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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 
 นิธิพัฒน์ ตันติรักษ์ธรรม : การวิเคราะห์การกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 ในผู้ป่วยไทยที่มีภาวะพร่อง

เอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส. ( MUTATION ANALYSIS OF THE CYP21A2 GENE IN THAI 
PATIENTS WITH 21-HYDROXYLASE DEFICIENCY) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ภัทรา ยี่ทอง 

  
โรคต่อมหมวกไตชั้นนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิด เป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบได้บ่อยที่สุดในกลุ่มโรค

ต่อมหมวกไตชั้นนอก มากกว่าร้อยละ 90 ของผู้ป่วยโรคน้ีมีสาเหตุมาจากภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส 
โดยถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบยีนด้อยบนออโตโซม  ซ่ึงเกิดจากการกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 ที่มีหน้าที่
ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ในวิถีการสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ของฮอร์โมนคอร์ติซอล ยีน 
CYP21A2 อยู่ในกลุ่มยีนที่มีโครงสร้างซับซ้อน เน่ืองจากยีน CYP21A2 มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับยีนเทียม 
CYP21A1P สูงถึงร้อยละ 98 ส่งผลให้เกิดการครอสโอเวอร์ไม่ตรงกันในระหว่างแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส บางแอลลี
ลมีการขาดหายขนาดใหญ่และได้ผลิตภัณฑ์เป็นยีนลูกผสมกับยีนเทียมที่ไม่สามารถทำงานได้ และบางแอลลีลมียีน
คอนเวอร์ชัน ทำให้ส่วนหน่ึงของยีน CYP21A2 ถูกแทนที่ด้วยส่วนหน่ึงของยีนเทียม CYP21A1P ส่วนที่ถูกแทนที่
ดังกล่าวจึงได้รับการแปรผันทางพันธุกรรมที่พบบนยีนเทียม CYP21A1P มาด้วย การกลายพันธ์ุเหล่าน้ีไม่สามารถ
ตรวจพบได้ด้วยเทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยหลักการของแซงเกอร์หรือเทคนิค MLPA เพียงเทคนิคเดียว 
การศึกษาน้ีใช้เทคนิคการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัส (locus-specific PCR) ร่วมกับเทคโนโลยีวิเคราะห์หา
ลำดับ นิวคลี โอไทด์ โม เล กุล เดี ยวตามเวลาจริงแบบสายยาว  (long-read single molecule real-time 
sequencing, long-read SMRT sequencing) ในการหาการกลายพันธ์ุในบริเวณที่ซับซ้อนและสามารถพบการ
กลายพันธ์ุทั้งหมดในผู้ป่วยไทยจำนวน 49 ราย โดยชนิดของการกลายพันธ์ุที่พบ ได้แก่ การกลายพันธ์ุตำแหน่งตัด
เชื่อม การกลายพันธ์ุแบบเปลี่ยนรหัส การกลายพันธ์ุเป็นรหัสหยุด การกลายพันธ์ุแบบเลื่อนกรอบ และการขาด
หายขนาดใหญ่ของยีน โดยพบการกลายพันธ์ุตำแหน่ง IVS2-13A/C>G จำนวน 37 แอลลีล เป็นตำแหน่งที่มี
ความถี่แอลลีลสูงที่สุด มีความถี่แอลลีลเท่ากับ 0.378 นอกจากน้ี ยังพบการกลายพันธ์ุใหม่ตำแหน่ง IVS7+1G>T 
ซ่ึงเป็นตำแหน่งที่น่าจะมีผลกระทบต่อตำแหน่งตัดเชื่อม การใช้เทคนิคการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัส
ร่วมกับเทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์โมเลกุลเดียวตามเวลาจริงแบบสายยาวน้ี สามารถหาสาเหตุทาง
พันธุกรรมของยีน CYP21A2 ที่มีความซับซ้อนได้ ซ่ึงข้อมูลที่ได้สามารถใช้ในการให้คำปรึกษาทางพันธุศาสตร์ที่
เหมาะสมแก่ผู้ป่วยและครอบครัวได้ 

 

สาขาวิชา พันธุศาสตร์ ลายมือชื่อนิสิต ................................................ 
ปีการศึกษา 2562 ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก .............................. 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤ ษ 
# # 6171990723 : MAJOR GENETICS 
KEYWORD: single nucleotide real-time (SMRT) sequencing, long-read sequencing, 

CYP21A2, 21-hydroxylase deficiency, congenital adrenal hyperplasia 
 Nithiphut Tantirukdham : MUTATION ANALYSIS OF THE CYP21A2 GENE IN THAI 

PATIENTS WITH 21-HYDROXYLASE DEFICIENCY. Advisor: Asst. Prof. Dr. PATRA 
YEETONG, Ph.D. 

  
Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is one of the most common inherited adrenal 

disorders. More than 90% of the cases are 21-hydroxylase deficiency (21-OHD). It is an 
autosomal recessive inheritance. CAH is caused by the mutations in CYP21A2 gene encoding 
for steroidogenic enzymes that involve in cortisol synthesis. The CYP21A2 gene is located in a 
part of a complicated structure which has high degree of sequence homology (98%) between 
the functional CYP21A2 gene and the non-functional CYP21A1P pseudogene, leading to a high 
recombination rate of this locus during meiosis and subsequent unequal crossover of sister 
chromatids. The possible consequences include an allele with a large gene deletion, thereby 
producing a nonfunctional chimeric pseudogene. Some alleles with a gene conversion cause 
the part of the CYP21A2 gene to be replaced by the part of the CYP21A1P. The replaced part 
has the genetic variation found on the CYP21A1P gene as well. These mutations cannot 
investigate by Sanger sequencing or MLPA. In this study, a locus-specific PCR and a long-read 
single molecule real-time (SMRT) sequencing were performed for investigating the mutations in 
the complex region. We successfully identified all biallelic CYP21A2 mutations in 49 Thai 
patients including splice site mutation, missense mutation, nonsense mutation, frameshift 
mutation and large gene deletion. The most common mutation, IVS2-13A/C>G, was identified 
in 37 alleles (allele frequency 0.378). In addition, the newly identified splicing mutation, 
IVS7+1G>T, affecting a donor splice site disruption was detected. We effectively used 
combined methods, a locus-specific PCR and a long-read single molecule real-time 
sequencing, to identify the mutations in CYP21A2 gene which can use the information to 
provide genetic counseling appropriate for patients and families. 
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ก ิต ตกิ รรมประก าศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์เล่มน้ีสำเร็จลงได้ด้วยความอนุเคราะห์จากท่านผู้มีอุปการคุณ หน่วยงานต่าง ๆ  และ
ผู้ป่วยทุกท่านที่เข้าร่วมและอนุเคราะห์ตัวอย่างให้แก่การศึกษาวิจัยในฐานะตัวแทนประชากร ซ่ึงมีความสำคัญ
ต่อวิทยานิพนธ์น้ี และเป็นประโยชน์ต่องานวิจัยด้านเวชพันธุศาสตร์ของประเทศไทย ผู้วิจัยขอบพระคุณไว้ใน
โอกาสน้ี 
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วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ผู้ให้แนวทางเก่ียวกับหัวข้อวิทยานิพนธ์ แนะนำวางแผนการเรียน 
เมตตารับเป็นอาจารย์ที่ปรึกษา และกรุณาสละเวลาเอาใจใส่ ถ่ายทอดความรู้และประสบการณ์ที่เป็นประโยชน์
ต่อการเรียนแก่ข้าพเจ้าตลอดมา 

ศาสตราจารย์ นพ. วรศักดิ์ โชติเลอศักดิ์ ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ได้กรุณาให้ความรู้ทางด้านเวชพันธุศาสตร์ทุกแง่มุม ตั้งแต่อดีตถึงปัจจุบัน ทัง้เชิงกว้างและเชิงลึก
ซ่ึงเป็นพื้นฐานที่สำคัญในการทำวิทยานิพนธ์ ชี้แนะวิธีการแก้ปัญหาที่เหมาะสม เป็นต้นแบบและแรงบันดาลใจ
ในการทำงาน 

รองศาสตราจารย์  พญ . ธนินี สหกิจรุ่งเรือง ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้กรุณาสนับสนุนข้อมูลทางคลินิกและตัวอย่างผู้ป่วยแก่การศึกษาวิจัยน้ี 

รองศาสตราจารย์ ดร. วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกุล รองศาสตราจารย์ ดร. ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต รอง
ศาสตราจารย์ ดร. รัชนีกร ธรรมโชติ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สุรัสวดี อัศวรัตน์ ได้กรุณาให้ความรู้ ความ
คิดเห็น ข้อเสนอแนะ และคำแนะนำระหว่างศึกษาวิจัยและทำวิทยานิพนธ์น้ี 

เจ้าหน้าที่ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางเวชพันธุศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
และศูนย์อณูพันธุศาสตร์เพื่อการวินิจฉัยโรค โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ที่กรุณาช่วยเหลือและให้
คำปรึกษาเก่ียวกับการปฏิบัติทางห้องปฏิบัติการที่เก่ียวข้องกับวิทยานิพนธ์น้ี 

ทุนค่าเล่าเรียน วิทยาลัยวิทยาศาสตร์การแพทย์เจ้าฟ้าจุฬาภรณ์ ราชวิทยาลัยจุฬาภรณ์ และทุน
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คุณประเสริฐ คุณพรรณี ตันติรักษ์ธรรม บิดามารดาผู้มีพระคุณ ประกอบด้วยพรหมวิหาร 4 เป็น
ต้นแบบทางกายต้นแบบทางจิตใจแก่ข้าพเจ้าเสมอมา 

สุดท้ายน้ี ขอบคุณกัลยาณมิตรทุกท่านที่เป็นกำลังใจและช่วยเหลือให้วิทยานิพนธ์น้ีสำเร็จลงได้ 
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บทท่ี 1  
บทนำ 

 

ความเป็นมาและความสำคัญ 

โรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิด (congenital adrenal hyperplasia, 

CAH) เป็นโรคต่อมหมวกไตผิดปกติที่พบได้บ่อยที่สุดในกลุ่มโรคตอมหมวกไตที่ผู้ป่วยมีลักษณะ 

อวัยวะเพศกำกวม (ambiguous genitalia) โดยร้อยละ 90 ถึงร้อยละ 95 มีสาเหตุมาจากภาวะ 

พ ร่อ ง เอน ไซม์  2 1 -ไฮด รอกซิ เล ส  (2 1 -hydroxylase deficiency, 21 -OHD) โรค  CAH นี้  

มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบยีนด้อยบนออโตโซม (autosomal recessive inheritance) (P. C. 

White & Speiser, 2000) เกิดจากการกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 มีหน้าที่ควบคุมการสรา้งเอนไซม์ 

21-ไฮดรอกซิเลส (21-hydroxylase, 21-OH) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม cytochrome ชนิด P450c21 

ที่สำคัญต่อกระบวนการไฮดรอกซิ เลชัน (hydroxylation) (Y. Higashi, Yoshioka, Yamane, 

Gotoh, & Fujii-Kuriyama, 1986) เอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ทำหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในวิถี  

การสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ (steroidogenesis pathway) ของฮอร์โมนคอร์ติซอล (cortisol 

hormone) และฮอร์โมนแอลโดสเทอโรน (aldosterone hormone) ของต่อมหมวกไตช้ันนอก 

(adrenal cortex) (Miller & Auchus, 2011) 

ภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส จึงทำให้ผู้ป่วยขาดฮอร์โมนคอร์ติซอลและฮอร์โมน

แอลโดสเทอโรน (Speiser et al., 2018) เมื่อเกิดภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ส่งผลให้

ปฏิกิริยา hydroxylation ของฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน (progesterone) ในการเปลี่ยนแปลง 

สารตั้งต้นจาก 17 -ไฮดรอกซีโพรเจสเทอโรน (17 -hydroxyprogesterone, 17-OHP) ไปเป็น 

11-ดีออกซีคอร์ติซอล (11-deoxycortisol) ในกระบวนการสังเคราะห์ฮอร์โมนคอร์ติซอลลดลงและ

การเปลี่ยนแปลงสารตั้งต้นจากฮอร์โมนโพรเจสเทอโรน ไปเป็น 11 -ดีออกซีคอร์ติโคสเทอโรน 

(11-deoxycorticosterone, DOC) ในกระบวนการสังเคราะห์ฮอร์โมนแอลโดสเทอโรนก็ลดลง

เช่นเดียวกัน จนเกิดการค่ังของสารตั้งต้น ได้แก่ ฮอร์โมน 17-ไฮดรอกซีโพรเจสเทอโรน ฮอร์โมน 17-

ไฮดรอกซีเพรกนิโนโลน (17-hydroxypregnenolone) และฮอร์โมนเพรกนิโนโลน (pregnenolone) 

สารตั้งต้นเหล่านี้จึงท้นไปสู่กระบวนการสร้างฮอร์โมนแอนโดรเจน (androgen) ของต่อมหมวกไต 
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ทำให้มีการสร้างฮอร์โมนแอนโดรเจนเพิ่มข้ึน ผู้ป่วยจึงมีปริมาณฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนมากกว่าปกติ 

(Miller & Auchus, 2011; Speiser et al., 2018; Speiser et al., 2010) 

ยีน CYP21A2 เป็นยีนที่ทำงานได้สำหรับเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ที่หลั่งออกมาจาก

ต่อมหมวกไต ตั้งอยู่บนแขนข้างสั้นของโครโมโซมแท่งที่  6 ตำแหน่ง 21.3 (6p21.3) ใน RCCX 

module (RP-C4-CYP21-TNX) ของกลุ่มยีน human leukocyte antigen (HLA) ซึ่งเป็น major 

histocompatibility complex (MHC) class III ในมนุษย์ ที่โครงสร้างมีความซับซ้อน (Lee, 2005) 

ประกอบด้วยยีนทั้ งหมด 4 ยีน ได้แก่  ยีน STK (serine/threonine nuclear protein kinase, 

เดิมช่ือยีน RP) (Shen et al., 1994) ยีน complement component C4 ยีน CYP21 (steroid 

21-hydroxylase) และยีน TNX (tenascin-X) (Gitelman, Bristow, & Miller, 1992) (Bristow, 

Tee, Gitelman, Mellon, & Miller, 1993) โดยปกติจะจัดเรียงแบบไบโมดูลาร์ (bimodular) 

ประกอบด้วย RCCX module จำนวน 2 ชุด ชุดหนึ่งที่มียีนเทียม CYP21A1P ส่วนอีกชุดมียีน 

CYP21A2 ซึ่งการเรียงตัวของยีนจากเทโลเมียร์ถึงเซนโทรเมียร์คือ RP1-C4A-CYP21A1P-TNPA-

RP2-C4A CYP21A2-TNXB โดยพบแฮโพลไทป์แบบไบโมดูลาร์นี้ที่ ร้อยละ 69 ของประชากร 

ชาวคอเคเซียน ในขณะที่แฮโพลไทป์แบบโมโนโมดูลาร์ พบประมาณร้อยละ 17 และพบแฮโพลไทป์

แบบไตรโมดูลาร์ เพียงร้อยละ 14 ของผู้ป่วย (Yang, Mendoza, Welch, Zipf, & Yu, 1999) 

(Blanchong et al., 2000) โดยยีน CYP21A2 ห่างจากยีนเทียม CYP21A1P ที่ทำงานไม่ได้ประมาณ 

30 กิโลเบส ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CYP21A2 และยีนเทียม CYP21A1P มีความเหมือนกัน 

ในระดับที่สูง โดยลำดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนเอกซอนมีความเหมือนกันถึงร้อยละ 98 และร้อยละ 96 

ในส่วนอินทรอน (Yang et al., 1999) ซึ่งยีน CYP21A2 และยีนเทียม CYP21A1P ประกอบด้วย 

สิบเอกซอนเท่ากัน แต่ที่ยีนเทียมไม่ทำงานเนื่องจากมีการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค  

การมีลำดับนิวคลีไทด์ เหมือนกัน (sequence homology) เกือบทั้งยีน ทำให้เกิดการเข้าคู่และ 

ถ่ายโอนลำดับนิวคลีโอไทด์กันระหว่างยีนจริงและยีนเทียมในกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส 

(Balsamo, Baldazzi, Menabo, & Cicognani, 2010) ผ่านกระบวนการครอสโอเวอร์ที่ไม่ตรงกัน 

(unequal crossover) ทำให้ เกิดยีนลู กผสม CYP21A2/CYP21A1P rearrangement และยีน

ลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera ที่มีการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน (large gene deletion) 

(Narasimhan & Khattab, 2019) และสามารถเกิดการกลายพันธ์ุแบบคอนเวอร์ชัน (conversion) 

ที่มีการถ่ายโอนลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีนเทียม CYP21A1P มายังยีน CYP21A2 อีกด้วย 
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เทคนิคเซาเทิร์นบลอตไฮบริไดเซชัน (southern blot hybridization) เป็นวิธีดั้งเดิม 

ที่นิยมนำมาใช้ตรวจหาการกลายพันธ์ุที่มีการขาดหายขนาดใหญ่ของยีนและการกลายพันธ์ุ  

แบบคอนเวอร์ชัน แต่มีข้อจำกัดมากเกี่ยวกับใช้เวลาปฏิบัติการนาน อาศัยทักษะทางห้องปฏิบัติการ 

ใช้โพรบที่ติดฉลากด้วยสารกัมมันตภาพรังสี และต้องใช้สารพันธุกรรมตั้งต้นปริมาณมาก และยังมี

ข้อจำกัดในการตรวจหายีนลูกผสม (Lee, Lee, & Chao, 2010) ต่อมาเทคนิค multiplex ligation-

dependent probe amplification (MLPA) ถูกนำมาใช้ในการวิเคราะห์ ผลสำหรับ วินิจ ฉัย 

ภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ซึ่งได้รับการพัฒนาเพื่อหลีกเลี่ยงข้อจำกัดข้างต้นให้สามารถ 

ทำได้ง่ายข้ึน รวดเร็วข้ึน และได้ข้อมูลที่ ถูกต้องมากยิ่งข้ึน (Sorensen et al., 2008; Vrzalova, 

Hrabincova, Fajkusova, Vseticka, & Kozak, 2008) (Concolino et al., 2009) เมื่อไม่นานมาน้ี 

มีการนำเทคนิค MLPA มาใช้ควบคู่กับการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัส (locus-specific PCR) 

ร่วมกับการวิเคราะห์ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction endonuclease analysis) เพื่อตรวจหายีน

ลูกผสมที่มีการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน และใช้เทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงด้วย

หลักการของแซงเกอร์ (Sanger sequencing) สำหรับการตรวจหาคอนเวอร์ชันด้วย (Ma et al., 

2014) 

อย่างไรก็ตาม เทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรง ยังคงมีข้อจำกัด ใช้เวลานาน 

มีความยุ่งยากและจำเป็นต้องใช้ไพรเมอร์จำนวนหลายคู่ ในปัจจุบัน วิธีการเพิ่มปริมาณยีน  

แบบจำเพาะโลคัสได้รับการพัฒนาเรื่อยมา เพื่อใช้ตรวจหาการกลายพันธ์ุที่มีการขาดหายขนาดใหญ่

ของยีนที่มีความจำเพาะกับยีนโดยตรง ซึ่งมีความถูกต้องแม่นยำและน่าเช่ือถือ (Ma et al., 2014) 

ทั้งนี้ ผู้ป่วยที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ต้องมีการกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 ทั้งสอง

แอลลีล เนื่องจากโรคนี้มีการถ่ายทอดแบบยีนด้อย ดังนั้น ผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์เป็นฮอโมไซกัส 

(homozygous) ของ CYP21A2 ทั้ งสองแอลลีล  และผู้ป่ วยที่ มี จี โน ไทป์ เป็น เฮเทอโรไซกั ส 

(heterozygous) หรือเฮมิไซกัส (hemizygous) ของยีน CYP21A2 เพียงหนึ่งแอลลีล ส่วนอีกแอลลีล

อาจจะมีการกลายพันธ์ุแบบคอนเวอร์ชันในยีน CYP21A2 เช่น การกลายพันธ์ุเฉพาะจุด (point 

mutation) ได้แก่ การแทนที่ (substitution) และการสอดแทรก (insertion) เป็นต้น ซึ่งต้องใช้

วิธีการอื่นในการช่วยวิเคราะห์เพื่อระบุการกลายพันธ์ุ เช่น เทคนิค MLPA เทคนิคการหาลำดับ 

นิวคลีโอไทด์โดยตรงด้วยหลักการของแซงเกอร์ หรือเทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่ 

(next-generation sequencing, NGS) แบบสายยาว (long-read) เป็นต้น 
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เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ในปัจจุบัน ก้าวเข้าสู่เทคโนโลยีวิเคราะห์หา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่ ที่สามารถวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอได้พร้อม ๆ กัน 

จำนวนมากในเวลาเดียวกัน (massively parallel sequencing) ดังนั้น  ผู้ ศึกษาจึงใช้วิธีการ 

เพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัสร่วมกับเทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์โมเล กุลเดียว 

ตามเวลาจริงแบบสายยาว (long-read single molecule real-time sequencing, long-read 

SMRT sequencing) เพื่อตรวจหาตำแหน่งกลายพันธ์ุในผู้ป่วยโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติ

ตั้งแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ในประเทศไทย จำนวน 49 ราย ซึ่งมีประโยชน์

ในการให้คำปรึกษาทางพันธุศาสตร์ที่เหมาะสมต่อผู้ป่วยและครอบครัวได้ 

 

คำสำคัญ 

congenital adrenal hyperplasia, 21-hydroxylase deficiency, CYP21A2 gene, 

locus-specific PCR, long-read SMRT sequencing 

 

คำถามการวิจัย 

ชนิดของการกลายพันธ์ุในผู้ป่วยไทยโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติต้ังแต่กำเนิดที่มี

ภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส จำนวน 49 ราย 

 

วัตถุประสงค์การวิจัย 

ศึกษาชนิดของการกลายพันธ์ุในผู้ป่วยไทยโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติต้ังแต่กำเนิด

ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส จำนวน 49 ราย 

 

ขอบเขตการวิจัย 

วิเคราะห์การกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 ในผู้ป่วยที่ได้รับการจำแนกลักษณะทางคลินิก

เข้าได้กับโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21 -ไฮดรอกซิเลส 

จากแพทย์ผู้เช่ียวชาญแผนกกุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย จำนวน 49 

ราย ด้วยวิธี locus-specific PCR ร่วมกับ long-read SMRT sequencing 
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จริยธรรมการวิจัย 

การศึกษาวิจัยนี้  ได้รับการรับรอง (รหัสอนุมัติ IRB no. 954/2016) จากที่ประชุม

คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ข้อมูลจากการศึกษาวิจัยนี้ช่วยให้แพทย์มีการวินิจฉัยโรคที่ชัดเจน เพื่อให้ผู้ป่วยได้รับ 

การรักษาและได้รับคำปรึกษาทางพันธุศาสตร์ที่เหมาะสมตั้งแต่แรกวินิจฉัยได้ 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 

การศึกษาวิจัยน้ี มีดำเนินการด้วยข้ันตอนการวิจัย 8 ข้ันตอน ดังนี้ 

1. กลุ่มตัวอย่าง กลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยที่มีลักษณะทางคลินิกเข้าได้กับโรคต่อมหมวกไต

ช้ันนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ผู้วิจัยรับผู้ป่วยเข้าศึกษา 

ในโครงการ ก็ต่อเมื่อ ผู้ป่วยและครอบครัวยินยอมเข้าร่วมโครงการ โดยการศึกษานี้จะ วิเคราะห์ 

การกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 

2. การยินยอมเข้าร่วมโครงการ ผู้ป่วยหรือผู้ปกครองจะต้องลงนามยินยอมในเอกสาร

ยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย และโครงการวิจัยต้องผ่านการพิจารณาและได้รับการรับรองจาก  

ที่ประชุมคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3. เก็บตัวอย่างเลือด เก็บตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่เข้าร่วมโครงการวิจัยในหลอดที่มี

สารกันเลือดแข็งชนิด EDTA เพื่อนำมาสกัดสารพันธุกรรม 

4. สกัดสารพันธุกรรม สารพันธุกรรมจะถูกสกัดจากเซลล์เม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือด

ผู้ป่วยทุกรายที่ เข้าร่วมโครงการวิจัย ด้วยวิธีการของ Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany) 

5. เพิ่มปริมาณยีนด้วยวิธี locus-specific PCR และวิเคราะห์การเกิดยีนลูกผสม 

จากขนาดของสารพันธุกรรมด้วยเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส 

6. เตรียมคลังแอมพลิคอน (amplicon library preparation) สำหรับการวิเคราะห์หา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยี long-read SMRT sequencing 
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7. วิเคราะห์ข้อมูลหาตำแหน่งการกลายพันธ์ุจากลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาวด้วย

โปรแกรม GenomeBrowse ของบริษัท Golden Helix, Montana, USA 

8. วิเคราะห์การกลายพันธ์ุที่พบในผู้ป่วย (mutation prediction analysis) ด้วย

โปรแกรม Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) เพื่อทำนายความรุนแรงของ

การกลายพันธ์ุต่อโครงสร้างของโปรตีน 

 

ลำดับขั้นตอนการวิจัย 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 2  
เอกสารและงานวิจยัท่ีเกีย่วข้อง 

 

• โรคต่อมหมวกไตชั้นนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิด (congenital adrenal hyperplasia, 

CAH) 

• ภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส (21-hydroxylase deficiency, 21-OHD) 

• วิถีการสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ (steroidogenesis pathway) 

• ยีน cytochrome P450 family 21 subfamily A member 2 (CYP21A2 gene) 

• ยีนเทียม (pseudogene) 

• การแปรผันทางพันธุกรรมท่ีก่อให้เกิด (pathogenic variant) 

• ลักษณะทางคลินิกของโรคและความสัมพันธ์ระหว่างฟีโนไทป์และจีโนไทป์ (phenotype-

genotype correlation) 

• เทคโนโลยีวิเคราะลำดับนิวคลีโอไทด์โมเลกุลเดียวตามเวลาจริงแบบสายยาว (long-read 

Single Molecule Real-Time sequencing, long-read SMRT sequencing) 

• เทคนิคอ่ืนท่ีนิยมใช้ตรวจหาการแปรผันทางพันธุกรรมในโรคนี้ 

 

โรคต่อมหมวกไตชั้นนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิด (congenital adrenal hyperplasia, CAH) 

โรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติต้ังแต่กำเนิด เกิดจากการกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 

ที่ทำหน้าที่สร้างเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ที่มีความจำเป็นต่อกระบวนการทางชีวเคมีที่เกี่ยวข้องกับ

การสร้างกลุ่มฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ (glucocorticoid) กลุ่มฮอร์โมนมินเนอราโลคอร์ติคอยด์ 

(mineralocorticoids) และกลุ่มฮอร์โมนเพศ (sex steroid) จากสารตั้งต้นกลุ่มโคเลสเทอรอล 

(cholesterol) โดยต่อมหมวกไต (adrenal glands) โรคนี้มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมเป็นแบบ 

ยีนด้อยบนออโตโซม ผู้ป่วยในกลุ่มโรคนี้ ส่วนใหญ่จะมีความผิดปกติเกี่ยวกับการผลิตฮอร์โมนเพศ 

ที่มากเกินไปหรือน้อยเกินไป ทำให้ผู้ป่วยมีพัฒนาการทางเพศผิดไปจากปกติ เช่น ภาวะลักษณะ
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อวัยวะเพศกำกวม (รูปที่ 1) ซึ่งพบได้ทั้งในวัยทารก วัยเด็ก และวัยผู้ใหญ่ (Jayakrishnan, Lao, 

Adams, Ward, & Merke, 2019 ) (Al-Mendalawi, 2018 ) (Gondim, Teles, & Barroso Jr, 

2018) และในผู้ป่วยบางรายมีภาวะพร่องฮอร์โมนมินเนอราโลคอร์ติคอยด์ (mineralocorticoids 

hormone) ที่ทำหน้าที่ควบคุมสมดุลของน้ำและเกลือแร่ ฮอร์โมนที่สำคัญในกลุ่มนี้คือ ฮอร์โมน 

คอร์ติซอลและฮอร์โมนแอลโดสเตอโรน ซึ่งควบคุมการดูดกลับโซเดียมและคลอไรด์ของไต หากผู้ป่วย

ขาดฮอร์โมนคอร์ติซอลหรือฮอร์โมนแอลโดสเตอโรนจะทำให้ร่างกายผู้ป่วยสูญเสียน้ำและโซเดียม  

ไปทางปัสสาวะ ส่งผลให้ปริมาตรเลือดในร่างกายลดลงจนความดันเลือดต่ำลง เกิดภาวะสูญเสีย  

เกลือแร่อย่างรุนแรง (severe salt-wasting) และนำไปสู่การเสียชีวิตได้ ทั้งนี้ ในหลายประเทศ 

มีการตรวจคัดกรองทารกแรกเกิด (newborn screening) สำหรับโรคนี้ เพื่อประกอบการวินิจฉัยและ

การรักษาอาการเบื้องต้น (Speiser et al., 2018) อาการทางคลินิกของผู้ป่วยโรคต่อมหมวกไต

ช้ันนอกโตผิดปกติ ได้แก่ 

1. Mineralocorticoids Inadequacy มีอาการอาเจียน เนื่องจากการสูญเสียเกลือแร่ 

นำไปสู่ภาวะขาดน้ำ (dehydration) ภาวะของเหลวในร่างกายพร่อง (hypovolemic) ภาวะหมดสติ 

และเสียชีวิต 

2. Excess Androgens ในเพศชาย มีขนบนใบหน้ามากกว่าปกติ อวัยวะเพศพัฒนาเร็ว 

องคชาตมีขนาดใหญ่กว่าปกติ แต่ลูกอัณฑะเล็กและไม่มีอสุจิ ในเพศหญิง อวัยวะเพศมีลักษณะกำกวม 

ประจำเดือนผิดปกติ เกิดภาวะมีบุตรยาก คลิตอริสมีขนาดใหญ่ แต่ช่องคลอดต้ืน 

3. มีขนที่อวัยวะเพศก่อนวัย ในเด็กมีการเจริญเติบโตเร็วกว่าปกติ 

 

ภาพท่ี 1 ภาวะลักษณะอวัยวะเพศกำกวม (ผู้ป่วยเพศหญงิวัย 2 ขวบ) (Ko & Yeh, 2015) 
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ภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส (21-hydroxylase deficiency, 21-OHD) 

โรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิด ส่วนใหญ่เกิดจากการกลายพันธ์ุแบบ  

ยีนคอนเวอร์ชันและการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน CYP21A2 การกลายพันธ์ุเช่นนี้ทำให้เกิดภาวะ

พร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส ซึ่งพบได้ร้อยละ 90 ถึงร้อยละ 95 ของจำนวนผู้ป่วยโรคต่อมหมวกไต

ช้ันนอกโตผิดปกติ การกลายพันธ์ุดังกล่าวสามารถพบได้มาก โดยมีความชุกของโรค (prevalence) 

เป็น 1 ใน 60 ของประชากรทั่วไป และความชุกจะเพิ่มข้ึนเป็น 1 ใน 3 ของประชากรที่มีขนาดเล็ก 

โดยโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21 -ไฮดรอกซิเลส สามารถพบได้ 

ในทุกประชากรทั่วโลก ในขณะที่โรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 11-เบต้า

ไฮดรอกซิเลส (11-beta-hydroxylase) พบเพียงในประชากรที่มีเช้ือสายอิหร่าน (Iranian) ยิว 

(Jewish) และโมร็อกโก (Moroccan) (Apóstolos et al., 2018) (Speiser et al., 2018) ส่วนระดับ

ความรุนแรงของโรคและการแสดงลักษณะฟีโนไทป์ข้ึนอยู่กับตำแหน่งของการกลายพันธ์ุ หรือขนาด

ของการขาดหายของยีน (Neocleous, Fanis, Phylactou, & Skordis, 2018) และมีการพบผู้ป่วย

โรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติจำนวนมากในกลุ่มคนอเมรกิันพื้นเมือง (Native Americans) และ

กลุ่มคนเอสกิโม (Eskimos) สำหรับกลุ่มคนอเมริกันผิวขาว (White American) อุบัติการณ์ของโรค

ประมาณ 1 ใน 15000 (Milyani, Al-Agha, & Al-Zanbagi, 2018) และเคยมีรายงานการกลายพันธ์ุ

ในผู้ป่วยชาวไทยโรคนี้จำนวน 72 ราย (Robert C Wilson et al., 2007) 

 

วิถีการสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ (steroidogenesis pathway) 

วิถีการสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์  มีเอนไซม์ต่าง ๆ เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการเปลี่ยน

สารตั้งต้นให้กลายเป็นสารผลิตภัณฑ์ ได้แก่ เอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส เอนไซม์ 11-เบต้าไฮดรอก

ซิเลส และ 17-แอลฟาไฮดรอกซิเลส (17-alpha-hydroxylase) ซึ่งเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสมี

ความสำคัญเป็นอย่างมากสำหรับวิถีที่จะเปลี่ยนสารตั้งต้นไปสู่สารผลิตภัณฑ์กลุ่มฮอร์โมนสเตียรอยด์

ทั้งหมด เนื่องจากเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสทำหน้าที่เปลี่ยนฮอร์โมน 17-ไฮดรอกซีโพรเจสเตอโรน 

ให้กลายเป็น 11-ดีออกซีคอร์ติซอลที่จะเป็นสารตั้งต้นสำหรับฮอร์โมนคอร์ติซอล และเอนไซม์  

21-ไฮดรอกซิเลสยังทำหน้าที่เปลี่ยนฮอร์โมนโพรเจสเตอโรนให้กลายเป็น 11-ดีออกซีคอติโคสเตอโรน

ที่จะเป็นสารตั้งต้นสำหรับฮอร์โมนแอลโดสเตอโรน ในขณะที่ เอนไซม์ 11 -เบต้าไฮดรอกซิเลส 

มีความสำคัญในการสร้างฮอร์โมนคอร์ติซอลและฮอร์โมนแอนโดรเจน (androgen) ชนิดดีไฮโดร 
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อีพิแอนโดรสเตอโรน (dehydroepiandrosterone, DHEA) (รูปที่  2) (Speiser et al., 2018) 

ดังนั้น ภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสจึงทำให้ผู้ป่วยขาดฮอร์โมนคอร์ติซอลและฮอร์โมน 

แอลโดสเทอโรน (Speiser et al., 2018) เมื่อเกิดภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสในปฏิกิริยา 

ไฮดรอกซิเลชันของฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนในการเปลี่ยนแปลงสารตั้งต้นจาก 17 -ไฮดรอกซี 

โพรเจสเทอโรนไปเป็น 11-ดีออกซีคอร์ติซอลในกระบวนการสังเคราะห์ฮอร์โมนคอร์ติซอล และการ

เปลี่ยนแปลงสารตั้งต้นจากฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนไปเป็น 11 -ดีออกซีคอร์ติโคสเทอโรนใน

กระบวนการสังเคราะห์ฮอร์โมนแอลโดสเทอโรน จึงเกิดการค่ังของสารตั้งต้น ได้แก่ ฮอร์โมน 

17-ไฮดรอกซีโพรเจสเทอโรน ฮอร์โมน 17-ไฮดรอกซีเพรกนิโนโลน ฮอร์โมนเพรกนิโนโลน และ

ฮอร์โมนโพรเจสเทอโรนเพิ่มมากขึ้น สารตั้งต้นเหล่าน้ีจึงท้นไปสู่วิถีการสร้างฮอร์โมนแอนโดรเจนของ

ต่อมหมวกไต ทำให้มีการสร้างฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนเพิ่มขึ้นกว่าปกติ (Miller & Auchus, 2011; 

Speiser et al., 2018; Speiser et al., 2010) 

 

 

ภาพท่ี 2 วิถีการสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ (Speiser et al., 2018) 
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ยีน cytochrome P450 family 21 subfamily A member 2 (CYP21A2 gene) 

ส่วนใหญ่โรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติตั้ งแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์  

21-ไฮดรอกซิเลส โดยกว่าร้อยละ 95 ของจำนวนผู้ป่วย มีความเกี่ยวข้องกับความผิดปกติหรือ 

การกลายพันธ์ุที่อยู่ในยีน CYP21A2 ซึ่งถอดรหัสและแปลรหัสเป็นเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส 

ยีน CYP21A2 อยู่ใน RCCX module (รูปที่ 3) ของกลุ่มยีน major histocompatibility complex 

(MHC) class III บนแขนข้างสั้นของโครโมโซมแท่งที่  6 ตำแหน่ง 21.3 (6p21.3) ที่โครงสร้าง 

มีความซับซ้อน (Lee, 2005) ประกอบด้วยยีนทั้งหมด 4 ยีน ได้แก่ ยีน STK (serine/threonine 

nuclear protein kinase, เดิมช่ือยีน RP) (Shen et al., 1994) ยีน complement component 

C4 ยีน CYP21 (steroid 21-hydroxylase) และยีน TNX (tenascin-X) (Bristow et al., 1993; 

Gitelman et al., 1992) โดยปกติจะจัดเรียงแบบไบโมดูลาร์ (bimodular) ประกอบด้วย RCCX 

module จำนวน 2 ชุด ชุดหนึ่งที่มียีนเทียม CYP21A1P ส่วนอีกชุดมียีน CYP21A2 ซึ่งการเรียงตัว

ของยีนจากเทโลเมียร์ถึงเซนโทรเมียร์คือ RP1-C4A-CYP21A1P-TNPA-RP2-C4A CYP21A2-TNXB 

(Blanchong et al., 2000; Yang et al., 1999) ลำดับนิวคลีโอไทด์ของโครงสร้างนี้มีความยาวทั้งสิ้น 

30,000 เบส เนื่องจากยีน CYP21 ในโครงสร้างดังกล่าว มีทั้งยีน CYP21A2 ซึ่งเป็นยีนจริง (genuine 

gene) ที่ลำดับนิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกันกับยีน CYP21A1P ซึ่งเป็นยีนเทียม (pseudogene) 

สูงถึงร้อยละ 98 ในส่วนเอกซอน และร้อยละ 96 ในส่วนอินทรอน (Yang et al., 1999) ทำให้เกิด

การกลายพันธ์ุแบบไมโครคอนเวอร์ชันที่มีการถ่ายโอนลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีนเทียม CYP21A1P 

มายังยีน CYP21A2 เป็นผลเนื่องมาจากการมีลำดับนิวคลีไทด์เหมือนกันเกือบทั้งยีน ทำให้เกิดโอกาส

การเข้าคู่และถ่ายโอนลำดับนิวคลีโอไทด์กันระหว่างยีนจริงและยีนเทียมในระหว่างกระบวนการ  

แบ่งเซลล์แบบไมโอซิส (meiosis) (Balsamo et al., 2010) และเกิดการขาดหายขนาดใหญ่ตั้งแต่

ช้ินส่วนฝั่ง 3’ ของยีน CYP21A1P ยีน C4B ทั้งหมด และช้ินส่วนฝั่ง 5’ ของยีน CYP21A2 ซึ่งส่วนที่

ขาดหายไปมีความยาว 26 หรือ 32 กิโลเบส ข้ึนอยู่กับความยาวของยีน C4B ทำให้เกิดยีนลูกผสม 

chimera ที่ไม่สามารถทำงานได้ ประกอบด้วยช้ินส่วนฝั่ง 5’ ของยีน CYP21A1P และช้ินส่วนฝั่ง 3’ 

ของยีน CYP21A2 (Concolino et al., 2009; L'Allemand et al., 2000; Lee, 2004; Lee et al., 

2003; Perrin C White, New, & Dupont, 1984) 
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ภาพท่ี 3 RCCX modules 

 

ยีนเทียม (pseudogenes) 

ยีนเทียมโดยส่วนใหญ่เกิดจากกระบวนการเพิ่มซ้ำยีน (gene duplication) หรือเรโทร

ทรานส์โพสิชัน (retrotransposition) ถึงแม้ยีนเทียมจะมีลำดับนิวคลีโอไทด์เกือบทั้งหมดเหมือนกัน

กับยีนจริงที่ทำงานได้ (functional gene) แต่ก็ไม่สามารถสร้างโปรตีนที่ทำงานได้ ( functional 

proteins) (D'Errico, Gadaleta, & Saccone, 2004) ข้อมูลจากโครงการ GENCODE รายงานว่า

จีโนมมนุษย์มียีนเทียมมากกว่า 14,000 โลคัส (Pei et al., 2012) ซึ่งมีหลายโลคัสที่เกี่ยวข้องกับ

อาการทางคลินิกของผู้ป่วย เช่น PMS2, CYP2D6, CHEK2, SMN1 และ PKD1 และมีลักษณะ 

ที่สำคัญคือลำดับนิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกันสูง (high sequence homology) ระหว่างยีนเทียม

กับยีนจริง (Mandelker et al., 2016) ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความเหมือนกันสูงนี้ มีผลกระทบต่อ

การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์อย่างมีนัยสำคัญ เนื่องจากการระบุการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีความ
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ผิดปกติอย่างรุนแรงของยีนเทียมในยีนจริงที่เป็นคู่เหมือนกัน ซึ่งอาจจะดูน่าเช่ือถือ (Claes & De 

Leeneer, 2014) แต่ข้อมูลดังกล่าวอาจจะนำไปสู่ผลการวินิจฉัยที่ผิดพลาด (Bardaro et al., 2003) 

กล่าวคือ อาจจะได้ผลบวกลวง (false positive) เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่

แบบสายสั้น (short-read next-generation sequencing, SR-NGS) เป็นวิธีการเดิมที่อาจตรวจพบ

ลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีนเทียมที่ไม่ได้อยู่ในยีนจริงที่ก่อให้เกิดข้อผิดพลาด ได้แก่ ความผิดพลาดใน

การเทียบแผนที่ยีน (gene mapping error) อัตราการตรวจพบการแปรผันทางพันธุกรรมต่ำ (low 

variant detection rate) และผลบวกลวงสูง (Claes & De Leeneer, 2014) ส่วนประเด็นปัญหา 

อื่น ๆ เกิดจากข้อเท็จจริงเกี่ยวกับลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนเทียมที่ยังไม่เคยพบในจีโนม

อ้างอิงของมนุษย์ (human reference genome) อาจทำให้เกิดปัญหาในการเทียบแผนที่ยีนสำหรับ 

SR-NGS ดังนั้น การวิเคราะห์บนหลักการของ SR-NGS จึงไม่น่าเช่ือถือสำหรับการตรวจสอบยีนจริง 

ที่มีความเหมือนกันสูงกับยีนเทียม ปัจจุบันมีหลายการศึกษาที่ใช้เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับ  

นิวคลีโอไทด์ยุคใหม่แบบสายยาว (long-read next-generation sequencing, LR-NGS) เพื่ อ

ตรวจสอบความผิดปกติของยีนจริงที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับยีนเทียมซึ่งเกี่ยวข้องกับอาการ

ทางคลินิกของผู้ป่วย การศึกษาข้างต้นส่วนใหญ่อาศัยเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเป้าหมาย

ด้วยพีซีอาร์แบบสายยาว (long-range PCR, LR-PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะกับบริเวณที่มีลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ไม่ตรงกัน (rare mismatch site) ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างของยีนจริงที่สนใจ 

ออกจากยีนเทียมได้ (Frans et al., 2018) ทั้งนี้ ลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาวสามารถหลีกเลี่ย ง

ข้อผิดพลาดที่เกิดจากบริเวณที่ลำดับนิวคลีโอไทด์มีความซับซ้อนหรือลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ซ้ำ ๆ กัน 

ในจีโนมอ้างอิงได้ (Borràs et al., 2017) การศึกษาตัวอย่าง เช่น ยีน Polycystin (PKD1) ที่มีหน้าที่

เกี่ยวกับโรคถุงน้ำในไตชนิดที่มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบยีนเด่นบนออโตโซม (autosomal 

dominant polycystic kidney disease) ซึ่งมีความท้าทายในการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์

ด้วยเทคโลยีการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่ หรือเทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรง

ด้วยหลักการของแซงเกอร์ เนื่องจากยีนมีบริเวณเบส GC สูง (high GC-content) ยีนมีขนาดใหญ่ 

และลำดับนิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกันกับยีนเทียม (Tan et al., 2014) การศึกษาของ Borras 

และคณะ ในปี 2017 แสดงให้เห็นว่าการใช้เทคโนโลยี LR-PCR ด้วย long-read SMRT sequencing 

ของบริษัท Pacific Biosciences (PacBio) สามารถกำจัดสิ่ งรบกวนจากยีนเทียมของ PKD1 

ในกระบวนการเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมและกำจดัความคลุมเครือในการวางเทยีบลำดับนิวคลีโอไทด์ 
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(alignment ambiguity) จึงสามารถระบุการแปรผันทางพันธุกรรมนิวคลีโอไทด์เดียว ( single-

nucleotide variants, SVs) ได้ นอกจากนี้ อีกหลายการศึกษาแสดงให้เห็นถึงประโยชน์ของ long-

read SMRT sequencing สำหรับการระบุจีโนไทป์ (genotyping) และระบุเฟส (phasing) ของยีน 

CYP2D6 หนึ่งในยีนที่สำคัญของระบบเมตาบอลิสมที่เกี่ยวกับยารักษาโรค ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธีทั่วไป  

ได้ยาก เนื่องจากยีนมีความเหมือนกันกับยีนเทียมสูงมากและยีนเกิดการจัดเรียงใหม่อย่างซับซ้อน 

(gene rearrangement) (Ammar, Paton, Torti, Shlien, & Bader, 2015 ; Buermans et al., 

2017; Qiao et al., 2016; Seo et al., 2016) ข้อมูลความถ่ีของการแปรผันทางพันธุกรรมใน

ประชากรที่น่าเช่ือถือมีความสำคัญต่องานวิจัยด้านเวชพันธุศาสตร์ในแง่การประเมินความเป็นไปได้

ของการเป็นสาเหตุของโรค (pathogenicity) (Ashley, 2016) ซึ่งมักจะใช้ฐานข้อมูล ExAC และ 

GnomAD (Lek et al., 2016) อย่างไรก็ตาม ชุดข้อมูลอ้างอิงที่ได้มาจาก SR-NGS อาจเป็นปัญหา

สำหรับยีนที่มีความเหมือนกันกบัยีนเทียมสงู ปัญหาส่วนใหญ่ ได้แก่ การแปรผันทางพันธุกรรมที่พบใน

ยีนจริงอาจถ่ายโอนมาจากยีนเทียม การตรวจไม่พบการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีอยู่จริง หรือยีนจริง 

ที่สนใจอาจจะถูกคลุมเครือด้วยข้อมูลจากยีนเทียม (Mandelker et al., 2016) จึงสามารถใช้

เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาวปรับปรุงการให้คำอธิบายประกอบ (annotation) 

ของบริเวณที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์ซ้ำกันเนื่องจากการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์  

มาจากยีนกำเนิดเดียวกัน (paralogous sequence variant) ได้ (Dougherty et al., 2018) ดังนั้น 

นอกเหนือจากการแยกแยะยีนจริงออกจากยีนเทียมได้อย่างน่าเช่ือถือมากข้ึนแล้ว long-read SMRT 

sequencing ยังสามารถใช้ในการสร้างชุดข้อมูลอ้างอิงและการให้คำอธิบายประกอบที่มีความถูกต้อง

มากยิ่งข้ึนสำหรับยีนที่มีความน่าสนใจอีกจำนวนมาก และช่วยปรับปรุงการตีความผลเพื่อระบุ 

การแปรผันทางพันธุกรรมที่พบต่อไป 

 

การแปรผันทางพันธุกรรมท่ีก่อให้เกิดโรค (pathogenic variant) 

ยีน CYP21A2 และยีนเทียม CYP21A1P ปรากฎอยู่ในบริเวณที่มีการจัดเรียงใหม่ของยีน

หลายยีนเป็นชุดซ้ำกัน ซึ่งเกิดจากกระบวนการเพิ่มซ้ำของยีน (gene duplication) การจัดเรียงใหม่

และการเพิ่มซ้ำน้ีเพิ่มโอกาสให้เกิดกระบวนการรคีอมบิเนชัน (recombination) เข้าคู่และแลกเปลี่ยน

ช้ินส่วนพันธุกรรมกันระหว่างบริเวณที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันในยีนที่ เป็นชุดซ้ำกัน 

กระบวนการรีคอมบิเนชันที่เกิดข้ึนนี้เป็นสาเหตุสำคัญของการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค 
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ซึ่งส่งผลให้เกิดภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสในโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติตั้งแต่

กำเนิด ผลจากการเกิดรีคอมบิเนชันผ่านการครอสโอเวอร์ไม่ตรงกัน (unequal crossover) ระหว่าง

ยีน CYP21A2 และยีนเทียม CYP21A1P ซึ่งเป็นฮอโมโลกัสกัน สามารถส่งผลให้เกิดการขาดหายหรือ

การเพิ่มซ้ำของยีน CYP21A2 ทั้งนี้ ความเหมือนกันมากของลำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างยีน CYP21A2 

และยีนเทียม CYP21A1P เป็นการเพิ่มโอกาสให้เกิดยีนคอนเวอรชั์นมากข้ึน (Yujiro Higashi, Tanae, 

Inoue, Hiromasa, & Fujii-Kuriyama, 1988 ; Tusie-Luna & White, 1995 ; Wedell, 1998) 

ซึ่งเป็นเหตุการณ์ที่มีส่วนหนึ่งของยีน CYP21A2 ถูกแทนที่ด้วยอีกส่วนหนึ่งของยีนเทียม CYP21A1P 

ดังนั้น ส่วนหนึ่งของยีนเทียม CYP21A1P ดังกล่าวซึ่งมีการแปรผันทางพันธุกรรมที่พบได้ทั่วไป 

บนยีนเทียม จึงถูกถ่ายโอนมาอยู่บนยีนจริงด้วย การแปรผันทางพันธุกรรมเหล่านี้เป็นการแปรผัน 

ทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค และยับยั้งการทำงานของยีนจริง ยีนจริงจึงไม่สามารถแสดงออก  

หรือแปลรหัสเป็นโปรตีนปกติได้ 

สำหรับการเกิดยีนคอนเวอร์ชันขนาดเล็ก (small-scale gene conversion) เป็นที่มา

ของการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคที่พบได้ทั่วไป เ ช่น p.P31L, IVS2-13A/C>G, และ 

p.G111Δ8nt สามารถพบบนแอลลลีเดียวกันและตรวจสอบได้ด้วยวิธีการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะ

โลคัส ส่วนการเกิดยีนคอนเวอร์ชันขนาดใหญ่ (large-scale gene conversion) ก็เกิดข้ึนได้เช่นกัน 

ซึ่งตรวจสอบได้ด้วยวิธีการที่สามารถครอบคลุมบริเวณที่เกิดยีนคอนเวอร์ชันทั้งหมดได้ เช่น เทคโนโลยี

วิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่แบบสายยาว ทั้งนี้ ประมาณร้อยละ 20 ถึงร้อยละ 30 ของ 

แอลลีลที่มีกลายพันธ์ุเป็นผลมาจากการเกิดรีคอมบิเนชันระหว่างบริเวณที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์

เหมือนกันในยีนที่เป็นชุดซ้ำกันระหว่างกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส นำไปสู่การขาดหาย  

ขนาด 30 กิโลเบส ครอบคลุมตั้งแต่ช้ินส่วนฝั่งปลาย 3' ของยีนเทียม CYP21A1P ยีน C4B ทั้งหมด 

และช้ินส่วนฝั่งปลาย 5' ของยีน CYP21A2 ได้ผลิตภัณฑ์เป็นยีนลูกผสมกับยีนเทียมที่ไม่สามารถ

ทำงานได้ (nonfunctional chimeric pseudogene) (Perrin C White, Vitek, Dupont, & New, 

1988) การแปรผันทางพันธุกรรมอื่นที่ก่อให้เกิดโรคอย่าง IVS2-13A>G หรือ IVS2-13C>G ปรากฎ

ความถ่ีแอลลีลที่ร้อยละ 20 ถึงร้อยละ 30 นำไปสู่การตัดเช่ือม (splicing) ตัดส่วนอินทรอนและ 

เช่ือมส่วนเอ็กซอนที่ผิดปกติ ทำให้ผลิตภัณฑ์โปรตีนมีขนาดเล็กลงหรือผิดปกติไป นอกจากนั้น  

ยังมีการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค 9 ตำแหน่งที่อยู่ในยีนเทียม CYP21A1P มาส่งผลยับยั้ง

การทำงานของยีน CYP21A2 เมื่อมีการถ่ายโอนการแปรผันทางพันธุกรรมดังกล่าวจากยีนเทียม 
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CYP21A1P ไปยังยีน CYP21A2 ผ่านการเกิดยีนคอนเวอร์ชัน โดยการแปรผันทางพันธุกรรม 

ที่ก่อให้เกิดโรค 9 ตำแหน่งนี้ เกิดร่วมกันระหว่างการขาดหายของยีน CYP21A2 กับการเกิด 

ยีนคอนเวอร์ชัน คิดเป็นร้อยละ 95 ของแอลลีลบนยีน CYP21 ทั้งหมดที่เป็นสาเหตุของโรค (รูปที่ 4) 

(Wedell, 1998) ในปัจจุบัน การแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค ทั้งที่ เป็นการแปรผัน 

ทางพันธุกรรมนิวคลีโอไทด์เดียว (single-nucleotide variant) การขาดหายขนาดเล็ก (small 

deletion) การสอดแทรก  ( insertion) และการจั ด เรียง ให ม่ ของยีนที่ ซั บ ซ้อน  (complex 

rearrangement) ได้รับการค้นพบและอธิบายแล้ว มากกว่า 100 ตำแหน่ง ซึ่งผลิตภัณฑ์จาก 

ยีนที่ปกติ โดยผลิตภัณฑ์โปรตีนที่ได้จากการถอดรหัสนั้นประกอบด้วยกรดแอมิโน 494 ตัว มีน้ำหนัก

โมเลกุล 55 กิโลดาลตัน ส่วนผลิตภัณฑ์จากยีนที่ผิดปกติ ความผิดปกติของผลิตภัณฑ์โปรตีนข้ึนอยู่กับ

ชนิดการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค 

 

 

ภาพท่ี 4 การแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค 9 ตำแหน่งที่มาจากยีนเทียม (Wedell, 1998) 

 

ลักษณะทางคลินิกของโรคและความสัมพันธ์ระหว่างฟีโนไทป์และจีโนไทป์ (phenotype-

genotype correlation) 

ผู้ป่วยโรค CAH ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส มีอาการและอาการแสดง 

แบ่งตามลักษณะทางคลินิกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ ชนิดไม่รุนแรง (non-classic type, NC) และชนิด

รุนแรง (classic type) ซึ่งชนิดรุนแรงแบ่งเป็น 2 ชนิดย่อย ได้แก่ ชนิดย่อย simple virilizing (SV) 

และชนิดย่อย salt wasting (SW) ซึ่งผู้ป่วยที่มีลักษณะทางคลินิกเป็นชนิดย่อย SW คิดเป็นร้อยละ 

75 ของผู้ป่วยที่มีลัษณะทางคลินิกชนิดรุนแรง มีอาการและอาการแสดงสำคัญคือ อวัยวะเพศ 
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มีลักษณะกำกวมเฉพาะทารกเพศหญิงที่มีโครโมโซมเป็น 46 , XX แต่อวัยวะเพศของทารกเพศชาย 

ที่มีโครโมโซมเป็น 46, XY มีลักษณะไม่กำกวม เด็กทารกที่อวัยวะเพศมีลักษณะกำกวมและผล 

การตรวจร่างกายไม่พบต่อมเพศจะได้รับการจำแนกลักษณะทางคลินิกเข้าได้กับโรค CAH จนกว่า 

จะมีการพิสูจน์เป็นโรคอื่น เนื่องจากภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสเป็นสาเหตุที่พบได้บ่อยที่สุด

ของ female pseudo-hermaphroditism หรือ 46, XX disorder of sex development (DSD) 

ผู้ป่วยที่มีลัษณะทางคลินิกชนิดย่อย SW จะเริ่มมีอาการจากการสูญเสียเกลือตั้งแต่อายุ 5 ถึง 15 วัน

หลังจากคลอด หรือทารกบางรายอาจนาน 1 ถึง 2 เดือน โดยทารกจะมีอาการอาเจียน ถ่ายอุจจาระ

เหลว น้ำหนักตัวไม่เพิ่มข้ึน บางรายมีอาการซึมและชัก เนื่องจากปริมาณโซเดียมในกระแสเลือด  

มีระดับต่ำมาก และอาจมีปริมาณน้ำตาลในกระแสเลือดต่ำร่วมด้วย เมื่อตรวจร่างกายจะพบอาการ

แสดงของภาวะขาดน้ำ ชีพจรเต้นเร็ว ความดันเลือดต่ำ และผู้ป่วยบางรายอาจจะมีอาการหัวใจเต้นผิด

จังหวะเนื่องจากปริมาณโพแทสเซียมในกระแสดเลือดสูงกว่าปกติ อาการหอบจากภาวะเลือดเป็นกรด 

ผู้ป่วยที่ไม่ได้รับการรักษาตั้งแต่แรกวินิจฉัยอาจถึงแก่ชีวิตได้ การตรวจวินิจฉัยที่มีความถูกต้องและ

รวดเร็วจึงมีความสำคัญต่อผู้ป่วยเป็นอย่างมาก 

จีโนไทป์ส่วนใหญ่ของผู้ป่วยเป็นแบบ compound heterozygous หรือเรียกอีกอย่างว่า

ทรานส์ (trans) ที่ แอลลีลทั้ งสองมีการกลายพัน ธ์ุต่างตำแหน่งกันตั้ งแต่สองตำแหน่งข้ึนไป 

ซึ่งความรุนแรงของโรคข้ึนกับระดับกิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme activity) ซึ่งเป็นผลมาจาก 

การกลายพันธ์ุแต่ละตำแหน่ง  แบ่งกลุ่มด้วยจีโนไทป์ซึ่งสัมพันธ์กับฟีโนไทป์ที่ได้จากผลการตรวจ

วินิจฉัยทางคลินิกเป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 

1. กลุ่ม  null (group null) จี โนไทป์ปรากฏการกลายพัน ธ์ุชนิดรุนแรง (severe 

mutation) แบบ null ทั้ งสองแอลลีล ซึ่งทำให้ ไม่มีกิจกรรมของเอนไซม์  (0% , no enzyme 

activity) การกลายพันธ์ุในกลุ่มนี้ ได้แก่ การขาดหายขนาดใหญ่ Cluster E6 (p.I237N p.V238E 

p.M240L) p.V306Ffs p.Q319X p.R357W 

2. กลุ่ม A (group A) จีโนไทป์ปรากฏการกลายพันธ์ุชนิดรุนแรง ได้แก่ การกลายพันธ์ุ

ตำแหน่งตัดเช่ือม IVS2-13A/C>G ทั้งสองแอลลีล หรือหนึ่งแอลลีลคู่กับการกลายพันธ์ุชนิดรุนแรง 

ในกลุ่ม null อีกแอลลีลหนึ่ง ซึ่งทำให้กิจกรรมของเอนไซม์เหลืออยู่ในระดับต่ำที่สุด (<1%, minimal 

residual enzyme activity) 
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3. กลุ่ม B (group B) จีโนไทป์ปรากฏการกลายพันธ์ุชนิดรุนแรง p.I173N ทั้งสองแอลลีล 

หรือหนึ่งแอลลีลคู่กับการกลายพันธ์ุชนิดรุนแรงในกลุ่ม null หรือกลุ่ม A อีกแอลลีลหนึ่ง ซึ่งทำให้

กิจกรรมของเอนไซม์เหลือเพียงร้อยละ 2 ถึง 11 (2-11% residual enzyme activity) 

4. กลุ่ม C (group C) จีโนไทป์ปรากฏการกลายพันธ์ุชนิดไม่รุนแรง (mild mutation) 

ได้แก่ p.P31L p.V282L p.P454S อย่างน้อยหนึ่งแอลลีลคู่กับการกลายพันธ์ุชนิดรุนแรงในกลุ่ม null 

กลุ่ม A หรือกลุ่ม B อีกแอลลีลหนึ่ง ซึ่งทำให้กิจกรรมของเอนไซม์อยู่ที่ร้อยละ 20 ถึง 50 (20-50% 

residual enzyme activity) 

โดยจีโนไทป์กลุ่ม null พบในผู้ป่วยกลุ่ม SW เป็นส่วนใหญ่ จีโนไทป์กลุ่ม A และกลุ่ม B 

พบในผู้ป่วยกลุ่ม SV เป็นส่วนใหญ่ และจีโนไทป์กลุ่ม C พบในผู้ป่วยกลุ่ม NC เป็นส่วนใหญ่  

(Nimkarn, Gangishetti, Yau, & New, 2016; Wedell, 1998; Xu et al., 2019) 

 

เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลโีอไทด์โมเลกลุเดียวตามเวลาจริงแบบสายยาว (long-read 

single molecule real-time sequencing, long-read SMRT sequencing) 

เทคโนโลยี LRS ที่แพร่หลายในเชิงพาณิชย์ในปัจจุบัน ได้แก่ SMRT sequencing 

ของบริษัท Pacific Biosciences (PacBio) และเทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ผ่านช่อง 

ระดับนาโนเมตร (nanopore sequencing) ของบริษัท Oxford Nanopore Technologies Inc. 

(ONT) (Clarke et al., 2009 ; Eid et al., 2009) ซึ่ ง  SMRT sequencing ของบริษัท PacBio 

เป็นฐานระบบ (platform) ในเชิงพาณิชย์รายแรกของเทคโนโลยี LRS โดยบริษัท PacBio เปิดตัว 

RS sequencer ในปี  2011 ตามมาด้ วย  RSII และ Sequel เปิ ดตั วในปี  2013 และปี  2015 

ตามลำดับ เทคโนโลยี long-read SMRT sequencing มีหลักการทำงานพื้นฐานมาจากเทคนิค 

การไหลเซลล์ (flow cells) โดยดีเอ็นเอโมเลกุลเดียวซึ่งเป็นดีเอ็นเอต้นแบบผ่านเข้าไปในหลุม 

ขนาดพิโคลิตรและก้นหลุมมีลักษณะโปร่งใส แต่ละหลุมประกอบด้วยสิ่งที่ เรียกว่า zero mode 

waveguides (ZMW) ที่มีเอนไซม์พอลิเมอเรสโมเลกุลเดียวตรึงอยู่ที่ก้นหลุม (Ardui, Ameur, 

Vermeesch, & Hestand, 2018 ; Levene et al., 2003) ซึ่ ง ช่วยให้ดี เอ็นเอโมเลกุล เดียวที่  

ถูกทำให้เป็นวงกลมในข้ันตอนการเตรยีมคลังดีเอ็นเอ (เช่น SMRTbell) ผ่านเข้าสู่กระบวนการต่อสาย 

นิวคลีโอไทด์โดยเอนไซม์พอลิเมอเรสด้วยเบสที่ติดฉลากเรอืงแสง แตกต่างกันสีส่ีลงบนดีเอ็นเอต้นแบบ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 19 

การต่อสายสายนิวคลีโอไทด์ด้วยเบสที่ติดฉลากเรืองแสง ทำให้เกิดการเรืองแสงที่ถูกตรวจจับด้วย 

ZMW ผ่านก้นหลุมที่มีลักษณะโปร่งใส และบันทึกข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ได้ตามเวลาจริง (Ardui et 

al., 2018; Levene et al., 2003; Pollard, Gurdasani, Mentzer, Porter, & Sandhu, 2018) 

(รูปที่  5) ความยาวเฉลี่ยของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่ านได้ ( read) สำหรับ  long-read SMRT 

sequencing นั้น อ่านได้ตั้งแต่ 1.5 กิโลเบส โดยประมาณ และมีรายงานอัตราความผิดพลาดสูงถึง

ร้อยละ 13 โดยประมาณ จากการเติมเบสที่ไม่ถูกต้อง (Carneiro et al., 2012; Quail et al., 2012) 

อย่างไรก็ตาม ความผิดพลาดดังกล่าวมีการกระจายแบบสุ่มอยู่ทั่วทั้งลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้  

(Eid et al., 2009) และความลึกของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่าน (read depth) ที่มากเพียงพอ 

ทำให้สามารถอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ข้อมูลมีความสอดคล้องกนัสูง (high consensus sequences) 

ได้ (Hebert et al., 2018; Roberts, Carneiro, & Schatz, 2013) สำหรับดีเอ็นเอโมเลกุลเดียวที่มี

ความยาวของลำดับนิวคลีโอไทด์ประมาณ 10 กิโลเบส นิวคลีโอไทด์แต่ละตำแหน่งของดีเอ็นเอ

โมเลกุลเดียวแต่ละแอมพลิคอนจะได้รับการอ่านประมาณ 10 รอบต่อ 1 กิโลเบส โดยใช้วิธี circular 

consensus sequence (CCS) ดังนั้น การอ่านซ้ำหลาย ๆ รอบ จึงทำให้ความผิดพลาดที่ เกิดข้ึน 

แบบสุ่มเป็นไปได้น้อยมาก (Hestand, Van Houdt, Cristofoli, & Vermeesch, 2016; Travers, 

Chin, Rank, Eid, & Turner, 2010) สำหรับอัตราค่าใช้จ่ายที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณข้อมูล 

ที่ได้ และข้อจำกัดที่ต้องใช้ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพสูงปริมาณมากเพื่อเป็นสารตั้งต้น ยังคงเป็นข้อจำกัด

ของเทคโนโลยีน้ี (Ardui et al., 2018; van Dijk, Jaszczyszyn, Naquin, & Thermes, 2018) 
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ภาพท่ี 5 หลักการและการทำงานของเทคโนโลยี SMRT sequencing 
(https://www.pacb.com/wp-content/uploads/Infographic_SMRT-Sequencing-How-it-

Works.pdf) 

 

เทคนิคอ่ืนท่ีนิยมใช้ตรวจหาการแปรผนัทางพันธุกรรมในโรคนี้ 

เซาเทิร์นบลอตไฮบริไดเซชันเป็นเทคนิคการตรวจสอบดีเอ็นเอโดยใช้ตัวตรวจจับที่มี  

ลำดับเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอเป้าหมาย เริ่มจากการแยกช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยอิเล็กโทรฟอรีซิสและซับหรือ

เคลื่อนย้ายดีเอ็นเอที่ได้จากแผ่นเจลไปสู่แผ่นกรอง แล้วตรวจสอบด้วยตัวตรวจจับที่มีการติดฉลาก 

โดยปกติจะใช้จีโนมิกส์ดีเอ็นเอ (genomics DNA) ที่ผ่านการย่อยเป็นช้ินสั้น ๆ ด้วยเอนไซม์  

ตัดจำเพาะ เพื่อตรวจสอบจำนวนชุดของยีน (gene copies) ในจีโนม แต่เนื่องจากเซาเทิร์นบลอต

ไฮบริไดเซชันเป็นวิธีที่ใช้เวลานานและมีความยากลำบากในการปฏิบัติการ ซึ่งต้องใช้โพรบที่ติดฉลาก

ด้วยสารกัมมันตภาพรังสี และจำเป็นต้องใช้ดีเอ็นเอจำนวนมาก วิธีนี้จึงถูกแทนที่ด้วยเทคนิคอื่น ๆ 

(L'Allemand et al., 2000; Morel et al., 1989) 

เทคนิค MLPA เป็นเทคนิคที่ ช่วยให้สามารถตรวจสอบการแปรผันทางพันธุกรรม 

แบบจำนวนชุดของยีนในมนุษย์ ด้วยความสามารถนี้ เทคนิค MLPA จึงสามารถถูกนำใช้ในการวินิจฉัย

ระดับโมเลกุลของโรคทางพันธุกรรมหลายโรคที่มีสาเหตุของการเกิดโรคเกี่ยวข้องกับการขาดหาย  

ของยีนหรือการเพิ่มซ้ำของยีนที่มีความจำเพาะเจาะจง นอกจากนี้ เทคนิค MLPA ยังสามารถนำมาใช้

ในการวินิจฉัยระดับโมเลกลุของโรคทางพันธุกรรมที่มีลกัษณะผิดปกติของกระบวนการเติมหมู่เมทิลใน
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ดีเอ็นเอ (DNA methylation) เนื่องจากยีนหรือลำดับนิวคลีโอไทด์จำนวนมากสามารถวิเคราะห์

พร้อมกันได้ด้วยเทคนิค MLPA เพียงเทคนิคเดียว เทคนิค MLPA จึงแสดงถึงการเป็นวิธีมาตรฐาน

สูงสุด (gold standard) สำหรับการวิเคราะห์ระดับโมเลกุลของสาเหตุการเกิดโรคทั้ งหมด 

ที่ เกิดจากการแปรผันทางพันธุกรรมแบบจำนวนชุดของยีน (gene copy number variation) 

เทคนิค MLPA สำหรับการตรวจสอบการขาดหายและการเพิ่มซ้ำของยีน CYP21A2 และยีนเทียม 

CYP21A1P ในปัจจุบัน นิยมใช้ชุดตรวจ P050-CAH Kit ของบริษัท MRC-Holland ซึ่งเป็นชุดตรวจ 

ที่มีความละเอียดสูง ใช้ตรวจสอบการแปรผันทางพันธุกรรมแบบจำนวนชุดของลำดับนิวคลีโอไทด์  

ในจีโนมด้วยไพรเมอร์สำหรับ PCR ที่มีความจำเพาะเจาะจงเพียงคู่เดียว และความจำเพาะเจาะจง

ดังกล่าวอาศัยการใช้โพรบโอลิโกนิวคลีโอไทด์จำนวนหลายช้ินที่สามารถต่อสายให้ยาวข้ึน เพื่อสร้าง

แอมพลิคอนแบบจำเพาะโลคัสในบริเวณที่มีการเพิ่มขนาด ซึ่งแยกขนาดได้ด้วยเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส 

โดยเปรียบเทียบรูปแบบของค่าสูงสุด (peak pattern) กับค่าที่ได้จากตัวอย่างอ้างอิง ซึ่งตรวจสอบ 

โพรบหรือโลคัสที่แสดงจำนวนชุดของยีนที่ผิดปกติได้ (Krone & Arlt, 2009; Schouten et al., 

2002) อย่างไรก็ตามเทคนิค MLPA ยังคงมีความยุ่งยากและใช้เวลาในการปฏิบัติการนานเช่นกัน 

แม้ในปัจจุบันนี้ โรงพยาบาลหลายแห่งสามารถหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของยีนได้

ด้วยเทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงด้วยหลักการของแซงเกอร์ ร่วมกับเทคนิค MLPA ใช้เป็น

วิธีมาตรฐานสำหรับการตรวจสอบจีโนไทป์ของยีน CYP21A2 ในผู้ป่วยที่มีภาวะพร่องเอนไซม์  

21-ไฮดรอกซิเลส วิธีการร่วมนี้เป็นวิธีการที่ ถูกเลือกใช้เพื่อตรวจหาการแปรผันทางพันธุกรรม  

ที่ก่อให้เกิดโรคได้โดยไม่ต้องผ่านการคัดกรองด้วยการวิเคราะห์เป้าหมาย (targeted analysis) และ

ยังสามารถใช้ตรวจหาการแปรผันทางพันธุกรรมพบใหม่ (novel sequence variant) ได้ ซึ่งปกติ 

จะครอบคลุมบริเวณที่มีการถอดรหัสและแปลรหัส (coding region) และบริเวณ flanking intron-

exon ของยีน การวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของยีน CYP21A2 อาจจะใช้วิธีการคัดเลือก 

(isolate) ยีน CYP21A2 โดยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 

ที่ให้ผลิตภัณฑ์ 2 ช้ินที่ทับซ้อนกันบางส่วน ได้แก่ ช้ินส่วน P1 และช้ินส่วน P2 ประกอบด้วยช้ินส่วน

ขนาด 1517 เบส และช้ินส่วน 2214 เบส ตามลำดับ เพื่อหลีกเลี่ยงการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมร่วม

ของยีนเทียม CYP21A1P (รูปที่ 6) (Loidi et al., 2006) ภายหลังจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

ของยีนเป้าหมายและผ่านการทำให้ผลิตภัณฑ์บริสุทธ์ิแล้ว ผลิตภัณฑ์ PCR จะได้รับการวิเคราะห์หา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงด้วยหลักการของแซงเกอร์  โดยใช้ 
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ไพรเมอร์ภายใน (internal primer) ที่ครอบคลุมยีน CYP21A2 ทั้งหมด ซึ่งต้องออกแบบไพรเมอร์

เป็นจำนวนมาก (Carvalho et al., 2012) 

 

 

ภาพท่ี 6 เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ให้ผลิตภัณฑ์ 2 ช้ินที่ทับซ้อนกันบางส่วน 
(Carvalho et al., 2012) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 3  
วิธีดำเนินการวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 

1. ไมโครปิเปต P2 ขนาด 0.1-2 ไมโครลิตร 

2. ไมโครปิเปต P10 ขนาด 1-10 ไมโครลิตร 

3. ไมโครปิเปต P20 ขนาด 2-20 ไมโครลิตร 

4. ไมโครปิเปต P100 ขนาด 10-100 ไมโครลิตร 

5. ไมโครปิเปต P200 ขนาด 20-200 ไมโครลิตร 

6. ไมโครปิเปต P1000 ขนาด 100-1000 ไมโครลิตร 

7. ไมโครปิเปตทิป ขนาด 10 ไมโครลิตร 

8. ไมโครปิเปตทิป ขนาด 100 ไมโครลิตร 

9. ไมโครปิเปตทิป ขนาด 200 ไมโครลิตร 

10. ไมโครปิเปตทิป ขนาด 1000 ไมโครลิตร 

11. หลอดไมโครเซนติฟิวก์ ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

12. หลอดไมโครเซนติฟิวก์ ขนาด 0.6 มิลลิลิตร 

13. หลอดไมโครเซนติฟิวก์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

14. หลอดเซนติฟิวก์ ขนาด 15 มิลลิลิตร 

15. หลอดเซนติฟิวก์ ขนาด 50 มิลลิลิตร 

16. กระบอกตวง ขนาด 100 มิลลิลิตร 

17. กระบอกตวง ขนาด 1000 มิลลิลิตร 

18. ที่วางหลอดทดลอง 

19. ขวดแก้วรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร 

20. ขวดแก้วดูแรน ขนาด 50 มิลลิลิตร 

21. ขวดแก้วดูแรน ขนาด 100 มิลลิลิตร 

22. ขวดแก้วดูแรน ขนาด 500 มิลลิลิตร 
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23. ขวดแก้วดูแรน ขนาด 1000 มิลลิลิตร 

24. พาราฟิล์ม 

25. แผ่นอลูมิเนียมฟอยด์ 

26. ถาดเตรียมเจลและหวีเตรียมเจล 

27. กล่องควบคุมอุณหภูมิ 

28. ช้อนตักสาร 

29. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

30. เครื่องช่ังสารเคมีแบบดิจิทัล 

31. เครื่องอิเล็กโทรฟอรีซิส 

32. เครื่องถ่ายรูปเจล 

33. เตาไมโครเวฟ 

34. เครื่องอบฆ่าเช้ือ 

35. เครื่องผสมสารเคมี 

36. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 

37. เครื่องปั่นเหว่ียง 

38. เครื่องผลิตน้ำ 

39. ตู้ทำความเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

40. ตู้แช่แข็ง อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

41. ตู้แช่แข็ง อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

สารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 

1. Absolute ethanol 

2. Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

3. 1 กิโลเบส DNA ladder 

4. Tris-base 

5. Boric acid 
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6. Disodium ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 

7. Agarose gel 

8. Gel staining solution 

9. Distilled water 

10. 10X LA PCR Buffer (Mg2+ free) 

11. 25 mM MgCl2 

12. dNTP mixture (2.5 mM each) 

13. Forward primer 

14. Reverse primer 

15. 5 U/uL LA Taq DNA polymerase 

16. 20000 U/mL EcoRI restriction enzyme (New England BioLabs, UK) 

17. Cutsmart Buffer (New England BioLabs, UK) 

18. SMRTbell Barcoded Adapter Complete Prep Kit – 96 

19. SMRTbell DNA Damage Repair Kit 

20. DNA/Polymerase Binding Kit 

21. AMPure® PB Kit 

22. DNA Sequencing Kit 

23. SMRT Cells for standard sequencing 

 

โปรแกรมท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. โปรแกรม Quantity One ของบริษัท Bio-rad, California, USA 

2. โปรแกรม GenomeBrowse ของบริษัท Golden Helix, Montana, USA 

3. โปรแกรม DNA 7500 Assay ของบริษัท Agilent Technologies, California, 

USA 
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กลุ่มตัวอย่าง 

ผู้ป่วยจำนวน 49 รายที่ได้รับการจำแนกลักษณะทางคลินิกเข้ากันได้กับโรคต่อมหมวกไต

ช้ันนอกโตผิดปกติตั้งแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21 -ไฮดรอกซิเลส ผ่านการซักประวัติ  

ตรวจร่างกาย ตรวจวัดระดับสารอิเล็กโทรไลต์ และข้อมูลฮอร์โมนจากแพทย์ผู้เช่ียวชาญ แผนกกุมาร

เวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ลงนามยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย 

 

วิธีดำเนินงานวิจัย 

1. กลุ่มตัวอย่าง 

ผู้ป่วยที่ได้รับการจำแนกลักษณะทางคลินิกเข้ากันได้กับโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโต

ผิดปกติตั้งแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลสที่มาเข้ารับการดูแลรักษาที่แผนกกุมาร

เวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ผ่านการซักประวัติ ตรวจร่างกาย ตรวจวัดระดับ

สารอิเล็กโทรไลต์ และข้อมูลฮอร์โมนจากแพทย์ผู้เช่ียวชาญ และผู้วิจัยรับผู้ป่วยเข้าโครงการวิจัย  

ก็ต่อเมื่อผู้ป่วยหรือผู้ปกครองยินยอม โดยโครงการวิจัยนี้จะศึกษาการกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 

ในกลุ่มตัวอย่าง 

 

2. การยินยอมเข้าร่วมโครงการ 

ผู้ป่วยหรือผู้ปกครองจะต้องลงนามยินยอมในเอกสารยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย 

และโครงการวิจัยต้องผ่านการพิจารณาและได้รับการรับรองจากที่ประชุมคณะกรรมการพิจารณ า

จริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

3. เก็บตัวอย่างเลือด 

เก็บตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่ เข้าร่วมโครงการวิจัยปริมาตรรายละ 3 - 5 มิลลิลิตร 

ในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA เพื่อนำมาสกัดสารพันธุกรรม 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

4. สกัดสารพันธุกรรม 

จีโนมิกส์ดีเอ็นเอจะถูกสกัดจากเซลล์เม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดผู้ป่วยทุกรายที่เข้าร่วม

โครงการ วิจั ย  ด้วย วิธีการของ Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany) และ วัด 

ความเข้มข้นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสง ตามวิธีการของเครื่องมือ NanoDrop 

1000 spectrophotometry (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) 

 

5. เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัส  (locus-

specific PCR) และวิเคราะห์การเกิดยีนลูกผสมจากขนาดสารพันธุกรรมด้วยเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส 

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลองจากดีเอ็นเอทั้ง 49 ตัวอย่าง ด้วยวิธีการ 

เพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัส โดยใช้เอนไซม์ LA Taq DNA polymerase (TaKaRa, Dalian, 

China) ตามวิธีของ Ma et al., 2014 ด้วยไพรเมอร์ที่จำเพาะโลคัส จำนวน 4 ไพรเมอร์ (ตารางที่ 1) 

และจับคู่ไพรเมอร์ที่แตกต่างกันจำนวน 4 คู่ เพื่อตรวจสอบการเกิดยีนลูกผสมซึ่งมีการขาดหาย 

ขนาดใหญ่ของยีนจาก 4 แอมพลิคอน (รูปที่  7) แต่ละปฏิกิริยามีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร 

ประกอบด้วย ดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 100 นาโนกรัม บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า dNTP 0.4 มิลลิ 

โมลาร์ ไพรเมอร์ไปข้างหน้า (forward primer) และไพรเมอร์ย้อนกลับ (reverse primer) อย่างละ 

0.4 ไมโครโมลาร์ และ LA Taq DNA polymerase 2.5 หน่วย (ตารางที่  2) และเพิ่ มปริมาณ 

สารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 นาที จำนวน 1 รอบ ตามด้วย อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 นาที จำนวน 35 รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 

10 นาที จำนวน 1 รอบเป็นรอบสุดท้าย (ตารางที่ 3) 

 

 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอรท์ี่จำเพาะกบัแต่ละโลคัส 

ไพรเมอร์ ล ำดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ บริเวณจ ำเพำะของไพรเมอร์

ไพรเมอร์ 1 5'-GCTTCTTGATGGGTGATCAAT-3' ยีนจริง CYP21A2

ไพรเมอร์ 2 5'-CCTCAATCCTCTGCAGCG-3' ยีนจริง CYP21A2

ไพรเมอร์ 3 5'-TCCCCAATCCTTACTTTTTGTC-3' ยีนเทียม CYP21A1P

ไพรเมอร์ 4 5'-CCTCAATCCTCTGCGGCA-3' ยีนเทียม CYP21A1P
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ภาพท่ี 7 ตำแหน่งของคู่ไพรเมอรท์ี่แตกต่างกันทั้ง 4 คู่ 
 

 

ตารางท่ี 2 ส่วนผสมของปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมแบบจำเพาะโลคัส 
 

 

ตารางท่ี 3 ภาวะสำหรบัการเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมแบบจำเพาะโลคัส 
 

รำยกำร สำรเคมี ควำมเข้มข้นสุดท้ำย ปริมำตรต่อปฏิกิริยำ (ไมโครลิตร)

1 DW - 21.5

2 10X LA PCR Buffer (Mg2+ free) 1X 5

3 25 mM MgCl2 2.5 mM 5

4 dNTP mixture (2.5 mM each) 0.4 mM 8

5 Forward primer 0.4 uM 2

6 Reverse primer 0.4 uM 2

7 5 U/uL LA Taq DNA polymerase 2.5 U 0.5

8 50 ng/uL DNA template 300 ng 6

50ปริมำตรสุทธิ

94 องศาเซลเซียส 1 นาที 1 รอบ

94 องศาเซลเซียส 30 วินาที

62 องศาเซลเซียส 30 วินาที 35 รอบ

72 องศาเซลเซียส  3 นาที

72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ

ภำวะส ำหรับกำรเพ่ิมปริมำณยีนแบบจ ำเพำะโลคัส
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ไพรเมอร์ที่แตกต่างกัน จำนวน 4 คู่ ที่ใช้ตรวจสอบ 4 แอมพลิคอน ได้แก่ แอมพลิคอน 

ที่ 1 ยีนจริง CYP21A2 ใช้ไพรเมอร์ 1 (forward primer ME0008 (Keen-Kim et al., 2005)) และ

ไพรเมอร์  2 (reverse primer ME0066 (Keen-Kim et al., 2005 ; Lee, Chao, Ng, & Choo, 

1996)) ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 3385 เบส แอมพลิคอนที่  2 ยีนเทียม CYP21A1P ใช้ไพรเมอร์ 3 

(forward primer ME0059 (Keen-Kim et al., 2005 )) แล ะ ไพ ร เม อ ร์  4 (reverse primer 

ME0067 (Keen-Kim et al., 2005; Lee et al., 1996)) ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 4008 เบส แอมพลิคอน

ที่ 3 ยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera ใช้ไพรเมอร์ 3 (forward primer ME0059) และ

ไพรเมอร์ 2 (reverse primer ME0066) และแอมพลิคอนที่ 4 ยีนลูกผสม CYP21A2/CYP21A1P 

rearrangement ใช้ไพรเมอร์ 1 (forward primer ME0008) และไพรเมอร์ 4 (reverse primer 

ME0067) (Ma et al., 2014) โดยขนาดของผลิตภัณฑ์ข้ึนกับตำแหน่งของการเกิดครอสซิงโอเวอร์ 

(crossing over) (ตารางที่ 4) จากนั้น วิเคราะห์ขนาดสารพันธุกรรมเป้าหมายด้วยเจลอิเล็กโทร 

ฟอรีซิส ด้วยเจล agarose เข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร ใช้ไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 80 โวลต์ 

ระยะเวลา 60 นาที 

 

 

ตารางท่ี 4 ผลิตภัณฑเ์ป้าหมายจากไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ 
 

6. เตรียมคลังแอมพลิคอน (amplicon library preparation) สำหรับการวิเคราะห์หาลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยี long-read SMRT sequencing 

เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ในปัจจุบันได้ก้าวเข้าสู่เทคโนโลยีวิเคราะห์หา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่ที่สามารถวิเคราะหห์าลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอได้พร้อมกันจำนวนมาก

ในเวลาเดียวกัน (massively parallel sequencing) จากคลังดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นดี เอ็นเอต้นแบบ 

ที่เตรียมได้จากปฏิกิริยา PCR ทำให้ได้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จำนวนมากในเวลาอันรวดเร็ว 

แอมพลิคอน คู่ไพรเมอร์ ผลิตภัณฑ์พีซีอำร์ท่ีคำดหมำย

แอมพลิคอน 1 ไพรเมอร์ 1 และไพรเมอร์ 2 ยีนจริง CYP21A2

แอมพลิคอน 2 ไพรเมอร์ 3 และไพรเมอร์ 4 ยีนเทียม CYP21A1P

แอมพลิคอน 3 ไพรเมอร์ 3 และไพรเมอร์ 2 ยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2

แอมพลิคอน 4 ไพรเมอร์ 1 และไพรเมอร์ 4 ยีนลูกผสม CYP21A2/CYP21A1P
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ในทำนองเดียวกัน การ วิเคราะห์หาลำดับนิ วคลี โอไทด์ด้วยเทคโนโลยี  long-read SMRT 

Sequencing หลังจากที่ได้ผลิตภัณฑ์จาก PCR ในรูปดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA) แล้ว 

ต้องเช่ือมต่อ (ligation) ดีเอ็นเอสายคู่เข้ากับ barcoded adapter เรียกว่าข้ันตอนการเตรียม 

คลังดีเอ็นเอ ก่อนจะนำดีเอ็นเอสายคู่ที่ต่อกับ barcoded adapter เรียบร้อยแล้วเข้าสู่ ข้ันตอน 

การจับกับไพรเมอร์และดีเอ็นเอพอริเมอเรส (anneal primer and DNA polymerase binding) 

และข้ันตอนการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) ตามลำดับ เพื่อให้ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้

สอดคล้องกัน (consensus read) ใช้สำหรับการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ในท้ายที่สุด (รูปที่ 8) 

การเตรียมคลังดีเอ็นเอ (amplicon libraries) สำหรับการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์

ด้วยเทคโนโลยี long-read SMRT Sequencing โดยใช้ PacBio® Barcoded Adapters เตรียมคลัง

ดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑ์ PCR แอมพลิคอนที่  1 ซึ่ งสารพันธุกรรมเป้าหมายของยีน CYP21A2 

ที่มีปริมาณเพียงพอสำหรับการหาลำดับนิวคลีโอไทด์แบบสายยาว (มากกว่า 1 ไมโครกรัม) สำหรับ 

หาการกลายพันธ์ุในยีน CYP21A2 แล้ววิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยี long-read 

SMRT Sequencing ตามวิธีการของบริษัท PacBio, California, USA ซึ่งปฏิบัติตามลำดับข้ันตอน 

ดังนี ้

1. One-Step End-Repair and Ligation ข้ันตอนการซ่อมปลายของดีเอ็นเอต้นแบบ 

และเช่ือมต่อปลายดีเอ็นเอต้นแบบทั้งสองฝั่งเข้ากับ barcoded adapters ที่แตกต่างกันในแต่ละ

ตัวอย่าง เนื่องจากการทำ long-read SMRT sequencing ต้องรวมตัวอย่างทุกตัวอย่างลงใน 

หลอดทดลองเดียวกัน การเช่ือมต่อกับ barcoded adapters จึงช่วยให้สามารถจำแนกโมเลกุล 

ดีเอ็นเอของแต่ละตัวอย่างออกจากกันได้ 

2. Pool Samples ข้ันตอนการรวมดี เอ็ นเอต้นแบบที่ เช่ือมต่อกับ  barcoded 

adapters แล้วทุกตัวอย่างลงในหลอดทดลองเดียวกัน 

3. DNA Damage Repair ข้ันตอนการซ่อมแซมดี เอ็นเอต้นแบบที่ เ ช่ือมต่อกับ 

barcoded adapters แล้วที่ ยังคงมีความผิดพลาดโดยการเติมนิวคลีโอไทด์และเช่ือมต่อกับ 

barcoded adapters อย่างสมบูรณ์ 

4. EXO III and VII Digestion ข้ันตอนการกำจัดดี เอ็นเอต้นแบบที่ เช่ือมต่อกับ 

barcoded adapters ไม่สมบูรณ์ โดยการย่อยด้วยเอนไซม์กลุ่ม exonuclease ได้แก่ เอนไซม์ ExoIII 

และเอนไซม์ ExoVII 
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5. Two AMPure® PB Bead Washes ข้ันตอนการทำให้คลังดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ (library 

purification) โดยการชะล้างด้วย AMPure® PB Bead ด้วยหลักการการจับกันของดีเอ็นเอต้นแบบ

กับ magnetic beads แล้วดูดสารละลายที่เหลือทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นต้นแบบด้วยเอทานอลเข้มข้น

ร้อยละ 70 และทำละลายตะกอนดีเอ็นเอต้นแบบด้วย elution buffer ทำซ้ำข้ันตอนทั้งหมด 2 รอบ 

6. Annealing, binding and sequencing ข้ันตอนการจับกับไพรเมอร์และดีเอ็นเอ

พอริเมอเรสของคลังดีเอ็นเอ และข้ันตอนการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 

 

7. วิเคราะห์ข้อมูลหาตำแหน่งการกลายพันธุ์จากลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาว 

ระบุตำแหน่งของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการแปรผันทางพันธุกรรม (variants) ซึ่งแตกต่าง

จากลำดับนิวคลีโอด์อ้างอิง (reference sequence) โดยใช้โปรแกรม GenomeBrowse ของบริษัท 

Golden Helix, Montana, USA แล้วให้คำอธิบายประกอบการแปรผัน (variant annotation) และ

กรองการแปรผัน (variant filtering) ด้วยเกณฑ์ ดังนี้ 

1. ตำแหน่งการแปรผันนั้นต้องมีผลกระทบที่ทำให้เกิดการกลายพันธ์ุตำแหน่งตัดเช่ือม 

การกลายพันธ์ุแบบเปลี่ยนรหัส การกลายพันธ์ุเป็นรหัสหยุด และการกลายพันธ์ุแบบเลื่อนกรอบ 

2. ตำแหน่งการแปรผันนั้นต้องไม่เป็นภาวะพหุสัณฐานนิวคลีโอไทด์เดี่ยว (single 

nucleotide polymorphism, SNP)  ในประชากรจากฐาน ข้อมู ล  dbSNP, gnomAD, ExAc, 

1000genomes และ In house Thai Exome ซึ่ งเป็นฐานข้อมูลของประชากรไทยที่ ใช้ เป็ น 

กลุ่มควบคุม 

 

8. วิเคราะห์การกลายพันธุ์ท่ีพบในผู้ป่วย 

สำหรับการกลายแบบเปลี่ยนรหัส ทำนายความรุนแรงผลของการกลายพันธ์ุต่อโครงสร้าง

ของโปรตีน (mutation prediction analysis) ด้วยโปรแกรม Polymorphism Phenotyping 

version 2, Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ซึ่งเป็นเครื่องมือสำหรับ

ทำนายโอกาสที่เป็นไปได้ สำหรับการเกิดการกลายพันธ์ุจากการแทนที่กรดแอมิโน (amino acid 

substitution) ที่มี เป็นภาวะพหุสัณฐานนิวคลีโอไทด์เดี่ยวที่ก่อให้ เกิดการกลายแบบไม่พ้อง 

(nonsynonymous SNPs) ซึ่งเป็นการกลายที่ทำให้รหัสของกรดแอมิโนชนิดหนึ่งเปลี่ยนไปเป็น 
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กรดแอมิโนอีกชนิดหนึ่งหรือเปลี่ยนเป็นรหัสหยุด ส่งผลต่อโครงสร้างและหน้าที่โปรตีนในมนุษย์เทียบ

กับข้อมูลปกติจากกลุ่มประชากรอ้างอิง 

 

 

ภาพท่ี 8 การเตรียมคลังดเีอ็นเอและการวิเคราะหห์าลำดับนิวคลีโอไทด์ของเทคโนโลยี 
SMRT sequencing (Wenger et al., 2019) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 4  
ผลการศึกษา 

 

1. กลุ่มตัวอย่าง 

2. การยินยอมเข้าร่วมโครงการ 

3. ผลการเก็บตัวอย่างเลือด 

4. ผลการสกัดสารพันธุกรรม 

ผลการศึกษาข้ันตอนที่ 1 ถึงข้ันตอนที่ 4 แพทย์ผู้เช่ียวชาญประเมินผู้ป่วยที่มาเข้ารับ 

การดูแลรักษาที่แผนกกุมารเวชศาสตร ์โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ พบผู้ป่วยที่มีลักษณะทางคลินิกเข้าได้

กับโรคต่อมหมวกไตช้ันนอกโตผิดปกติต้ังแต่กำเนิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส จำนวน 

49 ราย ที่สามารถใช้เป็นกลุ่มตัวอย่างในโครงการวิจัยนี้ และผู้ป่วยทั้ง 49 รายยินยอมเข้าร่วม

โครงการวิจัย โดยผู้ป่วยหรือผู้ปกครองของผูป้่วยลงนามไว้ในเอกสารยินยอมทุกราย ซึ่งโครงการวิจัยนี้

ได้รับการพิจารณารับรองจากที่ประชุมคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (รหัสอนุมัติ IRB no. 954/2016) และเก็บตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยทุกราย 

ในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA รายละ 3 – 5 มิลลิลิตร ได้ครบทุกราย เพื่อสกัดดีเอ็นเอตาม

วิธีการของ Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany) และวัดความเข้มข้นดีเอ็นเอด้วยวิธี

วัดค่าการดูดกลืนแสง ตามวิธีการของเครื่องมือ NanoDrop 1000 spectrophotometry (Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยแต่ละราย 

มีคุณภาพและความเข้มข้นเพียงพอที่จะใช้เป็นสารพันธุกรรมตั้งต้นสำหรับการเพิ่มปริมาณ  

สารพันธุกรรมด้วยเทคนิคการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัสในข้ันตอนถัดไป 

 

5. ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัสและ 

การวิเคราะห์การเกิดยีนลูกผสมจากขนาดสารพันธุกรรมด้วยเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส 

เพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัสของผู้ป่วยที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส 

จำนวน 49 ราย จากการศึกษาพบแอมพลิคอนที่ 1 ยีนจริง CYP21A2 จำนวน 43 ราย และไม่พบ

แอมพลิคอนที่ 1 ซึ่งมีการขาดหายของยีน CYP21A2 ทั้งยีน (entire CYP21A2 gene deletion) 
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จำนวน 7 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 8 ผู้ป่วยรายที่ 13 ผู้ป่วยรายที่ 23 ผู้ป่วยรายที่ 28 ผู้ป่วยรายที่ 48 

และผู้ป่วยรายที่ 49 คิดเป็น 7 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถี่แอลลีลเท่ากับ 0.071 (ร้อยละ 7.1 

ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด ) (ภาพภาคผนวกที่ 1-1 – ภาพภาคผนวกที่ 1-13) แอมพลิคอนที่ 2 

ยีนเทียม CYP21A1P จำนวน 49 ราย (ภาพภาคผนวกที่ 2-1 – ภาพภาคผนวกที่ 2-6) แอมพลิคอนที่ 

3 ยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera ซึ่งมีการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน CYP21A2 (large 

CYP21A2 gene deletion) จำนวน 16 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 2 ผู้ป่วยรายที่  3 ผู้ป่วยรายที่ 6 

ผู้ป่วยรายที่ 8 ผู้ป่วยรายที่ 9 ผู้ป่วยรายที่ 12 ผู้ป่วยรายที่ 13 ผู้ป่วยรายที่ 17 ผู้ป่วยรายที่ 18 ผู้ป่วย

รายที่ 23 ผู้ป่วยรายที่ 30 ผู้ป่วยรายที่ 38 ผู้ป่วยรายที่ 44 ผู้ป่วยรายที่ 47 ผู้ป่วยรายที่ 48 และผู้ป่วย

รายที่ 49 คิดเป็น 16 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.163 (ร้อยละ 16.3 ของแอล

ลีลผู้ป่วยทั้งหมด) (ภาพภาคผนวกที่ 3-1 – ภาพภาคผนวกที่ 3-5) และแอมพลิคอนที่ 4 ยีนลูกผสม 

CYP21A2/CYP21A1P rearrangement จำนวน 3 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่  15 ผู้ป่วยรายที่  28 

และผู้ป่วยรายที่ 49 คิดเป็น 3 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถี่แอลลีลเท่ากับ 0.031 (ร้อยละ 3.1 

ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด ) (ภาพภาคผนวกที่ 4-1 – ภาพภาคผนวกที่ 4-5) ซึ่งแสดงให้ เห็นว่า 

ในผู้ป่วยทั้งหมดนี้พบแอลลีลที่มีการขาดหายของยีน CYP21A2 ทั้งยีน คือไม่พบแอมพลิคอนที่ 1 

และแอลลีลที่มีการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน CYP21A2 คือพบแอมพลิคอนที่ 3 คิดเป็น 23 แอลลีล 

จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.235 (ร้อยละ 23.5 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) หากจำแนก

ตามรูปแบบจีโนไทป์พบทั้งหมด 6 รูปแบบ ได้แก่ 

จีโนไทป์รูปแบบที่ 1 เป็นฮอโมไซกัสของยีน CYP21A2 ทั้งสองแอลลีล พบในผู้ป่วย

จำนวน 31 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 1 ผู้ป่วยรายที่ 4 ผู้ป่วยรายที่ 5 ผู้ป่วยรายที่ 7 ผู้ป่วยรายที่ 10 

ผู้ป่วยรายที่ 11 ผู้ป่วยรายที่ 14 ผู้ป่วยรายที่ 16 ผู้ป่วยรายที่ 19  ผู้ป่วยรายที่ 20 ผู้ป่วยรายที่ 21 

ผู้ป่วยรายที่ 22 ผู้ป่วยรายที่ 24 ผู้ป่วยรายที่ 25 ผู้ป่วยรายที่ 26 ผู้ป่วยรายที่ 27 ผู้ป่วยรายที่ 29 

ผู้ป่วยรายที่ 31 ผู้ป่วยรายที่ 32 ผู้ป่วยรายที่ 33 34 ผู้ป่วยรายที่ 35 ผู้ป่วยรายที่ 36 ผู้ป่วยรายที่ 37 

ผู้ป่วยรายที่ 39 ผู้ป่วยรายที่ 40 ผู้ป่วยรายที่ 41 ผู้ป่วยรายที่ 42 ผู้ป่วยรายที่ 43 ผู้ป่วยรายที่ 45 และ

ผู้ป่วยรายที่ 46 

จี โน ไท ป์ รู ป แบ บ ที่  2 เป็ น เฮ เท อ โร ไซ กั ส ขอ งยี น  CYP21A2 กั บ ยี น ลู ก ผ ส ม 

CYP21A1P/CYP21A2 chimera จำนวน 11 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 2 ผู้ป่วยรายที่ 3 ผู้ป่วยรายที่ 6 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30 

ผู้ป่วยรายที่ 9 ผู้ป่วยรายที่ 12 ผู้ป่วยรายที่ 17 ผู้ป่วยรายที่ 18 ผู้ป่วยรายที่ 30 ผู้ป่วยรายที่ 38 ผู้ป่วย

รายที่ 44 และผู้ป่วยรายที่ 47 

จีโนไทป์รูปแบบที่ 3 เป็นเฮมิไซกัสของยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera 

โดยไม่พบยีน CYP21A2 จำนวน 4 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 8 ผู้ป่วยรายที่ 13 ผู้ป่วยรายที่ 23 และ

ผู้ป่วยรายที่ 48 

จี โน ไท ป์ รู ป แบ บ ที่  4 เป็ น เฮ เท อ โร ไซ กั ส ขอ งยี น  CYP21A2 กั บ ยี น ลู ก ผ ส ม 

CYP21A2/CYP21A1P rearrangement จำนวน 1 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 15 

จี โน ไท ป์ รู ป แ บ บ ที่  5 เป็ น เฮ มิ ไซ กั ส ข อ งยี น ลู ก ผ ส ม  CYP21A2/CYP21A1P 

rearrangement โดยไม่พบยีน CYP21A2 จำนวน 1 ราย ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 28 

และจีโนไทป์รูปแบบที่ 7 เป็นเฮมิไซกัสของยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera 

กับยีนลูกผสม CYP21A2/CYP21A1P rearrangement โดยไม่พบยีน CYP21A2 จำนวน 1 ราย 

ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 49 ดังตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 5 ผลการเพิ่มปรมิาณยีนแบบจำเพาะโลคัสของผู้ปว่ยแต่ละราย 
(1 = ยีน CYP21A2, 2 = ยีนเทียม CYP21A1P, 3 = ยีนลกูผสม chimera, 

4 = ยีนลกูผสม rearrangement, แรเงา = พบการกลายพนัธ์ุ) 

1 2 3 4
1 หญิง + + - -
2 ชาย + + + -
3 หญิง + + + -
4 หญิง + + - -
5 หญิง + + - -
6 หญิง + + + -
7 หญิง + + - -
8 หญิง - + + -
9 หญิง + + + -
10 หญิง + + - -
11 หญิง + + - -
12 หญิง + + + -
13 ชาย - + + -
14 หญิง + + - -
15 หญิง + + - +
16 หญิง + + - -
17 ชาย + + + -
18 หญิง + + + -
19 หญิง + + - -
20 หญิง + + - -
21 หญิง + + - -
22 ชาย + + - -
23 หญิง - + + -
24 หญิง + + - -
25 หญิง + + - -
26 ชาย + + - -
27 หญิง + + - -
28 ชาย - + - +
29 หญิง + + - -
30 ชาย + + + -
31 หญิง + + - -
32 ชาย + + - -
33 หญิง + + - -
34 หญิง + + - -
35 หญิง + + - -
36 หญิง + + - -
37 ชาย + + - -
38 หญิง + + + -
39 หญิง + + - -
40 ชาย + + - -
41 ชาย + + - -
42 ชาย + + - -
43 หญิง + + - -
44 หญิง + + + -
45 ชาย + + - -
46 ชาย + + - -
47 ชาย + + + -
48 หญิง - + + -
49 หญิง - + + +

ผู้ป่วย เพศ
กำรเพ่ิมปริมำณยีนแบบจ ำเพำะโลคัส

(แอมพลิคอนท่ี)
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6. ผลการเตรียมคลังดีเอ็นเอ สำหรับการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยีหาลำดับ 

นิวคลีโอด์แบบสายยาว 

ผลการเตรียมคลังดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จาก  PCR ของแอมพลิคอนที่ 1 

ซึ่งเป็นสารพันธุกรรมเป้าหมายของยีน CYP21A2 ขนาด 3385 เบส จำนวน 49 ตัวอย่าง รวมเป็น 

คลังดีเอ็นเอเดียว ซึ่งแสดงคุณภาพของคลังดีเอ็นที่เตรียมได้จากขั้นตอนข้างต้น ด้วยผลการวิเคราะห์

คุณภาพวิธี DNA 7500 assay ตามวิธีการของบริษัท Agilent Technologies, California, USA 

โดยแบ่งคลังดีเอ็นเอออกเป็น 2 คลัง ได้แก่ Libraries 1 และ Libraries 2 ทำซ้ำคลังละ 2 ครั้ง 

และกำหนดช่ือเป็น Libraries 1-1, Libraries 1-2, Libraries 2-1 และ Libraries 2-2 ดังนี ้

ผลอิเล็กโทรฟอรีซิสของ Libraries 1-1 (รูปที่ 9) เทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ 14) 

ปรากฏขนาดของคลังดีเอ็นเอที่ 3302 เบส ใกล้เคียงกับขนาดของดีเอ็นเอต้นแบบ มีความเข้มข้น 

5.09 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพียงพอสำหรับการทำ long-read SMRT sequencing และมีดีเอ็นเอ

ปนเปื้อนขนาด 6289 เบส มีความเข้มข้น 0.91 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณน้อยมาก 

เมื่อเทียบกับปริมาณคลังดีเอ็นเอ 

 

 

ภาพท่ี 9 ผลอิเล็กโทรฟอรีซสิของ Libraries 1-1 
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ผลอิเล็กโทรฟอรีซิสของ Libraries 1-2 (รูปที่ 10) เทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ 14) 

ปรากฏขนาดของคลังดีเอ็นเอที่ 3374 เบส ใกล้เคียงกับขนาดของดีเอ็นเอต้นแบบ มีความเข้มข้น 

4.97 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพียงพอสำหรับการทำ long-read SMRT sequencing และมีดีเอ็นเอ

ปนเปื้อนขนาด 6387 เบส มีความเข้มข้น 0.78 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  ซึ่งมีปริมาณน้อยมาก 

เมื่อเทียบกับปริมาณคลังดีเอ็นเอ 

ผลอิเล็กโทรฟอรีซิสของ Libraries 2-1 (รูปที่ 11) เทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ 14) 

ปรากฏขนาดของคลังดีเอ็นเอที่ 3442 เบส ใกล้เคียงกับขนาดของดีเอ็นเอต้นแบบ มีความเข้มข้น 

5.81 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพียงพอสำหรับการทำ long-read SMRT sequencing และมีดีเอ็นเอ

ปนเปื้อนขนาด 6695 เบส มีความเข้มข้น 0.77 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณน้อยมาก 

เมื่อเทียบกับปริมาณคลังดีเอ็นเอ 

ผลอิเล็กโทรฟอรีซิสของ Libraries 2-2 (รูปที่ 12) เทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปที่ 14) 

ปรากฏขนาดของคลังดีเอ็นเอที่ 3489 เบส ใกล้เคียงกับขนาดของดีเอ็นเอต้นแบบ มีความเข้มข้น 

5.93 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพียงพอสำหรับการทำ long-read SMRT sequencing และมีดีเอ็นเอ

ปนเปื้อนขนาด 6560 เบส มีความเข้มข้น 0.82 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณน้อยมาก 

เมื่อเทียบกับปริมาณคลังดีเอ็นเอ 

ทั้งนี้ การวิเคราะห์คุณภาพคลังดีเอ็นเอผลอิเล็กโทรฟอรีซิสของตัวอย่างควบคุมผลลบ  

(negative control) ไม่ปรากฏการปนเปื้อนของดีเอ็นเอ (รูปที่ 13) ปรากฏเพียง ladder ที่ lower 

Marker ขนาด 50 เบส และ upper Marker ขนาด 10380 เบส โดยทราบขนาดดีเอ็นเอได้จาก 

การเทียบกราฟมาตรฐานดังรูปที่ 14 และแสดงขนาดดีเอ็นเอของคลังดีเอ็นเอทั้งหมดดังรูปที่ 15 

คลังดีเอ็นเอ Libraries 1 และ Libraries 2 ที่เช่ือมต่อกับ barcoded adapters สามารถ

ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ สำหรับกระบวนการ long-read SMRT sequencing ในการวิเคราะห์หา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CYP21A2 จำนวน 49 ตัวอย่างได ้

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 34 

 

ภาพท่ี 10 ผลอิเล็กโทรฟอรีซสิของ Libraries 1-2 
 

 

ภาพท่ี 11 ผลอิเล็กโทรฟอรีซสิของ Libraries 2-1 
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ภาพท่ี 12 ผลอิเล็กโทรฟอรีซสิของ Libraries 2-2 
 

 

ภาพท่ี 13 ผลอิเล็กโทรฟอรีซสิของตัวอย่างควบคุมผลลบ 
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ภาพท่ี 14 กราฟมาตรฐานของขนาดดีเอ็นเอ 
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ภาพท่ี 15 ผลอิเล็กโทรฟอรีซสิแสดงขนาดดีเอ็นเอของคลังดีเอ็นเอทั้งหมด 
(แถบสีม่วง = upper marker แถบสีเขียว = lower marker) 
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7. ผลการวิเคราะห์ข้อมูลหาตำแหน่งการกลายพันธุ์จากลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาว 

ผลการเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาวกับแผนที่โครโมโซมแท่งที่ 6 ได้ข้อมูลตำแหน่ง

ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการแปรผันทางพันธุกรรมบนยีน CYP21A2 ทั้งหมด อ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ 

ที่แตกต่างจากลำดับนิวคลีโอด์อ้างองิ โดยใช้โปรแกรม GenomeBrowse ของบริษัท Golden Helix, 

Montana, USA สามารถให้คำอธิบายประกอบความความแปรผันได้ และกรองความแปรผัน 

ด้วยเกณฑ์คัดเข้า เมื่อการแปรผันนั้นที่ไม่เป็น SNP ในประชากรจากฐานข้อมูล dbSNP, gnomAD, 

1000genomes, ExAc และ In house Thai Exome ซึ่งเป็นฐานข้อมูลของประชากรไทยที่ใช้เป็น

กลุ่มควบคุม และเมื่อมีผลกระทบที่ทำให้เกิดการกลายพันธ์ุตำแหน่งตัดเช่ือม  การกลายพันธ์ุ 

แบบเปลี่ยนรหัส การกลายพันธ์ุเป็นรหัสหยุด การกลายพันธ์ุแบบเลื่อนกรอบ และการขาดหายทั้งยีน 

สำหรับการกลายพันธ์ุแบบเปลี่ยนรหัส ทำนายความรุนแรงด้วยโปรแกรม Polyphen-2 ทั้งนี้ 

การกลายพันธ์ุของผู้ป่วยแต่ละรายที่เป็นไปตามเกณฑ์คัดเข้า แสดงดังตารางที่  6 โดยการวิเคราะห์

ข้อมูลหาตำแหน่งการกลายพันธ์ุจากลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาว ในผู้ป่วยทั้ งหมด 49 ราย 

พบการกลายพันธ์ุทั้งหมด 13 ตำแหน่ง ได้แก่ IVS2-13A/C>G, p.I173N, p.I237N, p.V238E, 

p.V282L, p.G293D, p.V306Ffs, IVS7+1G>T, p.R317X, p.Q319X, p.R357W, p.R484P และ 

p.S494N โดยตำแหน่ง IVS2-13A/C>G เป็นตำแหน่งที่มีความถ่ีแอลลีลสูงที่สุด (ความถ่ีแอลลีล

เท่ากับ 0.378 คิดเป็นร้อยละ 37.8 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) รองลงมาเป็นตำแหน่ง p.S494N 

(ความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.194 คิดเป็นร้อยละ 19.4 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) และตำแหน่ง p.I173N 

(ความ ถ่ีแอลลีลเท่ ากับ  0.122 คิดเป็นร้อยละ 12.2 ของแอลลีลผู้ป่ วยทั้ งหมด) ตามลำดับ 

และตำแหน่ง IVS7+1G>T เป็นตำแหน่งการกลายพันธ์ุใหม่ที่ไม่เคยพบมาก่อน (ตารางที่ 7) 
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ตารางท่ี 6 การแปรผันพันธุกรรมของผูป้่วยแต่ละรายจากเทคโนโลยี SMRT sequencing 
(No amplicon 1 = ตรวจไม่พบยีน CYP21A2) 

กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์แบบสำยยำว

1 หญิง c.293-13A/C>G, c.518T>A
2 ชาย c.293-13A/C>G
3 หญิง c.518T>A
4 หญิง c.518T>A
5 หญิง c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
6 หญิง c.1066C>T
7 หญิง c.293-13A/C>G, c.518T>A
8 หญิง No amplicon 1
9 หญิง c.293-13A/C>G
10 หญิง c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
11 หญิง c.1066C>T, c.[518T>A; 710T>A; 713T>A;

844G>T; 924insT; 952C>T; 1066C>T; 1489G>A]
12 หญิง c.293-13A/C>G
13 ชาย No amplicon 1
14 หญิง c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
15 หญิง c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
16 หญิง c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
17 ชาย c.293-13A/C>G
18 หญิง c.[952C>T; 1066C>T]
19 หญิง c.293-13A/C>G, c.518T>A
20 หญิง c.936+1G>T
21 หญิง c.952C>T, c.[1448G>C;1489G>A]
22 ชาย c.952C>T
23 หญิง No amplicon 1
24 หญิง c.293-13A/C>G
25 หญิง c.293-13A/C>G
26 ชาย  c.1066C>T, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
27 หญิง c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
28 ชาย No amplicon 1
29 หญิง c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
30 ชาย c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
31 หญิง c.293-13A/C>G, c.518T>A
32 ชาย c.293-13A/C>G, c.518T>A
33 หญิง c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
34 หญิง c.1489G>A
35 หญิง c.1489G>A
36 หญิง c.518T>A, c.952C>T
37 ชาย  c.518T>A, c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
38 หญิง c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
39 หญิง c.518T>A
40 ชาย c.293-13A/C>G, c.952C>T
41 ชาย c.293-13A/C>G, c.1066C>T
42 ชาย c.293-13A/C>G, c.878G>A
43 หญิง c.946C>T
44 หญิง c.[293-13A/C>G;1489G>A]
45 ชาย c.936+1G>T
46 ชาย c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
47 ชาย c.[293-13A/C>G; 1489G>A]
48 หญิง No amplicon 1
49 หญิง No amplicon 1

ผู้ป่วย เพศ
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ตารางท่ี 7 ความถ่ีของตำแหน่งการแปรผันพันธุกรรมทีพ่บในผู้ป่วยทั้งหมดด้วยเทคโนโลยี 

SMRT sequencing ตามเกณฑ์คัดเข้า 
 

8. วิเคราะห์การกลายพันธุ์ท่ีพบในผู้ป่วย 

ตัวอย่างการวิเคราะห์ข้อมูลของผู้ป่วยรายที่ 11 เมื่อเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาวกับ

แผนที่โครโมโซมแท่งที ่6 ได้ข้อมูลตำแหน่งของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มกีารแปรผันทางพันธุกรรมบนยีน 

CYP21A2 ทั้งหมด 28 ตำแหน่ง เมื่ออ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างจากลำดับนิวคลีโอด์อ้างอิง 

โดยใช้โปรแกรม GenomeBrowse สามารถให้คำอธิบายประกอบการแปรผันได้ เมื่อกรองข้อมูลพบ

การแปรผันที่ ไม่ เป็ น  SNP จ ำนวน 13 ตำแหน่ ง ได้ แก่  32006277, 32006317, 32006337, 

32007203, 32007579, 32007584, 32007587, 32007887, 32007959, 32008198, 

32008312, 32008896 และ 32008904 ประกอบด้วยการกลายแบบเงียบ (silent mutation) 

จำนวน  5 ตำแห น่ ง  ได้ แก่  32006277, 32006317, 32006337, 32007579 และ  32008896 

การกลายแบบ เปลี่ ยนรหั ส  จำนวน 6 ตำแหน่ ง ได้แก่  32007203, 32007584, 32007587, 

32007887, 32008312 และ 32008904 การกลายแบบเลื่อนกรอบ จำนวน 1 ตำแหน่ง ได้แก่ 

ต ำแหน่ง

บนโครโมโซม ระดับดีเอ็นเอ ระดับโปรตีน

Intron 2 c.293-13A/C>G IVS2-13A/C>G 37 0.378 37.8

Exon 4 c.518T>A p.I173N 12 0.122 12.2

Exon 6 c.710T>A I237N 1 0.010 1.0

Exon 6 c.713T>A V238E 1 0.010 1.0

Exon 7 c.844G>T V282L 1 0.010 1.0

Exon 7 c.878G>A p.G293D 1 0.010 1.0

Exon 8 c.924insT V306Ffs 1 0.010 1.0

Intron 7 c.936+1G>T IVS7+1G>T 2 0.020 2.0

Exon 8 c.946C>T p.R317X 1 0.010 1.0

Exon 8 c.952C>T p.Q319X 6 0.061 6.1

Exon 8 c.1066C>T p.R357W 6 0.061 6.1

Exon 10 c.1448G>C p.R484P 1 0.010 1.0

Exon 10 c.1489G>A p.S494N 19 0.194 19.4

กำรกลำยพันธ์ุ
จ ำนวนแอลลีล ควำมถ่ีแอลลีล ร้อยละ
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32007959 และการกลายเป็นรหัสหยุด  จำนวน 1 ตำแหน่ง ได้แก่  32008198 ซึ่ งตำแหน่ง 

การแปรผันทางพันธุกรรมที่น่าจะก่อให้เกิดโรคคือ การกลายแบบเปลี่ยนรหัส  ได้แก่ p.I173N, 

p.I237N, p.V238E, p.V282L, p.R357W และ  p.S494N การกลายแบบ เลื่ อนก รอบ  ได้ แก่  

p.V306Ffs และการกลายเป็นรหัสหยุด ได้แก่ p.Q319X รวมทั้งหมด 8 ตำแหน่ง เป็นไปตามเกณฑ์

คัดเข้า (ตารางที่ 8) 

ตำแหน่งการกลายแบบเปลี่ยนรหัส ที่เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่น่าจะก่อให้เกิดโรค 

ทั้ง 6 ตำแหน่ง เพื่อทำนายโอกาสที่เป็นไปได้ สำหรับการเกิดการกลายพันธ์ุที่เป็นภาวะพหุสัณฐาน  

นิวคลีโอไทด์เดี่ยวที่ก่อให้เกิดการกลายแบบไม่พ้อง ซึ่งส่งผลต่อโครงสร้างและหน้าที่โปรตีนในมนุษย์

ด้วยโปรแกรม Polyphen-2 พบว่าผลของการกลายพันธ์ุต่อโครงสร้างของโปรตีนมีระดับความรุนแรง

เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้ เกิดโรค จำนวน 5 ตำแหน่ง ได้แก่  p.I173N, p.I237N, 

p.V238E, p.V282L และ p.R357W การแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคชนิดไม่รุนแรง จำนวน 

1 ตำแหน่ง ได้แก่ p.S494N (ตารางที่ 9) 
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ตารางท่ี 8 การแปรผันทางพันธุกรรมทั้งหมดของผูป้่วยรายที่ 11 
(แรเงา = ตำแหน่งทีเ่ป็นไปตามเกณฑ์คัดเข้า, 

ตำแหน่ง = ตำแหน่งนิวคลีโอไทด์บนโครโมโซมแทง่ที่ 6 ตามฐานข้อมูล Human GRCh37/hg19) 

 

 

ตารางท่ี 9 ระดับความรุนแรงของการกลายพันธ์ุต่อโครงสรา้งของโปรตีนของผู้ป่วยรายที่ 11 ด้วย
โปรแกรม Polyphen-2 

 

อ้ำงอิง เปล่ียนแปลง ระดับดีเอ็นเอ ระดับโปรตีน
11 6 32006227 C T CTG>TTG p.L10L
11 6 32006317 C T CTG>TTG p.L40L
11 6 32006337 C A CCC>CCA p.P46P
11 6 32006597 C T SNPs rs6462
11 6 32006621 A C SNPs rs6463
11 6 32006655 C T SNPs rs6449
11 6 32006760 TG T SNPs rs369651496, rs578235636
11 6 32006858 C A SNPs rs6467
11 6 32006886 G A SNPs rs6474
11 6 32007203 T A ATC>AAC p.I173N
11 6 32007308 C A SNPs rs1040312
11 6 32007325 C G SNPs rs397515531
11 6 32007459 A G SNPs rs12525076
11 6 32007579 T C GAT>GAC p.D235D
11 6 32007584 T A ATC>AAC p.I237N
11 6 32007587 T A GTG>GAG p.V238E
11 6 32007593 T A SNPs rs6476
11 6 32007624 A G SNPs rs6458
11 6 32007625 C T SNPs rs6459
11 6 32007790 C G SNPs rs6477
11 6 32007887 G T GTG>TTG p.V282L
11 6 32007959 G GT c.924dupT 306+T
11 6 32007993 G C SNPs rs6442
11 6 32008198 C T CAG>TAG p.Q319X
11 6 32008312 C T CGG>TGG p.R357W
11 6 32008896 G A CCG>CCA p.P491P
11 6 32008904 G A AGC>AAC p.S494N
11 6 32008963 C T SNPs rs1058152

missense

ผู้ป่วยรำยท่ี

missense

missense
silent
missense

nonsense

framshift

silent
silent
silent

missense

silent
missense

กำรกลำยพันธ์ุโครโมโซม ต ำแหน่ง นิวคลีโอไทด์ ข้อมูลประกอบควำมแปรผัน

ต ำแหน่ง ผลท ำนำยควำมรุนแรง คะแนนควำมเช่ือม่ัน
p.I173N PROBABLY DAMAGING 1.000
p.I237N PROBABLY DAMAGING 0.842
p.V238E PROBABLY DAMAGING 0.832
p.V282L PROBABLY DAMAGING 0.929
p.R357W PROBABLY DAMAGING 1.000
p.S494N BENIGN 0.003



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 5  
สรุปผลการวจิัย อภิปรายผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวิจัย 

การเพิ่ มปริมาณยีนแบบจำเพาะโล คัสในผู้ป่ วยชาวไทยที่ มีภาวะพร่องเอนไซม์  

21-ไฮดรอกซิเลส จำนวน 49 ราย จากการศึกษาพบแอมพลิคอนที่ 1 จำนวน 43 ราย แอมพลิคอน 

ที่ 2 จำนวน 49 ราย แอมพลิคอนที่  3 จำนวน 16 ราย และแอมพลิคอนที่  4 จำนวน 3 ราย 

ซึ่งแสดงให้เห็นว่า แอมพลิคอนที่ 3 ยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 จำนวน 16 แอลลีล จาก 98 

แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.204 (ร้อยละ 20.4 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) และแอมพลิคอนที่ 4 

ยีนลูกผสม CYP21A2/CYP21A1P จำนวน 3 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.031 

(ร้อยละ 3.1 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลร่วมกันทั้งข้อมูลการเกิดยีนลูกผสม  

ที่ก่อให้เกิดการขาดหายขนาดใหญ่ของยีนจากการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัส และข้อมูล  

การแปรผันทางพันธุกรรมจากการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์สายยาว พบว่าจีโนไทป์คู่แอลลีลของ

ผู้ป่วยทั้งหมด (ตารางที่ 10) มีรูปแบบจีโนไทป์ทั้งหมด 7 รูปแบบ ได้แก่ 

จีโนไทป์รูปแบบที่ 1 เป็นฮอโมไซกัสของยีน CYP21A2 ทั้งสองแอลลีล พบในผู้ป่วย

จำนวน 23 ราย มีความถ่ีจีโนไทป์เท่ากับ 0.469 ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 1 ผู้ป่วยรายที่ 5 ผู้ป่วยรายที่ 7 

ผู้ป่วยรายที่ 10 ผู้ป่วยรายที่ 11 ผู้ป่วยรายที่ 14 ผู้ป่วยรายที่ 19 ผู้ป่วยรายที่ 21 ผู้ป่วยรายที่ 24 

ผู้ป่วยรายที่ 25 ผู้ป่วยรายที่ 26 ผู้ป่วยรายที่ 27 ผู้ป่วยรายที่ 29 ผู้ป่วยรายที่ 31 ผู้ป่วยรายที่ 32 

ผู้ป่วยรายที่ 33 ผู้ป่วยรายที่ 35 ผู้ป่วยรายที่ 36 ผู้ป่วยรายที่ 37 ผู้ป่วยรายที่ 39 ผู้ป่วยรายที่ 40 

ผู้ป่วยรายที่ 41 และผู้ป่วยรายที่ 42 สำหรับตัวอย่างผู้ป่วยรายที่ 11 พบการแปรผันทางพันธุกรรม

ตำแหน่ง p.R357W บนแอลลีลหนึ่งของยีน CYP21A2 และตำแหน่ง p.I173N, p.I237N, p.V238E, 

p.V282L, p.V306Ffs, p.Q319X, p.R357W และ p.S494N บนอีกแอลลีลหนึ่งของยีน CYP21A2 

จีโนไทป์รูปแบบที่ 2 เป็นเฮมิไซกัสของยีน CYP21A2 เพียงแอลลีลเดียว ส่วนอีกแอลลีล 

มีการขาดหายของยีน CYP21A2 ทั้งยีน จำนวน 8 ราย มีความถ่ีจีโนไทป์เท่ากับ 0.163 ได้แก่ ผู้ป่วย

รายที่ 4 ผู้ป่วยรายที่ 16 ผู้ป่วยรายที่ 20 ผู้ป่วยรายที่ 22 ผู้ป่วยรายที่ 34 ผู้ป่วยรายที่ 43 ผู้ป่วยรายที่ 

45 และผู้ป่วยรายที่ 46 สำหรับตัวอย่างผู้ป่วยรายที่  20 และผู้ป่วยรายที่ 45  พบการแปรผัน 
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ทางพันธุกรรมตำแหน่ง IVS7 DS+1G>T ซึ่งเป็นการกลายพันธ์ุใหม่บนแอลลีลของยีน CYP21A2 

ซึ่งมีเพียงแอลลีลเดียว 

จี โน ไท ป์ รู ป แบ บ ที่  3 เป็ น เฮ เท อ โร ไซ กั ส ขอ งยี น  CYP21A2 กั บ ยี น ลู ก ผ ส ม 

CYP21A1P/CYP21A2 chimera จำนวน 11 ราย มีความถ่ีจีโนไทป์เท่ากับ 0.224 ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 

2 ผู้ป่วยรายที่ 3 ผู้ป่วยรายที่ 6 ผู้ป่วยรายที่ 9 ผู้ป่วยรายที่ 12 ผู้ป่วยรายที่ 17 ผู้ป่วยรายที่ 18 ผู้ป่วย

รายที่ 30 ผู้ป่วยรายที่ 38 ผู้ป่วยรายที่ 44 และผู้ป่วยรายที่ 47 สำหรับตัวอย่างผู้ป่วยรายที่ 18 

พบการแปรผันทางพันธุกรรมตำแหน่ง p.Q319X และ p.R357W บนแอลลีลของยีน CYP21A2 

ซึ่งมีเพียงแอลลีลเดียว 

จีโนไทป์รูปแบบที่ 4 เป็นเฮมิไซกัสของยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera 

โดยไม่พบยีน CYP21A2 จำนวน 4 ราย มีความถี่จีโนไทป์เท่ากับ 0.082 ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 8 ผู้ป่วย

รายที่ 13 ผู้ป่วยรายที่ 23 และผู้ป่วยรายที่ 48 

จี โน ไท ป์ รู ป แบ บ ที่  5 เป็ น เฮ เท อ โร ไซ กั ส ขอ งยี น  CYP21A2 กั บ ยี น ลู ก ผ ส ม 

CYP21A2/CYP21A1P rearrangement จำนวน 1 ราย มีความถ่ีจีโนไทป์เท่ากับ 0.020 ได้แก่ ผู้ป่วย

รายที่ 15 ซึ่งพบการแปรผันทางพันธุกรรมตำแหน่ง IVS2-13A/C>G และ p.S494N บนแอลลีลของ

ยีน CYP21A2 ซึ่งมีเพียงแอลลีลเดียว 

จี โน ไท ป์ รู ป แ บ บ ที่  6 เป็ น เฮ มิ ไซ กั ส ข อ งยี น ลู ก ผ ส ม  CYP21A2/CYP21A1P 

rearrangement โดยไม่พบยีน CYP21A2 จำนวน 1 ราย มีความถ่ีจีโนไทป์เท่ากับ  0.020 ได้แก่ 

ผู้ป่วยรายที่ 28 

และจีโนไทป์รูปแบบที่ 7 เป็นเฮมิไซกัสของยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera 

กับ ยีนลูกผสม CYP21A2/CYP21A1P rearrangement โดยไม่พบยีน CYP21A2 จำนวน 1 ราย 

มีความถ่ีจีโนไทป์เท่ากับ 0.020 ได้แก่ ผู้ป่วยรายที่ 49 

ในผู้ป่วยทั้งหมดนี้ แอลลีลที่พบยีนลูกผสม CYP21A1P/CYP21A2 chimera และแอลลีล

ที่ไม่พบยีน CYP21A2 เป็นแอลลีลที่มีการขาดหายไปขนาดใหญ่ของยีน CYP21A2 พบจำนวน 23 

แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.235 และการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกดิโรค

ที่พบทั้ง 13 ตำแหน่ง ตำแหน่ง IVS2-13A/C>G พบจำนวน 37 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ี

แอลลีลเท่ากับ 0.378 ตำแหน่ง p.I173N พบจำนวน 12 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีล

เท่ากับ 0.122 ตำแหน่ง I237N พบจำนวน 1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010 
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ตำแหน่ง V238E พบจำนวน 1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010 ตำแหน่ง 

V282L พบจำนวน 1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010 ตำแหน่ง p.G293D 

พบจำนวน 1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010  ตำแหน่ง p.V306Ffs 

พบจำนวน 1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010  ตำแหน่ง IVS7+1G>T 

พบจำนวน 2 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.020 ตำแหน่ง p.R317X พบจำนวน 

1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010 ตำแหน่ง Q319X พบจำนวน 6 แอลลีล 

จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.061 ตำแหน่ง p.R357W พบจำนวน 6 แอลลีล จาก 98 

แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.061 ตำแหน่ง p.R484P พบจำนวน 1 แอลลีล จาก 98 แอลลีล 

มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.010 และตำแหน่ง p.S494N พบจำนวน 19 แอลลีล จาก 98 แอลลีล 

มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.194 โดยตำแหน่ง IVS7+1G>T เป็นตำแหน่งการกลายพันธ์ุใหม่ที่พบ 

ในการศึกษาน้ี 
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ตารางท่ี 10 ข้อมูลสรปุจีโนไทป์คู่แอลลลีของผู้ป่วยแต่ละราย 
 

 

กำรวิเครำะห์

ล ำดับนิวคลีโอไทด์

1 2 3 4 แบบสำยยำว อัลลีลท่ี 1 อัลลีลท่ี 2

1 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.518T>A IVS2-13A/C>G p.I173N B

2 ชาย + + + - c.293-13A/C>G IVS2-13A/C>G Chimera A

3 หญิง + + + - c.518T>A p.I173N Chimera B

4 หญิง + + - - c.518T>A p.I173N Entire gene deletion B

5 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G; p.S494N A

6 หญิง + + + - c.1066C>T p.R357W Chimera Null

7 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.518T>A IVS2-13A/C>G p.I173N B

8 หญิง - + + - No amplicon 1 Entire gene deletion Chimera Null

9 หญิง + + + - c.293-13A/C>G IVS2-13A/C>G Chimera A

10 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G; p.S494N A

11 หญิง + + - - c.1066C>T, c.[518T>A; 710T>A; 713T>A; p.R357W p.[I173N; I237N; V238E; Null

844G>T; 924insT; 952C>T; 1066C>T; 1489G>A] V282L; V306Ffs; Q319X; R357W; S494N]

12 หญิง + + + - c.293-13A/C>G IVS2 AS-13(C>G) Chimera A

13 ชาย - + + - No amplicon 1 Entire gene deletion Chimera Null

14 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G; p.S494N A

15 หญิง + + - + c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Entire gene deletion; Rearrangement A

16 หญิง + + - - c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Entire gene deletion A

17 ชาย + + + - c.293-13A/C>G IVS2-13A/C>G Chimera A

18 หญิง + + + - c.[952C>T; 1066C>T] p.[Q319X; R357W] Chimera Null

19 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.518T>A IVS2-13A/C>G p.I173N B

20 หญิง + + - - c.936+1G>T IVS7 DS+1G>T Entire gene deletion A

21 หญิง + + - - c.952C>T, c.[1448G>C;1489G>A] p.Q319X p.R484P, p.S494N C

22 ชาย + + - - c.952C>T p.Q319X Entire gene deletion Null

23 หญิง - + + - No amplicon 1 Entire gene deletion Chimera Null

24 หญิง + + - - c.293-13A/C>G IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G A

25 หญิง + + - - c.293-13A/C>G IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G A

26 ชาย + + - -  c.1066C>T, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] p.R357W IVS2-13A/C>G, p.S494N A

27 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G, p.S494N A

28 ชาย - + - + No amplicon 1 Entire gene deletion Entire gene deletion; Rearrangement Null

29 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G, p.S494N A

30 ชาย + + + - c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Chimera A

31 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.518T>A IVS2-13A/C>G p.I173N B

32 ชาย + + - - c.293-13A/C>G, c.518T>A IVS2-13A/C>G p.I173N B

33 หญิง + + - - c.293-13A/C>G, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G IVS2-13A/C>G, p.S494N A

34 หญิง + + - - c.1489G>A p.S494N Entire gene deletion C

35 หญิง + + - - c.1489G>A p.S494N p.S494N C

36 หญิง + + - - c.518T>A, c.952C>T p.I173N p.Q319X B

37 ชาย + + - -  c.518T>A, c.[293-13A/C>G; 1489G>A] p.I173N IVS2-13A/C>G, p.S494N B

38 หญิง + + + - c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Chimera A

39 หญิง + + - - c.518T>A p.I173N p.I173N B

40 ชาย + + - - c.293-13A/C>G, c.952C>T IVS2-13A/C>G p.Q319X A

41 ชาย + + - - c.293-13A/C>G, c.1066C>T IVS2-13A/C>G p.R357W A

42 ชาย + + - - c.293-13A/C>G, c.878G>A IVS2-13A/C>G p.G293D A

43 หญิง + + - - c.946C>T p.R317X Entire gene deletion Null

44 หญิง + + + - c.[293-13A/C>G;1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Chimera A

45 ชาย + + - - c.936+1G>T IVS7 DS+1G>T Entire gene deletion A

46 ชาย + + - - c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Entire gene deletion A

47 ชาย + + + - c.[293-13A/C>G; 1489G>A] IVS2-13A/C>G, p.S494N Chimera A

48 หญิง - + + - No amplicon 1 Entire gene deletion Chimera Null

49 หญิง - + + + No amplicon 1 Entire gene deletion, Rearrangement Chimera Null

กลุ่มจีโนไทป์ผู้ป่วย เพศ

กำรเพ่ิมปริมำณยีนแบบจ ำเพำะโลคัส จีโนไทป์จำกกำรเพ่ิมปริมำณยีนแบบจ ำเพำะโลคัส

(แอมพลิคอนท่ี) และกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์แบบสำยยำว
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อภิปรายผลการวิจัย 

การศึกษานี้แสดงให้เห็นข้อได้เปรียบของเทคโนโลยีการวิเคราะลำดับนิวคลีโอไทด์  

โมเลกุลเดียวแบบตามเวลาจริง ของบริษัท PacBio ที่สามารถวิเคราะห์หาการกลายพันธ์ุในยีนจริง 

ที่มีคู่ฮอโมโลกัสเป็นยีนเทียม ได้ข้อมูลครอบคลุมการแปรผันทางพันธุกรรมทั้งหมดในยีนของผู้ป่วย  

ทั้งตำแหน่งที่เคยมีรายงานและตำแหน่งที่พบใหม่ ซึ่งข้อมูลที่ได้มีความถูกต้อง  น่าเช่ือถือ และให้ 

ความมั่นใจสูง ด้วยระยะเวลาที่สั้นลงและลดความยุ่งยากในการปฏิบัติทางห้องปฏิบัติการ เมื่อเทียบ

กับเทคนิคอื่นที่ใช้ก่อนหน้านี้ เช่น เทคนิคเซาเทิร์นบลอตไฮบริไดเซชัน (L'Allemand et al., 2000; 

Morel et al., 1989) ที่จำเป็นต้องใช้ดีเอ็นเอจำนวนมาก และเทคนิค MLPA (Carvalho et al., 

2012) ยังคงเป็นวิธีที่มีความยากลำบากและใช้เวลาในการปฏิบัติการนาน หรือแม้แต่เทคนิคการหา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนทั้ งหมดร่วมกับ เทคนิค MLPA ผลิตภัณฑ์ PCR ทั้ งหมดต้องได้รับ 

การวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยไพรเมอร์ภายใน จำนวนมากที่ต้องครอบคลุมยีน CYP21A2 

ทั้งหมด (Carvalho et al., 2012) วิธีเหล่าน้ีจึงถูกแทนที่ด้วยเทคนิคอื่น ๆ ในเวลาต่อมา เทคโนโลยี

การวิเคราะลำดับนิวคลีโอไทด์โมเลกุลเดียวแบบตามเวลาจริง ของบริษัท PacBio  จึงมีข้อได้เปรียบ

กว่าเทคนิคที่กล่าวมาแล้วข้างต้น เมื่อใช้ร่วมกับการเพิ่มปริมาณยีนแบบจำเพาะโลคัสโดยใช้ไพรเมอร์ 

ที่มีความจำเพาะ (specificity) ต่อยีนโลคัสนั้น ๆ ซึ่งผ่านการยืนยันความแตกต่างของผลิตภัณฑ์ที่ได้

จากไพรเมอร์ต่างคู่ที่มีความจำเพาะต่างโลคัสกันด้วยการวิเคราะห์ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ วิธีร่วมนี้  

จึงมีความถูกต้องแม่นยำและน่าเช่ือถือ ทั้งนี้ ผู้ป่วยที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ 21-ไฮดรอกซิเลส 

ต้องมีการกลายพันธ์ุของยีน CYP21A2 ทั้งสองแอลลีล เนื่องจากโรคนี้มีการถ่ายทอดแบบยีนด้อย 

ดังนั้น ผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์เป็นฮอโมไซกัสของ CYP21A2 ทั้งสองแอลลีล และผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์เป็น

เฮเทอโรไซกัสหรือเฮมิไซกัสของ CYP21A2 เพียงหนึ่งแอลลีล อาจจะมีการกลายพันธ์ุแบบอื่น 

ในยีน CYP21A2 ได้แก่ การกลายพันธ์ุเฉพาะจุด เช่น การแทนที่และการสอดแทรกจากกระบวนการ

ยีนคอนเวอร์ชัน เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์โมเลกุลเดียวแบบตามเวลาจริง  

ซึ่งเป็นการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่แบบสายยาวจึงเป็นวิธีที่ช่วยวิเคราะห์เพื่อระบุ 

การกลายพันธ์ุดังกล่าว เพื่อระบุการกลายพันธ์ุเป็นคู่แอลลีล (biallelic mutation) ของผู้ป่วย 

ทุกรายได ้

ตำแหน่งการกลายพันธ์ุที่พบในการศึกษานี้ บางตำแหน่งเคยมีรายงานในการศึกษาของ 

Robert และคณะ, 2007 ที่เป็นข้อมูลของผู้ป่วยชาวไทยจำนวน 72 ราย ได้แก่ การขาดหายขนาด
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ใหญ่ IVS2-13A/C>G p.Q319X p.R357W ซึ่งมีความถ่ีแอลลีลต่ำกว่าความถ่ีแอลลีลในการศึกษาน้ี 

และ p.I173N ซึ่งมีความถ่ีแอลลีลสูงกว่าความถ่ีแอลลีลในการศึกษาน้ี (ตารางที่ 11) 

 

 

ตารางท่ี 11 ความถ่ีแอลลีลประชากรชาวไทยในการศึกษาน้ีและการศึกษาก่อนหน้านี้ 
(ND = ตรวจไม่พบ NA = ไม่แสดงข้อมลู) 

 

ในการศึกษานี้พบการแปรผันทางพันธุกรรมตำแหน่ง IVS7+1G>T ซึ่งเป็นตำแหน่ง 

การกลายพันธ์ุใหม่ที่ไม่เคยพบมาก่อน มีความน่าจะเป็นที่จะเป็นตำแหน่งการแปรผันทางพันธุกรรม 

ที่ก่อให้เกิดโรค เนื่องจากตำแหน่ง IVS7+1G>T มีลักษณะของการแทนที่นิวคลีโอไทด์ G ด้วย 

นิวคลีโอไทด์ T ที่ตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 936 หรือตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 1 นับจากปลายฝั่ง 3’ 

ของอินทรอนที่ 7 การแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคนี้ อาจจะส่งผลให้กระบวนการตัดเช่ือม

กำรศึกษำของ Robert et al., 2007 กำรศึกษำน้ี

Large gene deletion 0.08 0.16

IVS2-13A/C>G 0.33 0.38

p.I173N 0.15 0.12

I237N NA 0.01

V238E NA 0.01

V282L ND 0.01

p.G293D NA 0.01

V306Ffs NA 0.01

IVS7+1G>T NA 0.02

p.R317X NA 0.01

p.Q319X 0.01 0.06

p.R357W 0.04 0.06

p.R484P NA 0.01

p.S494N NA 0.19

จ ำนวนแอลลีลท้ังหมด 142 98

ต ำแหน่งกำรกลำยพันธ์ุ
ควำมถ่ีแอลลีลประชำกรชำวไทย
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ของอินทรอนที่ 7 ผิดปกติ และนำไปสู่การแปลรหัสแบบเลื่อนกรอบ ซึ่งสามารถยืนยันผลกระทบจาก

การกลายพันธ์ุนี้ได้ด้วยการทดลองทางห้องปฏิบัติการต่อไป 

ตำแหน่งที่มีความถ่ีแอลลีลสูงที่สุดในการศึกษานี้คือ ตำแหน่ง IVS2-13A/C>G (ความถ่ี

แอลลีลเท่ากับ 0.378 คิดเป็นร้อยละ 37.8 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) เป็นการแปรผันทางพันธุกรรม

ที่ก่อให้เกิดโรค ตำแหน่ง IVS2-13A/C>G มีลักษณะของการแทนที่นิวคลีโอไทด์ A หรือนิวคลีโอไทด์ 

C ด้วยนิวคลีโอไทด์ G ที่ตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 656 หรือตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 13 นับย้อนกลับ

จากปลายฝั่ง 5’ ของอินทรอนที่ 2 การแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคนี้ ส่งผลให้กระบวนการ

ตัดเช่ือมของอินทรอนที่ 2 ผิดปกติไป โดยเก็บนิวคลีโอไทด์ส่วนอินทรอนจำนวน 19 นิวคลีโอไทด์ไว้ 

ซึ่งปกตินิวคลีโอไทด์ช่วงดังกล่าวจะถูกตัดออกและไม่ได้รับการถอดรหัสเป็น mRNA จึงนำไปสู่ 

การแปลรหัสแบบเลื่อนกรอบ (Yujiro Higashi et al., 1991; Yujiro Higashi et al., 1988) 

ตำแหน่งที่มีความถ่ีแอลลีลรองลงมาเป็นตำแหน่ง p.S494N (ความถ่ีแอลลีลเทา่กับ 0.194 

คิดเป็นร้อยละ 19.4 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) และตำแหน่ง p.I173N (ความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.122 

คิดเป็นร้อยละ 12.2 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) ตามลำดับ โดยตำแหน่ง p.S494N เป็นตำแหน่ง 

การแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคชนิดไม่รุนแรง (Benign variant) ที่เคยพบในยีน CYP21A2 

มี 5 ตำแหน่ง ได้แก่ p.L9dup p.R103K p.D184E p.S269T และ p.S494N (Higashi et al, 1986; 

White et al, 1986) ส่วนตำแหน่ง p.I173N เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค โดยส่งผล

ให้เอนไซม์ทำงานได้เพียงร้อยละ 1 ของการทำงานปกติ (Chiou, Hu, & Chung, 1990; Tusie-Luna 

& White, 1995) และมีความสัมพันธ์แบบจำเพาะเจาะจงกับโรคชนิด simple virilizing form 

แต่ก็มีรายงานที่อธิบายไว้กับโรคชนิด salt wasting form ด้วย (Wilson, Mercado, Cheng, & 

New, 1995) 

สำหรับตำแหน่ง p.V306Ffs เป็นการแทรกสอดจำนวน 1 นิวคลีโอไทด์ ในเอ็กซอนที่ 7 

ของยีนเทียม CYP21A1P นี้ ซึ่งไม่มีรายงานที่อธิบายว่าเป็นตำแหน่งการแปรผันทางพันธุกรรมที่ทำให้

เกิดโรค แต่ปรากฎอยู่ ในกลุ่มของยีนเทียม CYP21A1P ที่ ถ่ายโอนมาด้วยกันกับการแปรผัน 

ทางพันธุกรรมที่ทำให้เกิดโรค ในเอ็กซอนที่ 7 และเอ็กซอนที่ 8 โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วยชาวดัตช์ 

(Dutch patient) (Stikkelbroeck et al., 2003) ประกอบด้วยตำแหน่ง V282L, p.V306Ffs, 

Q319X และ R357W ในการศึกษาน้ีพบกลุ่มยีนน้ีในผู้ป่วยเพียง 1 ราย 
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ตำแหน่ง p.Q318X และ p.R356W เป็นอีก 2 ตำแหน่งที่มีความน่าสนใจ เนื่องจาก

ตำแหน่งดังกล่าวเป็นตำแหน่งการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคและมีความถี่แอลลีลเท่ากับ 

0.061 คิดเป็นร้อยละ 6.1 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมดเท่ากันทั้ง 2 ตำแหน่ง โดยตำแหน่ง p.Q318X 

เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้ เกิดโรค  เมื่อตำแหน่งโคดอนที่  318 เปลี่ยนจาก CAG 

ซึ่ งถอดรหัสและแปลรหัส เป็นกรดแอมิ โนชนิดกลูตามีน (glutamine) เป็น TAG ทำให้ เกิด 

การกลายพันธ์ุแบบการกลายเป็นรหัสหยุด ส่งผลให้เอนไซม์ทำงานไม่สมบูรณ์ เนื่องมาจากการหยุด

การแปลรหัสก่อนกำหนด (Globerman, Amor, Parker, New, & White, 1988) ส่วน p.R356W 

ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ในกรณีที่ เป็นการแสดงออกในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูก  

ด้วยน้ำนม (Yujiro Higashi et al., 1991; Yujiro Higashi et al., 1988) ตำแหน่งดังกล่าวตั้งอยู่

บริเวณของยีนที่ถอดรหัสและแปลรหัสเป็น K helix ของเอนไซม์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการแปรผัน 

ทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคนี้ส่งผลกระทบต่อปฏิสัมพันธ์ระหว่างเอนไซม์ cytochrome P450 

reductase (POR) แต่ยังไม่มีการยืนยันด้วยการทดลองทางห้องปฏิบัติการ (Lajic et al., 1997) 

รายงานเกี่ยวกับยีนคอนเวอร์ ชันและการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน C4B และ 

ยีน  CYP21A2 กับการ เกิดยีนลู กผสม  CYP21A1P/CYP21A2 chimera พบร้อยละ 20 ของ 

การแปรผันทางพันธุกรรมที่เป็นสาเหตุของโรค การขาดหายขนาดใหญ่ตั้งแต่ช้ินส่วนฝั่ง 3’ ของ  

ยีน CYP21A1P ยีน C4B ทั้ งหมด และช้ินส่วนฝั่ ง 5’ ของยีน CYP21A2 ซึ่ งส่วนที่ขาดหายไป 

มีความยาว 26 หรือ 32 กิโลเบส ข้ึนอยู่กับความยาวของยีน C4B ทำให้เกิดยีนลูกผสม chimera 

ที่ ไม่สามารถทำงานได้ ประกอบด้วยช้ินส่วนฝั่ ง 5’ ของยีน CYP21A1P และช้ินส่วนฝั่ ง 3’ 

ของยีน CYP21A2 (Concolino et al., 2009; L'Allemand et al., 2000; Lee, 2004; Lee et al., 

2003; Perrin C White et al., 1984) ซึ่งในการศึกษาน้ีพบการขาดหายขนาดใหญ่ของยีนจำนวน 23 

แอลลีล จาก 98 แอลลีล มีความถ่ีแอลลีลเท่ากับ 0.235 (ร้อยละ 23.5 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด) 

สูงกว่าอีกกลุ่มประชากรที่มีรายงานก่อนหน้านี้ (ร้อยละ 15 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด (Ma et al., 

2014) ร้อยละ 8 ของแอลลีลผู้ป่วยทั้งหมด (R. C. Wilson et al., 2007)) 

เมื่อพิจารณาจีโนไทป์คู่แอลลีลของผู้ป่วยแต่ละราย พบผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์ ในกลุ่ม null 

จำนวน 11 ราย กลุ่ม A จำนวน 25 ราย กลุ่ม B จำนวน 10 ราย และกลุ่ม C จำนวน 3 ราย ข้อมูล 

จีโนไทป์นี้จึงสามารถใช้ประกอบการแบ่งกลุ่มผู้ป่วยตามความรุนแรงของโรคที่มีความสอดคล้อง  

กับข้อมูลลักษณะทางคลินิกได้ (ตารางที่ 10) 
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ข้อเสนอแนะ 

ความรู้และเทคโนโลยีทางพันธุศาสตร์สามารถอธิบายได้ว่าตำแหน่ง IVS7+1G>T ที่เป็น

ตำแหน่งการกลายพันธ์ุพบใหม่นั้นมีความน่าจะเป็นที่จะเป็นตำแหน่งการแปรผันทางพันธุกรรมที่

ก่อให้เกิดโรค เนื่องจากตำแหน่งนี้ส่งผลให้กระบวนการตัดเช่ือมของอินทรอนและเอ็กซอนผิดปกติ 

และนำไปสู่การแปลรหัสแบบเลื่อนกรอบ โดยการทดลองทางห้องปฏิบัติการจะสามารถช่วยยืนยัน

ผลกระทบจากการกลายพันธ์ุนี้ได้ชัดเจนยิ่งข้ึน วิธีการตรวจสอบการแปรผันทางพันธุกรรมที่ทำให้  

เกิดโรคในโรคที่ เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ ได้แก่ วิธีตรวจวัดระดับการทำงานของเอนไซม์ (enzyme 

activity) วิ ธี วัดระดับการแสดงออกของยีน (gene expression) แต่ เนื่ องจากยีน CYP21A2 

ไม่มีการแสดงออกในเลือด จึงสร้างความยากลำบากแก่การเก็บตัวอย่างเพื่อนำมาตรวจสอบ 

ทางห้องปฏิบัติการ  

ขณะที่ดำเนินการวิจัยน้ี เทคโนโลยีวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์โมเลกุลเดียวแบบตาม

เวลาจริง ของบริษัท PacBio มีอัตราค่าใช้จ่ายที่สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลที่ได้กับวิธีการดั้งเดิม

อื่น ๆ โครงการนี้จึงเป็นโครงการนำร่องสำหรับการหาการกลายพันธ์ุในยีนที่มีข้อจำกัดเกี่ยวกับ 

ยีนเทียมได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งมีความเป็นได้ที่ค่าใช้จ่ายดังกล่าวจะลดลงในอนาคต และสามารถ

เป็นวิธีมาตรฐานสำหรับโรงพยาบาลทั่วไปได้ 
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ภาคผนวก 
 

ภาพภาคผนวกท่ี 1 ภาพเจลอิเล็กโทรฟอรีซสิของแอมพลิคอนท่ี 1 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-1 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1-2 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-3 

 

 

 

Fragment 1: Genuine Gene 
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Fragment 1: Genuine Gene 

     (Kb)   M  026 027 028 029 030  031 032 033 034 035 036 037  038 039 040   M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1-4 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-5 

 

 

 

 

 

Fragment 1: Genuine Gene 

         (Kb)  M   -ve 041  042 043  044 045  046 047  048 049   M 
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Fragment 1: Genuine Gene 

   (Kb)  M   026 027  028 029 030  031 032  033 034 035  036 037  038 039  040   M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1-6 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-7 

 

 

 

Fragment 1: Genuine Gene 

          (Kb)  M   -ve  +ve  041 042  043 044  045  046 047  048 049   M 
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Fragment 1: Genuine Gene 

    (Kb)   M   -ve  +ve  017  024 026  037  038  046  M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1-8 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-9 

 

 

 

Fragment 1: Genuine Gene 

     (Kb)  M  -ve +ve  017 024 026 037 014 018  019 020 022 033 047   M 
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Fragment 1: Genuine Gene 

         (Kb)  M  -ve  +ve 017  024 026 037  014 018  009 029  030 039  M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1-10 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-11 

 

 

 

Fragment 1: Genuine Gene 

  (Kb)   M   -ve +ve  017 024 026  037 014  018 008  013  M 
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Fragment 1: Genuine Gene 

       (Kb)  M   -ve +ve  015  016  023  025 028  048  049  M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1-12 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 1-13 

 

 

 

Fragment 1: Genuine Gene 

   (Kb)  M   -ve +ve  034  036 043 045  017 024  015 025  018 008  013 023  028 048  049  M 
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Fragment 1: Genuine Gene 

       (Kb)    M    -ve    +ve    015   018    024    025   034   036    043     M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 2 ภาพเจลอิเล็กโทรฟอรีซสิของแอมพลิคอนท่ี 2 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 2-1 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 2-2 

 

M     -ve    +ve   008   013   018   023   028   048   049     M 

0.25 kb - 
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ภาพภาคผนวกท่ี 2-3 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 2-4 

 

 

PCR, Sample 005-016, +ve = G4948 
Load vol. = 10 uL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M     -ve    +ve   005   006   007   009   010   011   012   014   015   016     M 

0.25 kb - 

  3.0 kb - 
  4.0 kb - 

PCR, Sample 017-032, +ve = G4948 
Load vol. = 10 uL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M     -ve    +ve   017   019   020   021    022   023   024   025   026    027   029   030   031   032     M 

0.25 kb - 
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ภาพภาคผนวกท่ี 2-5 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 2-6 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M     -ve   +ve   033   034   035  036   037  038   039  040   041  042  043   044  045   046  047   049    M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 3 ภาพเจลอิเล็กโทรฟอรีซสิของแอมพลิคอนท่ี 3 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 3-1 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 3-2 

 

 

 

 

M     -ve     008    013   018   023   028    048    049     M 

  3.0 kb - 
  4.0 kb - 

PCR, Sample 001-004, +ve = G4996 +ve = G19000563 
Load vol. = 10 uL 

 

 

 

 

 

 

 

 

M     -ve    +ve   001  002   003   004    M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 3-3 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 3-4 

PCR, Sample 005-021, +ve = G4996 
Load vol. = 10 uL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M      -ve     +ve     005    006     007    009    010    011    012    014     015    016    017    019     020    021       M 
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PCR, Sample 022-035, +ve = G4996 
Load vol. = 10 uL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M      -ve     +ve     022    023     024    025    026    027    028    029    030    031     032    033    034    035      M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 3-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR, Sample 022-035, +ve = G4996 
Load vol. = 10 uL 
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M      -ve     +ve     036     037    038     039    040    041    042    043    044     045    046    047     048    049      M 
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ภาพภาคผนวกท่ี 4 ภาพเจลอิเล็กโทรฟอรีซสิของแอมพลิคอนท่ี 4 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 4-1 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 4-2 

 

 

 M     -ve     008    013   018   023   028    048    049    M 

  4.0 kb - 
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PCR, Sample 001-004, +ve = G19000563 
Load vol. = 10 uL 
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ภาพภาคผนวกท่ี 4-3 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 4-4 

 

PCR, Sample 005-019, +ve = G19000563 
Load vol. = 10 uL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M     -ve    +ve    005   006  007   008  009   010   011   012   013  014   015   016   017   018   019     M 

  3.0 kb - 

  4.0 kb - 

 

PCR, Sample 020-034, +ve = G19000563 
Load vol. = 10 uL 
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ภาพภาคผนวกท่ี 4-5

PCR, Sample 035-049, +ve = G19000563 
Load vol. = 10 uL 
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M      -ve     +ve    035   036   037    038   039   040    041   042    043   044    045   046    047   048     M 
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