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การตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติของโครโมโซมจากเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟสและเมทาเฟสด้วย 
เทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซชั่น 
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บทคัดย่อ  
       ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน เป็นเทคนิคท่ีในการตรวจความผิดปกติของโครโมโซมที่มีขนาดเล็กกว่า
ระดับสายตามองเห็นจากวิธีการย้อมแถบสีบนโครโมโซม รวมถึงตรวจหาการฟิวช่ันยีนในมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดย
ตรวจได้ทั้งในเซลล์ระยะอินเตอร์เฟสและเมทาเฟสจุดประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันในการตรวจความผิดปกติทางพันธุกรรมเช่น กลุ่มอาการดิจอร์จ (การหลุดหาย
ของโครโมโซมต าแหน่ง 22q11) มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรัง (t(9; 22) (q34;q11.2)) และกลุ่มอาการพาทู 
(การมีโครโมโซมที่ 13 เกินมา) การเตรียมเซลล์ใช้ไขกระดูกและเลือดของผู้ป่วยจากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น การเตรียมเซลล์ในระยะเมทาเฟส ท าได้โดยน าตัวอย่างมาเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 72 ช่ัวโมง ส่วนการเตรียมเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟสท าไม่ต้อง
ท าการเลี้ยงเซลล์ จากนั้นท าให้เซลล์บวมคงตัวและหยดลงบนสไลด์ แล้วน าไปย้อมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อิน
ซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน ใช้เซลล์ในระยะอินเตอร์เฟส ส่วนการตรวจหาการเกิดฟิวช่ันของยีน BCR/ABL เนื่องมาจาก 
t(9;22)(q34;q11.2) ในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรัง ใช้เซลล์ในระยะอินเตอร์เฟส ดังนั้นการใช้เทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน โดยใช้เซลล์ระยะอินเตอร์เฟส เหมาะกับการใช้ในงานดูฟิวช่ันยีนในมะเร็งเม็ด
เลือดขาวเพื่อออกผลเป็นร้อยละหรือการวินิจฉัยในกรณีเร่งด่วน ส่วนเซลล์ระยะเมทาเฟสใช้เวลารอคอยผลนาน
กว่า เหมาะสมในการวินิจฉัยความผิดปกติที่ต้องการเห็นรูปร่างโครโมโซมด้วย ทั้งนี้ การตรวจหาความผิดปกติ
ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันในปัจจุบัน สามารถใช้เซลล์ได้ทั้งจากระยะ
อินเตอร์เฟสและเมทาเฟส  
 
ค าส าคัญ: เซลลร์ะยะอินเตอร์เฟส  เซลลร์ะยะเมทาเฟส  เทคนิคฟลอูอเรสเซนต์อินซิตูไ้ฮบริไดเซช่ัน 
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ANALYSIS OF CHROMOSOME ABERRATION IN INTERPHASE AND METAPHASE CELLS USING 
FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION TECHNIQUE 

 
Jureeporn Kampan1 Raksawan Deenonpoe2* 

Abstract  
       Fluorescent in situ hybridization technique (FISH) is developed to detect chromosomal 
abnormalities that are not observed by chromosome banding techniques such as microdeletion, 
microduplication, chromosome aneuploidy and also used to detect the fusion gene in leukemia. 
either in metaphase or interphase cells. The objective of this study is to apply FISH technique 
to detect chromosome aberrations in patients with genetic disease using both interphase and 
metaphases phases. DiGeorge syndrome (22q11 microdeletion), chronic leukemia (t(9; 22) 
(q34;q11.2)) and Patau's syndrome (trisomy 13) were used as case study to perform. Patient 
bone marrow or blood specimens were collected from Srinagarind Hospital, Faculty of Medicine, 
Khon Kaen University. The interphase and metaphase cells were prepared from bone marrow 
or blood by with and without cell culture at 37 C for 72 hours, respectively. The interphase 
cells were used to detect BCR / ABL fusion gene due to t(9; 22) (q34;q11.2) using dual color 
dual fusion translocation probe and Patau's syndrome with trisomy 13 in using Vysis LSI 13 RB1 
(13q14) probe respectively. The metaphase cells were used to detect microdeletion at 22q11 
using amplification-deletion probe in DiGeorge syndrome patient. The achieve results were 
shown in this study. This demonstrated that the interphase cells without cell culture can be 
used to perform genetic testing. Especially, it is suitable for urgent diagnosis and monitor 
percentage of fusion gene in chronic leukemia patients. Whereas, the architecture of all 
chromosomes was demonstrated in the metaphase. In conclusion, FISH technique using 
interphase or metaphase cells as specimens can be used in a routine genetic testing of 
chromosomal abnormalities. 
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บทน า 
       ในปัจจุบันถึงแม้ว่าเทคนิคการย้อมแถบสีบนโครโมโซม (Banding technique) เป็นวิธีพื้นฐานส าคัญที่ใช้ใน
การวิเคราะห์โครโมโซมทั้งการวินิจฉัยความผิดปกติของโครโมโซมในทารกก่อนคลอด (Prenatal diagnosis) 
และความผิดปกติของโครโมโซมหลังคลอด (Postnatal diagnosis) รวมถึงความผิดปกติของโครโมโซมในผู้ป่วย
มะเร็ง แต่ด้วยข้อจ ากัดด้านความละเอียดของโครโมโซม ท าให้ไม่สามารถเห็นความผิดปกติบางอย่างที่มีขนาด
เล็กกว่าระดับสายตามองเห็นจากวิธีการย้อมดังกล่าวได้ จึงจ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์อื่นๆ ร่วม
ด้วย เช่น คิว เอฟ พีซีอาร์ (QF-PCR) และฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ ไฮบริไดเซช่ัน (Fluorescence in situ 
hybridization; FISH) เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันซึ่งเป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้น
มาครั้งแรกในปี 1969 (Gall and Pardue, 1969) และนิยมใช้กันมากในปัจจุบัน โดยเทคนิคนี้เป็นการน าส่วน
ของ ดีเอ็นเอบริเวณทีเ่ราสนใจศึกษา (DNA sequence) ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ เรียกว่าดีเอ็น
เอติดตาม (Probe) แล้วน าเข้าไปจับกับโครโมโซมต าแหน่งที่เฉพาะเจาะจง (Hybridization) เพื่อตรวจหาส่วน
ของโครโมโซมที่ผิดปกติเป็นส่วนท่ีเราสงสัยหรือไม่ แทนการย้อมด้วยสจีิมซ่า (G-banding) (Wolff et al., 2007;  
Yang et al., 2015) ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน เป็นเทคนิคพิเศษที่ใช้ในการตรวจความผิดปกติของ
โครโมโซมได้แก่ 1) การขาดหายและเพิ่มขึ้นของช้ินส่วนโครโมโซมขนาดเล็ก (Microdeletion and 
microduplication) ส่วนใหญ่พบตั้งแต่ก าเนิด ซึ่งการขาดหายไปบางส่วนของสารพันธุกรรมบนโครโมโซม ท าให้
เกิดความผิดปกติต่างๆในผู้ป่วย เช่น DiGeorge syndrome (del22q11.2) Prader-Willi syndrome/ 
Angelman (del15q13.3) และ Williams syndrome (del7q11.23) เป็นต้น หรือการเพิ่มขึ้นของช้ินส่วน
โครโมโซมขนาดเล็ก (Microduplication) เช่น Autism/MR (dup15q11-13) เป็นต้น  2) ภาวะมีจ านวน
โครโมโซมผิดปกติแบบไม่เป็นชุด (Aneuploidy) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการมีโครโมโซมเกินไป 1 แท่ง (Trisomy) 
เช่น การเพิ่มจ านวนของแท่งโครโมโซม 13,18 ,21 (Trisomy 13,18,21) นอกจากน้ีเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้
ไฮบริไดเซช่ันสามารถตรวจหาการรวมกัน (Fusion) ของยีนที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนของโครโมโซม 
(Translocation) ได้แก่ การรวมกันของยีน BCR/ABL ที่เกิดจาก t(9;22)(q34;q11) และ การรวมกันของยีน 
PML/RARA ที่เกิดจาก t(15;17)(q24;21) ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้งชนิดเรื้องรังและเฉียบพลันได้ ตามล าดับ การ
วินิจฉัยโครโมโซมโดย เทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันนั้น สามารถตรวจได้จากตัวอย่างเลือด น้ าคร่ า 
และไขกระดูก โดยสามารถศึกษาได้ทั้ งเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟส (Interphase) และระยะเมทาเฟส 
(Metaphase) (Wolff et al., 2007) แต่มีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างแตกต่างกันไป และรายงานผลเป็น
เปอร์เซ็นต์หรือจ านวนของเซลล์ปกติและผิดปกติได้ โดยการศึกษาในระยะอินเตอร์เฟสนั้นสามารถทราบผลการ
วินิจฉัยได้รวดเร็วกว่าในระยะเมทาเฟส เนื่องจากในระยะอินเตอร์เฟส สามารถเตรียมเซลล์ได้เลยโดยไม่ต้องเลี้ยง
เซลล์ ช่วยลดระยะเวลาการรอคอยผล (Turn around time) ซึ่งช่วยในการตัดสินใจของแพทย์ที่ต้องท าการ
รักษาอย่างเร่งด่วนได้ทันท่วงที (Philip et al., 1994) และยังช่วยแก้ปัญหาการวิเคราะห์โครโมโซมในกรณีที่ 
โครโมโซมระยะเมทาเฟส มีจ านวนไม่เพียงพอต่อการวินิจฉัย หรือคุณภาพของโครโมโซมไม่ดีพอที่จะท าการ
วิเคราะห์ความผิดปกติด้วยเทคนิคย้อมแถบสีบนโครโมโซม และยังใช้ในการช่วยติดตามการรักษาในผู้ป่วยมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวที่มีโครโมโซมที่ผิดปกติได้ (Bishop, 2010; Wolff et al., 2007) ซึ่งในปัจจุบันหน่วยเซลล์พันธุ
ศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น เปิดให้บริการตรวจวินิจฉัยความผิดปกติ
ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากเลือดในผู้ป่วยที่สงสัยความผิดปกติในโรคที่
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เกี่ยวกับการขาดหายไปของช้ินส่วนโครโมโซมขนาดเล็ก ซึ่งจะท าการเลี้ยงเซลล์ให้ได้โครโมโซมในระยะเมทาเฟส 
และยังให้บริการตรวจหาความผิดปกติของการรวมกันของยีนที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนของโครโมโซม 
(Translocation) ในระยะอินเตอร์เฟสจากเลือดและไขกระดูกในผู้ป่วยท่ีเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวและในผู้ป่วยท่ีมี
จ านวนโครโมโซมเกินมาในบางคู่ เช่น คู่ที่ 13 ,18 และ 21 ซึ่งเซลล์ทั้งสองระยะนั้นจะมีวิธีการเตรียมเซลล์และ
ข้อดีข้อเสียแตกต่างกัน ดังจะได้กล่าวในรายละเอียดต่อไป  
 
วัตถุประสงคข์องการวิจัย 
 1. บ่งช้ีวิธีการเตรียมเซลล์ที่ใช้ในการตรวจหาความผิดปกติทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคการตรวจฟลูออ
เรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน ทั้งในระยะอินเตอร์เฟสและเมทาเฟส 
 2. ประยุกต์ใช้เซลล์ในระยะอินเตอร์เฟสและเมทาเฟส ในเทคนิคการตรวจฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริ
ไดเซช่ัน  
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
       กลุ่มตัวอย่าง 
              สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยได้แก่ เลือดและไขกระดูก จากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น  
 
       การเตรียมเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟส (Interphase)  
              น าตัวอย่างสิ่งส่งตรวจได้แก่ เลือดหรือไขกระดูก 8-10 หยดจากหลอดปราศจากเช้ือท่ีมี Heparin มา
ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 4 มิลลิลิตร ซึ่งมียาปฏิชีวนะ 1 % Penicillin-streptomycin และ 
fetal bovine serum 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปปั่นแล้วดูดน้ าส่วนใสทิ้งเหลือแต่ตะกอนเซลล์ ท าการปั่นล้างด้วย
สารละลาย 1X Hank balance salt solution 2 รอบ จากนั้นท าให้เซลล์บวมโดยการเติม KCl ความเข้มข้น 
0.075 โมลาร์ เป็นเวลา 15 นาที และท าให้เซลล์คงตัวโดยใช้สารละลาย Fixative (3:1 Ethanol: Acetic acid) 
แล้ว หยดเซลล์ลงบนสไลด์ อบสไลด์ด้วยอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง แล้วน าสไลด์ไปย้อมด้วยเทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน 

 
       การเตรียมเซลล์ในระยะเมทาเฟส (Metaphase)  
              น าตัวอย่างสิ่งส่งตรวจได้แก่เลือด 4-6 หยด จากหลอดปราศจากเชื้อท่ีมี Heparin มาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซค์  เตรียมโดยน า RPMI 1640 ซึ่ งมียาปฏิชีวนะ 1 % Penicillin-
streptomycin ผสมอยู่ ปริมาตร 4 มิลลิลิตรใส่ลงในขวดเลี้ยงเซลล์ แล้วเติม Fetal bovine serum 1 มิลลิลิตร 
และ Phytohemagglutinin (PHA) 0.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเขย่าเบาๆให้ผสมกันแล้วน าไปเก็บบ่มในตู้เลี้ยง
เซลล์ (CO2 incubator) ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บเกี่ยวโครโมโซม โดย
ท าการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์โดยการเติม Colcemid ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 15 
นาที หลังจากนั้นท าให้เซลล์บวมโดยการเติม KCl ความเข้มข้น 0.075 โมลาร์ เป็นเวลา 15 นาที และท าให้เซลล์
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คงตัวโดยใช้สารละลาย Fixative (3:1 Ethanol: Acetic acid) แล้วหยดเซลล์ลงบนสไลด์ อบสไลด์ด้วยอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง น าสไลด์ไปย้อมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน  

 
       เทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซชั่น 
              การเตรียมสไลด์ก่อนการไฮบรไิดเซช่ัน (Pretreatment slide)  
           น าสไลด์มาที่ท าเครื่องหมายระบุบริเวณที่หยดเซลล์แช่ลงใน Coupling jar มีสารละลาย 
2XSSC ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ในอ่างน้ าบ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้วน าสไลด์ขึ้นมา
ตากไว้ประมาณ 30 วินาท ี หลังจากนั้นเตรียม RNase 1 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ใน 
2XSSC ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วหยดสารละลายดังกล่าว ลงบนสไลด์แล้วปิดด้วยแผ่นพาราฟิล์ม วางลงใน
เครื่อง ThemoBrite ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  หลังจากนั้นน าสไลด์มาแช่ในสารละลาย 
2X SSC ในอ่างน้ าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที โดยแช่ซ้ า 3 ครั้ง 
 จากนั้นเตรียมสารละลาย Pepsin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสม
ลงใน Coupling jar ที่บรรจุน้ ากลั่น 49.5 มิลลิลิตรและ 1N HC1 0.5 มิลลิลิตร แช่ในอ่างน้ าบ่มอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส แล้วน าแผ่นสไลด์ลงใน Coupling jar ดังกล่าวเป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลา น าแผ่นสไลด์มา
แช่ในสารละลาย 1XPBS ใน Coupling jar ที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที หลังจากนั้นเตรียมสารละลาย 
Fixative (1XPBS 47.5 มิลลิลิตร: MgCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 2.5 มิลลิลิตร: 37 % Formaldehyde 1.3 
มิลลิลิตร) ลงใน Coupling jar และน าแผ่นสไลด์แช่ในสารละลายดังกล่าวเป็นเวลา 12 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้ว
ท าการดึงน้ าออกจากเซลล์ (Dehydrated) โดยแช่สไลด์ใน แอลกอฮอลท์ี่มีความเข้มข้น 70%, 80 % และ 95% 
อย่างละ 5 นาทตีามล าดับ แล้วตากสไลด์ให้แห้ง ที่อุณหภูมิห้อง 
              การไฮบริไดเซชั่น (Hybridization) 

               หยด DNA probe ที่จ าเพาะต่อยีนท่ีต้องการตรวจ ในอัตราส่วน (1:7:4 Probe: Hybridization 
buffer: Distillate water) ลงบนสไลด์ในท่ีห้องมืดหรือมีแสงสว่างน้อย ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์และกาวยาง และ
บ่มในเครื่อง ThermoBrite ที่อุณหภูมิ 73 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยอุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15-18 ช่ัวโมง โดยใช้ LSI DiGeorge region probe (LSI TUPLE1 SpectrumOrange สาร
เรืองแสง SpO/LSI ARSA SpectrumGreen สารเรืองแสง FITC) (BCC MDX Co.,Ltd) ในการตรวจความ
ผิดปกติของ DiGeorge syndrome  และใช้ Vysis LSI 13 RB1 (13q14) (SpectrumOrange สารเรืองแสง 
SpO) probe (BCC MDX Co.,Ltd) ส าหรับการหาความผิดปกติ Trisomy 13 นอกจากนี้ยังใช้ Vysis LSI 
BCR/ABL dual color dual fusion (ส า ร เ รื อ งแ ส ง  SpO แ ละ  FITC) translocation probe (BCC MDX 
Co.,Ltd) ส าหรับการตรวจหาความผิดปกติของโรคมะเร็งเม็ดลือดขาวชนิด CML  

 
              การล้างสไลด์หลังการไฮบริไดเซชั่น  
                    อุ่นสารละลาย Washing solution (0.4x ssc/0.3% Tween 20) ในอ่างน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ 73 
องศาเซลเซียส ล่วงหน้า 30 นาทีในที่ห้องมืดหรือมีแสงสว่างน้อย หลังจากนั้นน าแผ่นสไลด์ออกจากเครื่อง 
ThermoBrite และน ากาวยางและกระจกปิดสไลด์ออก แล้วน าไปแช่ใน Washing solution ที่เตรียมไว้เป็นเวลา 
เวลา 5 นาที หลังจากนั้นท าการดึงน้ าออกจากเซลล์โดยแช่ในแอลกอฮอลท์ี่ความเข้มข้น 70%, 85 % และ 95% 
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อย่างละ 5 นาที ตามล าดับ และตากสไลด์ให้แห้ง จากนั้นหยด Counter stain solution 6 ไมโครลิตรลงบน
สไลด์ ปิดด้วยกระจกแก้วและทาน้ ายาทาเล็บที่ขอบกระจกแก้ว น าสไลด์เก็บในกล่องด าแล้วน าไปท าการวินิจฉัย
ใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์และจะท าการรายงานผลตามมาตรฐาน An international system for 
human cytogenetic nomenclature 2016 (ISCN2016) (McGowan-Jordan et al., 2016) 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
       การตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติแบบมีการขาดหายไปของช้ินส่วนของโครโมโซม (Microdeletion)  
              ตรวจวินิจฉัยความผิดปกติของโครโมโซมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากเซลล์ใน
ระยะเมทาเฟสในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยที่สงสัยโรค DiGeorge syndrome ซึ่งมีความผิดปกติการขาดหายไปของ
ช้ินส่วนโครโมโซมตรงต าแหน่ง 22q11 ด้วย DNA probe ชนิด Locus specific probe ที่จ าเพาะ ดังแสดงใน
ภาพที่ 1  
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ภาพที่ 1 แสดงเซลล์ในระยะเมทาเฟสที่ย้อมด้วยเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากตัวอย่างเลือด
ผู้ป่วยท่ีส่งตรวจหาความผิดปกติของโรค DiGeorge syndrome ซึ่งสีเขียวเป็น Marker ของโครโมโซม
แท่งที่ 22 ตรงต าแหน่ง 22q13.3 ส่วนสีส้ม เป็น Marker ของโครโมโซมคู่ที่ 22 ต าแหน่ง 22q11  
(ที่มา: ห้องปฏิบัติการเซลล์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น) 

  
       ภาพ 1A: แสดงผลโครโมโซมปกติ พบสีเขียว 2 จุดและสีส้ม 2 จุด แสดงว่าไม่พบการขาดหายไปของ
ช้ินส่วนโครโมโซมตรงต าแหน่ง 22q11  
       ภาพ 1B: แสดงผลโครโมโซมที่มีความผิดปกติ พบสีเขียว 2 จุด สีส้ม 1 จุด แสดงว่ามีการขาดหายไปของ
ช้ินส่วนโครโมโซมตรงต าแหน่ง 22q11  
 
       การตรวจหาความผิดปกติแบบมีการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนโครโมโซม (Translocation) ในผู้ป่วยมะเร็งเม็ด
เลือดขาว 
             ตรวจหาความผิดปกติของโครโมโซมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากเซลล์ในระยะ 
อินเตอร์เฟส ในเลือดและไขกระดูกผู้ป่วยที่สงสัยเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวหรือใช้เพื่อติดตามผลการรักษา ด้วยตัว
ติดตามดีเอ็นเอชนิด fusion probe ยกตัวอย่างเช่น ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน (AML) ใช้ตัวติดตามดี
เอ็น เอชนิด  PML/RARA dual color dual fusion probe ที่ ใ ช้ระบุความผิดปกติของโคร โมโซมแบบ 
t(15;17)(q24;q21.1) หรือในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรัง (CML) ใช้ตัวติดตามดีเอ็นเอชนิด BCR/ABL dual 
color dual fusion probe ที่ใช้ระบุความผิดปกติของโครโมโซมแบบ t(9;22)(q34;q11.2) ดังแสดงในภาพที่ 2 
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ภาพที ่2 แสดงเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟสที่ย้อมด้วยเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากตัวอย่างเลือด

หรือไขกระดูกผู้ป่วยที่สงสัยผู้มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML โดยจะพบความการเกิด BCR/ABL fusion 
gene เนื่องมาจากมีความผิดปกติของโครโมโซมแบบ t(9;22)(q34;q11.2) ซึ่งสีส้มเป็น Marker ของ
โครโมโซมแท่งที่ 9 ตรงต าแหน่ง 9q34 ที่มี ABL gene ส่วนสีเขียว เป็น Marker ของโครโมโซมคู่ที่ 22 
ต าแหน่ง 22q11.2 มี BCR gene (ที่มา: ห้องปฏิบัติการเซลล์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น) 

 
       ภาพ 2A: แสดงผลโครโมโซมปกติ พบสีส้ม 2 จุดและสีเขียว 2 จุด แสดงถึงการไม่มี  BCR/ABL fusion 
gene  
       ภาพ 2B: แสดงผลโครโมโซมที่มีความผิดปกติ พบ สีส้ม 1 จุด สีเขียว 1 จุด และ สีเหลือง 2 จุด ซึ่งจุดสี
เหลืองบ่งช้ีถึงการมี BCR/ABL fusion gene  
 
       การตรวจหาความผิดปกติแบบมีจ านวนโครโมโซมเกินไป 1 แท่ง (Trisomy)  
              ตรวจหาความผิดปกติของโครโมโซมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากเซลล์ในระยะ 
อินเตอร์เฟสในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยที่สงสัยว่ามีจ านวนโครโมโซมเกิน เช่น โครโมโซมคู่ที่ 13 ,18 และ 21 ด้วยตัว
ติดตามดีเอ็นเอชนิด Amplification-deletion probe ที่จ าเพาะต่อโครโมโซมคู่นั้น ๆ ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที ่3 แสดงเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟสที่ย้อมด้วยเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันจากตัวอย่างเลือด

ผู้ป่วยท่ีส่งตรวจหาความผิดปกติแบบมีจ านวนโครโมโซมเกินไป 1 แท่งของโครโมโซมคู่ที่ 13 
(ที่มา: ห้องปฏิบัติการเซลล์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น) 

 
       ภาพ 3A: แสดงผลโครโมโซมปกติ พบสีเขียว 2 จุด  
       ภาพ 3B: แสดงผลโครโมโซมที่มีความผิดปกติ พบสีเขียว 3 จุด แสดงว่ามีการเพิ่มจ านวนโครโมโซมคู่ที่ 13 
เกินมา 1 แท่ง (Trisomy 13)  
 
 การย้อมสไลด์ด้วยเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันสามารถเตรียมเซลล์ได้ทั้งระยะ
อินเตอร์เฟส และระยะเมทาเฟส ซึ่งแต่ละระยะนั้นมีข้อดีและข้อจ ากัดที่แตกต่างกันออกไปขึ้นกับชนิดตัวอย่างสิ่ง
ส่งตรวจ ชนิดตัวติดตามดีเอ็นเอ (Probe) และลักษณะของการตรวจวินิจฉัย พบว่าการเตรียมเซลล์ในระยะ
อินเตอร์เฟสนั้น ใช้เวลาสั้นกว่าระยะเมทาเฟสเนื่องจากไม่ต้องเลี้ยงเซลล์ ท าให้ระยะการรอคอยผลการวินิจฉัย
สั้นกว่าซึ่งช่วยในการตัดสินใจของแพทย์ที่ต้องท าการรักษาอย่างเร่งด่วนได้ทันท่วงที สอดคล้องกับรายงานของ 
Dascalescu et al. (1999) ซึ่งได้ท าการศึกษาเพื่อตรวจหาเซลล์มะเร็งในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งชนิด  Multiple 
myeloma พบว่า การเตรียมเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟส และย้อมด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน 
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เป็นวิธีที่รวดเร็วในการตรวจหาเซลล์มะเร็งในผู้ป่วยที่จะท าการเปลี่ยนถ่ายไขกระดูก นอกจากนี้สิ่งที่ส าคัญอีก
อย่าง เนื่องจากไม่มีการเลี้ยงเซลล์จึงท าให้ลดการปนเปื้อน (Contaminate) ในระหว่างการเลี้ยงเซลล์ในสภาวะ
ปลอดเช้ือ ซึ่งหากมีการปนเปื้อนอาจจะส่งผลให้การเลี้ยงเซลล์ล้มเหลวและไม่สามารถใช้ในการวินิจฉัยได้ 
(Dascalescu et al., 1999) ทั้งนี้ในกรณีใช้เพื่อติดตามผลการรักษาผู้ป่วยมะเร็ง พบว่าการเพาะเลี้ยงโครโมโซม
ให้ได้เซลล์ระยะเมทาเฟสจากไขกระดูกผู้ป่วยมะเร็งนั้น ท าได้ค่อนข้างยากเนื่องจากการได้รับยาเคมีบ าบัด อาจมี
ผลรบกวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ ดังนั้นจึงนิยมเตรียมเซลล์ในระยะอินเตอร์เฟสส าหรับเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิ
ตู้ไฮบริไดเซช่ัน (Agis et al., 2006) ซึ่งการตรวจ BCR/ABL หรือ PML/RARA fusion gene โดยเทคนิค FISH 
สามารถ บอกเปอร์เซ็นต์ของจ านวนเซลล์ปกติและจ านวนเซลล์มะเร็งที่มียีนผิดปกติ ช่วยแก้ปัญหาใน บางครั้งที่
การวิเคราะห์โครโมโซมโดยวิธีการย้อมสีแถบโครโมโซม่ได้ผล เนื่องจากโครโมโซมระยะเมทาเฟส มีจ านวนไม่
เพียงพอต่อการวินิจฉัย หรือคุณภาพของโครโมโซมไม่ดีพอที่จะวิเคราะห์ได้ในขณะเดียวกันการศึกษาของ Yang 
et al. (2015) ได้ศึกษาเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ความผิดปกติของโครโมโซมก่อนคลอดจากน้ าคร่ าโดยใช้
เทคนิคเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน กับวิธีการย้อมแถบสีบนโครโมโซม (G-banding)  พบว่าการ
ตรวจหาจ านวนโครโมโซมเกินมา 1 แท่ง (Trisomy) ในโครโมโซมบางคู่ เช่น คู่ที่ 13 ,18 และ 21 ด้วยเทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันเป็นวิธีที่ได้ผลรวดเร็ว แม่นย า และสามารถลดภาระงาน (Workload) เมื่อ
การเลี้ยงเซลล์น้ าคร่ าล้มเหลว (Yang et al., 2016) นอกจากนี้ค่าใช้จ่ายส าหรับการเตรียมเซลล์ในระยะ
อินเตอร์เฟส ยังน้อยกว่าระยะเมทาเฟสเพราะสามารถเตรียมเซลล์ได้เลยหลังจากได้รับสิ่งส่งตรวจโดยไมต่อ้งเลีย้ง
เซลล์ การตรวจหาจ านวนโครโมโซมเกินมา 1 แท่ง ในบางคู่รวมถึงโครโมโซมเพศจากเซลล์บุเนื้อเยื่อรก
(Chorionic villi) โดยใช้เทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันนั้นใช้เวลาไม่นาน ราคาไม่แพง มีความเม่นย า
และมีความไวสู ง  (Sensitivity) (Jalal & Law, 1997; Philip et al., 1994) แต่ข้อจ ากัดของเซลล์ ระยะ
อินเตอร์เฟส  คือไม่สามารถเห็นต าแหน่งของสัญญาณที่บ่งช้ีความผิดปกติบนโครโมโซมแท่งนั้นๆได้ เนื่องจากไม่
สามารถเห็นรูปร่างของโครโมโซม ซึ่งจะเห็นเฉพาะจุดสัญญาณติดตามดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อโรคที่สนใจเท่านั้น   
การเตรียมเซลล์ในระยะ อินเตอร์เฟส จากสิ่งส่งตรวจที่เป็นไขกระดูกในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวจะได้ปริมาณ
เซลล์มาก ส่วนการเตรียมเซลล์จากเลือดจะได้ปริมาณเซลล์น้อยและขนาดเล็กกว่าไขกระดูกเนื่องจาก ไม่ได้ถูก
กระตุ้นการแบ่งเซลล์ ดังนั้นการเตรียมเซลล์ระยะอินเตอร์เฟสจากตัวอย่างเลือดอาจจะท าให้ใช้ระยะเวลานาน
และยากในการแปลผลใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์มากกว่ากว่าเซลล์ที่เตรียมจากไขกระดูก  

ส่วนการเตรียมเซลล์ในระยะเมทาเฟสส าหรับย้อมด้วยเทคนิค ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ัน ท า
ให้พื้นหลังของสไลด์มีสิ่งรบกวน (Artifact) น้อย และเห็นรูปร่างของโครโมโซมชัดเจน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ประสิทธิภาพในการเลี้ยงและเก็บเกี่ยวเซลล์ด้วย ส่งผลให้เห็นสัญญาณติดตามที่ต าแหน่งจ าเพาะบนโครโมโซมที่
สนใจ ท าให้วินิจฉัยได้ง่าย ซึ่งนิยมใช้ในการวินิจฉัยความผิดปกติแบบมีการขาดหายไปของช้ินส่วนโครโมโซม 
(Microdeletion) และกรณีดูความผิดปกติแบบ Translocation ก็สามารถยืนยันได้ว่าเกิดการย้ายของช้ินส่วน
ระหว่างโครโมโซมคู่นั้นๆจริง การเตรียมเซลล์ในระยะเมทาเฟสยังถูกน ามาใช้มากใน การวิเคราะห์ความผิดปกติ
ของโครโมโซมด้วยเทคนิค Spectral karyotype (SKY) และ Multicolor fluorescence in situ hybridization 
(M-FISH) สามารถวิเคราะห์โครโมโซมด้วยการก าหนดสีบนแท่งโครโมโซมและในระดับแถบย่อยบนแท่ง
โครโมโซม (Nguyen & Reijo Pera, 2008)   

ส่วนข้อจ ากัดของเซลล์ในระยะเมทาเฟสคือต้องมีการเลี้ยงเซลล์เช่นเดียวกับท่ีเตรียมส าหรับวิธีการย้อม
แถบสีบนโครโมโซม (G-banding) ซึ่งท าให้มีระยะเวลาในการรอคอยผลนานกว่าการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
ฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันในระยะอินเตอร์เฟส อีกท้ังการเลี้ยงเซลล์ต้องท าในสภาวะปลอดเชื้อ ซึ่งต้อง
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อาศัยความช านาญและทักษะของผู้ปฏิบัติงาน หากเกิดการปนเปื้อนจะท าให้ไม่สามารถย้อมฟลูออเรสเซนต์อินซิ
ตู้ไฮบริไดเซช่ันต่อได้ นอกจากนี้เนื่องจากต้องมีการเลี้ยงเซลล์ จึงท าให้ราคาต้นทุนสูงกว่าในระยะอินเตอร์เฟสได้   

 
สรุป 
       การย้อมสไลด์ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์อินซิตู้ไฮบริไดเซช่ันสามารถประยุกต์ใช้ทั้งในเซลล์ระยะอินเติร์
เฟสและเมทาเฟส ซึ่งการเตรียมเซลล์ระยะอินเตอร์เฟสสามารถท าได้โดยไม่ต้องเพาะเลี้ยง ท าให้ระยะเวลาการ
รอคอยผลสั้นกว่าและใช้ต้นทุนน้อยกว่าระยะเมทาเฟส ลดการปนเปื้อนและการล้มเหลวในการเตรียมเซลล์จาก
การเพาะเลี้ยง สามารถรายงานผลเป็นร้อยละความผิดปกติในผู้ป่วยมะเร็ง เหมาะกับการใช้ในงานวินิจฉัยในกรณี
เร่งด่วนเช่น การวินิจฉัยความผิดปกติของการมีโครโมโซมเกินไป 1 แท่ง (Trisomy) ของทารกในกรณีอายุครรภ์
มากและการดู Fusion gene ในมะเร็งชนิดต่างๆ ส่วนเซลล์ระยะเมทาเฟสต้องท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ ท าให้ใช้
เวลารอคอยผลนานกว่าระยะอินเตอร์เฟส ซึ่งหากการเพาะเลี้ยงเซลล์ล้มเหลวจากการปนเปื้อนอาจจะท าให้ไม่
สามารถท าการวินิจฉัยได้ แต่เหมาะสมในการวินิจฉัยความผิดปกติที่ต้องการรูปร่างของโครโมโซม เช่น การขาด
หายไปของช้ินส่วนโครโมโซม (Microdeletion) และกรณีดูความผิดปกติแบบ Translocation ก็สามารถยืนยัน
ได้ว่าเกิดการย้ายของช้ินส่วนระหว่างโครโมโซมคู่นั้น ๆ จริง ท้ังนี้การเลือกเตรียมโครโมโซมในระยะอินเตอร์เฟส
หรือเมทาเฟสนั้นควรพิจารณาจากลักษณะงานที่ใช้วินิจฉัย ชนิดของสิ่งส่งตรวจ ชนิดของ Probe และข้อจ ากัด
ต่างๆ เพื่อท าให้การตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติของโครโมโซมนั้นมีความแม่นย าและมีประสิทธิภาพดี 
 
ข้อเสนอแนะ 

       ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับงานวิจัยครั้งนี้ เนื่องจากงานวิจัยเป็นเชิงพรรณนา อาจต้องมีการเพิ่มเติมการวิเคราะห์
สถิติเชิงพรรณนาในรูปแบบกราฟหรือแผนภูมิให้เห็นภาพรวมจ านวนเคสทั้งหมด ส่วนข้อเสนอแนะเกี่ยวกับ
งานวิจัยครั้งต่อไป เพิ่มเติมการศึกษาโดยใช้สถิติเชิงอนุมาน 
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