
���� ���	
�� 
����  
���	
�� ���� 
���� �����  

����������� � !	�"#��� �$%&' �(')((

���� ���	
 �� 
������PCR����� ������� ���	������ ��  ��� !�"
�#�$�%���� ���
���� 

������ �	
�� 
�
�*����� ����� ���� �**������ ����� ���� ���**����� �
� � ���� �**�!�� ��" 
#� �***
*����� �
�*+� ��,- ���	
�� .�/0/1� � ���� �2�� ��#�� ���� ���3 405
6 789 ����#� 

** ����� ����#� ��5+�� �505:
� �;6�<�=���09 789 ����#� 
*** ��	
���> 
���� ���� ���	
�� �
���� ?��	
�� 
��� !@0A �B� 

$%�&' 
��� � ���	
:���� ���	�
���
 �
���� �� ��������� ���� �����
 ��� � �� �! "��� .�$� %$� &'$( )*�( +�
"�, ���	�
���


-./�!.�0 �� ��1�! ���
 23 .���45�!"��� .���	�
���
 �6'( ��7�� ���!�(- -/αα)�$� (-α/αα , -α/-α�$8�9: �����$� �$;� /� 

-.�0�<�� ���  =0 ��. >��� ?"���� %����.�7�! .@�A�/.��� B0�! C��(- - /-α)=0 C��$��� . "$���� C"�"$� +��9D� ��� HbH 

�! >"�!�� ��� .���1 ��� E�� F� �����
 23 G�� F0 ���� "���)--/--()J����6 JK.�"�� -�"�� (���$
�0 @"$! �$� �$���1 2��.� ��

"��
 /� "8� �!"���! ./� L��MN%���	�
���
 23 .� �� �� %� &'( >"� F� ��� C�� -./�$!.�0 C.� �$� ��1�! ���������
45��

"����.

�
��� ��� :C.� �� L��!/
44P �� ������ ��6 MCV .MCH . ����K HbA2 "$���"� �Q��K =� ��
 2�!�� F� F0 ��!�� /�

"���� >"� >��� R�1�� 2���� �����K ����D�� F� ��S0 ����"T� �0��! &�: ?U6�� -�V�� .DNA ���� /� �!��3 C�� F$� ���$  "��$�

W.�Salting Out"���� X��Q
 .����! Y��� %� �� Z�[\
 ��� ��Multiplex-PCR &'$( U�� C��� )-- SEA, --THAI, --

FIL , -α20.5, --MED, -α4.2, -α3.7("���� -�V�� ���	�
���
 .

����� ��:DNA LT1 @.���! R���� ��1. C��� ���	�
���
 ���!�( ���������
 23 C��"��6�����] L��!/
 ���! .LT1 �$�3 C��

)�T6'((F���� /� C��"8
 �� C�� "�"���� ������� F8��^! ���! .&'( ��� )!�� �� :&'( 23 %
 C��-α3.7 .-α4.2&'( .C��

.� F�����"! ��3 C�--MED .-α20.5"���� .

����� ���� :&'(-α3.7 ���� F���� �� ���������
 23 &'( ���
 C�� ���! F8��^! �!"$��� .Multiplex-PCR >��$� �$�.� ?

&'( ���8
 C��� `�D( . ���� ���������
 23 C���!"��� .

���� ����  ��:��
!�" �#$%&'(�) ��$*	 PCR &+���� 

(%) � *���� �� ����$����� @	��$ � ����8��� /� �7� ���	�
 ���
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+, ��-�� �� $�
.��� /&��PCR/...  

�&�2� $%&!	�� *�3� /$���,4$�
�� �5�6! 7���� 89:;  

ab���0 B$�
�
 �� /��5' ζ2-Ψα2-Ψα1-α2-α1 3'C.� �$� 

c���� -./�!.�045���� ���] .��$�	�
 ���
 ���7��! `���

 �� �$��
 23 .� �$� %� /� C��d�! @�8^] &'( )*�( +�
"�,

 U$�� ������ ���
 ��3 F,��V!)4(.2��$��
�! F$^[� C�$� C�

�86 ��e F� �V�! F0 C��7��, 23 2"� ��$! �$��
 C�� "��$� ?

"���� ��0 ���.��6 )f?a(.C��$� �8!�$1 C�A����e F0 �V�
 /�

 U$�� F$�6�A� @��$* 2��$�� �� ���	�
���
 ?J�.�$� C�$�

 "$��� �$�� `��$�� �� 2������ C��� ���7��! X�QS
 ?�'$�

 . %���$�.�7�! ���$  =$0 �$� 2���$��� /� �T1�
 )��] ��"8


 g�^� . �!.�0�<��HbA2 :>�9�$�� F$� U$�� �$7�! �8�9

"��� >��� X�QS
 W�!�  ���	�
��� )P?a(.

U$�� �7���3 ���  @	�� � F,��V! %� ���	�
 ���


 >�$�V�/ "$���
 L��0 Z��: /� F0F^$���� ����$�� �$��
 C�$�

 �� F$$0 ����$$�� �$$��
 23 "$$�h �$$� %$$� �� L$$T1 �$$� &'$$(

 -./�!.�045�! ��V�� ?���� ���] ��� .>��V�/ C�� C��$� ���
 

�$! -/	 ����$����� ���D���� . ����1 ��7�� "���
 "�$��� .

�$
 �$^  �$� @	��$ � /� �$��: �� ���	�
 ���
 @	�� �

"���� ���] >"�S0)5iP(.

�$8�9: ��: F� ��6 �� ��PC��$� F$0 F�$��� ��$1. 23 

>��V�/ �! "0 ��������� ���
 C�� "���'� .23 %$� �� ��� �

 ���
 >��V�/ >�$�V�/ 23 F$� �$� .� �� ���$ � ?U�� �^  ��

-�"�� F� �V�! ���
 C�� . �$�d�! ���  =0 �� >���� j��. "(

 �! C����� /� �
�1�� ���)k?l(.-�$6 �$��
 j$��. "$( C�$�

 ���7$�� ��7$� "� B9� ���	�
 ?��"$��K m$�� ?. 2�$]��

 �! ��\: ����� ��� .�� �� ��� �P���$! ���	�
 ���
 23 

��
 �! ���D���� �� ����1 ��������� "� ��� .F0 U�� �T�"�

 &'(PU$�� >"�$S0 ���
 >��V�/ 23 )J���$�6 JK.�"$��(.

���0 U��())!�( (�$! �� ��$�	�
 ���
 C��� Z$��: /� 2��$


 ��� X�QS
 �7���3 C�A����e)4(.�$7�! ���$6� /� C���$D�

 "�$��� -n�$
 �$�� . ���
 �� . ���	�
 ���
 )!�( U��.������$��

 LT1 2��0�"�K C�� XQ$S! C��$� ��$S0 �� ��$1�! �$��


 U$�� C�.�$o 2��$� )!�( F� p�7S! ���6� U�8o. 2��0 .

+�
"$�, ��$�	�
 �$��
 @	�� � U$�8�1 �� q�$S�! �$� ���$�

 �$! ���$� 2����� . �]�� r��1 C���
 . C� F�����"! "$��� 

)M(.%��7
 /� >������ �� Z�[\
 ��� ��Multiplex-PCR �� 

�s0� t��Q! C�������K %�0 F� ����! r��
 %� &'$( C�$�

�$$�3 %$$� )-α4.2 , -α3.7).� �$$� �$$�3 (-- MED, -α

20.5) X�Q$S
 )��] ���	�
���
 C����� �� ���� �$! "$��� .

. F$���� �T1�$
 )$��] ��$^� W.� �$�� U$�8!�1 . �����

 &'$( C��$� C�A����e ��"�u�K C�$� �� ��$�	�
���
 ���$�

L��0 !�"��)4(2
 /� .�!���]�$� ���$� ������� �� 2��


��0 >������ "��
 /� )9] X�QS
 ..

����� <�� 
F���� F$� ��$S0 ��$��"T� �$0��! &�: /� F0 C���6� /� ��

 /� �$$v8� . "$$���� >"$$� >��� R�$$1�� 2��$$�� ���$$��K ����$$D��

>�AS��!/
 �7��K %���3 C�� 2��T
 �� ?>"$���� r�$Q��� "$�� .

��� �$� %$�!.�0�<�� . %���$�.�7�! ���$6�MCV .MCH 

. ��w�KHbA2 2�$!�� U$\
 . "��$��� F�6�� L��0 �� ��!�� 

>��"� x��K . F�6�����] ��
 "�� .F���� C��� ?C���4biN�$��! 

F��� ) �� �� ��6 �� �^�\! 2�  /� ���� C.�$( F$0 C�fbbi

4bb ����.�7�! EDTA �!"��� ?"$� F�Q�� .DNA W.� �$� 

%�� R�9�� Salting Out"���� y��Q��� )l(.U;�eDNA 

��"[! �
 "���� ���8
 C��!��6.��7<�� W.� F� >"� y��Q���

 /� �9���!DNA L�$0�. UT1 >"� y��Q��� PCR >����$�� 

��$$� .L$$T1 ���$$���� "$$8� Y$$�(�! Z$$��: /� �6'$$( C�$$�

����! J7�KPCR �!F$0 ���$������K W.� �$�� �� F0 "���

.� UT1 &�:>"� �(��: �6'( �(��� "��"���� >������ .

�$� U$T1 U$S��� . U$6� C�������K �"��� F$� �6'$(

 L�0�. �� UT1 F0 "� >��� ��7� ���T�
NbC�$���.�7�! ?/�

U;�e F� �����K ��pmol 100 )4����.�7�! ("$���� >������

 C�!� . j���� .PCR �$��1 @��$z� �������K �!��
 C��� 

)US��� . U6�("���� F��T� .�����K U�1 .� "8� F�(�! ��

 "�"� >������ =��� ?�� �6�z! C�������K 2���! F�(�! ��� ��

 2���! F� �����K �� /� . >���� ���0k/b"� >������ ����.�7�! .

C�$$������K F$$0 B$$�
�
 ��"$$�-α3.7 .-α4.2 . =��$$� �� 

C�������K--MED .-α20.5"�"$� >��$� ��$7� �A�"7� �� .

2��$$�! F$$� -�"$$0�� ��$$1�! C�$$������K �!�$$�
 /� J<$$�4b

�$$������K /� �:�$$�Q! . F$$�Q�� r�$$�
 %$$� �� �$$���.�7�!

(Primer mix)F$$�T
 �$$! ���$$� .L�0�.�$$� U$$T1Nb

C����.�7�! ?��"[!k%$� F$� �$������K |�$�Q! /� ����.�7�! 

r��
mlN/bF6�o� �!��� .2��$�! F�(2U) 0.4µl =��$�
 /� 
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�&�2� $%&!	�� *�3� /$���,4$�
�� �5�6! 7���� 89:;  

Fast Start Taq DNA Polymerase L�$0�. r�$�
 F$�

F6�o��!���� .���$T� U$;�e �� =���
 �6�� /� +���oMgCl2 

1.5mM .dNTP 200µM>������ �!���� .��"$[! 2���K ��

100-200 ng DNA L�0�. -�V�� UT1 PCR >������ ���! 

���] �! ����.2�$!/ �� @����d
 /� JK ?F$ �h ��"$8
 . �$!�

 j����PCR �^! "���� C��� F!���� B�
�
 ��"� r� :95°C 

@"! F�4NF[�]� ?J<� aN@��$z� F$ �h >��
�$�� C�$!�

 2"�95°C @"! F� 4F[�]� ?��$z
� C�!�60°C @"$! F$�4

C�!� . F[�]�72°C @"! F�f. F[�]� ab"���� ���8
 F���� ?

2���K ��72°C @"! F�N"$� >��� F[�]� .��$z\!PCR �� 

/���
 �3 C.�4%/� . >���ladder 1kb >����$�� �$! ��$� .

>"��$S! /� J$K . >��$0 m�� "��!.�� -��"�
� �� �� �3 J<�

 ��/U.VJ7, ��
���!�� J���
 )�8� C������!"�
.

*�?
� 
)
C�$!� 2��0 F��T� UT1 �"���annealing L�$0�. /� C�$�

>��V�/ ��K C� /��!(PCR) �$
 >��0 >������ U������� @��z� 

�"�
 U�"� r��^! C�! .��$z
� r��^! C�!� Z�[\
 ��� ��

 &'( C��� �������$��
 23 C�$�60°C "$���� XQ$S! .��

&'( /� %��� "8� Y�(�! "���! ���� C�� -α3.7 .-α4.2.

--MED .-α20.5�$������K U$�1 @��$z� �"��� ). U$6�

US���(PCR 2
 �*�z� � &'( /� Z��: ��� /� . "����

 ��� F���� )*�( 2����:� �� �!"�.����0 2���8� ���6� ��� C��

 L�0�. C"8� )(��! -�V�� UT1 U9s! >��V�/ C�� ��K C� /��!

���
"�h (Multiplex-PCR) ?���$] >������ ���! �$! "$���� .

����$! �$v8� �� j���$� 2��$� ��T! =e� ��, F�(�! ��� ��

PCR >"��$S! �$�� F$:���! �$*�z� � "$��� . >"$S� -�$V�� 

��� "���� .C�������K C.�( r��
 �� +�s!Lis1 2��$�8� F$0 

L�0�. �� �� ����0 �$! ���] >����� ���! �� ��$�u�� . ��$��

 C�������K C.�( r��
-α 4.2 F��$S! �^���� 2"� =���6 �� 

�A�� C�������K ?2���! L���6� �� ��. F�6�A� @��* C��s7


 /� �����K10 Pmol F$� 25 Pmol $:�� )7$S! . "$���� &�

 "�"� ��s7
 =� F:���! @�8^] .�$������K �"$��� "8� Y�(�! ��

 r�$�
 %$� �� =��$� �������K Y�� J<� . ���1.� @��z�

 "��6�� ���] >������ ���! ����! .@	�$z\! 2�� /� JKPCR 

�3 C.� �$$$� �0��$$$! .?��$$$�u�� . �$$$*�z� � C��"$$$���

 >"$$�� p/�$$� . t�8$$o C��"$$��� @��$$z� �$$*�z� ���e 

�! "�"� ?C�!� ���d
 �� ��.annealing U$;�e 2��$0 =0 .

MgCl2F$$ �h L���$$6� .?@��$$z� �$$*�z� � C��"$$���

 �$\! �*�z� ���e C��"��� . >"��S! }o�. . C�] C��"���

 "�"�)>"$� �$0~ �T$�.� . ���$! U�$D] �� r��^! j����

U�� .(J7�K ����! W.� ��PCR �� ��$��� ��$6 �$� F���� 

���] r��
 %� �$! "$��� &'$( R�$� �$� ��$��� �$� . ��$��

 ��s7
 &'( 2
 XQS! �!)7$� �� F0 C��^� ���42�$S� 

�� U�� >"� >���Lane1 .� >"��S! "��� �!|�$��! F0 ���

 U�� =��� ��6 %� F�.U$9s! ����0 	�� "��� �$! "$��� . "$���

 ��$^� ����K1800 bp F$�(�� F$0 U$�� C"$��� α2�$�s7
 �� 

�! 2�S� . "�0 F�(�� c"��� F$�6�A� @��* &'( F0 U�� C�

�8�9: ��6 ��� .�!"���(αα/αα).

@&�A

Lane 2U9s! ����0 ����K F� 	�� /� F0 >��� "��� F�?"$���

3.7 "��� .α�! "��� .&'( %� ��6 ��� ��������3.7 ���� (-

α.3.7/αα).Lane 3"��� F� C���� �!F$� 	�$� /� F$0 "���

 ����KU9s! ����0 ?α"��� .20.5�! 2
 ��: F0 "���1007 

bp �!&'$( %$� C���� ��6 ��� . "���20.5 �$! "$��� (-

α20.5/αα).Lane 4"��� F� C���� =� �!	�$� /� F$0 "���

 U9s! ����0 ����K F�?"���α"��� .--MED �! �$�� F$0 "���

 &'( %� C���� �����MED�!"��� (--MED/αα).� F� ��

 W.� �$�� �$� B$�
�
 �$! &'$( R��$�� 2��$
 23 ���$$� C�$�

��� X�QS
 �� ���������
 .
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+: ��-�� �� $�
.��� /&��PCR/...  

�&�2� $%&!	�� *�3� /$���,4$�
�� �5�6! 7���� 89:;  

BC� 
��3 R��� �� ���	�
���
4%�
Ml%. �����$�� Z:��! ��

 ���� ������� U\
 �� ����$����� U �$� ���� ��� � ���


 U�� ���� �����)N(.���: �� ���D�� ���������
 ��3 Y,��V!

 �."( ��ab�0������
 �� /��5' ζ2 - Ψα2-Ψα1-α2-α1 3'

U��)5(.LT1 F0 ���	�
��� &� �� B��e �6'(��e C��

 /� L�� "��D�MN%U$�, F$� ��$�	�
���
 c"� F� ��� ����!

 -./�!.�0 /� ���������
 23 .� �� %� �� &'(45U�� )4(.

���
.�K F0 C���6� c/�"�� F� �� ���
 �$�� "$���
 �6�0 $��0"?

U$��� "����  ���	�
���
 .+�$!��, C��$��� �$�� �$[��6
 �� ?

F���!�.�  ?���$� . ��$h r��1 . ���
 �]�� r��1 . "��

 U6�� F�����"! Y[^�! �� �! ��� .L$T1 �$��.��6 . R�$� C�$�

 ��$6 �$A�� Y[^�! F� C� F[^�! /� ���	�
���
 �$! �$� . "$�0

 LT1 t�: ���8�1 ��$Q� |�$��! ��$�	�
���
 C�$� ���� �� 

U��.

F[^�! �� 2���� ��$�/ 2
 �� ���	�
 ��!
 F0 ���� ��1. C� 

�! "��� ?LT1 R���� ������� -.�� �'� �� �$T�
 �$��.��6 . �$�

 C�.�o 2�!��S0 �!"$���.�� 2���$7�� . C����$S�� �$�0�

 ���fbb4L$T1 �$��.��6 2��$�! α3.7i��a4,5�� "$*�� 

.�0�<�� ���$  =$0 �$� �$����� ���6� �� %���$�.�7�! . %$�!

 L$T1 G�$� . "$����� ��$�8
 F�6�� L��0 ���  C�Tz �� 

α4.2i"���7� >"��S! �� .)a(��$�	�
���
 X�Q$S
 C��$� 

23 �����
 /� "��� +���(α��0 >������ .p�7$S! ����$! �� ��.

 2�!��� E���
 F�α.β���	�
 ?>�$�V�/ ���� L��!/
 C�$�

 ������ 23 �����
 . ������ X�Q$S
 F$� �$
 ���'$K -�V�� "��� 

"��� �8^].)4b(

W.� ��$�	�
 �$8^] X�Q$S
 UT1 ���7��! C�� �$� :

ARMS , SSCP , DGGE, Gap-PCR @�$� 2�
�$� .

�! "���.W.� ��Multiplex PCR R�$� U$�� 2�!��� F0

)$$��] ��$$��! r�$$�
 %$$� �� �������$$��
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