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Original Articleบทความวิจัย

การตรวจคัดกรอง hotspot mutation ในจีน ATP7B เพื่อการวินิจฉัยโรควิลสัน
ในประชากรไทยด้วยวิธี PCR-RFLP
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บทคัดย่อ
 โรควิลสัน (Wilson disease) เป็นโรคพันธุกรรมที่มีสาเหตุจากการกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ถ่ายทอดแบบ 
autosomal recessive จีน ATP7B เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึมของทองแดงภายในร่างกาย การกลายพันธุ์
ส่งผลให้เกิดการสะสมของทองแดงในอวัยวะต่างๆ โดยเฉพาะใน ตับ สมอง เป็นสาเหตุให้ผู้ป่วยเกิดภาวะตับอักเสบ  
ตับแข็ง และความผิดปกติทางระบบประสาท ปัจจุบันสามารถตรวจวินิจฉัยโรควิลสันทางห้องปฏิบัติการด้วยวิธีวิเคราะห ์
หาล�าดับเบสที่ผิดปกติท้ังหมดของจีน ATP7B ในผู ้ป่วย แต่การตรวจวิเคราะห์ดังกล่าวมีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง  
จากฐานข้อมูลการกลายพันธุ์ของจีน ATP7B พบต�าแหน่งการกลายพันธุ์ที่พบบ่อยในผู้ป่วยโรควิลสันในทวีปเอเชียบน  
exon 8, 12, 13 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพีในการตรวจวิเคราะห์คัดกรอง
ต�าแหน่งการกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ที่พบบ่อย (hotspot mutation) คือ c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 
C>G (p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu) และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) เพื่อใช้ในการวินิจฉัยเบื้องต้น
และค้นหาผู้ที่มีจีนพาหะของโรค (Carrier) โดยท�าการศึกษาในตัวอย่างดีเอ็นเอผู้ป่วยโรควิลสันที่ได้รับการวินิจฉัยและ 
ยืนยันต�าแหน่งการกลายพันธุ์ทั้ง 4 ต�าแหน่ง ต�าแหน่งละ 1 ราย และตัวอย่างดีเอ็นเอจากประชากรไทย จ�านวน 90 ราย  
โดยการเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมของจนี ATP7B แต่ละต�าแหน่งด้วยวธิพีซีอีาร์ และตรวจสอบชิน้ส่วนดเีอน็เอโดยเอนไซม์
ตัดจ�าเพาะด้วยเทคนิคอาร์เอฟแอลพี จากการศึกษาพบว่าเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี สามารถจ�าแนกการกลายพันธุ์
ของจีน ATP7B ในแต่ละต�าแหน่งระหว่างผู้ป่วยท่ีเป็นพาหะและคนปกติได้ จากผลการศึกษา ไพร์เมอร์ และเทคนิค 
พีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพีที่เลือกใช้ สามารถน�ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยเบื้องต้นก่อนการส่งตรวจวิเคราะห์หาล�าดับเบส 
ที่ใช้เวลานานและมีค่าใช้จ่ายที่สูงกว่า เพื่อใช้ในการวางแผนการมีบุตร และสามารถพัฒนาเป็นเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย
เพื่อหาอุบัติการณ์การกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ในประชากรไทยได้

ค�าส�าคัญ: โรควิลสัน การกลายพันธุ์ จีน ATP7B พีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี
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Abstract
 Wilson disease is inherited in an autosomal recessive pattern. Mutation in ATP7B gene 
leads to defect in metabolism and deposition of copper in Wilson disease patients. Accumulation 
of copper in liver, brain and various internal organs contributes to hepatitis, liver cirrhosis and 
neurological defects. ATP7B is the single causative gene and spans 21 exons. Molecular testing 
of carrier and patients suspected of Wilson disease requires whole gene DNA sequencing 
which is cost ineffective and time consuming in Thailand. Mutation database has shown that 
hotspots of ATP7B mutation in exon 8, 12, 13 are the most prevalent in Asian population. We 
have developed PCR-RFLP technique for screening of Asian hotspot mutations of ATP7B gene 
in positions c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 C>G (p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu) 
and c.3443 C>T (p.Ile1148Thr). In this study, DNA previously extracted from 4 patients with 
known ATP7B mutation in hotspots of ATP7B gene and 90 DNA samples from Thai population 
were tested. DNA samples were amplified by PCR technique then cut with specific restriction 
enzyme and analyzed by PCR-RFLP technique. The result showed that PCR-RFLP technique 
can classify point mutations of ATP7B gene in positions c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 C>G 
(p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu) and c.3443 C>T between Wilson’s patients carrier and 
non-carrier Thai adult. This screening method successfully detect mutations in Wilson disease 
patients and could be used as a screening test in carriers and patients in Thai population with 
reduced clinical cost and turnaround time in Thailand.
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บทน�า
 โรควิลสัน (Wilson disease) เป็นโรค
ที่มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ autosomal 
recessive โดยเกิดจากความผิดปกติของจีน ATP7B 
บนโครโมโซมคู่ที่ 13 ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการสร้าง
โปรตนี copper-transporting ATPase 2 ทีท่�าหน้าท่ี 
ขนส่งทองแดงเข้าและออกจากเซลล์ โดยเฉพาะ 
อย่างยิ่งในเซลล์ตับ เมื่อโปรตีนผิดปกติส่งผลให้ 
ร่างกายไม่สามารถก�าจัดทองแดงส่วนเกินออกไปได้ 
จึงเกิดการสะสมของทองแดง หรือ ภาวะคั่งทองแดง 
ในอวยัวะต่างๆ เช่น ตบั สมอง และเนือ้เยือ่ต่างๆ เป็นต้น  
ผู้ป่วยโรควิลสัน จะมีลักษณะอาการแสดงเฉพาะ คือ
จะพบวงแหวนสีน�้าตาลที่กระจกตา หรือที่เรียกว่า 
Kayser-Fleischer ring และพบว่ามีพยาธิสภาพที่
ผิดปกติของตับ เช่น ตับอักเสบ ตับแข็ง หรือ ดีซ่าน 
เป็นต้น อีกทั้งยังพบความผิดปกติเกี่ยวกับการพูด 
และการเคลื่อนไหวของร่างกายอีกด้วย1

 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า จะพบผู้ป่วย
โรควิลสัน 1 คน ในประชากร 30,000 คน โดยเฉลี่ย
จากประชากรทั่วโลก และมีอุบัติการณ์รายงานว่า 
ประชากรทัว่ไปมีจนีทีเ่ป็นพาหะของโรค (Carrier) 1 คน  
ในประชากร 90 คน และสามารถพบผู้ป่วยและผู้ที่มี
จีนพาหะในหลากหลายเชื้อชาติ2,3 จากการศึกษาของ 
Coffey et al. 2013 โดยศึกษาในกลุ่มประชากรใน
ประเทศอังกฤษ พบว่ามีอุบัติการณ์การเกิดโรควิลสัน
สูงถึง 1 ใน 7,029 คน4 นอกจากนี้ จากการศึกษา 
ในกลุ่มประชากรแถบภูมิภาคเอเชีย เช่น ประเทศ
เกาหลี และฮ่องกง พบว่ามีอุบัติการณ์การเกิดโรค 
สูงขึ้นถึง 1 ใน 3,000 คน5 และ 1 ใน 5,400 คน6  
ตามล�าดับ จากการทบทวนงานวจิยัทีผ่่านมา ยงัไม่พบ
การศึกษาอุบัติการณ์การเกิดโรคในประเทศไทย
 ในภมูภิาคเอเชยีตะวันออกพบการกลายพันธุ ์
ของจีน ATP7B ในต�าแหน่ง c.2333 G>T (p.Arg 
778Leu, amino acid ต�าแหน่งที่ 778 เปลี่ยนจาก 
Arginine เป็น Leucine) ถึง 44-50% ของผู้ป่วย 
โรควิลสัน7-9 และจากการศึกษาของ Chloe M. 

และ Ching L. ในปี 200810 ได้รวบรวมข้อมูลการ 
กลายพันธุ์ของจีน ATP7B ที่มักพบบ่อยของประชากร
ในภูมิภาคเอเชียตะวันออก โดยน�าเสนอว่าการตรวจ
คดักรอง Exon 8, 12, 13, 16 และ 18 ของจนี ATP7B 
ในประชากรในแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออก สามารถ
ครอบคลมุรปูแบบการกลายพนัธุข์องจนีของประชากร
ในแถบภูมิภาคนี้ได้ถึง 70% จากการศึกษาเกี่ยวกับ 
โรควิลสันท่ีผ่านมาในประเทศไทย การกลายพันธุ ์  
แบบ p. Arg778Leu เป็นการกลายพันธุ์ท่ีสามารถ 
พบได้บ่อยในคนไทย11,12 นอกจากนี้ ยังมีรายงาน
ต�าแหน่งการกลายพันธุ ์ อ่ืนๆ ในผู ้ป ่วยชาวไทย  
ท่ีคล้ายคลึงกับการศึกษาในหลายประเทศในภูมิภาค
เอเชียตะวันออก เช่น p.Arg778Leu (Exon 8), 
p.Arg919Gly (Exon 12), p.Pro992Leu (Exon 13) 
และ p.Ile1148Thr (Exon 16) เป็นต้น2,11,13,14

 โรควลิสนัเป็นโรคทางพนัธกุรรมทีพ่บได้บ่อย 
และพบได้ในคนทุกเชื้อชาติ เมื่อเป็นโรคไม่สามารถ
รักษาให้หายขาดได้ และจะมีอาการแสดงที่รุนแรงขึ้น  
อีกท้ังยังมีภาระค่าใช้จ่ายในการรักษาสูงในระยะยาว  
การตรวจเพื่อค ้นหาจีนพาหะของโรคในสมาชิก
ครอบครัวของผู้ป่วยโรควิลสันเพื่อใช้ในการวางแผน
ครอบครัว จึงเป็นประโยชน์ในการป้องกันมิให้มี 
ผู ้ป่วยเป็นโรควิลสันเพิ่มข้ึน ในปัจจุบันการตรวจ
วิเคราะห์ความผิดปกติของจีน ATP7B ต้องท�าการ
ตรวจวิเคราะห์ล�าดับเบสในทุก exon ของจีน โดยวิธี  
DNA sequencing ซึ่งการตรวจวิเคราะห์ดังกล่าว  
มีค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์สูงและใช้ระยะเวลา
ในการตรวจวเิคราะห์นาน และท�าได้ในห้องปฏบัิตกิาร
เพียงไม่กี่แห่งในประเทศไทย

วัตถุประสงค์
 เพื่อประยุกต์ใช ้เทคนิคการเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรม หรือ พีซีอาร์ (Polymerase Chain 
Reaction) และเทคนิคการใช้เอนไซม์ตัดจ�าเพาะ 
หรือ อาร์เอฟแอลพี (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) ในการตรวจวิเคราะห์ 
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คัดกรองความผิดปกติของจีน ATP7B ในต�าแหน่งท่ี 
มักพบบ่อย (Hotspot mutation) 4 ต�าแหน่ง คือ  
c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 C>G 
(p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu) และ 
c.3443 C>T (p.Ile1148Thr)

วิธีการศึกษา
 1. ตัวอย่างดีเอ็นเอ
 ตัวอย่างดีเอ็นเอในการศึกษานี้มาจากผู้ป่วย 
โรควิลสัน ที่ได้รับการวินิจฉัยจากอายุรแพทย์ สาขา
วิชาเวชพันธุศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาล 
รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ที่มีต�าแหน่งการ 
กลายพันธุ ์บนยีน ATP7B  คือ c.2333 G>T 
(p.Arg778Leu), c.2755 C>G (p.Arg919Gly), 
c.2975 C>T (p.Pro992Leu) และ c.3443 C>T 
(p.Ile1148Thr) ต�าแหน่งละ 1 ราย และ ตัวอย่าง
ดีเอน็เอของผู้เข้าร่วมโครงการส�ารวจสขุภาพพนกังาน
การไฟฟ้าฝ่ายผลิตแห่งประเทศไทย (EGAT study) 
จ�านวน 90 ราย ตวัอย่างดีเอน็เอทัง้หมดในการศกึษานี้  
เป็นสิ่งที่เหลือจากการตรวจวินิจฉัย โดยผู้ป่วยและ 
ผู้เข้าร่วมโครงการได้ลงนามยินยอมเข้าร่วมโครงการ
วิจัยโดยสมัครใจ และได้รับการพิจารณาอนุมัติจาก
คณะกรรมการจริยธรรมในคน คณะแพทยศาสตร์  
โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล
 ตวัอย่างดเีอ็นเอได้รบัการสกดัสารพนัธกุรรม
โดยวิธี Phenol-Chloroform โดยมีขั้นตอนอธิบาย
โดยสงัเขป ดงัน้ี ล้างเม็ดเลอืดแดงออกด้วยสารละลาย 
Lysis buffer (สารละลายประกอบด้วย 100mM Tris 
HCl, 0.32 M Sucrose และ 0.01% Triton X-100) 
จากนัน้เตมิสารละลาย Sodium chloride-Tris-EDTA 
(STE) buffer, 10% SDS และ 5% Proteinase K 
เพื่อท�าลายเยื่อหุ้มนิวเคลียสของเม็ดเลือดขาว บ่มที่
อุณหภูมิ 56°C ข้ามคืน จากนั้นสกัดโปรตีนออกด้วย
สารละลาย Phenol-Chloroform และปั่นเหวี่ยงท่ี 
6,000 rpm ระยะเวลา 10 นาท ีเพ่ือแยกชัน้สารละลาย 
เก็บสารละลายใสส่วนบนและตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย

สารละลาย absolute ethanol จากนัน้ละลายตะกอน
ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ ด้วยสารละลาย TE buffer และ 
วดัปรมิาณของตะกอนดเีอน็เอ โดยเครือ่ง Nanodrop 
2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher 
Scientific, USA) ท่ีความยาวคลื่น 260 nm  
เตรียมสารละลายดีเอ็นเอ ให้มีความเข้มข้น 50-100 
ng/µl เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C จนกว่าจะท�าการ
วิเคราะห์
 2. การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธ ี
พีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction; PCR)
 เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน ATP7B 
แต่ละ exon ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยเครื่อง Eppendorf 
Mastercycler Thermal cycler (Eppendorf, 
Germany) โดยใช้ Forward primer และ Reverse 
primer 4 คู่ (1 คู่/1 exon/1 ปฏิกิริยา) ซึ่งแต่ละคู่
ไพร์เมอร์ครอบคลุม exon 8, 12, 13 และ 16 ของ
ยีน ATP7B ตามล�าดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 ในแต่ละ
ปฏกิยิาพซีอีาร์ มปีรมิาตร 25 µl ซึง่ประกอบด้วย 10X 
ViBuffer S (Vivantis, Malaysia) 2.5 µl, 10 mM 
dNTPs mix (NEB, USA) 2 µl, 20 mM Forward 
และ Reverse Primer อย่างละ 0.25 µl, Taq DNA 
polymerase (Vivantis, Malaysia) 0.2 µl, Sterile 
water 14.8 µl และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 5 µl ทั้งนี้
การท�าปฏิกิริยาพีซีอาร์ของแต่ละ exon ใช้อุณหภูม ิ
และเวลาในการเกดิปฏกิริิยาเดยีวกนั ปฏกิริยิาพซีอีาร์ 
จะมกีารเปลีย่นแปลงอณุหภมูโิดยเริม่ต้นจาก อณุหภมูิ 
94°C เป็นเวลา 2 นาท ีจากนัน้อณุหภมูจิะเปลีย่นแปลง
เป็นรอบๆ ดังนี้ Denaturation ที่ 94°C เป็นเวลา  
30 วินาที, Annealing ที่ 58.3°C เป็นเวลา 30 วินาที 
และ Extension ที่ 72°C เป็นเวลา 30 วินาที โดย 
จะเกิดปฏิกิริยาซ�้าทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นท�าการ 
ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ โดยใช้วิธีการ
แยกด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) เทียบกบั  
100 bp DNA ladder (NEB, USA) โดยใช้เจลอะกาโรส  
ความเข้มข้น 1.5% (w/v) และใช้กระแสไฟฟ้า 
ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที จากนั้น
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น�าเจลไปย้อมด้วยสารละลาย ethidium bromide 
และถ่ายภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
 3 .  ก า ร เ ลื อ ก เ อน ไซม ์ ตั ด จ� า เ พ า ะ 
(Restriction enzyme) และการตรวจสอบช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอาร์เอฟแอลพี (Restriction 
Fragment Length Polymorphism; RFLP)
 การเลือกต�าแหน่งเอนไซม์ตัดจ�าเพาะ ใช้
โปรแกรม BioEdit version 7.2.5 (Tom Hall, 
Ibis Therapeutics, USA) โดยเลือกเอนไซม  ์
ที่ตัดจ�าเพาะบริเวณที่มีการกลายพันธุ์ของจีน ATP7B  
ที่ต�าแหน่ง c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 
C>G (p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu) 
และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) ตามล�าดับ  
ดังแสดงในตารางที่ 2 การตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
ด้วยเทคนิคอาร์เอฟแอลพี อาศัยหลักการท�างานของ
เอนไซม์ที่จะท�าปฏิกิริยากับล�าดับของนิวคลีโอไทด์

บนสายดีเอ็นเอ โดยจะตัดต�าแหน่งท่ีจ�าเพาะเจาะจง
เท่านั้น ท�าให้ดีเอ็นเอมีขนาดสั้นลง หากบนสาย
ดีเอ็นเอไม่มีต�าแหน่งท่ีจ�าเพาะเจาะจงกับเอนไซม์  
ก็จะไม่เกิดปฏิกิริยาการตัด โดยปฏิกิริยาอาร์เอฟ 
แอลพี ประกอบไปด้วย 10X Cut smart buffer  
1 µl, เอนไซม์ตัดจ�าเพาะ 0.2 µl, ผลิตภัณฑ์ 
พีซีอาร ์ 5 µl และปรับปริมาตรด ้วย Sterile  
water ให้ได้ปริมาตรรวม 10 µl จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 
37°C ข้ามคืน และตรวจสอบช้ินส่วนของ DNA  
เปรียบเทียบกับ 100 bp DNA ladder (NEB, USA)  
ด้วยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า โดยใช้เจลอะกาโรส 
ความเข้มข้น 1.5% (w/v) ใช้กระแสไฟฟ้าความต่างศกัย์  
100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นน�าเจลไปย้อม
ด้วยสารละลาย ethidium bromide และถ่ายภาพ
เจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต

ตารางที่ 1 ล�าดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพร์เมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์

ATP7B gene primers Primer sequence
Product 
size (bp)

Exon 8
Forward Primer (ATP7B Ex8F) 5’-AAGCTAGAGGCTTTGCCATC-3’

403
Reverse Primer (ATP7B Ex8R) 5’-TTGGTGTTCAGAGGAAGTGAG-3’

Exon 12
Forward Primer (ATP7B Ex12F) 5’-GAAGAGTTCTGGGAAATCAG-3’

467
Reverse Primer (ATP7B Ex12R) 5’-AGGAGGTGACTGTTTATCC-3’

Exon 13
Forward Primer (ATP7B Ex13F) 5’- CTCTCCTTCTGATGTGGAGAGC-3’

485
Reverse Primer (ATP7B Ex13R) 5’-TCTCAGGCTTTTCTCTCAATGTG-3’

Exon 16
Forward Primer (ATP7B Ex16F) 5’-GTTCACAGTGAAATTGGACC-3’

418
Reverse Primer (ATP7B Ex16R) 5’-GATGTACACAAAAGCCAGTGGAA-3’
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ตารางที ่2 เอนไซม์ตดัจ�าเพาะและชิน้ส่วนของผลติภณัฑ์พซีอีาร์ภายหลังการเกดิปฏกิริยิาพซีอีาร์-อาร์เอฟแอลพี

Point 
Mutation

Product size
before 

digestion
(bp)

Restriction
Enzyme

Restriction 
site

Restriction Product Size (bp)

Wild type 
allele

Homozygous
mutant allele

Heterozygous
mutant allele

p.Arg778Leu 403 MspI C/CGG
-

309
94

403
-
-

403
309
94

p.Arg919Gly 467 MspI C/CGG
-

287
180

467
-
-

467
287
180

p.Pro992Leu 485 BtgI C/CACGG
-

258
227

485
-
-

485
258
227

p.Ile1148Thr 418 DdeI C/TGAG
418

-
-

-
247
171

418
247
171

ผลการศึกษา
 งานวิ จัยในคร้ัง น้ีท�าการวิ เคราะห ์การ 
กลายพันธุ ์ของจีน ATP7B ที่ต�าแหน่ง c.2333  
G>T (p.Arg778Leu), c.2755 C>G (p.Arg919Gly), 
c.2975 C>T (p.Pro992Leu) และ c.3443 C>T 
(p.Ile1148Thr) ซึ่งเป็นต�าแหน่งที่พบได้บ่อยจาก 
ฐานข้อมูลผู้ป่วยโรควิลสันในเอเชียและคาดว่าจะพบ
ได้บ่อยในประชากรไทย แผนภาพของยีน ATP7B 
และต�าแหน่งทีท่�าการศกึษาแสดงในรปูที ่1 การศกึษา 
ครั้งนี้ใช้เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี มาใช้ในการ
แยกความแตกต่างของจีโนไทป์ของยีนในแต่ละ
ต�าแหน่ง ดังนี้ การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของจีน 
ATP7B ต�าแหน่ง p.Arg778Leu (Exon 8) และ 
p.Arg919Gly (Exon 12) ใช้เอนไซม์ MspI ในการ 
ท�าปฏิกิริยา เอนไซม์จะตัดบริเวณล�าดับเบส C/CGG 
ซึ่งเป็นล�าดับเบสของคนปกติ (WT) ได้ชิ้นส่วนของ 
ดีเอ็นเอขนาดแตกต่างกัน คือ 94, 309 bp (Exon 8) 
และ 180, 287 bp (Exon 12) ตามล�าดับ แต่ในผู้ป่วย

โรควิลสันที่มีการกลายพันธุ์ของล�าดับเบสที่ต�าแหน่ง
ของยีน ATP7B ต�าแหน่ง p.Arg778Leu (Exon 8)  
และ p.Arg919Gly (Exon 12) เอนไซม์จะไม่ท�า
ปฏิกิริยาการตัด จะเห็นชิ้นส่วนของดีเอ็นเอขนาด  
403 bp และ 467 bp ดังแสดงในรูปที่  2A  
การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ต�าแหน่ง 
p.Pro992Leu (Exon 13) จะใช้เอนไซม์ BtgI  
ในการท�าปฏิกิริยาการตัดท่ีล�าดับเบส C/CACGG  
ซ่ึงเป ็นล�าดับเบสในคนปกติ (WT) โดยจะเกิด 
ปฏิกิริยาการตัดได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 227, 258 
bp แต่ในผู ้ป ่วยโรควิลสันที่มีการกลายพันธุ ์ของ 
ล�าดับเบสที่ต�าแหน่งดังกล่าว เอนไซม์จะไม่ท�า 
ปฏิกิริยาการตัด จะได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 485 bp  
ดังแสดงในรูปท่ี 2B การวิเคราะห์การกลายพันธุ ์ 
ของจีน ATP7B ต�าแหน่ง p.Ile1148Thr (Exon 16) 
ใช้เอนไซม์ DdeI ในการตัดที่ล�าดับเบส C/TGAG  
ซึง่จะเกดิปฏกิริยิาในผูป่้วยโรควลิสนัทีม่กีารกลายพนัธุ์
ของจีน ATP7B ต�าแหน่ง p.Ile1148Thr (ATT>ACT) 
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เท่านั้น จะได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 171, 247 bp  
และจะไม่เกิดปฏิกิริยาการตัดดีเอ็นเอในคนปกติ  
(WT) จึงได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 418 bp ดังแสดง
ในรูปที่ 2B
 ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท�าการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ ์ของจีน ATP7B ทั้ง 4 ต�าแหน่ง 
คือ c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 C>G 
(p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu) 
และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) ในกลุ่มตัวอย่าง
ประชากรไทยจ�านวน 90 ราย การตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ที่ต�าแหน่ง c.2333 
G>T (p.Arg778Leu) พบลักษณะของชิ้นส ่วน 
ดีเอ็นเอหลังจากท�าปฏิกิริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี  
ในเลนที่ 10 ขนาด 94, 309 และ 403 bp ตามล�าดับ  
ดังรูปที่ 3 จ�านวน 1 ราย และการตรวจวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ที่ต�าแหน่ง c.2755 

C>G (p.Arg919Gly) พบลักษณะของชิ้นส ่วน 
ดีเอ็นเอหลังจากท�าปฏิกิริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี  
ในเลนท่ี 8 ขนาด 180, 287 และ 467 bp  
ตามล�าดับ ดังรูปที่ 4 จ�านวน 1 ราย จึงน�าตัวอย่าง
ดีเอ็นเอของท้ัง 2 ราย ตรวจวิเคราะห์ล�าดับเบส 
ด้วยวิธี DNA Sequencing อีกครั้งพบว่า ล�าดับเบส 
บนสายดี เอ็นเอให ้ผลจีโนไทป ์ ท่ีมีลักษณะแบบ 
Heterozygous คอื มกีารกลายพันธุข์องล�าดบัเบสบน
ยีนเพียง 1 อัลลีล โดยแสดงเป็นกราฟโครมาโตแกรม 
ดังรูปที่ 3 และ 4 ตามล�าดับ ส่วนการวิเคราะห์
การกลายพันธุ์ของจีน ATP7B ท่ีต�าแหน่ง c.2975  
C>T (p .Pro992Leu)  และ c .3443 C>T 
(p.Ile1148Thr) ในกลุ ่มตัวอย ่างท้ัง 90 ราย  
ไม่พบการกลายพันธุ ์โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี

รูปที่ 1 แผนภาพต�าแหน่ง hotspot mutation บน Exon ของ ATP7B gene15
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รูปที่ 2 รูปแบบจีโนไทป์ของต�าแหน่ง hotspot mutation ภายหลังการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี;
A. รูปแบบจีโนไทป์ของต�าแหน่ง p.Arg778Leu และ p.Arg919Gly เมื่อเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ปกติ (WT)
B. รูปแบบจีโนไทป์ของต�าแหน่ง p.Pro992Leu และ p.Ile1148Thr เมื่อเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ปกติ (WT)
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รูปที่ 3 การวิเคราะห์การกลายพันธุ์บนจีน ATP7B ที่ต�าแหน่ง p.Arg778Leu ด้วยเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี
Lane ที่ 1-9 แสดงรูปแบบการตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอของคนปกติ (94 และ 309 bp);
Lane ที ่10 แสดงรปูแบบการตัดชิน้ส่วนดีเอน็เอของคนทีเ่ป็นพาหะของโรควลิสนั (Carrier) (94, 309 และ 403 bp);
โครมาโตแกรมของตัวอย่างดีเอ็นเอในเลนที่ 10 ซึ่งวิเคราะห์ยืนยันโดยวิธี DNA sequencing แสดงรูปแบบ
จีโนไทป์แบบ Heterozygous
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รูปที่ 4 การวิเคราะห์การกลายพันธุ์บนจีน ATP7B ที่ต�าแหน่ง p.Arg919Trp ด้วยเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี
Lane ที่ 1-7, 9-10 แสดงรูปแบบการตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอของคนปกติ (180 และ 287 bp);
Lane ที ่8 แสดงรปูแบบการตัดชิน้ส่วนดีเอน็เอของคนทีเ่ป็นพาหะของโรควลิสนั (Carrier) (180, 287 และ 467 bp);
โครมาโตแกรมของตวัอย่างดเีอน็เอในเลนที ่8 ซึง่วเิคราะห์ยนืยนัโดยวธิ ีDNA sequencing แสดงรปูแบบจโีนไทป์
แบบ Heterozygous

อภิปรายผล

 การประยุกต์ใช้เทคนิคพซีอีาร์-อาร์เอฟแอลพี 
เป็นเทคนิคที่ง่าย ไม่ซับซ้อน ไม่จ�าเป็นต้องใช้อุปกรณ์
และเคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ที่มีราคาแพง สามารถ 
น�าเทคนิคน้ีไปใช้ในห้องปฏิบัติการเพื่อการตรวจ 
คัดกรองต�าแหน่ง hotspot mutation ของจีน 
ATP7B เพื่อวินิจฉัยโรควิลสันได้ จากผลการศึกษานี้  
การใช้เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพีสามารถแยก 
ความแตกต่างทีต่�าแหน่งการกลายพนัธุข์องจีน ATP7B  
ทั้ง 4 ต�าแหน่ง คือ คือ c.2333 G>T (p.Arg778Leu), 
c.2755 C>G (p.Arg919Gly), c.2975 C>T 
(p.Pro992Leu) และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) 

ในผู้ป่วยโรควิลสันและคนปกติได้ โดยการท�าปฏิริยา
ของเอนไซม์ตัดจ�าเพาะท่ีจะตัดหรือไม่ตัดกับบริเวณท่ี 
เกิดการกลายพันธุ์ และสามารถน�าผลการวิเคราะห์
ไปประกอบการตรวจวินิจฉัยโรควิลสันของแพทย์
ในขั้นตอนการตรวจรักษาต่อไป แต่เทคนิคดังกล่าว
อาจมีข้อจ�ากัด เมื่อชิ้นส่วนของดีเอ็นเอภายหลัง 
การเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี มีขนาด 
แตกต่างกนัน้อยกว่า 10 bp การแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 
(Gel electrophoresis) อาจแยกชิ้นส่วนออกจากกัน 
ได้ยาก แม้จะใช้ความเข้มข้นของเจลสูงขึ้น ดังนั้น  
การออกแบบต�าแหน่งของการตัดของเอนไซม  ์
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ตัดจ�าเพาะ จ�าเป็นต้องค�านึงถึงขนาดของชิ้นส่วน
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นภายหลังการเกิดปฏิกิริยา
ด้วย เมื่อตรวจพบการกลายพันธุ์จากเทคนิคพีซีอาร์- 
อาร์เอฟแอลพี ควรท�าการตรวจวิเคราะห์ซ�้าอีกครั้ง
เพ่ือยืนยันความถูกต้อง ด้วยการตรวจล�าดับเบส 
โดยวิธี DNA Sequencing 
 นอกจากน้ี การสกัดสารพันธุกรรมมีความ
ส�าคัญอย่างยิ่งกับเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี  
หากมีการปนเปื ้อนสารละลายต่างๆ ในขั้นตอน
การสกัด อาทิ การปนเปื้อนสารละลาย Phenol-
Chloroform เป็นต้น อาจท�าให้ไม่เกิดผลิตภัณฑ ์
พีซีอาร์ หรือได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์น้อยลง ส่งผลให ้
การแปลผลปฏิกิริยาพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพีเป็นไป 
ได้ยาก
 เนื่องจากจีน ATP7B เป็นยีนขนาดใหญ่  
ที่ท�าหน้าที่ควบคุมการสร้างโปรตีนในการขนส่ง
ทองแดงเข้าและออกจากเซลล์ ความรุนแรงของ 
โรควิลสัน จึงขึ้นอยู่กับต�าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์
ของจีน16 การตรวจพบความผิดปกติของจีนเพียง 
จุดๆ เดียว อาจยังไม ่เพียงพอที่จะระบุว ่าเป ็น 
โรควิลสัน จึงจ�าเป็นต้องมีการตรวจวิเคราะห์คัดกรอง 
หาความผิดปกติของล�าดับเบสใน exon อื่นๆ ด้วย17 
ต�าแหน่งการกลายพันธุ์บนจีน ATP7B ทั้ง 4 ต�าแหน่ง 
คือ c.2333 G>T (p.Arg778Leu), c.2755 C>G 
(p.Arg919Gly), c.2975 C>T (p.Pro992Leu)  
และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) เป็นต�าแหน่ง 
Hotspot mutation หรือต�าแหน่งที่มีความถ่ี 
ในการกลายพันธุ์สูง ที่มีการศึกษาในกลุ่มประชากร
แถบภูมิภาคเอเชียตะวันออก10 ดังนั้น จึงควรน�า
เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี มาใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์คัดกรองต�าแหน่งการกลายพันธุ ์บนจีน 
ATP7B ทั้ง 4 ต�าแหน่ง ถึงแม้ว่าในการศึกษาครั้งนี ้
จะไม่พบการกลายพันธุ ์ที่ต�าแหน่ง c.2975 C>T 
(p.Pro992Leu) และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) 
ซ่ึงอาจเกิดจากข้อจ�ากัดของจ�านวนกลุ ่มตัวอย่าง 

ท่ีน้อยเกินไป หากมีการศึกษาในจ�านวนกลุ่มตัวอย่าง
ที่ใหญ่ขึ้น อาจพบความผิดปกติที่ต�าแหน่งดังกล่าวได้ 
 ถึงแม้ว่าโรควิลสันจะเป็นโรคท่ีถูกค้นพบ 
ได้น้อยเมื่อเทียบกับโรคอื่น แต่เนื่องจากความรุนแรง
ของโรคและการด�าเนินของโรคสามารถตรวจพบได้ 
หลายอวัยวะ อาทิ ตับ ระบบประสาท เป็นต้น  
การตรวจพบความผิดปกติสามารถพบได้ในช่วงอายุ
ค่อนข้างกว้าง การตรวจคัดกรองโรคเบื้องต้นจึงเป็น
สิ่งส�าคัญ การน�าเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพีมา
ประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ นอกจากจะช่วย 
ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองโรควิลสันแล้ว ยัง
สามารถลดค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ และ
สามารถใช้เป็นเครื่องมือในการศึกษาการหาต�าแหน่ง 
Hotspot mutation ของจีน ATP7B ต�าแหน่งอื่นๆ 
ในประชากรไทยได้อีกด้วย

สรุปผล
 การน�าเทคนิคพีซีอาร ์ -อาร ์ เอฟแอลพี  
มาประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์เพื่อคัดกรอง 
การกลายพันธุ ์ของจีน ATP7B ซึ่งเป็นสาเหตุของ 
โรควิลสัน โดยใช้ไพร์เมอร์และเอนไซม์ตัดจ�าเพาะที่
จ�าเพาะต่อต�าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์ของจีน ATP7B 
ทั้ง 4 ต�าแหน่ง คือ c.2333 G>T (p.Arg778Leu), 
c.2755 C>G (p.Arg919Gly), c.2975 C>T 
(p.Pro992Leu) และ c.3443 C>T (p.Ile1148Thr) 
สามารถแยกความแตกต่างท่ีต�าแหน่งการกลายพันธุ์
ของจีน ATP7B ทั้ง 4 ต�าแหน่งของผู้ป่วยโรควิลสัน
และคนปกติได้ อีกท้ังเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี 
ยังช่วยลดระยะเวลาและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ 
เหมาะส�าหรับน�ามาประยุกต์เพื่อใช้ในการตรวจ 
คัดกรองในการค้นหาผู ้ท่ีมียีนที่เป็นพาหะของโรค  
เพื่อใช้ในการวางแผนการมีบุตร เป็นการป้องกันมิให้ 
มีผู้ป่วยเป็นโรควิลสันเพิ่มขึ้น
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