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บทคัดย่อ

ความเป็นมา ในปัจจุบันยังไม่พบรายงานเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างภาวะพหุสัณฐานแบบ เอ 1298 ซี ของยีนเมทีลีนเตตราไฮโดรโฟ

เลทรีดักเตส (เอ็มทีเฮชเอฟอาร์) กับความเสี่ยงของการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดของชาวไทย  วัตถุประสงค ์เพื่อวิเคราะห์

ภาวะพหุสัณฐานของ MTHFR*A1298C ด้วยวิธี Polymerase chain reaction – restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) ในผู้ป่วยชาวไทยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันและในอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี  วิธีการ ด�ำเนินการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCR-RFLP 

ในผู้ป่วยชาวไทยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดจ�ำนวน 200 รายและในอาสาสมัครชาวไทยที่มีสุขภาพดีจ�ำนวน 102 ราย 

ผลการศึกษา พบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของภาวะพหุสัณฐานแบบ MTHFR*A1298C ไม่มีความเกี่ยวข้องอย่างมีนัยส�ำคัญ

กับความเสี่ยงของการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดในชาวไทย [Odds ratio (95% confidence interval) = 1.059 (0.66- 

1.71); p = 0.813]  สรุป การเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดในชาวไทยไม่สัมพันธ์กับภาวะพหุสัณฐานแบบ เอ 1298 ซี ของ

ยีนเอ็มทีเฮชเอฟอาร์

ค�ำส�ำคัญ:	 l ภาวะพหุสัณฐานแบบ เอ 1298 ซ ี l ยีนเมทีลีนเตตราไฮโดรโฟเลท รีดักเตส  l ภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือด 

เวชสารแพทยทหารบก 2561;71:31-7.
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Methylenetetrahydrofolate Reductase Gene and Vascular Thrombosis
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Abstract:

Background: Currently, the relationship between A1298C polymorphism of Methylenetetrahydrofolatereductase 

(MTHFR) gene and the risk of developing vascular thrombosis has not been reported in Thai people.  Objective: 

To investigate the correlation between polymorphism of MTHFR gene and thrombosis in Thai people.  Methods: 

MTHFR*A1298C gene polymorphism was analysed in blood samples derived from 200 Thai patients with throm-

bosis and 102 healthy Thai volunteers by polymerase chain reaction – restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP).  Results: The genotypic variations in MTHFR*A1298C polymorphism were not significantly associ-

ated with the risk of developing thrombosis in Thai people [Odds ratio (95% confidence interval) = 1.059 (0.66-

1.71); p = 0.813].  Conclusion: The development of thrombosis in Thai people is not related to A1298C polymorphism 

of MTHFR gene.

Keywords:	 l A1298C polymorphism  l Methylenetetrahydrofolate reductase gene  l Vascular thrombosis
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บทน�ำ

ภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือด (Vascular thrombosis) 

สามารถเกิดขึ้นได้ทั้งในหลอดเลือดด�ำ (Vein) และหลอดเลือด

แดง (Artery) ภาวะนี้พบได้ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ สาเหตุอาจมา

จากพันธุกรรม (Hereditary) หรือเกิดขึ้นมาในภายหลัง (Acquired) 

รวมทั้งอาจเกิดจากการมีปัจจัยเสี่ยงหลายชนิดร่วมกันก็ได้ (Mul-

ticausal disease) ได้แก่ อายุ การตั้งครรภ์ การทานยาคุมก�ำเนิด 

ความอ้วน การผ่าตัด เป็นต้น1 การศึกษาในคนไทยพบว่าสาเหตุ

ส�ำคัญที่ท�ำให้เกิดภาวะอุดตันในหลอดเลือดจากพันธุกรรมนั้นเกิด

จากการมี Natural anticoagulant ในร่างกายลดลง ซึ่งเป็นการ

ถ่ายทอดแบบ Autosomal dominant ได้แก่ Protein C, Pro-

tein S และ Antithrombin ในขณะที่การตรวจ Activated 

protein C resistance (APC-R) สามารถน�ำไปสู่การค้นพบความ

ผิดปกติในระดับโมเลกุลของ Coagulation factor ต่างๆ ได้1-3 

อย่างไรก็ตามพบว่าสาเหตุทางพันธุกรรมในคนยุโรป (Caucasian) 

และคนเอเชีย (Asian) มีความแตกต่างกัน ยีนกลายพันธุ์ที่มีการ

ศึกษาและพบว่าเป็นสาเหตุหลักของการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตัน

ในคนยุโรป ได้แก่ ยีน Factor V Leiden (FVL)  ยีน Prothrom-

bin G20210A และยีน Methylenetetrahydrofolate reductase 

(MTHFR) C677T ในขณะที่คนเอเชียโดยเฉพาะในคนไทยยังมี

การศึกษาเกี่ยวกับเรื่องนี้น้อยมาก4-6

เอนไซม์ Methylenetetrahydrofolate reductase (MTH-

FR) เป็นเอนไซม์ส�ำคัญในกระบวนการ Metabolism ของ 

Homocysteine มีรายงานพบเอนไซม์นี้เกิดการแปรผันของยีน

แบบภาวะพหุสัณฐาน (Polymorphism) ได้บ่อย 2 ต�ำแหน่ง คือ

ที่นิวคลีโอไทด์ต�ำแหน่ง 677 เปลี่ยนจาก Cytosine เป็น Thymine 

(C677T) ท�ำให้ Amino acid ที่ต�ำแหน่ง 222 เปลี่ยนจาก Alanine 

เป็น Valine (A222V) ส่งผลให้การท�ำงานของเอนไซม์ MTHFR 

ลดลง ท�ำให้ปริมาณของ Homocysteine ในเลือดสูงขึ้น (Hy-

perhomocysteinaemia) และปริมาณของ Folic acid ในเลือด

ลดลง มีรายงานพบว่าการเปลี่ยนแปลงแบบ Homozygous (TT) 

จะส่งผลให้ปริมาณของ Homocysteine สูงขึ้นร้อยละ 207 การ

แปรผันอีกแบบเกิดที่นิวคลีโอไทด์ต�ำแหน่ง 1,298 เปลี่ยนจาก 

Adenine เป็น Cytosine (A1298C) ท�ำให้สมรรถนะของเอนไซม์ 

MTHFR ลดลง การเกิด Remethylation ของ Homocysteine 

ไปเป็น Methioine เสียไป ส่งผลให้ระดับของ Homocysteine 

ในเลือดสูงขึ้นได้เช่นกัน การเกิด Polymorphism ทั้ง 2 ต�ำแหน่ง

มีผลท�ำให้เกิด Hyperhomocysteinaemia ซึ่งชักน�ำให้เกิดการ

บาดเจ็บจากภาวะออกซิเดชันของเซลล์ผนังหลอดเลือดท�ำให้สูญ

เสียความสามารถในการท�ำหน้าท่ีของหลอดเลือดส่งผลให้เกิด

กระบวนการ Atherosclerosis และเป็นปัจจัยเสี่ยงในการเกิดลิ่ม

เลือดอุดตัน8-12

การรายงานที่เกี่ยวข้องกับยีนที่มีผลต่อการเกิดภาวะลิ่มเลือด

อุดตันในผู้ป่วยชาวไทยยังมีไม่มากนัก ก่อนหน้านี้เคยมีรายงาน

การศึกษาเกี่ยวกับยีน FVL  ยีน Prothrombin G20210A และ

ยีน MTHFR C677T ในผู้ป่วยชาวไทยพบทั้งมีความส�ำคัญและ

ไม่มีความส�ำคัญต่อการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตัน4-6,13-14 ซึ่งการศึกษา

ถึงภาวะพหุสัณฐานของยีน MTHFR ที่ต�ำแหน่ง C677T ในผู้ป่วย

ชาวไทยพบว่า C677T MTHF gene mutation ไม่มีความสัมพันธ์

กันในผู้ป่วยไทยที่มีภาวะ Deep vein thrombosis (DVT) ซึ่ง

อาจแตกต่างจากประชากรที่มีชาติพันธุ์อื่นๆ ที่พบว่ามีความเกี่ยวข้อง

กัน4 แต่ยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับภาวะพหุสัณฐานแบบ 

A1298C ของยีน MTHFR ในชาวไทยจึงเป็นเหตุให้คณะผู้วิจัย

มีความสนใจที่จะศึกษาในครั้งนี้ ซึ่งสามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ใน

เรื่องการหาสาเหตุและความเสี่ยงของการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตัน

ในหลอดเลือดต่อไปได้

วัตถุประสงค์

การศึกษาในครั้งนี้ผู้วิจัยมีความประสงค์ที่จะตรวจหาภาวะพหุ

สัณฐานแบบ A1298C ของยีน MTHFR ในกลุ่มผู้ป่วยชาวไทย

ที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดและในกลุ่มชาวไทยท่ีไม่มี

ภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือด โดยวิธี Polymerase chain 

reaction - restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP)

วิธีด�ำเนินการ

ระเบียบวิธีวิจัย 

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการวิจัยแบบเก็บข้อมูลย้อนหลัง (Re-

trospective cohort study) เพื่อท�ำการศึกษาความเกี่ยวข้อง

สัมพันธ์ระหว่างภาวะพหุสัณฐาน A1298C ของยีน MTHFR ต่อ

การเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดของชาวไทยด้วยวิธี 

PCR-RFLP

ประชากรกลุ่มตัวอย่าง

เก็บตัวอย่างเลือดที่เหลือของเลือดจากผู้ป่วยชาวไทยที่มีประวัติ
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ภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดจ�ำนวน 200 ราย ซึ่งส่งมาตรวจ

วิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบัติการภาควิชาพยาธิวิทยา วิทยาลัยแพทย-

ศาสตร์พระมงกุฎเกล้า และตัวอย่างเลือดที่ใช้เป็นกลุ่มควบคุมนั้น

คือเลือดของชาวไทยที่ได้รับการบริจาคแต่หมดอายุการใช้งานแล้ว

ของหน่วยธนาคารเลือด กองพยาธิวิทยา โรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้า 

จ�ำนวน 102 ราย โดยเลือดที่ได้รับการบริจาคดังกล่าวนี้มาจากชาว

ไทยที่ไม่เคยมีประวัติภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือด

การสกัดดีเอ็นเอ

น�ำเซลล์เม็ดเลือดขาวจากตัวอย่างเลือดทั้งสองกลุ่มดังกล่าว

ข้างต้นมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ (Blood Genomic 

DNA Miniprep kit)

การวิเคราะห์จีโนไทป์ (Genotype Analysis)

การศึกษานี้วิเคราะห์ภาวะพหุสัณฐานแบบ A1298C ของยีน 

MTHFR โดยการท�ำ PCR-RFLP เพื่อตรวจการแปรผันของนิว- 

คลีโอไทด์ที่เปลี่ยนจาก Adenine เป็น Cytosine (A1298C) ของ

ล�ำดับเบสที่ต�ำแหน่ง 1298 ของยีน MTHFR ซึ่งใช้ Forward 

primer คือ 5’-CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA 

CTA-3’ และ Reverse primer คือ 5’-CAC TTT GTG ACC 

ATT CCG GTT TG-3’

สารละลายส�ำหรับปฏิกิริยา PCR เตรียมในหลอดทดลอง

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอเริ่มต้นจ�ำนวน 4-5 

นาโนกรัม, Forward primer จ�ำนวน 30 pmole, Reverse 

primer จ�ำนวน 30 pmole, MgCl
2
 จ�ำนวน 1.5 mM, dNTP 

จ�ำนวน 0.2 mM และ เอ็นไซม์ Taq DNA polymerase (KAPA 

Biosystem, USA) จ�ำนวน 0.5 Unit/25 µL reaction ส่วน 

ปฏิกริยา PCR ท�ำในเครื่อง Mastercycler pro (Eppendorf®) 

จ�ำนวน 35 รอบ (Cycles) แต่ละรอบประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ 

ได้แก่ ขั้นตอน Denaturation ใช้อุณหภูมิ 95 ํC นาน 30 วินาที  

ขั้นตอน Annealing ใช้อุณหภูมิ 62 ํC นาน 20 วินาที และขั้น

ตอน Extension ใช้อุณหภูมิ 72 ํC นาน 1 วินาที ทั้งหมดนี้ท�ำซ�้ำ 

35 รอบ ให้ผลผลิต PCR ขนาด 163 base pairs (bp)

จากนั้นน�ำผลผลิต PCR ของ A1298C MTHFR gene poly-

morphism มาตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ�ำเพาะ (Restriction enzyme) 

MboII 5 Unit (Thermo scientific, USA) ที่อุณหภูมิ 37 ํC 

นาน 18 ชั่วโมง ตรวจผลด้วยการท�ำ Electrophoresis ใน 4% 

Agarose gel (Invitrogen, USA) โดยมี 10 base pairs DNA 

ladder (Biotechrabbit, Germany) เป็น DNA marker

RFLP product ของ A1298C MTHFR gene polymor-

phism จะแสดงลักษณะที่ต่างกัน 3 ลักษณะได้แก่ AA คือ Wild-

type homozygote (homozygous normal allele) (56, 31, 

30, 28, 18 bp fragments), AC คือ Heterozygote (84, 56, 

30 bp), และ CC คือ Polymorphic homozygote (homozygous 

mutant) (84, 31, 30, 18 bp)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ผลการทดลองที่ได้จะถูกน�ำมาวิเคราะห์ทางสถิติโดยการเปรียบ

เทียบความแตกต่างของอัตราการเกิด MTHFR*A1298C poly-

morphism ชนิด Heterozygote ในกลุ่มคนปกติกับในกลุ่มผู้

ป่วยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดด้วย Chi-square test 

ที่ระดับนัยส�ำคัญทางสถิติ 0.05

ผลการวิจัย

จากการวิเคราะห์จีโนไทป์ใน MTHFR*A1298C gene poly-

morphism ของกลุ่มผู้ป่วยชาวไทยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันใน

หลอดเลือดและของกลุ่มชาวไทยที่ไม่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันใน

หลอดเลือด (Figure 1) พบว่ามี Wild-type homozygote จ�ำนวน 

97 ราย (48.5%), Polymorphic homozygote จ�ำนวน 20 ราย 

(10%) และ Heterozygote จ�ำนวน 83 ราย (41.5%)

ผลการศึกษาความถี่ของอัลลีล (Allele) ของยีน MTHFR ใน

ผู้ป่วยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดชาวไทย เทียบกับกลุ่ม

คนปกติ (Table 1) พบว่า ความถี่ของอัลลีลชนิด Wild type 

(AA) ปรากฏในกลุ่มผู้ป่วยชาวไทยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอด

เลือดและในกลุ่มชาวไทยที่ปกติคือ 0.69 และ 0.71 ตามล�ำดับ 

ส�ำหรับค่าความถี่ของอัลลีลแบบ MTHFR*A1298C  polymor-

phism จะปรากฏในกลุ่มผู้ป่วยเท่ากับ 0.31 และในกลุ่มคนปกติ

เท่ากับ 0.29

การศึกษานี้ไม่พบความเกี่ยวข้องอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

ระหว่างภาวะพหุสัณฐานแบบ MTHFR*A1298C กับความความ

เสี่ยงต่อการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดในชาวไทย 

[Odds ratio (95% confidence interval) = 1.059 (0.66 - 1.71); 

p = 0.813]
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Table 1: ลักษณะการแปรผันของยีนแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน MTHFR ในผู้ป่วยชาวไทยที่มีภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือด

กับชาวไทยปกติ

Genotypes Thrombosis (n = 200) Control (n = 102) OR, 95%CI* p-value

MTHFR*A1298C a

Wild type (AA) 97 (48.5%) 48 (47.06%)

Heterozygous (AC) 83 (41.5%) 48 (47.06%) 1.059 (0.6592-1.712) 0.813

Homozygous (CC) 20 (10%) 6 (5.88%)

Allele Frequency of MTHFR b

A 0.69 0.71

C 0.31 0.29

a = MTHFR, odds ratio (OR) was calculated by comparison of control individuals and vascular thrombosis groups for 

MTHFR *A1298C;   b = MTHFR, the frequency of C polymorphism in the vascular thrombosis cases was 0.31.

*wild type VS heterozygote + Homozygote

Figure 1  PCR-RFLP analysis of MTHFR genotype of vascular thrombosis.  The PCR product was digested by 

MboII restriction enzyme, electrophoresed in 4% agarose gel, and stained with Nucleic acid gel stain (GelStar 

Lonza, USA).  Fifty bp DNA molecular weight marker (Fermentas, Life Sciences): Lane M; Wild type: Lanes 2, 4, 

5, 9, 10; Heterozygote polymorphism: Lanes 3, 6, 7, 11; and Homozygote polymorphism: Lanes 1, 8

วิจารณ์

โดยปกติแล้วยีน MTHFR จะสร้างเอนไซม์ที่ใช้ในกระบวนการ 

Metabolism ของ Homocysteine ซึ่งการกลายพันธุ์ของยีนนี้

จะก่อให้เกิดภาวะ Hyperhomocysteinaemia อันน�ำไปสู่การเกิด

ภาวะ Atherosclerosis ของหลอดเลือดแดงและภาวะลิ่มเลือด

อุดตันในหลอดเลือดได้ตามล�ำดับ ในปี ค.ศ. 2015 มีรายงานการ

ศึกษาพบว่าภาวะพหุสัณฐานของยีน MTHFR ที่ต�ำแหน่ง C677T 

และ A1298C ในชาวอิหร่านมีความสัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการ

เกิดภาวะ DVT15 อย่างไรก็ตามภาวะพหุสัณฐานดังกล่าวนี้ในชาว

อเมริกันไม่มีความเกี่ยวข้องอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับการเพิ่ม

ความเข้มข้นของ Total homocysteine ในพลาสม่า16 อีกทั้งภาวะ

พหุสัณฐานแบบ C677T และ A1298C ของยีน MTHFR ก็ไม่



รุจินี  ปดิฐพร และคณะ

Royal Thai Army Medical Journal Vol. 71  Vol. 1  January-March 2018

36

พบความสัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะ Venous throm-

boembolism ในสตรีชาวโรมาเนียที่ตั้งครรภ์17 ซึ่งการศึกษาในผู้

ป่วยชาวไทยที่มีภาวะ DVT พบว่าการเกิด C677T MTHF gene 

mutation ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันใน

หลอดเลือด4 ส�ำหรับรายงานการศึกษาเกี่ยวกับภาวะพหุสัณฐาน

แบบ A1298C ของยีน MTHFR นั้น พบว่าการกลายพันธุ์แบบ 

Heterozygous ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุด

ตันในหลอดเลือดของชาวตุรกี18,19 และการกลายพันธุ์แบบ Ho-

mozygous ก็ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิด Cerebral venous 

thrombosis ในชาวอิหร่าน20,21 ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ก็สอดคล้อง

กับรายงานการศึกษาดังกล่าวข้างต้น เมื่อพิจารณาถึงเชื้อชาติอาจ

กล่าวได้ว่าภาวะพหุสัณฐานแบบ MTHFR*A1298C สามารถพบ

ได้ทั้งในชาวยุโรปและชาวเอเซีย โดยภาวะพหุสัณฐานดังกล่าวนี้

อาจไม่มีความเกี่ยวข้องกับความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุด

ตันในหลอดเลือดของประชากรทั้งสองเชื้อชาติ อย่างไรก็ตามจ�ำนวน

กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ยังนับว่ามีจ�ำนวนน้อยเมื่อเทียบ

กับประชากรไทยทั้งประเทศ  ดังนั้นหากมีการศึกษาเพิ่มเติมโดย

ใช้กลุ่มตัวอย่างชาวไทยที่มีจ�ำนวนเพิ่มมากขึ้น อาจท�ำให้สามารถ

สรุปได้แน่นอนว่าการเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือดของ

ชาวไทยมีความเกี่ยวข้องกับภาวะพหุสัณฐานของยีน MTHFR หรือ

ไม่

สรุป

ภาวะพหุสัณฐานแบบ A1298C ของยีน MTHFR ที่พบใน

ชาวไทยไม่มีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติกับการเกิด

ภาวะลิ่มเลือดอุดตันในหลอดเลือด
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