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อาภากร กาญจนวิทยากุล : ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์กลูโคส 6-

ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนสและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน G6PD ใน

ชาวกะเหรียง. (Prevalence of G 6-PD deficiency and genetic 

heterogeneity of G6PD in Karen). อ. ทีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : อ. ดร.         

ชาลิสา หลยุเจริญ ชีพสนุทร, 106 หน้า.  

 

 ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD เป็นความแปรผันของเอนไซม์ G 6-PD ทีเกิดจากการกลาย

พันธุ์ของยีน G6PD บนโครโมโซมเพศ X โดยมีความจําเพาะกับชาติพันธุ์  การกลายพันธุ์ของยีน 

G6PD ทีพบบ่อยในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้มี 2 ชนิด คือ G6PD Viangchan (871 G>A : 

Valine 291 Methionine) พบมากในชาวไทย ลาวและเขมร และ G6PD Mahidol (487 G>A : 

Glycine 163 Serine)  พบมากในชาวพม่าและมอญ ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาพันธุศาสตร์

ประชากรในชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอ ซงึเป็นชนกลุม่ใหญ่ในพม่าและเป็นชนกลุ่มน้อยทีอาศัยอยู่

บริเวณชายแดนไทย-พม่า ดงันนังานวิจยันีจงึมีวัตถุประสงค์เพือศึกษาภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD 

การกลายพันธุ์และความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน G6PD ในชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ 

จงัหวดัสโุขทยั จํานวน 230 คน (ชาย 106 คน หญิง 124 คน) ผลการศึกษาด้วยวิธี Fluorescence 

spot test พบภาวะพร่องเอนไซม์  G 6-PD ร้อยละ 8.7 โดยแบ่งเป็นเพศชายร้อยละ 14.15 และเพศ

หญิงร้อยละ 4.03 ขณะทีกลุม่ Intermediate พบร้อยละ 11.74  แบ่งเป็นเพศชายร้อยละ 7.55 และ

เพศหญิงร้อยละ 15.32 เมือศึกษาการกลายพันธุ์ ของยีน G6PD ในประชากรเพศชายพบ G6PD 

Mahidol ร้อยละ 14.15 (15 ใน 106 คน) และ G6PD Canton ร้อยละ 0.94 (1 ใน 106 คน) จาก

การศกึษาพหสุณัฐาน SNPs nt1,311CT และ nt93TC ในอัลลีลปกติ (G6PD B) พบรูปแบบ 

haplotype ชนิดที 1 : 1,311C, 93T มากทีสดุร้อยละ 75.33 (226 ใน 300 อัลลีล) ขณะทีอัลลีล 

G6PD Mahidol และ G6PD Canton ทังหมดพบ haplotype ชนิดที 1 : 1,311C, 93T ดังนัน

งานวิจัยนีสรุปได้ว่า ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ พบได้มาก

เช่นเดียวกับชาติพันธุ์อืนๆ ในภูมิภาคนีทีซึงมีมาลาเรียระบาด อีกทังพบ G6PD Mahidol และ 

haplotype ชนิดที 1 : 1,311C, 93T มากทีสดุเช่นเดียวกับชาวพม่าและมอญ ซึงแตกต่างจากชาว

ไทย ลาวและเขมร ดงันนัการกลายพันธุ์ของยีน G6PD แสดงให้เห็นว่าชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ 

น่าจะสืบเชือสายชาติพันธุ์ ร่วมกับชาวพม่าและมอญ โดยมี G6PD B haplotype ชนิดที 1 :    

1,311C, 93T เป็นอลัลลีบรรพบรุุษ  
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Mutations in the G6PD gene can lead to G 6-PD deficiency, which specific in many ethnic 

groups. In Southeast Asia, there are two common G6PD mutations, which are G6PD Viangchan871A 

and G6PD Mahidol487A. G6PD Viangchan (871G>A : Valine 291 Methionine) was the most common 

in Thai, Lao and Cambodian. G6PD Mahidol (487 G>A : Glycine 163 Serine) was the most common 

in Burmese and Mon. To date, there has been no report of G 6-PD deficiency and its molecular 

genetics in Karen, an ethnic group found mostly in Myanmar and a minority tribe on the Thai-

Myanmar border. This research, we collected 230 Karen (Pwar Kar Nyaw) blood samples (male 

106, female 124 ) to study the prevalence of G 6-PD deficiency and the G6PD mutations. 

Fluorescence spot test showed 20 G 6-PD deficient (male 14.15%, female 4.03%) and 27 

intermediates (male 7.55%, female 15.32%). Molecular analysis was performed in 106 male to 

identify G6PD mutations. Eight G6PD mutations were characterized : G6PD Mahidol (14.15 %) was 

the most dominant mutation followed by G6PD Canton (0.94%). The exon11 nt1,311CT and 

IVS11 nt93TC haplotypes were characterized in all 230 Karen individuals (353 alleles). 

Haplotype 1,311C, 93T was the most common haplotype in G6PD B (75.33%). All G6PD Mahidol 

and G6PD Canton alleles were haplotype 1,311C, 93T. Therefore, we found highly prevalence of G 

6-PD deficiency in Karen as many ethnic groups who live in Southeast Asia. All G6PD Mahidol 

alleles shared the same haplotype (1,311C, 93T), as has been previously reported in G6PD 

Mahidol in Burmese and Mon. Our study suggests that Karen share a common ancestry with 

Burmese and Mon.  
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บทท ี 1 

บทนํา 
1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

เอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (G 6-PD) เป็นเอนไซม์ทีสําคญัในการสร้างนิโคทิ

นามายด์อะดีนีนไดนิวคลิโอไทด์ฟอสเฟตในรูปรีดิวซ์ (NADPH) ในวิถีเพนโทสฟอสเฟต (pentose 

phosphate pathway) ทีช่วยรักษาสมดลุของปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) และปฏิกิริยา                 

รีดกัชนั (reduction) ของเซลล์ (1) ดงันนัภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD (G 6-PD deficiency) จึงทํา

ให้เกิดภาวะโลหิตจางจากการทีเม็ดเลือดแดงแตกง่าย (acute hemolytic anemia) ภาวะพร่อง

เอนไซม์ G 6-PD พบได้บ่อยในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยชาวไทยมีความชุกของภาวะพร่อง

เอนไซม์ร้อยละ 11.1 ในเพศชาย และร้อยละ 5.8 ในเพศหญิง จากการทีพบภาวะพร่องเอนไซม์

มากในบริเวณมาลาเรียระบาด (2) จึงมีข้อสันนิษฐานว่าโรคมาลาเรียหรือโรคติดเชือพลาสโม 

เดียม (Plasmodium) ซึงมีความรุนแรงเป็นตัวผลักดนัให้จีโนมของมนุษย์มีวิวฒันาการในการ

กลายพนัธุ์ตามธรรมชาติ เพือให้ร่างกายสามารถป้องกนัหรือลดความรุนแรงของเชือพลาสโมเดียม 

ตวัอย่างของวิวัฒนาการของจีโนม เช่น การกลายพันธุ์ของยีน G6PD ทีก่อให้เกิดภาวะพร่อง

เอนไซม์ G 6-PD (3) 

การกลายพันธุ์ของยีน G6PD  มีลกัษณะการถ่ายทอดแบบ X-linked recessive (4) จึง

พบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในเพศชายมากกวา่เพศหญิง อีกทงัรูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน 

G6PD จะมีความแตกต่างกันในแต่ละเชือชาติ ซึงคุณลักษณะดังกล่าวจะเป็นประโยชน์ต่อ

การศกึษาความสมัพันธ์ของชาติพันธุ์ อาทิเช่น ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ทีมีความหลากหลาย

ทางเชือชาติ ภาษาและวฒันธรรม พบว่ามีการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ทีพบบ่อย 2 ชนิด คือ 

ชนิดเวียงจันทน์ (G6PD Viangchan : 871GA : Valine 291 Methionine) ซึงพบมากในชาว

ไทย (5) ลาว (6) และเขมร (7) และชนิดมหิดล (G6PD Mahidol : 487GA : Glycine 163 

Serine) ทีพบมากในชาวพม่า (4, 8) และมอญ (4) จึงมีการแบ่งกลุ่มบรรพบุรุษของประชากรใน

บริเวณนีออกเป็นสองกลุม่ใหญ่ คือ กลุม่ชาวพมา่ และมอญซึงอยู่ทางตะวนัตกของคาบสมทุรอิน

โดจีนทีมกัพบการกลายพนัธุ์ชนิดมหิดล (6) และกลุม่ชาวไทย ลาว และเขมรทีอยู่บริเวณศนูย์กลาง

และคอ่นไปทางตะวนัออกของคาบสมทุรทีมกัพบการกลายพนัธุ์ชนิดเวียงจันทน์ แต่อย่างไรก็ตาม

ยงัมีชาติพนัธุ์อืนๆ เช่น กะเหรียงทีอาศยัอยู่ในภมิูภาคนีโดยทียงัไมมี่การศกึษาทางด้านพนัธศุาสตร์

ประชากร เพืออธิบายความสมัพนัธ์ระหวา่งชาวกะเหรียงกบักลุม่ประชากรอืนๆ ในบริเวณดงักลา่ว 
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ชาวกะเหรียงเป็นชนกลุม่ใหญ่ในประเทศพมา่และเป็นชนกลุม่น้อยทีอพยพมาอาศยัอยู่ใน

ประเทศไทยกว่า 300,000 คน (9) กะเหรียงมีหลายเผ่าพันธุ์ซึงสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม

ใหญ่ (9) ได้แก่ กะเหรียงสะกอ (Skaw Karen) หรือทีเรียกตวัเองว่า ปากะญอ (Pwar Kar Nyaw)  

กะเหรียงโปว์ (Pwo Karen, Ploe) เป็นกะเหรียงทีพบมากเป็นอนัดบัสอง กะเหรียงบะเว (Bwe 

Karen, Bway)  และกะเหรียงปะโอ (Pa-O) หรือทีเรียกตวัเองว่า ตองส ูชาวกะเหรียงมีลกัษณะ

สงัคมปิดทีไมค่อ่ยติดตอ่สมัพนัธ์กบัชาติพนัธุ์อืนๆ มีเอกลกัษณ์ทางด้านศิลปะและวฒันธรรมทีโดด

เดน่เป็นของตนเอง ใช้ภาษากะเหรียงซึงจดัอยู่ในตระกลูจีน-ทิเบตเป็นภาษาหลกั การแตง่กายของ

กะเหรียงแตล่ะกลุม่จะมีลกัษณะทีจําเพาะและแตกตา่งกนั นอกจากนี ในกะเหรียงกลุ่มเดียวกันที

อาศยัอยู่คนละพืนทียงัมีการแตง่กายทีแตกตา่งกนัด้วย เมือดจูากลกัษณะทางกายภาพพบวา่ ชาว

กะเหรียงมีลกัษณะโครงหน้าคล้ายคลงึกบัคนจีนและทิเบต (10) จึงมีการตงัข้อสนันิษฐานว่า ชาว

กะเหรียงน่าจะมีแหล่งกําเนิดอยู่ทีทิเบตหรือประเทศจีน (11) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษา

หรือหลกัฐานใดทีจะสรุปข้อสนันิษฐานดงักล่าว ด้วยเหตนีุจึงเป็นทีมาของการศึกษาพันธุศาสตร์

ประชากรของชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอ โดยผา่นการศกึษาความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-

PD การกลายพนัธุ์และความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน G6PD  เพืออธิบายความสมัพันธ์

ระหวา่งชาติพนัธุ์กะเหรียง ชาวจีนและชาติพนัธุ์อืนๆ ในภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 

 

1.2 คาํถามของงานวจัิย 

1.2.1 ความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนสในชาวกะเหรียง 

เป็นอย่างไร 

1.2.2 การกลายพนัธุ์และความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน G6PD ในชาวกะเหรียง

เป็นอย่างไร 

 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวจัิย 

1.3.1 เพือศกึษาความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนสในชาว

กะเหรียง 

1.3.2 เพือศกึษาการกลายพนัธุ์และความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน G6PD ในชาว

กะเหรียง 
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1.4 สมมติฐาน 

1.4.1 พบความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาวกะเหรียงในปริมาณสูง 

(ประมาณร้อยละ 10) 

1.4.2 พบการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol ในชาวกะเหรียงได้มากทีสดุ โดยมีลกัษณะ 

haplotype เป็น 1,311C, 93T 

 

1.5 คาํสําคัญ 

Glucose 6-phosphate dehydrogenase deficiency, G6PD Mahidol, G6PD 

Viangchan, Karen population 

 

1.6 รูปแบบการวจัิย 

การวิจยัเชิงพรรณนา (Descriptive research) 
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1.7 กรอบแนวความคดิในการวจัิย 

 

 

 

 

รูปแบบการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD จะมีความแตกตา่งกนัในแตล่ะชาติพนัธุ์  

ซึงจะเป็นประโยชน์ตอ่การศกึษาความสมัพนัธ์ของชาติพนัธุ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD พบบ่อยในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 

 

ชาวพม่าและมอญ 

ส่ ว น ใ ห ญ่ พบการ 

ก ล าย พัน ธุ์ ข อง ยี น 

G6PD ชนิด Mahidol 

ช า ว ก ะ เ ห รี ย ง ก ลุ่ ม    

ปากะญอเป็นชนกลุ่ม 

ใหญ่ในพม่าและเ ป็น  

ช น ก ลุ่ ม น้ อ ย ใ น ไ ท ย 

ยังไม่มีการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธ ุ

กรรมของยีน G6PD  

 

ชาวไทย ลาวและเขมร 

สว่นใหญ่พบการกลาย

พัน ธุ์ ขอ ง ยี น  G6PD 

ชนิด Viangchan 

 

 

 

เน้นศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งชาติพนัธุ์ตา่งๆ 

 

ศกึษาภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD และความหลากหลายทางพนัธกุรรม 

ของยีน G6PD ในชาวกะเหรียง 
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1.8 ประโยชน์ทีคาดว่าจะได้รับ 

งานวิจยันีจะเป็นองค์ความรู้ใหมที่อธิบายความสมัพนัธ์ระหวา่งชาติพนัธุ์ของชาวกะเหรียง  

ชาวจีน และชาติพันธุ์อืนๆในภมิูภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยอาศยัการศึกษาพันธุศาสตร์

ประชากรของความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD การกลายพันธุ์และความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมของยีน G6PD ในชาวกะเหรียง 

 

1.9 คาํจาํกัดความทีใช้ในการวจัิย 

G6PD Mahidol เป็นการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ในบริเวณ exon ที 6 ตําแหน่งนิวคลีโอ

ไทด์ที 487 มีการเปลียนลําดบัเบสจาก G เป็น A ทําให้กรดอะมิโนตําแหน่งที 163 เปลียนจาก 

Glycine เป็น Serine อาการทางคลินิกจัดอยู่ในประเภทที 3 เป็นการกลายพันธุ์ทีพบบ่อยในชาว

พมา่และมอญ  

G6PD Viangchan เป็นการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ในบริเวณ exon ที 9 ตําแหน่งนิวคลี

โอไทด์ที 871 มีการเปลียนลําดบัเบสจาก G เป็น A ทําให้กรดอะมิโนตําแหน่งที 291 เปลียนจาก 

Valine เป็น Methionine อาการทางคลินิกจัดอยู่ในประเภทที 2 เป็นการกลายพันธุ์ทีพบบ่อยใน

ชาวไทย ลาวและเขมร 

Haplotype คือ ภาวะพหสุณัฐานหรือโพลีมอร์ฟิซึมทีวิเคราะห์หลายตําแหน่งร่วมกันเป็น

ชดุ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6

บทท ี2 

เอกสารและงานวิจยัทเีกียวข้อง 
2.1 เอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส 

 เอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose 6-phosphate dehydrogenase) หรือ 

G 6-PD เป็นเอนไซม์ทีมีความสําคญัและพบได้ทุกเซลล์ (housekeeping enzyme) ของสิงมีชีวิต

หลายชนิด เช่น เซลล์โปรคาริโอต ยีสต์ โปรโตซวั พืช และสตัว์ (12-13) ถึงแม้เอนไซม์ G 6-PD จะ

สามารถพบได้ในทุกเซลล์ของร่างกาย แต่ปริมาณและความเข้มข้นของเอนไซม์ G 6-PD ขึนกับ

ชนิดของเนือเยือ (14-16) ในมนุษย์เอนไซม์ G 6-PD ถูกสร้างจากยีน G6PD ทีอยู่บนโครโมโซม

เพศ X ส่วนปลายตําแหน่ง Xq28 (17) มีรหัสเอนไซม์สากล คือ EC 1.1.1.49 (18-19) โดยใน

ฐานข้อมลู Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) ระบใุห้เอนไซม์ G 6-PD มีรหสัสากล

คือ MIM 305900 (4, 7, 20) เอนไซม์ G 6-PD มีบทบาทสําคญัในการปกป้องเซลล์จากภาวะ

เครียด (oxidative stress) ทีเกิดจากพิษของสารประกอบออกซิเจน (15) ด้วยสาเหตตุา่งๆ ดงันี 

1. เซลล์เมด็เลือดแดงมีหน้าทีในการขนสง่ออกซิเจนให้เซลล์ต่างๆทัวร่างกาย จึงมีโอกาส

ได้รับพิษจากออกซิเจนมากกกวา่เซลล์ชนิดอืน ความเป็นพิษของสารประกอบออกซิเจนทีเกิดขึน

ทําให้เกิดการเปลียนแปลงของโปรตีนฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบินจะถูกออกซิไดซ์

กลายเป็นเมทฮีโมโกลบิน (methemoglobin) (21) ทีไมส่ามารถนําพาออกซิเจนได้ 

2. เมือมีการติดเชือในร่างกายจะมีการรวมตัวของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดทีมีแกรนูล 

(granule) ออกมาทําลายเชือโรคเป็นจํานวนมาก เม็ดเลือดขาวเหล่านีจะหลงัเอนไซม์และสาร

อนมุลูอิสระมาทําลายเชือโรค ทําให้เมด็เลือดแดงทีอยู่บริเวณใกล้เคียงถกูทําลาย (22)  

จากเหตผุลทีกล่าวมาประกอบกับลกัษณะของเซลล์เม็ดเลือดแดงทีเจริญวยั (mature) 

เป็นเซลล์ทีไม่มีนิวเคลียส (nucleus) และไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ดงันันเซลล์เม็ดเลือด

แดงจึงต้องอาศยัวิถีเพนโทสฟอสเฟต (pentose phosphate pathway, PPP) หรือเฮกโซสมอโน

ฟอสเฟตชนัต์ (hexose monophosphate shunt, HMS) เพียงแหลง่เดียวทีสร้างนิโคทินามายด์อะ

ดีนีนไดนิวคลิโอไทด์ฟอสเฟตในรูปรีดิวซ์ (NADPH) ซึงเป็นโคเอนไซม์สําคญัทีช่วยรักษาสมดลุของ

ปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidation) และรีดกัชนั (reduction) ของเซลล์ (23) ดงันันเซลล์ทีจะอยู่รอด

ได้จําเป็นทีต้องมีปริมาณ NADPH ให้เพียงพอ เพือป้องกันโมเลกุลและโปรตีนต่างๆภายในเซลล์

จากพิษของออกซิเจน 

เอนไซม์ G 6-PD มีบทบาทสําคญัในกระบวนการเมแทบอลิซึมของกลโูคส และเป็น

เอนไซม์ลําดับแรกในวิถีเพนโทสฟอสเฟตหรือเฮกโซสมอโนฟอสเฟตชันต์ทีควบคุมการทํางาน
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ทงัหมด (rate-limiting step) (24) โดยเปลียนกลโูคส 6-ฟอสเฟต (glucose 6-phosphate, G 6-P) 

ให้เป็น 6-ฟอสโฟกลโูคเนต (6-phosphogluconate) ปฏิกิริยานีจะเกิดร่วมกบัปฏิกิริยารีดกัชันของ

นิโคทินามายด์อะดีนีนไดนิวคลิโอไทด์ฟอสเฟต (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate, NADP) สร้างเป็นนิโคทินามายด์อะดีนีนไดนิวคลิโอไทด์ฟอสเฟตในรูปรีดิวซ์ 

(reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) ดงัแสดงในภาพที 2.1 ซึง 

NADPH ทีเกิดขนึจะให้โปรตอนแก่เอนไซม์ 2 ชนิด คือ เอนไซม์กลตูาไธโอนรีดกัเทส (glutathione 

reductase) และเอนไซม์คาตาเลส (catalase) ในการป้องกันการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดง

เนืองมาจากสภาวะเครียด (oxidative stress) 

เอนไซม์กลตูาไธโอนรีดกัเทสจะเปลียนกลตูาไธโอนในรูปออกซิไดซ์ (GSSG) ให้เป็นกลตูา

ไธโอนในรูปรีดิวซ์ (GSH) จากนัน GSH จะทํางานร่วมกับเอนไซม์กลตูาไธโอนเปอร์ออกซิเดส

(glutathione peroxidase) ในการเปลียน H2O2 ให้กลายเป็นนํา นอกจากความสําคัญของ 

NADPH ต่อการป้องกันเซลล์เม็ดเลือดแดงมิให้แตกจากสภาวะเครียดและพิษของออกซิเจน 

NADPH ยงัจําเป็นตอ่การสร้างสารชีวโมเลกลุตา่งๆ เช่น กรดไขมนั และคอเลสเทอรอล 

 

 
 

ภาพที 2.1 แสดงบทบาทของเอนไซม์ G 6-PD ตอ่การสร้าง NADPH และบทบาทของกลตูาไธโอน

ในรูปรีดิวซ์ (GSH) ในการป้องกันเซลล์จากพิษของออกซิเจน (25) G 6-P = กลโูคส 6-ฟอสเฟต 

(glucose 6-phosphate) 6-PG = 6-ฟอสโฟกลโูคเนต (6-phosphogluconate) G 6-PD = 

เอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose 6-phosphate dehydrogenase) NADP =                 

นิโคทินามายด์อะดีนีนไดนิวคลิโอไทด์ฟอสเฟต (nicotinamide adenine dinucleotide 
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phosphate) NADPH =  นิโคทินามายด์อะดีนีนไดนิวคลิโอไทด์ฟอสเฟตในรูปรีดิวซ์ (reduced 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) GSH = กลตูาไธโอนในรูปรีดิวซ์ (reduced 

glutathione) GSSG = กลตูาไธโอนในรูปออกซิไดซ์ (oxidized glutathione) H2O2 = ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) Hb (Fe2+) = ฮีโมโกลบิน (hemoglobin)  MetHb (Fe3+)              

= เมทฮีโมโกลบิน (methemoglobin) 

 

2.2 โครงสร้างของเอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส 

การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ในร่างกายมกัทํางานได้ 2 รูปแบบ คือ คู่ไดเมอร์ (dimer) 

ทีเกิดจากการทํางานร่วมกนัของ 2 โมเลกุล หรือรูปแบบทีเป็นเตตราเมอร์ (tetramer) ซึงเกิดจาก

การทํางานร่วมกนัของโมเลกลุทงัหมด 4 โมเลกลุ (16, 25-26) ปัจจยัทีเกียวข้องกบัการทํางานของ

เอนไซม์ G 6-PD มีหลายปัจจยัได้แก ่

1. ความเป็นกรดและด่างภายในร่างกายจะเป็นตัวกําหนดรูปแบบการรวมตัวของ

เอนไซม์ G 6-PD  โดยทีถ้ามีค่าพีเอช (pH) และค่า Ionic strength สงู เช่น ค่าพีเอช 

มากกว่า 8 เอนไซม์ G 6-PD มกัทํางานในรูปแบบไดเมอร์ และ ถ้าค่าพีเอชและค่า

Ionic strength ตํา เช่น คา่พีเอชตํากวา่ 6  เอนไซม์ G 6-PD มกัทํางานในรูปแบบของ

เตตราเมอร์  นอกจากนีสภาวะทีค่าพีเอชมีค่าสงูมากๆ จะทําให้เอนไซม์ G 6-PD อยู่

ในรูปมอนอเมอร์ทีไมส่ามารถทํางานได้ (26-27)  

2. การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ขึนอยู่กับอตัราส่วนระหว่าง NADP+ และ NADPH 

โดยเอนไซม์ G 6-PD จะหยดุทํางานเมือจํานวน NADPH มีมากกวา่ NADP (28)  

3. สภาวะทีอณุหภมิูตําประมาณ 0-2 องศาเซลเซียส จะทําให้เอนไซม์ G 6-PD ไม่

สามารถทํางานได้ (18) 

4. สภาวะทีไมมี่โมเลกลุของ NADP+ จะทําให้โมเลกลุของเอนไซม์ G 6-PD แยกออกจาก

กันและไม่สามารถทํางานได้ (18) เนืองจากบริเวณผิวของ NADP+ ทีอยู่ใน β+α 

domain  มีทงัส่วนทีไม่ชอบนํา (hydrophobic) และชอบนํา (Hydrophilic) อย่างละ

50 % ซึงบริเวณทีชอบนํามีประจุบวก ส่งผลให้โมเลกุลของ NADP+ สร้างพันธะ

ไฮโดรเจนยึดบริเวณ β sheet และ C-terminus ของแตล่ะ subunit เข้าด้วยกัน ทําให้

เกิดการรวมตวัของโมเลกลุเอนไซม์ G 6-PD ขนึ 
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โมเลกุลทีประกอบกันเป็นกลุ่มของไดเมอร์และเตตราเมอร์แต่ละโมเลกุลเรียกว่ามอนอ

เมอร์ (monomer) ประกอบด้วยกรดอะมิโนทังหมด 515 ตวั มีนําหนักประมาณ 59 กิโลดาลตนั 

(29) ซึงแตล่ะโมเลกลุประกอบด้วยโดเมนทีสําคญั 2 โดเมน ได้แก ่

1. N-terminal domain ครอบคลมุตงัแตก่รดอะมิโนตวัที 27-200 โดยทีกรดอะมิโนตวัที

38-44 มีลําดบัคือ GxxGDLx เป็นส่วนของ Coenzyme binding site (NADP+)              

(16, 24, 30)       

2. β+α domain มีขนาดใหญ่กวา่ N-terminal domain ครอบคลมุกรดอะมิโนตวัที 199-

515 โดยทีกรดอะมิโนตัวที 198-205 มีลําดับคือ RIDHYLGK เป็นส่วนของ                  

G 6-P binding site (31) และกรดอะมิโนตวัที 380-425 เป็น antiparalle beta sheet 

ทงัหมด 9 สาย ซึงโดเมนทงั 2 เชือมกนัด้วย α-helix 

ในปีคริสตศกัราช 1996 มีการค้นพบโครงสร้าง 3 มิติของเอนไซม์ G 6-PD ในมนุษย์เป็น

ครังแรกซึงเป็นโครงสร้างของเอนไซม์ G 6-PD ชนิดแคนตนั (G6PD Canton : 1,376GT : 

Arginine 459 Leucine) โดยใช้การวิเคราะห์ด้วยสนามแม่เหล็ก (nuclear magnetic resonance 

spectroscopy) (32)  รูปแบบการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ชนิดแคนตนัทีศึกษาเป็นลกัษณะ

ของเตตราเมอร์ (24) 

โครงสร้าง 3 มิติของเอนไซม์ G 6-PD ทีทํางานในรูปแบบของไดเมอร์และเตตราเมอร์               

ดงัแสดงในภาพที 2.2 และ 2.3 

 

 
 

ภาพที 2.2 แสดงโครงสร้าง 3 มิติของเอนไซม์ G 6-PD ในรูปไดเมอร์ (16) 
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ภาพที 2.3 แสดงโครงสร้างของเอนไซม์ G 6-PD รูปแบบเตตราเมอร์ในมนุษย์ (33) A-D แสดง

มอนอเมอร์ทัง 4 โมเลกุลของเอนไซม์ G 6-PD บริเวณสีเทาของแต่ละไดเมอร์แสดงถึงบริเวณที

มอนอเมอร์แตล่ะโมเลกุลมาจับกันเป็นไดเมอร์ บริเวณนีประกอบด้วยกรดอะมิโนทังหมด 57 ตวั 

การกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีเกิดขนึในบริเวณทีมีการจับคู่เป็นไดเมอร์ เป็นสาเหตขุองการเกิด

ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ซึงทําให้เกิดอาการทางคลินิก คือ ภาวะโลหิตจางเรือรังแตกํ่าเนิดแบบ

เม็ดเลือดแดงรูปปกติไม่กลม (chronic non-spherocytic hemolytic anemia : CNSHA) เช่น 

G6PD Plymouth (488GA : Glycine 163 Asparagine) G6PD Tsukui (561-563 deletion : 

Serine 188 deletion) และ G6PD Sumare (1,292TG : Valine 431 Glycine) เป็นต้น และ

ภาวะโลหิตจางเฉียบพลัน (acute hemolytic anemia : AHA) เช่น G6PD Surabaya 

(1,291GA : Valine 431 Methionine) เป็นต้น 
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2.3 ภาวะพร่องเอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส 

ในปีคริสตศกัราช 1956 มีการค้นพบภาวะพร่องเอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส

(glucose 6-phosphate dehydrogenase deficiency) เป็นครังแรก (34)  ภาวะพร่องเอนไซม์           

G 6-PD เป็นความผิดปกติของเอนไซม์ในเม็ดเลือดแดงทีพบได้บ่อยในประชากรทัวโลก ภาวะ

พร่องเอนไซม์ G 6-PD เป็นโรคทางพนัธกุรรมทีเกิดจากการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD บนโครโมโซม

เพศ X ทําให้เกิดเป็นความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD รูปแบบตา่งๆ  

ภาวะความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD มิได้หมายถึง การขาดเอนไซม์ G 6-PD แต่เป็น

ภาวะทีเอนไซม์ G 6-PD มีความผิดปกติแล้วส่งผลให้การทํางานของเอนไซม์มีความผิดปกติหรือ

แตกตา่งจากคนทวัไป (18) จากการศึกษาภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในอดีตจนถึงปัจจุบันพบ

ความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD มากกวา่ 400 ชนิด (35) ซึงความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD 

ประมาณร้อยละ 65 มีค่าการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ทีปกติหรือใกล้เคียงปกติ (32) 

ตวัอย่างเช่น G6PD A เป็นความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD ทีค้นพบเป็นครังแรก ต่อมามีความ

แปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD ทีคล้ายคลึงกับ G6PD A เรียกว่า G6PD A- ขณะทีเอนไซม์ G 6-PD 

ทีปกติ (wild type) หรือไม่มีความแปรผนัของเอนไซม์ถูกเรียกว่า G6PD B (16, 36) การจําแนก

ความแปรผันของเอนไซม์ G 6-PD  รูปแบบต่างๆ ขึนอยู่กับการศึกษา (16, 30) เช่น                     

enzyme activity, electrophoretic mobility, physicochemical (thermostability และ

chromatographic), kinetic (ความเข้มข้นของสับสเตรท, Km ของกลูโคส 6-ฟอสเฟต หรือ 

NADPH) และ คา่ pH 

จากการทีความผนัแปรของเอนไซม์ G 6-PD มีอยู่หลากหลาย องค์การอนามัยโลก 

(World Health Organization, WHO) จึงได้แบ่งกลุ่มความแปรผนัของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-

PD ออกเป็น 5 กลุม่ ตามคา่การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD และอาการทางคลินิก (30, 37) แสดง

ดงัตารางที 2.1 
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ตารางที 2.1 แสดงกลุม่ความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD ทีสมัพนัธ์กบัอาการทางคลินิก 

 

Class Enzyme Activity Clinical Manifestation 

I 
Severely deficient 

 (<1% or not detectable) 

Chronic non-spherocytic 

hemolytic anemia (CNSHA) 

II Severely deficient (1-10% residual activity) Acute hemolytic anemia 

III 
Moderately deficient  

(10-60% residual activity) 

Occasionally acute hemolytic 

anemia 

IV Normal activity (60-150 %) Asymptomatic 

V Increased activity (>150 %) Asymptomatic 

 

เมือร่างกายเกิดภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD  การสร้าง NADPH จะน้อยกวา่ปกติประกอบ

กบัเมือมีภาวะออกซิเดชนัสงูขนึจากการกินถวัปากอ้า การได้รับยา หรือสารเคมีบางชนิด และการ

ติดเชือ ทําให้ในเซลล์มีปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สงูขึน เมือไม่มีการสร้างกลตูาไธโอนใน       

รูปรีดิวซ์มาทําลาย reactive oxygen species เหล่านีจะเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ โดย

ฮีโมโกลบินจะถกูออกซิไดซ์ ทําให้เกิดการตกตะกอนของเมด็เลือดแดงกลายเป็นเฮนด์บอดี (heinz 

body) ซึงจะทําให้เมด็เลือดแดงเสียความยืดหยุ่น ประกอบกับการมี lipid peroxidation ของผนัง

เซลล์เมด็เลือดแดง และเกิดภาวะทีเซลล์เมด็เลือดแดงแตกง่ายตามมา แสดงดงัภาพที 2.4 

 

 
 

ภาพที 2.4 แสดงภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในเซลล์เมด็เลือดแดง (38) 
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 2.3.1 อาการทางคลินิก 

ผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD มกัมีคา่การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ทีตํากวา่ในคนปกติ ซึง

ส่งผลให้ผู้ ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD มีอาการทางคลินิกได้แก่ ภาวะตวัเหลืองในเด็กทารก ภาวะ

โลหิตจางเฉียบพลนัจากการกินถวัปากอ้า การบริโภคยาบางชนิด การติดเชือ และภาวะโลหิตจาง

เรือรังแตกํ่าเนิดแบบเมด็เลือดแดงรูปปกติไมก่ลม 

2.3.1.1 ภาวะตัวเหลืองในเด็กทารก (neonatal jaundice : NNJ) 

  ภาวะตวัเหลืองในเดก็ทารก หมายถึง ภาวะทีมีปริมาณบิลิรูบิน (bilirubin) ในซีรัม

มากกวา่ 15 มิลลิกรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร (1mg/dl) หรือ 255 ไมโครโมลต่อลิตร (255 µmol/L) (39) 

จัดเป็นปัญหาทางสาธารณสขุทีสําคัญ โดยพบภาวะนีเป็นครังแรกในทารกแรกเกิดชาวเอเชีย              

(40-41) และเมดิเตอร์เรเนียน (42) จากรายงานพบวา่ ทารกเพศชายทีมีภาวะตวัเหลืองมกัมีภาวะ

พร่องเอนไซม์ G 6-PD ร่วมด้วย ในขณะทีทารกเพศหญิงทีมีภาวะตวัเหลืองพบภาวะพร่องเอนไซม์ 

G 6-PD ได้น้อย   

 ปัจจัยทีทําให้เกิดภาวะตวัเหลืองในเด็กทารกมีหลายปัจจัย อาทิเช่น ภาวะเม็ด

เลือดแดงแตกง่ายจากการทีแมแ่ละลกูมีหมูเ่ลือดทีไมเ่ข้ากนั เช่น แมมี่หมูเ่ลือดโอ ลกูมีหมู่เลือดเอ 

หรือบี ภาวะเมด็เลือดแดงแตกง่ายเนืองมาจากผู้ป่วยเป็นโรคเลือด เช่น โรคธาลสัซีเมีย ในช่วงแรก

เกิดเอนไซม์ Uridine-diphosphate-glucuronosyltransferase (UDP-glucoronosyltransferase) 

ในตบัทํางานได้น้อย การป่วยเป็นโรคตบัหรือภาวะท่อนําดีตีบตนัมีผลทําให้การกําจัดบิลิรูบินเกิด

ได้น้อย หากในร่างกายมีปริมาณบิลิรูบินมากกว่าปกติจะทําให้บิลิรูบินซึมเข้าสู่สมองเกิดภาวะ 

Kernicterus ความผิดปกติของลําไส้ เช่น ลําไส้อดุตนัทําให้การดดูซึมบิลิรูบินกลบัเข้ามาในกระแส

เลือดเกิดได้มากกว่าการขบัถ่ายออกไปเกิดภาวะ hyperbilirubinemia ตามมา การติดเชือไวรัส 

หรือเชือแบคทีเรียของมารดาระหวา่งทีมีการตงัครรภ์ เช่น หดัเยอรมนั และซิฟิลิส  การขาดไทรอยด์

ฮอร์โมนแตกํ่าเนิดทําให้การเปลียนบิลิรูบินในรูปทีไมล่ะลายนํามาเป็นรูปทีละลายนําเกิดขนึได้น้อย 

เกิดการสะสมของบิลิรูบินในกระแสเลือด นอกจากนียงัมีปัจจยัทางด้านพนัธกุรรมและสิงแวดล้อม

ทีก่อให้เกิดภาวะตวัเหลืองในเดก็ทารก อธิบายได้ดงันี 

ปัจจัยทางด้านพันธุกรรม ในทารกแรกเกิดทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD และมีการ

กลายพันธุ์ของยีน Uridine-diphosphate-glucuronosyltransferase 1 หรือยีน UGT1A1 ที

บริเวณโปรโมเตอร์จะทําให้การสร้างเอนไซม์ UDP-glucuronosyltransferase ทีช่วยควบคูบิ่ลิรูบิน

กบักรดยรีูดีนไดฟอสโฟกลโูคโรนิกลดน้อยลง สง่ผลให้เกิดโรคกิลแบร์ (Gilbert’s disease) ซึงเป็น
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สาเหตขุองภาวะดีซ่านตามมา ปัจจยัทางด้านสิงแวดล้อม เช่น เด็กอาจสมัผสักับสารจําพวกแนฟ

ทารีน (naphthalene) ทีติดมากบัเสือผ้าซึงทําให้เกิดภาวะทีเมด็เลือดแดงแตกง่ายได้  

2.3.1.2 ภาวะโลหติจางเฉียบพลันจากการกินถัวปากอ้า (favism)  

 ภาวะนีเป็นทีรู้จักมาช้านานพบบ่อยในประเทศทีมีการบริโภคถัวปากอ้าเป็น

อาหารหลกั เช่น ประเทศเมดิเตอร์เรเนียน (43) หรือพบในบริเวณทีมีการปลกูถวัปากอ้าเป็นจํานวน

มาก เช่น ตะวนัออกกลางและทางตอนเหนือของทวีปแอฟริกา (16) มีรายงานว่าพบภาวะนีในผู้ ที

พร่องเอนไซม์ G 6-PD ชนิด G6PD Mediterranean ซึงมีความรุนแรงจัดอยู่ในประเภทที 2 และ

อาจพบได้ใน G 6-PD A- (43-45) หรือพบได้ในทารกทีดืมนมแมที่กินถวัปากอ้าและพบในเดก็เลก็ที

มีอายุตํากว่า 5 ปี ผู้ ทีมีภาวะโลหิตจางเฉียบพลนัจากการกินถัวปากอ้ามกัเป็นผู้ ทีพร่องเอนไซม์      

G 6-PD แตไ่มจํ่าเป็นทีผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD ทกุรายจะมีภาวะโลหิตจางเฉียบพลนัเมือมีการกิน

ถวัปากอ้า สาเหตดุงักลา่วเนืองมาจากปัจจัยทางพันธุกรรมทีเกียวข้องกับกระบวนการสร้างและ

สลายสารเคมีในถวัปากอ้า (46) 

ถัวปากอ้าแสดงดงัภาพที 2.5 มีสาร 2 ชนิดเป็นองค์ประกอบ คือ วิซีน (vicine) 

และคอนวิซีน (convicine) แสดงดงัภาพที 2.6 สารเหล่านีประกอบด้วยโมเลกุลของนําตาลกลโูค

ไซด์ (glucoside) ทีเชือมกบัวงแหวนไพริมิดีน (pyrimidine ring) เมือถกูดดูซึมเข้าสู่ร่างกายจะถูก

เปลียนเป็นสารทีมีชือว่า ไดวิซีน (divicine) และไอโซยูรามิล (isouramil) โดยการทํางานของ

เอนไซม์เบต้ากลโูคซิเดส (β-glucosidase) สารดงักล่าวสามารถผลิตสารอนุมลูอิสระต่างๆ ซึงมี

คณุสมบัติในการออกซิไดซ์กลตูาไธโอน (1, 16) ผู้ ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD เมือบริโภคถัวปากอ้า

เข้าไปจะทําให้เมด็เลือดแดงแตกเฉียบพลนัและทําให้ปัสสาวะออกมาเป็นสีดํา (hemoglobinuria) 

(33) แสดงดงัภาพที 2.7 

  ภาวะโลหิตจางเฉียบพลนัจากการกินถวัปากอ้าจะแสดงอาการภายใน 24 ชัวโมง

ภายหลงัทีกินถัวปากอ้าแบบดิบและแบบสกุ แต่มักพบภาวะนีบ่อยหากกินถัวปากอ้าทีเพิงเก็บ

ใหม่ๆ  จากต้น 

 

 

 

 

 

 



 

 

15

 

 

 

 

               

 

 

ภาพที 2.5 แสดงต้นของถัวปากอ้า (ซ้าย) และเมล็ดถัวปากอ้าแบบปรุงสกุและแบบดิบ (ขวา)                

(47-48) 

 
ภาพที 2.6 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสารวิซีน (ซ้าย) และคอนวิซีน (ขวา) (49) 

 

 
 

ภาพที 2.7 แสดงการเปรียบเทียบปัสสาวะปกต ิ(ซ้าย) และปัสสาวะทีมีฮีโมโกลบิน (ขวา) (18) 

2.3.1.3 ภาวะโลหติจางเฉียบพลันจากการบริโภคยาบางชนิด 

  มีรายงานวา่พบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD เป็นครังแรกจากผลของการใช้ยาต้าน

มาลาเรียชือว่า ไพรมาควิน (primaquine) ในทหารชาวอเมริกันระหว่างสงครามโลกครังที 2      

(50-51) ตอ่มามีการค้นพบยาหลายชนิดรวมถึงสารเคมีทีมีผลข้างเคียง และออกฤทธิ ให้เกิดภาวะ

โลหิตจางเนืองมาจากเมด็เลือดแดงแตกง่าย แสดงดงัตารางที 2.2 
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  ภาวะโลหิตจางเฉียบพลนัจะเกิดขนึใน 1-2 วนัหลงัจากทีบริโภคยา ซึงอาการทีเกิด

มีทงัไมค่อ่ยรุนแรงไปจนถึงระดบัทีมีความรุนแรงมาก เช่น ภาวะตวัเหลือง ภาวะทีตบัโต ภาวะทีเมด็

เลือดแดงมีการเสียสภาพ และตกตะกอนของฮีโมโกลบินกลายเป็น heinz bodies (37) ดงัภาพที 

2.8 

 

 
 

ภาพที 2.8 แสดงผลการตรวจแผ่นฟิล์มเลือดของผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD ชาวอิตาเลียนเพศชาย

อายุ 24 ปีซึงมีภาวะโลหิตจางเฉียบพลันภายหลังจากบริโภคยาแก้ปวดชือ พาราเซตามอน

(paracetamol) (16) ภาพ A แสดง heinz bodies ทีย้อมด้วย methyl violet และภาพ B แสดง

heinz bodies เมือดจูาก electron microscope 

 

  นอกจากนียงัพบวา่ ยาไพรมาควินเป็นหนึงในยาหลายชนิดทีทําให้เม็ดเลือดแดง

ของผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD มีอายุสนัลง (1) สําหรับการระบุชนิดของยาทีทําให้เกิดภาวะโลหิต

จางเฉียบพลนัในผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD ให้แน่ชดัเป็นเรืองทียาก เนืองจากผลของ 2 ปัจจยัทีมีใน

แตล่ะบคุคล ได้แก ่ปัจจยัด้านพนัธกุรรม และปัจจยัทีได้รับมาภายหลงั 

ปัจจัยทางพันธุกรรม เช่น ความผิดปกติของเอนไซม์ ความสมบูรณ์ของ

กระบวนการเผาผลาญภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง และฤทธิ ของยาทีมีผลต่อการเปลียนแปลงสาร

พนัธกุรรม สําหรับปัจจยัทีได้รับมาภายหลงั อาทิเช่น อาย ุการติดเชือภายในเซลล์ การทีมีปริมาณ

เซลล์เม็ดเลือดแดงทีแก่มากขึน และปริมาณยาทีได้รับในแต่ละครัง รวมไปถึงการดดูซึมการเผา

ผลาญและการขบัถ่ายของเสียตา่งๆ 
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ตารางที 2.2 แสดงชือยาและสารเคมีทีอาจทําให้เมด็เลือดแดงแตกง่ายในผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD 

(16) 

 

 Definite association Possible association Doubtful association 

Antimalarials Primaquine 

Pamaquine 

Chloroquine Mepacrine 

Quinine 

Sulfonamides Sulfanilamide 

Sulfacetamide 

Sulfapyridine 

Sulfamethoxazole 

Sulfadimidine 

Sulfasalazine 

Glibenclamide 

Aldesulfone 

Sulfadiazine 

Sulfafurazole 

Sulfones Dapsone -- -- 

Nitrofurantoin Nitrofurantoin -- -- 

Antipyretic or 

analgesic 

Acetanilide Aspirin Paracetamol 

Phenacetin 

Other drugs Nalidixic acid 

Niridazole 

Methylthionium 

Phenazopyridine 

Co-trimoxazole 

Ciprofl oxacin 

Chloramphenicol 

Vitamin K analogues 

Ascorbic acid 

Mesalazine 

Aminosalicylic acid 

Doxorubicin 

Probenecid 

Dimercaprol 

Other 

chemicals 

Naphthalene 

2,4,6-trinitrotoluene 

Acalypha indica extract  

 

2.3.1.4 ภาวะโลหติจางเฉียบพลันทีเกิดจากการติดเชือ 

ในการรักษาทางคลินิก  การติดเชือตา่งๆ เป็นปัจจยัสําคญัทีก่อให้เกิดภาวะโลหิต

จางเฉียบพลนัในผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD มากกวา่การได้รับยา สารเคมี หรือการบริโภคถัวปาก

อ้า (1) การติดเชือทีก่อให้เกิดภาวะโลหิตจางเฉียบพลนั อาทิเช่น ไวรัสตบัอกัเสบชนิดเอและบี

(hepatitis viruses A, B)  การติดเชือไซโตเมกะโลไวรัส (cytomegalovirus : CMV) (52) โรคปอด

อกัเสบ (pneumonia) (53) และไข้ไทฟอยด์ (typhoid fever) (16) ทังนีความรุนแรงของการแตก

ของเมด็เลือดแดงขนึอยู่กบัหลายปัจจยั เช่น การทํางานของตบั อายขุองผู้ป่วย และการใช้ยาตา่งๆ 



 

 

18

มีรายงานหลายฉบับทีกล่าวถึงความสําคญัของการติดเชือต่างๆ ทีส่งผลให้เกิด

ภาวะโลหิตจางเฉียบพลนัตามมา  (54-55) แตก่ลไกดงักลา่วไม่ทราบแน่ชัดสนันิษฐานว่า อาจเกิด

จากเมือมีการติดเชือจะมีการรวมตัวของโพลีมอโฟนิวเคลียร์ลิวโคไซด์ (polymorphonuclear 

leukocyte : PMN) ซึงเป็นเมด็เลือดขาวชนิดทีมีแกรนลูออกมาทําลายเชือโรคเป็นจํานวนมาก เม็ด

เลือดขาวเหล่านีจะปล่อยเอนไซม์และสารอนุมลูอิสระ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือ ไนตริก 

ออกไซด์เพือทําลายเชือโรค (56) ส่งผลให้เม็ดเลือดแดงทีอยู่รอบๆ และมีภาวะพร่องเอนไซม์                 

G 6-PD ถกูทําลายไปเกิดภาวะโลหิตจางจากการทีเมด็เลือดแดงแตกตามมา (22)  

2.3.1.5 ภาวะโลหติจางเรือรังแต่กําเนิดแบบเม็ดเลือดแดงรูปปกติไม่กลม 

(chronic non-spherocytic hemolytic anemia : CNSHA)  

ในปีพทุธศกัราช 2501 มีการค้นพบความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD ทีก่อให้เกิด

ภาวะโลหิตจางเรือรังแตกํ่าเนิดแบบเมด็เลือดแดงรูปปกติไมก่ลมเป็นครังแรก (57) ภาวะนีมกัพบใน

ผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD ชนิดทีมีความรุนแรงโดยจัดอยู่ในประเภทที 1 (16, 58) ซึงมีการกลาย

พนัธุ์เกิดขึนในเอกซอนที 10 ระหว่างนิวคลีโอไทด์ลําดบัที 1,100 ถึง 1,200 ซึงการเปลียนแปลงที

บริเวณดังกล่าวมีความเกียวข้องกับบริเวณทีคู่ไดเมอร์มาประกบกัน  (59) หรือเป็นตําแหน่ง

coenzyme binding site ทีจบักบัโมเลกลุ NADP (60)  

ผู้ป่วยภาวะ CNSHA มกัเป็นทารก หรือเดก็เลก็และเคยมีประวตัิป่วยเป็นภาวะตวั

เหลืองตงัแตเ่กิดหรือมีภาวะโลหิตจางเรือรังมาก่อน (16) ทําให้เม็ดเลือดแดงแตกง่ายตลอดเวลา

สาเหตเุป็นเพราะโปรตีนทีผิวเมด็เลือดแดงมีความผิดปกติมาแต่กําเนิด ดงันันการตรวจแผ่นฟิล์ม

เลือดของผู้ป่วยภาวะ CNSHA จึงไมพ่บเมด็เลือดแดงรูปกลม แสดงดงัภาพที 2.9 นอกจากนีมกัไม่

เจอภาวะ CNSHA ในผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD ชนิด A- และ Mediterranean (1)  

 

 
 

ภาพที 2.9 แสดงภาวะโลหิตจางเรือรังแตกํ่าเนิดแบบเมด็เลือดแดงรูปปกติไมก่ลม (chronic non-

spherocytic hemolytic anemia : CNSHA) (25) 
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2.4 ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD 

 2.4.1 ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในประชากรโลก 

 ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD มกัพบบ่อยในบริเวณทีเคยมีรายงานการระบาดของมาลาเรีย

คาดว่าทัวโลกมีประชากรทีมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ประมาณ 400 ล้านคน ความชุกของ

ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD พบบ่อยในบริเวณทวีปแอฟริกา ยุโรปใต้ ตะวนัออกกลาง เอเชีย

ตะวนัออกเฉียงใต้ บริเวณศนูย์กลางและทางใต้ของหมูเ่กาะในมหาสมทุรแปซิฟิก (16)  นอกจากนี

ในทวีปอเมริกาเหนือ อเมริกาใต้ และยโุรปเหนือ พบผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD ได้เช่นกนั เนืองจาก

มีการอพยพย้ายถินของประชากรไปสู่ทวีปเหล่านัน (16, 61)  ซึงความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์  

G 6-PD แสดงดงัภาพที 2.10 

 

 
 

ภาพที 2.10 แสดงการกระจายตวัและความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในประชากรทัว

โลก (16) โดยการไล่สีจากสีอ่อนไปจนถึงสีเข้มในแผนที แสดงถึงเปอร์เซ็นต์ความชุกของภาวะ

พร่องเอนไซม์ G 6-PD ทีพบในบริเวณตา่งๆทวัโลกจากน้อยไปมาก 

 จากการศึกษาภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในประชากรทัวโลกพบว่า ประเทศแถบ

แอฟริกาตะวนัตกมีความชกุสงูทีสดุคิดเป็นร้อยละ 7.5 ของประชากรทงัหมด รองลงมาคือประเทศ

ในแถบตะวนัออกกลาง ทวีปเอเชีย ทวีปยโุรป และทวีปอเมริกามีความชุกคิดเป็นร้อยละ 6.0  4.7  

3.9 และ 3.4 ของประชากรทงัหมดตามลําดบั สําหรับบริเวณหมูเ่กาะแปซิฟิกมีความชกุตําทีสดุคิด

เป็นร้อยละ 2.9 ของประชากรทงัหมด (62) 
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2.4.2 ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 

ภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้เป็นภมิูภาคหนึงทีมีความหลากหลายทางเชือชาติ ศาสนา

และวฒันธรรม ในภมิูภาคนียงัมีรายงานการระบาดของมาลาเรียตงัแตอ่ดีตจนถึงปัจจุบัน ซึงพืนที

ทีมีการระบาดของมาลาเรียนันมีความสมัพันธ์กับความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ใน

การศึกษาก่อนหน้านีพบความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาติพันธุ์ต่างๆ แสดงดัง

ตารางที 2.3 

 

ตารางที 2.3 แสดงความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาติพนัธุ์ตา่งๆ 

 

เชือชาต ิ ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD (ร้อยละ) รายการอ้างองิ 

ไทย (Thai)     เพศชาย                       11.1 

    เพศหญิง                       5.8 

(5) 

พมา่ (Burmese)     เพศชาย                        7.3-11.0 (4, 6, 8) 

มาเลย์ (Malay)     เพศชาย                        4.6 

    เพศหญิง                       1.3 

(63) 

มอญ (Mon)     เพศชาย                        6.7-12.0 (4, 6) 

เขมร (Cambodian)     เพศชาย                        12.6-26.1 

    เพศหญิง                        3.1 

(7, 64) 

ฉาน (Shan)     เพศชาย                      10.8 (6) 

ดาน ุ(Danu)     เพศชาย                        7.1 (6) 

คะฉิน (Kachin)     เพศชาย                        6.3 (6) 

อะบอริจิน

(Amboiness) 

    เพศชาย                        6.0 (6) 

ลิซ ู(Lisu)     เพศชาย                        2.6 (6) 

ลาว (Lao)     เพศชาย                        7.2 (6) 

ช า ว เ ก า ะ ภู เ ก็ ต

(Phuket islanders) 

    เพศชาย                        9.8 (65) 
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2.5 ความสัมพันธ์ของมาลาเรียและภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD 

 การศึกษาเพือดคูวามสมัพันธ์ของมาลาเรียและภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD โดยอาศยั

ทางด้านภมิูศาสตร์ในบริเวณต่างๆ ทัวโลก พบว่าความชุกของมาลาเรียทีพบในบริเวณใกล้เส้น

ศนูย์สตูรมีคา่ใกล้เคียงกบัภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD (66) ดงัแสดงในภาพที 2.9 ผลของความชกุ

ทีใกล้เคียงกนัดงักลา่วจึงเป็นทีมาของสมมติฐานทีวา่ ความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ที

เพิมสูงขึนเป็นผลจากการคดัเลือกตามธรรมชาติ (natural selection) โดยจีโนมของมนุษย์มี

วิวฒันาการทําให้เกิดการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ส่งผลให้มีการแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD 

รูปแบบตา่งๆทีมีความจําเพาะตอ่ประชากรในแตล่ะชาติพนัธุ์ ซึงกลไกดงักลา่วเป็นการป้องกนัและ

ลดความรุนแรงของโรคมาลาเรียทีมีสาเหตมุาจากเชือมาลาเรียชนิดฟัลซิปารัม (Plasmodium 

faciparum) และชนิดไวแวกซ์ (Plasmodium vivax) (67) ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ทีเกิดขึน

น่าจะมีประโยชน์ตอ่ประชากรกลา่วคือ ประชากรทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD จะอยู่รอดในบริเวณทีมี

การระบาดของมาลาเรียได้มากกวา่ประชากรปกต ิเนืองจากภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ทําให้เกิด

ภาวะโลหิตจางทีมีสาเหตจุากเม็ดเลือดแดงแตกง่ายและมีผลต่อวงจรชีวิต (life cycle) ของเชือ

มาลาเรียซึงตรงกับทฤษฎีของศาสตราจารย์ฮอลเดน (J.B.S. Haldane) ทีกล่าวว่าความผิดปกติ

ของเมด็เลือดแดงรูปแบบตา่งๆ เช่น ความผิดปกติของฮีโมโกลบิน ภาวะธาลสัซีเมียแฝง และภาวะ

พร่องเอนไซม์ G 6-PD อาจปกป้องประชากรจากความรุนแรงของเชือมาลาเรียได้ (68) 

 

2.6 การตรวจสอบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD 

 การตรวจสอบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD มีหลายวิธีทังในเชิงคณุภาพวิเคราะห์และเชิง

ปริมาณวิเคราะห์ อาทิเช่น การทดสอบรีดิวซ์ของเมทฮีโมโกลบิน (methemoglobin reduction test 

: MRT) การทดสอบโดยวิธีฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent spot test) การวดัค่าการทํางานของ

เอนไซม์ G 6-PD (quantitative G6PD activity assay) การตรวจโดยใช้สี Brilliant cresyl blue 

(brilliant cresyl blue decolorization test) และ Ascorbate-cyanide method (16, 18) การใช้

วิธีดังกล่าวข้างต้น ตรวจสอบในผู้ ชายทีมีความผิดปกติของยีน G6PD (hemizygote) และใน

ผู้หญิงทีมีความผิดปกติของยีน G6PD บนโครโมโซมเพศ X ทัง 2 ข้าง (homozygote) จะมีความ

น่าเชือถือมากกว่าการตรวจสอบในผู้ หญิงทีมีความผิดปกติของยีน G6PD เพียงข้างเดียว 

(heterozygote) เนืองมาจากผู้ชายทีเป็น hemizygote และผู้หญิงทีเป็น homozygote จะมีคา่การ

ทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ทีคอ่นข้างตํา ซึงแตกตา่งกบักรณีของผู้หญิงทีเป็น heterozygote จะ

มีคา่การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ทีสงูกวา่และคา่คอ่นข้างกว้าง เนืองจากมีการแสดงออกของ

โครโมโซมเพศ X ข้างใดข้างหนึงเท่านนัจากผลของกลไก Random X-Inactivation (69) ดงันันการ



 

 

22

ตรวจสอบทีถกูต้องและแม่นยําควรหาค่าการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ในเซลล์เม็ดเลือดแดง 

(70-71)  

การวดัคา่การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD (quantitative G 6-PD activity assay) โดยใช้ 

Spectrophotometer เป็นการทดลองตามมาตรฐานขององค์การอนามยัโลก หรือ WHO ซึงเป็น

การวิเคราะห์ในเชิงปริมาณ อาศยัวดัค่าการดดูกลืนแสงทีความยาวคลืน 340 นาโนเมตร (nm) 

เมือ NADP เปลียนเป็น NADPH โดยการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD และนําคา่ทีได้มาคํานวณหา

ปริมาณของเอนไซม์ G 6-PD โดยมีหน่วยเป็น IU/gHb  

สําหรับการตรวจสอบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ทีใช้เวลาน้อยและมีความรวดเร็วมกั

เป็นการศึกษาเชิงคุณภาพวิเคราะห์ อาทิเช่น วิธี Dye-decolouration test ซึงถูกพัฒนาโดย

Motulsky ในปีคริสตศกัราช 1961 และวิธีฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent spot test) ซึงเป็นวิธีทีใช้

อย่างแพร่หลายวิธีนีจะวัดปริมาณ NADPH ทีเกิดขึนจากการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ซึง

NADPH มีคณุสมบตัิเรืองแสงสีฟ้าทีความยาวคลืน 460 นาโนเมตร เมือถูกกระตุ้นด้วยแสง UV ที

ความยาวคลืนยาว ถ้าหากมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD จะไม่มีการเรืองแสงหรือมีการเรืองแสง

น้อย 

การตรวจหาการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD รูปแบบตา่งๆ ทังทีเคยมีรายงานมาก่อนหน้านี

หรือเป็นรูปแบบใหมใ่นห้องปฏิบตัิการจะนิยมใช้เทคนิค ดงันี เทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) เทคนิค Direct sequencing  เทคนิค Electrophoresis และเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)  

 

2.7 พันธุศาสตร์ของยีนสร้างเอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส 

 ในมนษุย์ยีนสร้างเอนไซม์กลโูคส 6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส มีชือว่า G6PD หรือ Gd ยีนนี

อยู่บริเวณส่วนปลายของโครโมโซมเพศ X ตําแหน่งเอ็กซ์คิว 28 (Xq28) (19) ซึงใกล้กับยีนที

เกียวกบักระบวนการแขง็ตวัของเลือด (factor VIII, F8C) และยีนทีควบคมุการมองเห็นสี (colour 

vision, CBBM) แสดงดงัภาพที 2.11 
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ภาพที 2.11 แสดงตําแหน่งของยีน G6PD บนโครโมโซมเพศ X บริเวณ Xq28 (16) 

 

ในปีคริสตศกัราช 1986 มีการโคลนยีน G6PD เพือทําการศกึษาพบว่ายีน G6PD เป็นยีน

ลําดบัแรกของจีโนมมนษุย์ทีมีการหาลําดบัทางพนัธุกรรมจนแล้วเสร็จ (72) นอกจากนีการศึกษา

ในระดบัโมเลกลุพบวา่ยีน G6PD มีความยาวประมาณ 18.5 กิโลเบส (Kb) หรือใกล้เคียง 20 กิโล

เบส ประกอบ 3 ส่วนทีสําคญั ได้แก่ บริเวณโปรโมเตอร์ (promoter region) เอกซอน (exons) 

จํานวน 13 เอกซอน และอินทรอน (introns) จํานวน 12 อินทรอน (16) ไดอะแกรมของยีน G6PD

แสดงดงัภาพที 2.12 

 

 
 

ภาพที 2.12 แสดงแผนภาพของยีน G6PD ในมนษุย์ (25) กล่องสีเหลียมแสดงถึงเอกซอนที 1-13 

โดยทีกลอ่งสีเหลียมสีฟ้าแสดงเอกซอนทีสร้างกรดอะมิโน และบริเวณกล่องสีเหลียมสีแดงแสดง

บริเวณทีไมมี่การสร้างกรดอะมิโน 
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โปรโมเตอร์ของยีน G6PD อยู่ก่อนถึงบริเวณทีสร้างอาร์เอ็นเอประมาณ 120 เบส ซึงเป็น

สว่นทีมีเบสกวันีน (guanine, G) และเบสไซโตซีน (cytosine, C) อยู่เป็นจํานวนมากหรือประมาณ

ร้อยละ 70 เรียกบริเวณดงักลา่ววา่ CpG Island (16, 73) นอกจากนีโปรโมเตอร์ของยีน G6PD มี

บริเวณทีให้ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ (transcription factor) ได้แก่ SP1-GGCGGG และ

CCGCCC มาจบัได้หลายตําแหน่งเช่นเดียวกบั housekeeping gene อืนๆ (16, 74) 

การศกึษาในยีน G6PD พบวา่บริเวณเอกซอนที 1 และบางสว่นของเอกซอนที 2 เป็นส่วน

ของ 5’-Untranslated region (5’UTR) ทีไม่มีการสร้างกรดอะมิโน (75) แต่บริเวณทีกําหนดการ

สร้างกรดอะมิโนอยู่บริเวณเอกซอนที 2 จนถึงบางส่วนของเอกซอนที 13 โดยในบริเวณเอกซอนที  

2 มีลําดบัเบสทีสร้างกรดอะมิโนตัวแรกคือ ATG (1, 76-77) เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ของยีน 

G6PD มีความยาวทงัหมด 2,269 เบส ประกอบด้วย 3 สว่นทีสําคญั ได้แก ่สว่นแรกคือ 5’-UTR  มี

นิวคลีโอไทด์ 69 เบส สว่นทีสองคือ เอกซอนทงั 12 เอกซอนทีกําหนดการสร้างกรดอะมิโน 515 ตวั 

มีนิวคลีโอไทด์ 1,545 เบส สร้างเป็นเอน็ไซม์ขนาด 59.265 กิโลดาลตนั (kDa) และส่วนสดุท้ายคือ 

3’-UTR มีนิวคลีโอไทด์ 655 คูเ่บส อินทรอนของยีน G6PD สว่นใหญ่จะมีขนาดเลก็กว่า 300 คู่เบส 

(bp) ยกเว้นในอินทรอนที 2 มีขนาดใหญ่ประมาณ 12 กิโลเบส ความสําคญัของบริเวณดงักลา่วยงั

ไม่ทราบแน่ชัดแต่อาจเกียวข้องกับประสิทธิภาพของกระบวนการถอดรหัสสารพันธุกรรม 

(transcription process) เช่นเดียวกับการศึกษายีน G6PD ในปลาปักเป้า (puffer fish) สกุล 

Fugu rubripes (78) ข้อมลูของยีน G6PD แสดงดงัตารางที 2.4 
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ตารางที 2.4 แสดงข้อมลูดีเอน็เอ อาร์เอน็เอ และโปรตีนของยีน G6PD (16) 

  

DNA Number 

Size of gene 18.5 kb 

Exons 13 exons 

Introns 12 introns 

mRNA  

Size in nucleotides 2,269 base 

5’-Untranslated region 69 base 

Coding region 1,545 base 

3’-Untranslated region 655 base 

Protein  

Amino acids 515 amino acids 

Molecular weight 59.265 kDa 

Subunits per molecule of active enzyme  2 or 4 subunits 

Molecules of tightly bound NADP per subunit 1 

 

ภาวะพร่องเอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟต ดี ไฮโดรจี เนส (glucose 6-phosphate 

dehydrogenase deficiency) เกิดจากการกลายพันธุ์ (mutation) ของยีน G6PD ทีมีการเปลียน

เบสของนิวคลีโอไทด์ในยีนปกติ (nucleotide substitution) สง่ผลให้มีการเปลียนรหสักรดอะมิโนที

สร้างเอนไซม์ G 6-PD เกิดความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD (G6PD variant) (79) ซึงการกลาย

พนัธุ์ทีเกิดขนึในยีน G6PD สง่ผลตอ่เอนไซม์ G 6-PD ในด้านของคณุภาพและปริมาณ เนืองจาก

การกลายพันธุ์ในยีน G6PD ทําให้โครงสร้างความเสถียร (stability) และประสิทธิภาพในการ

ทํางานของเอนไซม์ G 6-PD มีการเปลียนแปลง (25)  

การกลายพนัธุ์บริเวณ coding sequence ของยีน G6PD ส่วนใหญ่ทําให้เกิดภาวะพร่อง

เอนไซม์ G 6-PD (76) ปัจจุบันพบรูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน G6DP ประมาณ 160 รูปแบบ 

(30, 80) การกลายพนัธุ์เกิดจากหลายรูปแบบดงันี 

1. การเปลียนเบสของนิวคลีโอไทด์เพียงตัวเดียวเรียกว่า point mutation แบบ

nonsynonymous mutation ซึงเป็นการแทนทีของเบสมีผลทําให้การเรียงตัวของ
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กรดอะมิโนเปลียนแปลงไปจากเดิมอาจพบทังชนิด missense mutation และ

nonsense mutation ทีเปลียนมาเป็นรหัสหยุด (stop codon)  มีรายงานว่าพบการ

กลายพันธุ์แบบ point mutation 2 ตําแหน่งได้ในบางกรณีอาทิเช่น G6PD A- และ

G6PD Santamaria โดย G6PD A- มีการเปลียนเบสในนิวคลีโอไทด์ทีตําแหน่ง 376 

และ 202 (376AG : Asparagine 126 Aspartic acid และ 202GA : Valine 68 

Methionine) ซึง G6PD A- จัดอยู่ในประเภทที 3 และมกัพบ G6PD A- ในชาวแอฟริ

กัน  (36) G6PD Santamaria พบครังแรกในประเทศคอสตาริกา (Costa Rica) และ

อิตาลีทางตอนใต้บางสว่นมีการกลายพันธุ์ 2 ตําแหน่งได้แก่ นิวคลีโอไทด์ตําแหน่งที

376 และ 542 (376AG : Asparagine 126 Aspartic acid และ 542AT : 

Aspartic acid 181 Valine) การกลายพนัธุ์ชนิดนีจดัอยู่ในประเภทที 2 (81-82) 

2. รูปแบบทีมีการหายไปของเบสจํานวน 1-3 เบสทีเรียกว่า small deletion หรือการ

หายไปมากกว่า 3 เบส ทําให้จํานวนกรดอะมิโนของยีน G6PD หายไป 1 ตวั 2 ตวั 

หรือ 8 ตวัตามลําดบั เช่นในกรณีของ G6PD Sunderland มีการหายไปของลําดบัเบส

ตําแหน่งที 105-107 ทําให้กรดอะมิโนตวัที 35 Isoleucine ขาดหายไป (83) G6PD 

Stonybrook มีการหายไปของลําดบัเบสตําแหน่งที 724-729 ทําให้กรดอะมิโนตวัที 

242-243 คือ Glycine และ Threonine ขาดหายไป (35) และ G6PD Nara มีการ

หายไปของลําดับเบสตําแหน่งที 953-976 ทําให้กรดอะมิโนตัวที 319-326 ได้แก่ 

TKGYLDDP หายไป (84) 

3. การขาดหายไปของเบส AG บริเวณ 3’ acceptor spice site ทีบริเวณอินทรอนที 10 

และเอกซอนที 11 ทําให้เกิดความผิดพลาดในกระบวนการ splicing ของ post 

transcriptional process สง่ผลให้ลําดบักรดอะมิโนในเอกซอนนันๆ มีความผิดปกติ

ตวัอย่างของการกลายพันธุ์รูปแบบนีเช่น G6PD Vansdorf (85) ทีทําให้เกิดภาวะ 

non-spherocytic hemolytic anemia 

เนืองจากเอนไซม์ G 6-PD มีความสําคญัต่อสิงมีชีวิตทีช่วยปกป้องเซลล์จากพิษของ

สารประกอบออกซิเจน ดงันนัจึงไม่ค่อยพบรายงานว่ามีการกลายพันธุ์แบบ frameshift mutation 

และ nonsense mutation ในยีน G6PD เพราะการกลายพันธุ์ทังสองชนิดมีผลทําให้ลําดบักรด            

อะมิโนเปลียนเป็นรหัสหยุด (UAA, UAG และUGA) เมือไม่มีการสร้างเอนไซม์ G 6-PD ขึนใน

เซลล์จะทําให้เซลล์ทีขาดเอนไซม์ G 6-PD ไมส่ามารถเจริญเติบโตและตายในทีสดุ (18, 86) 
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จากรายงานทัวโลกพบการกลายพันธุ์ในทุกส่วนของยีน G6PD โดยเฉพาะส่วนของเอก

ซอน การกลายพนัธุ์ทีก่อให้เกิดภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ชนิดรุนแรงมกัอยู่บริเวณด้านปลาย 3’ 

ของยีน G6PD ตําแหน่งทีมีการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ในทกุเอกซอน แสดงดงัภาพที 2.13 และ 

2.14 

 

 
 

ภาพที 2.13 แสดงการกลายพนัธุ์แบบ point mutation ทีเกิดขนึในบริเวณ coding region ของยีน 

G6PD (30) การกลายพนัธุ์ทีเกิดขึนในเอกซอนที 10 และ 13 ทําให้เกิดภาวะ chronic hemolytic 

anemia (CHA)  เนืองจากบริเวณเอกซอน 10 เกียวข้องกับการจับกันของคู่ไดเมอร์ของเอนไซม์               

G 6-PD และบริเวณเอกซอน 13 เกียวข้องกบัการเข้าจบัของ NADP 
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ภาพที 2.14 แสดงรูปแบบและชนิดการกลายพนัธุ์ทีเกิดขนึบนเอกซอนที 2-13 ของยีน G6PD  (25) 

สีเหลียมทีมีหมายเลข 2-13 แสดงถึงเอกซอนที 2-13 ของยีน G6PD สามารถแบ่งกลุม่ความรุนแรง

ของรูปแบบการกลายพนัธุ์ออกเป็น 2 สีได้แก ่บริเวณสีดํา หมายถึงการกลายพนัธุ์ทีก่อให้เกิดความ

แปรผนัของเอนไซม์ชนิดรุนแรงประเภทที 1 บริเวณสีขาวแสดงถึงการกลายพันธุ์ทีก่อให้เกิดความ

แปรผนัของเอนไซม์ชนิดปานกลางประเภทที 2 และ 3  วงกลมสีต่างๆแสดงถึงชนิดการกลายพันธุ์

ของยีน G6PD ทีเกิดบนเอกซอนตา่งๆ 

 

  การกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ซึงเป็นสาเหตใุห้เกิดภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD เป็นความ

ผิดปกติของเอนไซม์ทีพบผู้ ป่วยประมาณ 400 ล้านคนทัวโลก (16) โดยทีการกลายพันธุ์ของยีน

G6PD แตล่ะชนิดมีความจําเพาะตอ่ประชากรในแตล่ะเชือชาติและภมิูลําเนาทีได้รับการถ่ายทอด

มาจากบรรพบรุุษ (6) ดงันนัประชากรชาติพนัธุ์ตา่งๆ ทวัโลกจะมีความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ 

G 6-PD และความจําเพาะตอ่ชนิดของการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีแตกตา่งกนั  แสดงดงัภาพที 

2.15 
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ภาพที 2.15 แสดงความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD และชนิดการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD

ในภมิูภาคตา่งๆ ทัวโลก (25) การไล่สีแสดงถึงระดบัความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ที

พบในแตล่ะภมิูภาค วงกลมสีตา่งๆ แสดงถึงชนิดการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีแพร่กระจายอยู่ใน

ภมิูภาคตา่งๆ ทวัโลก 

 

ภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้เป็นภมิูภาคหนึงทีมีความหลากหลายทางเชือชาติ ศาสนา 

ภาษา และวฒันธรรม มีรายงานชนิดการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีพบบ่อยในภมิูภาคนีจํานวน 2 

รูปแบบ ได้แก่ ชนิดเวียงจันทน์ (G6PD Viangchan : 871GA : Valine 291 Methionine) พบ

มากในชาวไทย (5)ลาว (6) และเขมร (7) ชนิดมหิดล (G6PD Mahidol : 487GA : Glycine 163 

Serine) พบมากในชาวพมา่ (4, 8, 84) และมอญ (4)  เมือมีการพิจารณาหลกัฐานต่างๆ ประกอบ

จึงสรุปได้วา่ สามารถแบ่งกลุม่บรรพบุรุษของประชากรในบริเวณนีออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่คือ กลุ่ม

ชาวพม่าและมอญซึงอาศัยอยู่ทางตะวนัตกของคาบสมทุรอินโดจีน มกัพบการกลายพันธุ์ชนิด
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มหิดล (6) และกลุม่ชาวไทย ลาว และเขมรทีอาศยัอยู่บริเวณศนูย์กลางและค่อนไปทางตะวนัออก

ของคาบสมทุร ทีมกัพบการกลายพนัธุ์ชนิดเวียงจนัทน์ แสดงดงัภาพที 2.16 

 

 
 

ภาพที 2.16 แสดงรูปแบบการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีพบบ่อยในภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียง

ใต้ 

  เมือพิจารณาในรูปที 2.14  2.15 และ 2.16 พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน G6PD  ชนิด

มหิดลซึงพบมากในชาวพม่าและมอญเกิดขึนในบริเวณเอกซอนที 6 และการกลายพันธุ์ของยีน 

G6PD ชนิดเวียงจนัทน์ทีพบมากในชาวไทย ลาว และเขมรเกิดในบริเวณเอกซอนที 9 

 จากทีกลา่วมาแล้วว่าการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ย่อมมีความจําเพาะในประชากรแต่

ละเชือชาติ แต่ในบางพืนทีหรือบางประเทศพบการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ในประชากร

หลากหลายรูปแบบ แสดงดงัภาพที 2.15 สาเหตเุนืองมาจากมีการอพยพย้ายถินของประชากรจาก

พืนทีหนึงไปสูพื่นทีหนึง หรือมีการแต่งงานระหว่างประชากร 2 เชือชาติ (18)  การกลายพันธุ์ของ

ยีน G6PD ทีจําเพาะในประชากรเชือชาติตา่งๆ แสดงดงัตารางที 2.5 

 ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD มีการถ่ายทอดยีน G6PD ผ่านทางโครโมโซมเพศ X เรียกว่า

การถ่ายทอดแบบ X-linked recessive ส่งผลให้พบความผิดปกติในเพศชายมากกว่าเพศหญิง

เนืองจากเพศชายมีลกัษณะ genotype เป็น hemizygote หากโครโมโซมเพศ x มีการกลายพนัธุ์จะ

แสดงออกอย่างชดัเจน ในขณะทีเพศหญิงมี genotype เป็นแบบ heterozygote หรือ homozygote 
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ความรุนแรงและอาการทางคลินิกจึงขึนอยู่กับอตัราส่วนของเม็ดเลือดแดง 2 ชนิด คือ ชนิดพร่อง

เอนไซม์และชนิดทีมีเอนไซม์ปกติทีถกูควบคมุจากกลไก random X-inactivation (87) 

 ยีน G6PD นอกจากจะมีการกลายพันธุ์ทีหลากหลายแล้ว ยังมีภาวะพหุสณัฐานหรือโพลี

มอร์ฟิซึม (polymorphism) ทีสามารถถ่ายทอดไปสูล่กูหลานได้ โดยทีการกลายพนัธุ์ดงักล่าวไม่ทํา

ให้เกิดการเปลียนแปลงโครงสร้างของโปรตีนและไม่มีผลต่อสขุภาพ (18) โพลีมอร์ฟิซึมสามารถ

ตรวจสอบได้ ด้วยการทํางานของเอนไซม์ตัด จําเพาะ  (Restriction fragment length 

polymorphism : RFLP) โพลีมอร์ฟิซึมในยีน G6PD ทีพบบ่อยทัวโลก แสดงดงัภาพที 2.17 และ

ตารางที 2.6 (18, 88) 

 

 
 

ภาพที 2.17 แสดงตําแหน่งของโพลิมอร์ฟิซึมแบบตา่งๆ ในยีน G6PD โดยสีเหลียมสีตา่งๆแสดงถึง

เอกซอนที 1-13 ของยีน G6PD  
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ตารางที 2.5 แสดงชนิดการกลายพนัธุ์ ลําดบัเบส และลําดบักรดอะมิโนทีเปลียนของยีน G6PD ซึง

มีความจําเพาะในประชากรเชือชาติตา่งๆ 

 

ชนิดการ 

กลายพนัธุ์ 

ลาํดบั

เบส 

เบสที

เปลยีน 

ลาํดบักรด 

อะมิโน 
เปลยีนจาก เปลยีนเป็น เชือชาติ 

A 376 AG 126 Asparagine Aspartic acid 
 

แอฟริกนั 

 
A- 

376 

202 

AG 

GA 

126 

68 

Asparagine 

Valine 

Aspartic acid 

Methionine 

Mediterranean 563 CT 188 Serine Phenylalanine 
ยโุรป 

Coimbra 592 CT 198 Arginine Cysteine 

Chatham 1,003 GA 335 Alanine Threonine ตะวนัออก

กลาง Aures 143 TC 48 Isoleucine Threonine 

Orissa 131 CG 44 Alanine Glycine อินเดีย และ

เอเชียใต้ Kerala-Kalyan 949 GA 317 Glutamine Lysine 

Canton 

 

1,376 GT 459 Arginine Leucine ทางใต้ของจีน 

 

มณฑลกวางตุ้ง 

 

ทางตะวนัตก

เฉียงใต้ของจีน 

 

 

จีน 

 

จีนฮกเกียน 

Kaiping 

 

1,388 

 

GA 

 

463 

 

Arginine 

 

Histidine 

 

Gaohe 

Chinese-4 

Chinese-5 

 

95 

392 

1,024 

 

AG 

GT 

CT 

31 

131 

342 

 

Histamine 

Glycine 

Leucine 

 

Arginine 

Valine 

Phenylalanine 

 

Nankang 517 TC 173 Phenylalanine Alanine 

Chinese-3 493 AG 165 Asparagine Aspartic acid 

Viangchan 871 GA 291 Valine Methionine ไทย ลาว เขมร 

Mahidol 487 AG 163 Glycine Serine พม่า มอญ 

Ube 

Konan 
241 CT 81 Arginine Cysteine ญีปุ่ น 
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ตารางที 2.6 แสดงบริเวณทีพบโพลิมอร์ฟิซึมของยีน G6PD ทงั 6 ตําแหน่ง และเอนไซม์ตดัจําเพาะ

ทีใช้ตรวจสอบ (IVS (intervening segment) คือลําดบัเบสทีไมมี่การแปลรหสัเป็นโปรตีน) 

 

บริเวณ ลําดบัเบส เบสทีเปลียน เอนไซม์ตดัจําเพาะ 

IVS 5 611 CG PvuII 

IVS 7 175 CT ScaI 

IVS 8 163 CT BspHI 

Exon 10 1,116 GA PstI 

Exon 11 1,311 CT BclI 

IVS 11 93 TC NlaIII 

 

ในการศึกษาโพลิมอร์ฟิซึมทีเกิดขึนในบุคคล นิยมศึกษาหลายตําแหน่งร่วมกันเป็นชุดๆ

หรือแฮปโปลไทป์ (haplotype) ซึงมีความแตกต่างกันในแต่ละชนิดของการกลายพันธุ์และ

ประชากรแต่ละชาติพันธุ์ โดยทัวไปประชากรในโลกจะมีรูปแบบของแฮปโปลไทป์ของ G6PD B 

ทงัหมด 4 รูปแบบ ได้แก่ 1,311C, 93T   1,311C, 93C   1,311T, 93T   และ 1,311T, 93C  และ

จากการศึกษาทีผ่านมาพบว่า การกลายพันธุ์ของยีน G6PD ชนิดเวียงจันทน์ และชนิดแจมม ู

(G6PD Jammu) มีการเปลียนนิวคลีโอไทด์ตําแหน่งที 871 GA เหมือนกนัแตมี่แฮปโปลไทป์ของ

นิวคลีโอไทด์ตําแหน่งที 1,311 CT และ 93 TC ทีต่างกัน แสดงดงัตารางที 2.7 ดงันันจึง

จําเป็นทีต้องมีการศึกษาภาวะพหุสณัฐานในนิวคลีโอไทด์ตําแหน่งที 1,311 และ 93 ร่วมกันเพือ

ช่วยในการวิเคราะห์และแยกชนิดการกลายพนัธุ์ดงักลา่วได้อย่างชดัเจน โดยอาศยัการทํางานของ

เอนไซม์ตดัจําเพาะ (Polymerase chain reaction –Restriction fragment length polymorphism 

: PCR-RFLP) 

โพลีมอร์ฟิซึมของยีน G6PD มีหลายตําแหน่งและแต่ละตําแหน่งมีความจําเพาะต่อ

ประชากรแตล่ะเชือชาต ิดงันนัการศกึษาการกลายพันธุ์ร่วมกับแฮปโปลไทป์ของโพลีมอร์ฟิซึมจะ

ช่วยให้เข้าใจถึงความสัมพันธ์เชิงพันธุศาสตร์ประชากรของชาติพันธุ์ต่างๆ และทําให้ทราบ

วิวฒันาการของยีน G6PD ได้ 
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ตารางที 2.7 แสดงภาวะพหสุณัฐานของยีน G6PD บริเวณนิวคลีโอไทด์ตําแหน่งที 1,311 และ 93 

ในคนปกติ คนทีมีการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ชนิดเวียงจนัทน์ แจมม ูและมหิดล 

 

Mutation Nucleotide substitution Ethnic groups 
     Haplotype 

1,311 93 

G6PD B -- Worldwide C 

C 

T 

T 

T 

C 

T 

C 

G6PD Viangchan 871 GA Thai Lao 

Cambodian 

T C 

G6PD Jammu 871 GA Indian C T 

G6PD Mahidol 487 GA Mon Burmese C T 

 

2.8 ชาติพันธ์ุกะเหรียง 

ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ทีมีความหลากหลายทางเชือชาติ  ภาษา และ

วฒันธรรม  ชาวกะเหรียง (Karen) เป็นกลุม่ชาติพนัธุ์หนึงทียงัไมท่ราบถินกําเนิดทีแน่ชดั แตค่าดวา่

ประมาณปีคริสตศกัราช 600-700 ชาวกะเหรียงได้อพยพมาอยู่ในประเทศพม่าและมีการเพิม

จํานวนประชากรเรือยๆ จนกลายเป็นชนกลุ่มใหญ่อนัดบัสองของประเทศทีมีประชากรมากกว่า

2,000,000 คน กะเหรียงในประเทศพม่าส่วนใหญ่อาศยัอยู่ทีรัฐกะเหรียง (Karen state) เขต

ตะนาวศรี (Tenasserim) ซึงอยู่ทางตะวนัออกของพม่า เขตอิรวดี (Irrawaddy Delta) และเขตพะ

โค (Pegu) ซึงเป็นศนูย์กลางของพมา่ แสดงดงัภาพที 2.18 นอกจากนีในรัฐฉานและบริเวณอืนของ

ประเทศพมา่ก็มีชาวกะเหรียงอาศยัอยู่แตไ่มม่ากเท่า 4 รัฐข้างต้น 
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ภาพที 2.18 แสดงแผนทีประเทศพมา่บริเวณทีมีการอาศยัของชาวกะเหรียง (9) 

 

 ตงัแตปี่คริสตศกัราช 2005 มีผู้ ลีภยัชาวกะเหรียงมากกวา่ 50,000 คน อพยพย้ายถินไปตงั

ถินฐานทีสหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย แคนาดา นิวซีแลนด์ และประเทศในทวีปยโุรป (9)  ในปัจจุบัน

มีชาวกะเหรียงบางสว่นอพยพมาอยู่ทางภาคเหนือและตะวนัตกของประเทศไทยกว่า 300,000 คน 

(9) ชาวกะเหรียงแบ่งได้เป็นหลายเผา่พนัธุ์ หลายภาษา และมีการนับถือศาสนาทีแตกต่างกัน แต่

เดิมกะเหรียงจะนบัถือผีและมีความเชือเรืองวิญญาณ ตอ่มาชาวกะเหรียงหนัมานบัถือศาสนาพทุธ 

และศาสนาคริสต์ ชาวกะเหรียงมีหลายเผา่พนัธุ์ซึงสามารถแบ่งได้เป็น 4 กลุม่ใหญ่ได้แก ่ 

1. กะเหรียงสะกอ (Skaw Karen) หรือทีเรียกตวัเองว่า ปากะญอ (Pwar Kar Nyaw) 

เป็นกะเหรียงกลุม่ทีมีจํานวนมากทีสดุ มกัอาศยัอยู่บริเวณภเูขาและบริเวณทีราบตํา 

ประชากรสว่นใหญ่นบัถือศาสนาคริสต์ กะเหรียงสะกอหรือปากะญอ  มีภาษาเขียน
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เป็นของตนเอง โดยมีมิชชันนารีเป็นผู้คิดค้นและดดัแปลงมาจากตวัอกัษรพม่าและ

ตวัอกัษรโรมนั (89) ในประเทศไทยกะเหรียงกลุม่นีอาศยัอยู่ทีจงัหวดัตาก แมฮ่่องสอน 

เชียงใหม ่เชียงราย กาญจนบรีุ และราชบรีุ  

2. กะเหรียงโปว์ (Pwo Karen, Ploe) เป็นกะเหรียงทีพบมากเป็นอนัดบัสอง กะเหรียงโปว์

ในพมา่มกัอาศยัอยู่บริเวณทีราบ แตก่ะเหรียงโปว์ในไทยมกัอาศยัอยู่บริเวณหมูบ้่านใน

ภเูขาสงู ภาษาพูดของกะเหรียงโปว์ทีใช้มี 2 ภาษา คือ กะเหรียงโปว์ทีอาศยัอยู่ด้าน

ตะวนัตกใช้ภาษากลางของพมา่ และกะเหรียงโปว์ทีอาศยัอยู่ด้านตะวนัออกใช้ภาษา

พมา่และภาษาไทย  นอกจากนีภาษาเขียนของกะเหรียงโปว์ทัง 2 รูปแบบมาจากการ

ดดัแปลงของมิชชนันารีและพระสงฆ์ในศาสนาพทุธ (9) 

3. กะเหรียงบะเว (Bwe Karen, Bway) อาศยัอยู่ทางตอนเหนือของรัฐกะหรียง (Karen 

State) มกัอาศยัในบริเวณหมู่บ้านในภเูขาสงูและทีราบตํา ภาษาเขียนของกะเหรียง

บะเว มีมิชชนันารีเป็นผู้ดดัแปลงมาจากตวัอกัษรโรมนั (9) 

4. กะเหรียงปะโอ (Pa-O) หรือทีเรียกตวัเองว่า ตองส ูอาศยัอยู่ทีรัฐฉานทางตอนเหนือ

ของพมา่แตใ่นประเทศไทยพบได้น้อย (9) 

ชาวกะเหรียงเป็นชนกลุม่น้อยทีมีศาสนา ภาษา ประเพณีและวฒันธรรมทีหลากหลายเป็น

เอกลักษณ์ของตนเอง ใช้ภาษากะเหรียงซึงจัดอยู่ในตระกูลภาษาจีน-ทิเบต (Sino-Tibetan 

language family) สาขาทิเบต-พม่า (Tibeto-Burman language) เป็นภาษาหลกั การแต่งกาย

ของกะเหรียงแต่ละกลุ่มจะมีลกัษณะทีจําเพาะและแตกต่างกัน ในปัจจุบันมีเพียงกะเหรียงกลุ่ม

สะกอหรือปากะญอ และกลุม่โปวเท่านนัทียงัแตง่ชดุประจําเผา่ในชีวิตประจําวนั  สําหรับกะเหรียง

กลุม่เดียวกนัทีอาศยัอยู่คนละพืนทียงัมีการแตง่กายทีแตกต่างกัน สงัคมของชาวกะเหรียงจะเป็น

ลกัษณะสังคมแบบปิดไม่ค่อยติดต่อสมัพันธ์กับชนเผ่าอืน นอกจากนีชาวกะเหรียงจะไม่นิยม

แตง่งานกบัชาติพนัธุ์อืนๆ (10)  เมือดจูากลกัษณะทางกายภาพพบวา่ชาวกะเหรียงมีลกัษณะโครง

หน้าคล้ายคลึงกับคนจีนและทิเบต (10)  จึงมีการตังข้อสันนิษฐานว่าชาวกะเหรียงน่าจะมี

แหลง่กําเนิดอยู่ทีทิเบตหรือประเทศจีน  (11) แตอ่ย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาหรือหลกัฐานใดที

จะอธิบายถึงพนัธศุาสตร์ประชากรของชาติพนัธุ์กะเหรียง 
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บทท ี3 

วิธีดาํเนินการวิจยั 
3.1 ประชากรทีใช้ในการวจัิย 

3.1.1 ประชากร 

กลุม่ประชากรทีศกึษาเป็นชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอ ทีอาศยัอยู่ทีบ้านแม่สาน ตําบลแม่

สํา อําเภอศรีสชันาลยั จังหวดัสโุขทัย โดยเก็บตวัอย่างเลือดในระหว่างวนัที 12-15 ตลุาคม พ.ศ. 

2553 ซึงวิธีดําเนินการวิจัยได้รับการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน                      

คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เลขที COA No. 8O5|2O11IRB No. 403/53  

3.1.2 ขนาดตัวอย่าง 

เนืองจากในการวิจยันีข้อมลูทีแสดงเป็นการประมาณร้อยละ ดงันนัสตูรทีใช้ในการคํานวณ

ขนาดตวัอย่างคือ 

n =   NZ2 / 4 

     NE2 + Z2 / 4 

~ 220  คน 

 

โดยที  N   =  จํานวนทีมากทีสดุของประชากรทงัหมดเท่ากบั 500 คน 

   Z   =  1.96 ทีระดบัความเชือมนั  95% 

   E   =  คา่คลาดเคลือน = 0.05 

 

ดงันันในการศึกษาครังนีจึงเก็บตวัอย่างชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอจํานวน 230 คน 

ประกอบด้วยชาย 106 คน และหญิง 124 คน ซึงมาจาก 86 ครอบครัว โดยพบจํานวนประชากรที

ไม่มีความสมัพันธ์กันในระดบัเครือญาติ (unrelated individual) จากตวัอย่างทังหมดทังสิน 80 

คน เป็นชาย 36 คนและหญิง 44  คน 

 

3.2 การเกบ็ตัวอย่าง 

3.2.1 การสัมภาษณ์กลุ่มประชากร  

ผู้ วิจยัและเจ้าหน้าทีอาสาสมคัรหมู่บ้าน (อสม.) ช่วยเป็นล่ามสมัภาษณ์และเป็นผู้กรอก

ข้อมลูการสมัภาษณ์ตามแบบสมัภาษณ์ทีจดัเตรียมไว้ โดยทางผู้ วิจยัได้ทําความเข้าใจกบัล่ามและ

มีพยานรับรู้เพือยืนยนัความถกูต้องของข้อมลูทีได้รับรวมถึงข้อมลูทีอาสาสมคัรได้รับ หลงัจากนัน

ให้อาสาสมัครทียินดีเข้าร่วมโครงการวิจัยลงลายมือชือยินยอมเข้าร่วมโครงการ หรือประทับ
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ลายนิวมือในกรณีทีไม่สามารถเขียนหนังสือได้ ซึงข้อมูลทีสัมภาษณ์ได้แก่ อายุ เพศ เชือชาติ 

สัญชาติ ทีอยู่ และประวัติครอบครัว ในการวิจัยจะใช้รหัสประจําโครงการวิจัยเพือแสดงตัว

อาสาสมคัร ทงันีข้อมลูสว่นบคุคลของอาสาสมคัรทงัหมดจะถกูเก็บไว้เป็นความลบัและจะเปิดเผย

เฉพาะข้อมลูทีได้รับการวิเคราะห์แล้วเท่านนั 

3.2.2 การเก็บตัวอย่างเลือด 

เจาะเลือดบริเวณต้นแขนจากอาสาสมคัรชาวกะเหรียงทังเพศชายและหญิงทีได้รับการ

สมัภาษณ์แล้ว โดยเจาะเลือดประมาณ 5 มิลลิลิตร (มล.) แล้วแบ่งออกเป็น 2 หลอด คือ Acid 

citrate dextrose (ACD) จํานวน 3 มล. เก็บทีอณุหภมิู 4 °C สําหรับคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์ 

G 6-PD และหลอด Ethylenediaminetetraacetate (EDTA) จํานวน 2 มล.สําหรับศึกษาการ

กลายพนัธุ์และความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน G6PD เก็บทีอณุหภมิู -20 °C  

 

3.3 การคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD เชิงคุณภาพวิเคราะห์โดยใช้ G 6-PD Test 

Kit (Fluorescence spot test) 

หลกัการคือ วดัปริมาณ NADPH ทีเกิดขึนจากการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ในการ

เปลียน NADP เป็น NADPH แสดงดงัภาพที 3.1 ซึง NADPH มีคณุสมบัติเรืองแสงสีฟ้าทีความ

ยาวคลืน 460 nm เมือถูกกระตุ้นด้วยคลืนแสง ultraviolet (UV) ความยาวคลืนยาว (long-wave 

ultraviolet light) การวิเคราะห์ผลจะวิเคราะห์ตามระดบัการเรืองแสง โดยถ้าผลทีได้เรืองแสงมาก

แสดงวา่ เอนไซม์ G 6-PD ทํางานได้ตามปกติ (normal) หากมีการเรืองแสงน้อยแสดงว่า เอนไซม์ 

G 6-PD ทํางานได้ในระดบัปานกลาง (intermediate) และหากเรืองแสงน้อยมากหรือไม่เรืองแสง

แสดงวา่ พร่องเอนไซม์ G 6-PD (deficiency) 

 

 
 

ภาพที 3.1 แสดงปฏิกิริยาการเกิด NADPH ในเซลล์เมด็เลือดแดง 

 

การตรวจใช้นํายา R&D DIAGNOSTICS® G-6-PD Catalog No. SQMMR500 (R&D 

DIAGNOSTICS) การเตรียมนํายาสําหรับตรวจจํานวน 50 ตวัอย่าง ทําโดยละลายผง Reagent 

code RD7002 (1mmol/l glucose 6-phosphate, 0.75 mmol/l NADP, 0.8 mmol/l GSSG 
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(oxidized glutathione), 0.2% saponin และ 225 mmol/l pH 7.8 Tris (hydroxymethyl)-

aminomethane) ใน Elution/Dilution buffer (Code RD7001) ปริมาตร 5 ml จากนันแบ่งสารสะ

ลายใสห่ลอดขนาด 1.5 ml หลอดละ 1 ml จํานวน 5 หลอด เก็บทีอณุหภมิู 4 °C นาน 1 เดือนหรือ

เก็บทีอณุหภมิู -20 °C ได้นาน  2 เดือน 

ในการตรวจวดัจะนําตวัอย่างเลือด (whole blood) ทีเก็บในหลอด ACD 5 µl มาผสมกับ

นํายาทีเตรียมไว้แล้วปริมาตร 100 µl บ่มทีอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารผสมออกมา 

10 µl หยดบน filter paper ทีระบุเลขทีตวัอย่างเลือด ทิงไว้ประมาณ 1 ชัวโมงรอให้กระดาษแห้ง 

จากนนันํา filter paper สอ่งภายใต้คลืนแสง ultraviolet (UV) ความยาวคลืนช่วง 460 nm บันทึก

ผลการเรืองแสงทีเกิดขนึ โดยให้สญัลกัษณ์ N แสดงถึงมีการเรืองแสงมาก เอนไซม์ G 6-PD ทํางาน

ได้ตามปกติ ให้สญัลกัษณ์ I แสดงถึงมีการเรืองแสงน้อย เอนไซม์ G 6-PD ทํางานได้ในระดบัปาน

กลาง ให้สญัลกัษณ์ D แสดงมีการเรืองแสงน้อยมากหรือไม่มีการเรืองแสง ภาวะพร่องเอนไซม์            

G 6-PD (deficiency) 

 

3.4 การสกัดดีเอน็เอด้วยวธีิ Phenol chloroform 

นําตวัอยา่งเลือดทีเก็บในหลอด EDTA มากําจดัเซลล์เมด็เลือดแดงออกด้วย Lysis buffer 

ปริมาตร 10 ml (0.32 M sucrose (USB), 10 mM Tris-HCl pH 7.5 (Fisher Scientific, J.T. 

BAKER), 5 mM MgCl2 (BIO BASIC INC), 1% Triton X-100 (SIGMA)) นําไปแช่ในนําแข็ง 5 

นาที ปันตกตะกอนเซลล์เม็ดเลือดขาวทีความเร็ว 1,000 g อณุหภมิู 4 ̊C 10 นาที ทิงส่วนใสและ

เก็บตะกอนไว้ จากนนัปันล้างตะกอนทีได้ด้วย Lysis buffer อีก 5 ml ทีความเร็ว 1,000 g อณุหภมิู 

4 ̊C 10 นาที ถ้าหากสารละลายมีสีแดงคลําให้ล้างตะกอนด้วย Lysis buffer อีกครังจนสดุท้ายได้

ตะกอนเซลล์เมด็เลือดขาวทีสะอาด  

ทําลายผนังเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยใส่ SE buffer ปริมาตร 1 ml (0.075 M NaCl 

(UNIVAR), 0.024 M EDTA pH 8.0 (Plusone® Amersham Biosciences)) Proteinase K 

digestion buffer ปริมาตร 4 ml (27% sucrose (USB), 1X SSC, 1 mM EDTA (Plusone® 

Amersham Biosciences), 1% SDS (GE Healthcare)) และ 20 mg/ml Proteinase K 

(Amresco) ปริมาตร 150 µl นําไปบ่มทีอุณหภมิู 50 ̊C ประมาณ 16-18 ชัวโมง จากนันใส ่

phenol-chloroform-isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร 5 ml เขย่าเบาๆเป็นเวลา 30 นาที-2 

ชัวโมง นําสารละลายไปปันเหวียงที 2,500 rpm 10 นาที เพือแยกโปรตีนออกจากชัน DNA  

จากนันดดูสารละลายชันบน (DNA) มาตกตะกอนด้วย isopropanol (MERCK) โดยใส่เท่ากับ
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ปริมาตรของสารละลายทีดดูมา กลบัหลอดไปมาเบาๆ รอให้ตะกอน DNA ตกลงมาทีก้นหลอด ถ้า

มองไม่เห็นตะกอนทิงไว้ทีอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 30 นาที ก่อนนําไปปันหวียงที 4,000 rpm เป็น

เวลา 30 นาที ถ้ามองเห็นตะกอนทีก้นหลอด นําไปปันเหวียงที 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บ

ตะกอนมาล้างด้วย 70% ethanol ปริมาตร 5 ml นําไปปันเหวียงอีกครังที 4,000 rpm 10 นาทีดดู

เอาสารละลายออก ปลอ่ยให้ตะกอน DNA แห้งทีอณุหภมิูห้อง จากนันละลายตะกอน DNA ด้วย

1X TE buffer ปริมาตร 100-200 µl วดัปริมาณ DNA ทีสกัดได้โดยใช้เครือง Nano drop 1000 

Spectrophotometer ( Thermo Scientific) และปรับความเข้มข้นของ DNA ในแตล่ะตวัอย่างให้มี

ความเข้มข้น 50 ng/µl ด้วย 1X TE buffer  เก็บสารละลาย DNA ทีอณุหภมิู -20 ̊C สําหรับใช้

ศกึษาการกลายพนัธุ์และความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน G6PD ตอ่ไป 

 

3.5 การศึกษาการกลายพันธ์ุและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน G6PD ด้วยวิธี

Polymerase chain reaction–Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

นํา DNA ของผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD ทีสกัดด้วยวิธี phenol chloroform มาศึกษาการ

กลายพนัธุ์ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยใช้ไพรเมอร์ (Primer) ทีมีการออกแบบไว้แล้วในการศึกษาก่อน

หน้านี (90) และอาศยัการทํางานของเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzyme) เพือตรวจสอบการ

กลายพันธุ์  เบืองต้นตรวจหาการกลายพันธุ์ชนิดทีพบบ่อยในชาวพม่า และมอญคือ G6PD 

Mahidol (487GA) หากตรวจไมพ่บการกลายพนัธุ์ดงักลา่วจะตรวจการกลายพันธุ์ทีพบบ่อยใน

ภมิูภาคนีอีก 7 ชนิด ได้แก่ G6PD Viangchan (871GA), G6PD Union (1,360CT), G6PD 

Canton (1,376GT), G6PD  Kaiping (1,388GA), G6PD  Chinese-4 (392GT), G6PD 

Coimbra (592CT) และ G6PD Chinese-5 (1,024CT) และศึกษาโพลีมอร์ฟิซึมของยีน 

G6PD ทัง 2 ตําแหน่ง ได้แก่ nt1,311CT และ nt93TC ใน DNA ของผู้ ทีพร่องและไม่พร่อง

เอนไซม์  G 6-PD โดยตรวจสอบขนาดชินส่วนของ PCR-RFLP ด้วยการใช้  8-12% 

polyacrylamide gel electrophoresis สําหรับตวัอย่างทีไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน G6PD จะ

ทํา Direct sequencing ตอ่ไป 

3.5.1 ขันตอน Polymerase chain reaction (PCR) 

เตรียม PCR ปริมาตร 20 µl โดยให้ปฏิกิริยาสดุท้ายมีความเข้มข้นของ Master mix ดงันี 

1X PCR buffer (RBC Bioscience), 0.5 U Taq polymerase (RBC Bioscience), 20 ng 

forward primer (Biolabs), 20 ng reverse primer (Biolabs), 1.5 mM MgCl2 (RBC 

Bioscience), 200 µM dNTPs (RBC Bioscience), และ 50 ng/µl DNA template ซึงสภาวะที
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เหมาะสมในปฏิกิริยา PCR ของแต่ละชนิดแสดงในภาพที 3.2 Primer และAnnealing 

temperature ทีใช้ในการทํา PCR แตล่ะชนิด แสดงดงัตารางที 3.1 

 

 
 

ภาพที 3.2 แสดงสภาวะทีเหมาะสมในการทํา PCR สําหรับศกึษาการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD แต่

ละชนิด  
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ตารางที 3.1 แสดง Primer และ Annealing temperature ทีใช้ในการทํา PCR แตล่ะชนิด 

 

G6PD Mutations Primer Sequence 
Annealing 

temperature (C) 

G6PD Mahidol 
487F 

487R 

5’-GCGTCTGAATGATGCAGCTCTGAT-3’ 

5’-CTCCACGATGATGCGGTTCAAGC-3’ 
56 

G6PD Viangchan 
871F 

9R 

5’-TGGCTTTCTCTCAGGTCTAG-3’ 

5’-GTCGTCCAGGTACCCTTTGGGG-3’ 
60 

G6PD Union 
1,360F 

1,360R 

5’-ACGTGAAGCTCCCTGACGC-3’ 

5’-GTGAAAATACGCCAGGCCTTA-3’ 
65 

G6PD Canton 
1,376F 

1,376R 

5’-ACGTGAAGCTCCCTGACGC-3’ 

5’-GTGAAAATACGCCAGGCCTTA-3’ 
65 

G6PD Kaiping 
1,388F 

1,388R 

5’-ACGTGAAGCTCCCTGACGC-3’ 

5’-GTGCAGCAGTGGGGTGAACATA-3’ 
65 

G6PD Chinese-4 
392F 

392R 

5’GGACTCAAAGAGAGGGGCTG-3’ 

5’-GAAGAGGCGGTTGGCCGGTGAC-3’ 
65 

G6PD Coimbra 
592F 

592R 

5’-GAGGAGGTTCTGGCCTCTACTC-3’ 

5’-TTGCCCAGGTAGTGGTCGCTGC-3’ 
65 

G6PD Chinese-5 

 

1,024F 

1,024R 

5’-GTCAAGGTGTTGAAATGCATC-3’ 

5’-CATCCCACCTCTCATTCTCC-3’ 
65 

nt 1,311 

(rs2230037) 

R3F 

R3MD 

5’-TGTTCTTCAACCCCGAGGAGT-3’ 

5’-AAGACGTCCAGGATGAGGTGATC-3’ 
67 

nt 93 

(rs2071429) 

1,360F 

1,360R 

5’-ACGTGAAGCTCCCTGACGC-3’ 

5’-GTGAAAATACGCCAGGCCTTA-3’ 
70 

 

3.5.2 ขันตอน Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

โดยนํา PCR product ปริมาตร 10 µl ผสมกับ Master mix ทีประกอบด้วย 1U 

restriction enzyme (Fermentas), 1X reaction buffer (Fermentas) และนํากลนัทีผ่านการฆ่า

เชือแล้ว (autoclaved) ปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็น 20 µl บ่มปฏิกิริยาทีอณุหภมิู 37C และ 

55C ตามสภาพการทํางานทีเหมาะสมของเอนไซม์ตดัจําเพาะแตล่ะชนิด ดงัแสดงในตารางที 3.2 
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ตารางที 3.2 แสดงชนิดของRestriction enzymes ชนิดของBuffers ตําแหน่งเบสทีตดั Product 

sizes ทีตดัได้ รวมถึงอณุหภมิูทีใช้ในการทํา RFLP 

 

G6PD Mutations 
Restriction 

Enzymes 

Buffers 

(B-Name) 
ตําแหน่งทีตดั 

Product sizes  

(bp) 

อณุหภูมิ 

(°C) 

G6PD Mahidol HindIII B-R 
5’-A^AGCTT-3’ 

3’-TTCGA^A-5’ 

N  104  

M  82 + 22  
37 

G6PD Viangchan XbaI B-Tango 
5’-T^CTAGA-3’ 

3’-AGATC^T-5’ 

N  126  

M 106+20  
37 

G6PD Union HhaI B-Tango 
5’-GCG^C-3’ 

3’-C^GCG-5’ 

N 142+45+27  

M 187+27  
37 

G6PD Canton AfIII B-O 
5’-C^TTAAG-3’ 

3’-GAATT^C-5’ 

N  214  

M 194+20  
37 

G6PD Kaiping NdeI B-O 
5’-CA^TATG-3’ 

3’-GTAT^AC-5’ 

N  227  

M 206+21  
37 

G6PD Chinese-4 BstEII B-O 
5’-G^GTNACC-3’ 

3’-CCANTG^G-5’ 

N 188+15  

M  203  
37 

G6PD Coimbra PstI B-O 
5’-CTGCA^G-3’ 

3’-G^ACGTC-5’ 

N 157+83  

M 157+63+20  
37 

G6PD Chinese-5 MboII B-B 
5’-GAAGA(N)8^-3’ 

3’-CTTCT(N)7^-5’ 

N187  

M150+37  
37 

nt 1,311 

rs2230037 
BcII B-G 

5’-T^GATCA-3’ 

3’-ACTAG^T-5’ 

N  207  

M 184+23  
55 

nt 93 

rs2071429 
NlaIII B-G 

5’-CATG^-3’ 

3’-^GTAC-5’ 

N   214  

M  172 +42  
37 

หมายเหต ุB- หมายถึง Buffer   N หมายถึง Normal  และ M หมายถึง Mutation 

 

3.5.3 Gel electrophoresis 

นํา PCR-RFLP ทีเกิดขึนมาตรวจสอบผลโดยใช้วิธี gel electrophoresis ในทีนีจะใช้              

8-12% polyacrylamide gel (29% acrylamide + 1% N,N’ methylenebisacrylamide (Bio-

RAD), (10X) TBE buffer (Bio-RAD), 10% ammonium persulfate (Pharmacia Biotech), 

TEMED (Bio-RAD) และนํากลนั) (91) เป็นตวักลางในการดผูลการกลายพนัธุ์และโพลีมอร์ฟิซึมที
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เกิดขึน เนืองจาก polyacrylamide gel สามารถแยกขนาดชินส่วนของ DNA ทีแตกต่างกันได้

ประมาณ 20 bp หลงัจากทีเซทเจลแล้ว ผสม PCR-PFLP product ปริมาตร 5 µl กับ 6x loading 

buffer (RBC Bioscience) ปริมาตร 0.83 µl จากนนัโหลดตวัอย่างทงัหมดลงเจล โดยใช้ความต่าง

ศกัย์ 75 โวลต์เป็นเวลา 75 นาที สําหรับ 8% polyacrylamide gel และ 75 โวลต์ 140-180 นาที

สําหรับ 12% polyacrylamide gel และย้อมเจลทีได้ด้วย Ethidium bromide (Promega) 

ประมาณ 10 นาที ล้างเจลด้วยนําเปล่า 3 นาที นําเจลไปถ่ายรูปด้วยเครือง Molecular Imager® 

Gel Doc™ XR+ with Image Lab ™ Software บนัทึกผลทีเกิดขนึ และถ่ายรูปบนัทึกไว้ 

 

3.6 การศึกษาการกลายพันธ์ุและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน G6PD ด้วยวิธี 

Direct Sequencing 

นํา DNA ของตวัอย่างทีตรวจไมพ่บการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทงั 8 ชนิด มาศกึษาด้วย

วิธี  Direct Sequencing ใน exon ที 2-13 เนืองจากเป็นบริเวณทีมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 

ในทีนีจะเพิมจํานวนสารพนัธกุรรมของแต่ละ exon ด้วยวิธี PCR โดยใช้ primer ทีมีการออกแบบ

ไว้จากการศึกษาก่อนหน้านี (90, 92)   จากนันนํา PCR product ทีได้มาตรวจสอบผลด้วย 2% 

agarose gel electrophoresis ก่อนนําไปทําให้บริสทุธิโดยใช้ Gel/PCR DNA Fragments 

Extraction KitCat No.YDF300 Lot.No.PG-913-09362 (RBC Bioscience) หลงัจากนันวัด

ความเข้มข้นของ purified DNA ทีได้ก่อนสง่ sequence ตอ่ไป  

3.6.1 ขันตอน Polymerase chain reaction (PCR) 

เตรียม PCR ปริมาตร 50 µl โดยให้ปฏิกิริยาสดุท้ายมีความเข้มข้นของ Master mix ดงันี

1X PCR buffer (RBC Bioscience), 0.5-1.5 U Taq polymerase (RBC Bioscience), 20 ng

หรือ 0.4 µM forward primer (Biolabs, Bio Basic Inc), 20 ng หรือ 0.4 µM reverse primer 

(Biolabs, Bio Basic Inc), 1.0-2.5 mM MgCl2 (RBC Bioscience), 0.20-0.25 mM dNTPs 

(RBC Bioscience), และ 50 ng/µl DNA template ซึงความเข้มข้นสดุท้ายของ Master mix ทีทํา 

PCR แต่ละ exon และสภาวะทีเหมาะในการทํา PCR แสดงดงัตารางที 3.3-3.4 สําหรับ primer 

และ product size ของแตล่ะ exon แสดงดงัตารางที 3.5 
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Reagents 

ตารางที 3.3 แสดงความเข้มข้นสดุท้ายของ Master mix ในการทํา PCR แตล่ะ exon 

Reagent ความเข้มข้นสดุท้ายของ Master mix ในแต่ละ exon 

2 3-4 5 6-7 8 9-10 11 12 13 

(10x) PCR buffer 1X 

10 mM dNTPs 0.2mM 0.25mM 0.2mM 0.25mM 0.2mM 

50 mM MgCl2 1.5mM 1.0mM 1.0mM 2.5mM 1.0mM 

5U/µl Taq 

polymerase 
0.5U 1.5U 0.5U 1.5U 0.5U 

Forward primer 20 ng 0.4µM 20ng 0.4µM 

Reverse primer 20 ng 0.4µM 0.4µM 20ng 0.4µM 

 

ตารางที 3.4 แสดงสภาวะทีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR ของแตล่ะ exon 

Steps exon 2 exon 3-4 exon 5 exon 6-7 exon 8 

Pre-denaturation 94 °C,  5 minutes 

Denaturation 
94 °C, 

45 seconds 

94 °C, 

30 seconds 

94 °C, 

45 seconds 

Annealing 

 

60 °C, 

45 seconds 

62 °C, 

30 seconds 

65 °C, 

45 seconds 

67 °C, 

45 seconds 

65 °C, 

45 seconds 

Extension 
72 °C, 

45 seconds 

72 °C, 

1 minute 

72 °C, 

45 seconds 

Cycles 35 40 35 

Post-extension 
72 °C, 

15 minutes 

72 °C, 

10 minutes 

72 °C, 

15 minutes 

Steps exon 9-10 exon 11 exon 12 exon 13 

Pre-denaturation 94 °C,  5 minutes 

Denaturation 94 °C,  45 seconds 

Annealing 

 
65 °C, 45 seconds 

67 °C, 

45 seconds 

Extension 72 °C, 45 seconds 

Cycles 35 

Post-extension 72 °C, 15 minutes 
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ตารางที 3.5 แสดง primer และ product size ของแตล่ะ exon 

 

Exon Primer Sequence Product size (bp) 

2 
G6P2F 

G6P2R 

5’-CTCTAGAAAGGGGCTAACTTCTCAA-3’ 

5’-GGAATTCCTGGCTTTTAAGATTGGG-3’ 
241 

3-4 
G6PD_ Ex3-4F 

G6PD_ Ex3-4R 

5’-TGTCCCCAGCCACTTCTAA-3’ 

5’-GGAGAGGAGGAGAGCATCC-3’ 
400 

5 
Ex5F 

Ex5R 

5’-GTGTGTCTGTCTGTCCGTGTC-3’ 

5’-CACGCTCATAGAGTGGTGGG-3’ 
320 

6-7 
G6PD_ Ex6-7F 

G6PD_Ex6-7R 

5’-ACACAAGGCACGGGAGGT-3’ 

5’-GAGGAGCTCCCCCAAGATAG-3’ 
697 

8 
Ex8F 

Ex8R 

5’-CATGCCCTTGAACCAGGTGA-3’ 

5’-GCATGCACACCCCAGCTC-3’ 
241 

9-10 
Ex9F 

Ex10R 

5’-TTCTCTCCCTTGGCTTTCTC-3’ 

5’-CACACTGCTCCTTCTCTGTA-3’ 
612 

11 

 

G6P10F 

1360R 

5’-GAAGCCGGGCATGTTCTTCAAC-3’ 

5’-GTGAAAATACGCCAGGCCTTA-3’ 
389 

12 
1360F 

G6P13R 

5’-ACGTGAAGCTCCCTGACGC-3’ 

5’-CCAGGGCTCAGAGCTTGTG-3’ 
469 

13 
Ex13F 

Ex13R 

5’-TGCCTCTCCTCCACCCGTCA-3’ 

5’-GTCAATGGTCCCGGAGTC-3’ 
206 

หมายเหต ุF คือ Forward primer และ R คือ Reverse primer 

 

3.6.2 Gel electrophoresis 

หลงัจากทีเจลเซ็ทตวัแล้วเตรียม PCR product ปริมาตร 5 µl กับ 6x loading buffer 

(RBC Bioscience) ปริมาตร 0.83 µ lจากนันโหลดตวัอย่างทังหมดลงเจล Run gel โดยใช้ความ

ตา่งศกัย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 60 นาที ย้อมเจลด้วย Ethidium bromide (Promega) ประมาณ 10 

นาที ล้างเจลด้วยนําเปล่า 3 นาที นําเจลไปถ่ายรูปด้วยเครือง Molecular Imager® Gel Doc™ 

XR+ with Image Lab ™ Software บันทึกผลทีเกิดขึน และถ่ายรูปบันทึกไว้ สําหรับ PCR ทีได้ 

band ทีต้องการเพียง band เดียวเท่านนั และไมพ่บ non-specific band ใดๆจึงนํา PCR-product 

มาทําให้บริสทุธิโดยใช้ HiYield PCR DNA Fragments Extraction Kit แต่สําหรับ PCR ทีมี non-

specific band โหลดตวัอย่างทงัหมดทีผสม 6x loading buffer ลงเจล Run gel โดยใช้โวลต์และ
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เวลาเหมือนข้างต้น จากนนันําเจลไปย้อมด้วย  Ethidium bromide (Promega) ประมาณ 10 นาที

ล้างเจลด้วยนําเปล่า 3 นาที นําเจลไปถ่ายรูปด้วยเครือง Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ 

with Image Lab ™ Software บันทึกผลทีเกิดขึนและตดัเจลเฉพาะส่วนทีมี Product size ที

ต้องการ นําเจลสว่นนีไปทําให้บริสทุธิโดยใช้ HiYield Gel Fragments Extraction Kit  

3.6.3 การทาํ PCR Product และ Gel fragments ให้บริสุทธิโดยใช้ HiYield 

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience Cat No. 

YDF300 Lot No. PG-913-09362) 

 3.6.3.1 การทาํ PCR Product ให้บริสุทธ ิ

ใส่ DF buffer ปริมาตร 5 เท่าของ PCR-product ลงผสมกับ PCR-product ให้

เข้ากัน ปิเปตสารผสมใส่  DF column ใน Collection tube นําไปปันเหวียงที 13,000 rpm 30 

วินาที ทิงสารละลายส่วนล่าง ใส่ Wash buffer 600 µl ปันเหวียงที 13,000 rpm 30 วินาที ทิง

สารละลายส่วนล่าง ปันอีกครังที 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที เพือกําจัดสารละลายให้หมด 

จากนันนํา Column ไปใส่ใน microcentrifuge tubeหลอดใหม่ ปิเปต Elution buffer ประมาณ 

25-30 µl ลงไปทีกลาง Column ทิงไว้ 2-4 นาที นําไปปันเหวียงที 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

จะได้ DNA ทีบริสทุธิ 

 3.6.3.2 การทาํ Gel fragments ให้บริสุทธ ิ

ตัดเนือเจลให้มีนําหนักประมาณ 300 mg จากข้อ 3.6.2 เป็นชินเล็กๆใส่ใน 

microcentrifuge tube ปิเปต DF buffer ปริมาตร 500 µl ผสมให้เข้ากัน นําไปบ่มทีอณุหภูมิ             

55 °C เป็นเวลา 10-15 นาที กลบัหลอดไปมาทุกๆ 2-3 นาที เมือเจลละลายหมดแล้ว ปิเปตสาร

ผสมใส ่DF column ใน Collection tube นําไปปันเหวียงที 13,000 rpm 30 วินาที ทิงสารละลาย

ส่วนล่าง หากสารผสมข้างต้นมีปริมาตรมากกว่า 800 µl ให้ปิเปตสารทีเหลือใส่ Column และ

นําไปปันเหวียงที 13,000 rpm อีก 30 วินาที ทิงสารละลายส่วนล่าง จากนันปิเปต Wash buffer 

600 µl ใส่ลงใน Column ปันเหวียงที 13,000 rpm 30 วินาที ทิงสารละลายส่วนล่าง ล้างด้วย 

Wash buffer อีก 600 µl จากนนัปันแห้งที 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาทีอีกครัง นํา Column ใสใ่น 

microcentrifuge tube หลอดใหม ่จากนนั ปิเปต Elution buffer ประมาณ 25-30 µl ลงไปทีกลาง 

Column ทิงไว้ 2-4 นาที ปันเหวียงที 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที จะได้ Purified DNA หลงัจาก

นันนําPurified DNA ทังหมดไปวัดความเข้มข้น DNA โดยใช้ Nano drop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific) ก่อนสง่ sequence 

 

 



 

 

48

3.6.4 การวเิคราะห์ผล DNA Sequencing 

นํา DNA sequence ของแตล่ะ exon มาวิเคราะห์ลําดบัเบสทีแตกตา่งจากฐานข้อมลู โดย

ใช้โปรแกรม BioEdit version 7.0.9.0 ร่วมกับจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน G6PD ในมนุษย์รหัส 

Genbank คือ X55448.1 

 

3.7 การวเิคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

3.7.1 วเิคราะห์ข้อมูลทัวไป 

วิเคราะห์จํานวนเพศชายและหญิงจากตัวอย่างทีเก็บได้ พร้อมทังวิเคราะห์อายุ เป็น

คา่เฉลีย และช่วงอายขุองเพศชาย หญิง และของตวัอย่างทงัหมด 

3.7.2 วเิคราะห์ข้อมูลฟีโนไทป์ 

วิเคราะห์ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD และพาหะของภาวะพร่องเอนไซม์            

G 6-PD ทงัในเพศชายและหญิง 

3.7.3 วเิคราะห์ข้อมูลจีโนไทป์ 

คํานวณความถีจีโนไทป์ (genotype frequency) และความถีอลัลีล (allele frequency) 

ของการกลายพนัธุ์ และ SNPs พร้อมทงัตรวจสอบความถูกต้องของจีโนไทป์ว่าเป็นไปตามทฤษฎี

Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) จากนนัวิเคราะห์ haplotype ของ SNPsทีเกิดขนึบนอลัลีล 

G6PD Mahidol G6PD Canton และอลัลีลปกติ (G6PD B)  
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บทท ี4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 
4.1 ข้อมูลทัวไปของกลุ่มประชากรทีศึกษา 

เก็บตวัอย่างเลือดของชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ ทีอาศยัอยู่ทีบ้านแม่สาน ตําบลแม่สํา 

อําเภอศรีสชันาลยั จงัหวดัสโุขทยัจํานวน 230 คน ซึงมาจาก 86 ครอบครัว แบ่งเป็นชาย 106 คน 

คิดเป็นร้อยละ 46.09 ของตวัอย่างทังหมด และหญิง 124 คน คิดเป็นร้อยละ 53.91 ของตวัอย่าง

ทงัหมด อตัราสว่นเพศชายตอ่เพศหญิงของประชากรกลุม่นีประมาณ 5 : 6 ประชากรทีศกึษามีอายุ

อยู่ในช่วง 5-86 ปี สว่นใหญ่มีอาย ุ42 ปี และมีอายเุฉลียเท่ากบั 35 ปี นอกจากนีจากการวิเคราะห์

พงศาวรีของครอบครัวของตัวอย่างทังหมดพบจํานวนประชากรทีไม่มีความสัมพันธ์กันทาง

สายเลือด (unrelated individual)  เท่ากบั 80 คน โดยแบ่งเป็นชาย 36 คนคิดเป็นร้อยละ 45 และ

หญิง 44 คนคิดเป็นร้อยละ 55 อตัราส่วนเพศชายต่อเพศหญิงของกลุ่ม unrelated individual 

ประมาณ 4 : 5  

ชาวกะเหรียงปากะญอกลุม่นีอาศยัอยู่ในหมูบ้่านบนภเูขาสงู ประกอบอาชีพเกษตรกรรม

เป็นหลกั เช่น ทํานา ทําไร และเลียงสตัว์ภายในครัวเรือน แตมี่ชาวบ้านบางส่วนทีเข้าไปทํางานใน

เมือง ชาวบ้านสว่นใหญ่แตง่กายเหมือนคนเมืองทวัไป แตมี่คนชราบางสว่นทียงัคงแตง่กายด้วยชดุ

พืนเมือง แสดงดังภาพที 4.1 การสือสารกันภายในหมู่บ้านสือสารกันด้วยภาษากะเหรียง

นอกจากนี จากการสมัภาษณ์และเก็บข้อมลูแสดงดงัภาพที 4.2 พบว่าชาวบ้านส่วนใหญ่คิดเป็น

ร้อยละ 95 ใช้นามสกลุเดียวกนัเนืองจากมีการแตง่งานกันเองภายในหมู่บ้านและไม่นิยมแต่งงาน

กบัคนภายนอก แตมี่ชาวบ้านบางสว่นทีแตง่งานกบัคนภายนอกหมูบ้่านและเปลียนไปใช้นามสกุล

อืนเช่น คนไทยในจงัหวดัลําปางซึงเป็นบริเวณใกล้เคียง 

 

 
 

ภาพที 4.1 แสดงชดุพืนเมืองของชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอ 
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ภาพที 4.2 แสดงการเกบ็ตวัอย่างเลือดของชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอ 

 

4.2  ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ 
จากการคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอทงัหมด 230 

คน (ชาย 106 คนและหญิง 124 คน) ด้วยวิธี Fluorescence spot test ซึงอาศยัการเรืองแสงของ 

NADPH ที 460 nm เมือถกูกระตุ้นด้วย UV ความยาวคลืนยาว และบนัทึกผลจากระดบัการเรือง

แสงดงัภาพที 4.3 

 

 
 

ภาพที 4.3 แสดงผลการคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ด้วย Fluorescence spot test โดย 

D หมายถึง ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD I หมายถึง พาหะ และ N หมายถึง ปกติ 

ผลการทดลองพบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD จํานวน 20 คน เป็นเพศชาย 15 คนคิดเป็น

ร้อยละ 14.15 และเพศหญิง 5 คนคิดเป็นร้อยละ 4.03 นอกจากนียงัพบกลุม่ intermediate 27 คน 

เป็นเพศชาย 8 คนคิดเป็นร้อยละ 7.55 และเพศหญิง 19 คนคิดเป็นร้อยละ 15.32  

สําหรับการคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในกลุม่ทีไมมี่ความสมัพนัธ์ทางสายเลือด

ทงัหมด 80 คน (ชาย 36 คนและหญิง 44 คน) พบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ทงัหมด 10 คน โดย

เป็นชาย 9 คนคิดเป็นร้อยละ 25 และหญิง 1 คนคิดเป็นร้อยละ 2.27 และพบกลุม่ intermediate  



 

 

51

9 คน เป็นชาย 3 คนคิดเป็นร้อยละ 8.33 และเป็นหญิง 6 คนคิดเป็นร้อยละ 13.64 ดงัแสดงใน

ตารางที 4.1 

 

ตารางที 4.1 แสดงผลการคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD โดยใช้ Fluorescence spot test 

ในตวัอย่างทงัหมด และกลุม่ Unrelated individual 

 

 ประชากรทงัหมด Unrelated individual 

สถานะ ชาย(%) หญิง(%) ทงัหมด(%) ชาย(%) หญิง(%) ทงัหมด(%) 

พร่องเอนไซม์  

G 6-PD 

15 (14.15) 5 (4.03) 20 (8.7) 9 (25) 1(2.27) 10 (12.5) 

Intermediate 8(7.55) 19 (15.32) 27 (11.74) 3 (8.33) 6 (13.64) 9 (11.25) 

ปกต ิ 83 (78.30) 100 (80.65) 183 (79.56) 24(66.67) 37 (84.09) 61(76.25) 

ทงัหมด 106 (100) 124 (100) 230 (100) 36 (100) 44 (100) 80 (100) 

 

4.3 การกลายพันธ์ุของยีน G6PD ในกะเหรียงกลุ่มปากะญอ 

 จากการนํา DNA ของผู้ ทีมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ทังหมด 20 คน พร้อมด้วยกลุ่ม 

intermediate 27 คน มาศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ได้แก่ G6PD Mahidol487A, G6PD 

Viangchan871A, G6PD Union1,360T, G6PD Canton1,376T, G6PD Kaiping1,388A, G6PD                 

Chinese-4392T, G6PD Coimbra592Tและ G6PD Chinese-51,024T ด้วยวิธี PCR-RFLP ตามด้วย             

8-12% polyacrylamide gel electrophoresis และทํา Direct sequencing สําหรับตวัอย่างทีไม่

พบการกลายพนัธุ์ 

4.3.1 การกลายพันธ์ุของยีน G6PD จากการศึกษาด้วยวธีิ PCR-RFLP 

จากการศึกษาการกลายพันธุ์ทัง 8 ชนิดในกลุ่มทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD และกลุ่ม 

intermediateทงัหมด 47 คน ผลการทดลองดงัแสดงในตารางที 4.2 และ ภาพที 4.4 -4.11 
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ภาพที 4.4 ผลการตรวจการกลายพนัธุช์นิด G6PD Mahidol487A ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยใช้

เอนไซม์ตดัจําเพาะ HindIII  Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  Lane 2 คือ DNA ทีไมไ่ด้ใส่

เอนไซม์ HindIII มีขนาด 104 bp  Lane 3 คือ DNA ทีมีการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol 487A

เมือถกูตดัด้วย HindIII มีขนาด 82 และ 22 bp (positive control) Lane4-7 คือ ตวัอย่างทีไมพ่บ

การกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A มีขนาด 104 bp (normal) Lane 8 คือ ตวัอย่างทีพบการ

กลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A เมือถกูตดัด้วย HindIII มีขนาด 82 และ 22 bp และ Lane 9 

คือ H2O (negative control ของ G6PD Mahidol487A ) 

 

 
 

 

ภาพที 4.5 ผลการตรวจการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Viangchan871A ด้วยวิธี PCR-RFLP โดย

เอนไซม์ตดัจําเพาะ XbaI  ใน Lane ที 1 คือ 100 bp DNA ladder  Lane 2 คือ DNA ทีไม่ได้ใส่

เอนไซม์ XbaI มีขนาด 126 bp Lane 3 คือ DNA ทีมีการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Viangchan871A 
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แบบ homozygote ถูกตดัด้วย XbaI มีขนาด 106 และ 20 bp (positive control) Lane4-6 คือ 

ตวัอย่างทีไม่พบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Viangchan871A เมือตดัด้วย XbaI มีขนาด 126 bp  

(normal) และ Lane 7 คือ H2O (negative control ของ G6PD Viangchan871A) 

 

 
 

ภาพที 4.6 ผลการตรวจการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Union1,360T ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ HhaI  ใน Lane ที 1 คือ 100 bp DNA ladder  Lane 2 คือ DNA ทีไม่ได้ใส่เอนไซม์ HhaI 

มีขนาด 214 bp  Lane 3 คือ DNA ทีมีการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Union1,360T แบบ homozygote 

ถูกตดัด้วย HhaI มีขนาด 187และ 27 bp (positive control) Lane4-9คือ ตวัอย่างทีไม่พบการ

กลายพนัธุ์ชนิด G6PD Union1,360T เมือตดัด้วย HhaI มีขนาด 142  45 และ 27 bp  (normal) และ 

Lane 10คือ H2O (negative control ของ G6PD Union1,360T) 
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ภาพที 4.7 ผลการตรวจการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Canton1,376T ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยเอนไซม์

ตดัจําเพาะ AfIII  ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder Lane 2 คือ DNA ทีไมไ่ด้ใสเ่อนไซม์ AfIII มี

ขนาด 214 bp  Lane 3 คือ DNA ทีมีการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Canton1,376Tแบบ homozygote 

ถูกตดัด้วย AfIII มีขนาด 194 และ 20 bp (positive control)  Lane 4 คือ DNA ทีพบการกลาย

พนัธุ์ชนิด G6PD Canton1,376Tแบบ heterozygote ถูกตดัด้วย AfIII มีขนาด 214, 194 และ 20 bp 

Lane 5 และ 7 คือ ตวัอย่างทีไม่พบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Canton1,376T เมือตดัด้วย AfIII มี

ขนาด 214 bp (normal) Lane 6 คือ ตวัอย่างทีพบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Canton1,376Tแบบ 

hemizygote เมือถูกตัดด้วย AfIII มีขนาด 194 และ 20 bp และLane 8 คือ H2O (negative 

control ของ G6PD Canton1,376T) 

 

 
 

ภาพที 4.8 ผลการตรวจการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Kaiping1,388A ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยเอนไซม์

ตดัจําเพาะ NdeI  ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder Lane 2 คือ DNA ทีไมไ่ด้ใสเ่อนไซม์ NdeI 
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มีขนาด 227 bp Lane 3 คือ DNA ทีมีการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Kaiping1,388A แบบ homozygote 

ถูกตดัด้วย NdeI มีขนาด 206 และ 21 bp (positive control) Lane 4-6คือ ตวัอย่างทีไม่พบการ

กลายพันธุ์ชนิด G6PD Kaiping1,388A เมือตดัด้วย NdeI มีขนาด 227 bp (normal) และ Lane 7 

คือ H2O (negative control ของ G6PD Kaiping1,388A) 

 

 
 

ภาพที 4.9 ผลการตรวจการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Chinese-4392T ด้วยวิธี PCR-RFLP โดย

เอนไซม์ตดัจําเพาะ BstEII  ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder Lane 2 คือ DNA ทีมีการกลาย

พันธุ์ชนิด G6PD Chinese-4392T แบบ homozygoteไม่ถูกตัดด้วย BstEII มีขนาด 203 bp 

(positive control) Lane 3-9 คือ DNA ทีไม่พบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Chinese-4392T เมือถูก

ตดัด้วย BstEII มีขนาด 188และ 15 bp (normal) และ Lane 10คือ H2O (negative control ของ 

G6PD Chinese-4392T) 
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ภาพที 4.10 ผลการตรวจการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Coimbra592T ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยเอนไซม์

ตดัจําเพาะ PstI  ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder Lane 2 คือ DNA ทีไม่มีการกลายพันธุ์

ชนิด G6PD Coimbra592T ไม่ถูกตดัด้วย PstI มีขนาด 240 (157 + 83) bp (positive control) 

Lane 3-5 คือ DNA ทีไมพ่บการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Coimbra592T เมือถูกตดัด้วย PstI มีขนาด 

157และ 83 bp (normal) และ Lane 6 คือ H2O (negative control ของ G6PD Coimbra592T) 

 

 
 

ภาพที 4.11 ผลการตรวจการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Chinese-51,024T ด้วยวิธี PCR-RFLP โดย

เอนไซม์ตดัจําเพาะ MboII ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder  Lane 2 DNA ทีไม่ได้ใส่เอนไซม์

MboII มีขนาด 187 bp Lane 3 คือ DNA ทีมีการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Chinese-51,024T เมือถูก

ตดัด้วย MboII มีขนาด 150 และ 37 bp (positive control) Lane4-9 คือ ตวัอย่างทีไม่พบการ

กลายพันธุ์ชนิด G6PD Chinese-51,024T มีขนาด 187 bp (normal) และLane 10 คือ H2O 

(negative control ของ G6PD Chinese-51,024T) 
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จากการศึกษาการกลายพันธุ์ทัง 8 ชนิดของยีน G6PD ด้วยวิธี PCR-RFLP ในกลุ่มทีมี

ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD และกลุม่ intermediate รวมทงัหมด 47 คน (ชาย 23 คนและหญิง 24 

คน) พบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A มากทีสดุจํานวน 32 คน คิดเป็นร้อยละ 68.09 

โดยเป็น hemizygote 15 คนจากชายทงัหมด 23 คน คิดเป็นร้อยละ 65.22  heterozygote 17คน

จากหญิง 24 คน คิดเป็นร้อยละ 70.83 นอกจากนียังพบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Canton1,376T

จํานวน 4 คน คิดเป็นร้อยละ 8.51 โดยเป็น hemizygote 1 คนจากชาย 23 คน คิดเป็นร้อยละ 

4.35 และ heterozygote 3 คน จากหญิง 24 คน คิดเป็นร้อยละ 12.5 และมีตวัอย่างทีไม่พบการ

กลายพันธุ์ทัง  8 ชนิดจากวิธี PCR-RFLP จํานวน 11 คน โดยเป็น กลุ่มพร่องเอนไซม์ G 6-PD                     

1 คน และ กลุม่ intermediate 10 คน แสดงดงัตารางที 4.2 

สําหรับตวัอย่างทีไมพ่บการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD จะเลือกเฉพาะตวัอย่างทีอยู่ในกลุ่ม

พร่องเอนไซม์  G 6-PD 1 คนซึงเป็นเพศหญิง มาทํา Direct sequencing  

 

ตารางที 4.2 แสดงผลการตรวจการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ทัง 8 ชนิดด้วยวิธี PCR-RFLP ใน

กลุม่ตวัอย่างทงัหมด 47 ตวัอย่าง 

 

สถานะ (N) เพศ G6PD Mahidol (N) G6PD Canton (N) Unknown (N) 

G 6-PD deficiency 

(20) 

ชาย (15)  hemizygote (14) hemizygote (1) 0 

หญิง (5)  heterozygote (3) heterozygote (1) 1 

Intermediate 

(27) 

ชาย (8)  hemizygote (1) - 7 

หญิง (19)  Heterozygote (14) heterozygote (2) 3 

 

สําหรับการศึกษาการกลายพันธุ์ในกลุ่ม unrelated individual ทังหมด 80 คน เป็นเพศ

ชาย 36 คน และหญิง 44 คน พบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A จํานวน 20 คน คิดเป็น

ร้อยละ 25 โดยเป็น hemizygote 10 คนจากชายทังหมด 36 คนคิดเป็นร้อยละ 27.78 

homozygote 1 คนจากหญิง 44 คนคิดเป็นร้อยละ 2.27 และ heterozygote 9 คนจากหญิง 44 

คนคิดเป็นร้อยละ 20.45 นอกจากนีพบการกลายพันธุ์ ชนิด G6PD Canton1,376Tแบบ 

heterozygote 1 คน จากหญิง 44 คนคิดเป็นร้อยละ 2.27 แสดงดงัตารางที 4.3. 
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ตารางที 4.3 การกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีพบในกลุม่ Unrelated individual 

 

สถานะ (N) เพศ (N) G6PD Mahidol (N) G6PD Canton (N) 

G 6-PD deficiency (10) 
ชาย  (9) 

หญิง (1) 

hemizygote (9) 

heterozygote (1) 

- 

- 

Intermediate (9) 
ชาย  (3) 

หญิง (6) 

hemizygote (1) 

heterozygote (4) 

- 

heterozygote (1) 

Normal (61) 

ชาย  (24) 

หญิง (37) 

- 

heterozygote (4) 

homozygote (1) 

- 

- 

- 

  

 เมือพิจารณาการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ในประชากรเพศชายทังหมดจํานวน 106 คน 

พบการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A จํานวน 15 คนคิดเป็นร้อยละ 14.15 และพบการกลาย

พนัธุ์ชนิด G6PD Canton1,376T จํานวน 1 คนคิดเป็นร้อยละ 0.94 แสดงดงัตารางที 4.4 

 

ตารางที 4.4 การกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ทีพบในประชากรเพศชาย 106 คน 

 

สถานะ (N) G6PD Mahidol (N) G6PD Canton (N) Unknown (N) 

G 6-PD deficiency (15) hemizygote (14) hemizygote (1) - 

Intermediate (8) hemizygote (1) - (7) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

59

ตารางที 4.5 แสดง Genotype frequency และ Allele frequency ทงัในเพศหญิงและเพศชายใน

กลุม่ตวัอย่างทีมีการกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A และG6PD Canton1,376T 

 

ตวัอย่าง 
G6PD  

mutations 

เพศหญิง เพศชาย 

Genotype frequency 
Allele 

frequency 
HWE 

P-value 

Allele 

frequency 

AA Aa aa A a A a 

ประชากร

ทงัหมด 

Mahidol 0.75 0.24 0.01 0.87 0.13 0.72 0.86 0.14 

Canton 0.98 0.02 0.00 0.99 0.01 0.77 0.99 0.01 

Unrelated 

individual 

Mahidol 0.78 0.20 0.02 0.88 0.12 0.99 0.72 0.28 

Canton 0.98 0.02 0.00 0.99 0.01 0.99 1.00 0.00 

D   แทน   G 6-PD deficiency  I    แทน   Intermediate 

A   แทน   Dominant allele  a   แทน   Recessive allele 

 

ในการตรวจสอบความถกูต้องของผลจีโนไทป์ของการกลายพนัธุ์ทีพบในประชากรทงัหมด

และกลุ่ม unrelated individual โดยใช้ Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) ทดสอบทีระดบั

ความเชือมนัร้อยละ99 (p–value<0.01) ผลการทดสอบพบว่า genotype frequency ของการ

กลายพันธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A ในประชากรทังหมดและกลุ่ม unrelated individual มีค่า     

p–value เท่ากับ 0.72 และ0.99 ตามลําดบั และ genotype frequency ของการกลายพันธุ์ชนิด 

G6PD Canton1,376T ในประชากรทังหมดและกลุ่ม unrelated individual มีค่า p–value เท่ากับ 

0.77 และ 0.99 ตามลําดบั แสดงวา่ผลจีโนไทป์ของการกลายพันธุ์ทีพบไม่มีความแตกต่างกับกฎ

ของ Hardy-Weinberg อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ หรือเป็นไปตามกฎของ Hardy-Weinberg  

 

4.3.2 การกลายพันธ์ุของยีน G6PD จากการศึกษาด้วยวธีิ Direct sequencing 

จากการตรวจการกลายพันธุ์ในตวัอย่างทีไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ทัง 8 ชนิด

จํานวน 1 คนซึงเป็นเพศหญิงด้วยวิธี Direct sequencing ใน exon ที 2-13 (coding sequence) 

ผลพบว่า ไม่พบการกลายพันธุ์ใดๆ บน coding sequence อีกทังไม่พบการเปลียนแปลงของ

ลําดบัเบสในบริเวณ splicing donor (GT) และ splicing acceptor (AG) ของทุก exon ซึงการ

กลายพนัธุ์ในบริเวณดงักล่าวอาจส่งผลต่อการ splicing ของยีนทีผิดปกติได้ แต่ทังนีจากผลการ 
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Sequencing พบเพียง SNP ตําแหน่ง nt1,311 CT ใน exon 11 โดยเป็น heterozygote ดงั

ภาพที 4.12 ซึง SNPs ดงักล่าวไม่ทําให้เกิดการเปลียนแปลงของกรดอะมิโน อีกทังพบ SNP ใน

ตําแหน่ง nt93 TC ใน IVS11 โดยเป็น heterozygote ดงัภาพที 4.13 

 

 
 

ภาพที 4.12 แสดงChromatogramของSNP nt1,311CT ใน exon 11 พบเป็นลักษณะ

heterozygote ทีซ้อนทบักนัระหวา่งกราฟ C (สีนําเงิน) และT (สีแดง)  

 

 

 
 

ภาพที 4.13 แสดงChromatogramของSNP nt93TC ใน IVS 11พบเป็นลกัษณะ heterozygote

ทีซ้อนทบักนัระหวา่งกราฟ C (สีนําเงิน) และ T (สีแดง) 

 

4.4 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน G6PD 

 จากการศกึษาภาวะพหสุณัฐานของยีน G6PD ทงั 2 ชนิด คือ SNPs nt1,311CT และ 

nt93TC ในทกุอลัลีลของตวัอย่างทงัหมด ทงัชนิดอลัลีลปกติ (G6PD B) และอลัลีลทีพบการ

กลายพนัธุ์ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยใช้เอนไซม์ตดัจําเพาะ BcII และ NlaIII ตามลําดบั จากนนั

             1311 

 93               93 
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ตรวจสอบด้วย 12% polyacrylamide gel electrophoresis ผลการตรวจสอบ nt1,311CT และ 

nt93TC แสดงดงัภาพที 4.14-4.15 และตารางที 4.6 

 

ตารางที 4.6 แสดง Genotype frequency และ Allele frequency ของ SNPs nt1,311CT และ 

nt 93TC ทงัเพศหญิงและชายในชาวกะเหรียงปากะญอ 

 

ตวัอย่าง SNPs 

เพศหญิง เพศชาย 

Genotype 

frequency 

Allele 

frequency 

HWE 

P-

value 

Allele 

frequency 

AA Aa aa A a A a 

ประชากรทงัหมด 1,311CT 0.80 0.18 0.02 0.89 0.11 0.42 0.79 0.21 

93TC 0.62 0.36 0.02 0.80 0.20 0.51 0.79 0.21 

Unrelated 

individual 

1,311CT 0.75 0.20 0.05 0.85 0.15 0.39 0.89 0.11 

93TC 0.61 0.34 0.05 0.78 0.22 0.99 0.89 0.11 

A แทน Dominant allele  a แทน Recessive allele 

 

ในการตรวจสอบความถกูต้องของผลจีโนไทป์ของ nt1,311CT และ nt93TC ทีพบใน

ประชากรทังหมดและกลุ่ม Unrelated individual โดยใช้ Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) 

ทดสอบทีระดับความเชือมันร้อยละ 99 (p–value<0.01) ผลการทดสอบพบว่า genotype 

frequency ของ nt1,311CT ในประชากรทงัหมดและกลุ่ม unrelated individual มีค่า p–value 

เท่ากบั 0.42 และ 0.39 ตามลําดบั สําหรับผลการทดสอบ genotype frequency ของ nt93TC 

ในประชากรทังหมดและกลุ่ม unrelated individual พบมีค่า p–value เท่ากับ 0.51 และ 0.99

ตามลําดบั  แสดงวา่ผลจีโนไทป์ของ nt1,311CT และ nt93TC ไมมี่ความแตกต่างกับกฎของ

Hardy-Weinberg อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ หรือเป็นไปตามกฎของ Hardy-Weinberg นนัเอง 
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ภาพที 4.14 ผลการตรวจสอบ SNP nt1,311CT ของยีน G6PD ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยใช้

เอนไซม์ตดัจําเพาะ BcII ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder Lane 2 คือ DNA ทีไมไ่ด้ใสเ่อนไซม์ 

BcII มีขนาด 207 bp Lane 3 คือ DNA ทีมี SNP nt1,311 CT เมือถกูตดัด้วย BcII มีขนาด 184 

และ 23 bp (positive control) Lane 4 และ 9 คือ DNA ทีไม่ถูกตดัด้วย BcII มีขนาด 207 bp 

(normal) Lane 5-7 คือ ตวัอย่างทีพบ SNP nt1,311CT แบบ heterozygote เพราะเมือถูก BcII 

ตดัแล้วมีทังขนาด 207 184 และ 23 bp  Lane 8 คือ ตวัอย่างทีพบ SNP nt1,311CT แบบ 

hemizygote เพราะเมือถูกตดัด้วย BcII มีขนาด 184 และ 23 bp  และ Lane 10 คือ H2O 

(negative control ของ SNP nt1,311CT) 

 

 
 

ภาพที 4.15 ผลการตรวจสอบ SNP nt93TC ด้วยวิธี PCR-RFLP โดยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NIaIII 

ใน Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder Lane 2 คือ DNA ทีไม่ถูกตดัด้วย NIaIII มีขนาด 214 bp 

Lane 3 คือ DNA ทีมี SNP nt93TC เมือถูกตดัด้วย NIaIII มีขนาด172 และ 42 bp (positive 
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control) Lane 4-5 คือ DNAทีเมือตดัด้วยเอนไซม์ NIaIII พบ SNP nt93TC แบบ heterozygote 

เพราะมีทังขนาด 214 172 และ 42 bp  Lane 6 คือ DNA ทีถูกตดัด้วยเอนไซม์ NIaIII แล้วพบว่า

เป็น homozygote SNP nt93TC มีขนาด 172 และ 42 bp  Lane7-9 คือ DNA ทีไม่ถูกตดัด้วย 

NIaIII  มีขนาด 214 bp  และ Lane 10 คือ H2O (negative control ของ SNP nt93TC) 

จากผลการศึกษาจีโนไทป์ nt1,311CT และ nt93TC ทังอัลลีลปกติ (G6PD B) 

และอลัลีลทีพบการกลายพันธุ์ สามารถนํามาสรุปเป็นรูปแบบ haplotype ได้ดงันี G6PD B มี

รูปแบบ haplotype ทงัหมด 4 ชนิด ได้แก่ haplotype ชนิดที 1 :  1,311C, 93T ซึงพบมากทีสดุคิด

เป็นร้อยละ 75.33 (226ใน 300อลัลีล) haplotype ชนิดที 2 : 1,311T, 93C คิดเป็นร้อยละ 16 

(48ใน 300อลัลีล) haplotype ชนิดที 3 : 1,311C, 93C พบร้อยละ 8 (24ใน 300อลัลีล) และ

haplotype ชนิดที 4 : 1,311T, 93T พบน้อยทีสดุร้อยละ 0.67 (2ใน 300อลัลีล) ดงัแสดงในตาราง

ที 4.7 ในขณะทีอลัลีล G6PD Mahidol487A ทังหมด 49 อลัลีล พบรูปแบบ haplotype เพียงชนิด

เดียวคือ haplotype ชนิดที 1 : 1,311C, 93T ดงัตารางที 4.5 สําหรับ G6PD Canton1,376T4                   

อลัลีลพบ haplotype ชนิดที 1 : 1,311C, 93T เพียงชนิดเดียว และตวัอย่างอีก 1 คน ทีไม่พบการ

กลายพนัธุ์มี haplotype ชนิดที 4 : 1,311T, 93T 

 

ตารางที 4.7 Haplotype ของอลัลีลตา่งๆ บนยีน G6PD ในกะเหรียงกลุม่ปากะญอ 

 

Haplotype G6PD mutations (N (%)) 
Total 

nt1,311, nt93 G6PD B Mahidol Canton 

C, T 226 (75.33) 49 (100) 4 (100) 279 (79.04) 

C, C 24 (8) 0 0 24 (6.80) 

T, T 2 (0.67) 0 0 2 (0.56) 

T, C 48 (16) 0 0 48 (13.60) 

Total 300 49 4 353* 

 

หมายเหต ุ ตวัอย่าง 1 คนซึงเป็นเพศชาย ไมส่ามารถระบ ุnt93TC ได้จึงเหลือตวัอย่างเพศชายที

นํามาคํานวณ allele frequency เพียง 105 คน จากทงัหมด 106 คน 

* อลัลีลทงัหมดในประชากรทีศกึษา โดยแบ่งเป็นชาย 105 คน หรือ 105 อลัลีล และหญิง 124 คน 

คิดเป็น 248 อลัลีล 
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บทท ี5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

 ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD เป็นโรคทางพนัธกุรรมทีเกิดจากการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD 

ซึงมีการถ่ายทอดความผิดปกติผ่านทางโครโมโซมเพศ x โดยการกลายพันธุ์ของยีน G6PD มี

รูปแบบทีหลากหลายและมีความจําเพาะกบัชาติพนัธุ์ ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD สามารถพบได้

ทัวโลกโดยเฉพาะในบริเวณทีเคยมีรายงานการระบาดของมาลาเรีย รวมถึงในภมิูภาคเอเชีย

ตะวนัออกเฉียงใต้ซึงเป็นภมิูภาคทีมีความหลากหลายทางด้านชาติพันธุ์  อาทิเช่น ไทย พม่า ลาว 

มอญ และกะเหรียง เป็นต้น ชาวกะหรียงกลุม่ปากะญอ เป็นชาติพนัธุ์หนึงทียงัไมพ่บรายงานความ

เชือมโยงทางด้านพนัธศุาสตร์กบัชาติพนัธุ์อืนๆ ดงันนัการวิจยัในครังนีจึงเป็นการศึกษาการกลาย

พนัธุ์และความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน G6PD ในชาวกะหรียงกลุม่ปากะญอ เพืออธิบาย

ความสัมพันธ์ระหว่างชาติพันธุ์กะหรียงกลุ่มปากะญอและชาติพันธุ์ อืนๆ ในภูมิภาคเอเชีย

ตะวนัออกเฉียงใต้ 

 

5.1 ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ  

 จากผลการศึกษาภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD โดยวิธี Fluorescence spot test ใน

กะเหรียงกลุ่มปากะญอทีอาศยัอยู่ทีบ้านแม่สาน ตําบลแม่สํา อําเภอศรีสชันาลยั จังหวดัสโุขทัย

ทงัหมด 86 ครอบครัว จํานวน 230 คน แบ่งเป็นเพศชาย 106 คนและเพศหญิง 124 คน พบภาวะ

พร่องเอนไซม์ G 6-PD ในเพศชายร้อยละ 14.15 และในเพศหญิงร้อยละ 4.03 อีกทงัพบผู้ทีมีภาวะ

พร่องเอนไซม์ G 6-PD ระดบัปานกลาง ในเพศชายร้อยละ 7.55 และในเพศหญิงร้อยละ 15.32 

เมือพิจารณาเฉพาะกลุม่ทีไมมี่ความสมัพนัธ์ทางสายเลือดทงัหมด 80 คน โดยเป็นเพศชาย 36 คน

และเพศหญิง 44 คน พบภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในเพศชายร้อยละ 25 และในเพศหญิงร้อย

ละ 2.27 นอกจากนีพบผู้ทีมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ระดบัปานกลางในเพศชายร้อยละ 8.33 

และในเพศหญิงร้อยละ 13.64 เมือวิเคราะห์ผลการตรวจสอบทังในตวัอย่างทังหมดและเฉพาะ

กลุ่มทีไม่มีความสมัพันธ์ทางสายเลือดพบความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในเพศชาย

มากกว่าเพศหญิง เนืองจากเพศชายเมือได้รับการกลายพันธุ์ของยีน G6PD จะมีลักษณะ

genotype เป็น hemizygote ทําให้การแสดงออกของการกลายพนัธุ์เกิดขนึอย่างชดัเจน ในขณะที

เพศหญิงทีมี genotype เป็นแบบ heterozygote จะมีกระบวนการ X-chromosome inactivation 
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แบบสุม่ ทีควบคมุการแสดงออกของยีนให้แสดงออกเพียงยีนจากแท่งใดแท่งหนึงของโครโมโซม

เพศ X จํานวนสองแท่ง ดงันันความรุนแรงและอาการทางคลีนิกจึงขึนอยู่กับอตัราส่วนของเม็ด

เลือดแดง 2 ชนิดทีได้รับผลกระทบจากกระบวนการ X-chromosome inactivation ทีต่างกัน

กล่าวคือ กลุ่มเซลล์เม็ดเลือดแดงทีมีค่าการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ปกติเป็นผลมาจาก

กระบวนการ X-chromosome inactivation ของแท่งโครโมโซมทีมีการกลายพันธุ์และกลุ่มเซลล์

เม็ดเลือดแดงทีมีค่าการทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ลดลงเนืองจากเกิดกระบวนการ X-

chromosome inactivation ในแท่งโครโมโซมทีไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน G6PD จึงเป็นเหตใุห้

ผู้หญิงทีมี genotype แบบ heterozygote มีคา่การทํางานของเอนไซม์ G 6-PD ทีหลากหลายและ

สามารถจัดอยู่ในกลุ่มปกติ กลุ่มพร่องปานกลาง หรือกลุ่มพร่องเอนไซม์ G 6-PD มากได้ 

นอกจากนีจะพบว่าผลการอธิบายดงักล่าวข้างต้นยังสอดคล้องกับความชุกของผู้ ทีมีภาวะพร่อง

เอนไซม์ G 6-PD ระดบัปานกลางซึงจะพบมากในเพศหญิงมากกวา่เพศชาย 

ความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในกะเหรียงกลุ่มปากะญอ ทีพบร้อยละ 14.15 

นนัมีคา่สงูใกล้เคียงหรือมากกวา่เมือเทียบกับชาติพันธุ์อืนๆ ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ อาทิเช่น  

ในชาวไทยพบร้อยละ 11.1 (5) ชาวพม่าพบร้อยละ 7.3-11.0 (4, 6, 8) ชาวมาเลย์พบร้อยละ 4.6 

(63) ชาวมอญพบร้อยละ 6.7-12.0 (4, 6) ชาวเขมรพบร้อยละ 12.6-26.1 (7, 64) และ ชาวลาวพบ

ร้อยละ 7.2 (6)  ขณะทีเมือเปรียบเทียบกบัชาติพนัธุ์ทีเป็นชาวพืนเมืองหรือชนกลุ่มน้อยทีอาศยัอยู่

ในภมิูภาคเดียวกนันี เช่นในชาวฉานพบร้อยละ 10.8 (6) ชาวดานพุบร้อยละ 7.1 (6) ชาวคะฉินพบ

ร้อยละ 6.3 (6) ชาวอะบอริจินพบร้อยละ 6.0 (6) ชาวเกาะภเูก็ตพบร้อยละ 9.8 (65) และชาวลิซู

พบร้อยละ 2.6 (6) พบวา่ภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ในกะเหรียงกลุม่ปากะญอนนัพบได้มากกว่า

ชนพืนเมืองดงัทีกลา่วไป แตเ่มือเทียบกับรายงานก่อนหน้านีทีศึกษาภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD 

ในชาวกะเหรียงไม่ทราบกลุ่มในจังหวดัราชบุรีซึงพบร้อยละ 13 (67) พบว่าชาวกะเหรียงทังสอง

กลุ่มมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD สงูใกล้เคียงกัน จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า นอกจาก

ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD จะมีความแตกต่างกันขึนกับชาติพันธุ์แล้วภาวะพร่อง

เอนไซม์ G 6-PD ยังสามารถพบได้มากในชาวเอเชียตะวันออกเฉียงใต้อันเป็นผลมาจากการ

คดัเลือกตามธรรมชาติ (natural selection) ทียอมให้ความผิดปกติของเอนไซม์ชนิดนีคงอยู่ต่อไป

ในประชากร เพือจะป้องกันและลดความรุนแรงของโรคมาลาเรีย เนืองจากผู้ ป่วยภาวะพร่อง

เอนไซม์ G 6-PD จะมีการสร้าง NADPH ในเซลล์เม็ดเลือดแดงน้อยกว่าปกติส่งผลให้สมดลุของ

ออกซิเดชันและรีดกัชันของเซลล์เสียไป ทําให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกง่ายและมีผลต่อวงจรชีวิต 

(life cycle) ของเชือมาลาเรีย  



 

 

66

 

5.2 การกลายพันธ์ุและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน G6PD ในชาวกะเหรียง

กลุ่มปากะญอ  

 การกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ก่อให้เกิดความแปรผนัของเอนไซม์ G 6-PD รูปแบบต่างๆ

ซึงมีความจําเพาะตอ่ชาติพนัธุ์ ดงัเช่นในภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ทีซึงมีความหลากหลาย

ทางเชือชาติ ศาสนา ภาษาและวัฒนธรรม จะสามารถพบการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ได้

หลากหลายเช่นกนั 

 จากการศกึษาการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD ในชาวกะเหรียงปากะญอพบการกลายพันธุ์

ชนิด G6PD Mahidol487A มากทีสดุ คิดเป็นร้อยละ 68.09 ของกลุ่มผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD และ

ของกลุ่มทีพร่องในระดับปานกลาง โดยเมือพิจารณาจะพบว่า ในกลุ่มพร่องเอนไซม์ตรวจพบ 

genotype มีลกัษณะ hemizygote และ heterozygote ขณะทีกลุ่มพร่องเอนไซม์ปานกลางตรวจ

พบ genotype ลกัษณะ hemizygote และ heterozygote เช่นกัน นอกจากนียังสามารถพบ 

G6PD Mahidol487A ในกลุ่มผู้ ทีเอนไซม์ G 6-PD สามารถทํางานได้เป็นปกติอีกด้วย โดยพบ

ลกัษณะ homozygote 1 คนและ heterozygote 13 หรือพบได้ร้อยละ14 ของคนปกติเพศหญิง 

ผลการทดลองทีเกิดขึนเช่นนีอาจเป็นเพราะสภาวะ reticulocytosis ทีเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน 

(reticulocytes) ซึงมีระดบั G 6-PD ทีสงูกว่าเม็ดเลือดแดงเต็มวยั ทําให้ผลการทดสอบเป็นปกติ

หรือ false negative หรือสภาวะ leukocytosis และ thrombocytosis ทีมีเม็ดเลือดขาวและเกล็ด

เลือดสงูสง่ผลให้มีระดบั G 6-PD มากและอาจรบกวนการทดสอบ ทําให้ผลทีได้มากเกินกวา่ระดบั

ความเป็นจริงซึงในความเป็นจริงแล้ว ผู้ป่วยอาจมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD ก็เป็นได้ นอกจากนี

ยังอาจเกิดจากกระบวนการ X-chromosome inactivation ดังทีกล่าวมาแล้วในข้างต้นทีเป็น

สาเหตขุองระดบัความรุนแรงและอาการทางคลินิกทีหลากหลาย  อีกทังอาจเป็นผลมาจากชนิด

ของการกลายพันธุ์ ทีส่งผลต่างความแปรผันของเอนไซม์  โดยการกลายพันธุ์ชนิดG6PD 

Mahidol487A (MIM : 305900.0005) เป็นการเปลียนลําดบัเบสจาก G เป็น A ในตําแหน่งนิวคลีโอ

ไทด์ที 487 บริเวณ exonที 6 ทําให้กรดอะมิโนตําแหน่งที 163 เปลียนจาก Glycine เป็น Serine 

สง่ผลให้เกิดความแปรผนัของเอนไซม์และอาการทางคลินิกของการกลายพนัธุ์ชนิดนีอยู่ในประเภท

ที 3 หรือมีคา่ร้อยละ10-60 ของเอนไซม์ปกติ ผลการทดลองดงักล่าวยังชีให้เห็นว่าการตรวจสอบ

ภาวะพร่องเอนไซม์ด้วยวิธีทางชีวเคมีเพียงอย่างเดียวอาจไมเ่พียงพอตอ่การวินิจฉยัในกรณีทีผู้ป่วย

มีภาวะแฝง จึงจําเป็นทีจะต้องมีการตรวจสอบทางอณพูนัธศุาสตร์ของยีน G6PD ควบคู่ไปด้วยจึง
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จะได้ผลทีถูกต้องทีสุดโดยจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ ป่วยและครอบครัวในการดูแลตนเองและ

ระมดัระวงัการใช้ยาและสารเคมีตา่งๆทีอาจสง่ผลให้เกิดอาการทางคลินิกตา่งๆตามมาได้ 

นอกจากนีผู้ วิจัยยังตรวจพบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Caton1,376Tประมาณร้อยละ 8.5 

ของกลุม่พร่องเอนไซม์และพร่องปานกลางโดยพบในผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD 2 คนเป็นลกัษณะ 

hemizygote และ heterozygote และกลุ่มพร่องปานกลาง 2 คน ซึงพบเป็นลักษณะ 

heterozygote ทงัสองคน ทงันีการทีพบผู้พร่องเอนไซม์ทีมีลกัษณะ heterozygote อาจเป็นผลมา

จากปรากฎการณ์ skewing ของกระบวนการ X-chromosome inactivation ซึงเป็นการแสดงออก

ของโครโมโซมเพศ X ที active จากพ่อมากกวา่แม ่หรือจากแมม่ากกวา่พ่อ ปรากฏการณ์ดงักล่าว

สง่ผลให้อลัลีลปกติถกูยบัยงัมากกวา่อลัลีลทีมีการกลายพนัธุ์ หรืออาจเป็นผลมาจากชนิดของการ

กลายพันธุ์เอง ทังนีการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Caton1,376T (MIM : 305900.0021) มีการเปลียน

ลําดบัเบสจาก G เป็น T ทีนิวคลีโอไทด์ตําแหน่ง 1,376 ในบริเวณ exon ที 12 เป็นผลให้กรดอะมิ

โนตําแหน่งที 459 เปลียนจาก Arginine เป็น Leucine สง่ผลให้เกิดความแปรผนัของเอนไซม์และ

อาการทางคลินิก เช่น ภาวะ hyperbilirubinemia (93) ซึงสามารถจัดอยู่ในประเภทที 3 หรือมีค่า

ร้อยละ10-60ของเอนไซม์ปกติ 

สําหรับผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD อีก 1 คนทีตรวจไม่พบการกลายพันธุ์จากการศึกษาด้วย

วิธี PCR-RFLP และได้ดําเนินการตรวจสอบการกลายพันธุ์ด้วยวิธี Direct sequencing พบว่าใน

ตวัอย่างนีมีทงั SNP ทีตําแหน่ง nt1,311CTและ nt93TC ซึง SNPs ทัง 2 ตําแหน่งมกัพบใน

ชาวเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้และชาวจีน นอกจากนี SNPs ดงักล่าวมีผลทําให้ค่าการทํางานของ

เอนไซม์ G 6-PD ลดลงและอาจเกียวข้องกบัอาการทางคลีนิก (94)  โดย SNPs nt1,311CT พบ

ได้บ่อยทงัคนปกติและในผู้ทีพร่องเอนไซม์ G 6-PD เช่น G6PD Mediterranean (4) นอกจากนีไม่

พบการกลายพันธุ์ใดๆทังในบริเวณ coding region, splicing donor และ splicing acceptor  

อาจเนืองมาจาก SNPs ทีเกิดขึนมีผลต่อเสถียรภาพของ mRNA หรือมีผลต่อโครงสร้างทุติยภมิู

ของ mRNA จึงมีผลทําให้การแสดงออกของยีนสร้างเอนไซม์ G 6-PD แตกตา่งกนั 

จากการศึกษาอณูพันธุศาสตร์ของยีน G6PD ในอัลลีลทังหมดของชาวกะเหรียงปา

กะญอพบ allele frequency ของการกลายพันธุ์ชนิด G6PD  Mahidol487A  เท่ากับ 0.14 ซึงพบได้

มากกวา่อลัลีลของการกลายพนัธุ์ชนิดอืนๆ โดยทีผลทีได้เป็นเช่นเดียวกบัการศกึษาการกลายพันธุ์

ในชาวพมา่ มอญ และกะเหรียงไมท่ราบกลุม่ในจังหวดัราชบุรีทีพบ allele frequency ของ G6PD 

Mahidol487A มากเป็นอนัดบัหนึงโดยมีค่าเท่ากับ 0.07,0.08 และ 0.24 ตามลําดบั (4, 6, 67) 

นอกจากนี G6PD Mahidol487A สามารถพบได้บ้างในกลุ่มผู้พร่องเอนไซม์ G 6-PD ชาวไทย โดย
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พบร้อยละ 8 (5) และชาวมาเลย์ร้อยละ 15 (63) แต่ตรวจไม่พบในชาวเขมรและลาว เพราะชาว

เขมรและลาวทีมีภาวะพร่องเอนไซม์ G 6-PD มกัพบการกลายพันธุ์ชนิด  G6PD Viangchan871 

โดยพบร้อยละ 82-98 (7, 64) และ 46-100 (4, 6, 8, 95) ตามลําดับ  จากการที G6PD 

Mahidol487A และ G6PD Viangchan871A  พบมากในภมิูภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ และมีความ

เฉพาะเจาะจงกบัชาติพนัธุ์และภมิูประเทศ จึงมีการแบ่งกลุม่บรรพบรุุษของประชากรออกเป็นสอง

กลุม่ใหญ่ คือ กลุม่ชาวพมา่และมอญทีอยู่ทางตะวนัตกของคาบสมทุรอินโดจีน ซึงมกัพบการกลาย

พันธุ์ชนิดG6PD Mahidol487A (6-7) แต่ชาวไทยทีอยู่บริเวณศนูย์กลางของคาบสมทุรอินโดจีน

สามารถพบการกลายพันธุ์ ของยีน  G6PD ได้ทังช นิด G6PD Mahidol487A และ G6PD 

Viangchan871A (heterogeneity) (5) จากข้อมลูทีกล่าวมาจึงเป็นไปได้ว่าชาวกะเหรียงกลุ่มปา

กะญอน่าจะมีทีมาร่วมกบัชาวพมา่ มอญ และกะเหรียงในจังหวดัราชบุรี ผู้ วิจัยจึงศึกษาภาวะพหุ

สณัฐาน nt1,311CT และ nt93TC ในยีน G6PD โดยนําข้อมูลมาสร้าง haplotype เพือ

อธิบายความสมัพนัธ์ทางพนัธศุาสตร์ของชาวกะเหรียงปากะญอ กับกลุ่มชาวพม่า ชาวมอญ และ

ชาติพนัธุ์อืนๆ   

จากการศึกษาภาวะพหุสัณฐาน nt1,311CT และ nt93TC ในทุกอัลลีลของชาว

กะเหรียงปากะญอ ทังอลัลีลทีพบการกลายพันธุ์และอลัลีลปกติ (G6PD B) ในทางทฤษฎีพบว่า

ความน่าจะเป็นของ haplotype ทีเกิดขึนจากภาวะพหุสณัฐาน 2 ตําแหน่ง ของ nt1,311CT 

และ nt93TC จะสามารถสร้าง haplotype ได้ทังหมด 4 รูปแบบ คือ ชนิดที 1: 1,311C, 93T 

ชนิดที 2: 1,311T, 93C   ชนิดที 3: 1,311C, 93C  และชนิดที 4: 1,311T, 93T  โดยผลการทดลอง

พบวา่อลัลีล G6PD Mahidol487A ทงัหมดในชาวกะเหรียงปากะญอมีรูปแบบ haplotypeชนิดที 1: 

1,311C, 93T เท่านันซึงสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านีในชาวพม่า มอญและกะเหรียงใน

จงัหวดัราชบรีุทีอลัลีล G6PD Mahidol487A มีรูปแบบ haplotypeชนิดที 1: 1,311C, 93T เพียงแบบ

เดียวเช่นกัน (4, 67) ขณะทีพบอัลลีลปกติ G6PD B ของชาวกะเหรียงปากะญอตรวจพบ

haplotypeทงั 4 แบบ โดยพบ haplotype ชนิดที 1: 1,311C, 93T พบร้อยละ 75.33 ( 226 ใน 300

อลัลีล) ซึงมากทีสดุเช่นเดียวกบั อลัลีล G6PD B ในชาวพม่าและมอญทีพบ haplotype ชนิดที 1 

มากทีสดุ หรือร้อยละ 71 และ 72 ตามลําดบั (4) และพบ haplotype ชนิดที 2: 1,311T, 93C  ร้อย

ละ 16.00 (48ใน 300อลัลีล) ส่วน haplotype ชนิดที 3: 1,311C, 93C  พบร้อยละ 8.00 (24ใน 

300อลัลีล) และ haplotype ชนิดที 4: 1,311T, 93T พบน้อยทีสดุหรือร้อยละ 0.67  (2ใน 300อลั

ลีล) จากผลการศกึษาทงัหมดแสดงให้เห็นวา่ชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอน่าจะมีบรรพบรุุษร่วมกับ

ชาวพม่า มอญและชาวกะเหรียงในจังหวัดราชบุรี เนืองจากพบอลัลีล G6PD Mahidol487A ใน
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ความถีทีสงูเช่นเดียวกับชาวพม่าและมอญ อีกทังมีรูปแบบ haplotype ทีเหมือนกัน โดยคาดว่า 

การกลายพนัธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A น่าจะเกิดขึนจากอลัลีลปกติ G6PD B  haplotype ชนิดที 

1: 1,311C, 93T 

เมือสืบค้นข้อมลูทางภาษาศาสตร์และมนษุยศาสตร์พบวา่ ชาวกะเหรียงเป็นชนกลุ่มน้อย

ทีใช้ภาษาตระกลูเดียวกบัชาวพม่า คือ ตระกูลจีน-ทิเบต (Sino-Tibetan language family) สาขา

ทิเบต-พม่า (Tibeto-Burman language) เป็นภาษาหลกั (4, 11) ในขณะทีชาวมอญใช้ภาษาซึง

จัดอยู่ในตระกูลออสโตรเอเชียติก (Austro-Asiatic) สาขามอญ-เขมร (Mon-Khmer language) 

เป็นภาษาหลกั (4) และข้อมลูทางประวตัิศาสตร์พบว่า เมือประมาณ 2,000 ปีก่อนชาวมอญและ

ชาวกะเหรียงเป็นชนกลุม่น้อยสองกลุม่แรกทีอพยพและตงัถินฐานในประเทศพม่า หลงัจากนันอีก 

1,000 ปีตอ่มา ชาวพมา่ได้อพยพและตงัถินฐานในบริเวณดงักล่าว และกลายเป็นชนกลุ่มใหญ่ที

อาศยัอยู่ในประเทศพมา่จนถึงปัจจบุนั (9) แต่เมือมีการศึกษาเชิงพันธุศาสตร์ของภาวะ positive 

selection ของอลัลีล G6PD Mahidol487A ในชาวกะเหรียงจงัหวดัราชบุรี (67) พบว่าชาวกะเหรียง

น่าจะอพยพมาจากทิเบตเนืองจากมีลกัษณะโครงหน้าคล้ายคลงึกบัคนจีนและทิเบต (95) จึงมีการ

ตงัข้อสนันิษฐานวา่  ชาวกะเหรียงน่าจะมีแหล่งกําเนิดอยู่ทีทิเบตหรือประเทศจีน (11) และมาตงั

ถินฐานอยู่ทีประเทศพมา่ เมือ 1,500 ปี ซึงเป็นช่วงทีมีมาลาเรียระบาดจึงได้เกิดการกลายพนัธุ์ชนิด 

G6PD Mahidol487A ขึนเพือความอยู่รอดของชาติพันธุ์ จากข้อมลูการสืบค้นทังหมดประกอบกับ

ข้อมลูทางพนัธศุาสตร์สามารถสรุปได้วา่ ชาวกะเหรียง ชาวมอญ และชาวพม่าต่างก็อพยพเข้าอยู่

ในประเทศพมา่เมือช่วงเวลา 1,000-2,000 ปีก่อน ซึงก่อนหน้านนัไมเ่ป็นทีแน่ชัดว่าแต่ละกลุ่มชาติ

พนัธุ์อพยพมาจากทีใด แตเ่มืออพยพมาอยู่บริเวณประเทศพม่าทีซึงมีมาลาเรียระบาดตามมา จึง

เกิดการกลายพันธุ์ชนิด G6PD Mahidol487A ขึนจากอลัลีลปกติ G6PD B haplotype ชนิดที 1: 

1,311C, 93T แล้วอัลลีลดังกล่าวมีการถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่น เป็นเหตุให้พบความถีของอัลลีล 

G6PD Mahidol487A สงูในทงั 3 กลุม่ชาติพนัธุ์ จึงแสดงให้เห็นว่าชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอ ชาว

พม่า และชาวมอญต่างก็มีบรรพบุรุษร่วมกันมาตังแต่ประมาณ 1,500 ปีก่อน โดยอาจจะมี

วฒันธรรม ภาษา ศาสนา และประเพณีทีแตกต่างกันซึงอาจได้รับอิทธิพลมาจากช่วงก่อนอพยพ

ย้ายถินฐานเข้ามาอยู่ประเทศพมา่  

แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ผู้ วิจัยตรวจพบ G6PD 

Canton1,376T ในชาวกะเหรียงปากะญอ โดยมี allele frequency เท่ากับ 0.011 ของอลัลีลทังหมด 

ซึง G6PD Canton1,376T โดยมากมกัพบในชาวจีนหรือร้อยละ 50-60 (5, 96) และสามารถพบได้ใน

ชาวไทยโดยพบร้อยละ 2.3-10  ชาวพม่าพบ 12.5  และชาวลาวพบร้อยละ 3.8 (5) ทังนีการทีพบ
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G6PD Canton1,376T ได้บ้างในประชากรกะเหรียงปากะญอ น่าจะเป็นผลมาจากการเคลือนย้ายของ

ยีน (Gene flow) จากการอพยพของชาวจีนมาสูช่าวกะเหรียงมากกวา่อิทธิพลของบรรพบรุุษหรือผู้

บกุเบิก (founder effect) เพราะพบอลัลีลชนิด G6PD Canton1,376T ได้น้อยมากในประชากร 

จากงานวิจยันีสรุปได้วา่ชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอทีอาศยัอยู่ทีบ้านแม่สาน ตําบลแม่สํา 

อําเภอศรีสชันาลยั จงัหวดัสโุขทยั 80 ครอบครัว จํานวน 230 คนมีความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ 

G 6-PD ร้อยละ 14.15 ในเพศชาย  และร้อยละ 4.03 ในเพศหญิง โดยพบการกลายพันธุ์ชนิด 

G6PD Mahidol487A มากทีสดุคิดเป็นร้อยละ  68.09 รองลงมาคือ G6PD Caton1,376T คิดเป็นร้อย

ละ 8.5 ของผู้พร่องเอนไซม์และพร่องปานกลาง  อีกทังพบ haplotype ชนิดที 1 : 1,311C, 93T

มากทีสดุทงัในอลัลีลปกติ G6PD B และอลัลีลชนิด G6PD Mahidol487A เช่นเดียวกับทีพบในชาว

พม่าและมอญ ดังนันงานวิจัยนีแสดงให้เห็นว่าชาวกะเหรียงกลุ่มปากะญอน่าจะมีบรรพบุรุษ

ร่วมกับชาวพม่าและมอญ โดยมี G6PD B haplotype 1,311C, 93T เป็นอลัลีลบรรพบุรุษของ

ประชากรในกลุม่นี สําหรับ G6PD Caton1,376T ทีพบในชาวกะเหรียงกลุม่ปากะญอพบได้ไมม่ากนกั 

เนืองจากอิทธิพลของ Gene flow จากชาวจีนมาสู่ชาวกะเหรียง อีกทังการกลายพันธุ์ของยีน 

G6PD ในชาวกะเหรียงปากะญอมีลกัษณะ homogeneity ซึงพบเพียง 2 ชนิดเท่านัน คือ G6PD 

Mahidol487A และ G6PD Caton1,376T สาเหตุทีเป็นเช่นนีอาจมาจากลกัษณะภูมิลําเนาของชาว

กะเหรียงทีมีภเูขาล้อมรอบ อีกทังมีสงัคมแบบปิด ทีไม่ค่อยมีการติดต่อสมัพันธ์กับชาติพันธุ์อืนๆ 

ทําให้ไมพ่บความหลากหลายของการกลายพนัธุ์ของยีน G6PD เหมือนกบัชาติพนัธุ์อืนๆในภมิูภาค

เอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

71

รายการอ้างอิง 

                    

(1) Beutler E. G6PD deficiency. Blood 84 (11) (1994) : 3613-3636. 

(2) Beutler E. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency : a historical perspective. 

Blood 111 (1) (2008) : 16-24. 

(3) Carter R, Mendis KN. Evolutionary and historical aspects of the burden of malaria. 

Clinical Microbiology Reviews 15 (4) (2002) : 564-594. 

(4)Nuchprayoon I, Louicharoen C, Charoenvej W. Glucose-6-phosphate dehydrogenase 

mutations in Mon and Burmese of southern Myanmar.Journal of human 

genetics 53 (1) (2008) : 48-54. 

(5) Nuchprayoon I, Sanpavat S, Nuchprayoon S. Glucose-6-phosphate dehydrogenase 

(G6PD) mutations in Thailand : G6PD Viangchan (871G> A) is the most 

common deficiency variant in the Thai population. Human Mutation 19 (2) 

(2002) : 185-190. 

(6) Iwai K, Hirono A, Matsuoka H, Kawamoto F, Horie T, Lin K, et al. Distribution of 

glucose-6-phosphate dehydrogenase mutations in Southeast Asia. Human 

genetics 108 (6) (2001) : 445-449. 

(7) Louicharoen C, Nuchprayoon I. G6PD Viangchan (871G> A) is the most common 

G6PD-deficient variant in the Cambodian population. Journal of human 

genetics 50 (9) (2005) : 448-452. 

(8) Matsuoka H, Wang J, Hirai M, Arai M, Yoshida S, Kobayashi T, et al. Glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations in Myanmar : G6PD Mahidol 

(487G> A) is the most common variant in the Myanmar population. Journal of 

human genetics 49 (10) (2004) : 544-547. 

(9) Moonieinda VA, Abbott. The Karen people : culture, faith and history. The Karen 

Buddhist Dhamma Dhutta Foundation, 2010.  

(10) Schliesinger J. Ethnic groups of Thailand : non-Tai-speaking peoples. White Lotus, 

2000. 

(11) Besaggio D, Fuselli S, Srikummool M, Kampuansai J, Castri L, Tyler-Smith C, et al. 

 



 

 

72

Genetic variation in Northern Thailand Hill Tribes : origins and relationships with 

social structure and linguistic differences. BMC evolutionary biology 7 (Suppl 

2) (2007) : S12. 

(12) Luzzatto L, Battistuzzi G. Glucose-6-phosphate dehydrogenase. Adv Hum Genet 14 

(1985) : 217-229. 

(13) Notaro R, Afolayan A, Luzzatto L. Human mutations in glucose 6-phosphate 

dehydrogenase reflect evolutionary history. The FASEB Journal 14 (3) (2000) : 

485-494.  

(14) Battistuzzi G, D'Urso M, Toniolo D, Persico G, Luzzatto L. Tissue-specific levels of 

human glucose-6-phosphate dehydrogenase correlate with methylation of 

specific sites at the 3' end of the gene. Proceedings of the National Academy 

of Sciences 82 (5) (1985) : 1465-1469. 

(15) Franzč A, Ferrante MI, Fusco F, Santoro A, Sanzari E, Martini G, et al. Molecular 

anatomy of the human glucose 6-phosphate dehydrogenase core promoter. 

FEBS letters 437 (3) (1998) : 313-318. 

(16) Cappellini MD, Fiorelli G. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. The 

lancet 371 (9606) (2008) : 64-74. 

(17) Phompradit P, Kuesap J, Chaijaroenkul W, Rueangweerayut R, Hongkaew Y, 

Yamnuan R, et al. Prevalence and distribution of glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6PD) variants in Thai and Burmese populations in malaria 

endemic areas of Thailand. Malaria journal 10 (1) (2011) : 368. 

(18) Nuchprayoon I. Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Deficiency : Molecular and 

Clinical Aspects. Bangkok : Charansanitwong Printing, 2010. 

(19) Szabo P, Purrello M, Rocchi M, Archidiacono N, Alhadeff B, Filippi G, et al. 

Cytological mapping of the human glucose-6-phosphate dehydrogenase gene 

distal to the fragile-X site suggests a high rate of meiotic recombination across 

this site. Proceedings of the National Academy of Sciences 81 (24) (1984) : 

7855-7859. 

(20) National Center for Biotechnology Information (NCBI). GLUCOSE-6-PHOSPHATE 



 

 

73

DEHYDROGENASE (G6PD) [database on the Internet]. Available from : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim. [2012,March 12] 

(21) Peisach J, Blumberg W, Rachmilewitz E. The demonstration of ferrihemochrome 

intermediates in Heinz body formation following the reduction of 

oxyhemoglobin A by acetylphenylhydrazine. Biochimica et Biophysica Acta 

(BBA)-Protein Structure 393 (2) (1975) : 404-418. 

(22) Baehner RL, Nathan DG, Castle WB. Oxidant injury of caucasian glucose-6-

phosphate dehydrogenase-deficient red blood cells by phagocytosing 

leukocytes during infection. Journal of Clinical Investigation 50 (12) (1971) : 

2466-2473. 

(23) Luzzatto L. Glucose 6-phosphate dehydrogenase deficiency : from genotype to 

phenotype. Haematologica 91(10) (2006) : 1303-1306. 

(24) Au SWN, Gover S, Lam V, Adams MJ. Human glucose-6-phosphate 

dehydrogenase : the crystal structure reveals a structural NADP+ molecule and 

provides insights into enzyme deficiency. Structure 8 (3) (2000) : 293-303. 

(25)  Luzzatto L, Poggi V. Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Deficiency. Hemolytic 

anemias (1995) : 1-25. 

(26) Cohen P, Rosemeyer M. Subunit interactions of glucose‐6‐phosphate 

dehydrogenase from human erythrocytes. European Journal of Biochemistry 8 

(1) (1969) : 8-15.  

(27) Wrigley N, Flora AD. Human erythrocyte glucose 6-phosphate dehydrogenase: 

Electron microscope studies on structure and interconversion of tetramers, 

dimers and monomers. Journal of Molecular Biology 68 (3) (1972) : 483-488. 

(28) Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, Childs B, Kinzler KW, et al. Metabolic and 

Molecular Bases of Inherited Disease. 4 Volume Set, McGraw-Hill Professional 

Publishing, 2000. 

(29) Persico MG, Viglietto G, Martini G, Toniolo D, Paonessa G, Moscatelli C, et al. 

Isolation of human glucose-6-pbosphate debydrogenase (G6PD) cDNA clones 

: primary structure of the protein and unusual 5' non-coding region. Nucleic 



 

 

74

acids research 14 (6) (1986) : 2511-2522.  

(30) Minucci A, Giardina B, Zuppi C, Capoluongo E. Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase laboratory assay : How, when, and why? IUBMB life 61 (1) 

(2009) : 27-34. 

(31) Bhadbhade MM, Adams MJ, Flynno TG, Richard Levy H. Sequence identity 

between a lysine-containing peptide from Leuconostoc mesenteroides 

glucose-6-phosphate dehydrogenase and an active site peptide from human 

erythrocyte glucose-6-phosphate dehydrogenase. FEBS letters 211 (2) (1987) : 

243-246. 

(32) De Vita G, Alcalay M, Sampietro M, Cappelini M, Fiorelli G, Toniolo D. Two point 

mutations are responsible for G6PD polymorphism in Sardinia. American 

journal of human genetics 44 (2) (1989) : 233-240.  

(33) Mason PJ, Bautista JM, Gilsanz F. G6PD deficiency : the genotype-phenotype 

association. Blood reviews 21 (5) (2007) : 267-283. 

(34) Alving A, Carson P, Flanagan C, Ickes C. Enzymatic deficiency in primaquine-

sensitive erythrocytes. Science (New York, NY) 124 (3220) (1956): 484-485. 

(35) Xu W, Westwood B, Bartsocas C, Malcorra-Azpiazu J, Indrak K, Beutler E. Glucose-

6 phosphate dehydrogenase mutations and haplotypes in various ethnic 

groups. Blood 85 (1) (1995) : 257-263. 

(36) Beutler E, Kuhl W, Vives-Corrons J, Prchal J. Molecular heterogeneity of glucose-6-

phosphate dehydrogenase A-. Blood 74 (7) (1989) : 2550-2555. 

(37) Group WW. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. WHO Bulletin OMS 

67 (6) (1989) : 601-611. 

(38) Champe PC, Harvey RA, Ferrier DR. Biochemistry. 4 th edition. Lippincott Williams 

& Wilkins, 2008. 

(39) Tan K. Some aspects on management of neonatal jaundice in Singapore. The 

Nursing journal of Singapore 18 (1) (1978) : 122-141. 

(40) Tan K. Glucose-6-phosphate dehydrogenase status and neonatal jaundice. 

Archives of disease in childhood 56 (11) (1981) : 874-877. 



 

 

75

(41) Singh H. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency : a preventable cause of 

mental retardation. British medical journal 292 (6517) (1986) : 397-398. 

(42) Meloni T, Cagnazzo G, Dore A, Cutillo S. Phenobarbital for prevention of 

hyperbilirubinemia in glucose-6-phosphate dehydrogenase-deficient newborn 

infants. The Journal of pediatrics 82 (6) (1973) : 1048-1051. 

(43) Dehydrogenase WHOSGotSoPftSoG--P. Standardization of procedures for the 

study of glucose-6-phosphate dehydrogenase : report of a WHO scientific 

group. World Health Organ Tech Rep Ser  (1967) : 1-53. 

(44) Calabro V, Cascone A, Malaspina P, Battistuzzi G. Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6PD) deficiency in southern Italy : a case of G6PD A (-) 

associated with favism. Haematologica 74 (1) (1989) : 71-73. 

(45)  Galiano S, Gaetani GF, Barabino A, Cottafava F, Zeitlin H, Town M, et al. Favism in 

the African type of glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency (A-). British 

Medical Journal 300 (6719) (1990) : 236-237. 

(46) Stamatoyannopoulos G, Fraser G, Motulsky A, Fessas P, Akrivakis A, 

Papayannopoulou T. On the familial predisposition to favism. American journal 

of human genetics 18 (3) (1966) : 253-263. 

(47) Homegrown. Fava Fava Fava. Root Simple [Online]. 2009. Available from : 

http://www.rootsimple.com/2009/04/fava-fava-fava.html [2012,February 10] 

(48) Smith SE. What are fava beans? wiseGEEK [Online]. 2012 Available from: 

http://www.wisegeek.com/what-are-fava-beans.htm. [2012,February11] 

(49) Brown E, Roberts F. Formation of vicine and convicine by Vicia faba. 

Phytochemistry 11 (11) (1972) : 3203-3206. 

(50) Beutler E. The hemolytic effect of primaquine and related compounds : a review. 

Blood 14 (2) (1959) : 103-139. 

(51) Beutler E, Dern R, Alving AS. The hemolytic effect of primaquine. III. A study of 

primaquine-sensitive erythrocytes. The Journal of laboratory and clinical 

medicine 44 (2) (1954) : 177-184. 

(52) Siddiqui T, Khan A. Hepatitis A and cytomegalovirus infection precipitating acute 



 

 

76

hemolysis in glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. Military 

medicine 163 (6) (1998) : 434-435. 

(53) Tugwell P. Glucose-6-phosphate-dehydrogenase deficiency in Nigerians with 

jaundice associated with lobar pneumonia. The lancet 301 (7810) (1973) : 968-

970. 

(54)  Szeinberg A, Sheba C, Hirshorn N, Bodonyi E. Studies on erythrocytes in cases 

with past history of favism and drug-induced acute hemolytic anemia. Blood 12 

(7) (1957) : 603-613. 

(55) Meloni T, Forteleoni G, Ena F, Meloni GF. Glucose-6-phosphate dehydrogenase 

deficiency and bacterial infections in northern Sardinia. The Journal of 

pediatrics 118 (6) (1991) : 909-911. 

(56) Clancy RM, Levartovsky D, Leszczynska-Piziak J, Yegudin J, Abramson SB. Nitric 

oxide reacts with intracellular glutathione and activates the hexose 

monophosphate shunt in human neutrophils : evidence for S-nitrosoglutathione 

as a bioactive intermediary. Proceedings of the National Academy of Sciences 

91 (9) (1994) : 3680-3684. 

(57) Gray G, Stamatoyannopoulos G, Naiman S, Kliman M, Klebanoff S, Austin T, et al. 

Neutrophil dysfunction, chronic granulomatous disease, and non-spherocytic 

haemolytic anaemia caused by complete deficiency of glucose-6-phosphate 

dehydrogenase. The lancet 302 (7828) (1973) : 530-534. 

(58) Beutler E. G6PD : population genetics and clinical manifestations. Blood reviews 10 

(1) (1996) : 45-52. 

(59) Naylor C, Rowland P, Basak A, Gover S, Mason P, Bautista J, et al. Glucose 6-

phosphate dehydrogenase mutations causing enzyme deficiency in a model of 

the tertiary structure of the human enzyme. Blood 87 (7) (1996) : 2974-2982. 

(60)  Iancovici-Kidon M, Sthoeger D, Abrahamov A, Volach B, Beutler E, Gelbart T, et al. 

A new exon 9 Glucose-6-phosphate Dehydrogenase mutation (G6PD 

"Rehovot") in a Jewish Ethiopian family with variable phenotypes. Blood Cells, 

Molecules, and Diseases 26 (6) (2000) : 567-571. 



 

 

77

(61) Frank JE. Diagnosis and management of G6PD deficiency. American family 

physician 72 (7) (2005) : 1277-1282. 

(62)  Nkhoma ET, Poole C, Vannappagari V, Hall SA, Beutler E. The global prevalence of 

glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency : a systematic review and 

meta-analysis. Blood Cells, Molecules, and Diseases 42 (3) (2009) : 267-278. 

(63) Ainoon O, Yu Y, Amir Muhriz A, Boo N, Cheong S, Hamidah N. Glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD) variants in Malaysian Malays. Human 

Mutation 21 (1) (2003) : 101-109. 

(64) Matsuoka H, Nguon C, Kanbe T, Jalloh A, Sato H, Yoshida S, et al. Glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations in Cambodia : G6PD Viangchan 

(871G> A) is the most common variant in the Cambodian population. Journal of 

human genetics 50 (9) (2005) : 468-472. 

(65) Ninokata A, Kimura R, Samakkarn U, Settheetham-Ishida W, Ishida T. Coexistence 

of five G6PD variants indicates ethnic complexity of Phuket islanders, Southern 

Thailand. Journal of human genetics 51 (5) (2006) : 424-428. 

(66) Ganczakowski M, Town M, Bowden D, Vulliamy T, Kaneko A, Clegg J, et al. Multiple 

glucose 6-phosphate dehydrogenase-deficient variants correlate with malaria 

endemicity in the Vanuatu archipelago (southwestern Pacific). American journal 

of human genetics 56 (1) (1995) : 294-301. 

(67) Louicharoen C, Patin E, Paul R, Nuchprayoon I, Witoonpanich B, 

Peerapittayamongkol C, et al. Positively selected G6PD-Mahidol mutation 

reduces Plasmodium vivax density in Southeast Asians. Science 326 (5959) 

(2009) : 1546-1549. 

(68) Haldane JBS. Suggestions as to quantitative measurement of rates of evolution. 

Evolution 3 (1) (1949) : 51-56. 

(69) Desforges JF, Beutler E. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. New 

England Journal of Medicine 324 (3) (1991) : 169-74. 

(70)  Gurbuz N, Aksu TA, Van Noorden CJF. Biochemical and cytochemical evaluation 

of heterozygote individuals with glucose-6-phosphate dehydrogenase 



 

 

78

deficiency. Acta histochemica 107 (4) (2005) : 261-267. 

(71) FAIRBANKS VF, LAMPE LT. A tetrazolium-linked cytochemical method for 

estimation of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in individual 

erythrocytes : applications in the study of heterozygotes for glucose-6-

phosphate dehydrogenase deficiency. Blood 31 (5) (1968) : 589-603. 

(72)  Chen EY, Zollo M, Mazzarella R, Ciccodicola A, Chen C, Zuo L, et al. Long-range 

sequence analysis in Xq28 : thirteen known and six candidate genes in 219.4 

kb of high GC DNA between the RCP/GCP and G6PD loci. Human molecular 

genetics 5 (5) (1996) : 659-668. 

(73) Ruwende C, Hill A. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency and malaria. 

Journal of Molecular Medicine 76 (8) (1998) : 581-588. 

(74) Toniolo D, Filippi M, Dono R, Lettieri T, Martini G. The CpG island in the 5'region of 

the G6PD gene of man and mouse. Gene 102 (2) (1991) : 197-203. 

(75) Martini G, Toniolo D, Vulliamy T, Luzzatto L, Dono R, Viglietto G, et al. Structural 

analysis of the X-linked gene encoding human glucose 6-phosphate 

dehydrogenase. The EMBO journal 5 (8) (1986) : 1849-1855. 

(76) Chen EY, Cheng A, Lee A, Kuang WJ, Hillier LD, Green P, et al. Sequence of 

human glucose-6-phosphate dehydrogenase cloned in plasmids and a yeast 

artificial chromosome. Genomics 10 (3) (1991) : 792-800. 

(77) Poggi V, Town M, Foulkes N, Luzzatto L. Identification of a single base change in a 

new human mutant glucose-6-phosphate dehydrogenase gene by polymerase-

chain-reaction amplification of the entire coding region from genomic DNA. 

Biochemical journal 271 (1) (1990) : 157-160. 

(78) Mason PJ, Stevens DJ, Luzzatto L, Brenner S, Aparicio S. Genomic structure and 

sequence of the Fugu rubripes glucose-6-phosphate dehydrogenase gene 

(G6PD). Genomics 26 (3) (1995) : 587-591. 

(79)  วนัชยั วนะชิวนาวิน. G-6-PD deficiency. 1 ed. กรุงเทพฯ : สมาคมโลหิตวิทยาแห่งประเทศ

ไทย, 2536. 

(80) Avery GB, Fletcher MA, MacDonald MG. Neonatology : pathophysiology and 



 

 

79

management  of  the newborn. Lippincott Williams & Wilkins, 1994. 

(81) Beutler E, Kuhl W, Sáenz GFR, Walter Rodríguez R. Mutation analysis of glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD) variants in Costa Rica. Human genetics 87 

(4) (1991) : 462-464. 

(82) Sáenz G, Chaves M, Berrantes A, Elizondo J, Montero A, Yoshida A. A glucose-6-

phosphate dehydrogenase variant, Gd (-) Santamaria found in Costa Rica. 

Acta haematologica 72 (1) (1984) : 37-40. 

(83) MacDonald D, Town M, Mason P, Vulliamy T, Luzzatto L. Deficiency in red blood 

cells. Nature 350 (1991) : 115. 

(84) Hirono A, Fujii H, Shima M, Miwa S. G6PD Nara : A new class 1 glucose-6-

phosphate dehydrogenase variant with an eight amino acid deletion. Blood 82 

(11) (1993) : 3250-3252. 

(85) Sanders S, Smith DP, Thomas GA, Williams ED. A glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6PD) splice site consensus sequence mutation associated 

with G6PD enzyme deficiency. Mutation Research/Fundamental and Molecular 

Mechanisms of Mutagenesis 374 (1) (1997) : 79-87. 

(86) Longo L, Vanegas OC, Patel M, Rosti V, Li H, Waka J, et al. Maternally transmitted 

severe glucose 6-phosphate dehydrogenase deficiency is an embryonic lethal. 

The EMBO journal 21 (16) (2002) : 4229-4239. 

(87) Manco L, Pereira J, Relvas L, Rebelo U, Crisóstomo AI, Bento C, et al. Chronic 

hemolytic anemia is associated with a new glucose-6-phosphate 

dehydrogenase in-frame deletion in an older woman. Blood Cells, Molecules, 

and Diseases 46 (4) (2011) : 288-293. 

(88) Vulliamy T, Othman A, Town M, Nathwani A, Falusi A, Mason P, et al. Polymorphic 

sites in the African population detected by sequence analysis of the glucose-6-

phosphate dehydrogenase gene outline the evolution of the variants A and A-. 

Proceedings of the National Academy of Sciences 88 (19) (1991) : 8568-8571. 

(89)  มลูนิธิกระจกเงา. โครงการพิพิธภณัฑ์ชนเผา่ออนไลน์ (Virtual Hilltribe Museum) [Online]. 

Available from : http://www.hilltribe.org/thai/karen/ [2012,March 10] 



 

 

80

(90) Louicharoen C. A  role  for G6PD Mahidol in Protection against malaria in Southeast 

Asia. Doctoral dissertation, Biomedical Sciences (Interdisciplinary Program), 

Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, 2008. 

(91) Sambrook J, Russell DW. Molecular cloning : a laboratory manual. 3 ed. CSHL 

press,  2001. 

(92) Kim S, Nguon C, Guillard B, Duong S, Chy S, Sum S, et al. Performance of the 

CareStart™ G6PD Deficiency Screening Test, a Point-of-Care Diagnostic for 

Primaquine Therapy Screening. PloS one 6 (12) (2011) : e28357 1-9. 

(93) Huang CS, Hung KL, Huang MJ, Li YC, Liu TH, Tang TK. Neonatal jaundice and 

molecular mutations in glucose‐6‐phosphate dehydrogenase deficient 

newborn infants. American journal of hematology 51 (1) (1996) : 19-25. 

(94) Moiz B, Nasir A, Moatter T, Naqvi Z, Khurshid M. Molecular characterization of 

glucose‐6‐phosphate dehydrogenase deficiency in Pakistani population. 

International journal of laboratory hematology 33 (6) (2011) : 570-578. 

(95) Hsia YE, Miyakawa F, Baltazar J, Ching NSP, Yuen J, Westwood B, et al. Frequency 

of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations in Chinese, 

Filipinos, and Laotians from Hawaii. Human genetics 92 (5) (1993) : 470-476. 

(96) Jiang W, Yu G, Liu P, Geng Q, Chen L, Lin Q, et al. Structure and function of 

glucose-6-phosphate dehydrogenase-deficient variants in Chinese population. 

Human genetics 119 (5) (2006) : 463-478. 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

82 



57 

 

 

83 



57 

 

 

84 



57 

 

 

85 



57 

 

 

86 



57 

 

 

87 



57 

 

 

88 



57 

 

 

89 



57 

 

 

90 



57 

 

 

91 



57 

 

 

92 



57 

 

 

93 



57 

 

 

94 



57 

 

 

95 



57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

96 



57 

 

เครืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมีทใีช้ในการวิจยั 

1. เครืองมือ 

1.1. เครืองวิเคราะห์ชนิดและปริมาณดีเอ็นเอ Nanodrop 1000 spectrophotometer                  

(Thermo Scientific) 

1.2. เ ค รื อ ง ปั น เ ห วี ย ง ต ก ต ะ ก อ น แ ล ะ คว บ คุม อุณ ห ภู มิ  UNIVERAL 320R                                  

(Hettich zentrifugen) 

1.3. อปุกรณ์ดดูจ่ายสารละลายอตัโนมตัิจากซีโรปิเปต accu-jet®pro (BRAND) 

1.4. เครืองวิเคราะห์ดีเอ็นเอบนแผ่นวุ้น Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ with 

Image Lab™ Software (BIO-RAD) 

1.5. เครืองแยกขนาดสารพนัธกุรรมพร้อมเครืองจ่ายกระแสไฟฟ้าแบบปรับค่าได้ แนวตงั 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BIO-RAD) 

1.6. เครืองแยกสารพันธุกรรมแนวนอนขนาดเล็กแบบหน้ากว้างพร้อมเครืองจ่าย

กระแสไฟฟ้าแบบปรับค่าได้ IMR-001 Intelligent Electrophoresis Unit i-MyRun.N 

(MY-RUN) 

 1.7. อา่งนําควบคมุอณุหภมิู YCW-010 (GEMMYCO) 

 1.8. เครืองให้ความร้อนแบบแห้ง EL-02-220 (Major science) 

 1.9. ตู้ เย็น (SUPER CHILL) 

 1.10. ตู้ เย็นแช่แขง็ (SHARP) 

 1.11. เครืองหมนุรอบแกนแบบตงัโต๊ะ Bio RS-24 (BIOSAN) 

 1.12. เครืองวดัความเป็นกรดดา่ง UB-10 (Ultra BASIC) 

1.13. เครืองเพิมปริมาณสารพันธุกรรม Veriti 96-well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems)  

1.14. เครืองชังนําหนักแบบละเอียดอ่านได้ทศนิยม 2 ตําแหน่ง SY-YOU2 (DENVER 

INSTRUMENT) 

 1.15. เครืองชงันําหนกัแบบละเอียดอา่นได้ทศนิยม 4 ตําแหน่ง PIONEER (OHAUS) 

 1.16. Hemocue (Hemocue AB) 

 1.17. เตาให้ความร้อนและชดุกวนสารละลาย HS-115 (HL Instrument) 

 1.18. เครืองให้ความร้อนควบคมุอณุหภมิู Elite (Major Science) 

 1.19. ไมโครเวฟ R-250 Light up Dial ® (SHARP) 
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 1.20. เครืองผสมสาร XHO (Vortex Mixer) 

 1.21. เครืองปันตกสารละลาย SPROUT ™ (HEATHROW SCIENTIFIC ® LLC) 

 1.22. เครืองปันเหวียงตกตะกอนแบบตงัโต๊ะ EBA12 (Hettich Zentrifugen) 
 

2. อุปกรณ์ 

 2.1. 0.1-1 ul Graduated mµltifit pipette tips (Sorenson, Bioscience) 

 2.2. 0.1-1 ul Long reach mµltifit pipette tips (Sorenson, Bioscience) 

 2.3. 1-200 µl mµltifit pipette tips (Sorenson, Bioscience) 

 2.4. 100-1000 µl mµltifit pipette tips (Sorenson, Bioscience) 

 2.5. 0.1-3 Proline Plus Pipettor (BIOHIT) 

 2.6. 2-20 µl Proline Plus Pipettor (BIOHIT) 

 2.7. 10-100 µl Proline Plus Pipettor (BIOHIT) 

 2.8. 100-1000 µl Proline Plus Pipettor (BIOHIT) 

 2.9. 0.2 ml µltra Amp PCR products PCR tubes (Sorenson, Bioscience) 

 2.10. 0.65 ml Safeseal microcentrifuge tubes (Sorenson, Bioscience) 

 2.11. 1.7 ml Safeseal microcentrifuge tubes (Sorenson, Bioscience) 

 2.12. 2.0 ml Safeseal microcentrifuge tubes (Sorenson, Bioscience) 

 2.13. Disposable conical tubes (NUNC ™) 

 2.14. 50 ml Centrifuge tube (CORNING) 

2.15. 3 ml Pasteur pipettes (Sterilin) 

2.16. Disposable Serological pipette 10 ml (COSTAR®) 

2.17. Disposable Serological pipette 5 ml (TPP®) 

2.18. Safety Cap EDTA K3 Tube 3 ml (VACUETTE) 

2.19. Safety Cap Plain Tube 4 ml (VACUETTE) 

2.20. Disposable Syringe 10 ml (NIPRO) 

2.21. Hypodermic Needle 21GX1½ Thin wall (NIPRO) 

2.22. Parafilm PM-996 (PECHINEY) 
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3. สารเคมี 

 3.1. สารเคมีทีใช้ในการเตรียมนํายา ACD  

  3.1.1. Trisodium citrate (SIGMA-AlDRICH®) 

  3.1.2. Citric acid (SIGMA) 

  3.1.3. Dextrose (Difco™ BD) 

 3.2. G 6-PD Test Kit Catalog No. SQMMR500 (R&D DIAGNOSTICS®) 

  3.2.1. ผง Reagent code RD7002 

  3.2.2. Elution/Dilution buffer code RD7001 

3.3. สารเคมีทีใช้ในการสกดั DNA ด้วยวิธี Phenol-chloroform  

  3.3.1. สารเคมีทีใช้ในการเตรียม Lysis buffer 

   3.3.1.1. Sucrose Molecular Grade (USB) 

   3.3.1.2. Triton X-100 (SIGMA) 

   3.3.1.3. Magnesium chloride hexahydrate (BIO BASIC INC) 

3.3.1.4. Tris (Hydroxymethyl) laboratory reagent grade (Fisher 

Scientific) 

 3.3.1.5. HCl (J.T. BAKER) 

3.3.2. สารเคมีทีใช้ในการเตรียม Proteinase K buffer 

   3.3.2.1. Sucrose Molecular Grade (USB) 

3.3.2.2. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (Plusone® 

Amersham Biosciences) 

 3.3.2.3. NaCl (UNIVAR) 

 3.3.2.4. Sodium citrate (SIGMA) 

 3.3.2.5. HCl (J.T. BAKER) 

3.4.2.6. Sodium dodecyl sulphate (GE Healthcare) 

3.3.3. สารเคมีทีใช้ในการเตรียม SE buffer 

3.3.3.1. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (Plusone® 

Amersham Biosciences) 

   3.3.3.2. NaOH (MERCK) 
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 3.3.3.3. NaCl (UNIVAR) 

3.3.4.  Absolute ethanol (MERCK) 

3.3.5. Isopropanol(Isopropyl alcohol), Biotechnology Grade (MERCK) 

3.3.6. สารเคมีทีใช้ในการเตรียม Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol 

(25:24:1) 

 3.3.6.1. Saturated  Phenol (Amresco) 

 3.3.6.2. Chloroform (RCL labscan) 

 3.3.6.3. Isoamyl alcohol (CARLO ERBA) 

3.3.7. สารเคมีทีใช้ในการเตรียม Proteinase K 

3.3.7.1. Tris (Hydroxymethyl) laboratory reagent grade (Fisher 

Scientific) 

 3.3.7.2. HCl (J.T. BAKER) 

 3.3.7.3. CaCl2 (MERCK) 

 3.3.7.4. 50 % Glycerol (MERCK) 

3.4. สารเคมีทีใช้ในการเพิมปริมาณสารพนัธกุรรม 

  3.4.1. 10 mM dNTP mix PCR Grade (Invitrogen) 

  3.4.2. 10X PCR buffer (RBC Bioscience) 

  3.4.3. 50 mM MgCl2 (RBC Bioscience) 

  3.4.4. Taq Polymerase (RBC Bioscience) 

3.5. สารเคมีทีใช้สําหรับ Gel electrophoresis 

  3.5.1. 10X TBE buffer (Bio-RAD) 

  3.5.2. 100 bp Sharp DNA marker (RBC Bioscience) 

  3.5.3. 6x loading buffer (RBC Bioscience) 

  3.5.4. Agarose low EEO, Molecular Biology Grade  (Research Organics) 

  3.5.5. Ethidium bromide solution (Promega) 

  3.5.6. 29% Acrylamide + 1% N,N’ methylenebisacrylamide (Bio-RAD) 

  3.5.7. Ammonium persulfate (Pharmacia Biotech) 

  3.5.8. TEMED (Bio-RAD) 
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3.6. สารเคมีทีใช้ในการทํา PCR-RFLP 

  3.6.1. HindIII (Fermentas) 

  3.6.2. (10X) Buffer R (Fermentas) 

  3.6.3. XbaI (Fermentas) 

  3.6.4. (10X) Buffer Tango (Fermentas) 

  3.6.5. HhaI (Fermentas) 

  3.6.6. AflII (Fermentas) 

  3.6.7. (10X) Buffer O (Fermentas) 

  3.6.8. NdeI (Fermentas) 

  3.6.9. BstEII (Fermentas) 

  3.6.10. PstI (Fermentas) 

  3.6.11. MboII (Fermentas) 

  3.6.12. (10X) Buffer B (Fermentas) 

  3.6.13. BclI (Fermentas) 

  3.6.14. (10X) Buffer G (Fermentas) 

  3.6.15. NlaIII (Fermentas) 

3.7. HI-YIELD GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit Cat No. YDF300 Lot No. 

PG-913-09362 (RBC Bioscience) 

 3.7.1. DF buffer Lot.No.SG-401-09357 (RBC Bioscience) 

 3.7.2. Wash buffer Lot.No.SG-305-09357 (RBC Bioscience) 

 3.7.3. Elution buffer Lot.No.SG-306-09357 (RBC Bioscience) 
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การเตรียมสารเคมี 
1. การเตรียม สารละลาย Acid citrate dextrose (ACD) ปริมาตร 300 ml 

 ชงั Trisodium citrate  3.96  g 

      Citrate acid   1.44   g 

  Dextrose   4.20   g 

 ละลายสารทงั 3 ชนิด ในนํากลนั  300 ml เกบ็ทีอณุหภมิู 4 °C 

2. การเตรียม Lysis buffer (0.32 M Sucrose, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM MgCl2 และ    

1% Triton X-100) ปริมาตร 1 ลิตร 

 ชงั  Sucrose   109.536 g 

  MgCl2    1.0165  g 

 ตวง 1% Triton X-100  100   ml 

 ชงั Tris    1.199286 g 

ละลายในนํากลนัประมาณ 700 ml และปรับ pH ด้วย 1 N HCl ให้มีคา่ pH เท่ากบั 7.5 

จากนนัปรับปริมาตรให้เป็น 990 ml  

นํา 0.32 M Sucrose, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM MgCl2 และ 1% Triton X-100 ที

เตรียมไว้มาผสมและละลายเข้าด้วยกนั เกบ็ทีอณุหภมิู 4 °C 

3. การเตรียม Proteinase K digestion buffer (27% Sucrose, 1mM EDTA, 10X SSC และ 

1% SDS) ปริมาตร 400 ml 

 27% Sucrose 

 ชงั Sucrose   108  g 

 1mM EDTA 

 ชงั  EDTA    0.148896 g 

 10X SSC (NaCl และ Sodium citrate) ปริมาตร 100 ml 

 ชงั NaCl    8.765  g 

  Sodium citrate   4.41  g 

ละลายในนํากลนัประมาณ 80  ml 

 ปรับ pH ด้วย 1 N HCl ให้มีคา่ pH เท่ากบั 7.0 ปรับปริมาตรให้เป็น 100 ml  

 ดงันนั ปิเปต 10X SSC มา 40 ml  

 1% SDS 

 ชงั SDS    4  g 
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นํา Sucrose, EDTA, 10X SSC และ SDS ทีเตรียมไว้มาผสมกนั ปรับปริมาตรด้วยนํา

กลนัให้เป็น 400 ml เกบ็ทีอณุหภมิู 4 °C 

4. การเตรียม SE buffer (0.024 M EDTA pH 8.0 และ 0.075 M NaCl) ปริมาตร 250 ml 

 0.024 M EDTA pH 8.0  

ชงั  EDTA    2.23344 g  

ละลายในนํากลนัประมาณ 200  ml 

  ปรับ pH ด้วย NaOH ให้มีคา่ pH เท่ากบั 8.0 ปรับปริมาตรให้เป็น 250 ml  

 0.075 M NaCl 

 ชงั NaCl    1.09575 g 

 ผสมกบั 0.024 M EDTA pH 8.0 ปริมาตร 250 ml ทีเตรียมไว้  ลายให้เป็นเนือเดยีวกนั 

เก็บทีอณุหภมิู 4 °C 

5. การเตรียม 70% Ethanol ปริมาตร 1 ลิตร 

 ตวง  Absolute ethanol  700  ml 

  นํากลนัทีผา่นการฆ่าเชือ  300  ml  

ผสมกนั เก็บทีอณุหภมิู -20 °C 

6. การเตรียม Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) ปริมาตร 1 ลิตร  

 ตวง Phenol    500  ml 

  Chloroform   480  ml 

  Isoamyl alcohol  20  ml 

ผสมให้เข้ากนั เก็บในขวดทีหุ้มฟอยล์ เพือกนัแสงทีอณุหภมิู 4 °C 

7. การเตรียม Proteinase K (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 20 mM CaCl2 และ 50%Glycerol) 

ปริมาตร 100 ml 

 10 mM Tris-HCl pH 7.5 

 ชงั Tris    0.12114 g 

ละลายในนํากลนัประมาณ 30  ml 

  ปรับ pH ด้วย 1 N HCl ให้มีคา่ pH เท่ากบั 7.5 ปรับปริมาตรให้เป็น 50 ml  

 20 mM CaCl2 

 ชงั CaCl2    0.22198 g 

 50%Glycerol 

 ตวง 50%Glycerol   50  ml 
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 ผสม 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 20 mM CaCl2และ 50%Glycerol เข้าด้วยกนั เก็บที

อณุหภมิู -20 °C 

8. การเตรียม 2 % Agarose gel 

 ชงั  Agarose gel   0.4  g 

  ละลายใน 1X TBE buffer 20  ml  

ให้ความร้อนจนเจลละลายเป็นเนือเดียวกนั เทใส ่tray รอให้เจลแขง็ตวั 

สําหรับการเตรียมเจลขนาดใหญ่ 

ชงั  Agarose gel   0.6  g 

  ละลายใน 1X TBE buffer 30  ml  

ให้ความร้อนจนเจลละลายเป็นเนือเดียวกนั เทใส ่tray รอให้เจลแขง็ตวั 

9. การเตรียม 10 % Ammonium persulfate 

 ชงั  Ammonium persulfate     0.5 g  

ละลายในนํากลนัประมาณ    5 ml 

10.การเตรียม 8%  Acrylamide gel ปริมาตร 7 ml 

 ปิเปต 29 %Acrylamide + 1%N,N’ methylenebisacrylamide 1.862 ml 

  นํากลนั       4.389 ml 

  (10X) TBE buffer     0.7 ml 

  10 % Ammonium persulfate    49 µl 

  TEMED       5.6 µl 

11.การเตรียม 12%  Acrylamide gel ปริมาตร 7 ml 

ปิเปต 29 %Acrylamide + 1%N,N’ methylenebisacrylamide 2.8 ml 

  นํากลนั       3.45 ml 

  (10X) TBE buffer     0.7 ml 

  10 % Ammonium persulfate    49 µl 

  TEMED       2.45 µl 
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