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บทคัดย่อ 
 

CYP2C9 เป็นเอนไซม์ที่มีผลต่อเภสัชจลนศาสตร์ของยาวาร์ฟาริน ซึ่งยาวาร์ฟารินเป็นยาต้าน
การแข็งตัวของเลือดที่มีช่วงการรักษาแคบ เนื่องจากภาวะพหุสัณฐานทางพันธุกรรมของยีน CYP2C9 
มีผลต่อการตอบสนองต่อยาสูง และความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน CYP2C9 ที่มีผลต่อระดับ
ยาวาร์ฟารินในเลือด ได้แก่ CYP2C9*2 (rs1799853) และ CYP2C9*3 (rs1057910) ปัจจุบันเทคนิค
ที่นิยมใช้ระบุความหลากหลายทางพันธุกรรม คือเทคนิค PCR-RFLP และ real-time PCR ซึ่งทั้งสอง
เทคนิคเป็นวิธีการที่มีราคาแพง มีหลายขั้นตอนและใช้ระยะเวลานาน คณะผู้วิจัยจึงพัฒนาเทคนิค 
allele-specific polymerase chain reaction (AS-PCR) สำหรับระบุจีโนไทป์ของยีน CYP2C9 
โดยผลผลิตพีซีอาร์ที่คาดหวังของ CYP2C9*2 คือ แถบไวลด์ไทป์ แถบกลายพันธุ์ และแถบควบคุม 
มีขนาด 154 230 และ 346 คู่เบสตามลำดับ ส่วนผลผลิตพีซีอาร์ที่คาดหวังของ CYP2C9*3 คือ แถบ
ไวลด์ไทป์ แถบกลายพันธุ์ และแถบควบคุมมีขนาด 128 200 และ 289 คู่เบสตามลำดับ การหาสภาวะ
ที่เหมาะสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ใช้อุณหภูมิ annealing และความเข้มข้นของ MgCl2 แตกต่างกัน 
พบว่า อุณหภูมิ annealing ที่ 65 องศาเซลเซียส และความเข้มข้นของ MgCl2 1.25 มิลลิโมลาร์ 
เป็นสภาวะที่เหมาะสม และยืนยันลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วย Sanger DNA sequencing สรุปได้ว่า
เทคนิค AS-PCR ที่พัฒนาขึ้นเป็นวิธีที ่ทำได้รวดเร็ว ทำได้ง่ายและมีต้นทุนต่ำ ซึ ่งสามารถระบุ  
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน CYP2C9 เพื่อใช้ในการพิจารณาปรับขนาดยาวาร์ฟารินที่
เหมาะสมสำหรับการรักษาได้ 
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Abstract 
 

CYP2 C9  is an enzyme that has effects on pharmacokinetics of warfarin, an 
anticoagulant drug. This drug is a narrow therapeutic index drug because genetic 
polymorphisms of CYP2C9 have high effect on warfarin response. Genetic diversity of 
CYP2C9 with effects on therapeutic drug of warfarin were CYP2C9*2 (rs1799853) and 
CYP2C9*3 (rs1057910). There are several methods available for genotyping such as 
PCR-RFLP and real-time PCR. However, both methods are expensive, manifold steps 
and time consuming. Hence, the researchers aimed to develop an allele-specific 
polymerase chain reaction (AS-PCR) method for CYP2C9 genotyping. The expected 
PCR products of CYP2C9*2 were 154 bp (wild type allele), 230 bp (mutant allele) and 
346 bp (control) whereas the expected PCR products of CYP2C9*3 were 128 bp (wild 
type allele), 2 0 0  bp (mutant allele) and 2 8 9  bp (control). The PCR reaction was 
optimized by adjusting annealing temperatures and MgCl2  concentration. The results 
revealed that annealing temperature at 65๐C and MgCl2 1.25  mM were the suitable 
PCR condition for both CYP2C9*2 and CYP2C9*3 genotyping. Sanger DNA sequencing 
method were used for result validation. In conclusion, AS-PCR developed in this study 
is a fast, simple and cost-effective technique to identify CYP2C9 genotype for warfarin 
dosage adjustment which is appropriate for the treatment. 
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บทนำ 

ยาวาร์ฟารินเป็นเป็นยาต้านการแข็งตัวของเลือด (anticoagulant) ในกลุ่ม vitamin K 
antagonist โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้ง clotting factor II VII IX และ X โดยยาจะรบกวนการ
ทำงานของเอนไซม์ vitamin K epoxide reductase (VKORC) และยับยั้งปฏิกิริยา carboxylation 
ของ protein C และ protein S (Goldhaber et al., 2013) เนื่องจากยาวาร์ฟารินเป็นยาที่มีช่วง
การรักษาแคบ (narrow therapeutic range) จึงต้องมีการติดตามการประเมินประสิทธิภาพและ
ผลข้างเคียงของยาอย่างสม่ำเสมอ โดยควบคุมค่า international normalized ratio (INR) ให้อยู่ใน
ระดับ 2.5±0.5 ยกเว้นกรณี mechanical prosthetic valves ที่มีความเสี่ยงสูงกว่าโดย therapeutic 
INR จะเท่ากับ 3.0±0.5 (สมาคมแพทย์โรคหัวใจแห่งประเทศไทย ในพระบรมราชูปถัมภ์, 2553) เพื่อ
ลดผลข้างเคียงจากการใช้ปริมาณยาที่ไม่เหมาะสม โดยปริมาณยาที่มากเกินไปจะทำให้เกิดภาวะ
เลือดออก และปริมาณยาที่น้อยเกินไปจะมีผลให้เลือดแข็งตัวเกิดการอุดตันเส้นเลือดในอวัยวะสำคัญ 
ส่งผลให้เกิดอันตรายต่อผู้ป่วย ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อยาวาร์ฟารินมีทั้งปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม เช่น อาหาร
ที่มีปริมาณวิตามินเคสูง เพศ อายุ (สุทธิดา และคณะ, 2559) และปัจจัยด้านพันธุกรรม ซึ่งเป็นปัจจัย
สำคัญ จากการศึกษาพบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนมีผลต่อการตอบสนองของยา  
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วาร์ฟารินแตกต่างกันถึงร้อยละ 30-90 โดยยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยาวาร์ฟารินคือ ยีน 
cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) และยีน VKORC1 เป็นหลัก โดยยีน VKORC1 เกี่ยวข้องกับการ
ยับยั้งการเปลี่ยนรูปของวิตามินเคในกระบวนการออกซิเดชั่นรีดักชั่น และยีน CYP2C9 เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการสลายยาวาร์ฟารินในตับ นอกจากนี้ CYP2C9 ยังมีบทบาทในการย่อยสลายยาที่ใช้ทาง
คลินิกอีกหลายชนิด เช่น ยากันชัก (antiepilectic drugs เช่น phenytoin) ยาต้านการอักเสบแบบ
ไม่ใช่สเตียรอยด์ (NSAIDs) เช่น celecoxib diclofenac ibuprofen mefenamic acid meloxicam 
naproxen และ piroxicam เป็นต้น (ชลภัทร, 2554) โดยภาวะพหุสัณฐานทางพันธุกรรมของยีน 
CYP2C9 ที่พบได้ทั ่วไป คือ CYP2C9*2 (c.430 C>T rs1799853) และ CYP2C9*3 (c.1075A>C 
rs1057910) (ภาพที ่ 1) ซึ ่งพบในประชากรไทยในภาคใต้ 0 และ 8.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
(Maneechay et al., 2017) และพบในชาวเอเชีย 0 และ 1.7-6.8 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (นิตย์สุภา 
และสุทธิดา, 2560) บุคคลที่มีอัลลีล CYP2C9*2 หรือ CYP2C9*3 มีความต้องการขนาดยาวาร์ฟาริน
ลดลงกว่าปกติ (Wattanachai et al., 2017) การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 
นิยมใช้เทคนิค PCR-RFLP และ real-time PCR โดยเทคนิค PCR-RFLP นั้นจำเป็นต้องใช้เอนไซม์
ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) ซึ่งมีราคาสูงและในขั้นตอนการย่อยผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเอนไซม์
ตัดจำเพาะต้องใช้เวลานาน ส่วนวิธี real-time PCR เป็นวิธีที่มีต้นทุนสูง และจำเป็นต้องใช้เครื่อง 
real-time PCR ด้วยข้อจำกัดของทั้งสองวิธีซึ่งมีความซับซ้อน ใช้เวลานาน รวมทั้งมีต้นทุนสูง แต่
เนื่องจากสถานพยาบาลมีผู ้รับบริการจำนวนมาก และบุคลากรที่ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการที่
ตรวจสอบ ความหลากหลายทางพันธุกรรมน้อย ผู้วิจัยจึงหาแนวทางตรวจสอบจีโนไทป์ที่สามารถ
นำมาใช้ในห้องปฏิบัติการที่ใช้เวลารวดเร็ว ลดขั้นตอนและสะดวกต่อทั้งผู้ให้บริการ ส่วนผู้รบับริการจะ
ทราบผลการทดสอบเร็วขึ้น คือ การตรวจสอบจีโนไทป์ของยีนด้วยเทคนิค allele-specific PCR ที่มี
ความจำเพาะกับลำดับนิวคลิโอไทด์ ซึ่งสามารถใช้จำแนกความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน  
การวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์พัฒนาเครื่องหมาย allele-specific PCR เพื่อระบุความหลากหลายของ
ของยีน CYP2C9  

 

 
 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของยีน CYP2C9 และตำแหน่งสนิปส์ CYP2C9*2 (c.430C>T rs1799853) และ  
 CYP2C9*3 (c.1075A>C rs1057910) 
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วิธีดำเนินการวิจัย 
การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบจีโนไทป์แล้วจำนวน 3 ตัวอย่าง ซึ่งได้รับการยืนยันผล

จีโนไทป์ด้วยวิธีมาตรฐาน Sanger DNA sequencing สกัดดีเอ็นเอจาก EDTA blood ด้วย 
QIAamp® DNA blood mini kit (Qiagen, CA, USA) หาปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วย
เครื่องวัดสารพันธุกรรม eppendrof BioPhotometer plus วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 
นาโนเมตร และออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อยีน CYP2C9 ที่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 
และ CYP2C9*3 (ตารางที่ 1) ตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Vector NTI และ 
NCBI primer blast อีกทั้งคำนวณอุณหภูมิขั้น annealing แล้วหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา
พีซีอาร์ สำหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ทราบจีโนไทป์แล้ว ด้วยเทคนิค allele-specific PCR โดย
กำหนดองค์ประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ตารางที่ 2) และกำหนดสภาวะสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
(ตารางที่ 3) สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 กำหนดอุณหภูมิขั้น annealing ที่ 59 61 63, 65 และ 67 
องศาเซลเซียส ส่วนสนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*3 กำหนดอุณหภูมิขั้น annealing ที่ 59 61 63 และ 
65 องศาเซลเซียส โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบจีโนไทป์จำนวน 3 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4) ที่สนิปส์ทั้ง 
2 ตำแหน่งคือ CYP2C9*2 และ CYP2C9*3 ทดสอบโดยแยกคู่ไพรเมอร์สนิปส์ละ 3 คู่ คือ ไพรเมอร์
คู่ควบคุม (wild type forward และ mutant reverse) ไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ (wild type forward 
และ wild type reverse) และไพรเมอร์คู ่กลายพันธุ์ (mutant forward และ mutant reverse) 
โดยตัวอย่างดีเอ็นเอที่ 1 และ 2 ใช้ตรวจสอบสนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 ส่วนสนิปส์ตำแหน่ง 
CYP2C9*3 ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอหมายเลข 1 2 และ 3 ในการทดสอบ จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์
โดยทำอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสความเข้มข้นร้อยละ 2.5 ด้วย 1XTAE ที่สภาวะ 100 โวลต์ เป็น
เวลา 50 นาที แล้วนำไปย้อมด้วยสารละลาย ethidium bromide และถ่ายภาพภายใต้ UV 
transluminator จีโนไทป์ของแต่ละรายจะอ่านตามขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ โดยเปรียบเทียบขนาด
กับ DNA ladder และในทุกตัวอย่างจะมีแถบของ internal control เพื่อตรวจสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
โดยผลผลิตพีซีอาร์ที่คาดหวังของสนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 คือ แถบดีเอ็นเอขนาด 346 230 และ 
154 คู่เบส โดยหากปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 346 และ 154 คู่เบส หมายความว่าตัวอย่างดีเอ็นเอ
นั้นมีจีโนไทป์แบบ homozygous wild type (C/C) หากปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 346 และ 230 
คู่เบส หมายความว่าตัวอย่างดีเอ็นเอนั้นมีจีโนไทป์แบบ homozygous mutant (T/T) และหาก
ปรากฏแถบดีเอ็นเอทั้ง 3 ขนาด คือ 346 230 และ 154 คู่เบส หมายความว่าตัวอย่างดีเอ็นเอนั้นมี 
จีโนไทป์แบบ heterozygous mutation (C/T) (ภาพที่ 2 ก) ส่วนผลผลิตพีซีอาร์ที่คาดหวังของสนิปส์
ตำแหน่ง CYP2C9*3 คือ แถบดีเอ็นเอขนาด 289 200 และ 128 คู่เบส โดยหากปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 289 และ 128 คู่เบส หมายความว่าตัวอย่างดีเอ็นเอนั้นมีจีโนไทป์แบบ homozygous wild 
type (A/A) หากปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 289 และ 200 คู่เบส หมายความว่าตัวอย่างดีเอ็นเอนั้นมี 
จีโนไทป์แบบ homozygous mutant (C/C) และหากปรากฏแถบดีเอ็นเอทั้ง 3 ขนาด คือ 289 200 
และ 128 คู่เบส หมายความว่าตัวอย่างดีเอ็นเอนั้นมีจีโนไทป์แบบ heterozygous mutation (A/C) 
(ภาพที่ 2 ข) จากนั้นนำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากเทคนิค allele-specific PCR มายืนยันผลโดยการหา
ลำดับนิวคลิโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing 
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ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทำพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบความหลากหลายของยีน CYP2C9 

สนิปส์ ชื่อไพรเมอร์ ไพรเมอร์ (5’-3’) 
ขนาดผลผลิตพีซีอาร์ 

(bp) 
CYP2C9*2 
(NM_000771.3: 
c.430C>T)  
rs1799853 

CYP2C9*2_WF GGGATCTCCCTCCTAGTTTCGT 154 
CYP2C9*2_WR GGGCTTCCTCTTGAACCCG 
CYP2C9*2_MF GAAGAGGAGCATTGAGGCCT 230 
CYP2C9*2_MR GCAAATTCCCTTGGCTCTCAG 

CYP2C9*3 
(NM_000771.3: 
c.1075A>C) 
rs1057910 

CYP2C9*3_WF GTCCAGGAAGAGATTGAACGTGT 128 
CYP2C9*3_WR CTGGTGGGGAGAAGGTCCAT 
CYP2C9*3_MF GCACGAGGTCCAGAGATCCC 200 
CYP2C9*3_MR GAGTTATGCACTTCTCTCACCCG 

 

หมายเหตุ: internal control ของ CYP2C9*2 ได้แก่ ไพรเมอร์ CYP2C9*2_WF กับ CYP2C9*2_MR ผลผลิต 
 พีซีอาร์ขนาด 346 bp และ CYP2C9*3 ได้แก่ ไพรเมอร์ CYP2C9*3_WF กับ CYP2C9*3_MR  
 ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 289 bp 

 
ตารางที่ 2 องค์ประกอบสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

fraction stock final conc. 1X(10 µl) 
distilled water - - 2.85 µl 
PCR buffer  10X 1X 1 µl 
betaine 5X 1X 2 µl 
MgCl2 50 mM 1.25 mM  0.25 µl 
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 0.8 µl 
forward primer 10 µl 1 µl 1 µl 
reverse primer 10 µl 1 µl 1 µl 
taq polymerase  5 U/µl 0.5 U 0.1 µl 

total mastermix 9 µl 
DNA 50 ng/µl 50 g 1 µl 

 
ตารางที่ 3 สภาวะสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร ์

steps temp (๐c) time cycle 
initial denaturation 95 5 min 1 Cycle 
denature 95 30 sec repeat  

34  
cycles 

annealing * 30 sec 
extension 72 30 sec 
final extension 72 10 min 1 
hold 15 forever 

 

หมายเหตุ: * กำหนดอุณหภูมิสำหรับ annealing ต่างกันคือ สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 : 59 61 63 65 
และ 67 องศาเซลเซียส และสนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*3 : 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส  
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ตารางที่ 4 ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ทดสอบคู่ไพรเมอร์ของสนิปส์ CYP2C9*2 และ CYP2C9*3 

SNPs คู่ไพรเมอร์ 
ขนาดแถบดีเอ็นเอ ตัวอย่างดีเอ็นเอ 

(bp) 1 2 3 
CYP2C9*2 
(c.430C>T)  

control 346 + + ไม่มี
ตัวอย่างดี

เอ็นเอ 
wild type 154 + + 
mutant 230 + - 

CYP2C9*3 
(c.1075A>C) 

control 289 + + + 
wild type 128 + + + 
mutant 200 - - + 

 

หมายเหต:ุ + หมายถึง พบแถบดีเอ็นเอ  
 - หมายถึง ไม่พบแถบดีเอ็นเอ 

 
ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย  

จากการหาสภาวะที่เหมาะสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของยีน CYP2C9 ด้วยเครื่องหมาย allele-specific PCR โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบ  
จีโนไทป์จำนวน 3 ตัวอย่าง คือ ตัวอย่างที่ 1 2 และ 3 (ตารางที่ 4) ที่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 
ทดสอบด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอหมายเลข 1 (จีโนไทป์แบบ C/T) และ 2 (จีโนไทป์แบบ C/C) ทดสอบ
อุณหภูมิขั้น annealing ที่ 59 61 63 65 และ 67 องศาเซลเซียส พบว่าไพรเมอรคู่ไวลด์ไทป์ ให้แถบ
ดีเอ็นเอขนาด 154 คู่เบส ทุกอุณหภูมิของทั้งสองตัวอย่าง แต่ที่อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซียส  ปรากฏ
เป็นแถบจาง (ภาพที่ 2 ก) สรุปว่าอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสำหรับ
ปฏิกิร ิยาพีซีอาร์ขั ้น annealing ส่วนไพรเมอร์คู่กลายพันธุ์ ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 230 คู ่เบส  
ทุกอุณหภูมิของตัวอย่างที่ 1 แต่ปรากฏเป็นแถบจาง ที่อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซียส  แต่ตัวอย่างที่ 2 
ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาด 230 คู่เบส ทุกอุณหภูมิ และยังพบแถบดีเอ็นเอที่ไม่จำเพาะ ที่อุณหภูมิ 59  
61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ทั้งสองตัวอย่าง (ภาพที่ 2 ข) จึงสรุปว่าอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นอุณหภูมิขั้น annealing ที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ เนื่องจากเห็นแถบดีเอ็นเอขนาด 
230 คู่เบส ชัดเจนและพบแถบดีเอ็นเอไม่จำเพาะจำนวนน้อยและจาง และไพรเมอร์คู่สุดท้าย คือ 
ไพรเมอร์คู่ควบคุม ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 346 คู่เบส และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอไม่จำเพาะทุกอุณหภูมิ
ทั ้งสองตัวอย่าง (ภาพที่ 2 ค) สามารถสรุปได้ว่าอุณหภูมิขั ้น annealing ทุกอุณหภูมิที ่ทดสอบ
เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์นี้ ส่วนที่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*3 จากการหาสภาวะที่เหมาะ
สำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ของไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ และควบคุม ทดสอบด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอหมายเลข 1 
(จีโนไทป์แบบ A/A) และ 2 (จีโนไทป์แบบ A/A) กำหนดความแตกต่างของอุณหภูมิขั้น annealing 
ดังนี้ 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 128 คู่เบส ทุก
อุณหภูมิทั้งสองตัวอย่าง (ภาพที่ 3 ก) สรุปว่าอุณหภูมิที่ดีที่สุดสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ขั้น annealing 
คือ 65 องศาเซลเซียส เนื่องจากมีขนาดของแถบดีเอ็นเอขนาด 128 คู่เบสที่จำเพาะ และไม่พบแถบ  
ดีเอ็นเอไม่จำเพาะ ส่วนไพรเมอร์คู่ควบคุมให้แถบดีเอ็นเอขนาด 289 คู่เบส และไม่พบแถบดีเอ็นเอ 
ไม่จำเพาะทุกอุณหภูมิทั้งสองตัวอย่าง (ภาพที่ 3 ข) ดังนั้นอุณหภูมิขั ้น annealing ทุกอุณหภูมิที่



64      วารสารวิชชา มหาวิทยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช 

 

 WICHCHA JOURNAL Vol. 39 No. 1 January – June 2020 

 

ทดสอบเหมาะสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์นี้ และไพรเมอร์คู่สุดท้ายคือไพรเมอร์คู่กลายพันธุ์ ให้ผลผลิต
พีซีอาร์ที่คาดหวังขนาด 200 คู่เบส ทดสอบด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอหมายเลข 1 (จีโนไทป์แบบ A/A) 
และ 2 (จีโนไทป์แบบ A/A) ไม่พบแถบดีเอ็นเอทุกอุณหภูมิทั้งสองตวัอย่างรวมทัง้ตัวอย่างควบคุมแบบ
ลบ (no template DNA, NTC) (ภาพที่ 3 ค) จึงทดสอบเพิ่มด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอหมายเลข 1 (จีโนไทป์
แบบ A/A) และ 3 (จีโนไทป์แบบ A/C) ใช้อุณหภูมิขั้น annealing ที่ 65 องศาเซลเซียส (อ้างอิง
อุณหภูมิที่ดีที่สุดจากไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ ) โดยเปรียบเทียบกับไพรเมอร์คู่ควบคุมและไวลด์ไทป์   
จากการทดสอบปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 128 (wild type) และ 289 (control) คู่เบส ทั้งสอง
ตัวอย่าง แต่ตัวอย่างหมายเลข 3 ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 200 (mutant) คู่เบส ในขณะที่ตัวอย่าง
หมายเลข 1 ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอนี้ (ภาพที่ 3 ง) สรุปว่าอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิ
ขั้น annealing ที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์นี้ 

การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน มีหลายเทคนิค เช่น real-time PCR 
PCR-RFLP และการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความซับซ้อน ใช้เวลานานและ
ราคาค่าตรวจสูง (Tyagi et al., 2018) เทคนิค allele-specific PCR เป็นเทคนิคที่สามารถระบุจีโนไทป์
ที่มีตำแหน่งสนิปส์ ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความสะดวก ใช้เวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง ง่ายต่อการแปลผล
และราคาค่าตรวจถูกกว่าวิธีข้างต้น (Wangkumhang et al., 2007; Tyagi et al., 2018) จากการหา
สภาวะที่เหมาะสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ของยีน CYP2C9 ที่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 ไพรเมอร์คู่
ไวลด์ไทป์และควบคุม ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอไม่จำเพาะ แต่ไพรเมอร์คู่กลายพันธุ์มีแถบดีเอ็นเอ  
ไม่จำเพาะเกิดขึ้น อาจเนื่องจากมีความเข้มข้นของสารละลาย MgCl2 มากเกินไป เป็นผลให้ไพรเมอร์
สามารถจับกับสายดีเอ็นเอเป็นแถบดีเอ็นเอไม่จำเพาะได้ (Park and Kohel, 1994) ส่วนสนิปส์
ตำแหน่ง CYP2C9*3 พบเพียงแถบดีเอ็นเอจำเพาะ แต่การทดสอบไพรเมอร์คู ่กลายพันธุ์  ไม่ได้
กำหนดความแตกต่างของอุณหภูมิขั ้น annealing ซึ ่งแตกต่างจากการทดสอบไพรเมอร์คู ่อื่น 
เนื่องจากประชากรที่มีลักษณะการกลายพันธุ์ของสนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*3 ดังตัวอย่างหมายเลข 3 
มีดีเอ็นเอปริมาณน้อยมาก ทำให้ตัวอย่างไม่เพียงพอต่อการทดสอบที่สภาวะอุณหภูมิอื่น  ดังนั้น
อุณหภูมิสำหรับปฏิกิริยาขั้น annealing ที่เหมาะสมที่สุด คือ 65 องศาเซลเซียส ของทุกคู่ไพรเมอร์ 
เนื่องจากไม่พบแถบดีเอ็นเอไม่จำเพาะหรือพบได้น้อยมาก   
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ภาพที่ 2 แถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน CYP2C9 ที่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 (c.430  

 C>T) (ก) ใช้ไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ ขนาด 154 คู่เบส (ข) ใช้ไพรเมอร์คู่กลายพันธุ์ ขนาด 230  
 คู่เบส (ค) ใช้ไพรเมอร์คู่ควบคุม ขนาด 346 คู่เบส ซึ่งแถวที่ 1 แทน DNA ladder 100 คู่เบส  
 แถวที่ 2-6 ดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 1 (จีโนไทป์แบบ C/T) โดยอุณหภูมิขั ้นตอน annealing  
 ได้แก่ 59 61 63 65 และ 67 องศาเซลเซียส ตามลำดับ แถวที่ 7-11 ดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 2  
 (จีโนไทป์แบบ C/C) โดยอุณหภูมิขั้นตอน annealing ได้แก่ 59 61 63 65 และ 67 องศา 
 เซลเซียส ตามลำดับ และแถวสุดท้ายคือ แถวที่ 12 กลุ่มควบคุมแบบลบ (no template  
 DNA, NTC)  

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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ภาพที ่ 3 แถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีน CYP2C9 ที ่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*3 
(c.1075A>C) (ก) ใช้ไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ ขนาด 128 คู่เบส (ข) ใช้ไพรเมอร์คู่ควบคุม

(ข) 

(ค) 

(ง) 

(ก) 
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ขนาด 289 คู่เบส (ค) ใช้ไพรเมอร์คู่กลายพันธุ์ขนาด 200 คู่เบส ซึ่งแถวที่ 1 DNA ladder 
100 คู่เบส แถวที่ 2-5 ดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 1 (จีโนไทป์แบบ A/A) โดยอุณหภูมิขั้นตอน 
annealing ได้แก่ 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ตามลำดับ แถวที ่ 6-9 ดีเอ็นเอ
ตัวอย่างที่ 2 (จีโนไทป์แบบ A/A) โดยอุณหภูมิขั้นตอน annealing ได้แก่ 59 61 63 และ 
65 องศาเซลเซียส ตามลำดับ และแถวที่ 12 กลุ่มควบคุมแบบลบ (no template DNA) 
(ง) ใช้ไพรเมอร์คู่กลายพันธุ์ ขนาด 200 คู่เบส เปรียบเทียบกับไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์ และ
ควบคุม ที่อุณหภูมิขั้นตอน annealing 65 องศาเซลเซียส โดยแถวที่ 1 DNA ladder 100 
คู่เบส แถวที่ 2 4 และ 6 คือดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 1 ไพรเมอร์คู ่ควบคุม ไวลด์ไทป์ และ 
กลายพันธุ์ ตามลำดับ แถวที ่ 3 5 และ 7 ดีเอ็นเอตัวอย่างที ่ 3 (จีโนไทป์แบบ A/C)  
ไพรเมอร์คู่ควบคุม ไวลด์ไทป์ และกลายพันธุ์ ตามลำดับ  

 
สรุปผลการวิจัย  

จากการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อยีน CYP2C9 ที่สนิปส์ตำแหน่ง CYP2C9*2 
และ CYP2C9*3 พบว่าสภาวะที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ทุกคู่ไพรเมอร์ของสนิปส์ทั้งสอง
ตำแหน่ง คืออุณหภูมิสำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ขั้นตอน annealing ที่ 65 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ
ผลผลิตพีซีอาร์ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรส ที่สภาวะ 100 โวลต์ ใช้เวลา 50 นาที และผลผลิต
พีซีอาร์ของตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ทดสอบสนิปส์ทั้งสองตำแหน่งที่ยืนยันผลด้วยวิธี Sanger DNA 
sequencing โดยการทำ nucleotide blast กับ NCBI reference sequence: NG_008385.2
พบว่ามีความสอดคล้องกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CYP2C9 ในฐานข้อมูล NCBI 100 เปอร์เซ็นต์ 
 
ข้อเสนอแนะ 

การศึกษานี้ยังมีข้อจำกัดในการตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีที ่พัฒนาขึ้น เนื่องจาก
ข้อจำกัดของจำนวนตัวอย่างที่ดีเอ็นเอทราบจีโนไทป์แล้ว ซึ่งยังไม่ครอบคลุมจี โนไทป์ที่เป็นไปได้
ทั ้งหมดของสนิปส์ทั ้งสองตำแหน่ง โดยเฉพาะตัวอย่าง homozygous mutation ของสนิปส์ 
CYP2C9*2 และ CYP2C9*3 ซึ ่งเป็นจีโนไทป์ที่พบได้น้อยมากในประชากรไทย โดยขณะนี้ทาง
คณะผู้วิจัยกำลังดำเนินการขอความอนุเคราะห์ตัวอย่างจากห้องปฏิบัติการอื่น ๆ 

การศึกษานี้เป็นเพียงการศึกษานำร่องเพื่อพัฒนาวิธี AS-PCR สำหรับใช้สำหรับตรวจหา 
จีโนไทป์ของยีน CYP2C9 ดังนั้นผลสรุปสภาวะพีซีอาร์ที่ได้ในครั้งนี้ พบว่ายังมีผลผลิตพีซีอาร์ที่ไม่
จำเพาะปรากฏอยู่ คณะผู้วิจัยจึงมีแผนการพัฒนางานต่อไป โดยจะมีการปรับจากการทำ singleplex 
AS-PCR ซึ่งต้องแยกหลอดสำหรับไพร์เมอร์แต่ละคู่ เปลี่ยนเป็น multiplex AS-PCR ของสนิปส์ 
ทั้งสองตำแหน่ง ซึ่งจะช่วยให้สามารถทำได้สะดวก รวดเร็วขึ้น และมีต้นทุนลดลง เหมาะสมสำหรับ
นำมาใช้ในห้องปฏิบัติการโรงพยาบาล โดยในการพัฒนาเป็น multiplex AS-PCR นั้นอาจจะมีการ
ปรับอุณหภูมิสำหรับพีซีอาร์ขั้นตอน annealing ความเข้มข้นของ MgCl2 รวมทั้งสัดส่วนความเข้มข้น
ของไพรเมอร์อีกครั้ง เพื่อปรับลดผลผลิตพีซีอาร์ที่ไม่จำเพาะและให้ได้สภาวะพีซีอาร์ที่เหมาะสม
มากที่สุด 
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