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บทคดัย่อ
ยาวาร์ฟารินเป็นยาตา้นการแขง็ตวัของเลือด ซ่ึงมีช่วงการรักษาแคบ และความหลากหลายทางพนัธุกรรม

ของยนี VKORC1 มีผลต่อการตอบสนองของยา โดยเฉพาะต�ำแหน่งสนิปส์ -1639G > A (rs9923231) และ 

1173C > T (rs9934438) มีความจ�ำเป็นต่อการศึกษาเพ่ือพิจารณาปริมาณยาท่ีเหมาะสม งานวิจยัน้ีมี

วตัถุประสงคเ์พ่ือพฒันาเคร่ืองหมาย Allele-specific PCR (AS-PCR) โดยออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อยนี 

VKORC1 เพ่ือตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมในต�ำแหน่งดงักล่าว พร้อมทั้งศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม

ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ MgCl
2
 1.25 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงเหมาะสมส�ำหรับทุกคู่ไพรเมอร์ 

ส่วนอุณหภูมิส�ำหรับ Annealing ต่างกนั พบวา่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เหมาะสมส�ำหรับไพรเมอร์คู่มิวแทนท์

และไพรเมอร์คู่ควบคุมท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง -1639G > A ในขณะท่ีอุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส เหมาะสมส�ำหรับ

ไพรเมอร์คู่ไวลด์ไทป์และสนิปส์ต�ำแหน่ง 1173C > T ทุกคู่ไพรเมอร์ ผลผลิตพีซีอาร์ยนืยนัผลดว้ยวธีิ 

DNA Sequencing ผลการทดสอบมีความสอดคลอ้งกนั 100 % กบัล�ำดบัเบสของยนี VKORC1 ดงันั้น AS-PCR 

ท่ีพฒันาสามารถใชต้รวจสอบจีโนไทป์ของยนี VKORC1 เพ่ือพิจารณาปรับปริมาณยาวาร์ฟารินในการรักษาได้

ค�ำส�ำคญั: Allele-specific PCR (AS-PCR) ยนี VKORC1 ยาวาร์ฟาริน 
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Abstract
Warfarin is an anticoagulant drug, which has a narrow therapeutic index VKORC1 gene 

polymorphisms [(-1639G > A (rs9923231) and 1173C > T (rs9934438)] affect drug responses that need to be 

considered for warfarin dosage requirement. Therefore, the objective of this study was to develop Allele-

specific PCR (AS-PCR). Firstly, specific primers for VKORC1 gene were designed. PCR optimization was 

performed by varying annealing temperature. The results showed that 1.25 mM MgCl
2 
was suitable for 

all primers. At -1639G > A, 65๐C was suitable annealing temperature for mutant and control primers. 

Whereas, 57๐C was suitable annealing temperature for wildtype primers and all primer pairs in another position, 

1173C > T. PCR products were validated by DNA sequencing, resulting in 100% homology. In conclusion, 

the newly developed AS-PCR could use for VKORC1 genotype detection to adjust for warfarin dosage.
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บทน�ำ
ยาวาร์ฟาริน (Warfarin) จดัเป็นยาในกลุ่มตา้นการแขง็ตวัของเลือด (Anticoagulant) ออกฤทธ์ิขดัขวาง

การท�ำงานของปัจจยัการแขง็ตวัของเลือดท่ีอาศยัวติามินเค (Vitamin K Dependent Clotting Factor) [1] ไดแ้ก่ 

Clotting Factor II, VII, IX และ X โดยยาจะรบกวนการท�ำงานของเอนไซม ์Vitamin K Epoxide Reductase 

(VKORC) ซ่ึงมีหนา้ท่ีในการผนักลบัของวิตามินเคมาใชใ้หม่ [2] การใชย้าวาร์ฟารินตอ้งค�ำนึงถึงขอ้ควร

ระวงัทางคลินิก เน่ืองจากมีดชันีการรักษาแคบ (Narrow Therapeutic Index) มีโอกาสเกิดพิษของยาไดง่้าย 

จึงตอ้งติดตามประเมินประสิทธิภาพและความเป็นพิษของยาอยา่งสม�่ำเสมอ เพื่อปรับระดบัยาใหเ้หมาะสม 

โดยวดัจากค่า INR (International Normalized Ratio) ช่วงของการรักษาท่ีเหมาะสมประมาณ 2-3 หากไดค่้า

นอ้ยกวา่ 2 บ่งช้ีวา่มีโอกาสเกิดล่ิมเลือดอุดตนัในหลอดเลือด และหากไดค่้าสูงเกิน 3 อาจท�ำใหเ้กิดภาวะเลือด

ออกผดิปกติ (Bleeding) [3] ส่งผลใหก้ารระบุขนาดของยาและการจดัการเป็นไปไดย้าก ยาวาร์ฟารินส่วนใหญ่

มกัใชส้�ำหรับการป้องกนัและรักษาโรคหวัใจและหลอดเลือด (Cardiovascular Diseases; CVDs) ซ่ึงเป็น

สาเหตุส�ำคญัท่ีคร่าชีวติคนไทย โดยเฉพาะภาวะล่ิมเลือดอุดตนัหลอดเลือด (Venous Thromboembolism; VTE) 

เป็นภาวะเส่ียงพบในประชากรผูสู้งอาย ุ

การตอบสนองของยาวาร์ฟารินเป็นผลมาจากหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ปัจจยัส่ิงแวดลอ้ม เช่น อาหาร 

โดยเฉพาะอาหารท่ีมีปริมาณวติามินเคสูง การเกิดอนัตรกิริยา (Interaction) กบัยาอ่ืน เช่น Celecoxib ซ่ึงเป็น

ยาตา้นการอกัเสบ อาย ุเพศ [4] และปัจจยัดา้นพนัธุกรรมซ่ึงเป็นปัจจยัส�ำคญั คือ ความหลากหลายทางพนัธุกรรม

ของยนีมีผลต่อการตอบสนองขนาดของยาวาร์ฟารินท่ีแตกต่างกนัถึงร้อยละ 30-50 [5] เช่น การกลายพนัธ์ุ 

(Mutation) ของยนี CYP2C9 ท่ีควบคุมการสร้าง Cytochrome P450 2C9 ซ่ึงเป็น Hepatic Microsomal Enzyme 

มีหนา้ท่ีในการก�ำจดัยา และการกลายพนัธ์ุของยนี VKORC1 ซ่ึงควบคุมการสงัเคราะห์ Vitamin K Oxide 

Reductase ในคนแต่ละเช้ือชาติมีความแตกต่างกนั [1] โดยเฉพาะในประชากรเอเชียมี ความแปรผนัของยนี 

VKORC1 มากกวา่ประชากรยโุรป อเมริกนัและแอฟริกนั-อเมริกนั แมว้า่มีการรายงานต�ำแหน่งสนิปส์ของยนี

ท่ีพบหลายต�ำแหน่ง แต่มีสองต�ำแหน่งท่ีส�ำคญั คือ -1639G > A (rs9923231) และ 1173C > T (rs9934438) 

ท่ีมีอิทธิพลต่อการใหป้ริมาณยาวาร์ฟารินเป็นอยา่งมาก [6] 



Development of an Allele-specific PCR for Detection...

Jonjerm. W., et al. 12
Thaksin University Journal

Vol.23(3) September - December 2020

โดยทัว่ไปการตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี VKORC1 นิยมใชเ้ทคนิค PCR-RFLP 

โดยจ�ำเป็นตอ้งใชเ้อนไซมต์ดัจ�ำเพาะ (Restriction Enzyme) มีราคาสูงพร้อมทั้งขั้นตอนยุง่ยาก และใชเ้วลานาน

ค่อนขา้งนาน ส่วน Real-Time PCR เป็นเทคนิคท่ีมีตน้ทุนสูงและตอ้งใชเ้คร่ืองมือพีซีอาร์ท่ีมีราคาสูง [7] 

นอกจากน้ี ผูป้ฏิบติังานในหอ้งปฏิบติัการของโรงพยาบาลท่ีตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมมี

จ�ำนวนจ�ำกดั ส่งผลต่อภาระงานท่ีหนกัและการออกผลการทดสอบใหแ้ก่ผูรั้บบริการเป็นไปไดช้า้ เพ่ือลดปัญหา

ดงักล่าวและการใหบ้ริการแก่ผูป่้วยอยา่งมีประสิทธิภาพ งานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือพฒันาเคร่ืองหมาย 

Allele-specific PCR ท่ีอาศยัความจ�ำเพาะของไพรเมอร์กบัล�ำดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอตน้แบบส�ำหรับ

ตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี VKORC1

วธีิด�ำเนินการ
การศึกษาคร้ังน้ี เร่ิมจากการออกแบบไพรเมอร์ (Primer) ท่ีมีความจ�ำเพาะต่อยนี VKORC1 ท่ีสนิปส์

ต�ำแหน่ง -1639G > A (rs9923231) และ 1173C > T (rs9934438) ดงัภาพท่ี 1 และตารางท่ี 1 โดยในการ

ออกแบบไพรเมอร์นั้นใชห้ลกัการจากงานวจิยัพืชวงศผ์กักาด โดยมีหลกัการออกแบบคือปลาย 3’ ของไพร์เมอร์

จะตอ้งมีความจ�ำเพาะกบัจีโนไทป์ท่ีเป็น Wildtype และ Mutant ของสนิปส์แต่ละต�ำแหน่ง [8] ตรวจสอบ

คุณสมบติัของไพรเมอร์โดยใชโ้ปรแกรม Vector NTI และ NCBI Primer-BLAST อีกทั้งค �ำนวณอุณหภูมิ

ขั้นตอน Annealing แลว้หาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization) ส�ำหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอตวัอยา่งของ

มนุษยท่ี์ทราบจีโนไทป์แลว้ (Known Sample) ดว้ยเทคนิค Allele-specific PCR แลว้ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์

โดยการท�ำอิเลก็โทรโฟรีซิสแบบอะกาโรส (Agarose Gel Electrophoresis) สกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งเลือด

ของมนุษยด์ว้ย QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) วดัปริมาณและคุณภาพของดีเอน็เอท่ีสกดัไดด้ว้ยเคร่ือง

สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

ขั้นตอนการท�ำ Allele - specific PCR ก�ำหนดปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย

ปริมาณ ดีเอน็เอตวัอยา่ง 50 นาโนกรัม Betaine (Adjuvant) ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ Forward Primer ความเขม้ขน้ 

1 ไมโครโมลาร์ Reverse Primer ความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ ความเขม้ขน้ของ MgCl
2
 1.25 มิลลิโมลาร์ 

สารละลาย dNTPs ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิโมลาร์ พีซีอาร์บฟัเฟอร์ และ Taq DNA Polymerase (Immulase) 0.5 ยนิูต 

สภาวะส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ือง Thermal Cycler ประกอบดว้ยขั้นตอน 1) Initial Denaturation 

ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที 2) Denature อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 3) Annealing ก�ำหนด

อุณหภูมิส�ำหรับการ Optimization ต่างกนัดงัต่อไปน้ี 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที 4) 

Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 45 วนิาที ท�ำซ�้ำขั้นตอนท่ี 2 ถึง 4 จ�ำนวน 35 รอบ และ 5) Final Extension 

ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยท�ำอิเลก็โทรโฟรีซิสแบบอะกาโรส 

ความเขม้ขน้ร้อยละ 2.5 ท่ีสภาวะ 100 โวลต ์ เป็นเวลา 50 นาที แลว้น�ำไปยอ้มดว้ยสารละลาย Ethidium 

Bromide และถ่ายภาพภายใต ้UV Eransluminator โดยผลผลิตพีซีอาร์ท่ีคาดหวงัท่ีต�ำแหน่งสนิปส์ -1639G > A 

หากปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 306 204 และ 141 คู่เบส หมายความว่า ตวัอย่างนั้นมีจีโนไทป์แบบ 

Heterozygous (G/A) หากปรากฏแถบดีเอน็เอขนาด 306 และ 204 คู่เบส หมายความวา่ มีจีโนไทป์แบบ 

Homozygous Wildtype (G/G) และหากปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 306 และ 141 คู่เบส หมายความว่า 

มีจีโนไทป์แบบ Homozygous Mutant (A/A) ส่วนท่ีต�ำแหน่งสนิปส์ 1173C > T หากปรากฏแถบดีเอน็เอ
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ขนาด 371 245 และ 161 คู่เบส หมายความวา่ ตวัอยา่งนั้นมีจีโนไทป์แบบ Heterozygous (C/T) หากปรากฏ

แถบดีเอ็นเอขนาด 371 และ 245 คู่เบส หมายความวา่ มีจีโนไทป์แบบ Homozygous Wildtype (C/C) และ

หากปรากฏแถบดีเอน็เอขนาด 371 และ 161 คู่เบส หมายความวา่ มีจีโนไทป์แบบ Homozygous Mutant (T/T) 

ดงัตารางท่ี 2 ต่อมาน�ำผลผลิตพีซีอาร์แต่ละขนาดจากการท�ำ Allele-specific PCR ของดีเอน็เอมนุษยแ์ต่ละ

ตวัอยา่ง ท�ำใหผ้ลิตภณัฑพี์ซีอาร์บริสุทธ์ิ (Purification) โดยน�ำเจลไปตดัเอาเฉพาะส่วนผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ี

ตอ้งการ และแยกผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ออกจากเจลดว้ยวิธี Crush and Soak [7] ยืนยนัผลดว้ยการหาล�ำดบันิว

คลีโอไทด ์(Sanger DNA Sequencing) ดว้ยเคร่ืองวเิคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทดอ์ตัโนมติั ABI3500 Automate 

Sequencer ณ หน่วยมนุษยพนัธุศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

ผลการวจิยั
จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR Optimization) โดยเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ

ตวัอยา่งของคนท่ีทราบจีโนไทป์ จ�ำนวน 2 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ ตวัอยา่งท่ี 1 และตวัอยา่งท่ี 2 โดยสนิปส์ทั้ง 2 

ต�ำแหน่งของยนี VKORC1 คือ -1639G > A (rs9923231) และ 1173C > T (rs9934438) ซ่ึงทดสอบแยกคู่ไพรเมอร์ 

สนิปส์ละ 3 คู่ ไดแ้ก่ Wildtype Forward และ Wildtype Reverse, Mutant Forward และ Mutant Reverse 

และคู่ไพรเมอร์ Mutant Forward และ Wildtype Reverse ซ่ึงใชส้�ำหรับการควบคุม (Control Band) ปฏิกิริยา

พีซีอาร์แต่ละคร้ัง

     

 

   upstream of the transcription start site (promoter region) 

              
 

  

 
      

 

 

CAACCATTGGCC GGGTGCGGTGGCTCACG

VKORC1 G-1639A_WF 

VKORC1 G-1639A_MF
GGACG

VKORC1 G-1639A_WR

204 (wild type, G allele)

VKORC1 G-1639A_MR

AGTTG

141 (mutant, A allele)

306 bp (internal control)

     

 

   Intron 1  

              
 

  

 
      

 

 

GAGATCATCGACCCTTGGAC

VKORC1 C1173T_WF 

     VKORC1 C1173T_MF
CGCCC

VKORC1 C1173T_WR

245 (wild type, C allele)

VKORC1 C1173T_MR

TCGTG

161 (mutant, T allele)

371 bp (internal control)

(ข)(ก)

ภาพที ่1 ขอบเขตของยนี VKORC1 ท่ีระบุต�ำแหน่งไพรเมอร์ของ สนิปส์ต�ำแหน่ง 

-1639G > A (ก) และสนิปส์ต�ำแหน่ง 1173C > T (ข)
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ตารางที ่1 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการท�ำพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบความหลากหลายของยนี VKORC1

ช่ือต�ำแหน่งพหุสัณฐาน ช่ือไพร์เมอร์ ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ (5’-3’) ขนาด (bp)

C.-1639G > A

rs9923231

VKORC1 G-1639A_WF ACCTGAAAAACAACCATTGGACG
204

VKORC1 G-1639A_WR CTCAGCCTCCCAAGTAGTTTGG

VKORC1 G-1639A_MF AGCCAGCAGGAGAGGGAAATAT
141

VKORC1 G-1639A_MR CGTGAGCCACCGCAACT

C.1173C > T

rs9934438

VKORC1 C1173T_WF CCAGGAGATCATCGCCC
245

VKORC1 C1173T_WR GTGTAGAAGATGCAACCGAAT

VKORC1 C1173T_MF GAGACTTACTTAAGGTCTAAGATGAA
161

VKORC1 C1173T_MR CTCCCATCCTAGTCCACGA

หมายเหตุ: Internal Control ของ C.-1639G > A (rs9923231) ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ VKORC1 G-1639A_MF 

(Mutant Forward) กบั VKORC1 G-1639A_WR (Wildtype Reverse) ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 306 bp 

และ C.1173 C >  T (rs9934438) ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ VKORC1 C1173T_MF (Mutant Forward) กบั 

VKORC1 C1173T_WR (Wildtype Reverse) ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 371 bp

ตารางที ่2 ตวัอยา่งดีเอน็เอมนุษยซ่ึ์งทราบจีโนไทป์แลว้ ท่ีใชท้ดสอบคู่ไพรเมอร์ของยนี VKORC1 ต�ำแหน่ง

สนิปส์ -1639G > A (rs9923231) และ 1173C > T (rs9934438)

ตวัอย่างดเีอน็เอ
จโีนไทป์ ส�ำหรับต�ำแหน่งสนิปส์ของ ยนี VKORC1

-1639G > A (rs9923231) 1173C > T (rs9934438)

1 Heterozygote (G/A) Heterozygote (C/T)

2 Homozygous Mutant (A/A) Homozygous Mutant (T/T)

ยนี VKORC1 ท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง -1639G > A (rs9923231) จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส�ำหรับ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใชต้วัอยา่งท่ี 1 (มีจีโนไทป์แบบ G/A) และตวัอยา่งท่ี 2 (มีจีโนไทป์แบบ A/A) ก�ำหนด

ความแตกต่างของอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ดงัน้ี 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาพบวา่ 

ไพรเมอร์คู่แรก คือ Mutant Forward และ Mutant Reverse ผลิตแถบดีเอน็เอขนาด 141 คู่เบส ทุกอุณหภูมิทั้ง

สองตวัอยา่ง พร้อมทั้งผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะ (Non – specific PCR Product) จ�ำนวนมากในอุณหภูมิ 57 

59 61 และ 63 องศาเซลเซียส ส่วนในอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ปรากฏผลผลิต พีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะเพียง 1 

แถบในตวัอยา่งท่ี 1 แต่มีขนาดแตกต่างจากผลผลิตพีซีอาร์ท่ีตอ้งการมาก จึงสามารถแยกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน 

จึงสรุปไดว้า่ อุณหภูมิขั้นตอน Annealing ท่ี 65 องศาเซลเซียส เหมาะสมส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ภาพท่ี 2 ก) 

ไพรเมอร์คู่ท่ีสอง คือ Wildtype Forward และ Wildtype Reverse ปรากฏแถบดีเอน็เอขนาด 204 คู่เบส 

ชดัเจนในอุณหภูมิ 57 และ 59 องศาเซลเซียส แถบสีจางในอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส และไม่ปรากฏแถบ

ดงักล่าวท่ีอุณหภูมิ 63 และ 65 องศาเซลเซียส ในตวัอยา่งท่ี 1 แต่ไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอทุกอุณหภูมิใน
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ตวัอยา่งท่ี 2 ในขณะเดียวกนัไม่ปรากฏผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะในทุกอุณหภูมิทั้งสองตวัอยา่ง สามารถ

สรุปไดว้า่ อุณหภูมิขั้นตอน Annealing ท่ี 57 และ 59 องศาเซลเซียส เหมาะสมส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ภาพท่ี 2 ข) 

ไพรเมอร์คู่ Control; Mutant Forward และ Wildtype Reverse ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 306 คู่เบส 

ทุกอุณหภูมิทั้งสองตวัอยา่ง ในขณะเดียวกนัปรากฏผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะในอุณหภูมิ 57 59 61 และ 

63 องศาเซลเซียส แต่ไม่ปรากฏในอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ทั้งสองตวัอยา่ง สามารถสรุปไดว้า่ อุณหภูมิ

ขั้นตอน Annealing ท่ี 65 องศาเซลเซียส เหมาะสมส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ภาพท่ี 2 ค)

ยนี VKORC1 ท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง 1173C > T (rs9934438) จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส�ำหรับ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชต้วัอยา่งท่ี 1 (มีจีโนไทป์แบบ C/T) และตวัอยา่งท่ี 2 (มีจีโนไทป์แบบ T/T) โดยก�ำหนด

ความแตกต่างของอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ดงัน้ี 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาพบวา่ 

คู่ไพรเมอร์ Mutant Forward และ Mutant Reverse ผลิตแถบดีเอน็เอขนาด 161 คู่เบสอยา่งชดัเจนในท่ีอุณหภูมิ 

57 และ 59 องศาเซลเซียส ขณะท่ีเกิดแถบจางๆ ท่ีอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส และไม่ปรากฏแถบดงักล่าวท่ี

อุณหภูมิ 63 และ 65 องศาเซลเซียส ทั้งสองตวัอยา่ง (ภาพท่ี 3 ก) ขณะท่ีคู่ ไพรเมอร์ Wildtype Forward และ 

Wildtype Reverse ผลิตแถบดีเอน็เอขนาด 245 คู่เบส อยา่งชดัเจนท่ีอุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเกิด

แถบสีจางท่ีอุณหภูมิ 59 องศาเซลเซียส และไม่ปรากฏแถบดงักล่าวท่ีอุณหภูมิ 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส 

ในตวัอยา่งท่ี 1 เท่านั้น อีกทั้งไม่ปรากฏผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะทุกอุณหภูมิทั้ง 2 ตวัอยา่ง สามารถสรุป

ไดว้า่ อุณหภูมิขั้นตอน Annealing ท่ี 57 องศาเซลเซียส เหมาะสมกบัปฏิกิริยาพีซีอาร์ของไพรเมอร์คู ่Wildtype 

(ภาพท่ี 3 ข) และสุดทา้ย ไพรเมอร์คู่ควบคุม Mutant Forward และ Wildtype Reverse ผลิตแถบดีเอน็เอขนาด 

371 คู่เบส ทุกอุณหภูมิทั้งสองตวัอยา่ง ในขณะเดียวกนัไม่ปรากฏผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ �ำเพาะในทุกอุณหภูมิ

ทั้งสองตวัอยา่ง สามารถสรุปไดว้า่ อุณหภูมิขั้นตอน Annealing ท่ี 57 องศาเซลเซียส เหมาะสมส�ำหรับ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ของไพรเมอร์คู่ควบคุม (ภาพท่ี 3 ค) 
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VKORC1 (C.-1639G>A)
Mutant Forward & 

Mutant Reverse

VKORC1 (C.-1639G>A)
Control; Mutant Forward 

& Wildtype Reverse

VKORC1 (C.-1639G>A)
Wildtype Forward & 

Wildtype Reverse

ภาพที ่2 แถบดีเอน็เอของผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ของยนี VKORC1 ท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง -1639G > A (ก) ใชคู่้ไพรเมอร์ 

Mutant Forward และ Mutant Reverse ขนาด 141 คู่เบส (ข) ใชคู่้ไพรเมอร์ Wildtype Forward และ 

Wildtype Reverse ขนาด 204 คู่เบส และ (ค) ใชไ้พรเมอร์คู่ Control; Mutant Forward และ Wildtype 

Reverse ขนาด 306 คู่เบส ซ่ึง Lane M แทน 100 คู่เบส DNA Marker; Lanes 1-5 แทนตวัอยา่งท่ี 1 โดย

อุณหภูมิขั้นตอน Annealing ไดแ้ก่ 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล�ำดบั Lanes 6-10 แทน

ตวัอยา่งท่ี 2 โดยอุณหภูมิขั้นตอน Annealing ไดแ้ก่ 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล�ำดบัสุดทา้ย

คือ Lane 11 แทนกลุ่มควบคุมแบบลบ (No Template DNA)

(ข)

(ค)

(ก)
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VKORC1 (C.1173C>T) 
Mutant Forward & 

Mutant Reverse

VKORC1 (C.1173C>T)
Wildtype Forward & 

Wildtype Reverse

VKORC1 (C.1173C>T)
Control; Mutant Forward & 

Wildtype Reverse

ภาพที ่3 แถบดีเอน็เอของผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ของยนี VKORC1 ท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง 1173C > T (ก) ใชคู่้ไพรเมอร์ 

Mutant Forward และ Mutant Reverse ขนาด 161 คู่เบส (ข) ใชคู่้ไพรเมอร์ Wildtype Forward และ 

Wildtype Reverse ขนาด 245 และ (ค) ใชคู่้ไพรเมอร์ Control; Mutant Forward และ Wildtype Reverse 

ขนาด 371 คู่เบส ซ่ึง Lane M แทน 100 คู่เบส DNA Marker; Lanes 1-5 แทนตวัอยา่งท่ี 1 โดยอุณหภูมิขั้นตอน 

Annealing ไดแ้ก่ 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล�ำดบั Lanes 6-10 แทนตวัอยา่งท่ี 2 

โดยอุณหภูมิขั้นตอน Annealing ไดแ้ก่ 57 59 61 63 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล�ำดบั 

สุดทา้ยคือ Lane 11 แทนกลุ่มควบคุมแบบลบ (No Template DNA)

(ข)

(ค)

(ก)
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อภปิรายผลและสรุปผลการวจิยั
จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์คร้ังท่ี 1 ท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง -1639G > A (rs9923231) 

ไพรเมอร์คู่แรก คือ Mutant Forward และ Mutant Reverse ปรากฏผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะ แต่ไพรเมอร์

คู่ Wildtype Forward และ Wildtype Reverse ปรากฏเพียงผลผลิตพีซีอาร์ท่ีจ�ำเพาะ ซ่ึงผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะ

อาจเกิดจากปริมาณสาร MgCl
2 
มากเกินไป ส่งผลต่อการจบัของไพรเมอร์กบัดีเอน็เอตน้แบบท่ีไม่จ�ำเพาะ [9] 

ส่วนอุณหภูมิส�ำหรับขั้นตอน Annealing ท่ีเหมาะสมนั้นค�ำนวณจาก Primer Blast ซ่ึงแตกต่างกนัในไพรเมอร์

แต่ละคู่ [7] จากการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะต่อต�ำแหน่งสนิปส์ -1639G > A (rs9923231) และ 

1173C > T (rs9934438) ของยนี VKORC1 พบวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมส�ำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือความเขม้ขน้

ของ MgCl
2
 1.25 มิลลิโมลาร์ ความเขม้ขน้ของ Betaine (Adjuvant) 5 โมลาร์ PCR Buffer และ Taq DNA 

Polymerase (Immulase) เหมาะสมส�ำหรับทุกปฏิกิริยาพีซีอาร์ ส่วนอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เหมาะสม

ส�ำหรับไพรเมอร์คู่มิวแทนทแ์ละไพรเมอร์คู่ควบคุมท่ีสนิปส์ต�ำแหน่ง -1639G > A ในขณะท่ีไพรเมอร์คู่

ไวลดไ์ทป์ใชอุ้ณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส ส่วนสนิปส์ต�ำแหน่ง 1173C > T ทุกคูไ่พรเมอร์ใชอุ้ณหภูมิ 57 องศา

เซลเซียส ผลผลิตพีซีอาร์ยืนยนัผลดว้ยวิธี Sanger DNA Sequencing แลว้เปรียบเทียบ Nucleotide Blast 

กบั ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VKORC1 ในฐานขอ้มูล NCBI : NG_011564.1 ผลการทดสอบมีความ

สอดคลอ้งกนั 100 % 

การศึกษาน้ีเป็นเพียงการศึกษาเบ้ืองตน้ส�ำหรับพฒันาเคร่ืองหมาย AS-PCR เพ่ือใชต้รวจสอบความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี VKORC1 ซ่ึงยงัมีขอ้จ�ำกดัหลายประการ โดยเฉพาะอยา่งยิง่การตรวจสอบ

ประสิทธิภาพของวธีิท่ีพฒันาข้ึน ซ่ึงยงัไม่ครอบคลุมจีโนไทป์ท่ีเป็นไปไดท้ั้งหมดของสนิปส์ทั้งสองต�ำแหน่ง 

เน่ืองจาก Homozygous Wildtype ของสนิปส์ -1639G > A (rs9923231) และ 1173C > T (rs9934438) เป็น

จีโนไทป์ท่ีพบความถ่ีนอ้ยมากในประชากรชาวไทย แผนงานวจิยัขั้นต่อไปจะพฒันาจากวธีิ Singleplex AS-PCR 

ซ่ึงตอ้งแยกหลอดส�ำหรับไพร์เมอร์แต่ละคู่ เปล่ียนเป็น Multiplex AS-PCR ซ่ึงอาจจะมีการปรับความเขม้ขน้

ของ MgCl
2
 และอุณหภูมิส�ำหรับพีซีอาร์ขั้นตอน Annealing อีกคร้ัง เพื่อปรับลดผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไม่จ�ำเพาะ

และให้ไดส้ภาวะพีซีอาร์ท่ีเหมาะสม รวมทั้งการทดสอบประสิทธิภาพของวิธีท่ีพฒันาข้ึนโดยใชจ้�ำนวน
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