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บทคัดย่อ 

 

ห้องปฏิบัติการสาขาโลหิตวิทยาและอองโคโลยไีด้ให้บรกิารตรวจวิเคราะห์ Thiopurine S-methyltransferase 
(TPMT) variants ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  PCR- RFLP ( Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length 
Polymorphism) ตั้งแต่ปีพ.ศ. 2547 จนถึงปัจจุบัน พบว่ามีความผิดปกติของ TPMT variants เกิดขึ้น 4.27% ซึ่งในการ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนีจ้ะใช้เวลาค่อนข้างนานต่อการวิเคราะห์ครั้งหนึ่ง รวมทั้งต้องใช้น้ ายา-สารเคมีหลายชนิด  

ดังนั้น ห้องปฏิบัติการฯ จึงได้พัฒนาการตรวจวิเคราะห์ TPMT variants 4 ชนิด ได้แก่ *2 (238G>C), *3A 
(460G>A, 719A>G) , *3B (460G>A)  และ  *3C (719A>G)  ด้ วย เทคนิค  multiplex Amplification Refractory 
Mutation System-Polymerase Chain Reaction (ARMS-PCR) เพื่อลดระยะเวลาและลดต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์ 
โดยการสุ่มตัวอย่างของผู้ป่วยที่มีการส่งตรวจวิเคราะห์ TPMT variants ด้วยเทคนิค PCR-RFLP จ านวน 150 ราย จาก
ตัวอย่างทั้งหมด 749 ราย น ามาตรวจหา TPMT polymorphism ด้วยเทคนิค multiplex ARMS-PCR พบว่าทุกตัวอย่าง
ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค multiplex ARMS-PCR ให้ผลที่สอดคล้องกับการตรวจด้วยเทคนิค PCR-RFLP นอกจากนั้น
เทคนิค multiplex ARMS-PCR ยังให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็วและช่วยลดค่าใช้จ่ายลงได้มากกว่าการใช้เทคนิค 
PCR-RFLP  

โดยสรุป multiplex ARMS-PCR เป็นการตรวจวิเคราะห์ที่มีประสิทธิภาพและดูเหมือนจะช่วยป้องกันความ
ผิดพลาดจากการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่อาจเกิดขึ้นจากเทคนิค RFLP ได้ 
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Abstract 

 
The Hematology and Oncology Division, Department of Pediatrics had provided the analysis of 

Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) variants using Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment 
Length Polymorphism (PCR-RFLP) method since 2004 and the prevalence of such variant was 4.27%. 
However, this technique seemed to be time-consuming and utilize several reagents.  

We, therefore, developed the new analytic method which was considered to be more time-
saving and economical using multiplex Amplification Refractory Mutation System- Polymerase Chain 
Reaction (ARMS-PCR) to determine 4 variants of TPMT gene namely *2 (238G>C), *3A (460G>A, 719A>G), 
*3B (460G>A) and *3C (719A>G). The results showed that there were 150 samples randomized from all 
749 samples to determine TPMT polymorphism.  Of all samples, the multiplex ARMS- PCR technique 
yielded the complete concordant results to PCR-RFLP. The multiplex ARMS-PCR technique effectively 
reduced the cost and operation time compared to PCR-RFLP.  

In conclusion, the multiplex ARMS-PCR method provided the concordant results and appeared 
to be cost and time economical.  Additionally, this method seemed to prevent the potential errors 
related to restriction enzymes during the process of RFLP.  
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หลักการและเหตุผล 
 ยี น Thiopurine S-methytransferase (TPMT) 
มีหน้าที่ส าคัญในการผลิตเอนไซม์ที่มีหน้าที่กระตุ้น
ปฏิกิริยา S-methylation ของสารประกอบพวก aromatic 
และ heterocyclic sulphydryl compounds ซึ่ ง เป็ น
สารประกอบของยา anticancer ในกลุ่ม thiopurine เช่น 
6-MP (6-mercaptopurine) และ immunosuppressant 
เช่น AZA (azathioprine) (Roberts et al., 2004 : 49-53 ; 
Silva et al., 2008 : 700-704) มีการแบ่งระดับการท างาน
ของเอนไซม์ TPMT ออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่มีระดับ
การท างานสูง (high activity) อยู่ที่ 89-94%, กลุ่มที่มีการ
ท างานระดับกลาง (intermediate activity) อยู่ที่ 6-11% 
และกลุ่มที่มีการท างานระดับต่ า (low activity) อยู่ที ่0.3% 
(Chrzanowska et al. , 2006 : 973-978 ; Murugesan et 
al., 2010 : 121-127) ซึ่งระดับของการท างานมีผลต่อการ 
metabolism ของยา thiopurine  
 ยากลุ่ม thiopurine ถูกน ามาใช้ในการรักษา
โรคมะเร็ ง เม็ ดเลื อดขาวเฉี ยบพลั น (ALL :  acute 
lymphoblastic leukemia) , โ ร ค ภู มิ แ พ้ ต น เ อ ง 
(autoimmune diseases) และใช้ในการกดภูมิคุ้มกันใน
ผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ (immunosuppression) 

(Chrzanowska et al., 2006 : 973-978 ; Schaeffeler et 
al., 2004 : 407-417) ในผู้ป่วยที่มีระดับการท างานของ
เอนไซม์ TPMT ต่ า อาจท าให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์ทาง
โลหิตวิทยา (hematologic toxicity) เช่น Neutropenia 
ในรายที่ รุ นแรงมากอาจเกิ ดภาวะ  pancytopenia 
ภายหลังจากการได้รับยากลุ่ม thiopurine ในขนาดยา
ปกติ (Silva et al., 2008 : 700-704) ในการตรวจหาความ
ผิดปกติของยีน TPMT จึงมีความส าคัญต่อการรักษาผู้ป่วย
ที่จ าเป็นต้องใช้ยากลุ่ม thiopurine ในการรักษา เพื่อเป็น
การคัดกรองความเสี่ยงของผู้ป่วย (Okada et al., 2005 : 
677-681) โดยเฉพาะในผู้ป่วยที่พบว่าเป็น heterozygous 
หรือ homozygous ของยีน TPMT จะส่งผลให้การท างาน
ของเอนไซม์อยู่ในระดับกลาง ต่ า หรือ ไม่มีเลย เมื่อเทียบ
กับ wild type (TPMT*1/*1) (DiPiero et al., 2015 : 409-
413 ; Lennard & Lilleyman, 1996 : 328-334) การที่
แพทย์ทราบข้อมูลความผิดปกติของยีน TPMT ในผู้ป่วย 
จะท าให้แพทย์สามารถปรับขนาดยาให้เหมาะสมกับผู้ป่วย 
หรื อ เลื อกใช้ยาตั วอื่ นที่ เหมาะสมแทน ซึ่ งจะลด
ผลข้างเคียงที่อาจเกิดขึ้นและประสบความส าเร็จในการ
รักษาได้มากยิ่งขึ้น  
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 ทางห้องปฏิบัติการสาขาวิชาโลหิตวิทยาและ
อองโคโลยี ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ ได้ให้บริการตรวจ
วิเคราะห์  TPMT variants 5 ชนิด ได้แก่ *2 (238G>C), 
*3A (460G>A, 719A>G), *3B (460G>A), *3C (719A>G) 
และ *6 (539A>T) ด้วยเทคนิค PCR-RFLP ในผู้ป่วยเด็กที่
เป็น Acute lymphoblastic leukemia (ALL) ทั้งภายใน
และภายนอกโรงพยาบาล  จากประสบการณ์ที่ผ่านมา
พบว่ามีความชุกของการเกิด TPMT variants อยู่ที่ 4.27% 
ได้แก่ TPMT*1/*3C (3.65%) และ TPMT*1/*3A (0.61%) 
แต่ ไม่ พบ TPMT variants ชนิ ด *2, *3B และ *6 
(Treesucon et al., 2017 : 173-182) จากข้อมูลดังกล่าว
แสดงให้เห็นว่าการเกิดความผิดปกติของ TPMT variants 
พบได้ เป็นส่วนน้อย แต่ทั้ งนี้ก็ยังมีความส าคัญและ
จ าเป็นต้องตรวจหาความผิดปกติของยีน ดังนั้นเพื่อเป็น
การพัฒนาศักยภาพในการตรวจวิเคราะห์และการบริการ
ให้ดียิ่งขึ้น จึงได้ท าการศึกษาการตรวจวิเคราะห์ TPMT 
variants ด้วยเทคนิค multiplex ARMS-PCR ที่จะช่วยลด
ขั้นตอน เวลา ค่าใช้จ่าย รวมทั้งลดข้อผิดพลาดที่อาจ
เกิดขึ้นจากการตรวจวิเคราะห์จากเทคนิค PCR-RFLP โดย
เทคนิค multiplex ARMS-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้จะตรวจหา
ความผิดปกติของ TPMT variants เพียง 4 ชนิด ได้แก่ *2, 
*3A, *3B และ *3C เท่านั้น เนื่องจากที่ผ่านมาไม่เคยมี
รายงานการพบ TPMT*6 รวมทั้งข้อจ ากัดของการใช้
เทคนิค multiplex ARMS-PCR ที่ แตกต่ างกับ TPMT 
variants ทั้ง 4 ชนิดเบื้องต้น จึงไม่ได้น า TPMT*6 มา
พัฒนาในการศึกษาครั้งนี ้

วัตถุประสงค์ในการวิจัย 
 พัฒนาการตรวจวิเคราะห์ TPMT variants 
ชนิด *2, *3A, *3B และ *3C ด้วยเทคนิค multiplex 
ARMS-PCR เพื่อเพิ่มศักยภาพการบริการให้ดียิ่งขึ้น 
รวมทั้งลดขั้นตอน เวลา และค่าใช้จ่ายในการตรวจ
วิเคราะห์ลง 
 
วิธีการศึกษา 
1. ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ 
 ท าการสุ่มตัวอย่าง DNA ของผู้ป่วยที่มีการส่ง
ตรวจวิเคราะห์ TPMT variants ด้วยเทคนิค PCR-
RFLP จ านวน 150 ตัวอย่าง แบบ blind test จาก
จ านวนทั้งหมด 749 ตัวอย่าง (ค านวณกลุ่มตัวอย่างด้วย
วิธี Estimating an infinite population proportion) 
โดยตัวอย่าง DNA ได้จากการสกัดด้วยวิธี Phenol 
Chloroform (Green & Sambrook, 2012 :  47-53) 
หรือ  วิ ธี  Salting out (Miller et al. , 1988 : 1215) 
จาก whole blood  
 
2. เทคนิค Multiplex ARMS-PCR 
 ดัดแปลงเทคนิค multiplex ARM-PCR ของ 
Roberts et al. (2004 : 49-53) โดยน าตัวอย่าง DNA 
ความเข้มข้น 100-300 µg มาตรวจวิเคราะห์หา TPMT 
variants ทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ *2, *3A, *3B และ *3C โดย
ใช้ specific primer ตามตารางที ่1  

 
ตารางที่1 แสดง specific primer ที่ ใช้ ในการตรวจหา TPMT variants ทั้ ง 4 ชนิด ด้วยเทคนิค 

multiplex ARMS-PCR  
Primer Sequence (5’ to 3’) รายละเอียด ขนาด (bp) 

B2Mf TGT AAA CAC TTG GTG CCT GAT ATA GCT TGA 
Internal control 574 

B2Mr CAT CAG TAT CTC AGC AGG TGC CAC TAA TCT 
TPMT2C ATC TGC TTT CCT GCA TGT TCT TTG AAA CCC Common wild type 

194 TPMT2W CAC ACC AAC TAC ACT GTG TCC CCG GTC TCC Wild type 
TPMT2M CAC ACC AAC TAC ACT GTG TCC CCG GTC TCG TPMT*2 mutation 
TPMT3BC AGG TCT CTG TAG TCA AAT CCT ATA CT Common wild type 

245 TPMT3BW ATT TGA CAT GAT TTG GGA TAG AGG TG Wild type 
TPMT3BM ATT TGA CAT GAT TTG GGA TAG AGG TA TPMT*3B mutation 
TPMT3CC ATT TTT AGT AGA GAC AGA GTT TCA CCA TCT Common wild type 

325 TPMT3CW TAT GTC TCA TTT ACT TTT CTG TAA GTA GTT Wild type 
TPMT3CM TAT GTC TCA TTT ACT TTT CTG TAA GTA GTC TPMT*3C mutation 
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การตรวจวิ เคราะห์หาความผิดปกติของ 
TPMT variants แต่ละชนิด ด้วยเทคนิค multiplex 
ARMS-PCR จะท าการผสม primer แบ่งเป็น wild 
type primer (W) เพื่อใช้ในการตรวจหา wild type 
และ mutant primer (M) เพื่อใช้ในการตรวจหาความ
ผิดปกติของ  TPMT variants แต่ละชนิด  และใช้  
primer คู่สม B2M (β2-microglubulin) เป็น internal 
control ข อ งป ฏิ กิ ริ ย า  PCR ก ร ณี ก า ร ต ร วจหา 
TPMT*3A จะท าการแปลผลร่วมกันระหว่าง TPMT*3B 
และ TPMT*3C ในการตรวจวิเคราะห์ (Kham et al., 
2002 : 353-359 ; Schaeffeler et al. , 2004 : 407-
417)  

กระบวนการท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl 
ประกอบด้ วย  1X PCRBIO reaction buffer, 1 unit 
PCRBIO HS Taq DNA polymerase (PCR Biosystems, 
England) , 2 µM Primer mix ( wild type/ mutant 
type) และ 100-300 ng DNA น าส่วนผสมเข้าเครื่อง 
PCR ตามขั้นตอนดังนี ้ 

1) Pre denaturation ที่อุณหภูมิ 95๐C เป็น
เวลา 2 นาที 

2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 95๐C เป็นเวลา 
15 วินาที 

3) Annealing ที่อุณหภูมิ 60๐C เป็นเวลา 15 
วินาที 

4) Extention ที่อุณหภูมิ 72๐C เป็นเวลา 15 
วินาที  

5) Final extention ที่อุณหภูมิ 72๐C เป็น
เวลา 7 นาที (ท าปฏิกิริยาในขั้นตอนที่ 2-4 ซ้ าทั้งหมด 
35 รอบ)  

 
3. Gel electrophoresis 

น า PCR product ที่ได้จากการท าปฏิกิริยา 
PCR ปริมาตร 10 µl มาแยกขนาดผ่าน agarose gel 
ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  2. 5%  ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง รั น เ จ ล  ( Gel 
electrophoresis) ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 V เป็นเวลา 
45 นาที โดยใช้ 100 bp DNA Ladder marker เป็น 
DNA มาตรฐาน เพื่อใช้ส าหรับเทียบขนาดกับ PCR 
product ที่ได้ ซึ่งในการโหลดตัวอย่างลงเจล จะโหลด 
PCR product เป็นคู่  ซึ่งตัวอย่างหนี่งจะโหลด PCR 

product จาก wild type primer (W) และ mutant 
primer (M) คู่กัน เพื่อให้ง่ายต่อการเปรียบเทียบ และม ี
PCR product ที่เป็น positive control และ negative 
control ใช้ในการเปรียบเทียบร่วมด้วย เพื่อแปลผลว่า
เกิดความผิดปกติของ TPMT variants ชนิดใด หรือ ไม่
พบความผิดปกติ โดยที่ positive control คือตัวอย่าง
ที่ตรวจพบ TPMT*1/*3A และ negative control คือ
ตัวอย่างที่ไม่พบความผิดปกติของ TPMT variants ทั้ง 
4 ชนิด (TPMT*1/*1) ซึ่ งทั้ ง 2 ตัวอย่างได้ท าการ
ตรวจสอบผ่านการท า sequencing แล้ว (Treesucon 
et al., 2017 : 173-182) เมื่อแยกขนาดเสร็จแล้วน า
แ ผ่ น เ จ ล  agarose ม า ย้ อ ม ด้ ว ย ส า ร  ethidium 
bromide แล้วบันทึกผลที่ได้ด้วยการถ่ายภาพด้วย
เครื่องถ่ายรูปเจล (Gel Documentation) 
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มหาวิทยาลัยมหิดล รหัสโครงการ COA no.Si 087/2021 
ลงวันที่ 8 มิถุนายน 2561 และรหัสโครงการ 41/2562 
ลงวันที่ 2 กุมภาพันธ์ 2564 ก่อนท าการเก็บข้อมูลผู้วิจัย
ได้ท าเอกสารช้ีแจงข้อมูล (Participant Information 
Sheet) และหนังสือแสดงเจตนายินยอมเข้าร่วมการวิจัย 
(Informed Consent Form) ให้แก่ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย
ทุกคน 

 
ผลการศึกษา 

ภายหลั งจากการน า  PCR product ที่ ได ้
จากขั้นตอนการท า multiplex ARMS-PCR มาแยกขนาด 
PCR product ขนาดต่าง ๆ ด้วยวิธี gel electrophoresis 
แล้ว จะท าการแปลผลจากการตรวจดูขนาด PCR 
product ที่ได้แต่ละขนาดเทียบกับ DNA มาตรฐาน ดัง
แสดงในรูปภาพที ่1 
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รูปภาพที่ 1 ผลการตรวจยีน TPMT ที่ได้จากการท า multiplex PCR-ARMS 
 

 
 

รูปที่ 1 แสดงตัวอย่างผลการตรวจยีน TPMT ที่ได้จากการท า multiplex PCR-ARMS ทีพ่บการเกิด heterozygous ของ
ยีน TPMT*3C โดยมี band ขนาด 574 bp เป็น internal control 

Lane 1 = DNA มาตรฐาน (100 bp DNA ladder marker) Lane 4 = Negative control  
Lane 2 = No template control   Lane 5-6 = ตัวอย่าง TPMT*1/*1  
Lane 3 = Positive control (TPMT*1/*3A)  Lane 7 = ตัวอย่าง TPMT*1/*3C 
W = PCR product ที่ใช้ wild type primer  M = PCR product ทีใ่ช้ mutant type primer 

 

การวิเคราะห์ TPMT variants ทั้ง 4 ชนิดจาก
ผลตัวอย่างที่แสดงในรูปท่ี 1 จะท าการวิเคราะห์ผลที่ได้
เปรียบเทียบระหว่างช่อง W และ M ของแต่ละตัวอย่าง
ร่ วมกัน กับการเปรียบเทียบ DNA มาตรฐาน และ 
Positive/Negative control ตัวอย่างการแปลผล ดังนี ้

-  Positive control ห รื อ  ตั ว อ ย่ า งที่ พบ 
TPMT*1/*3A จะปรากฏแถบ 4 แถบ ใน
ช่อง W (wild type primer) ที่ขนาด 574, 
325, 245 และ 194 bp โดยแต่ละขนาด
แสดงถึงต าแหน่งของ internal control, 
*3C, *3B และ *2 ตามล าดับ โดยเทียบกับ 
DNA มาตรฐาน ในขณะที่ช่อง M (mutant 
type primer) จะปรากฏแถบ 3 แถบ ของ 
internal control, * 3C แ ล ะ  * 3B 
ตามล าดับ โดยการเกิด mutant ร่วมกัน 2 
ต าแหน่งของ *3B และ *3C จะแสดงถึง 
TPMT*3A จากผลที่ได้แสดงว่า ตัวอย่างนี้
เป็น heterozygous *3A Negative control 
และตัวอย่าง TPMT*1/*1 ในช่อง W จะ
ปรากฏแถบ 4 แถบ ของ internal control, 
*3C, *3B และ *2 ตามล าดับ ในขณะที่ช่อง 

M จะปรากฏแถบ 1 แถบ ของ internal 
control เท่านั้น  

- TPMT*1/*3C จะปรากฏแถบ 4 แถบ ใน
ช่อง  W จะปรากฏแถบ 4 แถบ  ของ 
internal control, * 3C, * 3B แ ล ะ  * 2 
ตามล าดับ ในขณะที่ช่อง M จะปรากฏแถบ 
2 แถบ ของ internal control และ *3C 
แสดงว่า ตัวอย่างนี้ เป็น heterozygous 
*3C  

 

เนื่องจากในการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนี้
จะตรวจเฉพาะ TPMT variants ทั้ง 4 ชนิด คือ *2, 
*3A, *3B และ *3C เท่านั้น ดังนั้นการรายงานผลที่
แสดงเป็น TPMT*1/*1 จะไม่แสดงถึง wild type ของ
ยีน TPMT แต่จะแสดงผลว่า ไม่พบความผิดปกติของ 
TPMT variants ทั้ง 4 ชนิดที่ตรวจวิเคราะห์เท่านั้น 
(Nguyen et al., 2011 : 1-7) 

 

 จากผลการทดสอบพบว่าการตรวจวิเคราะห์
ด้ ว ย เ ทค นิ ค  multiplex ARMS- PCR จ า ก กา รสุ่ ม
ตัวอย่างทั้งหมด 150 ตัวอย่าง ให้ผลการวิเคราะห์ที่
ส อดคล้อ งกับ การตรวจด้ วย เทคนิค  PCR-RFLP 
น อ ก จ า ก นี้ เ ท ค นิ ค  multiplex ARMS-PCR มี

574 bp (B2M)  

325 bp (*3C)  
245 bp (*3B)  
194 bp (*2)  

       2                 3             4        5               6           7
   8    W     M        W       M       W       M      W       M       W      M      W      M
    W     M 

 1 
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ความสามารถช่วยลดค่าใช้จ่ายในการใช้น้ ายา-สารเคมี 
และลดระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์แต่ละครั้งลงได้
มาก เมื่อเทียบกับการใช้เทคนิค PCR-RPLP  
 

การอภิปรายผลการศึกษา 
ในการวิเคราะห์จากการสุ่มตัวอย่างทั้งหมด 

150 ราย จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 749 ราย พบว่า
ทั้ง 150 รายที่น ามาทดสอบด้วยวิธี multiplex ARMS-
PCR นั้น ให้ผลการวิเคราะห์ที่สอดคล้องกับการตรวจ
ด้วยเทคนิค PCR-RFLP และด้วยความสามารถของการ
ใช้เทคนิค multiplex ARMS-PCR สามารถช่วยในการ
ตรวจวิเคราะห์หาความผิดปกติของยีน TPMT ได้หลาย 
variants ในเวลาเดียวกัน (Roberts et al., 2004 : 49-
53) วิธีดังกล่าวสามารถลดค่าใช้จ่ายประมาณ 300 บาท
ต่อการวิเคราะห์ 1 ตัวอย่าง และสามารถลดระยะเวลา
ในการตรวจวิเคราะห์ลงจากเดิมที่ใช้เวลาประมาณ 
1,080 นาที/ครั้ง เหลือเพียง 300 นาที/ครั้งเท่านั้น  
 เนื่องจากเทคนิคนี้จะใช้ allele specific primer 
ในการหาต าแหน่งเป้าหมายของ TPMT variants ต่างๆ
ที่มีความจ าเพาะเท่านั้น (Gearry et al., 2003 : 395-
400 ; Lee et al., 1995 : 398-405 ; Roberts et al., 
2004 : 49-53) เป็นผลให้การตรวจวิเคราะห์มีความ
รวดเร็วและแม่นย าขึ้นกว่าการตรวจวิเคราะห์แบบเดมิที่
ใ ช้ เทคนิค PCR-RFLP ซึ่ งมีกระบวนการขั้นตอนที่
ซับซ้อนมากกว่า (Kham et al. , 2002 : 353-359 ; 
Otterness et al. , 1997 : 60-73 ; Yates et al. ,  
1997 : 608-614) ทั้งในขั้นตอนการท า PCR เพื่อให้ได้ 
PCR product ของต าแหน่งยีนเป้าหมายในแต่ละ 
variants และน า PCR product ที่ได้เข้าสู่ขั้นตอนการ
ท า  RFLP โ ดยจะ ใ ช้ เ อน ไซม์ ตั ดจ า เพาะ ในกา ร 
วิ เ ค ร า ะ ห์ ผ ล ว่ า เ ป็ น  wild type ห รื อ  mutant 
(homozygous/heterozygous)  

จากประสบการณ์การให้บริการพบว่า ใน
ขั้นตอน RFLP นั้น หากปริมาณ PCR product และ
เอนไซม์ตัดจ าเพาะมีสัดส่วนที่ไม่เหมาะสมกัน หรือ 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะเสื่อมสภาพ (Okada et al., 2005 : 
677-681 ; Roberts et al. , 2004 : 49-53) จะท าให้
เกิดความผิดพลาดในการตรวจวิเคราะห์และส่งผลต่อ
การแปลผลที่ผิดไปจากความเป็นจริงได้ ยกตัวอย่างเช่น 
การหาความผิดปกติของยีน TPMT*3B เมื่อได้ PCR 

product ขนาด 304 bp น าไปวิเคราะห์ด้วยขั้นตอน 
RFLP โ ด ย ใ ช้ เ อน ไ ซ ม์ ตั ด จ า เ พ า ะ  MwoI ( NEB, 
England) การแปลผล คือ หากตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะได้หมด PCR product มีขนาด 267 bp แสดง
ว่าเป็นไม่พบความผิดปกติของ TPMT*3B หากเอนไซม์
ตัดจ าเพาะตัดได้ไม่หมด PCR product มีขนาด 304 
bp และ 267 bp แสดงว่าเป็น heterozygous *3B 
และหากเอนไซม์ตัดจ าเพาะไม่สามารถตัดได้เลย PCR 
product มีขนาด 304 แสดงว่าเป็น homozygous 
*3B จากตัวอย่างการแปลผลจะเห็นได้ว่าหากเอนไซม์
ตั ดจ า เพาะมีประสิทธิ การท า งานที่ ลดลง  หรื อ 
เสื่อมสภาพ การจะตัด PCR product อาจท าได้ไม่
สมบูรณ์  ( incomplete restriction digestion) หรือ
ตัดไม่ได้เลย ซึ่งจะส่งผลต่อผลการวิเคราะห์และการ
แปลผลที่ไม่ถูกต้อง หรือ คลาดเคลื่อนจากความเป็นจรงิ
ได้  
 นอกจากนี้การใช้เทคนิค multiplex PCR-
ARMS สามารถใช้ในการหาความผิดปกติของ TPMT 
ได้หลาย variants ในเวลาเดียวกัน ซึ่งในข้ันตอนการท า 
PCR จะต้องหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการท า PCR (PCR 
conditions) ของแต่ละ variants เช่น การปรับ allele-
specific primer, การปรับ  MgCl2 ในขั้ นตอนการ
เตรียม PCR reaction รวมถึงการปรับอุณหภูมิ ให้
เหมาะสมในขั้นตอน annealing เป็นต้น (Roberts et 
al., 2004 : 49-53) เพื่อให้มีความเหมาะสมต่อการท า
ปฏิกิริยา PCR ในการหาต าแหน่งเป้าหมายของยีนได้
ครบทุกต าแหน่ง การตรวจวิ เคราะห์ด้วยเทคนิค 
multiplex ARMS-PCR เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ
ช่วยในการตรวจหาความผิดปกติของยีน TPMT ลด
ความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นจากเทคนิค PCR-RFLP ได้เป็น
อย่างดี อย่างไรก็ตามมีการศึกษาการใช้เทคนิค real-
time PCR ซึ่งมีประสิทธิภาพในการตรวจที่แม่นย า 
สามารถตรวจหาความผิดปกติของยีน TPMT ได้หลาย 
variants ในเวลาเดียวกันและเร็วกว่าการใช้เทคนิค 
multiplex ARMS-PCR (Schütz et al., 2000 : 1728-
1737) แต่อย่างไรก็ดีการใช้เทคนิค real-time PCR  
ยั งมี ต้ นทุ นที่ ใ ช้ ในการตรวจวิ เคร าะห์ที่ สู งกว่ า 
เทคนิค multiplex ARMS-PCR อยู่มาก (Roberts et 
al., 2004 : 49-53) ในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกศึกษา
เทคนิค multiplex ARMS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์
หาความผิดปกติของ TPMT variants 
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การสรุปผลและประโยชน์ที่ได้จากการศึกษา 
 การตรวจวิ เคราะห์หาความผิดปกติของ 
TPMT variants ที่ผ่ านมาจะใช้เทคนิค  PCR-ARMS 
และ PCR-RFLP ซึ่งเป็นเทคนิคมาตรฐานที่ใช้ทั่วไป มี
กระบวนการวิเคราะห์ในแต่ละครั้งหลายขั้นตอน และ
ต้องใช้น้ ายา-สารเคมีหลากหลาย โดยเฉพาะขั้นตอน 
RFLP ที่มีการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ จากการศึกษา
พบว่าในขั้นตอนนี้อาจเกิดข้อผิดพลาดได้ด้วยปัจจัย
ต่างๆ ท าให้ต้องมีการตรวจวิเคราะห์ซ้ าหรือตรวจสอบ
อีกครั้ง ก่อนที่จะท าการแปลผลที่ได้ เนื่องจากพบ 
ความผิดปกติของ TPMT variants ได้ต่ า ดังนั้นการ
พัฒนาการตรวจวิ เคราะห์ด้วยเทคนิค multiplex 
ARMS-PCR จะช่วยลดข้อผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้นและ
ยังให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็ว ประหยัดค่าใช้จ่าย
ได้มากกว่าเทคนิคเดิม 
 

ข้อเสนอแนะจากการวิจัย 
 จากการศึกษาพัฒนาการตรวจวิเคราะห์ที่ได้
พบว่าเมื่อน าเทคนิค multiplex ARM-PCR ไปใช้ใน
การให้บริการ จะให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็วกว่า 
และมีขั้นตอนในการท างานที่ง่าย ไม่ยุ่งยาก และยังช่วย
ลดค่าใช้จ่ายในการซื้อน้ ายา-สารเคมีได้เป็นอย่างดี ซึ่ง
จะเป็นประโยชน์ให้กับผู้ที่สนใจสามารถน าไปใช้ได้อย่าง
มีประสิทธิภาพ 
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