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Differences in drugs response and adverse drug reaction (ADR) in individuals are 

mainly due to genetic variations in the Cytochrome P450, especially in CYP2D6 and CYP2C19. 

However, the cost for comprehensive genotyping is very high. Therefore we have developed 

genotyping method using long PCR, conventional PCR and bidirectional sequencing and tested 

it in clinical samples. Out of 65 samples, 24 samples were Major Depressive Disorder (MDD) 

patients, 24 samples were the samples with no history of any mental disorders (control) and 17 

samples were patients with history of adverse drug reaction. We found that the highest 

genotype frequency in CYP2D6 and CYP2C19 were *10/*10 and *1/*1, respectively. Extensive 

Metabolizer (EM) for CYP2D6 and CYP2C19 were found in most of samples whereas Poor 

Metabolizer (PM) for CYP2C19 were found in 1 sample with history of ADR and in 3 MDD 

samples and 3 control samples. In summary this developed genotyping method can detect at 

least 17 alleles in CYP2D6 and 3 alleles in CYP2C19 which can be used for prediction of 

enzyme activity and will be used as primers to test other pharmacogenetics genes and to offer 

as routine clinical test in the near future. 
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การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหทางพันธุกรรมตนแบบในยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ท่ีมีผลตอการ
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บทคัดยอ 

ผูปวยแตละคนมีการตอบสนองตอยาที่ใชรักษาแตกตางกันสวนหนึ่งเปนผลมาจากความผันแปร

ของลําดับเบสของยีนในกลุม Cytochrome P450 โดยเฉพาะอยางยิ่งยีน CYP2D6 และยีน CYP2C19 

ผูวิจัยจึงพัฒนาวิธีการตรวจ CYP2D6 และ CYP2C19 และนําไปศึกษาในผูเขารวมวิจัยจํานวน 65  รายโดย

แบงเปนกลุมท่ีเปนโรคซึมเศรา, กลุมท่ีไมมีประวัติโรคทางจิตเวช และกลุมท่ีมีอาการไมพึงประสงคจากการ

ใชยาจํานวน 24, 24 และ 17 ตัวอยาง โดยการทํา long PCR และ bidirectional sequencing ผลการตรวจ

พบวายีน CYP2D6 พบ *10/*10 มากท่ีสุด สวนในยีน CYP2C19  พบ *1/*1 มากท่ีสุด และการทํานายการ

ตอบสนองตอยาของเอนไซมท่ีสรางไดจากสองยีนในผูเขารวมวิจัยสวนใหญเปนการตอบสนองแบบ 

Extensive metabolizer (EM) อยางไรก็ตามพบวา Poor Metabolizer (PM) นั้นพบในยีน CYP2C19 ของ

ผูปวย 1 รายท่ีมีประวัติของอาการไมพึงประสงคจากการใชยานอกจากนี้ยังพบผูท่ีเปนโรคซึมเศรา 3 ตัวอยาง

และพบในผูท่ีไมมีประวัติโรคทางจิตเวช 3 ราย วิธีการท่ีไดรับการพัฒนานี้สามารถตรวจยีน CYP2D6 ไดไม

นอยกวา 17 อัลลีลที่สําคัญและ CYP2C19 ได 3 อัลลีล  การวิจัยคร้ังนี้จะเปนขอมูลในการพัฒนาชุดตรวจ

วิเคราะหรูปแบบจีโนไทปและความผันแปรของยีนอ่ืนๆท่ีเกี่ยวของกับเภสัชพันธุศาสตร และนํามาใชในงาน

บริการซ่ึงจะชวยลดตนทุนการตรวจไดในอนาคต 

คําสําคัญ: ชุดตรวจวิเคราะห ยีน CYP2D6 ยีน CYP2C19 
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บทนํา 

 การศึกษาดานเภสัชพันธุศาสตรเปนการศึกษาในดานความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนตางๆ 

ท่ีมีผลตอการตอบสนองตอยาท่ีใชรักษา ปจจุบันมีการนําความรูดานเภสัชพันธุศาสตรไปใชมากข้ึน เพื่อชวย

ใหผูปวยไดรับยาในปริมาณท่ีเหมาะสม ซ่ึงจะสงผลตอผลการรักษาที่มีประสิทธิภาพ ลดความเสี่ยงจาก

อาการไมพึงประสงคจากการใชยา และประหยัดงบประมาณ ท้ังนี้ประสิทธิภาพของการออกฤทธ์ิของยา มี

ความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงของยาในรางกาย โดยยีนหลักท่ีมีอิทธิพลตอการเปล่ียนแปลงยา (drug 

metabolizing) จํานวนมากในรางกาย ไดแก ยีนท่ีในกลุม cytochrome P450 โดยเฉพาะอยางยิ่งยีน 

CYP2D6 และยีน CYP2C191 

 ความแตกตางของการทํางานของยีน CYP2D6 และ CYP2C19 นั้นเกิดจากความหลากหลายของ

ลําดับเบสของดีเอ็นเอโดยสวนใหญจะเปน Single Nucleotide polymorphism (SNP) นอกนั้นจะเปนแบบ 

deletion, insertion, inversion, gross deletion และ gross duplication ซ่ึงการเปล่ียนแปลงเหลานี้ ทําให

โครงสรางของ mRNA และโครงสรางของโปรตีนเปล่ียนแปลงไป สงผลใหการทํางานของยีนเหลานี้เปล่ียน 

แปลงไปตามลําดับเบสแตละแบบดวย 

 อยางไรก็ตามการตรวจยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ใหครอบคลุมจีโนไทปท่ีมีความสัมพันธตอ

การเปล่ียนแปลงยานั้นมีคาใชจายคอนขางสูง ผูวิจัยจึงพัฒนาวิธีการตรวจยีน CYP2D6, CYP2C19 เพื่อเปน

ตนแบบการพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหทางพันธุกรรม ทําใหลดคาใชจายและมีความถูกตองแมนยําสูง 

วัตถุประสงค 

1. พัฒนาชุดตรวจวิเคราะหทางพันธุกรรมตนแบบในยีน CYP2D6 ยีน CYP2C19  
2. หาความถ่ีของอัลลีลและจีโนไทปในยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ในแตละกลุมตัวอยาง 

 

นิยามศัพทเฉพาะ 
 

1.   Single Nucleotide polymorphism (SNP) หมายถึง การเปล่ียนแปลงของลําดับเบสตําแหนงใด

ตําแหนงหนึ่งบนสายดีเอ็นเอ โดย SNP นี้จะพบไดท้ังในสวนของยีนท่ีไมเกี่ยวของกับการถอดรหัสโปรตีน 

หรือในสวนท่ีเกี่ยวของการการถอดรหัสโปรตีน ซ่ึงทําใหเกิดความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางมนุษยแต
ละคน 



2.  อัลลีล (Allele) หมายถึง ยีนท่ีอยูเปนคูกันควบคุมการแสดงออกเฉพาะลักษณะหนึ่งๆ ยีนคูนี้จะอยู

บนตําแหนงเดียวกันของโครโมโซมท่ีเปนคูกัน  

3.  จีโนไทป (genotype) หมายถึง แบบของยีนท่ีอยูเปนคู ท่ีควบคุมลักษณะของส่ิงมีชีวิตในรางกาย  
 

วัสดุและวิธีการ 
 

 รูปแบบการวิจัยเปนวิจัยเชิงพรรณนาแบบสังเกตยอนหลัง (retrospective observational design) 

 กลุมตัวอยางประกอบดวยกลุมคนไขโรคซึมเศรา (MDD) จํานวน 24 ราย กลุมคนท่ีไมมีประวัติโรค

ทางจิตเวช (control) จํานวน 24 รายและกลุมผูท่ีมีประวัติอาการไมพึงประสงคจากการใชยา (ADR) จํานวน 

17 รายรวมตัวอยางท้ังส้ิน 65 ตัวอยาง โดยดําเนินการเก็บตัวอยางเลือดและนํามาสกัดดวยชุดสกัด DNA จาก

เลือด (QIAamp® DNA Mini Kit ) 

 วิธีการตรวจจีโนไทปของยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ใชวิธี Polymerase Chain Reaction 

(PCR) เพื่อเพิ่มจํานวน DNA แบบจําเพาะโดยใชชุดไพรเมอรตามตารางท่ี 1 ซ่ึงเปนชุดไพรเมอรท่ีไดรับการ

ออกแบบใหเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน CYP2D6 แบบจําเพาะและปองกันการเพิ่มปริมาณยีน CYP2D7 

และ CYP2D8 ซ่ึงเปนยีนท่ีมีลําดับเบสคลายคลึงกับ CYP2D6 โดย PCR product ท่ีไดจะมีขนาด 4.5 kb 

จากน้ันจึงนํา PCR product ท่ีไดนั้นมาใชเปน DNA template แลวจึงใชไพรเมอรคูท่ีออกมาแบบมาอยาง

จําเพาะทํา PCR เพื่อใหได PCR Product ท่ีมีขนาดเล็กลงจาก 4.5 kb เปน PCR Product 5 ชิ้น คือ ขนาด 

1,338 bp, 1,245 bp, 1,599 bp, 595 bp และ 591 bp ตามลําดับซ่ึงครอบคลุมบริเวณ coding region 

และ promoter ซ่ึงวิธีการนี้สามารถตรวจชนิดของอัลลีลในยีน CYP2D6 ท่ีมีความสัมพันธกับ enzyme 

activity ไดไมนอยกวา 17 แบบอันประกอบดวย *1, *2, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *14, 

*15, *17, *35, *41 นอกจากนี้ยังสามารถตรวจชนิดของอัลลีลในยีน CYP2C19 ท่ีมีความสัมพันธกับ 

enzyme activity ได 3 แบบประกอบดวย *1, *2 และ *3 

ตารางท่ี 1 ชุดไพรเมอรท่ีใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีการ polymerase chain reaction 

ยีน ไพรเมอร ลําดับเบส (5'-3') ขนาด (bp) เอกสารอางอิง 
CYP2D6 Long PCR 

PA-U GGTAAGGGCCTGGAGCAGGAA 4,500 2 
PA-L GCCTCAACGTACCCCTGTCTC 2 

PCR 1 
2D1F AGGCCATCATCAGCTCC 1,338 * 



2D2R CCTAGTGCAGGTGGTTTC * 

PCR2 
2D3F TGGATGGTGGGGCTAATG 1,245 * 
2D4R AGAGCATACTCGGGACAG * 

PCR3 
2D5F CGTTCTGTCCCGAGTATG 1,599 * 
2D6R GGGGTAAGCAGGAATGAG * 

PCR4 
2D7F GGTCCACTTGATGTCGAG 595 * 
2D7R GCACACACCTGATGGTG * 

PCR5 
2D8F ACAGGATTTTGAAAGCAGCA 591 * 
2D8R TGGCAGGATCATGGCTC * 

CYP2C19 2C19PCR1 
2C1F CCAGCTAGGCTGTAATTG 457 * 
2C1R ATGTACTTCAGGGCTTGG * 

2C19PCR2 
2C2F ACCAGAGCTTGGCATATTG 355 * 

  2C2R AGCATTACTCCTTGACCTG   * 
* ชุดไพรเมอรที่ไดรับการออกแบบโดยศูนยวิจัยพันธุศาสตรการแพทย 

 สารท่ีใชในการทํา PCR ของท้ัง 2 ยีน ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ไดแก genomic DNA 100 ng, 

10X buffer with MgCl2 (QIAGEN), 0.2 mM dNTPs (NEB), ไพรเมอรแตละชนิด 0.5 μM (Proligo) และ  

0.625 unit HotstarTaq DNA polymerase (QIAGEN) ข้ันตอนการทํา PCR ของยีน CYP2D6 และยีน 

CYP2C19 เร่ิมจาก pre-denaturation ท่ี 95 ºC เปนเวลา 15 นาที denaturation ท่ี 95 ºC เปนเวลา 1 นาที 

annealing ท่ี 49-60 ºC เปนเวลา 90 วินาที (ข้ึนอยูกับชนิดของไพรเมอรท่ีใช) extension ท่ี 72  ºC เปนเวลา 

1 นาที โดยท้ัง 3 ข้ันตอนทําซํ้าเปนจํานวน 35 รอบ ตามดวยข้ันตอนสุดทาย คือ final extension ท่ี 72 ºC 

เปนเวลา 10 นาที จากน้ันจึงทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบความถูกตองของขนาดของ

ผลการทํา PCR หลังจากนั้น PCR product ท่ีไดรับการทําใหบริสุทธ์ิจะถูกสงตรวจลําดับเบสโดยใชวิธี 

bidirectional sequencing ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี จากน้ันนํามาวิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม 



Sequencher version 4.7 แลวทําการเทียบกับ Nomenclature ของแตละยีน3,4 จากน้ันแปลผลเปนอัลลีล

และจีโนไทปในแตละคนเพื่อนําไปคํานวณความถ่ีของแตละกลุมตัวอยาง   

ผลการศึกษา 
 

 ผลการตรวจจีโนไทปในยีน CYP2D6 ในท้ัง 65 ตัวอยางดังตารางท่ี 2 พบวาจํานวนตัวอยางท่ีมีการ

ทํางานของเอนไซมแบบ Extensive metabolizer (EM) นั้นมีจํานวนท้ังส้ิน 42 รายโดยพบจีโนไทปแบบ 

*1/*10 จํานวน 18 ราย (27.7%) รองลงคือแบบ *1/*1 พบ 10ราย (15.4%) แบบ *2/*10 พบ 9 ราย (13.9%) 

แบบ *1/*2 พบ 3 ราย (4.6%) แบบ *2/*35 1 ราย (1.5%) และแบบ *10/*35 1 ราย (1.5%)  อยางไรก็ตาม

พบวาอีก 23 ตัวอยางท่ีเหลือนั้น มีการทํางานของเอนไซมแบบ Intermediate metabolizer (IM) โดยแบบ 

*10/*10 นั้นเปนแบบที่พบไดมากท่ีสุดคือ 22 ราย (33.9%) แบบ *4/*10 พบ 1 ราย (1.5%) 

 จากขอมูลจีโนไทปในยีน CYP2D6  นี้สามารถนําไปวิเคราะหตอไดวาชนิดอัลลีลแบบ *10 พบได

มากท่ีสุดคือ 56.2% (73 อัลลีล) รองลงคือ *1. *2, *35 และ *4 ดังตารางท่ี 3 

 นอกจากนี้ผลตรวจจีโนไทปในยีน CYP2C19 ในท้ัง 65 ตัวอยางดังตารางท่ี 4 พบวาจํานวนตัวอยางท่ี

มีการทํางานของเอนไซมแบบ Extensive metabolizer (EM) นั้นมีจํานวนท้ังส้ิน 58 รายโดยพบจีโนไทป

แบบ *1/*1 จํานวน 31 ราย (47.7%) รองลงคือแบบ *1/*2 พบ 26 ราย (40.0%) แบบ *1/*3 พบ 1 ราย 

(1.5%) สวนจํานวนตัวอยางท่ีมีการทํางานของเอนไซมแบบ Poor Metabolizer (PM) นั้นมีท้ังส้ิน 7 ราย

โดยพบจีโนไทปแบบ *2/*2 จํานวน 6 ราย (9.2%) รองลงคือแบบ *2/*3 พบ 1 ราย (1.5%) 

  จากขอมูลจีโนไทปในยีน CYP2C19  นี้สามารถนําไปวิเคราะหตอไดวาชนิดอัลลีลแบบ *1 พบได

มากท่ีสุดคือ 56.2% (73 อัลลีล) รองลงคือ *2 และ *3 ดังตารางท่ี 5 

 
 

ตารางท่ี  2 ความถ่ีของจีโนไทปแตละแบบในยนี CYP2D6   

Genotype All Control MDD ADR 
*1/*1 10 (15.4%) 4 (16.7%) 3 (12.5%) 3 (17.7%) 
*1/*2 3 (4.6%) 3 (12.5%) 0 (0%) 0 (0%) 

*1/*10 18 (27.7%) 7 (29.2%) 5 (20.8%) 6 (35.3%) 
*2/*10 9 (13.9%) 2 (8.3%) 5 (20.8%) 2 (11.8%) 
*4/*10 1 (1.5%) 1 (4.2%) 0 (0%) 0 (0%) 
*10/*10 22 (33.9%) 7 (29.2%) 10 (41.7%) 5 (29.4%) 
*2/*35 1 (1.5%) 0 (0%) 1 (4.2%) 0 (0%) 
*10/*35 1 (1.5%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5.9%) 

 

ตารางท่ี 3 ความถ่ีของอัลลีลแตละแบบในยีน CYP2D6 



allele All Control MDD ADR 
*1 41 (31.5%) 18 (37.5%) 11 (22.9%) 12 (35.3%) 
*2 13 (10.0%) 5 (10.4%) 6 (12.5%) 2 (5.9%) 
*4 1 (0.8%) 1 (2.1%) 0 (0%) 0 (0%) 

*10 73 (56.2%) 24 (50.0%) 30 (62.5%) 19 (55.9%) 
*35 2 (1.5%) 0 (0%) 1 (2.1%) 1 (2.9%) 

 

ตารางท่ี 4 ความถ่ีของจีโนไทปแตละแบบในยีน CYP2C19 

Genotype All Control MDD ADR 
*1/*1 31 (47.7%) 13 (54.2%) 10 (41.7%) 8 (47.1%) 
*1/*2 26 (40.0%) 8 (33.3%) 10 (41.7%) 8 (47.1%) 
*1/*3 1 (1.5%) 0 (0%) 1 (4.2%) 0 (0%) 
*2/*2 6 (9.2%) 3 (12.5%) 3 (12.5%) 0 (0%) 
*2/*3 1 (1.5%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5.9%) 

 

ตารางท่ี 5 ความถ่ีของอัลลีลแตละแบบในยีน CYP2C19 

allele All Control MDD ADR 
*1 89 (68.5%) 34 (70.8%) 31 (64.6%) 24 (70.6%) 
*2 39 (30.0%) 14 (29.2%) 16 (33.3%) 6 (26.5%) 
*3 2 (1.5%) 0 (0%) 1 (2.1%) 1 (2.9%) 

  

วิจารณ 

 ในยีน CYP2D6 จากตัวอยางจํานวนท้ังส้ิน 65 รายพบวามีจีโนไทปแบบ CYP2D6 *10/*10 มาก

ท่ีสุด และมีความถ่ีของอัลลีลแบบ CYP2D6*10 มากท่ีสุดซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยในไทยกอนหนา5 ถึง

กระน้ันการศึกษาคร้ังนี้ไมพบอัลลีลชนิด *5 และไมพบ Poor Metabolizer ในกลุมตัวอยางท่ีนํามาศึกษา 

 อยางไรก็ตามวิธีท่ีพัฒนาข้ึนไมไดออกแบบมาเพ่ือตรวจรูปแบบอัลลีลบางชนิดเชน *1xN, *2xN 

และ *4xN ซ่ึงเปนผลจาก gene duplication ของ *1, *2 และ *4 อันจะมีผลใหผูท่ีมีอัลลีลชนิดนี้มีการ

ทํางานของเอนไซมเปนแบบ Ultrarapid Metabolizer (UM) ดังนั้น ทีมผูวิจัยจะดําเนินการพัฒนาวิธีการ

ตรวจอัลลีลชนิดนี้ อันจะเปนประโยชนตอผูปวยท่ีตองการปรับระดับยาใหสามารถทํางานไดอยางมีประ

สิทธภาพ 

 ผลการตรวจยีน CYP2C19 นั้นพบวาความถ่ีของอัลลีลแบบ *1, *2 และ *3 มีความสอดคลองกับ

งานวิจัยกอนหนานี้เชนกัน6 โดยเปนการวิจัยท่ีศึกษาในกลุมประชากรไทย กลุมประชากรพมาและกะเหร่ียง 



ซ่ึงพบวาความถี่ของแตละอัลลีลในกลุมตัวอยางท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้มีความคลายคลึงกันอยางมากกับ

ผลการวิจัยดังกลาว นอกจากนี้ยังพบ Poor Metabolizer (PM) จํานวนท้ังส้ิน 10 ตัวอยางโดยพบใน กลุม

ควบคุม 3 ราย, กลุม MDD 3 รายและกลุม ADR จํานวน 1 รายซ่ึงหมายความวาไมวาจะเปนคนไขทางจิตเวช

หรือไมนั้นในแตละคนก็มีความเส่ียงจากอาการไมพึงประสงคจากยาท้ังส้ิน ดังนั้นการตรวจยีน CYP2D6 

และ CYP2C19 นั้นจะชวยในการตัดสินใจในการเลือกใชระดับยาใหเหมาะสมกับแตละคนเพ่ือลดความ

เส่ียงจากอันตรายอันเนื่องมาจากอาการไมพึงประสงคจากการใชยา  

สรุป 

 วิธีการท่ีทีมผูวิจัยพัฒนาข้ึนมาคร้ังนี้นั้นมีศักยภาพพอเพียงท่ีจะตอยอดเพื่อพัฒนาการตรวจให

ครอบคลุมและมีประสิทธิภาพมากข้ึน นอกจากนี้วิธีการนี้สามารถตรวจจีโนไทปสําคัญท่ีมีผลตอการ

ตัดสินใจในการปรับขนาดยา อีกท้ังยังสามารถนําไปใชในการบริการไดเนื่องจากสามารถประหยัดคาใชจาย

ในการสงตรวจไดอยางมาก 
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