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บทคัดยอ โรคฟนิลคีโตนูเรียเปนโรคหายาก เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรมในยีนฟนิลอะลานีนไฮดรอกซีเลส ซ่ึงทํา

หนาที่สรางเอนไซมยอยกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนไปเปนไทโรซีน การสะสมของฟนิลอะลานีนในรางกายสงผลใหเซลลสมองถูก

ทาํลายและสตปิญญาบกพรอง เพ่ือศกึษาการกลายพนัธุของยนีฟนิลอะลานนีไฮดรอกซเีลสในทารกไทย คณะผูวิจยัไดนาํตัวอยาง

กระดาษซับเลอืดแหงทีเ่หลอืจากการตรวจในงานประจาํของศูนยปฏบิติัการตรวจคดักรองสขุภาพทารกแรกเกิดแหงชาติ ท่ีสงสยั

เปนโรคฟนลิคโีตนเูรยีจากการตรวจคดักรองและมผีลการตรวจยนืยนัคาฟนลิอะลานนีในซรีัม่มากกวา 2.3 มลิลกิรมัตอเดซิลติร 

และอัตราสวนของฟนิลอะลานีนตอไทโรซีนมากกวา 2 จํานวน 32 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอและวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทด

ของยีนดังกลาว พบการกลายพันธุ 2–5 ตําแหนง ในทุกตัวอยางรวม 17 รูปแบบ ซึ่งเปนแบบเปลี่ยนรหัสเบสหนึ่งตําแหนง 

แบงเปนหลังแปลรหัสแลวเปลี่ยนกรดอะมิโน 13 รูปแบบ เปนกรดอะมิโนเดิม 3 รูปแบบ และแบบที่สงผลตอการแสดงออก

ของยีน 1 รูปแบบ โดยการกลายพันธุชนิดเปลี่ยนกรดอะมิโนพบใน 17 ตัวอยาง (รอยละ 53.12) และมีผลตรวจวิเคราะห

ฟนิลอะลานีนในซีร่ัมมากกวา 5 มิลลิกรัมตอเดซิลิตรขึ้นไป เน่ืองจากขอจํากัดของการหาลําดับเบสดวยเทคนิค Sanger

sequencing  และมกีารตรวจพบการกลายพนัธุหลายตาํแหนง จงึอาจนาํเทคโนโลยกีารวเิคราะหลาํดบัเบสสมยัใหมมาใชวเิคราะห

ลําดับนิวคลิโอไทดเฉพาะยีนเปาหมาย เพื่อวินิจฉัยโรคฟนิลคีโตนูเรียใหมีประสิทธิภาพตอไป

คําสําคัญ: การกลายพันธุ, ยีนฟนิลอะลานีนไฮดรอกซีเลส, โรคฟนิลคีโตนูเรีย, ทารกไทย
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บทนํา

โรคฟนิลคีโตนูเรีย (phenylketonuria, PKU) 

เปนโรคหายากทางพนัธกุรรมแบบยนีดอย (autosomal 

recessive) ทีก่ารกลายพันธุทำใหการผลิตเอนไซมฟนลิ-

อะลานนีไฮดรอกซิเลส (phenylalanine hydroxylase, 

PAH) บกพรอง มีผลทำใหผูที่เปนโรคนี้ไมสามารถยอย

สลายกรดอะมโินฟนิลอะลานีน (phenylalanine, Phe) 

ไปเปนไทโรซีน (tyrosine, Tyr) ไดเหมือนคนปกติ

เกิดการสะสมของ Phe ในรางกายมากผิดปกติ รวมทั้งมี

กรดฟนลิไพรวูกิ (phenylpyruvic acid) และกรดอนิทรยี

(oganic acid) อื่นๆ ปนมาในปสสาวะ แม PKU เปน

โรคที่พบไดคอนขางนอย แตหากไมไดรับการรักษา

อาจทำใหเกิดปญหาสุขภาพรายแรง อาการที่อาจพบ 

ไดแก สั่น ชัก สมาธิสั้น ไมอยูนิ่ง ผิวซีด ผมสีออน หรือ

อาจมีแผลที่เกิดจากผิวหนังอักเสบ ลมหายใจ ผิว และ

ปสสาวะมีกล่ินสาบหนู ทารกมีอัตราการเจริญเติบโตชา

กวาปกติ อาการมีตั้งแตระดับนอยจนถึงระดับรุนแรง ที่

ทำใหระบบประสาทและสมองเกิดความเสียหายและสติ

ปญญาบกพรอง โรคน้ีพบไดมากในคนผวิขาว (อบัุตกิารณ

ประมาณ 1 ตอ 10,000) ประเทศไทยพบไดนอย

(อบุตักิารณประมาณ 1 ตอ 200,000) หากผูปวยมีอาการ

ที่อาจเปนสัญญาณของโรคนี้ แพทยจะสั่งตรวจเลือด

หาปรมิาณ Phe เพือ่การวินจิฉยัโรค และอาจตรวจยนืยนั

เพิ่มเติมดวยวิธีอื่น เชน ตรวจปสสาวะหรือตรวจทาง

พันธุกรรม เปนตน กรณีท่ีผูปวยหรือคนในครอบครัว

เคยมปีระวตัเิปนโรคนี ้กอนวางแผนมบีตุรควรไปปรกึษา

แพทยหรือผูเชี่ยวชาญทางพันธุศาสตร(1–3)

ปจจุบันทารกแรกเกิดในประเทศไทยรอยละ 95 

ไดรับการตรวจคัดกรองโรค PKU โดยทางโรงพยาบาล

ทำการเก็บตัวอยางเลือดของทารกแลวหยดบนกระดาษ

ซับเลือด จากนั้นสงกระดาษซับเลือดแหง (dried blood

spot, DBS) ตรวจที่กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข หากพบ Phe ในเลือดมีคาเกิน 

20 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร (mg/dL) วินิจฉัยวาเปนโรค 

PKU ในคนปกติคา Phe ต่ำกวา 2 mg/dL แตในราย

ที่เปนโรคไมรุนแรง Phe อาจอยูที่คาตั้งแต 5 mg/dL 

ขึ้นไป ซึ่งอาจทำใหระดับไอคิวต่ำกวาคนปกติ แพทยจะ

รกัษาตามอาการและปองกันการเกดิภาวะแทรกซอน โดย

ใหผูปวยควบคุมอาหารและตองรับประทานอาหารตาม

ที่แพทยหรือนักโภชนาการแนะนำ สำหรับผูปวยวัยทารก

สามารถรับประทานนมแมไดตามปกติ เนื่องจากนมแมมี

ระดับ Phe ต่ำ สวนเด็กโตแพทยแนะนำใหงดอาหารที่มี

โปรตนีสูง เชน เนือ้สตัว ไข ถัว่ หรอืเนย และควรรบัประทาน

อาหารจำพวกผัก ผลไม และอาหารที่มี Phe ในปริมาณ

ที่เหมาะสม ซึ่งอาจแนะนำใหรับประทานอาหารเสริม

Tyr ดวย นอกจากน้ีผูปวยควรหลีกเลี่ยงยาบางชนิดท่ี

อาจมีสวนประกอบของแอสปารแตม วิตามิน หรืออาหาร

เสรมิบางชนดิทีอ่าจมสีวนผสมของกรดอะมโินหรอืนมผง

ขาดมนัเนย ทัง้นีผู้ปวยควรไปตรวจตดิตามผลเปนประจำ 

เพื่อใหแพทยประเมินผลและวางแผนการรักษาอยาง

เหมาะสมตอไป(3–6)

เอนไซม PAH ถกูสรางทีเ่ซลลตบั ทำหนาทีย่อยกรด

อะมิโน Phe เปน Tyr โดยมีเตตราไฮโดรไบออปเทอริน

(tetrahydrobiopterin, BH4) เปนตัวชวยเรงใน

การยอย เอนไซม PAH ถูกสรางจากยนี PAH (Gene ID:

5053) ที่อยูบนโครโมโซมคูที่ 12 (12 q22-24.1) 

ประกอบไปดวย 13 เอ็กซอน (exons) ขนาดความ

ยาว 90 กิโลเบส (kb) ปจจุบันในฐานขอมูล The 

PAH Mutation Analysis Consortium มีขอมูล

การกลายพันธุของยีน PAH จากคนปวยโรค PKU

ที่แตกตางกันมากกวา 520 ตำแหนง(7,8) 

การเปลีย่นแปลงสารพนัธกุรรมหรอืการกลายพนัธุ

ของส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะในระดับยีนที่มีนิวคลิโอไทด 

(nucleotide) ในสายดีเอ็นเอ (DNA) เปลี่ยนแปลงไป

จากเดิม ซึ่งอาจสงผลใหโปรตีนเสียสภาพการทำงานหรือ

มีการสรางโปรตีนที่ผิดปกติ ประเภทของการกลายพันธุ

แบงเปน แบบการขาดหายไป (deletion) หรือแบบ

การแทรกเพิ่ม (insertion) ของนิวคลิโอไทดตั้งแต

หนึ่งเบสข้ึนไป แบบเปล่ียนรหัสเฉพาะตำแหนง (point

mutation) ซึ่งอาจเปนเบสเดียวหรือเบสจำนวนไมมาก

ทำให ได โปรตีนที่ มีคุณสมบัติ เปลี่ ยนไปจากเดิม

(missense mutation) หรือไดโปรตีนตัวเดิม (silent 

mutation) แบบเปล่ียนเปนรหัสหยุด (nonsense 

mutation) ทำใหไดโปรตีนสั้นลงกวาเดิม แบบเลื่อน

กรอบแปลรหัส (frameshift mutation) จากการ

มีเบสแทรกเพิ่มหรือขาดหายไปแบบไมครบโคดอน
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(1 codon = 3 นวิคลโิอไทด) และแบบสงผลตอการแสดง

ออกของยีน(transcriptional mutation) ที่ทำให

เกิดจากความผิดปกติในกระบวนการสังเคราะหและ

ตบแตงเอม็อารเอน็เอ  (mRNA) สงผลใหการสงัเคราะห

โปรตีนผิดปกติไปโดยเฉพาะบริเวณที่ควบคุมการ

แสดงออกของยีน(regulatory elements) ไดแก 

โปรโมเตอร (promoter) เอนแฮนเซอร (enhancer)

และตำแหนงแคป (cap site) เปนตน(9)

ก ารตรวจหาลำดับ นิ วคลิ โ อ ไทด  (DNA

sequencing) เปนเทคนคิทีใ่ชอยางแพรหลายเพือ่ตรวจ

หาลำดบันวิคลิโอไทดในบรเิวณท่ีสนใจศกึษาหรอืตองการ

ตรวจสอบลำดบันิวคลิโอไทดของผลผลิตจากกระบวนการ

สังเคราะหชิ้นสวน DNA วาถูกตองหรือไม DNA

sequencing เปนวิธมีาตรฐาน (gold standard) สำหรบั

ใชยืนยันผลของทุกเทคนิคท่ีเปนการตรวจคัดกรองการ

กลายพนัธุ DNA sequencing มีหลายวิธแีตวิธทีีน่ยิม คอื 

เทคนิคของแซงเกอร (Sanger sequencing) ซึ่งมีขอ

จำกดัในการอานลำดบันิวคลิโอไทดไดสูงสุดไมเกนิ 1,000 

คูเบส (bp) และตองทราบลำดับนิวคลิโอไทดของ DNA 

ทีอ่ยูบรเิวณปลายหรอืบรเิวณขนาบขางของบรเิวณทีศ่กึษา

เพ่ือออกแบบไพรเมอร (primer) และจำเปนตอง

ทราบลำดับนิวคลิโอไทดบริเวณน้ันในคนปกติทั่วไป 

(reference sequence) เพื่อนำมาใชเปรียบเทียบ

ในกรณีตรวจหาลำดับนิวคลิโอไทดที่เปลี่ยนแปลงไป(10)

ประเทศไทยมีการนำเทคนิค DNA sequencing 

มาใชศึกษาโรค PKU จากการตรวจยีน PAH และยีนที่

เกี่ยวของกับการพรอง BH4 ที่เปนตัวชวยในการทำงาน

ของเอนไซม ป พ.ศ. 2560 มีรายงานการศึกษาในผูปวย 

4 ราย พบการกลายพันธุของยีน PAH 2 ราย และยีน 

6-pyrovoyl-tetrahydropterinsynthase (PTS)

2 ราย รวม 8 รูปแบบ(11) และป พ.ศ. 2564 มีรายงาน

การศึกษาคุณสมบัติของยีน PAH ที่มีการกลายพันธุ

11 รูปแบบ ในคนปวยโรค PKU 13 ราย พบวามี

ประสิทธิภาพนอยกวาเอนไซมปกติ(12)  ศูนยปฏิบัติการ

ตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิดแหงชาติ ใหบริการ

ตรวจคัดกรองโรคฟนิลคีโตนูเรียใน DBS ดวยวิธีของ

กัทธรี (guthrie) ซึ่งเปนตัวอยางของทารกแรกเกิด

อายุตั้งแต 48 ชั่วโมงขึ้นไป และไดรับนมแลว กรณีพบคา

Phe มีแนวโนมผิดปกติ (ตั้งแต 4 mg/dL ขึ้นไป)

จะขอตัวอยางใหมเปนชนิดซีรั่ม เพื่อตรวจยืนยันผลดวย

วิธีแมสสเปกโตรเมทรี (mass spectrometry) ซึ่งหาก

สามารถตรวจยืนยันจาก DBS ได จะชวยใหแพทย

วินิจฉัยและวางแผนการดูแลรักษาทารกไดเร็วข้ึน ดังนั้น

งานวจิยันีไ้ดนำ DBS มาสกัด DNA หาลำดบันวิคลโิอไทด

ดวยวิธี Sanger sequencing และวิเคราะหความผิด

ปกติของยีน PAH ที่เปนสาเหตุของโรค PKU ในทารก

ไทย เพือ่ดูอบุตักิารณการกลายพนัธุของยนี PAH ซึง่อาจ

นำมาใชออกแบบการตรวจวเิคราะหยนีสำหรบัวนิจิฉยัโรค 

PKU ใหมีประสิทธิภาพตอไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ

ดำเนินการสืบคนขอมูลการตรวจคัดกรองสุขภาพ

ทารกแรกเกิดยอนหลัง ในระบบสารสนเทศของหอง

ปฏิบัติการตรวจคัดกรอง (NNSPLims) ตั้งแต ป พ.ศ. 

2554–2564 โดยใชเกณฑผลการตรวจยืนยันคา Phe 

ในซีรั่มมากกวา 2.3 mg/dL และ Phe/Tyr มากกวา 2 

ที่วิเคราะหดวยเครื่อง Tandem mass spectrometer 

(Waters, United states) จำนวน 32 ตัวอยาง ซึ่งเปน 

DBS ที่เหลือจากการตรวจคัดกรองที่จัดเก็บไดในคลัง

ตัวอยางท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±5°C และไดรับอนุญาต

ใหใชตัวอยางตามหลักเกณฑการใชประโยชนจากคลัง

ตัวอยางกระดาษซับเลือดที่จัดเก็บไดจากกิจกรรมการ

ตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิดแหงชาติของกรม

วิทยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2563(13)  

การวจิยันีไ้ดรบัอนมุตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรม

การวิจัยในมนุษย กรมวิทยาศาสตรการแพทย เลขที่ สธ 

0625/EC082 รหัสโครงการวิจัยที่ 16/2564 เมื่อวันท่ี 

16 กันยายน 2564

เจาะ DBS ขนาดเสนผาศูนยกลาง 3.2 มิลลิเมตร 

จำนวน 6 วง เพื่อนำไปสกัด DNA ตามขั้นตอนที่ระบุใน

เอกสารกำกับชุดน้ำยา QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (QIAGEN, Germany)(14) ไดตัวอยาง DNA 

ปริมาตร 50 µL ตรวจสอบคุณภาพ DNA ดวยวิธี gel

electrophoresis และ/หรือวัดปริมาณดวยเคร่ือง 

Nanodrop 2000/2000c Spectrophotometers 

(Thermo Scientific, United states) เก็บรักษา

ตัวอยาง DNA ที่ -20°C จนถึงขั้นตอนการตรวจหา

ลำดับนิวคลิโอไทด  
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เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยใช primers 

สำหรับ 13 exons ของยีน PAH อางอิงจากงานวิจัย

กอนหนา(15,16) และตำแหนงนิวคลิโอไทดของยีน PAH 

อางอิง (reference sequence, Ref) ตาม GenBank:

Accession no.NG008690.2 จากฐานขอมูล NCBI 

(The National Center for Biotechnology

Information)(17) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 เตรยีมสวนผสม 

PCR master mix ของ KAPA2G Fast Multiplex 

PCR Kit (KAPA Biosystems, United states) โดย

ใช primer ที่ความเขมขนสุดทาย 200 nM และตัวอยาง 

DNA 10 ng ในปฏกิิรยิา  ปรมิาตร 25 µL ตามขัน้ตอนทีร่ะบุ

ในเอกสารกำกับน้ำยา(18) นำเขาเครื่อง Thermal cycle

(รุน ProFlex PCR System, Applied Biosystems,

United states) ตั้งอุณหภูมิเริ่มตนในการทำ PCR ที่ 

95°C นาน 3 นาที หลงัจากนัน้เพิม่ปรมิาณ DNA จำนวน 

35 รอบ โดยตั้งอุณหภูมิที่ 95°C นาน 15 วินาที ที่ 60°C 

นาน 30 วินาที และที่ 72°C นาน 45 วินาที เมื่อครบเพิ่ม

ที่ 72°C นาน 1 นาที และตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ 

PCR ดวยวิธี gel electrophoresis

ตารางที่ 1  รายละเอียด Forward และ Reverse primers สำหรับ 13 exons ของยีน PAH 

Primer
Name

Sequence (5′ to 3′)
Position

(Ref: 
NG008690.2)

Length 
(bp)

Tm
(°C)

PCR Product 
size (bp)

1F

1R

2F

2R

3F

3R

4F

4R

5F

5R

6F

6R

7F

7R

8F

8R

9F

9R

10F

10R

11F

11R

12F

12R

13F

13R

CCTCCTGCGTCAGGACAAC

AAAGCCACCGAGGACAGAT

TGATCATTTAATTGCCCTGGA

TGGAAAAACTGAAGCTCAGA

TCTCCATTTTGTTGCGTTAGG

AATCCCCCAAACAGTCTTCC

CCGGTTTCTAAGGAAAATG

CCAGCCCTCGTGTAAATAG

GCCCCCATTCAAAGCATT

CCATCCTCAACTGGATGA

TGAAATTCACTGTAGCAAGT

TTCCTGGAGGAATCAACCTG

TGGGAATTTACTTGATCCAGAT

GATGGAGCAAATCTCCAGAA

GCCTTTTATGATCCCAACC

ACCACACACCCATTTCAGGT

ATGGCCAAGTACTAGGTTGG

GGAAAGTTTCAAAGACCTGAGGGC

TCATCCAGTCAAGGTGA

ACTGGAGAATGAGTTCCC

GCATTTGGGCTGTGATGTAG

GTGTGTGCAAAGGTCAGCAT

GCTGTTGAAGACCCTGCTCTA

TGGAGTGGAATCTAGGAAGG

TGAGGCTGTAAGCTCCTTGAA

CTTGAATGAAGCAGGTCCC

46093-111

46528-46

50320-40

50790-809

68392-412

68841-61

85687-705

86075-93

96668-85

96883-900

107953-72

108399-418

110273-94

110745-64

111489-507

111852-71

116386-405

116565-88

118910-26

119189-206

119503-22

119945-64 

122766-86

123214-33

124048-68

124536-54

19

19

21

20

21

21

19

19

18

18

20

20

22

20

19

20

20

24

17

18

20

20

21

20

21

19

59.1

56.4

51.1

50.9

52.8

54.8

47.8

52.7

53.5

50.9

48.2

54.2

50.4

51.8

50.8

56.8

54.3

58.5

49.1

50.9

54.1

56.2

57.0

53.2

55.8

53.5

454

490

470

407

233

466

492

383

223

297

462

478

507

หมายเหตุ:  Tm = melting temperature, F = Forward primer, R = Reverse primer
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นำผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทำใหบริสุทธิ์ตามข้ัน

ตอนที่ระบุในเอกสารกำกับน้ำยา ExoSAP-IT PCR 

Product Cleanup Reagent (Thermofisher,

United states)(19) จากนั้นทำ sequencing reaction 

ตามขั้นตอนที่ระบุในเอกสารกำกับชุดน้ำยา BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Thermofisher, United states)(20) โดยตั้งอุณหภูมิ

เริม่ตนที ่96°C นาน 1 นาท ีที ่96°C นาน 10 วินาท ีที ่50°C

นาน 5 วินาที และที่ 60°C นาน 4 นาที จำนวน 25 รอบ 

นำผลิตภัณฑที่ไดมาทำใหบริสุทธิ์ตามข้ันตอนท่ีระบุ

ในเอกสารกำกับชุดน้ำยา D-Pure dye terminator

removal kit (NIMAGEN, Netherlands)(21)

ดูดสารละลายสวนใสที่ไดปริมาตร 15 µL ใสในเพลท

วเิคราะหหาลำดบันวิคลโิอไทดดวยเครือ่งอานนวิคลโิอไทด

อัตโนมัติ 3500XL genetic analyzer (Applied 

Biosystems, United states) ประมวลผลเปรยีบเทยีบ

ลำดบันวิคลิโอไทดของตวัอยางท่ีวิเคราะหไดกบัยนี PAH 

อางอิงตาม GenBank: Accession no.NG008690.2 

ดวยโปรแกรม SeqScape version 3.0 (Applied 

Biosystems, United states) นำเสนอขอมูลดวย

สถิติเชิงพรรณา แสดงความถี่ของรูปแบบการกลายพันธุ

เปนจำนวนและรอยละท่ีตรวจพบ โดยแตละตวัอยางแสดง

ผลการตรวจยืนยันคา Phe ในซีรั่ม (mg/dL) เพื่อดู

ความสัมพันธระหวางรูปแบบการกลายพันธุที่ตรวจพบ

และคา Phe ในซีรั่ม (mg/dL)

ผล

การตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel

electrophoresis ของ DNA ที่สกัดจาก DBS พบ

ผลิตภัณฑ PCR ทั้ง 13 exons ของยีน PAH มีขนาด

ตามตองการ ดังแสดงในภาพที่ 1

ผลการวเิคราะหลำดบันวิคลโิอไทด 13 exons ของ

ยนี PAH ทีไ่ดจาก 32 ตวัอยาง เปรยีบเทยีบกบั ยนี PAH 

อางอิงตาม GenBank: Accession no.NG008690.2 

พบทุกตัวอยางมีการกลายพันธุ 2–5 ตำแหนง โดย

มนีวิคลโิอไทดแตกตางไปจากยนี PAH อางอิง 17 รูปแบบ

ซึ่ ง เปนแบบเปลี่ยนรหัสเบสหนึ่ งตำแหนงทั้ งชนิด

homozygous mutation และ heterozygous mutation

แบงเปนหลังแปลรหัสแลวเปลี่ยนเปนกรดอะมิโนตัว

ใหม (missense mutation) 13 รูปแบบ ซึ่งพบใน 17 

ตัวอยาง (รอยละ 53.1) ไดกรดอะมิโนตัวเดิม (silence 

mutation) 3 รูปแบบ พบในทุกตัวอยาง (รอยละ 100) 

และแบบที่สงผลตอการแสดงออกของยีน (transcrip-

tional mutation) 1 รูปแบบ ที่อยูบริเวณควบคุม

การแสดงออกของยีน (regulatory element) พบใน 

8 ตัวอยาง (รอยละ 25.0) เมื่อดูความสัมพันธระหวาง

รูปแบบการกลายพันธุและคาความเขมขน Phe ในซีร่ัม

ของแตละตัวอยางจากมากไปนอย พบการกลายพันธุ

แบบ missense เฉพาะตัวอยางที่มีคาความเขมขน Phe

ในซีรั่มตั้งแต 5.7 mg/dL ขึ้นไป ดังแสดงในตารางที่ 2
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ภาพที่ 1  ผลิตภัณฑ PCR ทั้ง 13 exons ของยีน PAH โดยใช DNA ที่สกัดจากตัวอยาง DBS

Lane 1 – DNA Marker 1 kb ladder  Lane 2 – PCR Product Exon-1 (454 bp)

Lane 3  –  PCR Product Exon-2 (490 bp)  Lane 4 – PCR Product Exon-3 (470 bp) 

Lane 5  –  PCR Product Exon-4 (407 bp) Lane 6  – PCR Product Exon-5 (233 bp)

Lane 7  –  PCR Product Exon-6 (466 bp)  Lane 8  – PCR Product Exon-7 (492 bp)

Lane 9  –  PCR Product Exon-8 (383 bp)  Lane 10 – PCR Product Exon-9 (223 bp) 

Lane 11 – PCR Product Exon-10 (297 bp)  Lane 12 – PCR Product Exon-11 (462 bp)

Lane 13 – PCR Product Exon-12 (478 bp) Lane 14 – PCR Product Exon-13 (507 bp) 
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วิจารณ

ผลการวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทดของยีน PAH 

ในทารกไทยทีส่งสัยเปนโรค PKU จำนวน 32 ราย เปรยีบ

เทียบกับยีน PAH อางอิงตาม GenBank: Accession 

no.NG008690.2 ในฐานขอมูล NCBI พบการกลายพนัธุ

ในทกุตวัอยาง 2–5 ตำแหนง รวมท้ังหมด 17 รปูแบบ โดย

ทั้งหมดเปนการกลายพันธุที่เคยมีรายงานมากอนหนานี้

ในฐานขอมูล PAHvdb(22)  ซึ่งตำแหนงการกลายพันธุ

ของยีน PAH ที่พบมีดังนี้ 

ตำแหนงการกลายพันธุ ท่ีพบเปนสวนใหญ

(> รอยละ 80) ไดแก c.696A>G (p.Gln232Gln) ของ

เอก็ซอน 6 พบจำนวน 28 ราย (รอยละ 87.5) c.735G>A 

(p.Val245Val) ของเอก็ซอน 7 พบจำนวน 26 ราย (รอยละ

81.2) และตำแหนง c.1155C>G (p.Leu385Leu) ของ

เอ็กซอน 11 พบจำนวน 31 ราย (รอยละ 96.9) โดยทั้ง 3

ตำแหนง เปนการกลายพันธุแบบ silence จึงไมใชการ

กลายพันธุที่กอใหเกิดโรค ซึ่งสอดคลองกับการวิจัยกอน

หนาในมณฑลซานซีของประเทศจีน ในป พ.ศ. 2555 มี

รายงานการถูกตรวจพบความผิดปกตินี้ทั้งในเด็กปวยที่

เปนโรค PKU และเด็กสุขภาพดี(23)

การกลายพันธุที่ตำแหนง c.(-71)A>C ของ

เอ็กซอน 1 พบจำนวน 8 ราย (รอยละ 25.0) โดย 5 ราย 

ที่ไมพบการกลายพันธุรวมชนิด missense mutation

จะมีคา Phe ในชวง 2.4–3.5 mg/dL และ 2 ราย ซึ่ง

พบการกลายพันธุรวมชนิด missense mutation มีคา

Phe สูง (35.4 และ 53.1 mg/dL) อยางไรกต็ามม ี1 ราย

ที่ไมพบการกลายพันธุรวมชนิด missense mutation

แตกลับมีคา Phe สูงถึง 53.1 mg/dL เนื่องจากการ

กลายพันธุนี้อยูที่ตำแหนง 71 เบส กอนถึง start codon 

ซึ่งเปนบริเวณ upstream ที่มีลำดับเบสจำเพาะตอการ

เขาจับของ DNA-binding protein ที่ทำหนาที่ควบคุม

การแสดงออกของยีน (regulatory element) จึงอาจ

ยับยั้งหรือกระตุนใหเกิดกระบวนการสังเคราะห mRNA 

(transcription) ที่ผิดปกติได(24)

ตำแหนง c.143T>C (p.Leu48Ser) ของ

เอ็กซอน 2 พบจำนวน 2 ราย (รอยละ 6.2) มีคา Phe 

12.1 และ 50.5 mg/dL มีรายงานพบการกลายพันธุนี้ 

ป พ.ศ. 2551 ในคนเกาหลีท่ีเปนโรค PKU ชนิดรนุแรง(8)

ป พ.ศ. 2558 พบในคนอหิรานทีป่วยเปนโรค PKU 1 ราย 

(รอยละ 2.6)(16) และป พ.ศ. 2559 พบในคนโรมาเนีย

ที่ปวยเปนโรค PKU 14 ราย (รอยละ 17.3) ที่มีผลการ

ตรวจคัดกรองคา Phe ตั้งแต 4–32 mg/dL(25)

ตำแหนง c.473G>A (p.Arg158Gln) ของ

เอ็กซอน 5 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

35.2 mg/dL ป พ.ศ. 2555 มรีายงานพบการกลายพนัธุนี้

ในคนไซปรัสที่เปนโรค PKU 1 ราย (รอยละ 8.3)  โดย

มีคาพลาสมา Phe 5.6 mg/dL และวินิจฉัยวาเปนโรค 

PKU ชนิดไมรุนแรง(26)

ตำแหนง c.493 G>C  (p.Ala165Pro) ของ

เอ็กซอน 5 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

48.0 mg/dL ป พ.ศ. 2559 มีรายงานพบการกลายพันธุ

นี้ในคนฝรั่งเศสที่เปนโรค PKU แตไมสามารถอธิบาย

การกลายพันธุไดอยางชัดเจน เนื่องจากพบผูปวยท่ีมี

การตอบสนองตอการให BH4 รอยละ 30–40(27)   

ตำแหนง c.506G>T (p.Arg169Leu) ของ

เอ็กซอน 5 พบจำนวน 6 ราย (รอยละ 18.8) ท่ีมีคา 

Phe 5.7-12.3 mg/dL ป พ.ศ. 2564 มีรายงานพบการ

กลายพนัธุนีใ้นคนไทยทีป่วยเปนโรค PKU จำนวน 5 ราย 

(รอยละ 38.5) โดยเปนแบบไมรุนแรง(12)

ตำแหนง c.561 G>C (p.Trp187Cys) ของ

เอ็กซอน 6 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

40.2 mg/dL ป พ.ศ. 2565 มรีายงานพบการกลายพนัธุนี้

ในคนเปรูและสเปนที่ปวยเปนโรค PKU ซึ่งวินิจฉัยวา

เปนโรค PKU ชนิดรุนแรง(28)

ตำแหนง c.611A>G (p.Tyr204Cys) ของ

เอ็กซอน 6 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

11.3 mg/dL มีรายงานพบการกลายพันธุนี้ในผูปวย 

PKU ของคนไทย โดยป พ.ศ. 2564 พบจำนวน 2 ราย

(รอยละ 15.4) ที่มีอาการรุนแรง(12) และป พ.ศ. 2560 

พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 25.0)(11) ป พ.ศ. 2551 พบ

ในคนเกาหลีที่เปน PKU ชนิดรุนแรงจำนวน 3 ราย

(รอยละ 9.1)(8) และป พ.ศ. 2534 พบในคนจีนและ

คนญี่ปุน คิดเปนรอยละ 13 และรอยละ 5 ของคนเอเชีย

ตะวันออกที่เปนโรค PKU ตามลำดับ เมื่อนำยีนที่มีการ

กลายพันธุนี้มาสังเคราะหโปรตีน พบวามีประสิทธิภาพ

ใกลเคียงกับเอนไซม PAH ปกติ แตการกลายพันธุนี้



Mutations of PAH Gene in Thai Neonates  Rotjanapan Pankanjanato et al.

232 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2565

เกิดเฉพาะโครโมโซมของคนเปนโรค PKU จึงเปน

ประโยชนในการใชตรวจคัดกรองผูท่ีเปนพาหะของโรค 

PKU(29)

ตำแหนง c.674 C>T (p.Pro225Leu) ของ

เอ็กซอน 6 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

32.8 mg/dL ป พ.ศ. 2554 มีรายงานพบการกลายพันธุ

นี้ในคนญี่ปุนที่เปนโรค PKU โดยตำแหนงนี้เปน 1 ใน 

22 ตำแหนง ทีถ่กูพบวาเปนการกลายพนัธุรปูแบบใหม(30)   

ตำแหนง c.728G>A (p.Arg243Gln) ของ

เอ็กซอน 7 พบจำนวน 4 ราย (รอยละ 12.5) ที่มีคา 

Phe 22.2, 35.4 และ 48.0 mg/dL ป พ.ศ. 2551 

มีรายงานพบการกลายพันธุนี้ในคนเกาหลีที่เปนโรค 

PKU ชนิดรุนแรงจำนวน 4 ราย (รอยละ 12.1)(8) และป

พ.ศ. 2534 พบในคนจนี คดิเปนรอยละ 18 ของคนเอเชีย

ตะวนัออกทีเ่ปนโรค PKU เมือ่นำยนีทีม่กีารกลายพนัธุนี้

มาสงัเคราะหโปรตนี พบวามีประสิทธภิาพนอยกวารอยละ 

10 ของเอนไซม PAH ปกติ และถาเปนกลายพันธุแบบ 

homozygous mutation ผูปวยจะมีอาการรุนแรง(29)

ตำแหนง c.754C>T (p.Arg252Trp) ตำแหนง 

c.842C>T (p.Pro281Leu) ของเอก็ซอน 7 และตำแหนง 

c.1222C>T (p.Arg408Trp) ของเอ็กซอน 12 โดยพบ

ตำแหนงละ 1 ราย (รอยละ 3.1) โดยมีคา Phe 40.7, 12.3 

และ 35.2 mg/dL ตามลำดับ ป พ.ศ. 2559 มีรายงาน

พบการกลายพันธุ 3 แบบนี ้ในคนโรมาเนยีท่ีปวยเปนโรค 

PKU โดยพบ 1 ราย (รอยละ 1.2) 11 ราย (รอยละ 

13.6) และ 45 ราย (รอยละ 55.6)  ตามลำดับ(25) และ

ป พ.ศ. 2564 พบการกลายพันธุที่ตำแหนง c.842 C>T 

ในคนไทยที่ปวยเปนโรค PKU จำนวน 1 ราย (รอยละ 

7.7) โดยเปนแบบไมรุนแรง(12)

ตำแหนง c.809 G>A (p.Arg270Lys) ของ

เอ็กซอน 7 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

50.5 mg/dL ป พ.ศ. 2565 มีรายงานพบการกลายพนัธุนี้

ในคนสเปนทีป่วยเปนโรค PKU ซ่ึงวินิจฉัยเปนโรค PKU 

ชนิดไมรุนแรง(28)

ตำแหนง c.1223G>A (p.Arg408Gln) ของ

เอ็กซอน 12 พบจำนวน 2 ราย (รอยละ 6.2) ที่มีคา Phe 

7.2 และ 22.2 mg/dL ป พ.ศ. 2564 มีรายงานพบการ

กลายพันธุนี้ในคนไทยที่ปวยเปนโรค PKU จำนวน

4 ราย (รอยละ 30.8) โดยเปนแบบไมรุนแรงจนถึง

แบบปานกลาง(12)

การวิเคราะหความสัมพันธระหวางรูปแบบการ

กลายพันธุและคาความเขมขนของ Phe พบวารายที่มีคา

ความเขมขนของ Phe ในซีรั่มมากกวา 5 mg/dL ขึ้นไป 

จะมีการกลายพันธุแบบ missense mutation ซึ่งกรด

อะมิโนเปลี่ยนไปมีผลทำใหเอนไซม PAH ที่สรางขึ้น

มีรูปรางและการทำงานผิดปกติ(9) จึงไมสามารถยอย

กรดอะมิโน Phe ได ทำใหมีปญหาการคั่งของ Phe ใน

เลือด ทั้งนี้ในทุกตัวอยางยังพบการกลายพันธุ 2–5 

ตำแหนง ซึง่อาจมผีลตอการแสดงออกของยีนทัง้ในแงสง

เสริมหรือยับยั้งการทำงานของเอนไซม PAH ได

ขอจำกัดในการศึกษานี้ คือ ไมสามารถติดตาม

ขอมลูระดบัอาการปวยของโรค PKU ในทารกกลุมศกึษา

ทำใหไมสามารถเชื่อมโยงการกลายพันธุกับความรุนแรง

ของโรคได นอกจากนี้การทำ DNA sequencing จาก

ผลิตภัณฑ PCR 13 exons ที่ไดจากการออกแบบ

primers เพื่อใชในการวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทด

เปนเพียงรอยละ 6.64 ของความยาวยีน PAH ทั้งหมด 

(5,332 ใน 80,356 นวิคลโิอไทด) และไมครอบคลมุสวน

promoter ของยีนที่ตำแหนง 47079-138 (Ref: 

NG008690.2)(31) และสวน splicing site ซึ่งอาจเปน

สาเหตใุหไมพบการกลายพนัธุทีส่มัพนัธกบัคา Phe  และ 

Phe/Tyr ratio ในตัวอยาง เชน ตัวอยางที่มีคา Phe 

มากกวา 10 mg/dL (ตัวอยางที่ 1, 10, 12, 14 และ 

19) บางรายพบเพียงการกลายพันธุแบบ silence หรือ 

transcriptional element mutation เทานั้น

การศึกษาเพิ่มเติมใหครอบคลุมทั้งยีน โดยนำเทคโนโลยี

การวิเคราะหลำดับเบสสมัยใหม (next generation 

sequencing, NGS) มาวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทด

ของทั้งยีน PAH และนำการกลายพันธุที่พบมาศึกษา

การแสดงออกของยีน เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ

เอ็นไซม PAH ที่ไดจากการกลายพันธุกับเอนไซมปกติ 

ทั้งนี้ควรศึกษา DNA sequencing เพิ่มเติมในทารก

ที่มีคา Phe  และ Phe/Tyr ratio ปกติ เพื่อเปนกลุม

ควบคุมการพบการกลายพันธุของยีน PAH ของทารกที่

สงสัยเปนโรค PKU ดวย
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สรุป

DNA ที่สกัดจากกระดาษซับเลือดที่เหลือจาก

การตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิดของตัวอยางที่

สงสัยเปนโรค PKU จากเกณฑคา Phe ในซีรั่มมากกวา 

2.3 mg/dL และอัตราสวนของ Phe ตอ Tyr มากกวา 

2 จำนวน 32 ตัวอยาง สามารถเพิ่มขยายยีน PAH ไดทั้ง 

13 exons เมื่อนำไปหาลำดับนิวคลิโอไทดดวยเทคนิค 

Sanger sequencing และวิเคราะหการกลายพันธุ

เทียบกับลำดับเบสในยีน PAH อางอิง พบทุกตัวอยาง

มีการกลายพันธุ 2–5 ตำแหนง รวมทั้งหมด 17 รูปแบบ 

ซึ่งเปนแบบเปลี่ยนรหัสเบสหนึ่งตำแหนง หลังแปลรหัส

แลวเปน missense mutation 13 รูปแบบ silence 

mutation 3 รูปแบบ และ transcriptional muta-

tion บริเวณ regulatory element ของยีน 1 รูปแบบ 

ซึง่การกลายพันธุท่ีพบมีระบใุนฐานขอมูล PAH vdb แลว 

การกลายพันธุชนิดเปลี่ยนกรดอะมิโนพบใน 17 ตัวอยาง

(รอยละ 53.12) และมีผลตรวจวิเคราะห Phe ในซีรั่ม

ตัง้แต 5 mg/dL ขึน้ไป งานวิจยันีจ้งึไมพบการกลายพนัธุ

แบบใหม อาจเนื่องจากขอจำกัดของจำนวนตัวอยาง

(n = 32) และเทคนิคการหาลำดับเบสดวย Sanger 

sequencing ที่ยังไมครอบคลุมการกลายพันธุทั้งหมด

ของยีน PAH การนำเทคโนโลยี NGS มาวิเคราะห

ลำดับนิวคลิ โอไทด เฉพาะสวนเอ็กโซม (exome

sequencing) หรือเฉพาะยีนเปาหมาย (targeted

sequencing) อาจชวยใหการวินิจฉัยโรค PKU มี

ประสิทธิภาพตอไปในอนาคต

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณศูนยการแพทยจิโนมิกสที่ใหความ
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Mutations of the Phenylalanine
 Hydroxylase Gene in Thai Neonates with 

Suspected Phenylketonuria

ABSTRACT Phenylketonuria (PKU) is a rare genetic disease caused by mutations of the phenylalanine 

hydroxylase (PAH) gene. This gene produces an enzyme, which metabolizes phenylalanine (Phe) into 

tyrosine (Tyr). Accumulation of Phe in the body leads to brain damage and mental retardation. To study 

PAH mutation in PKU-suspected Thai neonates, DNA extraction and sequencing were performed using 

leftover dried blood spot samples from the routine work of The Neonatal Screening Operating Centre.  

We selected 32 DBS which had confi rmed Phe in serum > 2.3 mg/dL and Phe/Tyr ratio > 2 (n = 32). 

The sequencing results showed all samples had 2–5 point mutations. From the total of 17 mutation types; 

13 were missense mutations, 3 were silence mutations and 1 was a mutation at regulatory element. 

Especially, missense mutations were found in 17 samples (53.12%) with Phe in serum > 5 mg/dL. Due 

to the limitation of Sanger sequencing and many point mutations found, Next Generation Sequencing 

(NGS) may be used for targeted gene sequencing to diagnose PKU eff ectively.

Keyword: Mutations, Phenylalanine hydroxylase gene, Phenylketonuria, Thai neonates


