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ABSTRACT 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency is a common genetic disorder affecting populations 

worldwide, especially in Southeast Asia, where the Viangchan variant is prevalent. Most individuals with this 

condition live normal lives but are at risk of red blood cell destruction when exposed to certain triggers, such 

as fava beans or antimalarial drugs like primaquine. Current screening methods have limitations, particularly in 

heterozygous females, who may present with normal test results and remain undiagnosed. This study aimed 

to develop DNA strip test kits as an alternative screening method prior primaquine administration. The test was 

performed on 15 malaria patients in Kanchanaburi Province, Thailand. Among them, one case of G6PD 

Viangchan (heterozygous) and one case of G6PD Mahidol (hemizygous) were identified. However, when 

compared with DNA sequencing results, the DNA strip test produced false-negative outcomes, indicating that 

the current version requires further development. Despite this limitation, the DNA strip test shows promise as 

a new screening approach, particularly for identifying heterozygous females at risk before receiving primaquine. 

With further refinement, it could become a valuable tool for improving patient safety in malaria treatment. 
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บทคดัย่อ 

โรคพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (G6PD deficiency) เป็นโรคทางพนัธุกรรมที่พบได้บ่อยในประชากรโลก โดยเฉพาะใน

ภูมภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้เช่น ประเทศไทย ทีม่กีารรายงานการพบเชือ้สายเวยีงจนัทน์ (Viangchan) และมหดิล 

(Mahidol) เป็นหลกั ผูป่้วยส่วนใหญ่สามารถใชช้วีติไดป้กต ิแต่มคีวามเสีย่งต่อภาวะเมด็เลอืดแดงแตกเฉียบพลนัเมื่อ

ได้รบัสารกระตุ้น เช่น ถัว่ปากอ้า หรอืยาต้านมาลาเรยีชนิดไพรมาควนิ (primaquine) ปัญหาสําคญัของการตรวจคดั

กรองในปัจจุบนัคอืความแม่นยําตํ่าในผู้หญิงที่มภีาวะเฮเทอโรไซกสั (heterozygous) เน่ืองจากวธิกีารตรวจวดัระดบั

เอนไซม์แบบเดมิอาจให้ผลปกติแม้มพีนัธุกรรมผดิปกติ เพื่อแก้ไขขอ้จํากดัน้ี มกีารพฒันาชุดทดสอบดเีอ็นเอ (DNA 

Strip test kits) ทีส่ามารถตรวจจบัการกลายพนัธุ์ของยนี G6PD โดยตรง จากการทดลองในผูป่้วยมาลาเรยี 15 รายที่

จงัหวดักาญจนบุร ีพบผูม้ภีาวะพร่องเอนไซมช์นิดเวยีงจนัทน์และมหดิลอย่างละ 1 ราย อย่างไรกด็ ีเมื่อเปรยีบเทยีบกบั

วิธีหาลําดบัดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA sequencing) พบว่าชุดทดสอบยงัให้ผลลบปลอม บ่งชี้ถึงความจําเป็นในการ

ปรบัปรุงความไวของการทดสอบ แมม้ขีอ้จาํกดัในปัจจุบนั ชุดทดสอบดเีอน็เอถอืเป็นนวตักรรมทีม่ศีกัยภาพสาํหรบัการ

คดักรองกลุ่มเสีย่ง โดยเฉพาะผูห้ญงิเฮเทอโรไซกสัทีต่ดิเชือ้มาลาเรยี ซึง่ตอ้งการการใชย้าตา้นมาลาเรยีชนิดไพรมาควนิ

อย่างปลอดภัย การพฒันาต่อยอดนวตักรรมน้ีจะช่วยลดความเสี่ยงจากการเกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตกได้อย่างมี
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บทนํา 

โรคพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีสามารถพบได้ 400 ล้านคนทัว่โลก (Garcia et al., 2021) โดยในไทยจะพบจีซิกพีดี

เวยีงจนัทน์และจซีิกพดีมีหดิลเป็นหลกั โรคพร่องเอนไซม์จซีิกพดีเีป็นโรคทางพนัธุกรรมที่มกีารกลายพนัธุ์ของยนีที่

สรา้งเอนไซมจ์ซีกิพดีทีําใหไ้ดเ้อนไซมท์ีม่ปีระสทิธภิาพในการทาํงานน้อยกว่าปกต ิซึง่จะพบในเพศชายไดม้ากกว่าเพศ

หญิง ซึ่งจีซิกพีดีมีความสําคัญในการช่วยรักษาเสถียรภาพของเม็ดเลือดแดงจากอนุมูลอิสระ (Kruger & von 

Schaewen, 2003) ผู้ที่มภีาวะพร่องเอนไซม์จซีิกพดีสีามารถเกดิเมด็เลอืดแดงแตกได ้โดยปัจจยักระตุ้นการแตกของ

เมด็เลอืดแดง คอื ถัว่ปากอา้และไดร้บัยาต้านมาลาเรยีเช่น ยาไพรมาควนิ ซึ่งไพรมาควนิจงึมคุีณสมบตัทิัง้ในดา้นการ

รกัษาและการป้องกนัการกลบัมาเป็นซ้ําของโรคได ้(Lalloo et al., 2016) เน่ืองดว้ยยนีควบคุมการสรา้งเอนไซมจ์ซีกิพดีี

อยู่บนโครโมโซมเอก็ซ์ และความผดิปกตทิางพนัธุกรรมของภาวะพร่องเอนไซมช์นิดน้ีมกีารถ่ายทอดแบบยนีดอ้ยทาง

โครโมโซมเอก็ซ์ ดงันัน้ผูท้ีม่ภีาวะพร่องเอนไซมจ์ซีกิพดีใีนเพศชายจงึแสดงความผดิปกตขิองภาวะพร่องเอนไซม์จซีกิพี

ดเีมื่อได้รบัโครโมโซมขา้งที่ผดิปกติแบบเฮมไิซกสั (Hemizygote) ในขณะที่เพศหญิงซึ่งมโีครโมโซมเอ็กซ์ 2 ขา้งจะ

แสดงอาการผิดปกติเมื่อได้รับการถ่ายทอดจีซิกพีดีที่ผิดปกติมาทัง้ 2 ข้างของโครโมโซมแบบโฮโมไซกัส 

(Homozygote) ซึ่งจะมกีารแสดงออกของภาวะพร่องเอนไซม์จซีิกพดีทีี่ชดัเจน ส่วนในเพศหญิงทีม่คีวามผดิปกตทิาง

พนัธุกรรมแบบเฮเทอโรไซกัส (Heterozygote) ซึ่งมีความผิดปกติของโครโมโซมเอ็กซ์เพียงข้างเดียวจึงอาจมีการ

แสดงออกของเอนไซมเ์ป็นปกตหิรอืตํ่ากว่าได ้โดยภาวะปกตขิองผูห้ญงิทีม่คีวามผดิปกตทิางพนัธุกรรมของยนี จซีกิพดีี

ชนิดเฮเทอโรไซกสัจะไม่แสดงอาการผดิปกตจินกว่าจะไดร้บัยาไพรมาควนิหรอืสารเคมทีีก่่อใหเ้กดิอนุมูลอสิระภายใน

เมด็เลอืดแดงเพิม่ขึน้ แต่จะสามารถถ่ายทอดยนีจซีกิพดีทีีผ่ดิปกตติ่อไปได ้(Chu et al., 2017) ดงันัน้การตรวจวนิิจฉยั

ภาวะพร่องเอนไซม์จซีกิพดีไีด้อย่างถูกต้องจงึมคีวามสําคญัต่อการรกัษาและการป้องกนัการเกิดการแตกทําลายของ

เมด็เลอืดแดงอย่างฉบัพลนัและภาวะแทรกซอ้นทีอ่าจตามมาหลงัจากการไดร้บัยาไพรมาควนิหรอืสารอนุมลูอสิระอื่นๆ 

ได ้โดยทัว่ไปการตรวจวนิิจฉยัความผดิปกตน้ีิจาํเป็นตอ้งอาศยัการตรวจพเิศษเพื่อช่วยสนับสนุนการวนิิจฉยัภาวะพร่อง

เอนไซม์จซีกิพดีดีงักล่าว ไดแ้ก่ การตรวจคดักรอง (Screening test) เช่น Fluorescent spot test (FST) มคีวามไวและ

ความจาํเพาะ 95% (Thielemans et al., 2018) และ Methemoglobin reduction (MR) test มคีวามไวอยู่ที ่85.7% และ

ความจําเพาะอยู่ที่ 98.1% (Sanpavat et al., 2001) การยนืยนัการทอดสอบ (Confirm test) ได้แก่ การวดัระดบัของ

เอนไซม์ จีซิกพีดีเชงิปริมาณวิเคราะห์ (Quantitative G6PD activity assay) มีความไวอยู่ที่ 89% และความจําเพาะ 

96% (Thielemans et al., 2018) สุดท้ายคือ พีซีอาร์ (PCR) มีความไวและความจําเพาะ 100% (Sanpavat et al., 

2001) ข้อด ีคือ สามารถตรวจหายนีที่เกิดจากการกลายพนัธุ์ได้ ส่วนข้อเสียคือต้องใช้ผู้ที่มคีวามชํานาญและราคา

ค่อนข้างสูง (Hsu et al., 2014) เทคนิคพีซีอาร์ เช่น เทคนิคเอชอาร์เอ็ม (high resolution melting curve analysis, 

HRM), และเทคนิคการหาลําดบัดเีอ็นเอ (DNA sequencing) (Boonyuen et al., 2021) งานวจิยัน้ีจงึได้ทําการพฒันา

ชุดทดสอบดเีอ็นเอ เพื่อใช้ในการคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ก่อนการใช้ยาต้านมาลาเรยี โดยเฉพาะในเพศ

หญงิกลุ่มเฮเทอโรไซกสัซึง่อาจไม่แสดงความผดิปกตใินการตรวจทัว่ไป เพื่อลดความเสีย่งในการเกดิภาวะเมด็เลอืดแดง

แตกจากการไดร้บัยาไพรมาควนิในขนาดสงู 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

โรคจซีกิพดีหีรอืโรคพร่องเอนไซมจ์ซีกิพดี ีสามารถพบได ้400 ล้านคนทัว่โลก ซึ่งพบมากทีสุ่ดในเพศชาย โดยจซีกิพดีี

จะพบได้ประมาณ ร้อยละ 5-20 ในบรเิวณที่มกีารระบาดของมาลาเรยีซึ่งมาจากการได้เปรยีบในการอยู่รอดหรอืการ

คัดเลือกตามธรรมชาติ (natural selection) ของการพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีต่อการติดเชื้อมาลาเรีย (Tantular & 

Kawamoto, 2021) โดยผูท้ีม่ภีาวะทีพ่ร่องเอนไซมจ์ซีกิพดีมีกัจะแสดงอาการและดําเนินชวีติไดป้กต ิอย่างไรกต็ามผูท้ีม่ ี

ภาวะพร่องเอนไซมจ์ซีกิพดีมีคีวามเสีย่งทีจ่ะเกดิเมด็เลอืดแดงแตกเฉียบพลนัโดยการกระตุน้จากการตดิเชือ้, การกนิถัว่

ปากอ้าและยาทีม่ศีกัยภาพในการออกซเิดชัน่สูง (Tantular & Kawamoto, 2021) เอนไซม์ จซีกิพดีเีป็นเอนไซมท์ีอ่ยู่ใน
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กระบวนการเมทาบอลซิมึในวฏัจกัรเพนโทสฟอสเฟต ซึง่เกดิขึน้ทีไ่ซโตซอล เอนไซมจ์ซีกิพดีมีหีน้าทีใ่นการกําจดัอนุมลู

อสิระภายในเซลล์ทีม่นิีวเคลยีสและไม่มนิีวเคลยีส เซลล์ทีม่นิีวเคลยีสสามารกัษาเสถยีรภาพภายในเซลล์ได ้แต่เซลลท์ี่

ไม่มนิีวเคลยีส เช่น เมด็เลอืดแดงจะต้องอาศยัเอนไซมจ์ซีกิพดีใีนการกําจดัอนุมูลอสิระออกไป โดยเอนไซม์จซีกิพดีจีะ

เปลี่ยน กลูโคส 6-ฟอสเฟต เป็น 6-ฟอสโฟกลูโคเนต พรอ้มทัง้ผลติ NADPH ซึ่ง NADPH จะเปลี่ยนออกซไิดซ์กลูตา้ไธ

โอน เป็นรดีวิซ์กลูต้าไธโอน เพิม่มากขึ้นเพื่อเปลี่ยนอนุมูลอิสระให้กลายเป็นน้ํา (Gómez-Manzo et al., 2016) ผู้ที่มี

ภาวะพร่องเอนไซม์จซีกิพดีทีีม่รีะดบัเอนไซม์ >6 U/gHb (>70% ของคนปกต)ิ จะไดร้บัยาทาเฟโนควนิ ปรมิาตร 300 

mg ครัง้เดยีวและผูท้ีม่ภีาวะพร่องเอนไซมจ์ซีกิพดีทีีร่ะดบัเอนไซม ์4-6 U/gHb (30%-70% ของคนปกต)ิ จะไดร้บัยาไพร

มาควิน 15 mg วนัละครัง้ นาน 14 วนั และ ระดบัเอนไซม์ G6PD < 4 U/gHb (<30% ของระดบัปกติ) จ่ายยา ไพร

มาควนิ 45 มก. สปัดาห์ละครัง้ นาน 8 สปัดาห์ (al., 2021) โดยมงีานวจิยัก่อนหน้าน้ีไดก้ล่าวไวเ้กี่ยวกบัระดบัเอนไซม์

ในเพศหญงิและเพศชายซึง่เพศชายแบบเฮมไิซกสั โดยระดบัเอนไซมจ์ะอยู่ในช่วง 2.68 ± 1.37 U/gHb แต่ในเพศหญงิ

สามารถพบไดแ้บบโฮโมไซกสัและเฮเทอโรไซกสั โดยมกีารรวมกนัระหว่างระดบัเอนไซม์จซีกิพดีทีี่ปกตกิบัการพร่อง

เอนไซม์จซีิกพดีโีดยมรีะดบัตํ่ากว่าค่าปกตซิึ่งระดบัเอนไซม์จซีิกพดีขีองเฮเทอโรไซกสัในเพศหญิงคอื 11.04 ± 4.97 

U/gHb ซึ่งเป็นระดบัที่สามารถให้ยาต้านมาลาเรียในปริมาณที่สูงได้ทัง้ที่มกีารพร่องเอนไซม์จซีิกพีดีอยู่ ดงันัน้การ

ประเมนิแค่ระดบัเอนไซม์อาจจะผดิพลาดได้โดยเฉพาะในกลุ่มเพศหญงิแบบเฮเทอโรไซกสั(Sudsumrit et al., 2022) 

สมมติฐานการวิจยั 

เทคนิคปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอเรสแบบมลัตเิพลก็ซ์ร่วมกบัแถบดเีอน็เอทีพ่ฒันาขึน้สามารถระบุการกลายพนัธุข์องยนีจี

ซกิพดีชีนิดเวยีงจนัทน์และมหดิลไดอ้ย่างถูกตอ้งและแม่นยาํ 

กรอบแนวคิดการวิจยั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

1) ประชากรและกลุ่มตวัอย่าง 

จากการศกึษาก่อนหน้าน้ีไดร้ายงานอตัราการเกิดการกลายพนัธุ์จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์ในผูป่้วยตดิเชื้อ Plasmodium ใน

ประเทศไทยที่ร้อยละ 1.25% โดยใช้สูตรสําหรบัการคํานวณขนาดตัวอย่างในกรณีที่มีสดัส่วนประชากรเดียว การ

คาํนวณดาํเนินการภายใตช้่วงความเชื่อมัน่ 99% (CI) และค่าความคลาดเคลื่อน 3% ไดเ้ท่ากบั 91 คน โดยไดท้าํการสุ่ม

ตวัอย่างผูป่้วยมาลาเรยีมา 15 คนมาทาํการทดสอบ (n=15) 

2) การออกแบบไพรเมอรส์ําหรบัเทคนิคพซีอีาร์เอชอารเ์อม็สาํหรบัชุดทดสอบดเีอน็เอทีพ่ฒันาขึน้ และการเตรยีมพลาส

มดิดเีอน็เอสาํหรบัการกลายพนัธุข์องยนีจซีกิพดี ี 

การออกแบบไพรเมอร์สําหรบัการกลายพนัธุ์ยนีจซีิกพีดีด้วยเทคนิคพซีีอาร์เอชอาร์เอ็มสําหรบัชุดทดสอบดีเอ็นเอ 

(สตริป เทสต์ คิท) จะใช้ไพรเมอร์จากงานวิจยัก่อนหน้าน้ี (Boonyuen et al., 2021) และนําเอามา Alignmemt ใน 

BIOEDIT จากนัน้ไดท้ําการ modification ไพรเมอร์เพื่อใหม้คีวามจําเพาะมากขึน้ จากนัน้ทํานายอุณหภูมหิลอมเหลว

ดว้ย โปรแกรม uMelt Quartz และนําไปใชใ้นชุดทดสอบดเีอน็เอต่อไป 

ออกแบบไพรเ์มอรแ์ละพลาสมิด 

ทดสอบซิงเกิลเพลก็ซ์พีซีอารเ์อชอารเ์อม็ 

 

เพื่อพฒันาปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอเรสแบบมลัตเิพลก็ซ์ร่วมกบัแถบดเีอน็เอสาํหรบัระบุการกลายพนัธุข์องจซีกิพดีเีวยีงจนัทรแ์ละมหดิล 

พฒันาชุดทดสอบดีเอน็เอ 

 
ทดสอบความไวและความจาํเพาะกบัการตรวจหาลาํดบัดีเอน็

 

 

ทดสอบมลัติเพลก็ซ์พีซีอารเ์อชอารเ์อม็ 

พลาสมิดดีเอน็เอ 
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ในงานวจิยัน้ีไดท้ําการหาลําดบันิวคลโีอไทดท์ีจ่ําเพาะต่อการกลายพนัธุ์ของ ยนีจซีกิพดีไีดแ้ก่ จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์, จซีกิพดีี

มหดิล, Human positive control และ internal control เพื่อส่งสงัเคราะหด์เีอน็เอ ซึง่เป็นการสงัเคราะหใ์น pUC57 vector  

3) การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วยเทคนิคซิงเกลิเพลก็ซ์พซีีอาร์เอชอาร์เอ็มสําหรบักลายพนัธุ์

ของยีนจีซิกพีดี และการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีด้วยเทคนิค

มลัตเิพลก็ซ์พซีอีารเ์อชอารเ์อม็ 

การทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอรต์่อการกลายพนัธุข์องยนีจซีกิพดีเีวยีงจนัทน์และจซีกิพดีมีหดิล โดยใช ้พลาสมดิ

ดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอแม่แบบของการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีส่วนประกอบในแต่ละ ปฏิกิริยามีปริมาณ 20 µL 

ประกอบด้วย  0.5X Hotstart PCR Master mix (Apsalagen co.ltd., Thailand), 0.25 µM forward primer, 0.25 µM 

reverse primer, Midori Green Xtra 1 µL, DNA 3 µL และน้ํา 10 µL จากนัน้นําเข้าเครื่อง Q1600 Real-time PCR 

(Bio-gener) โดยการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยใชส้ภาวะ initial denature 95°C 5 นาท1ี รอบ แล้วตามดว้ย 29 รอบของ 

denature 95°C 30 วินาที, annealing 61°C 30 วินาทีและ extension 72°C 30 วินาทีและ final extension 72°C 2 

นาท ี1 รอบ จากนัน้ วเิคราะหผ์ลดว้ย HRM โดยการเพิม่อุณหภูมติัง้แต่ 75°C จนถงึ 95°C โดยเพิม่อุณหภูม ิ0.3°C ต่อ

หน่ึง วนิาท ี

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มใช้พลาสมิดดีเอ็นเอความเข้มข้น 1000 

copies/µl เป็นดเีอน็เอแม่แบบ โดยเตรยีมไพรเมอรม์กิซ์ประกอบดว้ย 20 nM F/R- จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์, 30 nM F/R- จี

ซิกพีดีมหิดล , 8 nM F/R- Human positive control, 4 nM F/R- internal control และ น้ํา  13.8 µL จากนั ้นเตรียม

มาสเตอร์มกิซ์ ซึ่งเป็นส่วนประกอบของแต่ละปฏกิิรยิามปีรมิาณ 25 µL ประกอบไปด้วย 0.4X Hotstart PCR Master 

mix (Apsalagen co.ltd., Thailand), ไพรเมอร์มิกซ์ 10 µL, 0.2 µM F/R- ยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์, plasmid internal 

control (100,000 copies/µL) 0.5 µL, Midori Green Xtra 1 µL, DNA 3 µL และน้ํา 12 µL จากนัน้นําเขา้เครื่อง Q1600 

Real-time PCR (Bio-gener) โดยใชส้ภาวะ initial denature 95°C 5 นาท1ี รอบ ตามดว้ย 25 รอบของ denature 95°C 

30 วนิาท,ี ทดสอบอุณหภูม ิของ annealing ระหว่าง 60°C 45 วนิาท ีและ extension 72°C 30 วนิาท ีต่อดว้ย 20 รอบ

ของ denature 95°C 30 วนิาท,ี annealing 65°C 30 วนิาท ีและ extension 72°C 30 วนิาทแีละ final extension 72°C 

2 นาท ี1 รอบ จากนัน้วเิคราะห์ผลด้วยเอชอาร์เอ็มโดยการเพิม่อุณหภูมติัง้แต่ 70°C จนถึง 92 °C โดยเพิม่อุณหภูม ิ

0.3°C ตอ่หน่ึงวนิาท ี 

4) การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาการกลายพนัธุ์ของยนีจซีิกพดีดีว้ยชุดทดสอบดเีอ็นเอทีพ่ฒันาขึ้น

เทยีบกบัเทคนิคการวเิคราะหห์าลําดบัดเีอน็เอ 

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับชุดทดสอบดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นใช้พลาสมิดดีเอ็นเอความเข้มข้น 1000 

copies/µl เป็นดเีอน็เอแม่แบบ โดยเตรยีมไพรเมอรม์กิซ์ประกอบดว้ย 20 nM F/R- จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์, 30 nM F/R- จี

ซิกพีดีมหิดล , 8 nM F/R- Human positive control, 4 nM F/R- internal control และ น้ํา  13.8 µL จากนั ้นเตรียม

มาสเตอร์มกิซ์ซึ่งเป็น ส่วนประกอบของแต่ละปฏกิิรยิามปีรมิาณ 25 µL ประกอบไปด้วย 0.4X Hotstart PCR Master 

mix (Apsalagen co.ltd., Thailand), ไพรเมอร์มิกซ์ 3 µL, 0.2 µM F/R- ยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์, พลาสมิด internal 

control (100,000 copies/µL) 1 µL, DNA 3 µL และน้ํา 12 µL จากนั ้นนําเข้าเครื่อง Q1600 Real-time PCR (Bio-

gener) โดยใชส้ภาวะ initial denature 95°C 5 นาท1ี รอบ ตามด้วย 25 รอบของ denature 95°C 30 วนิาท,ี ทดสอบ

อุณหภูมิ ของ annealing 60°C 45 วินาทีและ extension 72°C 30 วินาที ต่อด้วย 20 รอบของ denature 95°C 30 

วินาที, annealing 65°C 30 วินาทีและ extension 72°C 30 วินาทีและ final extension 72°C 2 นาที1 รอบ จากนัน้

เตรียม Bridge มิกซ์ ประกอบไปด้วย Bridge1 1uL, Bridge2 0.30 uL, Bridge3 1 uL, Bridge4 1.5 uL, น้ํา  6 uL 

จากนัน้นําเอา PCR product 10 uL ผสมกบั Bridge มกิซ์ 7 uL นําไปเขา้เครื่อง Q1600 Real-time PCR (Bio-gener) 

โดยใชส้ภาวะ denature 95°C 3 นาท,ี annealing 60°C 5 นาท ีเมื่อได ้PCR product แลว้จะเตมิ 300 mM Hyb buffer 

10 uL, น้ํา 20 uL, Gold dye 2 uL จากนัน้นําชุดทดสอบดเีอน็เอมาจุ่มรอเวลา 15-20 นาทแีลว้อ่านผล 
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สําหรบัเทคนิคการวเิคราะห์หาลําดบัดเีอ็นเอได้อ้างอิงไพร์เมอร์มาจากงานวจิยัก่อนหน้าน้ี (Al-Jaouni et al., 2011; 

Chaowanathikhom et al., 2017) โดยกลุ่ม Exon 6-8, Exon 9 ประกอบด้วย 1X Buffer, 2.5mM MgCl2, 0.5 mM 

dNTP, 0.5 mM F/R Viangchan, 0.05 U Taq polymerase, น้ํา 10.8 uL และดเีอน็เอ 3 uL จากนัน้นําเขา้เครื่อง T100 

Bio-Rad PCR Thermal cycler โดย initial denaturation 95°C เป็นเวลา 3 นาท ีจากนัน้ใชส้ภาวะ 35 รอบประกอบไป

ดว้ย denaturation 95°C เป็นเวลา 30 วนิาท,ี annealing 60°C เป็นเวลา 30 วนิาท,ี extension 72°C เป็นเวลา 1 นาท ี

และ Final extension 72°C เป็นเวลา 7 นาท ีหลงัจากนัน้นําผลติภณัฑ์ที่ได้ มาวเิคราะห์ผลดว้ยเจลอิเลก็โทรโฟรซิสิ

และวิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง UV transilluminator จากนัน้นําผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ไป purify ด้วย PureDireX (bio-

helix) และนําส่งเพื่อวเิคราะหห์าลําดบัดเีอน็เอ 

5) การทดสอบความไวและความจาํเพาะของชุดทดสอบดเีอน็เอทีพ่ฒันาขึน้ในการตรวจหาการกลายพนัธุ์ของจซีกิพดีี

เวยีงจนัทน์และมหดิลเปรยีบเทยีบกบัการตรวจดว้ยเทคนิคการวเิคราะหห์าลําดบัดเีอน็เอ 

ประเมนิชุดทดสอบดเีอน็เอ กบัผูป่้วยมาลาเรยี 15 ราย ตรวจการกลายพนัธุ ์G6PD เวยีงจนัทน์และมหดิล เปรยีบเทยีบ

ความไวและความจาํเพาะกบัการหาลําดบัดเีอน็เอแบบ 2x2 table 

 

ผลการวิจยั 

1) ผลการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ดว้ยเทคนิคซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์เอชอาร์เอม็และเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ พซีี

อารเ์อชอารเ์อม็ 

ผลการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ทีอ่อกแบบสําหรบัการกลายพนัธุ์ของจซีกิพดีดีว้ย เทคนิคซงิเกลิเพลก็ซ์พซีี

อาร์เอชอาร์เอ็ม พบว่า ไพรเมอร์ที่ออกแบบสําหรบัการกลายพนัธุ์ของจซีิกพดีีสามารถเพิม่จํานวนดีเอ็นเอได้อย่าง

จาํเพาะ ไม่เกดิการเพิม่จาํนวนปฏกิริยิาขา้มกนั (cross-reaction) และใหผ้ลการวเิคราะหเ์อชอารเ์อม็ของการกลายพนัธุ์

ของจซีกิพดีมีอุีณหภูมหิลอมเหลว (Tm) ที ่แตกต่างกนัอย่างจําเพาะ ไดแ้ก่ จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์ 87°C, จซีกิพดีมีหดิล 

89°C, human positive control 91°C และ internal control 86°C ดงัแสดงในรปูที ่1A 

สภาวะที่เหมาะสมของการตรวจหาการกลายพนัธุ์ของจซีิกพีด้วยเทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม โดยจะใช้

สภาวะ initial denature 95°C นาท ี1 รอบ ตามดว้ย 25 รอบของ denaturation 95°C 30 วนิาท,ี ทดสอบอุณหภูม ิของ 

annealing ระหว่าง 60°C 45 วนิาทแีละ extension 72°C 30 วนิาท ีต่อดว้ย 20 รอบของ denaturation 95°C 30 วนิาท ี

annealing 65°C 30 วนิาทแีละ extension 72°C 30 วนิาทแีละ final extension 72°C 2 นาท ี1 รอบ จากนัน้วเิคราะห์

ผลดว้ยเอชอาร์เอม็โดยการเพิม่อุณหภูมติัง้แต่ 70°C จนถงึ 92°C โดยเพิม่อุณหภูม ิ0.3°C ต่อหน่ึงวนิาทซีึ่งใหผ้ลการ

วเิคราะหเ์อชอารเ์อม็ทีส่ามารถแยกการกลายพนัธุข์องจซีกิพไีดอ้ย่างจาํเพาะดงัแสดงในรปูที ่1B 

  
ภาพท่ี 1 (A) ผลการวเิคราะหเ์อชอาร์เอม็ของการทดสอบซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีารเ์อชอารเ์อม็ การกลายพนัธุข์องจซีกิพดีี

ไดแ้ก่ internal control, จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์, จซีกิพดีมีหดิล และ human positive control (B) ผลการวเิคราะห์เอชอาร์

เอ็มของการทดสอบมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม การกลายพันธุ์ของจีซิกพีดีได้แก่ internal control, จีซิกพีดี

เวยีงจนัทน์, จซีกิพดีมีหดิล และ human positive control 

 

A B 
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2) ผลการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร์สําหรับตรวจการกลายพนัธุ์ของยีนจีซิกพีดีด้วยเทคนิคพีซีอาร์แบบ

มลัตเิพลก็ซ์ร่วมกบัแถบดเีอน็เอ โดยเทยีบกบัการทดสอบหาลําดบัดเีอน็เอ (Sanger sequencing) 

ผลการทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบสาํหรบัตรวจการกลายพนัธุข์องยนีจซีกิพดีดีว้ยเทคนิคพซีอีารแ์บบ

มลัตเิพลก็ซ์ร่วมกบัแถบดเีอน็เอพบว่าไพรเมอร์ทีอ่อกแบบสามารถเพิม่จํานวนดเีอน็เอไดอ้ย่างจําเพาะไม่เกดิการเพิม่

จาํนวนปฏกิริยิาขา้มกนัและใหผ้ลการวเิคราะห ์ไดแ้ก่ แบนที ่1 เวยีงจนัทน์, แบนที ่2 มหดิล, แบนที ่3 internal control, 

แบนที ่4 Human positive control ดงัแสดงในรปูที ่2A และผลการทดสอบหาลําดบัดเีอน็เอ ดงัแสดงในรปูที ่2B 

  
ภาพท่ี 2 (A) ผลของเทคนิคพซีีอาร์แบบมลัตเิพล็กซ์ร่วมกบัแถบดเีอ็นเอ ได้แก่ จซีิกพดีเีวยีงจนัทน์, จซีิกพดีมีหดิล, 

internal control (B) ผลการทดสอบหาลําดับดีเอ็นเอ ได้แ ก่  G6PD Viangchan heterozygous, Normal, G6PD 

Mahidol hemizygous 

 

3) ผลการวิเคราะห์ความไวและความจําเพาะของชุดทดสอบดีเอ็นเอสําหรับตรวจหาการกลายพนัธุ์ของจีซิกพีดี

เวยีงจนัทน์และมหดิลเปรยีบเทยีบกบัการตรวจดว้ยเทคนิคการหาลําดบัดเีอน็เอ 

ผลการวเิคราะห์ความไวและความจําเพาะของชุดทดสอบดเีอน็เอที่พฒันาขึน้ในการตรวจการกลายพนัธุ์ของจซีกิพดีี

เวยีงจนัทรแ์ละจซีกิพดีมีหดิลในตวัอย่างดเีอน็เอของผูป่้วยมาลาเรยีจาํนวน 15 ตวัอย่างโดยมเีพศชาย 10 ตวัอย่าง เพศ

หญงิ 5 ตวัอย่าง ตรวจพบจซีพิดีเีวยีงจนัทน์ 1 ตวัอย่าง, จซีพิดีมีหดิล 1 ตวัอย่าง และไม่พบการกลายพนัธุข์องจซีกิพดีี

เวยีงจนัทรแ์ละจซีกิพดีมีหดิล 13 ตวัอย่าง โดยเปรยีบเทยีบกบัการตรวจดว้ยเทคนิคการหาลําดบัดเีอน็เอ ซึ่งพบผลลบ

ปลอม ดงัแสดงในตารางที ่7, 8 

 

ตารางท่ี 1 ผลการวเิคราะหค์วามไวและความจาํเพาะของชุดทดสอบดเีอน็เอสาํหรบัตรวจหาการกลายพนัธุข์องจซีกิพดีี

เวยีงจนัทน์เปรยีบเทยีบกบัการตรวจดว้ยเทคนิควธิกีารหาลําดบัดเีอน็เอ 

Results Viangchan detection No. of reference samples 

 True positive (Sanger Sequencing) True negative (Sanger Sequencing) 

DNA strip test positive 0 (TP) 0 (FP) 

DNA strip test negative 1 (FN) 14 (TN) 

 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม ์G6PD มคีวามสาํคญัในการคดักรองผูป่้วยมาลาเรยีก่อนใชย้าไพรมาควนิ เน่ืองจากยา

อาจกระตุ้นใหเ้กดิภาวะเมด็เลอืดแดงแตก การตรวจแบ่งเป็นระดบัฟีโนไทป์และจโีนไทป์ โดยการทดสอบการเรอืงแสง

แม้จะตรวจพบในเพศชายได้ทัง้หมด แต่ในเพศหญิงกลุ่มโฮโมไซกสัหรอืเฮเทอโรไซกสัตรวจพบได้เพยีงร้อยละ 20 

A 
B 
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(Yeung et al., 1970) การวดัระดบัการทํางานของเอนไซม์จซีกิพดีใีนกลุ่มผูห้ญงิทีเ่ป็นเฮเทอโรไซกสัอยู่ในระดบัปาน

กลางเพราะว่ายงัมเีมด็เลอืดแดงทีส่ามารถผลติ NADPH ไดอ้าจจะมรีะดบัเอนไซมอ์ยู่ในช่วงปกต ิซึง่อาจจะส่งผลต่อการ

ที่จะได้รบัยารกัษามาลาเรยีได้ (Peters & Van Noorden, 2009) ดงันัน้การตรวจในระดบัจโีนไทป์ ได้แก่ เทคนิคแอล

ลลีสเปซฟิิกพซีอีาร,์ พซีอีารเ์อชอารเ์อม็, โดยงานวจิยัก่อนหน้าน้ีไดท้ดสอบจซีกิพดีดีว้ยวธิพีซีอีารเ์อชอารเ์อม็มคีวามไว

และความจาํเพาะ 100%, 100% ตามลําดบั (Sudsumrit et al., 2022) 

งานวจิยัน้ีได้พฒันาปฏกิิรยิาลูกโซ่โพลเิมอเรสแบบมลัตเิพล็กซ์ร่วมกบัแถบดเีอ็นเอทดสอบ โดยขัน้ตอนแรก ทําการ

ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ทีอ่อกแบบดว้ยเทคนิคซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์เอชอาร์เอม็สําหรบักลายพนัธุข์องยนีจี

ซิกพดีเีวยีงจนัทน์และมหดิล โดยมอุีณหภูมหิลอมเหลว (Tm) ที่แตกต่างกนัอย่างจําเพาะ ได้แก่ จซีิกพดีเีวยีงจนัทน์ 

87°C, จซีกิพดีมีหดิล 89°C จากนัน้ไดพ้ฒันาวธิมีลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์เอชอาร์เอม็เป็นการตรวจเชคเบื้องต้นก่อนการทํา

ชุดทดสอบดีเอ็นเอโดยเบื้องต้นมอุีณหภูมหิลอมเหลว (Tm) ที่แตกต่างกันอย่างจําเพาะ ได้แก่ จีซิกพีดเีวยีงจนัทน์ 

87°C, จซีกิพดีมีหดิล 89°C, Internal control 86°C, Human positive control 91°C. ซึ่งในการพฒันาชุดทดสอบดเีอน็

เอสามารถพฒันาไดถ้งึขัน้ตอนการใชพ้ลาสมดิ โดยในชุดทดสอบดเีอน็เอ แบนที ่1 บ่งชี้จซีกิพดีเีวยีงจนัทน์, แบนที ่2 

บ่งชี้จซีกิพดีมีหดิล, แบนที ่3 คอื Internal control และแบนที ่4 คอื Human positive control จากนัน้ไดท้ดสอบความ

ไวและความจําเพาะเทยีบกบัวธิกีารวเิคราะห์หาลําดบัดเีอน็เอ ซึ่งพบผลลบปลอม โดยชุดทดสอบดเีอน็เอทีพ่ฒันาขึ้น

สามารถทดสอบโดยใช ้พลาสมดิทีจ่าํเพาะกบัการกลายพนัธุข์องจซีกิพดีเีวยีงจนัทน์และจซีกิพดีมีหดิลไดส้ําเรจ็ แต่เมื่อ

นําไปทดสอบโดยใชด้เีอน็เอของผูป่้วยมาลาเรยีทีไ่ดร้บัการยนืยนัดว้ยวธิวีเิคราะหลํ์าดบัดเีอน็เอพบว่าเป็นจซีกิพดีเีวยีง

จนัทรแ์บบเฮเทอโรไซกสั ซึง่พบว่าชุดทดสอบดเีอน็เอใหผ้ลเป็นลบปลอม จากนัน้ไดท้ดลองเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและลด

ดเีอน็เอ ซึ่งผลทีไ่ดก้ย็งัใหผ้ลลบปลอมเช่นเดมิ หลงัจากนัน้ไดท้ดลองเพิม่จาํนวนรอบของพซีอีาร์ โดยผลทีไ่ดก้ย็งัเป็น

เช่นเดิม จากปัญหาข้างต้นได้ทําการทดสอบและแก้ปัญหาด้วยกันหลายวธิี จนสนันิษฐานว่าการสกัดใช้ชุดสกัดที่

แตกต่างกนัทาํใหคุ้ณภาพของดเีอน็เอทีใ่ชไ้ม่เท่ากนัส่งผลใหชุ้ดทดสอบดเีอน็เอไม่ขึน้แบน และอกีขอ้สนันิษฐานคอืการ

เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอมากเกินไป อาจเป็นผลรบกวนความจําเพาะของตําแหน่งการกลายพนัธุ์ได้ ถ้ามโีอกาสในการ

พฒันาต่อจะแก้ปัญหาตัง้แต่การการสกดัโดยขัน้ตอนสุดทา้ยของการ elute อาจต้องปรบัปรมิาณลงจากปกต ิelute 200 

uL เปลี่ยนเป็น 50 uL เพื่อเพิ่มความเข้มข้นของดีเอ็นเอและลดปริมาณการใส่ดีเอ็นที่มากเกินไปจนไปรบกวน

ความจําเพาะของตําแหน่งการกลายพนัธุ์ เพราะจากการได้ทําการทดลองขัน้ตอนของพลาสมดิเมื่อใส่พลาสมดิใน

ปรมิาณทีม่ากไปทําใหแ้บนไม่ขึน้เช่นเดยีวกนั แต่พลาสมดิคอืการสงัเคราะหด์เีอน็เอทีเ่ราสนใจขึน้มาโดยปรมิาณความ

เขม้ขน้คงที่ ซึ่งแตกต่างจากดเีอ็นที่ต้องสกดัด้วยชุดสกดัที่ความเขม้ขน้ในแต่ละตวัอย่างไม่เท่ากนั ซึ่งการพฒันาชุด

ทดสอบดเีอ็นเอเป็นสิง่ทีน่่าสนใจมากและในอนาคตถ้ามโีอกาสก็จะพฒันาต่อจนสําเรจ็ จากนัน้ได้ศกึษางานวจิยัก่อน

หน้าน้ีไดพ้ฒันาชุดทดสอบดเีอน็เอโดยตรวจหาการปนเป้ือนของเน้ือหมใูนลูกชิน้เน้ือววัมค่ีา LOD อยู่ที ่0.01% โดยจะ

ตรวจการปนเป้ือนของเน้ือหมเูป็นแบนที1่ และสตัวช์นิดอื่นแบนที2่ (Takasaki et al., 2018) 

ข้อเสนอแนะท่ีได้รบัจากการวิจยั 

จากการพฒันาชุดทอสอบดเีอน็เอ ไดม้กีารเสนอใหว้ดัความเขม้ขน้ของพลาสมดิดเีอน็เอ โดยใชค้วามเขม้ขม้ของ พลาส

มดิดเีอ็นเอที่สามารถทําให้เกิดแถบสบีนชุดทดสอบเป็นความเขม้ขน้อ้างอิง เพื่อนําดเีอ็นเอผู้ป่วยที่สกดัมาวดัความ

เขม้ขม้และใส่ปรมิาณใหเ้ท่ากบัปรมิาณของความเขม้ขน้ของพลาสมดิดเีอน็เอทีนํ่าทดสอบ  

ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

จากการพฒันาชุดทดสอบดเีอน็เอพบว่าเมื่อนําชุดทดสอบดเีอน็มาใชก้บัดเีอน็ของผูป่้วยทีเ่ป็นโรคจซีกิพดีพีบว่าไม่ขึน้

แถบสขีอง control และแถบของการกลายพนัธุใ์นชุดทดสอบ จากปัญหาในขา้งตน้จาํเป็นตอ้งไดร้บัการพฒันาเพิม่เตมิ

ซึง่เบือ้งตน้จะปรบัตัง้แต่การสกดัดเีอน็เอโดยในขัน้ตอนสุดทา้ยของการสกดัจะลดปรมิาณของ elute เพื่อใหด้เีอน็ทีไ่ดม้ี

ปรมิาณความเขม้ขน้ทีม่ากขึน้ 
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