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บทคัดย่อ

บทน�ำ  ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD เป็นโรคที่มีความชุกสูงในประเทศไทย มักท�ำให้เกิดอาการเม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลันในภาวะ

ที่มี oxidative stress รวมถึงเป็นสาเหตุท�ำให้เกิดภาวะ bilirubin สูงในทารกแรกเกิดบางราย  เมื่อมีการสะสมของ bilirubin ใน

สมองจะท�ำให้เกิดความเสียหายต่อระบบประสาทได้  วัตถุประสงค ์เพื่อให้ทราบถึงชนิดการกลายพันธุ์ (mutation) ในยีน G6PD ที่

พบในทารกแรกเกิดที่มีภาวะตัวเหลืองจากภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD  วิธีการ ตัวอย่างเลือดทารกแรกเกิดตัวเหลืองจ�ำนวน 110 ราย

ที่ได้รับการวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD น�ำมาตรวจหาความผิดปกติของยีน G6PD ด้วยเทคนิค High Resolution  Melting 

(HRM) ร่วมกับ direct DNA sequencing  ผลการศึกษา ทารกแรกเกิดที่มีอาการตัวเหลืองร่วมกับการมีภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD 

พบความถี่แอลลีลของการกลายพันธุ์จ�ำนวน 12 ชนิดโดยพบ G6PD Viangchan (871 G>A) (0.390)  มากที่สุด รองลงมาได้แก่ 

G6PD Canton (1376 G>T)(0.130), G6PD Kaiping (1388 G>A) (0.103) ตามล�ำดับ  นอกจากนี้ยังพบ G6PD Valladolid (406 

C>T)(0.014) และ G6PD Aureus (143 T>C)(0.007) ซึ่งยังไม่เคยมีรายงานในประเทศไทย ค่า microbilirubim ของทารกมีค่า

เฉลี่ยเท่ากับ 12.53 ± 3.05 mg/dL โดยไม่พบความแตกต่างระหว่างเพศชายและเพศหญิงและไม่พบความสัมพันธ์กับชนิดของการ 

กลายพันธุ์ สรุป การกลายพันธุ์ของยีน G6PD ส่วนใหญ่เป็นชนิด G6PD Viangchan (871 G>A), G6PD Canton (1376 G>T) 

และ G6PD Kaiping (1388 G>A) โดยเฉพาะ G6PD Viangchan (871 G>A) และ G6PD Kaiping (1388 G>A)  จัดอยู่กลุ่มที่

ถูกกระตุ้นแล้วท�ำให้เกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงได้ง่าย การตรวจหาสาเหตุของอาการตัวเหลืองที่มีความถูกต้องแม่นย�ำและรวดเร็ว

จะช่วยในการป้องกันและบรรเทาการแตกของเม็ดเลือดแดงได้ 

ค�ำส�ำคัญ:	 l โรคพร่องเอนไซม์ G6PD  l ทารกแรกเกิดที่มีอาการตัวเหลือง

			   l การตรวจด้วยวิธี High Resolution Melting (HRM)
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Abstract:

Introduction:  A high prevalence of Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency has been shown 

in Thailand.  This disease can lead to acute hemolytic crisis, neonatal jaundice and kernicterus in some 

patients.  Objective: To study the genotype of G6PD mutation in neonatal jaundice in Phramongkutklao Hospital. 

Methods: Study the genotype of 110 newborns who presented with neonatal jaundice from G6PD deficiency by 

High Resolution Melting (HRM) and direct DNA sequencing in Phramongkutklao Hospital.  Result: Twelve G6PD 

variants have been identified. G6PD Viangchan (871 G>A)(0.390) was the most common identified mutation, 

followed by G6PD Canton (1376 G>T)(0.130) and G6PD Kaiping (1388 G>A)(0.103) respectively.  Moreover, G6PD 

Valladolid (406 C>T) (0.014) and G6PD Aureus (143 T>C)(0.007) were identified for the first time in Thailand. 

Mean of microbilirubin was 12.53 ± 3.05 mg/dL and has no correlation with both gender and type of mutations. 

Conclusion: G6PD Viangchan (871 G>A), G6PD Canton (1376G>T) and G6PD Kaiping (1388 G>A) were the three 

most common mutations in our study. G6PD Viangchan (871 G>A) and G6PD Kaiping (1388 G>A) were classified 

into class II which can present acute hemolysis. So, the accurate and rapid testing can prevent and relieve the 

acute hemolysis in neonatal jaundice.

Keywords:	 l G6PD deficiency  l Neonatal jaundice  l High Resolution Melting (HRM)

RTA Med J 2018;71:155-62.
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บทน�ำ

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) เป็น

เอนไซม์ที่พบได้ในทุกเซลล์ของร่างกาย มีหน้าที่หลักในการสร้าง 

NADPH ซึ่งมีหน้าที่ช่วยป้องกันเซลล์ถูกท�ำลายจากสารอนุมูล- 

อิสระ (oxidants) ภายในเซลล์1,2  ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD 

(G6PD deficiency) มีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ์ของยีน G6PD 

ที่อยู่บนโครโมโซม X มีผลให้ระดับของเอนไซม์ G6PD ลดลง 

หรือไม่พบเลย หรือมีการท�ำงานของเอ็นไซม์ที่ผิดปกติ เป็นสาเหตุ

ให้เกิดการแตกของเม็ดเลือดแดง3  ส่วนใหญ่ผู้ป่วยที่มีภาวะพร่อง

เอนไซม์ G6PD มักไม่แสดงอาการ  การเกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตก

อย่างเฉียบพลันจะเกิดเมื่อมีปัจจัยกระตุ้นต่างๆ หรืออยู่ในสภาวะ 

oxidative stress เช่น การรับประทานยาบางชนิด (drug-induced 

acute hemolytic anemia)  การติดเชื้อ (infection-induced 

acute hemolytic anemia)  การกินถั่ว Vicia faba (Favism) 

นอกจากนี้ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD อาจพบร่วมหรือคาดว่าเป็น

สาเหตุของโรคต่างๆ โดยเฉพาะ ภาวะตัวเหลืองในทารกแรกเกิด 

(neonatal jaundice)3-5

ในประเทศไทย จากการศึกษาพบทารกแรกเกิดเพศชายที่เป็น 

G6PD deficiency มีภาวะ hyperbilirubinemia สูงถึงร้อยละ 

49.156  ในกรุงเทพมหานครพบทารกแรกเกิดที่มีภาวะตัวเหลืองที่

เกิดจากภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ในเพศชายร้อยละ 22.1 และ

เพศหญิงร้อยละ 10.17  การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD 

ในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้าจะอาศัยการตรวจวัดเชิงปริมาณของ

เอนไซม์ (quantitative spectrophotometric analysis) ซึ่งยัง

มีข้อจ�ำกัดคือ อาจพบผลลบปลอม (false negative) ได้ในกรณีที่

เลือดมีการแตก (hemolysis) หรือ การมีปริมาณเม็ดเลือดแดงตัว

อ่อนสูง ท�ำให้ระดับ enzyme activity มีค่าปกติได้8-10  ดังนั้นการ

ตรวจยืนยันในระดับยีน (mutation analysis) จึงเป็นประโยชน์ใน

การวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD11 ได้แม่นย�ำมากกว่าวิธีที่ใช้

ตรวจในปัจจุบัน ซึ่งจะท�ำให้สามารถวางแผนการรักษา และการให้

ค�ำแนะน�ำเกี่ยวกับความรุนแรงของโรค การเฝ้าระวังการเกิดภาวะ

เม็ดเลือดแดงแตกในอนาคตให้แก่ผู้ป่วยได้อีกด้วย

จากข้อมูลส�ำรวจความชุก (prevalence) ทั่วโลกพบ G6PD 

variants มากกว่า 400 ชนิด แต่ละชนิดจะมีคุณสมบัติโดยเฉพาะ 

activity ของเอ็นไซม์ที่ต่างกันออกไปตั้งแต่ต�่ำมากไปจนถึงระดับปกติ 

ท�ำให้มีลักษณะอาการทางคลินิคที่แตกต่างกันด้วย จากรายงานการ

ส�ำรวจในประเทศไทย พบการกลายพันธุ์ชนิดที่เกิดจากการแทนที่

ของกรดนิวคลิอิค (substitution) มากกว่า 15 ชนิด ชนิดที่พบ

บ่อย ได้แก่ G6PD Viangchan (871 G>A), G6PD Canton 

(1376 G>T), G6PD Mahidol (487 G>A), G6PD Kaiping 

(1388 G>A), G6PD Union (1360 C>T) และ G6PD Chinese-5 

(1024 C>T)7,11-15  ดังนั้นจึงได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจการกลาย

พันธุ์ของยีน G6PD หลายวิธี เช่น PCR restriction enzyme  

(PCR/RE)7,16,17, microarray18, amplification refractory muta-

tion system19 เป็นต้น  ซึ่งวิธีดังกล่าวมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก ใช้ 

เครื่องมือจ�ำเพาะ ต้องอาศัยความช�ำนาญในการท�ำและการแปลผล 

อีกทั้งต้องใช้ระยะเวลานานในการตรวจด้วย ในปัจจุบันได้มีการน�ำ

เทคนิค High Resolution Melting analysis (HRM) มาใช้ใน

การตรวจหาลักษณะทางพันธุกรรมของยีน G6PD ที่ท�ำให้เกิดภาวะ

พร่องเอนไซม์ G6PD ได้หลายชนิดพร้อมกัน นอกจากสามารถบอก

ลักษณะและชนิดของการกลายพันธุ์ได้แล้ว ยังช่วยลดระยะเวลา

ในการตรวจได้อีกด้วย20-22 ซึ่งผู้วิจัยได้น�ำเทคนิคนี้มาประยุกต์ใช้

ร่วมกับการตรวจล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) โดยมี

วัตุประสงค์เพื่อท�ำการศึกษาลักษณะการกลายพันธุ์ของยีน G6PD 

ในเด็กทารกแรกเกิดตัวเหลือง ในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้า

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างเลือดของทารกแรกเกิดตัวเหลืองจ�ำนวน 110 ราย (เพศ

ชาย 74 ราย และเพศหญิง 36 ราย) ที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นภาวะ

พร่องเอนไซม์ G6PD ด้วยวิธี quantitative spectrophotometric  

ณ ห้องปฏิบัติการห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยา กองพยาธิวิทยา 

โรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้า ระหว่างเดือนมิถุนายน ถึง ตุลาคม ปี 

พ.ศ. 2560 เพศชายมีระดับเอนไซม์ G6PD ต�่ำกว่า 159 IU/mL 

RBC และเพศหญิงมีระดับเอนไซม์ G6PD ต�่ำกว่า 197 IU/mL 

RBC โดยงานวิจัยนี้ได้รับการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรม

การวิจัยในคน มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ชุดที่ 3 สาขาวิทยาศาสตร์ 

และคณะอนุกรรมการพิจารณาโครงการวิจัย กรมแพทย์ทหารบก

การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) ใช้น�้ำยาส�ำเร็จรูป Axy-

PrepTM (blood genomic DNA kit) ตรวจหาการกลายพันธุ์

ของยีน G6PD  ชนิด G6PD Viangchan (871 G>A) และ 

G6PD Mahidol (487 G>A) ด้วยวิธี High Resolution Melting 

(HRM)22 ในเบื้องต้นก่อน  ตัวอย่างที่ให้ผลลบ (negative) จะ
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ส่งตรวจวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ต่อไป 

โดย Primer ที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ HRM (Table 1)  ท�ำการ

ตรวจวิเคราะห์ HRM ด้วยเครื่อง CFX96 (Bio-Rad, CA, USA) 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction; 

PCR) ในปริมาตร 20 µL ต่อหนึ่งปฏิกิริยาประกอบด้วย DNA 

50 ng, Forward primer 0.2 µM, Reverse primer 0.2 µM 

และ 1x SsoFastTM EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, CA, 

USA) โดยใช้ initial denaturation 98 ํC 2 นาที, 35 รอบของ 

denaturation 98 ํC 10 วินาที,  annealing 62 ํC 5 วินาที และ 

extension 72 ํC 15 วินาที  หลังจากขั้นตอนเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมแล้ว ท�ำการตั้งอุณหภูมิ 95 ํC 1 นาที และ 65 ํC 30 

วินาที เพื่อเตรียมเข้าสู่กระบวนการ melting analysis โดยก�ำหนด

ให้มีการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิตั้งแต่ 65-95 ํC ที่อัตรา 0.02 ํC ต่อ

วินาที  ในการอ่านค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนจะเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่อง 

และวิเคราะห์ลักษณะการเปลี่ยนแปลงค่า melting temperature 

(Tm) ของ PCR product ด้วย Precision Melt AnalysisTM 

Software 1.1 (Bio-Rad, CA, USA) วิเคราะห์เทียบกับตัวอย่าง

ควบคุมที่ทราบลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) แล้ว

การตรวจวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (direct DNA sequenc-

ing) ใช้ Primer เพื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในต�ำแหน่ง exon 

2 ถึง exon 13 ของยีน G6PD (Table 2)  โดยในการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมปริมาตร 50 µL ประกอบด้วย DNA 100 ng, 

Forward primer 0.2 µM, Reverse primer 0.2 µM, dNTP 

200 µM, 1x Standard Taq buffer และ 1 unit ของ Taq 

DNA polymerase enzyme (New England BioLabs, USA) 

ด้วยเคร่ืองเพิม่ปริมาณสารพนัธุกรรมรุ่น T-gradient (Biometra) 

ที่ Initial denaturation 95 ํC 5 นาที denaturation 95 ํC 

30 วินาที, annealing 62-72 ํC 60 วินาที และ extension 

Table 1  Primer ส�ำหรับการท�ำ  High Resolution Melting20

Mutation 5’-->3’ ขนาด (bp)

Mahidol (487 G>4) F: GCA GCT CTG ATC CTC ACT CC

R: GGT TGG ACA GCC GGT CA

137

Viangchan (871 G>A) F: CC AAC TCA ACA CCC AAG GA

R: TGG CCT GCA CCT CTG AGA T

86

Table 2  Primer ส�ำหรับการท�ำ direct DNA sequencing 

Exon 5’-->3’ PCR product size

2 F:
R:

CTCAAGAAAGGGGCTAACTTCTCAA
GCACTTCCTGGCTTTTAAGATTGGG

241

3-4 F:
R:

CAGCCACTTCTAACCACACACCT
CCGAAGCTGGCCATGCTGGG

352

5 F:
R:

CTGTCTGTGTGTCTGTCTGTCC
AGCCTGGCAGGCGGGAAGG

291

6-7 F:
R:

ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG
GAAGAGTAGCCCTGCAGGGTGACT

586

8 F:
R:

GGAGCTAAGGAGAGCTCTGGC
GGCATGCTCCTGGGGACTGGG

164

9-10 F:
R:

CAAGGAGCCCATCTCTCCCTT
AGGCCGCCCACCCTCCACA

638

11-13 F:
R:

GCAGGCAGTGGCATCAGCCAAG
GGGAAGGAGGGTGGCCGTGG

548
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Table 3  ความถี่แอลลีลและความถี่ของการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ชนิดต่างๆ ของทารกแรกเกิดตัวเหลือง

ชนิดการกลายพันธุ์ของยีน G6PD
ชาย (74) หญิง (36) ความถี่

แอลลีล
ความถี่ยีน

Hemizygous Heterozygous Homozygous

G6PD Viangchan (871 G>A) 36 19 1 0.390 0.509

G6PD Canton (1376 G>T) 12 7 0.130 0.173

G6PD Kaiping (1388 G>A) 12 3 0.103 0.136

G6PD Mahidol (487 G>A) 5 2 0.048 0.064

G6PD Chinese- 4 (392 G>T) 1 3 0.027 0.036

G6PD Valladolid (406 C >T) 1 1 0.014 0.018

G6PD Songkla-nagarind (196 T >A) 2 0.014 0.018

G6PD Mediterranean (563 C>T) 1 0.007 0.009

G6PD Coimbra (592 C>T) 1 0.007 0.009

G6PD Chinese-5 (1024 C>T) 1 0.007 0.009

G6PD Union (1360 C>T) 1 0.007 0.009

G6PD Aureus (143 T>C) 1 0.007 0.009

72 ํC 5 วินาที จ�ำนวน 30 รอบ และ final extension 72 ํC 

5 นาที หลังจากนั้นตรวจสอบขนาด PCR product ที่ได้ด้วย 

electrophoresis บนแผ่น 2% agarose ก่อนส่งตรวจ direct 

DNA sequencing 

การวิเคราะห์ทางสถิติ

ข้อมูลเชิงปริมาณน�ำเสนอโดยค่าสถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ ค่า

เฉลี่ย (mean) และ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของระดับ microbilirubin ระหว่างเพศชาย

และเพศหญิงด้วย Student’s t-test และวิเคราะห์ความแปรปรวน

ของระดับ microbilirubin กับการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ชนิด

ต่างๆ ด้วย One-way ANOVA  โดยผลการวิเคราะห์ทางสถิติ

จะถือว่ามีนัยส�ำคัญเมื่อค่า p-value น้อยกว่า 0.05

ผลการศึกษา

ผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) ด้วยวิธี 

High Resolution Melting (HRM) จากตัวอย่างจ�ำนวน 110 

ราย เมื่อท�ำการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี  HRM แล้วพบ G6PD 

Viangchan (871 G>A) จ�ำนวน 56 ราย (hemizygous 36 

ราย, heterozygous 19 ราย และ homozygous 1 ราย) G6PD 

Mahidol (487 G>A) จ�ำนวน 7 ราย (hemizygous 5 ราย และ 

heterozygous 2 ราย)

ผลการศึกษาลักษณะพันธุกรรม (genotype) ด้วยวิธี direct 

DNA Sequencing จากตัวอย่างที่เหลือจ�ำนวน 50 ราย ผล 

direct DNA sequencing พบ G6PD Canton (1376 G>T) 

จ�ำนวน 19 ราย (hemizygous 12 ราย และ heterozygous 7 

ราย), G6PD Kaiping (1388 G>A) จ�ำนวน 15 ราย (hemizy-

gous 12 ราย และ heterozygous 3 ราย), G6PD Chinese-4 

(392 G>T) จ�ำนวน 4 ราย (hemizygous 1 ราย และ hetero-

zygous 3 ราย), G6PD Valladolid (406 C>T) จ�ำนวน 2 ราย 

(hemizygous และ heterozygous อย่างละ 1 ราย), G6PD 

Songklanakarin (196 T >A) จ�ำนวน 2 ราย (hemizygous 

2 ราย) และพบ  G6PD Mediterranean (563 C>T), G6PD 

Coimbra (592 C>T), G6PD Chinese-5 (1024 C>T), G6PD 

Union (1360 C>T) และ G6PD Aures (143 T>C) ชนิดละ  

1 ราย (พบเป็น hemizygous ทั้งหมด) (Table 3)

ความถี่ของชนิดการกลายพันธุ์ของยีน G6PD จาก Table 3 

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม ตัวอย่าง 110 ราย (เพศชาย 74 

ราย และเพศหญิง 36 ราย) ด้วยวิธี HRM ร่วมกับ DNA se-

quencing  พบ G6PD Viangchan (871 G>A) มีความถี่การ 

กลายพันธุ์สูงที่สุด คือ 0.39 โดยพบเพศหญิง 1 รายที่มีลักษณะ 
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homozygous รองลงมาคือ G6PD Canton (1376G>T) 0.13, 

G6PD Kaiping (1388 G>A) 0.103, G6PD Mahidol (487 

G>A) 0.048, G6PD Chinese-4 (392 G>T) 0.027, G6PD 

Songklanagarind (196 T>A) และ G6PD Valladolid (406 

C>T) ชนิดละ 0.014 และพบ G6PD Mediterranean (563 

C>T), G6PD Coimbra (592 C>T), G6PD Chinese-5 (1024 

C>T), G6PD Union (1360 C>T), G6PD Aureus (143 T>C) 

ทั้ง 5 การกลายพันธุ์มีความถี่แอลลีนเท่ากัน คือ 0.007 ความ

สัมพันธ์ระหว่างระดับ microbilirubin (MB) กับชนิดการกลาย

พันธุ์ของยีน G6PD

จากตัวอย่าง 110 รายระดับ microbilirubin สูงสุดคือ 20.0 

mg/dL และมีค่าเฉลี่ย 12.53 ± 3.05 mg/dL เมื่อจัดกลุ่มตามชนิด

การกลายพันธุ์ของยีน G6PD  พบว่าการกลายพันธุ์แต่ละชนิดไม่มี

ความสัมพันธ์กับระดับ microbilirubin รวมถึงไม่พบความแตก

ต่างของระดับ microbilirubin ระหว่างเพศชาย (hemizygous) 

และเพศหญิง (heterozygous) ด้วย (Table 4)

วิจารณ์

โรคภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD มีสาเหตุจากการกลายพันธุ์

ของยีน G6PD ส่วนใหญ่พบเป็นการกลายพันธุ์เฉพาะที่ (point 

mutation)23 ในประเทศไทยมีความชุกของโรคนี้สูงและมีการ

ศึกษาความหลากหลายในการกลายพันธุ์ของยีนด้วยหลากหลาย

วิธี7,11-15 แต่เนื่องจากความหลากหลายของการกลายพันธุ์ ท�ำให้

การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ทุกชนิดเป็นไปได้ยาก และมีข้อจ�ำกัด

ทางด้านเทคนิคต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นความจ�ำเพาะ ความยุ่งยากในการ

ตรวจวิเคราะห์ การอ่านและแปลผล ตลอดจนภาระค่าใช้จ่ายที่มี

ราคาสูง จากการวิจัยที่ผ่านมาได้น�ำเทคนิคการตรวจด้วยวิธี High 

Resolution Melting (HRM) มาประยุกต์ใช้ในการตรวจคัดกรอง

หาการกลายพันธุ์ของยีน G6PD20-22 ซึ่งผู้วิจัยได้น�ำวิธีการดังกล่าว

มาประยุกต์ใช้ค้นหาการกลายพันธุ์ของยีน G6PD โดยเลือกชนิด

ที่พบได้บ่อย 2 ชนิดในประเทศไทย คือ G6PD Viangchan (871 

G>A) และ G6PD Mahidol (487 G>A) ซึ่งผลที่ได้คือสามารถ

แยกลักษณะทางพันธุกรรมออกเป็น ปกติ (wild type), พาหะ

(heterozygous) และ เป็นโรค (homozygous หรือ hemizygous)  

ได้อย่างชัดเจน ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาก่อนหน้า20-21 ที่ต้องมีการ

ผสม DNA ของเพศชายที่มียีน G6PD ปกติ (reference DNA) 

ลงไปด้วยเนื่องจากไม่สามารถแยกลักษณะกราฟของผู้ที่ปกติ 

(wild type) ออกจากกราฟผู้ที่เป็นโรค (homozygous หรือ 

hemizygous) ได้ ซึ่งการวิจัยนี้เป็นการน�ำวิธี High Resolution 

Melting (HRM) มาประยุกต์ใช้กับการตรวจหาการกลายพันธุ์ของ

ยีน G6PD เพียง 2 ชนิดแรกที่มีรายงานพบได้บ่อยในประเทศไทย 

และควรมีการศึกษาในชนิดอื่นๆ ต่อไป

Table 4  ค่า microbilirubin ในการกลายพันธุ์แต่ละชนิดของยีน G6PD

ชนิดการกลายพันธุ์ของยีน G6PD
Microbilirubin (mg/dL)

p-value1

เพศชาย เพศหญิง

G6PD Viangchan (871 G>A) 13.1 ± 2.8
(N = 36)

11.8 ± 2.4
(N = 20)

0.098

G6PD Canton (1376 G>T) 11.8 ± 4.4
(N = 12)

14.3 ± 3.6
(N = 7)

0.201

G6PD Kaiping (1388 G>A) 11.5 ± 2.9
(N = 12)

12.3 ± 0.7
(N = 3)

0.690

G6PD Mahidol (487 G>A) 13.2 ± 1.2
(N = 5)

12.0 ± 2.8
(N = 2)

0.434

การกลายพันธุ์ชนิดอื่นๆ 12.4 ± 4.0
(N = 9)

13.2 ± 2.8
(N = 4)

0.749

p-value2 0.570 0.302
1ค่า microbilirubin ระหว่างเพศชายและเพศหญิงไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ (Student’s t-test)
2ค่า microbilirubin ระหว่างการกลายพันธุ์ของยีน G6PD แต่ละชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ (One-way ANOVA)
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การศึกษาความถี่แอลลีลของการกลายพันธุ์ของยีน G6PD 
ในการศึกษาครั้งนี้พบว่า G6PD Viangchan (871 G>A) มี
ความถี่ของยีนสูงที่สุด คือ 0.39 ส่วนการกลายพันธุ์ที่พบรองลง
มาได้แก่ G6PD Canton (1376 G>T) และ G6PD Kaiping 
(1388 G>A) ตามล�ำดับ ซึ่ง 3 อันดับแรกนี้ มีความแตกต่างจาก
การศึกษาความชุกการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ในประเทศไทย
ก่อนหน้านี้7,17 คือพบ G6PD Kaiping (1388 G>A) เพิ่มขึ้นมา
แทนที ่G6PD Mahidol (487 G>A) การเปลี่ยนแปลงความถี่ของ
การกลายพันธุ์นั้นอาจเกิดจากการย้ายถิ่นที่อยู่อาศัยของประชากร
ในภูมิภาคต่างๆ24 อีกทั้งการศึกษาครั้งนี้ได้ท�ำการตรวจวิเคราะห์
ด้วยวิธี High Resolution Melting (HRM) ร่วมกับการตรวจ
วิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ตัวอย่างทั้ง 110 
ราย ได้ถูกตรวจจนทราบชนิดของการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ซึ่ง
พบ G6PD Valladolid (406 C>T) และ G6PD Aureus (143 
T>C) ซึ่งยังไม่มีการรายงานในประเทศไทย7,11-15  นอกจากนี้ยัง
พบการกลายพันธุ์อื่นๆ ได้แก่ G6PD Chinese-4 (392 G>T), 
G6PD Songklanagarind (196 T>A), G6PD Mediterranean 
(563 C>T), G6PD Coimbra (592 C>T), G6PD Chinese-5 
(1024 C>T) และ G6PD Union (1360 C>T) ด้วย

เนื่องจากมีปัจจัยหลายประการที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงหรือ
ปริมาณ microbilirubin เช่น การสัมผัสสารเคมีบางชนิด การติด
เชื้อ ภาวการณ์แตกท�ำลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis) การมีพยาธิ
สภาพที่ตับแล้วท�ำให้การ conjugate bilirubin ลดลง ร่วมถึงการ
มีความผิดปกติทางพันธุกรรมอื่นๆ เช่น การกลายพันธุ์ยีน UGT, 
Gilbert syndrome เป็นต้น24-26 ภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ก็เป็น
ปัจจัยส�ำคัญที่ท�ำให้ระดับ bilirubin ในเลือดสูงถึง 18 mg/dL 
จากรายงานในประเทศอินเดีย27 เช่นเดียวกับงานวิจัยในประเทศ
อิหร่านได้รายงานระดับ bilirubin เฉลี่ยระหว่างเด็กแรกเกิดปกติ
กับ G6PD deficiency นั้นมีความแตกต่างกันได้แก่ 18.14 ± 
3.85 mg/dL และ 22.26 ± 8.36 mg/dL ตามล�ำดับ28  ส่วน
ระดับ microbilirubin ในทารกแรกเกิดตัวเหลืองที่มีภาวะพร่อง
เอนไซม์ G6PD ที่ตรวจพบในงานวิจัยนี้มีค่าเฉลี่ย 12.53 ± 3.05 
mg/dL ซึ่งน้อยกว่ารายงานดังกล่าว  แต่อย่างไรก็ตามปริมาณสูงสุด
ที่วัดได้มีค่าใกล้เคียงกับรายงานก่อนหน้าสูงถึง 20 mg/dL  เมื่อ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของระดับ microbilirubin กับการกลาย
พันธุ์แต่ละชนิดและเพศในทางสถิติพบว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน 
ซ่ึงชนิดการกลายพันธุ์ท่ีพบส่วนใหญ่จัดอยู่ในความรุนแรงชนิด 
class II (ตามการจัดกลุ่มโดย WHO) จึงไม่พบความสัมพันธ์ดัง
กล่าวได้อย่างชัดเจน 

สรุป

ทารกแรกเกิดตัวเหลืองที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD ตรวจพบ

กลายพันธุ์ของยีน G6PD ด้วยวิธี HRM และ DNA sequenc-

ing ได้ถึง 7 ชนิดโดยความถี่แอลลีลส่วนใหญ่เป็นชนิด G6PD 

Viangchan (871 G>A), G6PD Canton (1376 G>T) และ 

G6PD Kaiping (1388 G>A) ตามล�ำดับ  โดยเฉพาะ G6PD 

Viangchan (871 G>A) และ G6PD Kaiping (1388 G>A) จัด

อยู่ใน G6PD deficiency class II ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีระดับเอนไซม์

เฉลี่ยประมาณร้อยละ 1-10 มีปริมาณ microbilirubin สูงระหว่าง 

4.4-20.0 mg/dL  แม้ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างการกลายพันธุ์

กับปริมาณ microbilirubin ซึ่งอาจเกิดจากมีปัจจัยหลายประการ

ที่ท�ำให้เกิดอาการตัวเหลืองในทารกแรกเกิด การกลายพันธุ์ของยีน 

G6PD ที่พบอาจเป็นปัจจัยหลักหรือปัจจัยร่วมที่จะยิ่งเพิ่มระดับ 

ความรุนแรงของอาการตัวเหลือง ผลการศึกษานี้สามารถน�ำไป

ก�ำหนดมาตรการดูแลรักษาเด็กทารกแรกเกิดตัวเหลือง รวมทั้ง

การป้องกันที่ผู้ป่วยจะได้รับผลกระทบของยาและการรักษาต่อ

ภาวะอ่อนไหวของการขาดเอนไซม์ G6PD ต่อไป
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