป็นกลุ่มอาการดาวน์น่าจะมอีตัราส่วนของ mutant allele ต่อ wild 

type allele มากกว่า 1 ซึง่ควรมตีวัอย่างในการศกึษาจาํนวนมากขึน้ 
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