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การตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในทารกแรกเกิดดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต

และการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตีเปรียบเทียบกับการตรวจหาการกลายพันธุยีนจี-6-พีดี
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บทคัดยอ
 ภาวะพรองเอนไซมกลโูคส-6-ฟอสเฟต ดไีฮโดรจเีนส (จ-ี6-พดี)ี เปนภาวะพรองเอนไซมทีพ่บมากทีส่ดุในประชากร

ทัว่โลก เกิดจากการกลายพันธุของยีนจ-ี6-พดีทีีอ่ยูบนโครโมโซมเอ็กซ การวินจิฉยัภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีทีีใ่ชกนัอยูทัว่ไป 

คือ การตรวจดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตและการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตี การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือประเมิน

ประสิทธิภาพของการตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตและการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตี
เปรยีบเทยีบการตรวจดเีอน็เอ เพือ่หาการกลายพนัธุของยนีจ-ี6-พดี ีโดยไดทาํการศกึษาในตวัอยางเลือดของทารกแรกเกดิ

ที่ไดรับการตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต จากหองปฏิบัติการของโรงพยาบาล 3 แหงใน

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยจํานวน 270 ราย เปนเพศชาย 130 ราย และเพศหญิง 140 ราย ผลการศึกษา

ในเพศชายพบวาการตรวจดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตมีความไวรอยละ 98.1 และความจําเพาะรอยละ 94.8 

สวนการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตีมีความไวรอยละ 100 และความจําเพาะรอยละ 90.9 ผลการศึกษาในเพศหญิงพบวา 

วิธีฟลูออเรสเซนตสปอตมีความไวรอยละ 42.9 และความจําเพาะรอยละ 100 และการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตีมีความไว

รอยละ 42.9 และความจําเพาะรอยละ 96.2 การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาการตรวจภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีดีวยวธิี

ฟลูออเรสเซนตสปอตมีความไวและความจําเพาะเทียบเทาการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตีในเพศชายและหญิง แตทั้งวิธี

ฟลอูอเรสเซนตสปอตและการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตียงัมคีวามไวต่ําในการวนิจิฉยัเพศหญงิทีม่กีารกลายพนัธุของยนีจ-ี6-
พดี ีจงึจาํเปนตองใชการตรวจดีเอน็เอเพ่ือหาการกลายพันธุของยีนจี-6-พดี ี เพือ่การวินจิฉยัท่ีถกูตอง ขอมลูนีเ้ปนประโยชน
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Comparison of fl uorescent spot test and G-6-PD activity assay versus 

G-6-PD mutation analysis for detection of G-6-PD defi ciency in newborns

Samrit  Dangwibul1, 2, Noppmats  Khemtonglang3and Suttiphan Kitcharoen3*

Abstract
 Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) defi ciency, due to mutations in the X-linked

G-6-PD gene, is the most common enzyme defect in the world. Fluorescent spot test (FST) and 

G-6-PD activity assay are widely used for diagnosis of G-6-PD defi ciency. The aim of this study was to 

compare the effectiveness of FST and G-6-PD activity assay for detection of G-6-PD defi ciency with 

G-6-PD mutation analysis. EDTA-blood samples of 270 neonates (130 males and 140 females) were 

recruited from three hospital laboratories in northeast Thailand after performing the FST. All samples 

were further investigated for G-6-PD activity and G-6-PD mutation. In male neonates, FST showed 98.1% 

sensitivity and 94.8% specifi city, and G-6-PD activity assay had 100% sensitivity and 90.9% specifi city). 

Among females, both FST and G-6-PD activity assay showed low sensitivity as 42.9% and retained high 

specifi city of 100% and 96.2%, respectively. This study demonstrated a comparable effectiveness of 

FST and G-6-PD activity assay for diagnosis of G-6-PD defi ciency. However, these 2 methods exhibited 

low sensitivity to identify females who carry G-6-PD gene mutation. The defi nitive diagnosis of these 

females requires molecular detection of G-6-PD mutation.This data is useful for each hospital to select 

a G-6-PD test which is fi t for the propose of investigation, budget and number of samples. 
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บทนํา

 ภาวะพรองเอนไซมกลโูคส-6-ฟอสเฟต ดไีฮโดรจี

เนส (จี-6-พีดี) ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดี

ที่อยูบนเอ็กซโครโมโซม (X-chromosome) (1) เปนภาวะ

พรองเอนไซมที่พบมากที่สุดในประชากรทั่วโลกคือ

ประมาณ 330 ลานคน หรือรอยละ 4.9(2) ภาวะพรอง

เอนไซมจี-6-พีดีเปนปจจัยเสี่ยงท่ีสําคัญของภาวะตัว

เหลืองในทารกแรกเกิด ที่อาจรุนแรงจนเปนสาเหตุการ

ตายหรือสมองพิการอยางถาวรได (3) ดังนั้นการวินิจฉัย

ภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีใีนทารกแรกเกดิไดอยางถกูตอง

โดยเรว็ จะชวยปองกนัไมใหเกดิภาวะแทรกซอน  ทีร่ายแรง

ดังกลาวได

 ในประเทศไทยมีรายงานความชุกของภาวะพรอง

เอนไซมจ-ี6-พดีใีนทารกแรกเกดิทีม่ภีาวะตวัเหลอืงสงูถึงรอย

ละ 22.1%ในทารกเพศชาย และรอยละ 10.1%ในทารกเพศ

หญงิ (4) การวนิจิฉยัภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีทีีน่ยิมใชกนั

อยูตามโรงพยาบาลทั่วไป คือการตรวจเชิงคุณภาพโดยวิธี

ฟลูออเรสเซนตสปอต (fluorescent spot test; FST) 

ซึ่งเปนวิธีการทดสอบที่งายทําไดรวดเร็วไมจําเปนตองใช

เครื่องมือราคาแพง สวนการตรวจเชิงปริมาณโดยการวัด

แอคทิวติขีองเอนไซมจ-ี6-พดีนีัน้ เปนวธิทีีใ่ชในโรงพยาบาล

ขนาดใหญหรอืงานวจิยั วิธีนี้ไดมีการนํามาประยุกตใชกับ

เคร่ืองวิเคราะหอตัโนมัต ิทาํใหตรวจวัดไดครัง้ละหลายราย 

สะดวก และรวดเร็วยิ่งข้ึน ในตางประเทศมีรายงานวาวธีิ
ฟลูออเรสเซนตสปอตมีขอจํากัดในการวินิจฉัยเพศหญิงที่

เปน heterozygote  เนือ่งจากมีระดับเอนไซมทีห่ลากหลาย 
ตัง้แตตํา่กวาปกตจินถึงปกต ิ(5) อยางไรกต็ามการวินจิฉยัเพศ
หญงิทีเ่ปน heterozygote ไดอยางถกูตองตัง้แตแรกๆ นัน้ 

มคีวามสาํคญัอยางยิง่ เพราะตองใหการดแูลรกัษาเหมอืนกบั

เพศชายทีพ่รองเอนไซมจ-ี6-พดี ี(hemizygote) หรอืเพศหญงิ

ที่พรองเอนไซมจี-6-พีดี (homozygote) (6) การตรวจ

ดีเอ็นเอเพื่อหาการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดี จึงเปนวิธี
ทีส่ามารถวนิจิฉยั heterozygote ไดอยางถกูตอง การศึกษา

คร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินการวินิจฉัยภาวะ

พรองเอนไซมจ-ี6-พดีใีนทารกแรกเกิด ดวยวิธฟีลูออเรสเซนต

สปอต และการตรวจวดัจ-ี6-พดีแีอคทวิติ ี เปรียบเทียบการ

ตรวจกลายพันธุของยีนจี-6-พีดี ซึ่งผลท่ีไดจากการศึกษา

ครั้งนี้จะเปนประโยชนแกโรงพยาบาลแตละแหง ในการ

พิจารณาเลือกการทดสอบท่ีเหมาะสมสําหรับการวินิจฉัย

ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในทารก  แรกเกิด

วัสดุและวธิีการศึกษา

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา 

 ตัวอยางที่ใชในการศึกษา เปนตัวอยางเลือดของ

ทารกแรกเกิดที่เหลือจากการตรวจกรองภาวะพรอง

เอนไซมจี-6-พีดีในงานประจําของโรงพยาบาล 3 แหง

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซึ่งใชวิธี

ฟลอูอเรสเซนตสปอตทั้งที่ใหผลตรวจเปนปกติ (normal) 

พรองเอนไซมบางสวน (partial deficiency) และพรอง

เอนไซมสมบูรณ (complete deficiency) ในการเก็บ

ตัวอยางผูทําวิจัยจะทําการคัดเลือกตัวอยางดวยตนเอง 

โดยคัดเลือกเฉพาะตัวอยางเลือดท่ีเก็บไวไมเกิน 7 วัน 

ที่อุณหภูมิ 2-8°C และนํามาท่ีสถานท่ีทําวิจัย คือ 

คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน โดยบรรจุ

ตัวอย างเ ลือดในภาชนะควบคุมอุณหภูมิที่  2-8°C 

ตลอดเวลา เกบ็ตวัอยางเลอืดทัง้หมด 270 รายเปนเพศชาย 

130 ราย และเพศหญิง 140 รายตัวอยางเลือดทุกราย

จะไดรับการตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธี

ฟลูออเรสเซนตสปอตซ้ําอีกคร้ัง และตรวจวัดแอคทิวิตี

ของเอนไซมจ-ี6-พดี ีภายในวนันัน้จากนัน้จะเตรยีมดเีอน็ไว

เพื่อหาการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดีทั้งนี้การศึกษาครั้งนี้
ไดผานความเหน็ชอบจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยั

ในมนุษย มหาวิทยาลัยขอนแกน (HE571504)
การตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธฟีลอูอเรส
เซนตสปอต
 การตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธี
ฟลูออเรสเซนตสปอต (7) มีหลักการคือเอนไซม จี -6-พีดี

ในตัวอยางเลือดรวม(whole blood) จะเรงปฏิกิริยาออก

ซิเดชั่นของกลูโคส-6-ฟอสเฟต (glucose-6-phosphate; 
G-6-P) เปน 6-ฟอสโฟกลโูคเนต (6-phosphogloconate; 

6-PG) พรอมกับรีดิวซNADP ใหเปน NADPH ซึ่งจะ

เรืองแสงฟลูออเรสเซนตที่ความยาวคล่ืน 365 nm ในการ

ทดสอบจะใชเลือดรวมปริมาตร 5 μL เติมลงใน microtiter 

U plate ที่ใสนํ้ายาสําหรับตรวจ (reaction mixture) 
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ไว100 μL ผสมเลือดกับน้ํายาใหผสมกันดี โดยการใช

autopipette ดูดข้ึนลง และจับเวลาทันที หยดสวนผสม

ของเลอืดและนํา้ยา 10 μL ลงบนกระดาษกรอง Whatman 

No.1 เมื่อครบเวลา 5 และ 15 นาที รอใหแหงสนิทแลวนํา

ไปส องดูการเ รืองแสงฟลูออเรสเซ นต ภายใต แสง

อัลตราไวโอเลต (ultraviolet) ความยาวคลื่น 350 nm 

โดยอานผลเทียบกับหลอดควบคมุ (control) ซึง่มสีวนผสม

ของเลือดรวมกับน้ํายาที่ไมมี NADP จึงไมมีการเรืองแสง

ตวัอยางเลอืดรายทีป่กต ิจะมกีารเรอืงแสงทัง้ทีเ่วลา 5 นาที 

และ 15 นาทีรายที่เปน partial deficiency จะมีการ

เรื องแสง เฉพาะที่ เ วลา  15  นาทีและรายที่ เป น

completedeficiency จะไมมีการเรืองแสงหรือเรืองแสง

นอยมากทั้งที่เวลา 5 และ 15 นาที ในการศึกษาครั้งนี้ 

deficiency นับรวมทั้ง partial deficiency และ

complete deficiency ผูทาํวจิยัไดสาํรวจขอมลูพืน้ฐานในการ

ตรวจภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีดีวยวธิฟีลอูอเรสเซนตสปอต

ของโรงพยาบาลท้ัง 3 แหง พบวา ทัง้หมดไดทาํตามขัน้ตอน

การตรวจวิเคราะหตามเอกสารประกอบน้ํายา ไมมีการ

ดดัแปลงวิธตีรวจ มกีารควบคุมคณุภาพภายในกอนรายงาน

ผลการตรวจและเจาหนาท่ีผู ทําการตรวจวิเคราะหได

ผานการฝกอบรมท้ังหมด โดยผูทําวิจัยไดนําตัวยางเลือด

ทุกรายมาตรวจซํ้า และไดผลถูกตองตรงกัน

การตรวจวัดแอคทิวิตีของเอนไซมจี-6-พีดี
 การตรวจวัดแอคทิวิตีของเอนไซม จี-6-พีดี

ในตวัอยางเลือดรวม ใชเครือ่งวเิคราะหอตัโนมตั ิBeckman 

Synchron CX-4 และใชนํ้ายาสําเร็จรูปของบริษัท Trinity 

Biotech (Trinity Biotech Plc, Co Wicklow, Ireland)
ซึ่งมีหลักการเชนเดียวกับวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตโดยวัด
การทํางานของเอนไซมจี-6-พีดีจากคาการดูดกลืนแสง

ของ NADPH ที่ความยาวคล่ืน 340 nm ซึ่งจะเพ่ิมขึ้น

เปนสดัสวนโดยตรงกับแอคทิวติขีองเอนไซมจ-ี6-พดีใีนการ
ทดสอบจะใชเลือดรวม 10 μL เติมลงในนํ้ายาที่ทําให

เม็ดเลอืดแดงแตก (lysing reagent) 90 μLนาํไปเขยาดวย

Vortex mixer ใหเม็ดเลือดแดงแตกอยางสมบูรณ แลวนํา 

hemolysate ที่เตรียมไดไปวัดดวยเคร่ือง Beckman 

Synchron CX-4 (Beckman Coulter Inc., CA, USA)

ที่ไดตั้งคาพารามิเตอรของการทดสอบไวแลวตามเอกสาร

กํากับนํ้ายาคา cut-off ของภาวะพรองเอนไชมจี-6-พีดี 

(deficiency) ในการศึกษาครั้งนี้ คือแอคทิวิตีของเอนไซม

จี-6-พีดี≤ 8.2 U/gHb(8)

การตรวจหาการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดี

 ในการตรวจหาการกลายพันธุ ของยีนจี-6-พีดี

ไดสะกดัดเีอน็เอ (DNA) จากเม็ดเลอืดขาวของตัวอยางเลือด

ทุกราย โดยใชชุดนํ้ายาสําเร็จรูป DNAzol (Invitrogen 

Corp., CA, USA และทําการตรวจหาการกลายพันธุยีน

จี-6-พีดีที่พบบอยในคนไทยที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

จาํนวน 5 ชนดิ ไดแก G-6-PD Viangchan (871 G > A), 

G-6-PD Canton (1376 C > T), G-6-PD Union (1360 C 

> T), G-6-PD Kaiping (1388 G > A) และ G-6-PD Mahidol 

(487 G > A)(9) ดวยเทคนคิ allele-specific polymerase 

chain reaction (AS-PCR) เมื่อตรวจพบการกลายพันธุ

ของยนีจี-6 พดีใีนตวัอยางทีเ่ปนเพศหญิง จะนาํไปตรวจดวย

เทคนิค polymerase chain reaction-restriction 

fragment length polymorphism (PCR-RFLP) เพือ่แยก

วาเปน homozygote หรือ heterozygote ตอไป (9) ทัง้นี้

กําหนดใหการตรวจการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดีเปนวิธี

มาตรฐาน (gold standard) ในการเปรียบเทียบความ

ถูกตองของผลการตรวจภาวะพรองเอนไชมจี-6-พีดี 

โดยถือวามีภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดี เม่ือตรวจพบการ

กลายพันธุชนิดใดชนิดชนิดหนึ่งใน 5 ชนิด ไมวาจะเปน 

hemizygote, homozygote หรือ heterozygote

ผลการศึกษา

 การตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในตัวอยาง

เลอืดของทารกแรกเกดิทัง้หมด 270 ราย เปนตัวอยางเลือด

จากทารกเพศชาย130 ราย และเพศหญงิ 140 ราย จะเหน็

วาการตรวจการกลายพนัธุของยนีจ-ี6-พดี ีพบความชกุของ
ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีมากท่ีสุด คือ รอยละ 32.6  

สวนการตรวจวัดเอนไซมแอคทิวิตีและการตรวจดวยวิธี
ฟลอูอเรสเซนตสปอตพบความชุกของภาวะพรองเอนไซม

จี-6-พีดีนอยลงตามลําดับคือ รัอยละ 29.2 และ26.3

โดยการตรวจการกลายพันธุ ของยีนจี-6-พีดีทําใหพบ
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ความชุกของภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในทารกเพศหญิง

มากถึงรอยละ 25.0 เพิ่มข้ึนจากการตรวจวัดเอนไซม

แอคทิวิตีและการตรวจดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต 

ซึง่พบเพียงรอยละ 13.6 และ 10.1 ตามลําดบั สาํหรับทารก

เพศชายพบภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีมากกวาทารกเพศ

หญิง ซึ่งการตรวจวัดเอนไซมแอคทิวิตีพบความชุกของ

ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีมากท่ีสุด คือ รอยละ 46.2

การตรวจดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตพบความชุกของ

ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีรอยละ 43.1 และการตรวจ

การกลายพันธุของยีนจี-6-พีดีพบความชุกนอยที่สุดคือ

รอยละ 35.6 ขอมูลทั้งหมดดังแสดงในตารางที่ 1

 ตัวอยางท่ีตรวจพบการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดี

มีจํานวน 88 รายนั้น พบวา การกลายพันธุที่พบมากที่สุด 

คือ Viangchan พบรอยละ 73.9 รองลงมาเปน Canton, 

Mahidol, Kaiping และ Union โดยพบรอยละ 15.9, 4.5, 

3.4 และ 2.3 ตามลําดับ (ไมไดแสดงขอมูลในรูปตาราง)

 เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจภาวะพรองเอนไซม

จี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตกับการตรวจการ

กลายพันธุของยีนจี-6-พีดี พบวาวธิฟีลูออเรสเซนตสปอต
ใหผลการตรวจเปนผลบวก (deficiency) ตรงกันจํานวน 

67 ราย และมีผลลบ (normal) ตรงกันจํานวน 178 ราย

โดยใหผลบวกปลอม (false positive) จํานวน 4 ราย และ

ผลลบปลอม (false negative) จํานวน 21 ราย

 สวนการเปรียบเทียบผลการตรวจภาวะพรอง

เอนไซมจี-6-พีดีดวยการตรวจวัดเอนไซมแอคทิวิตี พบวา

ใหผลบวกตรงกันจํานวน 68 ราย และมีผลลบตรงกัน

จํานวน 171 ราย โดยใหผลบวกปลอมมากกวาวิธี

ฟลอูอเรสเซนตสปอต คอื 11ราย และผลลบปลอมจํานวน 

20 ราย ดังแสดงในตารางท่ี 2

ตารางที่ 1 ความชุกของภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีที่ ไดจากการตรวจดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต (FST)

การตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตี (G-6-PD activity) และการตรวจหาการกลายพันธุ (G-6-PD mutation) 

Method 

G-6-PD deficiency 

Male (N = 130)  Female (N = 140)  All (N = 270) 
n %  n %  n % 

FST 56 43.1  15 10.1  71 26.3 

G-6-PD activity1 60 46.2  19 13.6  79 29.2 

G-6-PD mutation 53 35.6  35 25.0  88 32.6 

1cut-off value for G-6 PD defi ciency ≤ 8.2 U/gHb (8)
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 การประเมินประสิทธิภาพของการตรวจภาวะ

พรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตและ

การตรวจวัดเอนไซมแอคทิวิตี โดยใชการตรวจการกลาย

พันธุของยีนจี-6-พีดีเปนวิธีมาตรฐานในการเปรียบเทียบ

เมื่อคํานวณคาความไว (sensitivity) ความจําเพาะ

(specificity) คาการทํานายผลบวก (positive predictive 

value) และคาการทํานายผลลบ (negative predictive 

value) พบวา ทั้ง 2 วิธี มีคาความไวใกลเคียงกัน คือ 

รอยละ 76.1 และ 77.3 ตามลําดับ โดยมีคาความไวใน

เพศชายสงูถึงรอยละ 98.1 และ 100 ตามลาํดับ และความ

ไวในเพศหญิงต่ําเพียงรอยละ 42.9 เทากัน สําหรับความ

จําเพาะมีคาสูงใกลเคียงกัน คือ รอยละ 97.8 และ 94.0 

ตามลําดับ โดยคาความจําเพาะทัง้ในเพศชายและเพศหญิง

มีคาสูงกวารอยละ 90 ทั้งหมด ขอมูลทั้งหมดดังแสดง

ในตารางท่ี 3

ตารางที่ 2  ผลการตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดี ดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต (FST) และวิธีตรวจจี-6-พีดี แอคทิวิตี 

(G-6-PD activity) เปรียบเทียบกับการตรวจหาการกลายพันธุ (G-6-PD mutation) 

Test Result 

G-6-PD mutation 

Male (N = 130)  Female (N = 140)  All (N = 270) 
Positive Negative  Positive Negative  Positive Negative 

FST Deficiency 52 4  15 0  67 4 

 Normal 1 73  20 105  21 178 

G-6-PD 

activity 

Deficiency 53 7  15 4  68 11 

Normal 0 70  20 101  20  171 

ตารางที่ 3 ประสิทธิภาพของการตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต (FST) 

และวิธีตรวจจี-6-พีดีแอคทิวิตี (G-6-PD activity)

Parameter 
FST  G-6-PD activity 

Male Female All  Male Female All 

Sensitivity (%) 98.1 42.9 76.1  100 42.9 77.3 
Specificity (%) 94.8 100 97.8  90.9 96.2 94.0 

Positive predictive value (%) 92.9 100 94.4  88.3 78.9 86.1 

Negative predictive value (%) 98.6 84 89.4  100 83.5 89.5 
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สรุปและวิจารณผลการศึกษา

 การตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธี

ฟลูออเรสเซนตสปอตและการตรวจวัดเอนไซมแอคทิวิตี

เปนวิธีที่นิยมใชกันทั่วโลก (2) สําหรับประเทศในภูมิภาค

อาเซยีนรวมทัง้ประเทศไทยนยิมทดสอบดวยวธิฟีลอูอเรสเซนต

สปอตเชนกนัวธินีีเ้ปนวิธทีีไ่ดรบัการรับรองจาก International 

Council for Standardization in Haematology (7) 

สาํหรับใชในการตรวจภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีเีนือ่งจาก

วิธีการตรวจงาย ใชเวลาไมนาน และราคาไมแพง ในการ

ศึกษาครั้งน้ีจึงตองการประเมนิประสทิธภิาพของการตรวจ

ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอต

และการตรวจวัดเอนไซมแอคทิวติ ีเปรียบเทียบกับการตรวจ

ดีเอ็นเอเพื่อหาการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดี ซึ่งขอมูล

ที่ไดจะเปนขอมูลสําคัญประกอบการตัดสินใจเลือกใชวิธี

การทดสอบใหเหมาะกับแตละโรงพยาบาล

 ในการตรวจการกลายพันธุ ของยีนจี-6-พีดี 

พบความชกุของการกลายพนัธุชนดิตางๆ เรยีงลาํดบัมากทีส่ดุ

ไปหานอยทีสุ่ด คอื Viangchan (รอยละ 73.9) Canton 

(รอยละ 15.9) Mahidol (รอยละ 4.5) Kaiping (รอยละ 

3.4) และ Union (รอยละ 2.3) ใกลเคียงกับรายงานของ 

Kitcharoen และคณะกอนหนานี้ (9) การกลายพันธุชนิด 

Vi angchan ทีพ่บมากในชาวไทยนี ้พบมากในชาวกมัพชูาและ

ลาวเชนกัน (10-12)  ซึง่ทัง้ 3 ประเทศมอีาณาเขตตดิตอกนั 

ขอมลูน้ีเปนอีกขอมูลหน่ึงท่ีสนบัสนุนวาชาวไทยกัมพชูา และ
ลาว นาจะมบีรรพบรุษุรวมกนัและตัง้ถ่ินฐานอยูในบรเิวณนี้

มากอน จากนัน้จงึมชีาวจนีและชาวพมายายถิน่เขามาในพืน้ที่
นี้ จึงทําใหตรวจพบการกลายพันธุที่พบในชาวจีน ไดแก 
Canton, Kaiping และ Union (13-14) และการกลายพันธุ

ที่พบในชาวพมา คือ Mahidol (15-16) ในจํานวนนอยๆ  
นอกจากนีข้อมลูทีพ่บการกลายพนัธุชนดิ Viangchan และ 

Canton รวมกันมากถึงประมาณรอยละ 90 ยงัมปีระโยชน

สําหรับหองปฏิบัติการในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ที่ตองการจัดตั้งการตรวจดีเอ็นเอเพื่อตรวจหาการกลาย

พันธุของยีนจี-6-พีดี โดยควรตรวจหาการกลายพันธุชนิด 
Viangchan และ Canton กอน

ผลจากการตรวจภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีดีวยการตรวจ

ดีเอ็นเอเพ่ือหาการกลายพันธุ ของยีนจี-6-พีดีทําใหพบ

ความชกุของภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีสีงูถงึรอยละ 32.6 

ทัง้นีเ้น่ืองจากสามารถตรวจพบภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีี

ในเพศหญิงไดเพิม่ขึน้ (ตารางที ่1 และ 2) แสดงใหเห็นวา

การวินิจฉัยภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในเพศหญิงใหถูก

ตองนั้น จําเปนตองใชการตรวจระดับดีเอ็นเอเพ่ือตรวจหา

การกลายพันธุของยนีจ-ี6-พดี ี  นอกจากน้ียงัพบวาความชุก

ของภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในเพศชายสูงกวาที่เคย

รายงานในประเทศไทยท่ีพบประมาณรอยละ 21 (17-18)  

สวนหนึง่อาจเปนเพราะความแตกตางของกลุมตวัอยางทีใ่ช

ศกึษา ซึง่ในการศกึษาครัง้นีต้วัอยางสวนใหญเปนทารกแรก

เกิดที่สงตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีเพ่ือหาสาเหตุ

ของภาวะตัวเหลือง มิใชทารกแรกเกิดทั่วไป จึงมีโอกาส

พบภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีไดสูงกวา เนื่องจากภาวะ

พรองเอนไซมจ-ี6-พดีเีปนสาเหตสุาํคญัอยางหนึง่ของภาวะ

ตัวเหลืองในทารกแรกเกิด (1, 19) ในกรณีการตรวจวัด

จ-ี6-พดีแีอคทวิติเีพือ่การวนิจิฉัยภาวะพรองเอนไซมจ-ี6-พดีี

นัน้อาจเปนผลเนือ่งมาจากการใชคา cut-off ทีแ่ตกตางกนั 

สาํหรับการศึกษาคร้ังนีใ้ชคา cut-off < 8.2 U/gHb ซึง่เปน

คา cut-off ที่คณะผูวิจัยไดจากการการศึกษาโดยใชตัว
อยางที่เปนประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ

ตรวจวัดโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ Beckman 

Synchron CX-4 (8) สวนการศกึษาของ Louicharoen และ
คณะ (17) ใชคา cut-off < 1.5 U/gHb และ Prachakthum 

และคณะ(18) ใชคา cut-off < 4.59 U/gHb ซึ่งเปนคา 

cut-off ที่คอนขางต่ํา จึงทําใหโอกาสท่ีจะพบภาวะพรอง

เอนไซมจี-6-พีดีมีนอยกวา   

 การประเมินประสิทธิภาพการตรวจภาวะพรอง
เอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตและการ

ตรวจวดัจ-ี6-พดีแีอคทวิติเีปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน คือ 

การตรวจหาการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดีผลการศึกษา 
ในตัวอยางท้ังหมดพบวา มีคาความไวรอยละ 76.1 และ 
77.3 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาแยกตามเพศ พบวาใน
เพศชายมีคาความไวสูงถึงร อยละ 98.1 และ 100 

ตามลําดับ โดยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตไมสามารถวินิจฉัย

เพศชายท่ีมีการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดีจํานวน 1 ราย 
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(ตารางที่ 2) ซึ่งรายนี้พบวามีเอนไซมแอคทิวิตีเทากับ 4.6 

U/gHb (ขอมูลที่ไมไดแสดง) จึงทําใหการอานผลดวยวิธี

ฟลูออเรสเซนตสปอตคลาดเคล่ือนได เนื่องจากเปนการดู

การเรืองแสงฟลูออเรสเซนตดวยตาเปลา ในขณะท่ีทัง้ 2 วธิี

มีความไวต่ําในการวินิจฉัยภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดี

ในเพศหญิง โดยมีคาความไวเทากัน คือ รอยละ 42.9 

ซึ่งพบวาทั้ง 2 วิธีไมสามารถวินิจฉัยเพศหญิงท่ีมีการ

กลายพันธุของยีนจี-6-พีดีจํานวน 20 ราย (ตารางท่ี 2) 

ผลการตรวจการกลายพันธุของยีนจี-6-พีดีในเพศหญิงทั้ง 

20 รายน้ี พบวาเปน heterozygote ทกุราย และมีเอนไซม

แอคทิวิตีอยูในชวงระหวาง 8.28 – 17.7 U/gHb (ขอมูล

ที่ไมไดแสดง) ซึ่งสูงกวาคา cut-off ≤ 8.2 U/gHb 

ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ 

 จึงอานผลไดเปนปกติทั้ง 2 วิธี สวนความจําเพาะ

มีคาสูงทั้ง 2 วิธี คือ รอยละ 97.8 และ 94.0 ตามลําดับ 

อยางไรก็ตาม พบวา วธิฟีลอูอเรสเซนตสปอตมตีวัอยางเพศ

ชายจํานวน 4 รายท่ีใหผลบวกปลอม และการตรวจวัด

จ-ี6-พดีแีอคทวิติมีตีวัอยางท่ีใหผลบวกปลอมจาํนวน 11 ราย 

เปนเพศหญิง 4 ราย และเพศชาย 7 ราย ในจํานวนนี้

ม ี4 รายทีใ่หผลบวกปลอมโดยวธิฟีลอูอเรสเซนตสปอตดวย 

(ตารางท่ี 2) ทั้งหมดมีคาเอนไซมแอคทิวิตีตั้งแต 0.52 - 

7.84 U/gHb (ขอมูลที่ไมไดแสดง) ซึ่งตํ่ากวาคา cut-off 

ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ จึงถือวามีภาวะพรองเอนไซม

จี-6-พีดี แตตรวจไมพบการกลายพันธุ ของยีนจี-6-พีดี 

ซึ่งตัวอยางเหลาน้ีอาจจะมีการกลายพันธุชนิดอื่นๆ ที่ไม

ไดทําการศึกษาในคร้ังนี้ เชน Chinese-4, Chinese-5 

หรือชนิดอื่นๆ ที่พบไมบอยในคนไทย 

 ผลการประเมินประสิทธิภาพของการตรวจภาวะ

พรองเอนไซมจี-6-พีดีดวยวิธฟีลอูอเรสเซนตสปอตท่ีไดจาก
การศึกษาคร้ังนี้ คลายกับผลการศึกษาของ Nantakomol 

และคณะ (20) ซึ่งไดประเมินการตรวจภาวะพรองเอนไซม

จี-6-พีดีดวยวิธีฟลูออเรสเซนตสปอตเปรียบเทียบกับการ
ตรวจระดบัดเีอน็เอเชนเดยีวกบัการศกึษาครัง้นี ้โดยทาํการ

ศกึษาในตวัอยางเลอืดของผูใหญสขุภาพดจีาํนวน 295 ราย 

เปนเพศชาย 67 ราย และเพศหญิง 228 ราย พบวามคีวามไว

เพยีงรอยละ 43 และความจําเพาะรอยละ 100 คาความไว

ที่ตํ่าเปนผลมาจากตัวอยางท่ีใชศึกษามีเพศหญิงมากกวา

เพศชายถึง 3.4 เทา ซึง่ผูวจิยัพบวาเพศหญิงทีเ่ปน hetero-

zygote มีเพียงรอยละ 14.29 เทานั้นที่มีคาเอนไซม

แอคทิวิตีตํ่ามากอยูในเกณฑที่สามารถวินิจฉัยไดดวยวิธี

ฟลูออเรสเซนตสปอต กรณีของการตรวจวัดจี-6-พีดี

แอคติวิตีจะสามารถลดผลบวกปลอมและลบปลอมลงได 

โดยการศึกษาเพ่ือหาคา cut-off ที่เหมาะสม เพ่ือใหมี

ประสิทธิภาพในการตรวจภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดี

เพ่ิมมากขึ้น เชน การศึกษาของ Miao และคณะ (21) 

ในทารกแรกเกิดที่ประเทศจีน พบวา ในทารกเพศชาย 

การเพิ่มคา cut-off จาก 2.10 U/gHb เปน 2.35 U/gHb 

ทําใหความไวเพิ่มจากรอยละ 97.0 เปนรอยละ 99.1 

แตความจําเพาะไมเปลี่ยนแปลง (รอยละ 99.8 และ 99.7 

ตามลําดับ) สวนในทารกเพศหญิง การเพ่ิมคา cut-off 

จาก 2.10 U/gHb เปน 2.55 U/gHb ความไวเพ่ิมจาก

รอยละ 83.3 เปนรอยละ 97.6 แตความจําเพาะลดลงจาก

รอยละ 99.8 เปนรอยละ 90.0 นอกจากน้ีผูทาํการตรวจวัด

จี-6-พีดีแอคติวิตีควรพิจารณาขอมูลทางโลหิตวิทยาของ

ตัวอยางเลือดประกอบดวย เชน จํานวนเรติคูโลซัยต และ

จาํนวนเมด็เลือดขาว เนือ่งจากทัง้เรติคโูลซัยตและเมด็เลอืด

ขาวมีจี-6-พีดีแอคทิวิตีสูงกวาเม็ดเลือดแดง (5) จากการ

ศกึษาของ Khemtonglangพบวาตวัอยางเลอืดทีม่จีาํนวน

เม็ดเลือดขาวมากกวา 20,000 cells/μL จะสงผลทําให

จี-6-พีดีแอคทิวิตีสูงขึ้นกวาความเปนจริงได (22) และการ

กําจัดเม็ดเลือดขาวออกกอนการตรวจวัด ทําใหไดคา
เอนไซมแอคทิวิตีที่ถูกตองมากข้ึน (23) สําหรับจํานวน

เรติคูโลซัยตนั้น มีผลไมมากตอการวินิจฉัยภาวะพรอง

เอนไซมจี-6-พีดี (9)

 การศึกษาคร้ังนี้แสดงใหเห็นวา การวินิจฉัยภาวะ

พรองเอนไซมจ-ี6-พดีใีนเพศชายน้ัน ทัง้วธิฟีลูออเรสเซนต

สปอตและการตรวจวัดจี-6-พีดีแอคทิวิตี มีความไวและ

ความจําเพาะสูงมาก แตทัง้ 2 วธิยีงัมคีวามไวต่ําในการวินจิฉยั

ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีในเพศหญิง การวินิจฉัยภาวะ
พรองเอนไซมจ-ี6-พดีใีนเพศหญิงใหถกูตอง จงึจาํเปนตองใช

การตรวจดเีอน็เอเพือ่หาการกลายพนัธุของยนีจ-ี6-พดี ีดงันัน้

แตละโรงพยาบาลจึงควรพิจารณาเลือกใชวิธีการตรวจ

ภาวะพรองเอนไซมจี-6-พีดีใหเหมาะสมกับวัตถุประสงค 

จํานวนตัวอยาง และงบประมาณ
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