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P o ly m e ra s e  C ha in  R eac tion

Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นเทคนิคใหม่ทางด้าน Molecular biology 
เช่นเดียวกับการค้นพบเทคนิคต่างๆ  เช่น Southern blotting, molecular cloning ซ่ึงทำให้เกิด 
การเปล่ียนแปลงอย่างมากถึงวิธีการท่ีจะศึกษาถึงขบวนการต่าง  ๆ ของส่ิงมีชีวิตในระด้บ 
molecules

PCR เป็นวิธีเพิ่มจำนวใเ DNA เฉพาะส่วนอย่างจำเพาะ (specific segment) ใน 
หลอดทดลอง (in vitro) เป็นเทคนิคใหม่ที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในการวิเคราะห์ หรือศึกษา 
ย ีนต ่างๆ เนื่องจากยีนแต่ละชนิดจะมีเป็นส่วนน้อยใน genome ด้งนั้นถ้าจะศึกษายีนใดๆ จะต้อง 
มีวิธ ีเพ ิ่มจำนวนของ DNA ชิ้นนั้นให้มากขึ้นเพื่อที่จะมองเห็นได้และน้ามาทำการทดลองต่าง  ๆ

ได ้ ว ิธ ีปกติท ี่ใช ้เพ ิ่มจำนวน DNA ส่วนที่ต้องการคือ molecular cloning โดยการเพิ่มจำนวน 
DNA ส่วนที่ต ้องการในแบคทีเรีย ซึ่งเป็นวิธีที่ทำได้ยากมีหลายชิ้นตอนใช้เวลาหลายอาทิตย์และ 
ยังต้องมีวิธีการที่จะพิสูจน์ว่า DNA ส่วนที่ clone ได้เป ็น DNA ส่วนที่ต ้องการหรือไม่ แต่วิธี 
PCR สามารถทำให้เราศึกษายีนต่างๆ ได้ง่ายขึ้นโดยการเพิ่มจำนวน DNA ส่วนที่ต ้องการได้ 
อย่างไม่จำกัดจำนวนโดยไม่ต ้องใช่วิธี cloning

วิธีการ PCR คิดข้ึนโดย Kary B. Mullius โดยทางทฤษฎี PCR ก็คล้ายๆ  กับ DNA 
replication ภายในเชลล์ กล่าวคือ เป็นวิธีการท่ี DNA Polymerase สร้าง DNA จาก DNA ด้น 
แบบ โดยการต่อสาย oligonucleotide primer แต่ขบวนการ PCR อาค้ย oligonucleotide 
primers 2 เส้น ซ่ึงแต่ละเส้นจะ hybridize หรือ anneal กับ DNA เส้นตรงข้ามกัน เน่ืองจาก 
complementary โดย primer จะหันปลายด้าน 3-OH ของ primer เข้าหากัน ถ้ามี เอ็นซัยม์ 
DNA polymerase อยู่ด้วยก็จะเกิดการสร้าง DNA ข้ึน โดยการต่อปลายจาก primer ท้ัง 2 เส้น 
ดาม DNA ด้นแบบจนกระท้ังสุดปลาย template โดยการสร้าง DNA จะทำไดีในทิศทางเดียวคือ 
จาก 5’—>3' ผลท่ีได้คือ DNA เส้นคู่ใหม่ท่ีเกิดจาก DNA เส้นท่ีสร้างใหม่ complementary กับ
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DNA เส้นที่เป ็น templace การสร้าง DNA ทำซํ้าอีกได้โดยการนำปฏิกิริยามาทำให้ร้อน (90- 
95°C) กิจะเป็นการแยก DNA เส้นคู่ที่ได้ใหม่ ให้เป็น DNA เส้นเดี่ยว ถ้าลดอุณหภูมิลงมาให้ 
เหมาะสม คือ ที่อุณหภูมิ ซึ่ง primer จะเข้าไป hybridize กับ target DNA ทังเส้นเก่าและเส้นที 
สร้างใหม่ จากนั้นกิจะเกิดการสร้าง DNA โดย DNA polymerase โดยอาศัยวิธีการเป็นรอบๆ 
ชาๆ กันคือ ทำให้ DNA ต้นแบบกลายเป็นเส้นเดี่ยว (template dénaturation) ให ้ primer เข้า 
ไป hybridize กับ target (primer annealing) และการต่อสายหรือสร้าง DNA โดย DNA  
polymerase (extension or polymerization) ในทีส ุดกิจะไต้ DNA เพิมเป็นแบบทวีคูณ ถ้าทำ 
แบบนี้ 20 รอบกิจะไต้ DNA จำนวนประมาณ 1 ล้านเท่า (220) นั้นคือ เราสามารถขยายเพิ่ม 
จำนวน DNA ที่อยู่ระหว่าง primer ท้ัง 2 ข้าง (หรือมีปลายทั้ง 2 ข้างเป็น primer) ที่จำเพาะ 
(specific DNA sequence) เพิ่มขึ้น ถ้าทำขบวนการ PCR ก รอบ กิจะไต้ผลผลิต 2 ในระยะ 
แรกๆ ของเทคนิค PCR เอ็น1ชัยม์ DNA polymerase คือ Klenow Fragment DNA polymerase

: Step 1
ะ Dénaturation Primer :

Template ■

Step 2 
Annealing

Step 3
Polymerization

รูปท่ี 1 PCR temperature cycling profile
Step ท่ี 1 ใช้ความร้อนเพ่ือทำให้เกิด DNA สายเด่ียว ในปฏิกิริยาจะมี primer, dNTPs, PCR buffer และ

Taq polymerase โดยท้ัวไปใช้อุณหภูมิ 93-95 °c
Step ท่ี 2 Oligonucleotide จะเช้าไป anneal กับ DNA ต้นแบบ โดยการลดอุณหภูมิลงมาที่ 40-65°C 

แล้วแต่ primer ที่ใช้
Step ท่ี 3 คือการต่อ primer ท่ี 72 °c  ด้วย Taq polymerase step 1 ถึง 3 รวมกันเป็น 1 cycle หรือ

heat block 3 เคร่ือง โดยปกติอุณหภูมิท่ีใช้ในการจับกันระหว่างไพรเมอร์กับดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 
จะขึ้นอยู่กับจำนวนและชนิดของเบสบนสายไพรเมอร์โดยสามารถคำนวณคร่าว ๆ  ได้จากสูตร
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แต่เอ็นซัยม์น้ีจะเสียสภาพเม่ือถูกทำให้ร้อนในช่วงของ tamplate de naturation ของ PCR 
cycle ดังน้ันเม่ือถึงรอบของ extension จะต้องเติมเอ็นชัยม์ลงไปใหม่ทุกๆ  รอบ ต่อมาได้มีการ 
นำเอา Taq polymerase ซ่ึงเป็น DNA polymerase ท่ีแยกได้จาก Thermus aquaticus มา,ใช้ใน 
ปฏิกิริยาแทน Klenow enzyme<2) ทำใหไม่ต้องเติมเอ็นซัยมัลงไปใหม่ทุกๆ  รอบ เพราะ Taq 
polymerase ทนความร้อนได้ดี (thermostable) และยังทำงานในการ polymerize DNA ได้ดีท่ี 
อุณหภูมิสูงอีกด้วย (75°C-80°C) จึงทำให้ขบวนการ PCR ทำได้ง่ายข้ึนและยังทำแบบอัตโนมัติ 
ได้ด้วย โดยการใช้ thermal cycler ซ่ึงเป็นเคร่ืองมีอท่ีสามารถต้ังโปรแกรมการทำให้เป็นแบบ 
cycle ได้ เม่ือก่อนทำโดยใช้ waterbath

Th = Tm-5
และ Tri1 = 4(G+C)+2(A+T)

โดยท่ี Th คือ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการจับกันระหว่างไพรเมอร์ และดีเอ็นเอ 
แม่พิมพ์ (hybridization or annealing temperature)

Tm คือ อุณหภูมิท่ีสายดีเอ็นเอเส้นคู,คร่ึงหน่ึงเปล่ียนเป็นเส้นเด่ียว 
(melting temperature)

G, A, T, c คือจำนวนเบส กวานีน (G), อะดีนีน (A), ไธมีน (T) และไชโตชีน (C) 
ของไพรเมอร์

เช่นในการทำ PCR โดยใช้คู่ของไพรเมอร์ ซ่ึงได้แก่ไพรเมอร์ท่ีจับกับลำดับนิวคลีโอ 
ไฑด์ของดีเอ็นเอแม่พิมพ์เส้นบน (forward primer) และไพรเมอร์ท่ีจับกับดีเอ็นเอแม่พิมพ์เส้น 
ล่าง (reverse primer) ซ่ึงมีลำด้บนิวคลีโอไฑด์ด้งนี

forward primer : 5'-TGGACAGAATTGGAGATGAC-3' Tm = 4(9) + 2(11) = 58°c 
reverse primer : 5'-AAACAGCACTTTCCTCCAGC-3' Tm = 4(10) + 2(10) = 60°c 
Th หรืออุณหภูมิท่ีใช่ในการจับกันของไพรเมอร์คู่น้ีกับดีเอ็นเอแม่พิมพ์มีค่า = 58-5 = 53 ๐C

การทำ PCR ทำได้โดยการผสมส่วนประกอบของปฏิกิริยา (reaction components) 
ซ่ึงประกอบ DNA template, primers, dNTP, buffer และ Taq polymerase ลงในหลอดทดลอง 
จากนันนำไปใส่ในเครือง thermal cycler ทีด้งโปรแกรมไว้เป็น cycle ของ denature, annealing
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extention โดยแด่ละ step สามารถต้ังเวลาและอุณหภูมิได้ เซ่น denature ท่ี 94 °c 30 วินาที 
เพ่ือให้ DNA template เส้นคู่แยกออกเป็น DNA เส้นทางเด่ียว annealing ท่ี 60 °c 30 วินาที 
เพ่ือให้ primer ทัง 2 เส้นไปจับ หรือ hybridize กับ target DNA ในตำแหน่งที primer 
complementary กับ target ในช่วงน้ีโอกาสท่ี template จะจับกันใหม่ก็เกิดข้ึนได้ แด่เน่ืองจาก 
primer ท่ีใส่ลงไปมีจำนวนมากกว่า target หลายเท่า ด้งน้ัน จึงมีแด่ primer เท่าน้ันท่ีจะไปจับกับ 
target ต่อจากน้ันก็ primer เท่าน้ันท่ีจะไปจับกับ target ต่อจากน้ันก็ extension ท่ี 72°c อีก 30 
วินาที ในช่วงน้ี taq polymerase จะท่าหน้าท่ีต่อสาย DNA จาก primer คือสร้าง DNA จาก 
ปลาย 3’ ของ primer ซ่ึงปฏิกิริยาจะเกิดได้เร็วมาก ประมาณ 100 nucleotide/วินาที การสร้าง 
DNA หรือการต่อ primer จะดำเนินไปจนสุดปลาย template จะเห็นว่า DNA ท้ัง 2 เส้นท่าหน้า 
ท่ีเป็น template จะเห็นว่า DNA ท้ัง 2 เส้นท่าหน้าท่ีเป็น template ได้ เม่ือส้ินสุด 1 รอบ (1 
cycle) จะได้ DNA เพ่ิมข ึ้น มาเป็น 2 คู่ ซ่ึงเม่ือนำมาเข้าสู่ cycle ท่ีสอง ก็จะได้ DNA template 
เป็น 4 เส้น ซ่ึงจะมีบริเวณให้ primer ท้ัง 2 ข้าง เข้าไป hybridize ได้ และเกิดการต่อสาย DNA
ใหม่ในช่วง extension ซ่ึงเม่ือจบรอบท่ี 2 ก็จะได้ DNA 4 คู่ ท่าเช่นน้ีต่อไปเร่ือยๆ  ก็จะได้ DNA 
เพ่ิมข้ึนเป็นแบบทวิคูณ (exponential) เช่นถ้าทำ ท รอบ ก็จะได้จำนวน DNA 2 คู่ ด้งรูปท่ี 2

--------------- -------------------  A

Cycle 1 i Denature and anneal primers_ — B
1 Primer extension ---- --------------0 รูปที 2 หส้กการ Polymerase Chain

Cycle 2 1 Denature and anneal p rim e rs
Reaction
A DNA ท่ีต้องทารlพิ่มจำนวนเป็น DNA_ D

เส้นค่_ —
1 Primer extension B แยก DNA ออกเป็นเส้นเดี่ยวต้วยความ

ร้อนสูง และทำให้เยนลงเพื่อท่ีจะให้ 
primer 1 และ 2 ไป anneal กับแต่ละ 
เส้น DNACycle 3 1 Denature and anneal primers_ —

c Taq polymerase จะสร้าง DNA ซึ่ง_ —
complementary กับ template— —

อ เข้ารอบท่ีสองของ PCR reaction_ —
1 Primer extension
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จากภาพจะเห็นได้ว่า DNA เส้นท่ีสร้างข้ึนใหม่ในรอบถัดๆ  ไปจะทำหน้าท่ีเป็น 
template ให้ primer เข้ามา anneal และเป็น substrate ของ Taq polmerase (product กลาย 
เป็น target) ซ่ึงมีลักษณะคล้ายปฏิกิริยาลูกโซ่ (Chain Reaction) จึงเรียกปฏิกิริยาของการเพ่ิม 
จำนวน DNA ในหลอดทดลองว่า "Polymerase Chain Reaction”<3)

เน่ืองจากวิธีการ PCR สามารถเพ่ิมจำนวน DNA ได้ไม่จำถัดจำนวน ด้งน้ัน DNA ด้ัง 
ด้น หรือ DNA ท่ีด้องการเพ่ิมจำนวน จึงเร่ิมจากจำนวนน้อยๆ  ได้ และไม่จำเป็นต้องแยก DNA 
ต้นแบบให้บริสุฑธก่อนเพราะว่า primer ท่ีใข้มีความจำเพาะกับ DNA เส้นท่ีต้องการจะเพ่ิม 
จำนวน ในปัจจุบันมีผู้ใช้ PCR ในการเพ่ิมจำนวน DNA จากเซลล์เพียง 1 เซลล์ใต้ แด่การเพ่ิม 
จำนวนของ DNA ก็มีขอบเขตจำกัดคือ ถ้าทำปฏิกิริยา PCR ไปหลายๆ  รอบ พบว่า product ใน 
รอบท้ายๆ  ไม่ไต้เพ่ิมแบบทวีคูณ (exponential) ในระยะน้ีเรืยกว่า amplification plateau ด้งรูป 
ท่ี 3

PCR product

รูปฑี 3 Amplification plateau

สาเหตุใหญ่ของการเกิด amplification plateau ก็คือ DNA ท่ีสร้างข้ึนมาใหม่ มี 
จำนวนมากจนกระท่ังมากกว่า primer และ Taq polymerase ท่ีมีอยู่ในปฏิกิริยา และในช่วง 
PCR cycle ท่ีให้ primer anneal กับ target จะทำให้ PCR product มา anneal ถันเอง มากกว่า 
primer กับ target นอกจากน้ียังมีสาเหตุอ่ืนเช่น dNTP และ primers หมดไปจากปฏิกิริยา Taq 
polymerase ถูก inactivate (half life ของเอ็นซัยม์ท่ี 94°c ประมาณ 40 นาที)14') เป็นต้น
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PCR มีความจำเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) สูงมาก เพราะ
1. เป็นคุณสมบัติของ oligodeoxynucle-otide (primer) ท่ีสามารถจะจับกับ 

nucleic acid ที complementary อย่าง specific ถ้าอุณหภูมิเหมาะสม (annealing 
temperature) oligodeoxy-nucleotide จะจับกับ nucleic acid sequence ทีมีการเรียงตัวของ 
เบส complementary กัน 100% เท่านน (perfect match) oligonucleotide จะสามารถแยกจับ 
กับ target DNA ได้ดีท้ังๆ  ท่ี target DNA ก็มีลักษณะคล้ายกันกับ DNA sequence อ่ืนๆ  ท่ีมีอยู่ 
ใน DNA ท้ังหมด และการ bind เกิดข้ึนได้รวดเร็วมากใช้เวลาประมาณ 1/1000 วินาที<5>

2. เป็น Compound action โดย primer ท้ัง 2 เส้น เช้าไปจับกับ DNA 2 เส้น และ 
หันปลายด้าน 3’ เช้าหากันเพ่ือให้เกิดการต่อสายท้ัง 2 เส้นของ primer แล้วทำให้เกิดการเพ่ิม 
จำนวนของ product โดยท่ีเอ็น1ซัยม์ Taq polymerase ทำงานได้รวดเร็วมาก คือสามารถสร้าง 
DNA ด้วยอัดราเร็ว 100-140 nucleotides ต่อ 1 วินาที

3. คุณสมบัติของปฏิกิริยาลูกโซ่ (Chain Reaction) DNA เส้นท่ีสร้างใหม่จะทำ 
หน้าท่ีเป็น target ในรอบต่อๆ  ไปของ PCR จึงทำให้เกิดการเพ่ิมข้ึนเป็นทวีคูณของ product 
เทียบได้กับปฏิกิริยาลูกโซ่ของระเบิดนิวเคลียร์

ด้งน้ันเราสามารถเพ่ิมจำนวน DNA จากท่ีมีอยู่ไม่ก่ี copy ให้เป็นล้านๆ  copy ได้ภาย 
ใน 2-3 ช่ัวโมง

Component of PCR amplification
ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วยส่วนประกอบต่างๆ  ดังน้ี
1. DNA Sample (จากส่ิงด้วอย่าง เช่น DNA จากเชลล์, serum เป็นด้น)
2. Oligonucleotide primer (ต้องสร้างด้วยเครือง oligonucleotide synthesizer)
3. Deoxynucleotide triphosphate (มีจำหน่ายเป็น dNTP สำเร็จรูป)
4. Buffer ท่ีเหมาะสม (supply มาพร้อมกับเอ็นชัยม์) และ cation เช่น Mg2+
5. Taq DNA polymerase
จากน้ันน่าไปผ่าน cycle ของ heating และ cooling จนกระท้ังปริมาณ DNA เพ่ิม 

จำนวนได้ตามท่ีต้องการ แด่ในทางปฎิบ้ดแล้วจะพบว่าค่อนข้างยุ่งยากและซับซ้อน ต้อง'ใช้ผู้มี 
ประสบการณ์และมีความชำนาญพอสมควร ท้ังน้ีเน่ืองจากมีส่วนประกอบหลายอย่าง (factors) 
เข้ามาเก่ียวช้อง ซ่ึงถ้าจะทำ PCR ให้1ดัผลดีควรคำนึงถึง factors ท่ีเก่ียวข้องกับ efficiency 
และ specificity ของ PCR ด้วย
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Optimization of PCR
1. Standard reaction โดยท่ัวไปปริมาตรของ PCR reaction นิยมทำกันท่ี 50 นเ 

หรือ 100 น! แต่อาจจะน้อยกว่าน้ีก็ได ้ (10-25 น!) นอกจากต้องมี sample DNA แล้ว จะต้องมี 
50 mM KOI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4 ท่ีอุณหภูมิห้อง), 1.5 ทาM MgCI2, 0.25 uM ของ 

primer แต่ละตัว, 200 uM ของ deoxynucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) และ 1-2.5 unit ของ Taq polymerase สำหรับ standard reaction อาจปรับเปลียน'ไต้ 
ตามความเหมาะสมกับการนำไปใช้งาน

2. การเสือก primer primer จะเป็นส่วนสำคัญท่ีสุดท่ีจะเป็นตัวกำหนดว่าการ 
เพ่ิมจำนวน DNA จะประสบผลสำเร็จหรือล้มเหลว ตังน้ันจึงจำเป็นต้องเลือก primer โดยมีหล้ก 
การตังน้ี

2.1 เลือก primer ท่ีมีการกระจายตัวของ base ต่างๆ  เหมือนกันกับ 
sequence ทีเราจะเพิมจำนวนหลืกเลียง primer ทีมี polypurines หรือ polyrimidine และควรมี 
GC content ประมาณ 50% ข้ึนไป

2.2 หลีกเลียง primer ฑีจะเกิด secondary structure เช่น hairpin และความ 
ยาว primer ควรมีขนาดยาว 17-30 nucleotides

2.3 หลีกเล่ียง primer ท่ีจะทำให้เกิด primer dimer โดย primer ท่ัง 2 เส้น จะ 
ต้องไม่มีปลายต้าน 3’ complementary กัน

ในปัจจุบันมี program computer สำหรับใช้เลือก primer หลาย program เช่น 
Oligo® หรือเลือก primer ผ่านทาง Internet เช่น โปรแกรม primer 3 (http://www-qenome- 
wi.mit.edu) เราสามารถตัง parameter ต่างๆ  แล้วให้ program กำหนด primer ให้ แต่อย่างไรก็ 
ดี primer ท่ีไต้มาจะต้องลองใช่ในปฏิกิริยา PCR ดูก่อน จึงจะบอกไต้ว่าเป็น primer ท่ีเหมาะสม

3 .  PCR buffer ความเ ข ้ม ข้นของ MgCI2 มีผลต่อปฏิกิริยา PCR มาก ท่ังในแง่ 
ความจำเพาะของปฏิกิริยา และผลท่ีไต้ (yield) โดยท่ัวไปความเข้มข้นท่ีเหมาะสม คือ 1.5 mM 
(เปล่ียนแปลงไต้ต้ังแต่ 1-4 mM) พบว่า ถ้า Mg2+ น้อยเกินไปจะทำให้โต้ผลผลิต (yield) น้อยลง 
นอกจากน้ีบังอาจเติม co-factors อ่ืนๆ  ลงไป เช่น DMSO, glycerol, formamide ซ่ึงบางคร้ังพบ 
ว่าช่วยทำให้ yield หรือ specificity ของ PCR ดีข้ึน(7)

http://www-qenome-wi.mit.edu
http://www-qenome-wi.mit.edu


11

4. Present of Inhibitor บางครั้งพบว่า PCR แล ้วไม ่ได ้ product ตามต้องการ 

คือไม ่พบ PCR แล ้วไม ่ได ้ product ดามต้องการ คือไม่พบ product เลย อาจเนื่องจากมี 
inh ib ito r ปนมาใน DNA sample inhib itor พวกน ี้จะข ัดขวางการทำงานของ Taq polymerase  

เท ่าท ี่ฑราบก็ค ือ heparin, รอ ร , porphyrin นอกจากนี้ย ังมี inh ib ito r อื่นๆ ท ี่ย ังไม่ทราบแน่นอน  
อ ีกเป ็นจำนวนมาก ซึ่งส ่วนมากจะเป็นโปรตีนที่ด ิดมากับ DNA ta rge t(8)

5 . P C R  T h e rm a l p r o f i le  การทำ PCR ทำไดโดยการอุ่น PCR reaction ใน 
เครือง thermal cycler ทีด้งโปรแกรมไว่ให้มีการ dénaturation, annealing และ extension โดย 
ท่ัวไปอุณหภูมิท่ีทำให้ DNA เส้นคู่แยกสายออกเป็นเส้นเด่ียวจะอยู่ท่ี 90-95°C และอุณหภูมิท่ีจะ 
ให้ primer เข้าไป anneal อยู่ที 40-60 °c (ถ้าน้อยเกินไปจะเกิด non specific binding ถ้าสูง 
เกินไป primer จะไม่ anneal) และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับ extension คือ 70-75 ๐C สำหรับ 
เวลาในแด่ละข้ันดอนข้ึนอยู่กับความยาวของ DNA target โดยท่ัวไป 1 นาที สำหรับ 1 kilobase 
ถ้าเป็นเคร่ือง DNA thermal cycler ในปัจจุบัน (ค.ศ.1997) ประกอบกับการใช้หลอดทดลองท่ี 
บางมาก ทำให้สามารถลดเวลาของการ incubate ในแด่ละข้ันตอนลงได้ นิยมใช้ท่ี 20-30 วินาที

6. แหล่งท่ีมาของ DNA ท่ีใช้ PCR
DNA ท่ีใช้ในปฏิกิริยา PCR ไม่จำเป็นต้องบริสุฑธ้ี คือไม่จำเป็นต้องแยกให้ 

บริสุ'ทธ1จากส่ิงอ่ืนๆ  คงเป็น DNA ท่ีได้จากการทำให้เซลล์และนิวเคลียสแดกออก และมีจำนวน 
เพียงเล็กน้อยก็ได้ DNA จากเซลล์เด่ียว (single cell)(9>, DNA จากรากผม (hair)(10> หรือ DNA 
จากหยดเลือดเพียงเล็กน้อย01, DNA เป็น macromolecule ท่ีมีความดงทนมากถ้าไม่ถูกย่อย 
โดย nuclease แม้จะต้มให้ร้อนก็ไม่เสียสภาพและคงสภาพอยู่ได้หลายๆ  ปี ถ้าอยู่ในสภาวะท่ี 
เหมาะสม ได้มีผู้ใช้ DNA จากแหล่งต่างๆ  ท่ีไม่น่าจะเป็นไปได้ เช่น DNA จาก tissue ท่ีอยู่ใน 
paraffin block(12) DNA จากหนังสัตว์ท่ีสูญพันธ์ไปนานแล้ว แด่เก็บหนังไว้ในพิพิธภัณฑ์03,, 
DNA ของ mammoth ท่ีได้จากซากในน้ีาแข็งอายุหลายหม่ืนปี04,, DNA ของมัมม่ีท่ีมีอายุหลาย 
พันปี05, เป็นด้น สามารถนำมาขยายเพ่ิมจำนวนได้โดยวิธี PCR

7. การเพ่ิมความจำเพาะ (specificity) ให้ปฏิกิริยา PCR
การเพ ิ่มความจำเพาะของปฏ ิก ิร ิยานอกจากจะทำได ้โดยการเพ ิ่มอ ุณหภ ูม ิของ  

annealing เพีอให้ primer จับได้กับ target ที match ก ันจริงๆ , การลดจำนวน Mg2 1 ปริมาณ
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ของI อ็นซัยม์, เวลาท ีให ้ primer เข ้าไป anneal (annealing time) และจำนวนรอบ (cycle) ยัง 

ช่วยให ้ปฏ ิก ิร ิยา PCR ม ีความจำเพาะมากขึ้น ค ือเพ ิ่มจำนวนเฉพาะ ta rge t DNA ไม ่เพ ิ่มจำนวน  
DNA ส่วนอื่นๆ ท ี่ไม ่ต ้องการได ้ม ีว ิธ ีการใหม ่ๆ ท ี่ช ่วยเพ ิ่มความจำเพาะคือ

7.1 Hot Start PCR

ความหมายของวิธีการก็คือให้ปฏิกิริยา PCR เร่ิมทำงานท่ีอุณหภูมิสูงๆ  
ท้ังน้ีเน่ืองจาก Taq polymerase สามารถทำงานสร้าง DNA ท่ีอุณหภูมิต่ําๆ  ไต้ด้วย เช่น ท่ี 
อุณหภูมิห้อง แต่จะทำงานไต้ข้าลง ต้งน้ีนในช่วงท่ีผสม reaction ซ่ึงโดยมากทำท่ีอุณหภูมิห้อง 
หรือในช่วงต้นๆ  ท่ีอุณหภูมิของเคร่ือง thermal cycler กำลังข้ึนไปท่ี denature temperature 
ช่วงนี primer อาจจะเข้าไป anneal กับ DNA อย่างไม่จำเพาะ (non specific binding) ซึงเอ็น 
ชัยม์ก็จะต่อปลาย primer ไปแล้วและถ้าบังเอิญการเข้าไป anneal เกิดข้ึนท้ังสองสายของ DNA 
และ primer ห้นปลายต้าน 3' เข้าหากัน ก็จะเกิดการเพ่ิมจำนวนช้ินส่วน DNA ก่อนทีจะเกิด 
specific product ซ่ึงในรอบต่อๆ  ไปของ PCR non specific product จะเพ่ิมแบบทวีคูณ เพราะ 
หัวและท้ายของ non specific product จะมีส่วนที complementary กับ primer ด้งน'น จึงเปีน 
target ท่ีดี'ในรอบต่อๆ  ไปของปฏิกิริยา PCR วิธีปองกันไม่ให้ Taq polymerase ทำงานในขณะ 
ท่ีอุณหภูมิของปฏิกิริยายังไม่เหมาะสมก็คือ ยังไม่เติมส่ิงท่ีจำเป็นต้วใดต้วหน่ึงในปฏิกิริยา (เอ็น 
ชัยม์, dNTP, target DNA, Mg2+) ลงไปก่อนท่ีอุณหภูมิของปฏิกิริยาจะสูงดามท่ีกำหนดเช่น 
70°c วิธีการนอกจากจะเปิดฝาหลอดเพ่ือเติมส่ิงท่ีขาดลงไปแล้ว ยังทำไต้โดยใช้ wax เป็นตัวกัน 
ระหว่างเอ็นชัยม์และปฏิกิริยา ซ่ึง wax จะละลายเม่ืออุณหภูมิสูงประมาณ 70 ๐C ทำให้เอ็นชัยม์ 
สามารถลงไปผสมกับปฏิกิริยาท่ีเหลือไต้หรืออาจจะใช้ antibody ต่อ Taq polymerase โดยใส่ 
ทุกอย่างท่ีปฏิกิริยา PCR ต้องมีลงในหลอดทดลองพร้อมกับใส่ antibody ต่อ Taq polymerase 
antibody จะไปจับกับเอ็นชัยมใว้ เม่ืออุณหภูมิสูง ซ่ึง antibody จะเสียสภาพไป เอ็นชัยม์ Taq 
polymerase ซ่ึงไม่เสียสภาพในอุณหภูมิสูงๆ  ก็จะทำงานไต้ตามปกติ (16)

7.2 Secondary PCR with nested prim er or Nested PCR

เป็นอีกวิธีการหน่ึงท่ีจะเพ่ิมความจำเพาะของปฏิกิริยา PCR โดยการทำ 
PCR ซ้ําอีกคร้ังแต่ใช้ primer อีกคู่ซ่ึงไม่ใช่คู่เติม แต่มีตำแหน่งของการ anneal บน Target 
DNA อยู่ถัดเช้ามาจากตำแหน่งของ primer คู่นอก07) ดังน้ัน ถ้า primer คู่นอกขยายเพ่ิมจำนวน 
DNA มาแบบ non specific ซ่ึงไม่ใช่ target DNA จริง เม่ือเอา product มาทำ PCR ซ้ําโดยใช้ 
primer คู่ในก็จะไม่มี specific sequence ให้ primer คู่ในเข้าไป anneal วิธีการนีแม้ว่าการทำ 
PCR ในครังแรกจะมี non specific amplification ด้วยแด่ primer คู่ในจะเพมจำนวนเฉพาะ 
specific sequence วิธี Nested PCR นอกจากจะเพ่ิมความจำเพาะคล้ายๆ  กับ วิธีการวิเคราะห์
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PCR product ด้วย probe hybridization แล้วยังเพิมความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา PCR 
อีก ประมาณ 103 เท่า เพราะบางคร้ังถ้า target DNA มีน้อยมากเซ่น single cell ท่า PCR คร้ัง 
เดียว อาจไม่เห็น product ด้วยวิธี gel electrophoresis และ ethidium bromide staining ต้อง 
ท่า product ข้อเสียของการท่า nested PCR คือจะต้องเปีดหลอดเพ่ือเอา product จาก PCR 
คร้ังแรกมาเป็น target ของ nested PCR การเปิดฝาหลอดจะเส่ียงต่อการปนเปีอนด้วย DNA 
อ่ืนๆ  หรือ PCR product เอง ซ่ึงเคยขยายเพ่ิมจำนวนไว้คร้ังก่อนๆ  จึงได้มีวิธีการ nested โดย 
ไม่ต้องเปิดฝาหลอดโดยการใส่ primer ท้ังคู่นอกและคู่ในลงไปในหลอดพร้อมๆ  กัน แต่ primer 
ทังสองคู่จะออกแบบให้มี annealing temperature ต่างกัน ให้ primer คู่นอกมี annealing 
temperature สูงกว่า primer คู่ใน ในการท่า PCR คร้งแรกจะด้ง annealing temperature ไว้สูง 
primer คู่ในจะไม่สามารถไปจับกับ target ได้เม่ือท่าไปได้ 20-30 รอบ กิลด annealing 
temperature ลงเพ่ือให้ primer คู่ในเข้าไปจับกับ target ท่าต่ออีก 20-30 รอบพร้อมกับลด 
denature temperature ลงเพ่ือไม่ให้ product จาก PCR คร้ังแรกแยกเป็นสายเด่ียว เพ่ือเป็น 
target ของ primer ค ู่นอก ว ิธ ีการน ีเ ร ืยก “drop-in, drop-out nested priming”<16)

Detection and analysis of PCR product
ผลผลิตจาก PCR หรือเรียกว่า amplicon กิคือ DNA fragment ท่ีมีความยาวท่ีถูก 

กำหนดโดยระยะห่างของ primers วิธีท่ีจะตรวจสอบว่ามี PCR product เกิดข้ึนหรือไม่ท่าได้ 
หลายวิธี ในดารางท่ี 1) วิธีท่ีง่ายท่ีสุดและนิยมใช้มากท่ีสุดคือ agarose gel electrophoresis 
หรือ polyacrylamide gel electrophoresis จากน้นยัอมสีด้วยสารเรืองแสง ethidium bromide 
ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีสามารถแทรกด้วอยู่ใน DNA strand ซ่ึงถ้าเอา agarose gel ไปส่งด้วยแสง UV 
จากเคร่ือง ultraviolet transilluminator กิท่าให้สามารถมองเห็นแถบของ DNA ใน gel ได้ หรือ 
อาจย้อมสี silver stain กิได้ และสามารถบันทึกผลด้วยการถ่ายภาพเก็บไว้ ขนาดของ PCR 
product จะทราบได้จากการท่ีใส่ DNA size marker ลงไปในหสุมของวุ้นข้างๆ  กับ PCR 
product และท่า electrophoresis พร้อม ๆ  กัน
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ตารางท่ี 2.1 วิธีการตรวจสอบ PCR product

Detection method Visualization
Agarose gel and/or Ethidium bromide stainning (UV
polyacrylamide gel transilluminator, image analyzer)
electrophoresis Southern blotting (hybridization with

labeled probe) Silver staining
Restriction endonuclease Agarose or polyacrylamide gel
Dot blots Hybridization with labeled prbe (e.g.ASOs)
Fligh-pressure liquid UV detection
chromatography
ELISA Labeled probe and enzymatic detection
Direct sequencing Radioactive or fluorescent-based DNA

sequencing

การยืนยันผลของ PCR product ทำไดโดยการทำ Southern blot hybridization 
หรือ dot blot hybridization แล้วใช้ radioactive หรือ non radioactive probe ก็ได้ นอกจากนี 
การใช้ restriction enzyme ตัด PCR product ก็สามารถนำมาใช้ confirm product ได้ ถ้าทราบ 
restriction map ของ DNA fragment น้น วิธีนีเรียก Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP)

PCR contamination และการป้องก้น,18,
เน่ืองจาก PCR เป็นวิธีการท่ีมี sensitivity สูงมาก ด้งน้ันจึงมีโอกาสท่ีจะเกิดผลบวก 

ปลอมได้ (false positive) แหล่งท่ีมา1ของส่ิงปนเปีอนท่ีสำคัญท่ีสุดคือ PCR product เอง ซ่ึงถ้ามี 
ปนอยู่ใน PCR reaction ก็จะถูกขยายเพ่ิมจำนวนข้ึน โดยท่ีไม่มี target DNA อยู่ เพราะปลาย 
ท้ัง 2 ช้างของ PCR product จะเป็นส่วนท่ี primer เช้าไป anneal ได้ ท่ีมาของส่ิงปนเปีอนอาจ 
จะมาจากเคร่ืองมีอท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการท่ีเกิดการปนเปีอน PCR product โดยมากจะเป็น 
automatic pipette ท่ีใช้ในการ extract DNA sample หรือใช้ผสม PCR reaction หรือแม้แต่ผู้ 
ปฏิบัติงานเองอาจจะเป็นแหล่งของส่ิงปนเปีอนได้ การป้องกันการทำได้หลายวิธี อาจใช้เพียง 
วิจารณญาณของผู้ปฏิบัติงานก็สามารถป้องกันได้เช่นการป้องกัน PCR product ท่ีเราขยายเพ่ิม
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จำนวนขึ้นมามากๆ ไม่ให้ไปปนเปีอนอยู่ตามที่ต่างๆ ได ้ โดยการเปลี่ยนถุงมือบ่อยๆ แยก 
บริเวณการ detect PCR product และป้องกันไม่ให้ PCR product จากบริเวณนี้!ปปนเปีอนอยู่ 
ตามท ี่ต ่างๆ  ในห ้องปฏ ิบ ัต ิการ ว ิธ ีการป ้องก ันบางว ิธ ีม ีการดำเน ิน เป ็นข ั้นตอน มีแบบ 
Polymerase Chain Reaction แผนการปฏิบัติทีแน่,ซัด

การป้องกัน PCR contamination
1. ใช้ Uracil N-glycosylase (UNG) เป็นเอ็นซัยบัท่ีใช้ทำลาย PCR product ก่อน 

ทีจะเริม PCR cycling โดยทีในช่วง amplify DNA ใช้ dUTP ใน PCR reaction แทน dTTP( 9)
2. uv irradiation ใช้แสง UV กับ PCR reaction mixture เพ่ือเป็นการทำลาย 

amplicon ก่อนท่ีจะเติม DNA target นอกจากน้ีบังใช้ UV ทำลาย DNA ท่ีปนเปีอนอยู่ท่ัวไปดาม 
ท่ีต่างๆ  โดยใช้หลักท่ีว่า DNA จะถูกทำลายได1โดยแสง UV จนไม่สามารถเป็น target DNA ได้

3. การแยกบริเวณของการทำ PCR ออกเป็นส่วนๆ  ได้แก่
Pre-amplification area ใช้สำหรับการเตรียม PCR reaction mixture 
Amplification area ใช้บริเวณน้ีสำหรับ extract DNA และทำ PCR 
Post-amplification area ใช้สำหรับการ detect PCR product ด้วยวิธีการ 
ต่างๆ
เคร่ืองมือ เช่น pipette จะต้องแยกชุดกัน

4. PCR reagents ต่างๆ  ควรแบ่งไว้เป็นหลอดเล็กๆ  และใช้แล้วท้ิง อุปกรณ์สน 
เปลืองต่างๆ  เซ่น microtube, pipette tip ต้อง steriled หรือ autoclaved ถ้าเป็นไปได้ควรใช้ 
positive displacement pipette หรือใช้ filtered pipette tip

5. แหล่งท่ีมาท่ีสำคัญท่ีสุดคือ PCR product ท่ีเกิดจากการขยายเพ่ิมจำนวนไว้ 
ก่อน ในการทำ PCR คร้ังก่อน หรือ DNA จาก positive control ด้งน้ันผู้ปฏิบัดงานจะต้องใช้ 
ความระบัดระวังในการป้องกันไม่ให้ PCR product กลับมาปนเปีอน'โน PCR reaction คร้ังใหม่ 
ได้การใช้ positive control ควร1ใช้'ท่ีมีปริมาณ DNA น้อยๆ

6. ต้องทำ positive control และ negative control ไปด้วยเสมอเป็นการ validate 
PCR reaction และเป็นการทดสอบการปนเปีอนของ PCR reagent ไปด้วย
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PCR Strategies
วิธีการ PCR สามารถนำมาใช้ในงานวิจัยและทางการแพฑย๎ได้มาก โดยท่ีจะต้องมี 

การปรับเปล่ียนวิธีการ PCR ปกติเล็กน้อยเพ่ือประโยชน์ในการนำมาใช้งานของแต่ละด้าน ตัว 
อย่างของยุทธวิธี ในการปรับเปล่ียน PCR และนำใปประยุกต์ใช้

Reverse-Transcriptase PCR
ตามปกติ PCR เป็นวิธีการขยายเพ่ิมจำนวนของ DNA แด่ถ้า nucleic acid ท่ี 

ต้องการเพ่ิมจำนวนเป็น RNA เช่น viral RNA หรือ messenger RNA ก็สามารถเพ่ิมจำนวนได้ 
โดยวิธี PCR โดยการเปล่ียน target RNA ให้เปล่ียน cDNA ก่อนด้วยเอ็นซัยม์ reverse 
transcriptase และใช้ primer ที anneal กับ 3’-end ของ RNA หรือใช้ oligo dT เป็น primer 
สำหรับ messenger RNA หลังจากได้ cDNA จึงทำ PCR ดามปกติ วิธีการน้ีสามารถนำมาใช้ใน 
การศึกษาหรือวินิจฉัย RNA virus และศึกษา messenger RNA ในเซลลัใตั20)

Inverse or Inside-out PCR
ตามปกติถ้าจะขยายเพ่ิมจำนวน DNA fragment จะต้องทราบการเรียงตัวของเบส 

เพ่ือนำมาใช้เป็นข้อมูลในการสร้าง primer แด่ด้วยวิธีการ PCR เราอาจเพ่ิมจำนวน DNA ช้ินท่ี 
ยังไม่ทราบลำดับการเรียงตัวของเบสก็ได้ โดยสร้าง primer ให้ complementary กันแล้วต่อเช้า 
กับ ช้ิน DNA จากน้ัน DNA ช้ินน้ันให้เป็นวง (circularized) แล้วใช้ primer ท่ีห้น ปลายด้าน 3' 
ออจากกันไปเพ่ิมจำนวน DNA ท่ีไม่ทราบ sequence ได้ใช้ประโยชน์ในการศึกษาช้ิน DNA ท่ี 
เคล่ือนย้ายได้ภายใน genome (transposable element) หรือศึกษาการ integrate ของ 
retrovirus เช้าไปใน genome ของ host(2 1

การตรวจหาเซ้ีอก่อโรค
ในปัจจุบันน้ี ลำดับนิวคลีโอไฑด์ของยีนส่วนใหญ่ในเช้ือก่อโรคไม่ว่าจะเป็นโปรโตซัว 

หนอนพยาธิ แบคทีเรีย ไวรัส มิได้เป็นความลับอีกต่อไป จึงนำไปสู่การที,เราสามารถจะเลือกหา 
ลำตับของนิวคลีโอไฑด์ท่ีจะใช้ในการสังเคราะหํไพรเมอร์ท่ีมีความจำเพาะต่อดีเอ็นเอของเช้ือก่อ 
โรคแด่ละชนิดน้ันได้ เทคนิค PCR นอกจากจะใช้ในการบ่งบอกถึงการพบหรือไม่พบเช้ือก่อโรค 
ท่ีสงสัยในส่ิงส่งตรวจแล้ว ยังสามารถใช้ในการศึกษาถึงสายพันธุของเช้ือท่ีด้ีอต่อยาท่ีใช่ในการ 
รักษาและสายพันธุของเช้ือท่ีมีความรุนแรงมากดลอดจนการบอกได้ถึงการติดเช้ือสายพันธุเติม 
อีกคร้ัง เน่ืองจากการรักษาคร้ังท่ีผ่านมาไม่ประสบผลสำเร็จ เป็นด้น ส่ิงส่งตรวจอาจุได้มาจากคน
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ไข้ ซ่ึงเป็นได้ท้ังเลือด ปัสสาวะ อุจจาระ หนอง เสมหะ และช้ืนเน้ือท่ีตัดมาจากคนไข้ โดยช้ืนอยู่ 
กับชนิดของเช้ือและตำแหน่งของการติดเช้ือ นอกจากน้ีแล้ว ส่ิงส่งตรวจอาจเป็นอาหารและ 
เคร่ืองด่ืม ดลอดจนน้ําดามแหล่งน้ืาธรรมชาติในบริเวณท่ีสงสัยว่าเป็นแหล่งท่ีมีเช้ือก่อโรค ย่ิงไป 
กว่าน้ันเทคนิค PCR ยังมีบทบาทในการหาสาเหตุท่ีเช้ือก่อโรคบางชนิดไม่สามารถทการป้องกัน 
ได้โดยการใช้วัคซีน ตัวอย่างเช่น พบว่า เช้ือมาเลเรียส่วนใหญ่มีการเปล่ียนแปลงชนิดของกรด 
อะมิโนของโรดีนท่ีเป็นเป้าหมายของการทำวัคซีนตลอดเวลา โดยเกิดจากการมีมิวเดซ่ันท่ีเบสใด 
เบสหน่ึงในยีนของโปรตีนน้ัน ส่งผลให้กรดอะมิโนบางชนิดเปล่ียนแปลงไป การตรวจวิเคราะห์ 
เช้ือมาเลเรียสายพันธุท่ีมีการกลายพันธุของขีนตังกล่าว สามารถทำได้โดยการเพ่ิมจำนวนดีเอ็น 
เอของขีนท่ีสร้างโปรตีนเป้าหมายและนำมาทำไฮบริไดเซซ่ันกับดีเอ็นเอติดตามท่ีมีความจำเพาะ 
กับสายพันธุท่ีเปล่ียนไป

ใช้ PCR ในการ engineer DNA
PCR สามารถนำมาใช้ดกแต่งหรือเพ่ิม sequence ให้กับ DNA fragment เพ่ือใช่ใน 

การวิเคราะห์หรือวิจัยต่างๆ  ได้เป็นอย่างตีและทำได้รวดเร็วเช่นถ้าต้องการใส่ restriction site 
sequence เข้าไปใน DNA fragment ก็ทำได้โดยการใส่ restriction site เข้าไปใน primer โดยมี 
หลักว่า ปลายด้าน 5’ ของ primer ไม่มีความสำคัญมากในปฏิกิริยา PCR เท่ากับปลายด้าน 3' 
ซ่ึงเป็นด้านท่ีจะเกิดการต่อสาย DNA ช้ืน ตังน้ันถ้าเอา restriction sequence ไปใส่ไว้ท่ีปลาย 
ด้าน 5’ ของ primer แม้จะเข้ากันไม่ได้กับ target sequence ก็จะมีผลต่อปฏิกิริยา PCR เพียง 
เล็กน้อย ในขณะท่ีทำปฏิกิริยา PCR restriction sequence ก็จะถกสร้างช้ืนพร้อมกับ PCR 
product วิธีการน้ืมีประโยชน์มากในการใส่ sequence ท่ีไม่เคยมีใน target DNA ลงไปอยู่ใน 
DNA ได ้(22) นอกจากน้ืยังใช่ในการติดฉลาก (label) DNA ท่ีเพ่ิมจำนวนได้ โดยการใส่ Biotin, สี 
เรืองแสง, nucleotide ท่ีติดฉลากด้วยสารกัมม้นตภาพรังสีลงใน PCR product นอก'จากน้ียัง'ใช้ 
ในการทำให้เกิดการกลายพันธุบนเส้น DNA ได้ด้วย (site-directed ทานtagenesis)<23>

การใช้ PCR ในการหาลำดับการเรียงตัวของเบส
วิธีการ PCR สามารถนำมาใช่ในการเตรียม DNA template ให้ได้จำนวนมากและ 

บริสุฑช้ืโดยไม่มี DNA sequence อ่ืนๆ  ปะปน ทำให้นำมาเป็นด้นแบบในการ sequence ด้วย 
วิธีปกติได้ง่าย นอกจากนีอาจใช้ PCR ร่วมกับวิธี Chain termination dideoxy sequencing ทำ 
ให้สามารถหาลำตับการเรียงตัวของเบสของ PCR product ได้โดยตรง และ'รวดเร็ว1(24) ใน
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ปัจจุบันมีเครื่องสำหรับหาลำดับการเรียงตัวของเบสโดยอัตโนมัติ และใช้หลักการของ PCR ทำ 
ให้การหาลำดับการเรียงตัวของเบสไม่ใช่เรื่องยุ่งยากอีกต่อไป

การใช้PCRในการตรวจหาการกลายพันธุ (mutation)
ในการตรวจหาการกลายพันธุ หรือความแตกต่างของ nucleotide บริเวณหน่ึงๆ  บน 

เส้น DNA ทำได้ง่ายโดยใช้เทคนิค PCR ซ่ึงวิธีการจะทำได้หลายวิธี เช่น ออกแบบ primer ให้ 
ปลายด้าน 3’ match กับ wild type ดังนัน primer wild type จะไม่สามารถ amplified mutant 
sequence ได้<25) แต่ในขณ ะเดียวกัน primer ที match กับ mutant จะสามารถ amplified 
mutant sequence ได้ หรืออาจใช้วิธี Amplification created restriction site โดยการออกแบบ 
primer ให้เป็น recognition sequence ของ restriction enzyme ซ่ึงจะยังไม่สมบูรณ์ primer ให้ 
เป็น recognition sequence ของ restriction enzyme ซ่ึงจะยังไม่สมบูรณ์ primer ใน amplify 
wild type หรือ mutant จะทำให้ restriction site สมบูรณ์ และถูกดัดได้ด้วยเอ็นซัยม์ ท่ีกล่าวมา 
จะเป็นวิธีการหา mutation ท่ีทราบแน่นอนว่าเปล่ียนแปลงอย่างไร,261 ถ้ายังไม่ทราบว่ามี 
mutation เกิดหรือไม่ก็ใช้ PCR ตรวจสอบได้ โดยวิธีใช้ PCR ร่วมกับการ sequencing หรือการ 
ใช้ PCR ร่วมกับ denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)t27) ซึงอาศัยหลักของการ 
เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าของ DNA ท่ีมีความแตกต่างกันเพียง 1 base ก็จะเคล่ือนไปในตำแหน่ง 
ต่างกัน

การตรวจวิเคราะห์หามิวเตซั่นซึ่งเป็นสาเหตุของโรคพันธุกรรม
การตรวจหามิวเดชนน้ีสามารถทำได้'ท้ัง'ในผู้ป่วยผู้ท่ีเป็นพาหะ ทารกในครรภ์ และตัว 

อ่อนเอ็มบริโอ โดยส่ิงส่งตรวจของผู้ป่วยและผู้ท่ีเป็นพาหะเป็นได้ท้ังเซลล์เม็ดเลือดขาวหรือช้ิน 
เน้ีอท่ีทำการดัดออกมา ในกรณีท่ีวิเคราะห์ทารกในครรภ์ หากอายุครรภ์ใม่มากนัก นิยมวิธีการ 
ตรวจจากเชลล์คอริโอนิก วิลลัส (chorionic villus) ของตัวอ่อนเอ็มบรัโอ1ซ่ึงพบ1ในนาคร่ํา แต่หาก 
อายุครรภ์มาก นิยมทำการตรวจเลือดจากสายสะดือของทารกในครรภ์ วิธีการตรวจหาข้ึนอยู่กับ 
ว่ามิวเดช้ินน้ันเป็นชนิดท่ีเคยค้นพบมาก่อนแล้วในสมาชิกของครอบครัว หรือเป็นมิวเดซ่ันใหม่ท่ี 
ยังไม่ทราบชนิดมาก่อน

ในกรณีท่ีมิวเตช้ินน้ันได้เคยมีการตรวจวิเคราะห์ชนิดมาแล้ว การตรวจหามิวเตช้ินใน 
สมาชิกรายอ่ืนของครอบครัวหรือทารกในครรภ์ก็ทำได้ง่าย โดยการใช้เทคนิค PCR เพ่ิมจำนวน 
ของดีเอ็นเอในช่วงของยีนท่ีคาดว่ามีมิวเตช้ินเกิดข้ึน แล้วจึงทำการวิเคราะห์หาชนิดของมิวเดช้ิน
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ต่อด้วยเทคนิคต่าง  ๆ เซ่น หากมิวเตซั่นที่เกิดขึ้นทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงที่ตำแหน่งตัดของ 
เอนไชม์ต ัดจำเพาะกิจะใช้เทคนิค PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism) โดยมีหลักการว่า การหายไปหรือเพ ิ่มขึ้นของจุดตัดเอนไซม์ 
นั้น จะทำให้ดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มจำนวนโดย PCR เมื่อน่ามาทำการตัดด้วยเอนไซม์แล้ว จะ 
ให้ขึ้นด ีเอ ็นเอขนาดแดกต่างก้น ตังรูปที่ 4

รูปที่ 4 แสดงการตรวจวิเคราะห์ยีนที่ผิดปกติ โดยว ิธ ี PCR-RFLP

อย่างไรกิดามหากมิวเตซ่ันท่ีทราบชนิดน้ันไม่ได้เปล่ียนแปลงจุดตัดของเอนไซม์ อาจ 
จะใช้เทคนิคท่ีเรียกว่า ดอฑ บลอท ไฮบริไดเซข้ึน (dot biot hybridization) โดยการหยดดีเอ็นเอ 
ท่ีได้จากการทำ PCR ลงบนแผ่นเมมเบรนชนิดพิเศษ แล้วนำมาทำไฮบริไดเซข้ึนกับตัวติดตาม 
ซ่ึงส่วนมากเป็นดีเอ็นเอ (DNA probe) ท่ีมีความจำเพาะเจาะจงต่อลำตับของนิวคลีโอไทด์มาก 
จนสามารถท่ีจะบอกความแดกด่างเม่ือมีการเปล่ียนปลงของนิวคลีโอไฑด์เพียง 1 ตำแหน่งได้ตัง 
รูปท่ี 5 หรืออาจจะต้องใช้การหาลำตับของนิวคลีโอไฑด์ท่ีเปล่ียนไป โดยมีการติดฉลากนิวคลีโอ 
ไฑด์ตัวใดตัวหน่ึงในปฏิกิริยาด้วยสารรังสี แล้วอ่านลำดับนิวคลีโอไฑด์มีลักษณะคล้ายข้ันบันได 
หรืออาจจะใช้การติดฉลากด้วยสารเร่ืองแสงแทนสารรังสี แล้วจึงทำการหาลำตับนิวคลีโอไทด์ 
ด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ ซ่ึงจให้รูปแบบของลำดับนิวคลีโอไทด์ออกมามีลักษณะคล้ายสัญญาณคล่ืน 
เรียงต่อๆ  ก้น ตังรูปท่ี 6 ในบางกรณีมิวเตข้ึนชนิดท่ีมีนิวคลีโอไฑด์ขาดหายไป (deletion) หรือ 
มีนิวคลีโอไฑด์เกิน (insertion) อาจจะสามารถทำการตรวจได้ โดยการเปรียบเทียบระยะทาง
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การเคลื่อนท ี่ของด ีเอ ็นเอต ่างขนาดกันในวุ้นด ้วยกระแสไฟฟ ้า โดยระยะทางการเคลื่อนที่จะแปร 

ผกผ ันก ับขนาด (ความยาว) ของสายดีเอ็นเอ

O O O O O 0 0 ๐ 0 0

W ash ,  c lo s e  to Tm

/ (5*0 O O O O O 0^0.O
H y b r id i z a t io n  w i th  a l le le  
s p ec if ic  o l ig o n u c l e o t i d e

A u t o r a d i o g r a p h y

รูปที่ 5 แสดงการตรวจวิเคราะห์ย ีนท ี่ผ ิดปกติโดยวิธ ีดอท บลอฑ ไฮบร ิไดเชซ ั่น
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รูปที่ 6 แสดงรูปแบบของลำด้บนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ ็นเอโดยการติดฉลากด้วยสารรังส ี (ก) 

และโดยการติดฉลากด้วยสารเรืองแสง (ข)

ในกรณ ีท ี่ไม ่ทราบชน ิดของม ิวเดซ ั่น  การหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ท ี่เปล ี่ยนแปลงไปก  ็
เป ็นว ิธ ีหน ึ่งท ี่น ิยมทำก ัน  แต่ว่าค่อนข้างยาก ใช ้เวลารวมทั้งอาศ ัยความชำนาญของผู้ปฏ ิบ ัต ิการ 

เพราะต้องดรวจนิวคลีโอไทด์ท ุกด ้วในยีนท ี่ด ้องสงส ัย ในบางครั้งหากมิวเตร่ณเกิดในส่วนของอิน  
เตรอน (in tron ic sequence) ท ี่ม ีขนาดใหญ่และข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ส ่วนนื้ใม ่สมบูรณ ์ 

ส่งผลให้ม ิวเตร่ณอาจถูกมองข้ามไป ด ังน ั้นจ ึงน ิยมตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติโดยทางอ้อม โดย 

ตรวจการถ่ายทอดยีนท ี่ผ ิดปกติในครอบครัวท ี่ม ีสมาชิกอย่างน ้อย 1 ราย เป ็นโรคพันธุกรรมนั้น
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ด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ด ีเอ ็นเอลิงค ์เกจ (DNA linkage analysis) ซ ึ่งเป ็นการตรวจดูการถ ่าย  

ทอดส่วนของดีเอ ็นเอที่อย ู่ใกล้หรือภายในยีนที่ผ ิดปกติ การวิเคราะห์ด ีเอ ็นเอลิงค์เกจมิใช่การหา 
มิวเดช ั่นโดยตรง วิธ ีน ี้ทำโดยการใช้เทคนิค PCR เพ ิ่มจำนวนของดีเอ ็นเอบริเวณที่ม ีความหลาก  
หลายทางพ ันธ ุกรรม (DNA polymorphism ) ชนิดทีเร ียกว่า sho rt tandem  repeat (STR) 

po lym orph ism  กล่าวคือ ในจีโนมของคนเราจะมีล ักษณะชุดการซา  ๆ ก ันของลำด ับน ิวคลีโอไทค์ 
ที่ม ีขนาดสั้นๆ ประมาณ 2-4 น ิวคลีโอไทด ์ ดังรูปที่ 7 การท ี่สามารถใช้การวิเคราะห์ด ีเอ ็นเอลิงค  ์

เกจในการทำนายการถ ่ายทอดย ีนท ี่ผ ิดปกต ิในครอบครัวได ้น ั้น  เพราะย ีนท ี่ผ ิดปกต ิจะถ ูกถ ่าย  
ทอดไปพร้อมๆ ก ับล ักษณะความหลากหลายที่เป ็น STR (รูปที่ 8) อย ่างไรก ็ตามการวิเคราะห  ์

ต้องทำในครอบครัวท ี่สมาชิกคนใดคนหนึ่งเป ็นโรคกรรมพันธุอย่างแน ่ช ัด

-----er r  I I โ—โ-ไโ-น----
—— ÎIโrTHn~^nr-rTHTT~T~V—----

- ——e n  i I I I I I I I I ๆ~า~ B U  —

รปท ี่7 แสดงลักษณะของ STR ซึ่งเป็นความหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบไดีในประชากรปกติ

รปที่ 8 แสดงการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอลิงค์เกจโดยอาศัยความหลากหลายของ STR ในแด่ละ
ครอบครว
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Quantitative PCR
วิธีการ PCR สามารถนำมาใช้หาปริมาณของ DNA หรือ RNA target ไดโดยวิธีการ 

ท่ีเรียกว่า competitive PCR<28> โดยการใช้ competitor DNA ท่ีทราบปริมาณลงในปฏิกิริยา 
PCR ด้วย โดยการขยายเพ่ิมจำนวน unknown DNA พร้อมๆ  กินกับ competitor DNA ท่ีทราบ 
ปริมาณวิธีการน้ีนำมาใช้ศึกษาการ express ของยีนต่างๆ  ในเซลล์หรือหาปริมาณไวร้สต่างๆ  
จากเลือดผู้ป่วย (Viral load) เช่น HIV, HCV, และ H BV

เก Situ PCR
เปีนการเพ่ิมจำนวน DNA ในเชลล์แทนท่ีจะเพ่ิมจำนวนในหลอดทดลอง{29) วิธีการก็ 

คล้ายกับ PCR ในหลอดทดลอง แต่ทำใน tissue ท่ี fix อยู่บนสไลด์ โดยการเติม PCR reaction 
ลงบน tissue แล้วนำไปผ่าน Thermal Cycler ท่ีมี heat block พิเศษสำหรับสไลด์โดยการ 
cover reaction ไม่ให้ระเหยด้วย cover slip และ seal ขอบด้วยนำยาทาเล็บ ถ้า label primer 
■ ด้วยสารเรืองแสงก็สามารถจะตรวจสอบผลได้โดยกล้อง fluorescence วิธีน้ีเป็นการศึกษา 
ตำแหน่งของ target DNA ท่ีอยู่ในเซลล์ เช่นจะศึกษาว่าไวร้สท่ีเช้าไปในเซลล์ อยู่ส่วนไหนของ 
เซลล์

A r b i t r a r i l y  P r im e d  P C R  (A P -P C R )  ห ร ือ  R a n d o m  A m p l i f i e d  P o ly m o r p h ic  

D N A  (R A P D )

เป็นการใช้ PCR ในการทำ genome fingerprints จาก DNA ของ organisms ซึงไม่ 
ต้องทราบ sequence โดยที primer ทีสร้างมาจะมี sequence ทีมีส่'วนคล้ายกับ target จึง 
amplify ได้แต่เน่ืองจาก primer จะเช้าไป anneal หลายตำแหน่งจึงได้ PCR product จำนวน 
มากและถ้า organisms น้ี relate กันแต่มีการเรียงตัวของเบสต่างกันบางส่วน pattern ของ PCR 
product จะออกมาแดกต่างกันคล้าย fingerprints

สรุป วิธีการ PCR สามารถนำไปประยุกต์ใช้1ดในทางการแพทย์มากมาย เช่นการหา 
mutation ในโรคทางพันธุกรรม, การวินิจฉัยโรคมะเร็งบางชนิด เช่น การ detect หา 
Philadelphia chromosome ใน leukemia เป็นตัน การวินิจฉัยโรคติดเช้ือแทบฑุกชนิดไม่ว่าจะ 
เป็น แบคทีเรีย, ไวรัส, เช้ือรา หรือพยาธิ ก็สามารถใช้วิธี PCR มาช่วยในการวินิจฉัยได้ โดย 
เฉพาะถ้าการวินิจฉัยโรคน้ันๆ  ทำโดยวิธธรรมดาไม่ได้ หรือต้องใช้เวลานานในการตรวจวินิจฉัย 
เช่น ไวร้ส ต้องอาศัยวิธี culture ทำให้ทราบผลช้าอาจมีผลต่อการรักษาไดในทางนิติเวช PCR ก็
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นำไปประยุกด๎ใช้ในการพิสูจน์บุคคล หรือพิสูจน์ความเป็นพ่อ, แม่ได้โดยการทำ PCR 
fingerprint เป็นด้น

H e lic o b a c te r P y lo r i

ส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีพบในกระเพาะอาหารน้ันพบมานานกว่า 100 ปี แด่ความ 
สัมพันธ์กับโรคของกระเพาะอาหารน้ันเพ่ิงค้นพบประมาณปี ค.ศ.1970’ อย่างไรก็ดี'ในปี 
ค.ศ.1982 Marshall และ Warren สามารถเพาะเช้ือแบคท่ีอยู่ในกระเพาะอาหารได้สำเร็จ เรียก 
ชีอว่า Campylobacter pyloridis ซึงต่อมาเปลียนชีอเป็น Helicobacter pylori (H.pylori)30

ลักษณะทางจุลชีววิทยา (Microbiology)
เช้ือ H.pylori เป็นแบคทีเรียกรัมลบชนิด microaerophilic ลักษณะกลมเรียว บิดเป็น 

เกลียวมี flagella ประมาณ 7 อันเพ่ือใช้ช่วยในการเคล่ือนท่ี มีขนาดยาว 3.5 ไมโครเมตร และ 
กว้าง 0.5 ไมโครเมตร เช้ือน้ีสามารถเจริญได้!.นหลอดทดลองโดยอาศัยอาหารเพาะเช้ือหลาย 
ชนิดเช่น blood agar, chocolate agar และ brain heart infusion agar เป็นด้น โดยนำไปเพาะ 
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนร้อยละ 5 นานประมาณ 3-7 วัน โคโล 
นีของแบคทีเรียชนิดน้ีมีลักษณะเล็กใส ขนาดใกล้เคียงกัน ซ่ึงเราสามารถพิสูจน์โด่โดยนำไปย้อม 
กรัมก็จะพบลักษณะเฉพาะด้งกล่าวช้างต้น นอกจากน้ีเช้ือ H pylori ยังมีลักษณะทางชีวเคมีมีให้ 
ผลบวกกับการตรวจด้วยวิธี catalase oxidase และ urease อีกด้วย

ร ะ บ า ด ว ิท ย า  ( E p id e m io lo g y )

การติดเช้ือ H. pylori เป็นการติดเช้ือแบคทีเรียท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดในคน ซ่ึงพบได้ท่ัว 
โลกและในทุกช่วงอายุ มีการสำรวจพบว่าประมาณคร่ึงหน่ึงของประซากรโลกติดเช้ือน้ี โดยพบ 
ว่าการติดเช้ือ H. pylori ในประเทศกำลังพัฒนา จะพบในช่วงอายุท่ีต่ํากว่าประเทศท่ีพัฒนาแล้ว 
ซ่ึงเม่ือมีการติดเช้ือชนิดน้ีแล้วอาจทำให้เกิดโรคหรือไม่เกิดโรคก็ได31

สำหรับปัจจัยเส่ียงในการติดเช้ือ H. pylori เช่ือว่าเกิดจากหลายปัจจัยได้แก่สถานะ 
ทางเศรษฐกิจ และสภาวะแวดล้อมเช่นความแออัด ระบบสาธารณูปโภคท่ียังไม่ดีเพียงพอ ซ่ึง 
ปัจจัยเหล่าน้ีจะเพ่ิมโอกาสการติดเช้ือ มีรายงานว่าสภาวะทางเศรษฐกิจท่ีดีช้ืนแปรผกผันกับการ 
ติดเช้ือชนิดน้ี
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การแพร่กระจายของเชีอ H. pylori (Transmission)
การแพร่กระจายของเช้ือยังไม่เป็นท่ีทราบแน่นอน ปัจจุบันมีข้อมูลจากหลายการ 

ศึกษาเช่ือว่ากลไกของการระบาดของเช้ือ H. pylori น่าจะคล้ายคลึงกับการระบาดของเช้ือไวรัส 
ตับอักเสบเอ คือผ่านทาง fecal-oral exposure คือการติดเช้ือผ่านทางการรับประทาน (oral 
inoculation) จากการใช้ endoscope และการตังใจรับประทานเซือโรค (voluntary ingestion) 
เท่าน้ัน32 ส่วนในรูปแบบอ่ืนๆ  เช่น feco-oral หรือ oral to oral ยังไม่มีหลักฐานยืนยันซัดเจน

แหล่งเพาะเช้ือ (reservoir) พบเฉพาะในคนท่ีดิดเช้ือเท่าน้ันไม่พบในลัตว์ชนิดอ่ืน
เม่ือมีการติดเช้ือแล้วจะคงอยู่ตลอดไปจนกว่าจะได้รับการรักษา

พยาธิกำเนิด (Pathogenesis)
เม่ือได้รับเช้ือ H. pylori ในช่วงแรกจะเกิดภาวะอักเสบแบบฉับพลัน (acute 

inflammatory response) โดยจะมีนิวโตรหิ]ล (neutrophil) มาอยู่บริเวณตังกล่าวต่อมาในผู้ป่วย 
เฉพาะบางรายเท่าน้ันจะเกิดภาวะการอักเสบเร้ีอรังติดตามมา (Chronic inflammatory 
response) ซ่ึงการดำเนินโรคตังกล่าวจะช้ืนอยู่กับ 4 ปัจจัยคือ

1. เช้ือ H. pylori มี virulence factor เป็นตัวกำหนดซ่ึงจะประกอบด้วย
1.1 colonization factors ได้แก่ motility, induction of hypochlorhydria 

เอนไซม์ urease, p type ATPase
1.2 ปัจจัยทีท่าให้เกิด tissue injury ได้แก่ lipopolysaccharide (LPS), 

leukocyte recruitment และ activating factors, heat shock protein, Cag A และ Vac A 
protein ซ่ึงสามารถแบ่งชนิดของ H. pylori เป็น 2 ชนิด คือ Cag A. Vac A+ และ Cag A, Vac 
A-

2. ผู้ป่วย (host susceptibility)
3. ปัจจัยส่ิงแวดล้อม (environment) เช่น การสูบบุหร่ีพบว่าจะเพ่ิมโอกาสการเกิด 

แผลในกระเพาะอาหารได33
4. อายุของผู้ป่วยท่ีดิดเช้ือ พบว่าถ้าติดเช้ือในวัยเด็กจะมีความเส่ียงท่ีจะเกิดมะเร็ง 

ในกระเพาะอาหารสูงช้ืน แต่ไม่มีผลในการเกิดแผลของกระเพาะอาหาร34

Virulence factors ของเช ีอ H. pylori
สำหรับ virulence factors ของเชื้อ H. pylori นั้น สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม

ใหญ ่ๆ คือ ปัจจัยที่มีผลช่วยในการเจริญเติบโดของเชื้อ (colonization factors) และปัจจัยที่มีผล



25

ต่อการเกิดโรค (disease-associated factors) ดังสรุปไว้ในตารางที 1 ปัจจัยฑีมีผลในการช่วย 
การเจริญเติบโตของเชื้อที่สำคัญคือ urease motility และ adhesins ซึ่งปัจจัยเหล่านี้มีความ 
สำคัญ ทำให้สามารถเข้าใจถึงการที่เชื้อแบคทีเรียสามารถอาศัยและเจริญเติบโตในเยื่อบุผิวของ 
กระเพาะอาหารในคนได้อย่างไร อันนำไปสู่การคิดคันยาในการจำกัดเชื้อนี้ การศึกษาวิจัยใน 
ปัจจุบันพบว่า urease ซึ่งเชื่อว่าเป็นปัจจัยที่สำคัญในการเจริญและการคงอยู่ของเชื้อนี้ อาจไม่ 
เป็นความจริงแล้วเนื่องจากพบว่าสามารถเพาะเชื้อ H. pylori ที่ไม่มี urease (urease negative 
H. pylori ได้และเชื้อชนิดนี้สามารถเจริญเติบโตในกระเพาะอาหารของสัตว์ทดลองได้หลังจากที่ 
ก ินเช ื้อน ี้เข ้าไป สำหรับปัจจัยที่มีผลต่อการเกิดโรคนั้น Graham และ Yamaoka 51ได้ทำการ 
ศึกษาพบว่าไม่มีปัจจัยใดของเชื้อ H. pylori ที่มีความสัมพันธ์เฉพาะโรคในโรคหนึ่งในกระเพาะ 
อาหาร และลำไส้เล็กส่วนดูโอดีนัม (disease specific H. pylori virulence factors) และพบว่า 
ปริมาณของยีน cag A ของเชื้อ H. pylori เท่านั้นที่ม ีข้อสนับสนุนว่าเป็นปัจจัยสำคัญของการเกิด 
โรคคือทำให้ม ีการเพิ่มชื้นของ Interleukin 8 (IL8) ซึ่งเป็นปัจจัยที่กระด้นทำให้เกิดอาการอักเสบ 
ช ื้น และ IL 8 นี้พบสัมพันธ์กับปริมาณเชื้อ H. pylori ที่มียีน cag A

สำหรับยีน ice A, vag A, bab A บังไม่มีข้อมูลสนับสนุน สรุปได้ว่าปัจจัยท่ีสำคัญใน 
การเกิดโรคของกระเพาะอาหารและลำไส้เล็กส่วนดูโอนัมน้ันนำจะเกิดจากหลายปัจจัยร่วมกัน 
คือจากแบคทีเรีย คนท่ีติดเช้ือเอง และสภาวะแวดล้อม virulence factors ของแบคทีเรียมีส่วน 
ในการกระตุ้นในระยะแรกเท่าน้ัน และไม่สามารถบอกถึงผลท่ีจะตามมา

ดารางท่ี 2.2 ปัจจัยท่ีสำคัญในการเจริญเติบโดและการเกิดโรคของเช้ือ H. pylori

Colonization Disease-associated
uréase cag
motility vag
catalase bab
adhesins ice
internalization
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การวินิจฉัยการติดเชอ H. pylori
การวินิจฉัยการติดเชื้อ H. pylori ในทางคลินิก สามารถทำได้หลายวิธีทั้งการส่อง 

กล้องและดัดชื้นเนื้อมาทำการตรวจด้วยวิธี rapid urease test หรือการทำ urea breath test 
และ serology ซึ่งไม่ต้องอาศัยการส่องกล้อง อย่างไรก็ดีมีข้อควรระวังในการแปลผลในผู้ป่วย 
บางกลุ่มเช ่น การได้รับยาปฏิชีวนะ ยาที่มีส่วนประกอบของ bismuth และยาลดกรดบางชนิดซึ่ง 
อาจทำให้ผลการทดสอบของเชื้อผิดพลาดไปได้

การศึกษาแบบ metaanalysis เสนอว่าการทำ non-invasive test เพือหา H.pylori 
เช่นการทำ urea breath test และ serology สามารถแทนการวินิจฉัยโดย invasive test เช่น 
การส่องกล้องและดัดช้ืนเน้ือในคนไข้ dyspepsia ท่ีอายุน้อยกว่า 5 ปี และไม่มี alarming 
symptoms หรือมีประวัติรับประทาน NSAIDs มาก่อน โดยพบว่าถ้ามีการติดเช้ือ H. pylori และ 
กำจัดเช้ือน้ืจะทำให้อาการของผู้ป่วยดีช้ืน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้รับการรักษา โดยให้ 
เหตุผลในการกำจัดเช้ือ H. pylori ว่ามีการพบแผลในกระเพาะอาหาร และลำไส้เล็กส่วนดูโอดีน้ม 
ในคนไข้ท่ีตรวจพบ H. pylori ถึงร้อยละ 20-50 นอกจากน้ืถึงแม้ว่าจะไม่มีแผลแต่ H. pylori ก็ 
เพ่ิมโอกาสของการเกิดแผลในอนาคต และทำให้เส่ียงต่อการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารอีกด้วย 
เน่ืองจากในคนท่ีอายุน้อยกว่า 55 ปี ท่ีไม่มี alarming symptoms น้ันมีโอกาสการเกิดมะเร็ง 
กระเพาะอาหารน้อยมาก ดังน้ันจึงไม่มีความจำเป็นต้องส่องกล้องเพ่ือหาสาเหตุน้ื35

อย่างไรก็ด ียังไม่สามารถนำมาใช่ในประเทศไทยได้เนื่องจากการศึกษานื้ย ังมีจำนวน 
ผู้ป่วยไม่มากพอและการเกิดโรคจากการติดเชื้อของ H. pylori ในประเทศทางดะวันตก และ 
ประเทศไทยแตกต่างกัน อีกทั้งไม่มีข้อมูลสน้บสนุนที่เพียงพอ

การวินิจฉัยภาวะติดเชอ H.pylori 
แบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ
1. Invasive technique ใช้ endoscope ในการตรวจวินิจฉัยประกอบด้วย

1.1 Rapid urease test (CLO testR1 hp fastR, Pyloritek l|R)
โดยอาศัยคุณสมบดของการมี urease enzyme ของ H. pylori ในการ 

วินิจฉัยซ่ึงจะกํให้เกิดการเปล่ียนแปลงดังสมการ

(ผ แ 2) 2 CO +  2H20  +  H* ---- > 2NH I +  HCO ”

2NH' +HCO” +OH > 2NHOH +  CO
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ammonium hydroxide (NH4OH) ท่ีเกิดข้ึนมีฤทธ๋ึเป็นด่างสามารถเปล่ียน 
สีของ phenol red จากสีเหลืองเป็นแดงได้ โดยจะทำปฏิกิริยาน๋ีได้ดีในอุณหภูมิ 30-40°ซ ใช้ 
เวลาในการทำปฏิกิริยาดังกล่าวประมาณ 24 ช่ัวโมง ถือว่าวิธีน้ีเป็น standard ในการตรวจหา 
ภาวะการติดเช้ีอ H. pylori

พบ false positive ได้ 1-10% ในกรณีฑีมี Campylobacter like organsim 
อยู่เช่นเช้ือ H.heilmani

พบ false negative ในกรณีทีได้ยาปฏิชีวนะหรือ proton pump inhibitor 
(PPI) หรือ bismuth ภายใน 2 สัปดาห์ก่อนทำการตรวจหรือในภาวะท่ีมีเช้ือ H. pylori น้อย หรือ 
ถ้าติดตามผลการกำจัดเช้ือ H. pylori เร็วกว่า 28 วันหลังจากครบการรักษา

1.2 Histology & Phase contrast microscopic technique
การ smear ดูเชีอ H. pylori จากชินเนือซ่ึงอาจใช้วิธี phase contrast 

microscope หรือย้อมด้วย Gram's stain, H&E, Giemsa, Warthin-Starry (Gold standard), 
PAS หรือ Crystal fast violet

พบว่ามีช้อผิดพลาดเกิดข้ึนได้เน่ืองจากเช้ือ H. pylori มีลักษณะคล้ายกับ 
เช้ือ Helicobacter ชนิดอ่ืนและยังข้ึนกับประสบการณ์ของผู้ดู จำเป็นต้องใช้วิธีย้อมพิเศษในกรณี 
ทีจำเป็น เช่น การใช้ immunocy-tochemistry หรือ ทาonoclonal/polyclonal antibody ต่อ 
H.pylori หรือการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเอลดรอนช่วยวินิจฉัย

ประโยชน์ของ histology ในการวินิจฉัยคือยังสามารถบอกข้อมูลถึงพยาธิ 
สภาพของช้ืเน้ีอว่ามักมีการอักเสบเร้ือรังหรือไม่

1.3 การเพาะเชีอ (culture และ sensitivity)
ถึงแม้ว่าวิธีน้ีจะเป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการวินิจฉัยการติดเช้ือใดๆ  ก็ตาม รวมถึง 

การติดเช้ือ H.pylori น้ีด้วยแด่เน่ืองจากความสามารถและประสิทธิภาพการเพาะเช้ือ H.pylori มี 
ข้อจำกัดในแต่ละสถานท่ี จึงทำให้ความสำคัญดังกล่าวถูกจำกัดลง การเพาะเช้ือมีค่าความไว 
(sensitivity) เพียง 50-90%37 แล้วแด่ละห้องปฏิบดการส่วนความจำเพาะ (specificity) มีค่า 
100%

ในปัจจุบ ันเรามีการใช้วิธ ีการเพาะเชื้อและหาค่าความไวต่อยาในกรณีการ
รักษาครั้งแรกล้มเหลว (treatment failure) หรือสำหรับการวิจัยเท่านั้น

ส่วนวิธีอื่นๆ เช่น PCR หรือ in situ hybridization ยังไม่มีใช้ทั่วไป
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จำนวน biopsy ที่เหมาะสมในการวินิจฉัย H.pylori ควรใช้ประมาณ 5-7 
ซน เนื่องจากพบว่าการกระจายตัวของ H.pylori เป็นแบบ patchy แด่ในทางปฏิบัติอาจทำเพียง 
2 ชินคือ บริเวณ anterior และ posteroir wall ของ antrum ห่างจากส่วน pylori opening 1-2 
ซม ซึ่งจะมีความไว (sensitivity) ประมาณ 90%38

2. Noninvasive technique ประกอบตัวย39
2.1 serology ลามารถวัดภูมิด้านทาน (antibody, Ab) จากสารคัดหลั่งของ 

H.pylori ชนิดต่างๆ เซ่น urease, adhesin molecules หรือ lipopolysaccharie ไดในรูปของ 
IgM, IgG หรือ IgA ด้วยวิธี ELISA หรือ western blot พบว่ามี false positive ได ้ เนื่องจาก 
สามารถ cross reaction คับเชี้อ Campylobacter ได ้ ไม่สามารถบอก activity ของโรคได้ว่าเป็น 
การติดเชื้อ'ในอดีดหรือปัจจุบันเพราะค่า Ab titer ลดลงช้าจึงทำให่ไม่สามารถใช้ในการติดตาม 
ผลการรักษาได้ด ี มักนิยมใช้ในการทำศึกษาระบาดวิทยาเท่านั้น

2.2 Urea breath test (UBT) จากคุณสมบัติของเอนไซม์ urease ของ 
H.pylori ซึ่งใช้ย่อยสลาย urea ท่ีใส่วนประกอบของ 13c  (non radioactive agent) หรือ 14c  
(radioacîive agent) สามารถวัดปริมาณ 1?C 02 หรือ 14COz ที่เกิดขึ้นได้ทางลมหายใจ

false positive เกิดจากการมีเชี้อแบคทีเรียอื่นๆ ในซ่องปากที่ม ีเอนไซม์ 
urease อยู่ซ ึ่งแก้ไขโดยการแปรงฟันก่อนทำการตรวจ

2.3 STOOL ANTIGEN TEST นี้ใช้1วิธีการตรวจอยู่ 2 วิธ ี คือ EIALENZYME 
IMMUNO ASSAY และ PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) ซึ่งปัจจุบันยังมีราคาต่อ 
การทดสอบค่อนข้างแพง

2.4 PCR ตรวจ H.pylori จากนั้าย่อยกระเพาะอาหาร ซึ่งจะมิการกล่าวถึงราย 
ละเอียดในดอนท้าย

H. pylori และเกิดโรค (H.pylori disease association)
การติดเขึ้อ H.pylori นั้นอาจไม่มีอาการผิดปกติเลย จนถึงทำให้เกิดมะเร็งกระเพาะ 

อาหารได ้ ตังนั้นจะขอกล่าวในรายละเอียดของแด่ละโรคตังนี้
I. Asymptomatic chronic gastritis

กลุ่มคนส่วนใหญ่ท่ีติดเข้ึอ H.pylori น้ันไม่มีอาการ จะมีบางส่วนเท่าน้ัน ท่ีเกิดมี 
การคักเสบเร้ือรังของเย่ือบุกระเพาะอาหาร ซ่ึงพบว่าการดีดเช้ือ H.pylori ท่ีทำให้เกิดการอักเสบ 
เร้ือรังน้ี มักจะเป็นกลุ่มท่ีมียีน cag A และมียีน vag A ลักษณะทางพยาธิวิทยาท่ีพบคือจะมี loss
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of glands ซ ึงเร ียกว ่า atrophy ร่วมกับมี intestinal metaplasia ซึ่งส ่วนใหญ ่ม ักจะเก ิดท ี่บริเวณ  

antrum บางครังพบท ีบร ิเวณ corpus และ cardia มักพบการเก ิด atrophy ในประเทศที่กำกัง 
พ ัฒนามากกว ่าประเทศท ี่พ ัฒ นาแล ้ว เช ื่อว ่าป ัจจ ัยทางส ิ่งแวดล ้อมน ่าจะม ีบทบาทสำคัญด้วย 
นอกจากน ั้นการท ี่ม ี atrophy บริเวณ corpus ย ังม ีส ่วนสำคัญท ี่ทำให ้ความสามารถในการผลิด 

กรดของกระเพาะอาหารลดลงอีกด ้วย40"42

2. H.pylori associated dyspepsia
กลไกของการเกิดอาการ dyspepsia จากการติดเชื้อ H. pylori ยังไม่เป ็นที่แน่ 

ชัด และการศึกษาส่วนใหญ่พบว่าแม้จะกำจัดเชื้อ H. pylori แล้วอาการของผู้ป ่วยส่วนใหญ่ก็ใม ่ 

ได ้ด ีช ื้นช ัดเจน43 อย่างไรก็ดีมีการศึกษาโดยการทำ metaanalysis โดย Jaakkimainen และคณะ 

และการศ ึกษาของ McColl พบว่าการกำจัดเชื้อ H. pylori ในกลุ่มผ ู้ป ่วย dyspepsia ทำให้อาการ 

ของผ ู้ป ่วยด ีข ึ้นอย ่างช ัดเจน44 แด่เน ื่องจากจำนวนประชากรของการศ ึกษาย ังไม ่มากพอ จึงยังไม  ่

สามารถสรุปได ้

3. H. pylori associated ulcer disease
กลไกของการเกิดแผลจากเช้ือ H. pylori ปัจจุบันมีความเข้าใจมากช้ืน45 โดย 

เช่ือว่าน่าจะเป็นจากหลายปัจจัยร่วมกันท้ังปัจจัยจากเช้ือ H. pylori เอง ปัจจัยจากผู้ท่ีติดเช้ือ 
และสภาวะแวดล้อม46 อย่างไรก็ดามการศึกษาระยะยาวพบว่าการกำจัดเช้ือ H. pylori สามารถ 
ทำให้แผลน้ันหายขาด และมีโอกาสกลับเป็นซาน้อยมาก การศึกษาในระยะต่อมาพบว่ามีการ 
เพ่ิมข้ึนของแผลท่ีไม่พบ H. pylori หรือประวัติการใช้ NSAIDs ร่วมด้วย (H. pylori-negative 
ulcer) ซ่ึงเรียกว่า idiopathic ulcer disease โดยเฉพาะในประเทศสหรัฐอเมริกา47 ซ่ึงยังไม่ 
ทราบกลไกการเกิดแผลชนิดน้ี มีบางการศึกษาด้ังสมมติฐานว่าอาจเกิดจาก idiopathic acid 
hypersecretion และ rapid gastric emptying time แด่ก็ยังไม่มีข้อพิสูจน48 ในอนาคตคาดว่าจะ 
มีการพบ idiopathic H. pylori negative ulcer มากช้ืน ซ่ึงแผลในลักษณะน้ีมีแนวโน้มท่ีจะรักษา 
หายยาก และต้องการใช้ยาในกลุ่ม proton pump inhibitor ในปริมาณท่ีสูงและนานช้ืน สำหรับ 
การใช้ยาลดกรดกลุ่มอ่ืนๆ  มักใช้โม่ค่อยได้ผล ซ่ึงแผลชนิดน้ี แนะนำว่าควรอยู่ในความดูแลของ 
แพทย์เฉพาะทางระบบทางเดินอาหาร49
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4. H. pylori and gastroesophageal reflux disease
ความสัมพ ันธ์ระหว่างการติดเชื้อ H.pylori และกลไกการเกิด gastroesophageal 

reflux disease (GERD) กำลังเป ็นที่น ่าสนใจ50 โดยพบว่าการต ิดเช ื้อ H. pylori ที่บริเวณ  
corpus โดยเฉพาะชน ิดท ี่ม ีย ีน cag A มีแนวโน ้มที่จะลดโอกาสการเก ิด GERD เชื่อว่าการที่ม ี 
การอ ัก เสบบร ิเวณ  corpus จะลดการหล ั่งกรดของกระเพาะอาหาร ได ้เท ียบเท ่าก ับการร ับ  

ประทานยาลดกรดในปริมาณน้อย51 จ ึงทำให ้ม ีการแนะน ่าว ่าไม ่ควรกำจ ัดเช ื้อ H. pylori ในคนที่ 

มีแนวโน ้มจะเก ิด GERD อย่างไรก็ด ีม ีข ้อม ูลพบว่า อ ัตราเส ี่ยงของการเกิดมะเร็งกระเพาะ

อาหารจากการติดเช ื้อ H. pylori นั้นส ูงกว่าการเกิดมะเร็งหลอดอาหาร ในกลุ่มท ี่ไม ่ต ิดเช ื้อ52 

ด ังน ั้น  การกำจัดเชื้อ H. pylori ในผู้ป ่วย GERD จึงย ังจำเป ็นต ้องอาศัยข ้อม ูลเพ ิ่มเต ิม เพื่อหาข้อ 

สรุปต่อไป

5. H. pylori-associated gastric adenocarcinoma
การติดเช้ือ H. pylori โดยเฉพาะชนิดท่ีมียีน cag A และ vag A เป็นระยะเวลา 

นาน เพ่ิมโอกาสของการเกิด atrophy และ metaplasia ของเย่ือบุกระเพาะอาหาร ซ่ึงจะเกิด 
dysplasia ตามมา และกลายเป็นมะเร็งของกระเพาะอาหารในท่ีสุด ซ่ึงปัจจุบันยังไม่ทราบระยะ 
เวลาท่ีแน่นอน52 มีหลายข้อมูลสรุปถึงความสัมพันธ์ของการติดเช้ือ H. pylori กับมะเร็งกระเพาะ 
อาหารดังน้ี

1. สามารถตรวจพบเช้ือ H. pylori ในเย่ือบุผิวกระเพาะอาหารของผู้ป่วย 
มะเร็งกระเพาะอาหาร53

2. H. pylori สามารถกระดุ้นให้เกิดมะเร็งกระเพาะอาหารได้ในสัตว์ทดลอง54
3. การศึกษาทางระบาดวิทยาพบความสัมพันธ์อย่างชัดเจนระหว่างการติด 

เช้ือ H. pylori กับมะเร็งกระเพาะอาหาร55
นอกจากน้ียังพบว่าการติดเช้ือ H. pylori ในวัยเด็กน้ันสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง 

กระเพาะอาหารมากกว่าติดเช้ือ'ในผู้ใหญ่
สำหรับกลไกของการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารจากการติดเช้ือ H. pylori มีข้อ 

มูลจากหลายการศึกษาเช่นอาจเกิดจาก neutrophil activation56 hypochlorhydria ร่วมกับ 
ascorbic acid และ apoptosis ร่วมกับ hyperproliferation เป็นด้น นอกจากนียังมีปัจจัยอีนเช่น 
ประวัติโรคมะเร็งกระเพาะอาหารในครอบครัว ซ่ึงทำให้มีความเส่ียงในการเกิดมากกว่าคนปกติ 
1.53-3 เท่า และพบว่าปัจจัยน้ีมีแนวโน้มเก่ียวข้องกับการติดเช้ือ H. pylori ในครอบครัว
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การรักษาการติดเซี้อ H. pylori ในผ ู้ป ่วยมะเร ็งกระเพาะอาหารพบว่าสามารถ  

ลดอาการอ ักเสบของเย ื่อบ ุผ ิวกระเพาะอาหาร อัตราการเกิด apoptosis และภาวะ intestinal 
m etap lasia ไ ด ้ ซ ึ่งป ัจจ ัยเหล่าน ี้ช ่วยลดโอกาสการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหาร อย่างไรก็ด ี มีบาง 
การศ ึกษาพบว่าแม ้จะกำจ ัดเช ื้อ H. pylori แล้ว แต ่ก ็ย ังไม ่สามารถลดอัตราการเก ิด intestinal 

m etap lasia ได ้โดยเฉพาะใน  H. pylori ท ีมีย ีน cag A 57

ในปัจจุบ ันนี้แม้จะพบว่า H. pylori ส ัมพ ันธ์ก ับการเก ิดมะเร็งกระเพาะอาหาร แต่ 

ก ็ย ังไม ่ม ีข ้อม ูลเพ ียงพอ ที่จะสน้บสนุนการกำจัดเชื้อ H. pylori ในกลุ่มคนที่ไม ่ม ีอาการ ซึ่งการ 
ตัดสินใจในการหาและกำจัดเชื้อ H. pylori ท ี่อาจเป ็นสาเหตุของมะเร็งกระเพาะอาหาร ควรดูจาก 
ป ัจจ ัยอ ื่นประกอบเช ่น  เชื้อชาติ และประว ัต ิของการเก ิดมะเร ็งกระเพาะอาหารในครอบครัว  

เป ็นด้น

6. H. pylori and Mucosal associated lymhoid tissue lymphoma
มีหลายการศึกษาแสดงถึงความสัมพันธ์ของการติดเช้ือ H. pylori และการเกิด 

Mucosal associated lymhoid tissue lymphoma (MALToma) พบว่าอัตราการเกิด MALToma 
สัมพันธ์กับอุบัติการณ์ของการติดเช้ือ H. pylori และสามารถกระตุนให้เกิด lymphoma ไดในหนู 
ทดลอง58 และพบว่า H. pylori กระตุ้นให้เกิด chemokine BCA1 ซ่ึงพบได้ปริมาณสูงใน 
MALToma และท่ีสำคัญท่ีสุดคือ เม่ือกำจัดเช้ือ H. pylori พบว่าผู้ป่วย MALTOma มีอาการดี 
ข้ึน59 สำหรับ MALTOma ซ่ึงสามารถหายขาดได้จากการกำจัดเช้ือ H. pylori อย่างเดียวน้ัน มัก 
จะขนาดไม่ใหญ่หรือนูนมาก อยู่บริเวณผิว และไม่มีการกระจาย ซ่ึงพบว่า มีน้อยกว่าร้อยละ 10 
ของท้ังหมด60 ซ่ึงถ้ามีล้กษณะต่างไปจากน้ีควรให้การรักษาชนิดอ่ืน เช่น ยาเคมี บำบัด การผ่า 
ตัด หรือฉายแสงร่วมด้วย อย่างไรก็ดีพบว่าถ้ามีการติดเช้ือ H. pylori เกิดข้ึนใหม่ lymphoma 
cell ก็จะเจริญตามมาอย่างรวดเร็ว ดังน้ันควรมีการเผิาระจังการกสับเป็นซาของเน้ืองอก และ 
การติดเช้ือ1ซาของเช้ือ H. pylori เป็นระยะ

7. H. pylori and Quasispecies
ปัจจุบันพบว่าเช้ือ H. pylori มีความสามารถในการ mutation ได้ ทำให้มี 

mutants หลายชนิดอยู่ในคนๆ เดียวกัน คล้ายไวรัสดับอักเสบชี เรียกภาวะน้ีว่า Quasispecies61 
นอกจากน้ียังพบว่าเช้ือ H. pylori ท่ีอยู่ตำแหน่งต่างๆ  กันในกระเพาะอาหารเป็น strain ท่ีต่าง 
กัน ซ่ึงความสำคัญของภาวะน้ีและการเกิดโรคยังไม่เป็นท่ีแน่ชัด คงด้องอาศัยข้อมูลจากการวิจัย 
ท่ีกำลังตำเนินอยู่ต่อไป
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การรักษาการติดเชอ H. pylori
สำหรับการกำจัดเช้ือ H. pylori ท่ีเปีนสาเหตุของโรคในระบบทางเดินอาหารน้ัน ทาง 

สมาคมแพทย์ทางเดินอาหารแห่งประเทศไทยแนะนำให้ใช้ proton pump inhibitor Triple 
regimen นาน 7 จัน ซ่ึงได้ผลมากกว่าร้อยละ 80 ในการกำจัดเช้ือ ในกรณีท่ีการกำจัดเช้ือคร้ัง 
แรกล้มเหลว สูตรท่ีมียา clarithromycin และ amoxycillin อาจให้สูตรยาเดิมซ้ําได้อีกกรณีท่ีสูตร 
ยาเดิมมี metronidazole แนะนำให้เปล่ียนเป็น amoxycillin หรืออาจพิจารณาเปล่ียนยาลดกรด 
กลุ่ม proton pump inhibitor เป็น ranitidine bismuth citrate แทน และให้นานช้ืนเป็น 14 รัน62 
สำหรับในประเทศดะรันตกน้ันการกำจัดเช้ือในคร้ังแรกคล้ายคลึงกับในประเทศไทย แต่มักจะ 
นาน 10-14 รัน และถ้าการกำจัดเช้ือคร้ังแรกล้มเหลว แนะนำให้ใช้ Quadruple regimen ในการ 
รักษาคร้ังต่อไป

1. สูตร PPI base triple therapy สามารถลดระยะเวลาการรักษา H. pylori ลงจาก 
14 รันของสูตร bismuth based triple therapy เป็น 7 รัน52 แต่ยังคงมีปัญหาอยู่บ้าง ในการ 
รักษากลุ่ม H. pylori ท่ีด้ีอต่อ metronidazole โดยเฉพาะสูตรการรักษาในกรณียาท่ีมี 
metronidazole ร่วมด้วยได้ผลค่อนข้างด่ํา ซ่ึงอาจแกัไขโดยเปล่ียนเป็นสูตรอ่ืนท่ีไม่มี 
metronidazole ดังใน ตารางท่ี 8 และ 9 คือสูตร OAC หรือ LAC ระยะเวลา 7 รัน หรือใช้ 
สูตรท่ีมี metronidazole อยู่ด้วย แต่ให้ระยะเวลาในการรักษานานออกไปเป็น 14 รัน หรืออาจใช้ 
เป็นสูตรยา 4 ตัว (quardruple therapy) ซ่ึงจะกล่าวต่อไปภายหลัง

2. สูตร PPI base triple therapy ขณะน้ีถีอว่าเป็นสูตรยาท่ีควรใช้เป็นลำตับแรก 
ดาม Maastricht Consensus report

ส่วนสูตรอ่ืนๆ  มีกล่าวไว้แด่ไม่ได้รับความนิยมหรือกำลังศึกษาผลการรักษาคือ 
ทาetronidazole+amoxicillin/clarithromycin+ranitidine มีอัตราการกำจัด

เช้ือ 90%
RBC + ยาปฏิชีวนะ 2 ตัว กำลังศึกษาอยู่พบว่าผลการกำจัดเช้ือมีค่อนช้าง 

สูงคือ ประมาณ 80-90%
3. สูตรยา 4 ตัว (quardruple therapy)

ประกอบด้วยยาปฏิชีวนะ 2 ตัว และยาท่ีไม่ใช่ยาปฏิชีวนะ 2 ตัว สูตรยาท่ีเป็นท่ี 
ยอมรับมีดงนี -ranitidine+bismuth based triple therapy

เป็นการพัฒนาจากสูตร triple therapy มี bismuth เป็นองค์ประกอบหลัก เน่ือง 
จากสูตรตังกล่าวหลังจากเร่ิมใช้รักษากันอย่างแพร่หลายพบว่ามีปัญหาเร่ืองความร่วมมือในการ 
รักษา (compliance) เพราะใช้เวลานานถึง 14 รัน และการบริหารยาค่อนช้างยากจึงมีผู้เสริม
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ranitidine เข้าไปในในสูตรด้งกล่าวเพ่ือแก้ปัญหาข้างต้นพบว่าสามารถลดการรักษาลงได้เหลือ 1 
สัปดาห์63 เท่าน้ันซ่ึงจะเป็นการเพ่ิม compliance ของผู้ป่วยได้โดยเชือว่า ranitidine สามารถลด 
กรดในกระเพาะอาหาร ท่าให้ฤทธ้ิของยาปฏิชีวนะออกฤทธ้ีได้ดีรวมท้ังฤทซ้ืของ bismuth ด้วย 
พบอาการข้างเคียงน้อยกว่า 5%

PPI+bismuth based triple therapy ต่อมาได้มีผู้ทดลองใช้ยาในกลุ่ม PPI 
แทน ranitidine เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาพบว่าได้ผลดีมาก และเม่ือพิจารณาในแง่ผล 
การกำด้ดเซ้ือ H. pylori ท่ีดือต่อยา metronidazole ก็ได้ผลดีมากเซ่นเดียวก้น มีการเปรียบ 
เทียบผลของ proton inhibitor ด้วอืนๆ  หรือ lansoprazole และ pentoprazole พบว่าเท่าก้นก้บ 
omeprazole

ข้อเสีย ของสูตรยา 4 ตัว - ราคาแพง
- ค่อนข้างจะยุ่งยากในการบริหารยา

ข้อสรุป ยา 4 ตัว
ในปัจจุบนน้ีสูตรการ'ใช้ยา 4 ตัวพบว่ามิประสิทธิภาพสูง และได้ผลในทุกกลุ่มถึง 

แม้จะเป็นกลุ่มของ H. pylori ท่ีด้ีอต่อ metronidazole ซ่ึงมักจะมีปัญหาในการรักษาด้านสูตร 
อ่ืนๆ  รวมท้ังระยะเวลาสามารถใชีได้ส้ันคือ ประมาณ 1 สัปดาห์ และยังสามารถลดลงเหลือ 5 วัน 
ได้ ถ้าเป็นกลุ่มซ่ึงไวต่อ metronidazole (แต่ต้องรับประทานยา PPI ก่อนให้การรักษา H. pylori 
อีก 3 วันก่อนท่ีจะเร่ิมยาอีกด้วท่ีเหลือ)

ผลการรักษาหลังจากใช้สูตรยา 4 ตัว 1 วัน ได้ผลถึง 50-70% ซ่ึงน่าจะมี 
ประโยชน์มากในผู้ป่วยท่ีมีเลือดออกในกระเพาะอาหาร

มีการศึกษาสูตรยา 5 ด้ว (pentuple therapy) โดยเปรียบเทียบยับ triple 
quadruple tehrapy พบว่าได้ผลดีกว่า triple therapy แต่ไม่แตกต่างก้บ quardruple therapy

จากข้อมูลข้างด้น de Boer และคณะ64 ได้สรุปสูตรการรักษา H. pylori โดยดูในแง่ 
ประสิทธิภาพ

1. ในกรณีไม่ทราบผลความไวของเช้ือจะให้การรักษาเป็น
1.1 ใช้ได้ทุกกรณี เลือกสูตรยา 4 ตัว ใช้ระยะเวลา 7 วัน (PPI+bismuth+ 

tetracycline+metronidazole)
1.2 ในกรณีท่ีมี H. pylori ด้ือต่อ metronidazole <20% เลือกสูตรยา 4 ด้ว ใช้ 

ระยะเวลา 4 วัน (PPI+bismuth+tetracycline+metronidazole
หรือสูดรยา 3 ด้ว bismuth based therapy ระยะเวลา 7 วัน (bismuth+ 

tetracycline+metronidazole)
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หรือสูตรยา 3 ตัว PPI based therapy ระยะเวลา 7 วัน (PPI+amoxicillin

+metronidazole)
1.3 ในกรณีท่ีมี H. pylori ดือต่อ ทาetronidazoel >20% เลือกสูตรยา 4 ตัว ใช้ 

ระยะเวลา 7 วัน (PPI+bismuth+tetracycline+metronidazole)
หรือสูตรยา 3 ตัว bismuth based therapy หรือ PPI based therapy ใช้

เวลา 14 วัน
2. กรณีท่ีทราบความไวของเซ้ีอ

2.1 ในกรณีท่ีเซ้ีอไวต่อ metronidazole เลือกสูตรยา 4 ตัว ระยะเวลา 5 วัน 
(PPI+bismuth+tetracycline+metronidazole)

หรือสูตรยา 3 ตัว ระยะเวลา 7 วัน (bismuth+tetracyclin+metronidazole 
หรือ PPI+amoxicillin+metronidazole) หรือ (PPI+clarithromycin+metronidazole)

2.2 ในกรณีท่ีเช้ีอต้ีอต่อ metronidazole เลือกสูตรยา 4 ตัว ระยะเวลา 7 วัน 
(PPI+bismuth+tetracycline+metronidazole) หรือสูตรยา 3 ตัว ระยะเวลา 14 วัน (bismuth+ 
tetracycline+metronidazole หรือ PPI+clarithromymcin+metronidazole) ซึ่งข้อสรุปตังกล่าว 
ยังไม่เป็นที่ยอมวับทั่วไป การศึกษายังน้อย และประสิทธิภาพของสูตรยา 3 ตัว โดยเฉพาะ PPI 
based triple therapy ที่ใช้กันอยู่มีผลดีมากและไม่ด้อยกว่าผลท่ีได้ของสูตรยา 4 ตัว ช้ดเจน 
รวมทั่งข้อเสียจากสูตรยา 4 ตัวก็มีค่อนข้างมาก

ต่อมาในการประชุมท่ี Maastricht Consensus ค.ศ.1996 ได้สรุปการรักษา H.pylori 
ว่าใหใช้ triple therapy ก่อนซ่ึงประกอบด้วย

1. PPI 2 ควังต่อวัน +metronidazole 400 มก. + clrithromycin 250 มก. 2 ควัง
ต่อวัน

2. PPI 2 ควังต่อวัน +amoxicillin 1000 มก. 2 ควังต่อวัน + clarithromycin 500 
มก. 2 ครั้งต่อวัน (ในท่ีท่ีมีการด๋ีอต่อยา metronidazole สูง)

3. PPI 2 ควังต่อวัน +amoxicillin 500 มก. 3 ควังต่อวัน +metronidazole 500 
มก. 3 ควังต่อวัน +metronidazole 500 มก. 3 ควังต่อวัน +metronidazole 400 มก. 3 ควังต่อ 
วัน หรือ tinidazole 500 มก. 2 คร้ังต่อวัน (ในท่ีท่ีมีการต๋ือ claritromycin สูง) ระยะเวลาการ 
รักษานาน 7 วัน ถ้ามีปัญหาการติดเช้ือหรือต้องการเร่ิมการรักษาใหม่ มีแนวทางได้ 2 ประการ 
คือ

1. ให้ยาดามความไวที่ได้จากการเพาะเช้ือและให้การรักษาจนครบ
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2. ให้ยา empirical treatment ไปเลยด้วยสูตรยา (quardruple therapy) 
PPI+bismuth based triple therapy นาน 7 วัน

การติดตามผลการวักษา
1. Maastricht Consensus ได้กำหนดกลุ่มผู้ป่วยเป็น 2 กลุ่มเพ่ือประโยชนในการ 

ติดดามผลการรักษาคือ
กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มท่ีประกอบด้วย complicated peptic ulcer, gastic ulcer 

และ MALT lymphoma การติดตามผลการรักษาจำเป็นอย่างยิ่งท่ีด้องใช้ invasive technique 
เพื่อยืนยันว่าการรกัษานั้นทำให้การติดเซี้อหายไปและบอกถึงพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อว่าอยู่ใน 
สภาวะใดโดยการทำ biopsy เพ่ือดู histology

กลุ่มที 2 ประกอบด้วย uncomplicated peptic ulcer (DU) หรือ non ulcer 
dyspepsia แนะนำให้ติดดามการรักษาทุกรายเซ่นเดียวกันแด'ใช้เป็นวิธี non invasive 
technique คือวิธี C-urea breath test เป็น gold standard (ในบางการศึกษาแนะนำว่าถ้าอาการ 
ด้งกล่าวหายไปก็ไม่จำเป็นต้องทำก็ได้ ให้ใช้การติดตามดูอาการจนกว่าจะเกิดอาการกลับมาเป็น 
'ร้าอีก)

ควรจะติดตามผลการรักษาก็ต่อเม่ือได้หยุดการรักษาอย่างน้อย 4 สัปดาห ์
ส่วนการติดตามผลการรักษาโดยการใช้ serology น้ันมักจะไม่เป็นท่ีนิยมเน่ือง 

จาก antibody titer จะลดลงค่อนช้างช้า คือลดลง 50% ในเวลา 6 เดีอน แต่บางการศึกษาก็อาจ 
ใช้ titer ของ serology ติดตามดูในกลุ่ม uncomplicated group ได ้ ถ้าไม่มีอาการกลับมาเป็น 
ใหม่ เกณฑ์การวินิจฉัยโดยการใช้ serology ว่าหายน้ันคือ การลดลงของ titer มากกว่า 50% 2. 
การกลับเป็น,ซ้ํา (recurrence)

จากข้อมูลในประเทศท่ีพัฒนาแล้วพบว่าอัดราการเกิดช้ีาใน 1 ปีแรกพบได้ 9% จาก 
การติดดามดูผู้ป่วย 173 คน พบว่าค่าเฉล่ียในการกลับเป็นช้ีไ คือระยะเวลา 8.7 เดือน มีราย 
งานในประเทศกำลังพัฒนาพบได้ 20-30%

สรุป รูปแบบการรักษา H.pylori ในปั'จจุบ้น
1. เร่ิมการรักษาเม่ือมีข้อบ่งช้ี เม่ือสามารถยืนยันได้ว่ามีการติดเช้ีอ H.pylori จริง 

และการติดเช้ีอด้งกล่าวเช้าตามข้อบ่งชี้ที่มีก็ให้เร่ิมการรักษาได้
2. กรณีผู้ป่วยที่มีอาการ dyspepia เป็นอาการนำมาน้ัน consensus ให้แยกผู้ป่วย 

เป็น 2 กลุ่ม คือ

1  6
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2.1 อายุ > 45 ปี หรือมีอาการให้นึกถึงโรคท่ีรุนแรง เซ่น มะเร็ง หรือมีเลือด 
ออก ไม่ว่าจะอายุเท่าใดให้ส่งต่อผู้เช่ียวชาญเลย

2.2 อายุ < 45 ปี มีอาการ dyspepia อาการน้ันไม่มีความเส่ียงต่อโรคที่มี 
อ้นตรายอาจจะหลีกเล่ียงการใช้ gastroscope ได้ โดยการใช้ noninvasive technique ในการ 
วินิจฉัยว่า dyspepia ฉันอาจเกิดจาก H.pylori ได้แก่ urea breath test หรือ serology ถ้าผล 
เป็น + ให้ทำการรักษา H.pylori ร่วมไปกับการรักษา dyspepsia ด้วย

สำหรับแนวทางการวินิจฉัย H.pylori อ้นเป็นท่ียอมรับในประเทศไทยน้ันกังคง 
ต้องพิสูจน์ให้แน่ซัดว่ามีแผลในกระเพาะอาหารร่วมกับการติดเช้ีอ H.pylori ด้วยหรือไม่ โดยการ 
ท่า gastroscope และ rapid urease test หรือ histology ในกรณีทีวิธีแรกไม่พบเชือ 3. เลือก 
สูตรยาที่เหมาะสมและระยะเวลาที่เหมาะสมซึ่งสำหรับประเทศไทย ซึ่งมีอัดราการดื้อยา 
metronidazole ของเซือ H.pylori สูง (52%) น่าจะเป็นสูตร PPI+amoxicillin+clarithromycin 
นาน 7 วัน เน่ืองจากความซุกของสายพันธุท่ีด้ือต่อ metronidazole มีค่อนช้างสูง

4. ติดดามผลหลังการรักษาครบแล้ว 4 สัปดาห์

'วัคซีนของ H.pylori
มีความจำเป็นต้องพัฒนาวัคซีนของ H.pylori ขึ้นเพราะ165' 66,
1. มีปัญหาหรือการรักษา H.pylori ค่อนช้างมาก เน่ืองจากการรักษาใช้ค่าจ่ายค่อน 

ช้างแพง และมีปัญหาเร่ืองการด้ือยามาก
2. การติดเชื้อ H.pylori พบไต้ทั่วโลกและมีอัตราค่อนช้างสูงรวมทั้งการแพร ่

กระจายของสายพันธุที่ด ื้อ ยากิมีค่อนช้างสูงข้ึนเร่ือยๆ เซ่น การศึกษาในประเทศไอร์แลนดได้ติด 
ดามเช้ือ H.pylori ที่ด ื้อ ต ่อ  clarithromycin พบว่าสูงขึ้นจาก 5.3% เป็น 8.6% ในเวลา 5 ปี รวม 
ทั้งสายพันธุท่ีดื้อต่อ metronidazole 32% เป็น 46%

นั้นตอนการสีกษาเรื่อง vaccine

พยายามด้นหา antigen (Ag) เพ่ือเป็นด้วท่ีใช้ในการผลิต vaccine ของ H.pylori ข้ึน 
โดยอาศัยจาก virulent factor เซ่น urease, flagella, adhesion molecule, Cag A Vag A และ 
Hsp A (H.pylori heat shock proteins)

มีการศึกษาในหนูทดลองโดย Chen et al, 1993, ใช้ H.fellis เป็น antigen เพ่ือ 
ทดสอบประสิทธิภาพที่แท้จริงของวัคซีนในรูปการรับประทาน (oral vaccine) ซึ่งมีส่วนประกอบ 
ของ cholera toxin เป็นตัว mucosal adjuvant หรืออาจใช้ heat labile toxin จาก E. coli พบว่า
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สามารถป้องกันการติดเชื้อของ Helicobacter ได้จริง ต่อมาพัฌนา vaccine ต่อ urease 
enzyme พบว่าสามารถป้องกันก า ร ติดเชื้อ H.pylori ได้ในหนูทดลองส่วนการใช้ในมนุษย์เพื่อ 
ป้องกันหรือรักษานั้นกำลังทำก ารศึกษาอยู่

การตรวจวินิจฉัย H.pylori โดยวิธี PCR assay เริ่มนำมาใช้ครั้งแรกในปี 1985 โดย 
ทำการวิเคราะห์จากชื้นเนื้อของกระเพาะอาหารก่อน โดยใช้วิธีส่องกล้อง primer ที่นำมาใช้เป็น 
substrate ได้แก่ 16S-ribosomal RNA (เป็น primer ตัวแรกทีนำมาใช้), gene encoding 
specific 26k protein, adhesion subunit A (hpa-A) ure A, ure B, ureC, cagA, vacA ซึงเป็น 
encoding protien ที specitic พอสมควรกับ H.pylori ได้ผ ่านช้นดอนการ validation และนำมา 
ใช้ในการศึกษาการติดเชื้อ H.pylori ในปัจจุบัน67

ความสามารถในการตรวจจับเชื้อ (Sensitivity of detection) สามารถวินิจฉัยได้ แม้ 
มีเชื้อปริมาณน้อยมาก (1-100 organism)67 ในชื้นเนื้อหรือ reservoir ต่างๆ แต่การตรวจโดยวิธี 
PCR of H.pylori ใน vitro study พบว่าสามารถมี cross reaction ไดกับ Helicobacter บางสาย 
พันธุแต่เมื่อทำการศึกษาในสงมีชีวิต พบว่าสายพันธุที่มีโอกาส cross reaction ไดในการตรวจ 
โดยวิธ ี PCR นื้ไม่มีการติดเชื้อหรือเติบโตในร่างกายมนุษย์

’ การตรวจ H.pylori โดยวิธี PCR assay จากนั้าย่อยในกระเพาะอาการ58 เร่ิมมีการ 
ศึกษาตั้งแต่ปี 1991 และมีการพัฒนาเทคนิค, การเลือกใช้ primer ท่ีเหมาะสม และมีการ 
validation ประเมินความไวและความจำเพาะของการตรวจโดยวิธีนื้ ที่สำคัญมี 2 การศึกษา69' 70 
คือในญ่ีป่นปี 1994 และในอเมริกาปี 1993 ใช้ primer คือ urea A, 16S-RNA แต่รายละเอียดวิธี 
การทำต่างกัน พบว่าความไวในการตรวจต่างกัน URA 72% และ 94% และมีการนำวิธีการน้ืใป 
ใช้ในการวินิจฉัย resistant strain to antibiotic (clarithromycin) เนืองจากว่าการให้ยาปฏิชีวนะ 
เป็นการรักษาการติดเช้ือ H.pylori ในปัจจุบันท่ีนิยมใช้กันท่ัวไปคือ amoxicillin, clarithromycin, 
metronidazole หรือ tinidazole การวินิจฉัยการติดเช้ือ H.pylori และหาความไวของยาต่อเช้ือ 
เป็นส่ิงสำคัญในการที่จะบอกว่าผู้ป่วย peptic ulcer disease รายใดสมควรที่จะได้รับยารักษา 
และควรให้ยาตำรับใดบ้าง เน่ืองจากประมาณ 55% และ 70% ของผู้ป่วยแผลในกระเพาะอาหาร 
และลำไส้เล็กส่วนตันเท่าน้ันทีติดเช้ือ H.pylori ตามลำตับและพบว่าในจำนวนผู้ป่วยท่ีติดเช้ือมีผู้ 
ป่วยมากกว่า 50% ท่ีเช้ือมีการด้ีอต่อยากรักษาอย่างน้อย 1 ชนิด และวิธีการน้ืสามารถตรวจ 
วินิจฉัยได้ภายในเวลาสั้น (ไม่เกิน 6 ชม.) และ less invasive70 ทำให้สามารถเริ่มให้ 
eradication regimen ที่เหมาะสมได้ โดยไม่ต้องรอผลการเพาะเช้ือ และความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
ซึ่งจะทำให้ผู้ป่วยต้องเสียเวลา และค่าใช้จ่ายเพ่ิมช้ืนจากการปรับเปล่ียน regimen ท่ีใช้รักษาใน 
กรณีที่ดื้อต่อยาชุดแรกที่ได้รับไป
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