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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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การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหทางพันธุกรรมตนแบบในยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ท่ีมีผลตอการ
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บทคัดยอ 

ผูปวยแตละคนมีการตอบสนองตอยาที่ใชรักษาแตกตางกันสวนหนึ่งเปนผลมาจากความผันแปร

ของลําดับเบสของยีนในกลุม Cytochrome P450 โดยเฉพาะอยางยิ่งยีน CYP2D6 และยีน CYP2C19 

ผูวิจัยจึงพัฒนาวิธีการตรวจ CYP2D6 และ CYP2C19 และนําไปศึกษาในผูเขารวมวิจัยจํานวน 65  รายโดย

แบงเปนกลุมท่ีเปนโรคซึมเศรา, กลุมท่ีไมมีประวัติโรคทางจิตเวช และกลุมท่ีมีอาการไมพึงประสงคจากการ

ใชยาจํานวน 24, 24 และ 17 ตัวอยาง โดยการทํา long PCR และ bidirectional sequencing ผลการตรวจ

พบวายีน CYP2D6 พบ *10/*10 มากท่ีสุด สวนในยีน CYP2C19  พบ *1/*1 มากท่ีสุด และการทํานายการ

ตอบสนองตอยาของเอนไซมท่ีสรางไดจากสองยีนในผูเขารวมวิจัยสวนใหญเปนการตอบสนองแบบ 

Extensive metabolizer (EM) อยางไรก็ตามพบวา Poor Metabolizer (PM) นั้นพบในยีน CYP2C19 ของ

ผูปวย 1 รายท่ีมีประวัติของอาการไมพึงประสงคจากการใชยานอกจากนี้ยังพบผูท่ีเปนโรคซึมเศรา 3 ตัวอยาง

และพบในผูท่ีไมมีประวัติโรคทางจิตเวช 3 ราย วิธีการท่ีไดรับการพัฒนานี้สามารถตรวจยีน CYP2D6 ไดไม

นอยกวา 17 อัลลีลที่สําคัญและ CYP2C19 ได 3 อัลลีล  การวิจัยคร้ังนี้จะเปนขอมูลในการพัฒนาชุดตรวจ

วิเคราะหรูปแบบจีโนไทปและความผันแปรของยีนอ่ืนๆท่ีเกี่ยวของกับเภสัชพันธุศาสตร และนํามาใชในงาน

บริการซ่ึงจะชวยลดตนทุนการตรวจไดในอนาคต 

คําสําคัญ: ชุดตรวจวิเคราะห ยีน CYP2D6 ยีน CYP2C19 
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บทนํา 

 การศึกษาดานเภสัชพันธุศาสตรเปนการศึกษาในดานความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนตางๆ 

ท่ีมีผลตอการตอบสนองตอยาท่ีใชรักษา ปจจุบันมีการนําความรูดานเภสัชพันธุศาสตรไปใชมากข้ึน เพื่อชวย

ใหผูปวยไดรับยาในปริมาณท่ีเหมาะสม ซ่ึงจะสงผลตอผลการรักษาที่มีประสิทธิภาพ ลดความเสี่ยงจาก

อาการไมพึงประสงคจากการใชยา และประหยัดงบประมาณ ท้ังนี้ประสิทธิภาพของการออกฤทธ์ิของยา มี

ความสัมพันธกับการเปล่ียนแปลงของยาในรางกาย โดยยีนหลักท่ีมีอิทธิพลตอการเปล่ียนแปลงยา (drug 

metabolizing) จํานวนมากในรางกาย ไดแก ยีนท่ีในกลุม cytochrome P450 โดยเฉพาะอยางยิ่งยีน 

CYP2D6 และยีน CYP2C191 

 ความแตกตางของการทํางานของยีน CYP2D6 และ CYP2C19 นั้นเกิดจากความหลากหลายของ

ลําดับเบสของดีเอ็นเอโดยสวนใหญจะเปน Single Nucleotide polymorphism (SNP) นอกนั้นจะเปนแบบ 

deletion, insertion, inversion, gross deletion และ gross duplication ซ่ึงการเปล่ียนแปลงเหลานี้ ทําให

โครงสรางของ mRNA และโครงสรางของโปรตีนเปล่ียนแปลงไป สงผลใหการทํางานของยีนเหลานี้เปล่ียน 

แปลงไปตามลําดับเบสแตละแบบดวย 

 อยางไรก็ตามการตรวจยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ใหครอบคลุมจีโนไทปท่ีมีความสัมพันธตอ

การเปล่ียนแปลงยานั้นมีคาใชจายคอนขางสูง ผูวิจัยจึงพัฒนาวิธีการตรวจยีน CYP2D6, CYP2C19 เพื่อเปน

ตนแบบการพัฒนาชุดตรวจวิเคราะหทางพันธุกรรม ทําใหลดคาใชจายและมีความถูกตองแมนยําสูง 

วัตถุประสงค 

1. พัฒนาชุดตรวจวิเคราะหทางพันธุกรรมตนแบบในยีน CYP2D6 ยีน CYP2C19  
2. หาความถ่ีของอัลลีลและจีโนไทปในยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ในแตละกลุมตัวอยาง 

 

นิยามศัพทเฉพาะ 
 

1.   Single Nucleotide polymorphism (SNP) หมายถึง การเปล่ียนแปลงของลําดับเบสตําแหนงใด

ตําแหนงหนึ่งบนสายดีเอ็นเอ โดย SNP นี้จะพบไดท้ังในสวนของยีนท่ีไมเกี่ยวของกับการถอดรหัสโปรตีน 

หรือในสวนท่ีเกี่ยวของการการถอดรหัสโปรตีน ซ่ึงทําใหเกิดความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางมนุษยแต
ละคน 



2.  อัลลีล (Allele) หมายถึง ยีนท่ีอยูเปนคูกันควบคุมการแสดงออกเฉพาะลักษณะหนึ่งๆ ยีนคูนี้จะอยู

บนตําแหนงเดียวกันของโครโมโซมท่ีเปนคูกัน  

3.  จีโนไทป (genotype) หมายถึง แบบของยีนท่ีอยูเปนคู ท่ีควบคุมลักษณะของส่ิงมีชีวิตในรางกาย  
 

วัสดุและวิธีการ 
 

 รูปแบบการวิจัยเปนวิจัยเชิงพรรณนาแบบสังเกตยอนหลัง (retrospective observational design) 

 กลุมตัวอยางประกอบดวยกลุมคนไขโรคซึมเศรา (MDD) จํานวน 24 ราย กลุมคนท่ีไมมีประวัติโรค

ทางจิตเวช (control) จํานวน 24 รายและกลุมผูท่ีมีประวัติอาการไมพึงประสงคจากการใชยา (ADR) จํานวน 

17 รายรวมตัวอยางท้ังส้ิน 65 ตัวอยาง โดยดําเนินการเก็บตัวอยางเลือดและนํามาสกัดดวยชุดสกัด DNA จาก

เลือด (QIAamp® DNA Mini Kit ) 

 วิธีการตรวจจีโนไทปของยีน CYP2D6 และ CYP2C19 ใชวิธี Polymerase Chain Reaction 

(PCR) เพื่อเพิ่มจํานวน DNA แบบจําเพาะโดยใชชุดไพรเมอรตามตารางท่ี 1 ซ่ึงเปนชุดไพรเมอรท่ีไดรับการ

ออกแบบใหเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน CYP2D6 แบบจําเพาะและปองกันการเพิ่มปริมาณยีน CYP2D7 

และ CYP2D8 ซ่ึงเปนยีนท่ีมีลําดับเบสคลายคลึงกับ CYP2D6 โดย PCR product ท่ีไดจะมีขนาด 4.5 kb 

จากน้ันจึงนํา PCR product ท่ีไดนั้นมาใชเปน DNA template แลวจึงใชไพรเมอรคูท่ีออกมาแบบมาอยาง

จําเพาะทํา PCR เพื่อใหได PCR Product ท่ีมีขนาดเล็กลงจาก 4.5 kb เปน 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 ท่ีมีความสัมพันธกับ enzyme 

activity ไดไมนอยกวา 17 แบบอันประกอบดวย *1, *2, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *14, 

*15, *17, *35, *41 นอกจากนี้ยังสามารถตรวจชนิดของอัลลีลในยีน CYP2C19 ท่ีมีความสัมพันธกับ 

enzyme activity ได 3 แบบประกอบดวย *1, *2 และ *3 

ตารางท่ี 1 ชุดไพรเมอรท่ีใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีการ polymerase chain reaction 

ยีน ไพรเมอร ลําดับเบส (5'-3') ขนาด (bp) เอกสารอางอิง 
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   * 
* ชุดไพรเมอรที่ไดรับการออกแบบโดยศูนยวิจัยพันธุศาสตรการแพทย 

 สารท่ีใชในการทํา PCR ของท้ัง 2 ยีน ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ไดแก genomic DNA 100 ng, 

10X buffer with MgCl2 (QIAGEN), 0.2 mM dNTPs (NEB), ไพรเมอรแตละชนิด 0.5 μM (Proligo) และ  

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

CYP2C19 เร่ิมจาก pre-denaturation ท่ี 95 ºC เปนเวลา 15 นาที denaturation ท่ี 95 ºC เปนเวลา 1 นาที 

annealing ท่ี 49-60 ºC เปนเวลา 90 วินาที (ข้ึนอยูกับชนิดของไพรเมอรท่ีใช) extension ท่ี 72  ºC เปนเวลา 

1 นาที โดยท้ัง 3 ข้ันตอนทําซํ้าเปนจํานวน 35 รอบ ตามดวยข้ันตอนสุดทาย คือ final extension ท่ี 72 ºC 

เปนเวลา 10 นาที จากน้ันจึงทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบความถูกตองของขนาดของ

ผลการทํา PCR หลังจากนั้น PCR product ท่ีไดรับการทําใหบริสุทธ์ิจะถูกสงตรวจลําดับเบสโดยใชวิธี 

bidirectional sequencing ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี จากน้ันนํามาวิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม 



Sequencher version 4.7 แลวทําการเทียบกับ Nomenclature ของแตละยีน3,4 จากน้ันแปลผลเปนอัลลีล

และจีโนไทปในแตละคนเพื่อนําไปคํานวณความถ่ีของแตละกลุมตัวอยาง   

ผลการศึกษา 
 

 ผลการตรวจจีโนไทปในยีน CYP2D6 ในท้ัง 65 ตัวอยางดังตารางท่ี 2 พบวาจํานวนตัวอยางท่ีมีการ

ทํางานของเอนไซมแบบ Extensive metabolizer (EM) นั้นมีจํานวนท้ังส้ิน 42 รายโดยพบจีโนไทปแบบ 

*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%)  อยางไรก็ตาม

พบวาอีก 23 ตัวอยางท่ีเหลือนั้น มีการทํางานของเอนไซมแบบ Intermediate metabolizer (IM) โดยแบบ 

*10/*10 นั้นเปนแบบที่พบไดมากท่ีสุดคือ 22 ราย (33.9%) แบบ *4/*10 พบ 1 ราย (1.5%) 

 จากขอมูลจีโนไทปในยีน CYP2D6  นี้สามารถนําไปวิเคราะหตอไดวาชนิดอัลลีลแบบ *10 พบได

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

 นอกจากนี้ผลตรวจจีโนไทปในยีน CYP2C19 ในท้ัง 65 ตัวอยางดังตารางท่ี 4 พบวาจํานวนตัวอยางท่ี

มีการทํางานของเอนไซมแบบ 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%) สวนจํานวนตัวอยางท่ีมีการทํางานของเอนไซมแบบ Poor Metabolizer (PM) นั้นมีท้ังส้ิน 7 ราย

โดยพบจีโนไทปแบบ *2/*2 จํานวน 6 ราย (9.2%) รองลงคือแบบ *2/*3 พบ 1 ราย (1.5%) 

  จากขอมูลจีโนไทปในยีน CYP2C19  นี้สามารถนําไปวิเคราะหตอไดวาชนิดอัลลีลแบบ *1 พบได

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

 
 

ตารางท่ี  2 ความถ่ีของจีโนไทปแตละแบบในยนี 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 ความถ่ีของอัลลีลแตละแบบในยีน 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 ความถ่ีของจีโนไทปแตละแบบในยีน 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 ความถ่ีของอัลลีลแตละแบบในยีน 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 จากตัวอยางจํานวนท้ังส้ิน 65 รายพบวามีจีโนไทปแบบ CYP2D6 *10/*10 มาก

ท่ีสุด และมีความถ่ีของอัลลีลแบบ CYP2D6*10 มากท่ีสุดซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยในไทยกอนหนา5 ถึง

กระน้ันการศึกษาคร้ังนี้ไมพบอัลลีลชนิด *5 และไมพบ Poor Metabolizer ในกลุมตัวอยางท่ีนํามาศึกษา 

 อยางไรก็ตามวิธีท่ีพัฒนาข้ึนไมไดออกแบบมาเพ่ือตรวจรูปแบบอัลลีลบางชนิดเชน *1xN, *2xN 

และ *4xN ซ่ึงเปนผลจาก gene duplication ของ *1, *2 และ *4 อันจะมีผลใหผูท่ีมีอัลลีลชนิดนี้มีการ

ทํางานของเอนไซมเปนแบบ Ultrarapid Metabolizer (UM) ดังนั้น ทีมผูวิจัยจะดําเนินการพัฒนาวิธีการ

ตรวจอัลลีลชนิดนี้ อันจะเปนประโยชนตอผูปวยท่ีตองการปรับระดับยาใหสามารถทํางานไดอยางมีประ

สิทธภาพ 

 ผลการตรวจยีน CYP2C19 นั้นพบวาความถ่ีของอัลลีลแบบ *1, *2 และ *3 มีความสอดคลองกับ

งานวิจัยกอนหนานี้เชนกัน6 โดยเปนการวิจัยท่ีศึกษาในกลุมประชากรไทย กลุมประชากรพมาและกะเหร่ียง 



ซ่ึงพบวาความถี่ของแตละอัลลีลในกลุมตัวอยางท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้มีความคลายคลึงกันอยางมากกับ

ผลการวิจัยดังกลาว นอกจากนี้ยังพบ Poor Metabolizer (PM) จํานวนท้ังส้ิน 10 ตัวอยางโดยพบใน กลุม

ควบคุม 3 ราย, กลุม MDD 3 รายและกลุม ADR จํานวน 1 รายซ่ึงหมายความวาไมวาจะเปนคนไขทางจิตเวช

หรือไมนั้นในแตละคนก็มีความเส่ียงจากอาการไมพึงประสงคจากยาท้ังส้ิน ดังนั้นการตรวจยีน CYP2D6 

และ CYP2C19 นั้นจะชวยในการตัดสินใจในการเลือกใชระดับยาใหเหมาะสมกับแตละคนเพ่ือลดความ

เส่ียงจากอันตรายอันเนื่องมาจากอาการไมพึงประสงคจากการใชยา  

สรุป 

 วิธีการท่ีทีมผูวิจัยพัฒนาข้ึนมาคร้ังนี้นั้นมีศักยภาพพอเพียงท่ีจะตอยอดเพื่อพัฒนาการตรวจให

ครอบคลุมและมีประสิทธิภาพมากข้ึน นอกจากนี้วิธีการนี้สามารถตรวจจีโนไทปสําคัญท่ีมีผลตอการ

ตัดสินใจในการปรับขนาดยา อีกท้ังยังสามารถนําไปใชในการบริการไดเนื่องจากสามารถประหยัดคาใชจาย

ในการสงตรวจไดอยางมาก 
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