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บทคัดย่อ 
 
 

Thiopurine S-methyltransferase (TPMT)  เป ็ น เอนไซม ์ ย ่ อยสลายยากล ุ ่ ม  thiopurine ไ ด ้ แ ก ่  6-
mercaptopurine (6-MP), 6-thioguanine (6-TG) ซึ ่งเป็นยาที ่ใช้อย่างแพร่หลายในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือด 
อย่างไรก็ตาม ผู้ป่วยท่ีมีความหลากหลายของ TPMT ทำให้ระดับเอนไซม์ TPMT ลดลง ผลข้างเคียงของการรักษาด้วยยา
ขนาดมาตรฐานของยากลุ่มนี้ทำให้เกิดพิษกดการทำงานของไขกระดูก 

ห้องปฏ ิบ ัต ิการสาขาวิชาโลหิตว ิทยาและอองโคโลยี เป ิดให้บร ิการตรวจวิ เคราะห์ Thiopurine S-
methyltransferase (TPMT) variant จำนวน 5 ชนิดด้วยเทคนิค Allele-specific polymerase chain reaction (AS-
PCR) ในการตรวจวิเคราะห์ TPMT*2 และเทคนิค PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
ในการตรวจวิเคราะห์ TPMT*3A, *3B, *3C และ *6 จากการให้บริการ 18 ปีที ่ผ่านมาตั้งแต่ปี พ.ศ.2547–2564 มี
ตัวอย่างเลือดคนไทยที ่ส่งตรวจวิเคราะห์ TPMT variant  ทั ้งหมด 1,087 ตัวอย่าง จากผลการตรวจวิเคราะห์พบ 
genotype 3 แบบ คือ TPMT*1/*1, TPMT*3A/*1  และ TPMT*3C/*1 ที่ร้อยละ 93.84, 0.09 และ 6.07 ตามลำดับ 
ซึ่งพบ variant เพียง 2 ชนิด คือ TPMT*3A และ *3C เมื่อนับจำนวน allele ทั้งหมดพบชนิดของ allele ที่ร้อยละ 0.05 
และ 3.04 ตามลำดับเมื่อเทียบกับ allele ปกติ (TPMT*1) ที่ร้อยละ 96.91   

จากการศึกษาพบว่าการตรวจวิเคราะห์ยีน TPMT*3C พบมากที่สุดในประชากรไทยและสูงกว่าในประชากร
ทั่วไปในแถบเอเชีย ซึ่งการที่แพทย์ทราบข้อมูลความผิดแผกของยีน TPMT จึงเป็นประโยชน์ต่อการวางแผนการรักษา
ผู้ป่วยทำให้แพทย์สามารถปรับลดขนาดยาให้เหมาะสมกับผู้ป่วยแต่ละรายเพื่อให้เกิดผลข้างเคียงน้อยที่สุดและประสบ
ความสำเร็จในการรักษาได้มากยิ่งขึ้น  
 
ค าส าคัญ : ยีน Thiopurine methyltransferase; ยากลุ่ม Thiopurine; เทคนิค AS-PCR; เทคนิค PCR-RFLP 
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Abstract 
 

Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) is a cytosolic enzyme involving in degradation of thiopurine 
agents including 6-mercaptopurine (6-MP), 6-thioguanine (6-TG). Both 6-MP and 6-TG are widely used for 
treatment of several hematologic malignancies. However, Patients harboring polymorphism of TPMT 
resulting in decreased enzyme activity may develop severe myelosuppression after being treated with 
standard doses of such agents. 

Hematology and Oncology laboratory service evaluated the use of allele-specific polymerase 
chain reaction (AS-PCR) for TPMT*2, and PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) for 
TPMT*3A, *3B,*3C, and *6 detections. There were 1,087 samples of Thai patients for 18 years of 
laboratory service, from 2004 to 2021. The percentage of genotype TPMT*1/ *1, TPMT*3A/ *1 and 
TPMT*3C/ *1 were 93.84, 0.09 and 6.07 respectively. The percentage of TPMT*3A and *3C were 0.05 
and 3.04 respectively, while the TPMT*1 allele was 96.91.  

In this study, TPMT*3C is the most prevalent mutant allele in Thai populations and higher than 
that has been reported in other Asian populations. Identification of individual TPMT genotype would 
aid at optimizing an initial thiopurine dose for individuals to minimize risk of toxicities and succeed in 
treatment. 
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หลักการและเหตุผล 
ยีน Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) 

อยู่บนโครโมโซมคู่ที ่ 6 ในตำแหน่ง 6p22.3 มีความยาว
ประมาณ 34 กิโลเบส ประกอบด้วย 10 exon 9 intron 
(Szumlanski et al., 1996) ม ี ก า ร ถ ่ า ย ทอด แ บ บ 
autosomal dominant เป็นเอนไซม์ในเม็ดเลือดแดงมี
บทบาทในการกระตุ ้นปฏิกิร ิยา S-methylation ใน
ส า รประกอบพวก  aromatic และ  heterocyclic 
sulphydryl compounds ซ่ึงมีอยู่ในยากลุ่ม thiopurine 
เช ่น 6-mercaptopurine (6-MP), 6-thioguanine (6-TG) 
ซ่ึงเป็นยาท่ีใช้รักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิด
ลิมโฟบลาสติก (acute lymphoblastic leukemia : ALL) 
มะเร็งเม็ดเลือดขาวเรื ้อรังชนิดมัยอีลอยด์ (chronic 
myeloid leukemia : CML)  มะเร ็ ง เม ็ ด เล ื อดขาว

เฉียบพลันชนิดมัยอีลอยด์ (acute myeloid leukemia 
: AML) และมะเร็งต่อมน้ำเหลือง (lymphoblastic 
lymphoma)  ส ่วน azathioprine (AZA) เป ็นยากด
ภูมิคุ้มกันใช้รักษาโรคทางภูมิคุ้มกันผิดปกติหลายชนิด 
(Coulthard & Hogarth, 2005) ป ัจจ ุบ ันพบว ่ าย ีน 
TPMT มีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกว่า 30 
allele โดยความหลากหลายทางพันธุกรรมส่วนใหญ่
เป ็ นการ เก ิ ด  single nucleotide polymorphism 
(SNP) ของยีน TPMT ส่งผลทำให้เอนไซม์ TPMT มี
ความสามารถในการทำงานลดลง (Appell et al., 
2010; Booth et al., 2011) ในผู้ป่วยท่ีมีระดับเอนไซม์ 
TPMT ต่ำหรือไม่มีเลย (TPMT deficiency) เมื่อได้รับ
ยาในกลุ่ม thiopurine จะมีโอกาสเกิดผลข้างเคียงสูง
กว่าผู้ป่วยที่มีระดับเอนไซม์ TPMT ปกติ ผลข้างเคียง
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ของยากลุ่มนี้อาจรุนแรงถึงขั้นทำให้เสียชีวิตโดยเฉพาะ
การเกิดพิษกดการทำงานของไขกระดูก  

ปัจจุบันมีงานวิจัยรายงานความผิดแผกทาง
พันธุกรรม (variant) ของยีนที ่ทำหน้าที ่ควบคุมการ
สร้างเอนไซม์ TPMT กับระดับการทำงานของเอนไซม์ 
TPMT ว่ามีความสัมพันธ์กัน (Relling et al., 2011) 
เป็นที่ทราบกันดีว่าผู้ป่วยแต่ละรายจะมีการตอบสนอง
ต่อยาชนิดเดียวกันไม่เหมือนกันทั้งในด้านผลการรักษา
และผลข้างเคียง ดังนั ้นถ้าผู ้ป่วยได้รับการตรวจหา 
variant ของยีน TPMT ก่อนการให้ยาจะเป็นประโยชน์
ต่อแพทย์ในการวางแผนการใช้ยาที่เหมาะสมกับผู้ป่วย
แต่ละรายตามลักษณะทางพันธุกรรมของผู้ป่วย เพื่อ
ป้องกันและลดอาการข้างเคียงที่อาจเกิดขึ้นกับผู้ป่วย
ส่งผลใหป้ระสบความสำเร็จในการรักษาได้มากยิ่งขึ้น  

ห้องปฏิบัต ิการสาขาวิชาโลหิตวิทยาและ
อองโคโลยีเปิดให้บริการตรวจวิเคราะห์ TPMT variant  
5 ชนิด ได้แก่ *2 (238G>C), *3A (460G>A, 719A>G), 
*3B (460G>A), *3C (719A>G) แ ล ะ  *6 (539A>T) 
ตรวจด้วยเทคนิค Allele-specific polymerase chain 
reaction (AS-PCR) ในการตรวจ TPMT*2 และเทคนิค 
PCR-restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) ในการตรวจ TPMT*3A, *3B, *3C และ 
*6 ซึ่งเปิดให้บริการมาตั้งแต่ปี พ.ศ.2547 การศึกษา 
TPMT variant ในประเทศไทยยังไม่แพร่หลายทำให้ยัง
มีข้อจำกัด การศึกษาครั้งนี้จึงเป็นการเพิ่มฐานข้อมูล
ของ TPMT variant ในประเทศไทย 

 

วัตถุประสงค์ในการวิจัย 
 เพ่ือศึกษาความชุกของ TPMT variant 5 ชนิด 

คือ TPMT*2, *3A, *3B, *3C และ *6 ในตัวอย่างที่ส่ง

ตรวจทางห้องปฏิบัติการสาขาวิชาโลหิตวิทยาและ

อองโคโลยี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2547 – ปี พ.ศ. 2564 เป็น

เวลา 18 ปี 

วิธีการศึกษา 

1. ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ 
 ตัวอย่างที่ศึกษาเป็นตัวอย่างเลือดของคนไทย
เก็บในสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA ส่งตรวจตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2547-2564 จำนวน 1,087 ราย นำตัวอย่างเลือดสกัด 
DNA ด้วยวิธีPhenol-chloroform (Green & Sambrook, 
2012) หรือวิธี Salting out (Miller et al., 1988) 
 
2. วิธีการตรวจ 

นำตัวอย่าง DNA ที่ส่งตรวจ TPMT variant 
5 ชนิด คือ TPMT*2, *3A, *3B, *3C และ *6 ตรวจ
ด ้วยเทคน ิค  AS-PCR ในการตรวจ TPMT*2 และ
เทคนิค PCR-RFLP ในการตรวจ TPMT*3A, *3B, *3C 
และ *6  กระบวนการทำปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 
1X PCRBIO reaction buffer, 1 unit PCRBIO HS 
Taq DNA polymerase (PCR Biosystems, England) 
และ primer ที่จำเพาะต่อการตรวจ variant แต่ละชนิด 
ดังแสดงตารางที่ 1 (Kham et al., 2002; Otterness 
et al., 1997; Yates et al., 1997) 

2.1 ขั้นตอนการตรวจหา TPMT*2 variant 
การตรวจ TPMT*2 ใช ้ เทคน ิค  AS-PCR 

เตรียม primer ที่จำเพาะต่อการตรวจ TPMT*2 รวมทั้ง 
primer ที่เป็น internal control ซึ่ง primer แบ่งเป็น 
wild type primer (WT) และ mutant primer (MT) 
ในการตรวจ TPMT*2 ใช้ negative control ที ่ผ ่าน
การทำ sequencing ไม ่พบ variant ของ TPMT*2  
(Treesucon et al., 2017) TPMT*2 เป็น variant ที ่
ยังไม่พบในประเทศไทยจึงไม่มี positive control หาก
มีการตรวจพบ variant ของ TPMT*2 ต้องตรวจสอบ
โดยการทำ sequencing เพ ื ่อย ืนย ันผลการตรวจ
วิเคราะห์  

เตรียมส่วนผสมและนำเข้าเครื่อง Thermal 
cycle เพื่อทำปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนดังน้ี 

1) ขั ้นตอน Pre denaturation ที ่อ ุณหภูมิ 
95°C เป็นเวลา 2 นาที  
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2) ขั้นตอน Denaturation ที่อุณหภูมิ 95°C 
เป็นเวลา 15 วินาที  

3) ขั้นตอน Annealing ที่อุณหภูมิ 56°C เป็น
เวลา 15 วินาที  

4) ขั้นตอน Extension ที่อุณหภูมิ 72°C เป็น
เวลา 1 นาที  

5) ข ั ้นตอน Final extension ท ี ่อ ุณหภ ูม ิ 
72°C เป็นเวลา 7 นาที  

จากนั้นนำ PCR product ที่ได้มาตรวจสอบ
ผลด้วยวิธ ี agarose gel electrophoresis ย้อมด้วย
สาร ethidium bromide และบันทึกผลด้วยเครื ่อง
ถ่ายรูปเจล (gel documentation)

 
 

ตารางท่ี 1  แสดง specific primer, restriction enzyme และขนาดของ PCR product  หลังทำ   
              agarose gel electrophoresis 
               

TPMT 
variant 

Primer  Primer seqence 5’   to   3’ 
restriction 
enzyme 

ขนาด  
wild type 
allele (bp) 

ขนาด 
variant 

allele (bp) 

TPMT*2 

P2W GTA TGA TTT TAT GCA GGT TTG   
- 
  

254 
  
  

  
  

254 

P2C TAA ATA GGA ACC ATC GGA CAC 

P2M GTA TGA TTT TAT GCA GGT TTC 

Internal 
control 

For 
TPMT*2 

C-F CAA CTT GCT CAA GCA TAC ACT C 
  

  
493 493 

D-R AAT AAT AGG CAT AGT GAC AAG TGC 

TPMT*3A   TPMT*3B+*3C       

TPMT*3B 
F ATA ACA GAG TGG GGA GGC TGC 

MwoI  267+37 304 
R 

ATG TAA TAC GAC TCA CTA TAA CCT GGA 
TTA ATG GCA AC 

TPMT*3C 
F CAG GCT TTA GCA TAA TTT TCA ATT CCT C 

AccI 293 207+86 
R TGT TGG GAT TAC AGG TGT GAG CCA C 

TPMT*6 
F CCC TCC TGG GAA AGA AGT TTA CGT 

SnaBI 208+22 230 
R TCC AAA CTG GAA TTA TCT CCA TGT A 

 
2.2 ขั้ น ตอนก า รต รวจ ห า  TPMT*3A 

variant 
 เ น ื ่ อ ง จ าก  TPMT*3A  เ ป ็ น  combined 
variant ของ TPMT*3B และ TPMT*3C วิธีการตรวจ
ด้วย conventional PCR ไม่สามารถแยก genotype 
TPMT*1/*3A และ TPMT*3B/*3C ได้ ดังนั้นการตรวจ 
TPMT*3A ใช้การตรวจ TPMT*3B และ TPMT*3C ทำ
ควบคู่กัน 

2.3 ขั้นตอนการตรวจหา TPMT*3B, *3C 
และ*6 variant 

การตรวจ TPMT*3B, *3C และ*6  ใช้เทคนิค 
PCR-RFLP เ ต ร ี ย ม  primer แ ล ะ ส ่ ว น ผ ส ม ใ น
กระบวนการทำปฏิกิริยา PCR นำส่วนผสมเข้าเครื่อง 
Thermal cycle ขั ้นตอนเหมือนการตรวจ TPMT*2 
นำ PCR product ที ่ได ้มาตรวจสอบขนาดเทียบกับ 
100 bp Plus DNA Ladder ซึ ่งเป็น DNA มาตรฐาน 
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ขนาด  PCR product ของ TPMT*3B, *3C และ  *6 
ควรมีขนาด 304, 293 และ 230 bp ตามลำดับ การ
ตรวจ TPMT*3B และ *3C ใช้ positive และ negative  
control ที ่ผ ่านการทำ sequencing มาเปรียบเทียบ
ร ่วมด ้วย (Treesucon et al., 2017) TPMT*6 เป ็น 
variant ที ่ไม่ม ีการตรวจพบในประเทศไทยจึงไม ่ม ี 
positive control ดังนั ้นจะใช้ uncut PCR product 
เปรียบเทียบขนาด PCR fragment ร่วมด้วยหากมีการ
ตรวจพบ variant ของ TPMT*6 ต้องตรวจสอบโดย
การทำ sequencing เพื่อยืนยันผลการตรวจวิเคราะห์  

2.4 ขั้นตอนการท า PCR product digestion 
น ำ  PCR product ต ั ด ด ้ ว ย  restriction 

enzyme MwoI, AccI และ SnaBI ดังแสดงตารางที่ 1 
ส ่วนผสมของ mixture ประกอบด ้วย CutSmart 
buffer, restriction enzyme (New England, 
Biolabs), PCR product และน ้ ำ กล ั ่ นปลอด เช ื ้ อ 
incubate ที่ 60°C overnight ในการตรวจ TPMT*3B 
และ 37°C overnight ในการตรวจ TPMT*3C และ *6 
จากนั้นนำ digested PCR product แยกขนาดด้วยวิธี 
agarose gel electrophoresis ย ้ อ ม ด ้ ว ย ส า ร 

ethidium bromide และบันทึกผลด้วยเคร่ืองถ่ายรูปเจล 
(gel documentation) 

 
 

จริยธรรมการวิจัย 
 จากการศึกษานี้ได้รับการพิจารณาจริยธรรม
การวิจัยในมนุษย์ จากคณะกรรมการวิจัยและจริยธรรม
การว ิ จ ั ย  คณะแพทยศาสตร ์ ศ ิ ร ิ ร าชพยาบาล
มหาวิทยาลัยมหิดล รหัสโครงการ 1050/2563(IRB1) 
ลงวันท่ี 24 มกราคม พ.ศ.2565 
 

ผลและการแปลผลการศึกษา 
การแปลผล  TPMT*2  แปลผลช ่อง  wild 

type allele (WT) กับ variant allele (MT) จากรูปที่ 1 
ช่องที่ 1 เป็น negative control ช่องที่ 2 และ 3 เป็น 
DNA ตัวอย่าง ปรากฏแถบ PCR product ที่ตำแหน่ง
ของ wild type (254 bp) ในช่อง WT เท่านั ้นไม่พบ
แถบ PCR product ที่ตำแหน่งของ variant (254 bp) 
ในช ่อง MT  ซ ึ ่ งท ุกต ัวอย ่างปรากฏแถบ internal 
control product  (493 bp) แสดงว่าต ัวอย่างที ่  2 
และ 3 ไม ่ม ี  variant ของ TPMT*2 แปลผล เป ็ น 
TPMT*1/*1 (wild type)

 

 

  
 

รูปที่ 1 การตรวจวิเคราะห์ TPMT*2 ด้วยเทคนิค AS-PCR เทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน : M  = 100 bp Plus DNA 
Ladder, NTC = no template control, WT = wild type, MT = variant, lane 1 = negative control (TPMT*1/*1), 
lane 2-3 = DNA ตัวอย่าง 

NTC 

 

 

1 2 3 
M 

493 bp 

  254 bp 

WT WT WT WT MT MT MT MT 



  วารสาร Mahidol R2R e-Journal ปีท่ี 11 ฉบับท่ี 1 ประจำเดือนมกราคม-เมษายน 2567 
Received: May 31, 2022, Revised: March 17, 2023, Accepted: March 22, 2023 

http://doi.org/10.14456/jmu.2024.7 
 

83 

 

การแปลผล TPMT*3B ถ้า enzyme MwoI 
ตัด PCR product ไม่สมบูรณ์ ขนาดของ fragment 
จะมีขนาด 304 bp แสดงว่าตัวอย่างมีท้ัง 2 allele เป็น 
variant ข อ ง  TPMT*3B (homozygous TPMT*3B; 
TPMT*3B/ *3B)  ก ร ณ ี  enzyme MwoI ต ั ด  PCR 
product ได้แต่ไม่สมบูรณ์ ขนาดของ fragment จะมี
ขนาด 304 และ 267 bp นั่นคือตัวอย่างมีหนึ่ง allele 
เป็น wild type (267 bp) และอีก allele เป็น variant 
ของ TPMT*3B (304 bp) แสดงว่าเป็น heterozygous 
TPMT*3B (TPMT*3B/*1) แต่ถ้า enzyme MwoI ตัด

ได้สมบูรณ์ PCR product ที่มีขนาด 304 bp จะถูกตัด
ออกเป็น 2 ขนาด คือ 267 และ 37 bp นั่นคือมีทั้ง 2 
allele เป็น wild type (TPMT*1/*1) จากรูปที่ 2 lane 
ที่ 1 เป็น positive control lane ที่ 2 เป็น negative 
control และ lane ที ่ 3 และ 4 เป็น DNA ตัวอย่าง 
enzyme MwoI สามารถตัด PCR product ได้ 2 ขนาด 
คือ 267 bp และ 37 bp แต่จะเห็น fragment ที่ขนาด 
267 bp เท่านั ้นเนื ่องจากขนาด 37 bp สั้นมากทำให้
มองไม่เห็น ดังนั้น lane ที่ 3 และ 4 จึงแปลผลได้เป็น 
wild type (TPMT*1/*1) 

 

 
 
รูปที่ 2 การตรวจวิเคราะห์ TPMT*3B  ด้วยเทคนิค PCR-RFLP เทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน : M = 100 bp Plus DNA 
Ladder, NTC =  no  template control, lane 1 = positive control (TPMT*3B/*1), lane 2 = negative control 
(TPMT*1/*1), lane 3-4 = DNA ตัวอย่าง 
 

การแปลผล TPMT*3C ถ ้า enzyme AccI 
ตัด PCR product ไม่สมบูรณ์ ขนาดของ fragment 
จะมีขนาด 293 bp แสดงว่าตัวอย่างมีท้ัง 2 allele เป็น  
wild type กรณี enzyme AccI ตัด PCR product ได้
แต่ไม่สมบูรณ์ขนาดของ fragment จะมีขนาด 293 
และ 207 bp  นั่นคือตัวอย่างมีหนึ่ง allele เป็น wild 
type (293 bp) และอ ี ก  allele เ ป ็ น  variant ของ 

TPMT*3C (207 bp)  แสดงว ่า เป ็น heterozygous 
TPMT*3C (TPMT*3C/ *1) แต ่ ถ ้ า  enzyme ต ั ด ได ้
สมบูรณ์ PCR product ที ่มีขนาด 293 bp จะถูกตัด
ออกเป็น 2 ขนาด คือ 207 และ 86 bp นั่นคือมีทั้ง 2 
allele เป ็น variant ของ TPMT*3C (homozygous 
TPMT*3C; TPMT*3C/*3C) จากร ูปท ี ่  3 lane ที ่  1 
เป็น positive control lane ท่ี 2 เป็น negative control 

304 bp 
267 bp 
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lane ท่ี 3-6 เป็น DNA ตัวอย่าง โดย lane ท่ี 3,4 และ 6 
enzyme AccI สามารถตัด PCR product ได้ไม่สมบูรณ์
จะปรากฏแถบ PCR fragment  ท่ีขนาด 293 bp เท่านั้น
แสดงว่าตัวอย่างเป็น wild type ท้ัง 2 allele แปลผลได้
เป็น TPMT*1/*1 (wild type) ส่วน lane ที่ 5 ปรากฏ

แถบ PCR fragment 2 แถบที่ขนาด 293 และ 207 bp 
แสดงว่ามี allele เป็น wild type (293 bp) และอีก 
allele เ ป ็ น  TPMT*3C (207 bp) แ ป ล ผ ล ได ้ เ ป ็ น 
heterozygous TPMT*3C (TPMT*3C/*1)  

 

 
 
รูปที่ 3  การตรวจวิเคราะห์ TPMT*3C ด้วยเทคนิค PCR-RFLP เทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน : M = 100 bp Plus DNA 
Ladder, NTC =  no template control, lane 1 = positive control (TPMT*3C/*1), lane 2 = negative control 
(TPMT*1/*1), lane 3-6 = DNA ตัวอย่าง 
 

การแปลผล TPMT*6 ถ ้า enzyme SnaBI 
ตัด PCR product ไม ่ได ้ขนาดของ fragment จะมี
ขนาด 230 bp แสดงว่าตัวอย่างมีทั ้ง 2 allele เป็น 
variant ข อ ง TPMT*6 (homozygous TPMT*6; 
TPMT*6/ *6)  ( ต ั วอย ่ า งท ี ่  3  แสดง  uncut PCR 
product) กรณี enzyme SnaBI ตัด PCR product 
ได้ไม่สมบูรณ์ขนาดของ fragment ที่ได้จะมีขนาด 230 
และ 208 bp  นั่นคือตัวอย่างมีหนึ่ง allele เป็น wild 
type (208 bp) และอ ี ก  allele เ ป ็ น  variant ของ 

TPMT*6 (230 bp)  แสดงว ่ า เป ็ น  heterozygous 
TPMT*6 (TPMT*6/*1) แต่ถ้า enzyme SnaBI ตัดได ้
สมบูรณ์ PCR product ที ่มีขนาด 230 bp จะถูกตัด
ออกเป็น 2 ขนาด คือ 208 และ 22 bp น่ันคือมีท้ัง 2 allele 
เป็น wild type จากรูปที ่  4 lane ที ่  1 คือ negative 
control ตัวอย่างที่ 2,4 และ 5 มี PCR fragment ขนาด 
208 bp เท่าน้ันเน่ืองจาก PCR   fragment ขนาด 22 bp 
สั้นมากทำให้มองไม่เห็นได้ ดังนั้นตัวอย่างที่ 2,4 และ 5 
จึงแปลผลเป็น  wild type (TPMT*1/*1)  

 

1 2 3 4 5 6 
293 bp 

207 bp 

NT
C 

M 
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รูปที่ 4  การตรวจวิเคราะห์ TPMT*6 ด้วยเทคนิค PCR-RFLP เทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน : M = 100 bp Plus DNA 
Ladder, NTC = no template control, lane 1 = negative control (TPMT*1/*1), lane 2,4-5 = DNA ตัวอย่าง, 
lane 3 = uncut PCR product 

 
ตารางท่ี 2 แสดงร้อยละของ genotype และ allele ท่ีตรวจพบในคนไทยจำนวน 1,087 ตัวอย่าง 

ชนิดของ genotype จ านวนตัวอย่าง (n = 1,087) ร้อยละของ genotype  

*1/*1 1,020 93.84   

*3A/*1 1 0.09  

*3C/*1 66 6.07  

ชนิดของ allele ชนิดของ allele (n = 2,174)                                                ร้อยละของ allele  

*1 2,107 96.91  

*2 0 0  

*3A 1 0.05  
*3B 0 0  

*3C 66 3.04  

*6 0 0  

 
จากการให้บริการตรวจ TPMT variant ของ

ห้องปฏิบัติการสาขาวิชาโลหิตวิทยาฯ ภาควิชากุมาร
เวชศาสตร ์ให ้บร ิการตั ้งแต ่ป ี พ.ศ. 2547-2564 มี
ตัวอย่างคนไทยที่มารับบริการจำนวน 1,087 ตัวอย่าง 
ได้มีการรวบรวมผลการตรวจทั้งหมดนำมาจัดกลุ่มตาม 
genotype แล้วคิดเป็นร้อยละของสิ่งส่งตรวจทั้งหมด 
จากนั้นนับจำนวน allele แต่ละชนิดโดยคำนวณจาก

จำนวน genotype แล ้วค ิดเป ็นร ้อยละของแต่ละ 
allele จากการศ ึกษาพบ genotype 3 แบบ ค ือ 
TPMT*1/ *1, TPMT*3A/ *1  และ  TPMT*3C/ *1 ท ี ่
ร ้อยละ 93.84, 0.09 และ 6.07 ตามลำด ับ  ซ ึ ่ งพบ 
variant เพียง 2 ชนิด คือ TPMT*3A และ *3C เมื่อนับ
จำนวน allele ทั้งหมดพบชนิดของ allele ที่ร้อยละ 
0.05 และ 3.04 ตามลำดับเมื ่อเทียบกับ allele ปกติ 

2 3 4 5 
230 bp 
208 bp 

1 NT
C 

M 
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(TPMT*1) ที ่ร ้อยละ 96.91 ด ังแสดงในตารางที ่  2 
allele ปกติ (TPMT*1) ของการศึกษาครั้งนี้ หมายถึง 
ตัวอย่างที่ตรวจ TPMT*2,*3A,*3B, *3C และ *6 ซึ่งไม่
นับรวมถึง TPMT variant ชนิดอื่น ๆ  
 

การอภิปรายผลการศึกษา 
จากการให้บริการตรวจ TPMT variant ใน

คนไทยที่ห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยาฯ ตรวจพบเพียง 
2 genotype คือ TPMT*3A จำนวน 1 ราย (0.09%) 
และ  TPMT*3C จ ำนวน  66 ร าย  (6.07%) ไ ม ่พบ 
TPMT*2, *3B และ *6 จากการศึกษาครั ้งนี ้ย ังไม่มี
รายงานการตรวจพบในประชากรแถบเอเชียตะวันออก-
เฉียงใต้ แต่พบ TPMT*2 และ*3B  ในประชากรแถบ
เอเชีย เช่น อินเดีย จากการศึกษาในประชากรอินเดีย 
326 ราย พบ TPMT*2 และ TPMT*3B ในร ูปแบบ 
heterozygous (0.61%) และพบ TPMT*3C ในรูปแบบ 
heterozygous (1.53%)  (Murugesan et al., 2010) 
จากการศึกษา TPMT variant ในประชากรแถบเอเชีย 
พบแต ่เพ ียง TPMT*3C ในร ูปแบบ heterozygous 
เท่าน้ัน ได้แก่ เกาหลี (2.05%) ญ่ีปุ่น (0.8%) ไต้หวัน (0.6%) 
และจ ีน (0.3%) (Chang et al., 2002; Hiratsuka et al., 
2000; Kabuta & Chiba, 2001; Kim et al., 2013) มี
การศึกษาในคนไทย 200 ราย พบเพียง TPMT*3C 
( 9.5%) โ ด ย พ บ ม า ก ใ น ร ู ป แ บ บ  heterozygous 
TPMT*3C (Srimartpirom et al., 2004) ซึ ่งรายงาน
ในคนไทยท ี ่ ผ ่ านมาจะพบ เฉพาะ  variant ของ 
TPMT*3C เ ท ่ า น ั ้ น  ( Hongeng et al., 2000)  จ าก
การศึกษาครั ้งนี ้จะเห็นว่า variant ของ TPMT*3C  
เป ็น variant ที ่พบมากในคนไทยและเป็นการพบ 
TPMT*3C ที่สูงกว่าการศึกษาอื่น ๆ ในประชากรทั่วไป
ในแถบเอเชีย  

สำหรับ TPMT*3A variant ห้องปฏิบัติการ
โลหิตวิทยาฯ ตรวจพบเป็นรายแรกในประเทศไทย 
( Treesucon et al., 2017)  ซ ึ ่ ง  TPMT*3A เ ป ็ น 
combined variant ของ TPMT*3B และ TPMT*3C 

หากตรวจพบ TPMT*3B และ TPMT*3C ในผู้ป่วยราย
เดียวกันต้องตรวจยืนยันว่าทั้ง 2 variant อยู่บน allele 
ข้างเดียวกันจึงสรุปได้ว่าผู ้ป่วยมี TPMT*3A  ไม่ใช่ 
compound heterozygote TPMT*3B/ *3C ท ี ่ 
TPMT*3B กับ TPMT*3C อยู ่คนละ allele วิธีตรวจ
ด้วย conventional PCR ไม่สามารถแยก genotype 
TPMT*3A/*1 และ TPMT*3B/*3C ออกจากก ันได ้ 
ทางห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยาฯ ได้ขอตัวอย่างเลือด
บิดาและมารดาของผู้ป่วยเพื่อนำมาตรวจหา TPMT*3B 
และ TPMT*3C ซึ ่งผลการตรวจบิดาและมารดาของ
ผู้ป่วยพบว่าบิดาเป็น  heterozygote TPMT*3B  และ 
homozygous TPMT*3C ส่วนมารดามี allele ที่ปกติ
ทั ้ง 2 ข้าง และเนื ่องจาก TPMT*3A มี nucleotide 
change  2 ตำแหน่ง คือ G460A และ A719G ส่วน 
TPMT*3D ม ี  nucleotide change 3 ตำแหน ่ ง  ค ือ 
G292T, G460A และ A719G ด ั งน ั ้ น เม ื ่อตรวจพบ 
TPMT*3A ควรตรวจ nucleotide change ที่ตำแหน่ง 
G292T เพิ ่มเติมเพื ่อยืนยัน variant ที ่ตรวจพบ คือ 
TPMT*3A  ไม่ใช่ TPMT*3D และได้ส่งทำ sequencing 
เพื ่อย ืนย ัน variant ของยีน TPMT*3A ที ่ตรวจพบ 
(Treesucon et al., 2017) จากการศึกษาประชากร
คอเคเซียน 199 ราย พบ TPMT variant 10.1% โดย
พบ TPMT*3A มากที่สุด ซึ่งพบ variant ของยีน TPMT 
ส ่ ว น ม า ก ใน ร ู ป แ บ บ  heterozygous TPMT*3A, 
TPMT*2 (0.05%)  และ  TPMT*3B (0.3%)  (Collie-
Duguid et al., 1999) มีการศึกษาในกลุ่มประชากรคอ
เคเซียนและในผู ้ป่วยเด็กมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลัน 282 ราย พบ variant ของยีน TPMT เป็น 
TPMT*3A (3.2%), TPMT*2 (0.2%) และ TPMT*3B 
(0.2%) (Hon et al.,1999) แสดงให้เห็นว่าในประชากร
คอเคเซียนส่วนใหญ่จะพบ TPMT*3A มากที่สุด ส่วน 
TPMT*3C จะพบได้น้อยมากในประชากรคอเคเซียน 

การตรวจหาความผิดแผกของยีน TPMT ของ
การศึกษาครั้งนี้ไม่มี positive control ในการตรวจหา 
TPMT*2 และ TPMT*6  จึงเป็นข้อจำกัดของการศึกษา
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คร ั ้ งน ี ้  ม ี เพ ียง  negative control ท ี ่ ผ ่ านการทำ 
sequencing ไ ม ่ พบ  variant ข อ ง  TPMT*2 แ ละ 
TPMT*6 เท่านั้น ทั้ง 2 variant ไม่มี positive control 
เนื ่องจากทั้ง TPMT*2 และ TPMT*6 เป็น variant ที่
ย ังไม ่ม ีการตรวจพบในประเทศไทย  ดังนั ้นในการ
ตรวจหา TPMT*2 ซึ่งใช้เทคนิค AS-PCR หากพบแถบ 
PCR product ที่ตำแหน่งของ WT,MT (254 bp) และ
ปร ากฏแถบ  internal control product (493 bp) 
แสดงว ่ าต ั วอย ่ า งม ี  variant ของ TPMT*2 ต ้อง
ตรวจสอบโดยการทำ sequencing เพื่อยืนยันผลการ
ตรวจวิเคราะห์  และหากไม่ปรากฏแถบ internal 
control product ขึ ้นที ่ตำแหน่งของ WT หรือ MT 
แสดงว่าการตรวจวิเคราะห์ไม่สามารถเช่ือถือได้ ซึ่งแถบ 
internal control product ต้องปรากฏทุกครั ้งเพื ่อ
ยืนยันความถูกต้องในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์การ
ตรวจหา TPMT*6 ด้วยเทคนิค PCR-RFLP ใช้ uncut 
PCR product (230 bp) ในการเปร ียบเทียบขนาด 
PCR fragment การแปลผลในข ั ้นตอน RFLP หาก
ปร ิมาณ PCR product และเอนไซม ์ต ัดจำเพาะมี
ส ัดส ่วนที ่ ไม ่ เหมาะสมกัน เอนไซม ์ต ัดจำเพาะมี
ประสิทธิภาพการทำงานที่ลดลงหรือเสื่อมคุณภาพการ
ตัด PCR product อาจไม่สมบูรณ์ หรือตัดไม่ได้เลย ซึ่ง
จะส่งผลต่อการตรวจวิเคราะห์และทำให้แปลผลไม่
ถูกต้องหรือคลาดเคลื่อนจากความเป็นจริงได้ ดังนั ้น
ปริมาณ PCR product และเอนไซม์ตัดจำเพาะควรมี
ส ั ดส ่ วนท ี ่ เหมาะสมก ัน  เอนไซม ์ต ั ดจำเพาะม ี
ประสิทธิภาพไม่หมดอายุ หากมีการตรวจพบ variant 
ของ TPMT*6 จะต ้องตรวจสอบผลโดยการทำ 
sequencing เพื่อยืนยันผลการตรวจวิเคราะห์เช่นกัน 
และในอนาคตควรหา positive control มาใช้ในการ
ตรวจวิเคราะห์เพื่อลดขั้นตอนในการทำ sequencing  

 
การสรุปผลและประโยชน์ที่ได้จากการศึกษา  

ผู้ป่วยที่เป็น homozygous variant ของยีน 
TPMT  จะพบได้ประมาณ 1:300 และผู ้ป ่วยที ่เป็น 

heterozygous variant พบได ้ประมาณร้อยละ 10 
ผู ้ป ่วยที ่ม ี homozygous TPMT จะเกิดพิษกดการ
ทำงานของไขกระดูกรุนแรงและมีโอกาสเสียชีวิตสูงเมื่อ
ได้รับยาในขนาดมาตรฐาน ผู้ป่วยกลุ่มนี้ต้องได้รับการ
ลดขนาดยาในกลุ่ม thiopurine ลงเหลือร้อยละ 10-15 
ของขนาดยาปกติ (Evans et al., 2001) ส่วนผู้ป่วยท่ีมี 
heterozygous variant มีแนวโน้มที ่จะได ้ร ับยาใน
ขนาดต่ำลงเมื่อเปรียบเทียบกับคนปกติ (wild type) 
(Relling et al., 1999) การตรวจ TPMT variant จึงมี
ความจำเป็นต่อการรักษาผู้ป่วยที่ต้องได้รับยาในกลุ่ม 
thiopurine ดังนั้นการที่แพทย์ทราบข้อมูลว่าผู้ป่วยมี 
variant ของยีน TPMT จึงเป็นประโยชน์ต่อการวางแผนการ
รักษาผู ้ป ่วย ทำให้แพทย์สามารถปรับขนาดยาให้
เหมาะสมกับผู้ป่วยแต่ละรายหรือเลือกใช้ยาตัวอื ่นที่
เหมาะสมกว่า ซึ่งจะลดอาการของการเกิดผลข้างเคียง
และประสบความสำเร ็จในการรักษาได้มากยิ ่งขึ ้น 
เนื่องจากการศึกษา TPMT variant ในประเทศไทยยัง
ไม่แพร่หลายทำให้ยังมีข้อจำกัด การศึกษาครั้งนี้จึงเป็น
การเพิ่มฐานข้อมูลของ TPMT variant ในประเทศไทย 

 

ข้อเสนอแนะจากการวิจัย 
ผู้ป่วยท่ีมีอาการข้างเคียงจากการได้รับยา 6-MP 

ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม thiopurine นอกจากมีสาเหตุจาก
การพร่องเอนไซม์ TPMT แล้วยังมีสาเหตุจากการขาด
เอนไซม ์ ในเม ็ด เล ือดแดง  inosine triphosphate 
pyrophosphatase (ITPase) และ Nudix hydrolase15 
(NUDT15) ที่มีความสัมพันธ์กับการเกิดพิษของยากลุ่ม 
thiopurine โดยเฉพาะพิษกดการทำงานของไขกระดูก
เช่นเดียวกับเอนไซม์ TPMT ทั ้งนี ้เพราะในประชากร
แถบเอเช ียม ีการพบ ITPA และ NUDT15 ส ูงกว ่า 
TPMT variant ซึ่งปัจจุบันทางห้องปฏิบัติการสาขาวิชา
โลหิตวิทยาฯ ได้พัฒนาและเปิดให้บริการตรวจ ITPA 
และ NUDT15 ขึ ้นมา ดังนั ้น การแปลผลการตรวจ 
TPMT, ITPA และ  NUDT15 ไปพร ้อมก ันจะทำให ้
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แพทย์สามารถตัดสินใจปร ับขนาดยาในผู ้ป ่วยให้
เหมาะสมซ ึ ่ งจะลดอาการข ้างเค ียงและประสบ
ความสำเร็จในการรักษาได้มากข้ึน  
 

กิตติกรรมประกาศ 
ผู้วิจัยขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการฯ

และอาจารย์แพทย์สาขาโลหิตวิทยาและอองโคโลยี
ท ุกท่านที ่คอยสนับสนุนและผลักดันให้พัฒนางาน
ประจำอย่างต่อเนื่อง ขอขอบพระคุณภาควิชากุมารเวช
ศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ศิร ิราชพยาบาล ที ่ให้ใช้
สถานที่ อุปกรณ์ เครื่องมือ และอำนวยความสะดวกใน
การทำการวิจัยนี้ให้สำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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