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บทคัดย่อ 
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังแบบมัยอิลอยด์ (chronic myeloid leukemia, CML) เป็นโรคที่เกิดจาก

ความผิดปกติของเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด ท าให้ไม่สามารถสร้างเซลล์เม็ดเลือดชนิดต่าง ๆ เพื่อท าหน้าท่ีรักษาสมดุล
ของร่ า งกาย  ความผิดปกติ ของโครโมโซมแบบ  translocation ระหว่ า ง โคร โมโซมแท่ งที่  9 และ  22 
(t(9;22)(q34;q11.2) ที่เรียกว่าโครโมโซมฟิลาเดลเฟีย ซึ่งสามารถตรวจพบมากกว่าร้อยละ 90 ของผู้ป่วย CML 
ความผิดปกติชนิดนี้ส่งผลให้เกิดยีนลูกผสมชนิด BCR-ABL ที่เป็นพยาธิก าเนิดของโรค ปัจจุบันการรักษาผู้ป่วย CML 
มีประสิทธิภาพมาก จากการใช้ยากลุ่ม tyrosine kinase inhibitors (TKIs) เช่น imatinib ซึ่งมีความจ าเพาะต่อ
โปรตีนลูกผสม BCR-ABL ท าให้ยาออกฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็งเท่านั้น และเกิดผลข้างเคียงจากการใช้ยาน้อยมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบอ่ืน แต่ปัจจุบันพบผู้ป่วย CML เกิดการดื้อต่อยา imatinib ได้ถึงร้อย
ละ 30 ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์ของล าดับสารพันธุกรรมบริเวณที่เรียกว่า tyrosine kinase domain ของยีน
ลูกผสม BCR-ABL และเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดโรคกลบั (relapse) ในผู้ป่วย CML การตรวจทางห้องปฏิบัติการ
เพื่อตรวจหา Ph chromosome การตรวจติดตามระดับการแสดงออกของยีนลูกผสมชนิด BCR-ABL และการ
ตรวจหาการกลายของยีน BCR-ABL บริเวณ tyrosine kinase domain มีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งในการเพิ่มความ
ถูกต้องแม่นย าในการวินิจฉัย การประเมินผลการรักษา และการวางแผนปรับเปลี่ยนวิธีการรักษาผู้ป่วย CML ในกรณี
เกิดการดื้อยา บทความนี้กล่าวถึงการใช้เทคนิคทางพันธุศาสตร์แบบบูรณาการเพื่อวินิจฉัย ตรวจติดตามการรักษา 
และวิเคราะห์รูปแบบการกลายของยีน BCR-ABL ที่มีผลต่อการดื้อยาในผู้ป่วย CML 
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Abstract 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal haematopoietic stem cell disorder. The presence 

of Philadelphia chromosome or t(9;22)(q34.1;q11.2) resulting in the formation of BCR-ABL chimeric 
protein is recognized as the pathogenesis of the disease. Nowadays, the effective therapy of CML 
is based on tyrosine kinase inhibitors (TKIs) (e.g. imatinib) which have been improved the overall 
survival as well as quality of life of CML patients. However, approximately to 30 % of these patients 
become imatinib resistance and relapse regarding to the acquired mutations of BCR-ABL tyrosine 
kinase domain. Thus, standard and effective laboratory techniques for routine diagnosis, monitoring, 
and detection of BCR-ABL kinase domain mutations should be established to gain better benefits 
for CML patients. Here, we described the comprehensive genetic testing including complete 
cytogenetic study (karyotyping), fluorescent in situ hybridization (FISH), reverse transcription PCR 
(RT-PCR), quantitative RT-PCR (qRT-PCR), and direct sequencing for the detection of BCR-ABL 
mutations in routine diagnosis and monitoring of CML after treatment.  

 

Keywords: molecular genetics; chronic myeloid leukemia; hematopoietic stem cell; imatinib; 
acquired mutation 

 
1. บทน า 

มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังแบบมัยอิลอยด์ 
(chronic myeloid leukemia, CML) เป็นโรคที่ เกิด
จากความผิดปกติของเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด (HSC, 
hematopoietic stem cell) ท าให้ไม่สามารถสร้าง
เซลล์เม็ดเลือดปกติชนิดต่าง ๆ เช่น  เม็ดเลือดขาว เม็ด
เลือดแดง และเกล็ดเลือด เพื่อท าหน้าที่ควบคุมสมดุล
ของร่างกาย ท าให้ผู้ป่วยมีอาการแสดงออก เช่น ติด
เช้ือหรือป่วยได้ง่าย มีอาการซีด และภาวะเลือดออก
ง่าย ร่วมกับภาวะตับและม้ามโต ผู้ป่วย CML ส่วนใหญ่
จะมีการด าเนินโรคเป็น 3 ระยะ คือ (1) ระยะเรื้อรัง 
(chronic, CP/stable phase) ซึ่ งสามารถตรวจพบ
ภาวะ leucocytosis with circulating granulocytic 
precursor โดยพบเซลล์เม็ดเลือดตัวอ่อนได้น้อยกว่า

ร้อยละ 10 สามารถตรวจพบภาวะเกร็ดเลือดสูง 
(thrombocytosis) และมี เซลล์ เม็ดเลือดขาวชนิด     
เบโซฟิล (basophil) จ านวนมาก ผู้ป่วยบางรายพบมี
อาการเหนื่อยง่าย น้ าหนักลด และมีภาวะม้ามโตได้ (2) 
ระยะเร่ง (accelerated phase, AP) เป็นระยะที่ผู้ป่วย
เริ่มแสดงอาการของโรคให้เห็นชัดเจนขึ้น โดยมีอาการ
เหนื่อยง่ายและน้ าหนักลดผิดปกติ พบมีม้ามโตส่งผลให้
ผู้ป่วยรู้สึกไม่สบายและจุกแน่นในช่องท้องซึ่งมักเป็น
ระยะที่ผู้ป่วยมาพบแพทย์ การตรวจทางห้องปฏิบัติการ
สามารถตรวจพบเซลล์ตัวอ่อนได้ระหว่างร้อยละ 10 ถึง 
30 และ (3) ระยะสุดท้าย (blast crisis, BC) หรือระยะ
เฉียบพลัน (acute phase) เป็นระยะที่ผู้ป่วยจะแสดง
อาการคล้ายมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน 
เซลล์มะเร็ง (leukemic blast) จะถูกสร้างจ านวนมาก
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อย่างรวดเร็วจนสามารถตรวจพบได้มากกว่าร้อยละ 30 
และแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่าง ๆ ซึ่งหากไม่ได้รับ
การรักษาโดยเร็วจะท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิต [1-3] การให้
การวินิจฉัยผู้ป่วย CML ได้ในระยะแรกของการด าเนิน
โรค จะส่งผลดีให้ผู้ป่วยโดยจะช่วยให้แพทย์สามารถเริม่
ให้การรักษาได้อย่างรวดเร็วและส่งผลดีต่อคุณภาพชีวิต
ของผู้ป่วย 

โรค CML จัดเป็นมะเร็งชนิดแรกที่สามารถ
ตรวจพบความผิดปกติของโครโมโซม โดยสามารถ
ตรวจพบการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนของโครโมโซมที่
เรียกว่า balanced translocation ระหว่างแขนข้าง
ยาวของโครโมโซมแท่งที่  9 และแขนข้างยาวของ
โครโมโซมแท่งที่  22 t(9;22)(q34;q11.2) เรี ยกว่ า 
โครโมโซมฟิลาเดลเฟีย (Philadelphia chromosome) 
ซึ่งตรวจพบได้ด้วยเทคนิคทางเซลล์พันธุศาสตร์ หรือ 
karyotyping ส าหรับวินิจฉัยแยก CML ออกจากมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิดอื่นได้ 

การเกิดโครโมโซมฟิลาเดลเฟีย ส่งผลท าให้เกิด
ยีนลูกผสม (fusion gene) ระหว่างยีน BCR (22q11.2) 
และ ABL (9q34) ส าหรับสร้างโปรตีนลูกผสม (fusion 
protein) ที่เรียกว่า BCR-ABL ซึ่งพบว่าโปรตีนชนิด
ดังกล่าวเกี่ยวข้องกับพยาธิก าเนิดของ CML เนื่องจาก
สมบัติที่เรียกว่า constitutive phosphorylation [4-
6] ที่กระตุ้นการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดเม็ด
เลือดขาวที่ผิดปกติเหล่านั้นปริมาณมากอย่างรวดเร็ว
และกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด ปัจจุบันอาศัยเทคนิค
ทาง cytogenomics [ตัวอย่าง เช่น fluorescent in 
situ hybridization (FISH)] แ ล ะ  molecular 
genetics [reverse transcription PCR (RT-PCR) 
และ  quantitative real time-PCR (qRT-PCR)] ที่ มี
ความจ าเพาะและความไวที่แตกต่างกัน เพื่อตรวจหา 
ยีนลูกผสม BCR-ABL fusion gene โดยปัจจุบันถือว่า
มีความ ส าคัญมากในการตรวจติดตามระดับการ

แสดงออกของ BCR-ABL mRNA โดยเทคนิค qRT-
PCR เพื่อติดตามผลการรักษาผู้ป่วย CML 

ภายหลังจากความส าเร็จในการการคิดค้นและ
พัฒนายา imatinib ซึ่งเป็นยาที่ออกฤทธิ์โดยตรงต่อ
โปรตีนลูกผสม BCR-ABL ที่สร้างจากเซลล์มะเร็ง
เท่านั้น ท าให้สามารถท าลายเฉพาะเซลล์มะเร็งและไม่
ส่งผลกระทบต่อเซลล์เม็ดเลือดและเซลล์อวัยวะต่าง ๆ 
ที่ปกติ จึงเกิดผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อย ท าให้คุณภาพ
ชีวิตของผู้ป่วยอยู่ในเกณฑ์ที่ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
การรักษาด้วยวิธีดั้งเดิมโดยการใช้เคมีบ าบัด [7-12] 
ปัจจุบันผู้ป่วย CML มีอัตราการรอดชีวิต (survival 
rate) และระยะเวลาปราศจากโรค (disease free 
survival) อยู่ ในเกณฑ์ที่ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดอื่น และมะเร็งที่มีต้น
ก าเนิดจากอวัยวะอื่นๆ แต่ยังพบว่าประมาณร้อยละ 
25-30 ของผู้ป่วย CML ภายหลังจากได้รับการรักษา
ด้วยยากลุ่ม imatinib เกิดการไม่ตอบสนองต่อการ
รักษา เนื่องมาจากการเกิดการกลาย (mutation) ของ
ล าดับดี เอ็นเอในต าแหน่งที่สัง เคราะห์ BCR-ABL 
โปรตีน ณ บริ เวณที่ จับได้อย่ างจ า เพาะของยา 
imatinib ท าให้ยาไม่สามารถเข้าจับหรือเกิดการจับ
แบบไม่เสถียร ท าให้ไม่สามารถท าลายเซลล์มะเร็งได้ 
[13] ซึ่งในปัจจุบันสามารถตรวจหาการกลายของยีน
บริเวณดังกล่าว ด้วยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ท าได้
หลายวิธี เช่น เทคนิค direct sequencing 

บทความนี้คณะผู้นิพนธ์ได้สรุปเทคนิคทางพันธุ
ศาสตร์ที่ส าคัญส าหรับการวินิจฉัย ตรวจติดตาม
ผลการรักษา และตรวจหาการกลายของยีน BCR-ABL 
ในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังแบบมัยอิลอยด์
ซึ่งเป็นงานบริการการทดสอบในห้องปฏิบัติการมนุษย์
พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์
โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 
  



ปีที่ 25 ฉบบัที ่5 กันยายน - ตุลาคม 2560                                                                  วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 857 

2. Cytogenetic study (Karyotyping) 
การศึกษาด้านเซลล์พันธุศาสตร์ของผู้ป่วย 

CML ด้วยการท า karyotyping ถือเป็นการวิเคราะห์
ทางห้องปฏิบัติการ ที่มีความส าคัญในการตรวจคัด
กรองและวินิจฉัยโรค CML โดยสามารถตรวจพบ
โครโมโซมฟิลาเดลเฟีย ได้มากกว่าร้อยละ 95 ในผู้ป่วย
กลุ่มนี้ karyotype หมายถึงชุดของโครโมโซมภายใน
หนึ่งเซลล์ โดยในเซลล์ร่างกายปกติของมนุษย์มี
โครโมโซมทั้งสิ้น 46 แท่ง หรือ 23 คู ่โดยเป็นออโตโซม 
จ านวน 22 คู่  อีก 1 คู่  เป็นโครโมโซมเพศ คือ XX 
ส าหรับเพศหญิง และ XY ส าหรับเพศชาย โครโมโซม
ของสิ่งมีชีวิตช้ันสูงเกิดจากการขดม้วนของสายดีเอ็นเอ 
พั น รอบ โปรตี น เ ชิ ง ซ้ อนชนิ ด ฮิ ส โ ตน  (histone 
complex) ที่ ท า หน้ าที่ เ ป็ น แกนกลา ง  เ กิ ด เ ป็ น
โครงสร้างที่เรียกว่านิวคลีโอโซม (nucleosome) ซึ่งถือ
เป็นหน่วยย่อยของโครโมโซม เมื่อหลาย ๆ นิวคลีโอ
โซมถูกรวบรวมเข้ามาอยู่ใกล้ชิดกัน ท าให้เกิดโครงสร้าง
ของโครโมโซมที่ใหญ่ขึ้น สามารถมองเห็นได้ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ภายหลังจากการย้อมด้วยสี Giemsa 
การสังเกตเห็นโครโมโซมจะมีความชัดเจนมากขึ้นใน
ระยะเมทาเฟส metaphase [14] พบว่าในแต่ละ
โครโมโซมจะมีจ านวนยีนและมีล าดับ nucleotide ไม่
เท่ากันท าให้เกิดความแตกต่างของขนาดของโครโมโซม 
ท าให้สามารถจัด karyotyping ของโครโมโซม โดย
เรียงล าดับของโครโมโซมจากขนาดใหญ่ไปหาขนาดเลก็ 
(1 ถึง 22) และอาศัยต าแหน่งของ centromere บน
แต่ละโครโมโซมสามารถแบ่งได้เป็น metacentric 
(centromere อยู่บริ เวณกึ่ งกลางของโครโมโซม) 
submetacentric (centromere อยู่บริ เวณค่อนไป
ป ล า ย ด้ า น ใ ด ด้ า น ห นึ่ ง ข อ ง โ ค ร โ ม โ ซ ม )  แ ละ 
acrocentric (centromere อยู่บริเวณเกือบปลายสุด
ของโครโมโซม) ต าแหน่งของ centromere ท าให้แบ่ง
โครโมโซมแต่ละแท่งออกเป็นแขนข้างสั้น (p arm) และ

แขนข้างยาว (q arm) และ การแบ่งกลุ่มของโครโมโซม
ตามขนาดและต าแหน่งของ centromere แสดงใน
ตารางที ่1  
 
ตารางที่ 1 การจัดกลุ่มของโครโมโซมมนุษย์ตาม

ขนาดและต าแหน่งของเซนโทรเมียร์ 
 

ที่มา : ห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา 
โรงพยาบาลรามาธิบดี 

 
การจัดท า karyotyping เพื่อวินิจฉัยโรค 

CML และโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดอื่น ๆ ท าได้โดย
การเพาะเลี้ยงเซลล์จากไขกระดูก (bone marrow) 
หรือเลือด (peripheral blood) ของผู้ป่วย โดยใช้ 
sodium heparin เป็นสารยับยั้งการแข็งตัวของเลือด
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากสารกระตุ้นการแบ่งตัว

Group Chromosome Characteristic Example 

A 1-3 
Large 

metacentric 
chromosomes  

B 4-5 
Large 

submetacentric 
chromosomes  

C 6-12 and X 
Medium-sized 

submetacentric 
chromosomes  

D 13-15 
Large 

acrocentric 
chromosomes  

E 16-18 
Medium-sized 

acrocentric 
chromosomes  

F 19-20 
Short 

metacentric 
chromosome  

G 21-22 and Y 
Short 

acrocentric 
chromosome  
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ของเซลล์ จากนั้นใช้สารละลาย colchicine เพื่อยับยั้ง
การแบ่งเซลล์โดยการรบกวนการสร้างสาย mitotic 
spindle ที่ ส าคัญต่อการแยกโครโม โซมในระยะ 
metaphase แล้ ว เก็บ เกี่ ย ว เซลล์มะเร็ งหลั งการ
เพาะเลี้ยงด้วยการปั่นโดยใช้ความเร็วรอบที่เหมาะสม 
จากนั้นใ ช้สารละลายที่มี สมบัติ เป็น hypotonic 
solution (0.075 M KCl) เพื่อให้สามารถสังเกตเห็น
โครโมโซมได้ชัดเจนยิ่งขึ้น จากนั้นตรึงเซลล์บนแผ่น
สไลด์แก้ว ด้วย Carnoy’s solution หรือ fixative 
solution (สารสะลายที่มีส่วนผสมของ methanol 
และ  acetic acid ในสั ด ส่ วน  3 : 1 โ ดยปริ ม าตร 
ตามล าดับ) ย้อมเซลล์มะเร็งที่ตรึงบนแผ่นสไลด์แก้ว
ด้วยสี Giemsa หรือที่เรียกว่าการท า G-banding การ
ตรวจความผิดปกติของ ในสัดส่วน โครโมโซมด้วยการ
ท า karyotyping สามารถวิเคราะห์ได้ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ ปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคการย้อม
โครโมโซมและกล้องจุลทรรศน์ท่ีมีก าลังขยายสูงร่วมกับ
การใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการจัดเรียงโครโมโซม 
ท าให้ช่วยลดระยะเวลาเพิ่มประสิทธิภาพการวิเคราะห์
ความผิดปกติของโครโมโซมได้อย่างถูกต้องแม่นย า 
ปัจจุบันอาศัยการเรียกช่ือโครโมโซมที่ผิดปกติเชิง
ปริมาณ (numerical abnormality) และโครงสร้าง 
(structural abnormality) โดยอาศัยหลักเกณฑ์สากล
ของ International System for Human Cytogenetic 
Nomenclature (ISCN, 2016) [15] ในการเรียก ช่ือ
ความผิดปกติของโครโมโซมที่พบได้บ่อยในโรคมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวและโรคทางพันธุกรรมอื่น ๆ แสดงใน
ตารางที่  2 แม้ว่าการท า karyotyping เป็นเทคนิค
มาตรฐานส าหรับการตรวจคัดกรองความผิดปกติทาง
พันธุกรรมระดับความผิดปกติของโครโมโซมในโรค 
CML (ตัวอย่าง karyotype ของผู้ป่วย CML ดังแสดง
ในรูปที่ 1) แต่พบว่า karyotyping ยังมีข้อจ ากัดของ
การทดสอบหลายประการ เช่น ต้องใช้สิ่งส่งตรวจที่

ประกอบด้วยเซลล์มีชีวิตเพื่อสามารถเพาะเลี้ยงได้ 
ต้องการบุคลากรที่มีความช านาญสูงและใช้ระยะเวลา 
นานในการวิเคราะห์ผล มีความไวไม่สูงมากนักเมื่อ
เปรียบเทียบกับเทคนิค FISH และ PCR ปัญหาการ
ปนเปื้อนในขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์ และไม่เหมาะ
ในการใช้เป็นการทดสอบเพื่อตรวจติดตามระดับออโท-
โซม fusion gene ระหว่างการรักษา เพื่อลดข้อจ ากัด
ดังกล่าว จึงมีการพัฒนาเทคโนโลยีเพื่อใช้ตรวจหาความ
ผิดปกติทางพันธุกรรมในกลุ่มโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว
และโรคมะเร็งชนิดอื่น ๆ เช่น เทคนิคที่อาศัยการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง [polymerase 
chain reaction (PCR)-based technology] [2] ซึ่ ง
จะได้กล่าวถึงต่อไป 
 

3. Fluorescent in situ hybridization 
(FISH)  

FISH เป็ น เทคนิ คที่ มี ค วามส าคัญ ในการ
วิเคราะห์ความผิดปกติทางพันธุกรรมในโรคมะเร็งเม็ด
เลือดขาว จัดเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะ
สูง สามารถวิเคราะห์ความผิดปกติได้อย่างรวดเร็ว เมื่อ
เปรียบเทียบกับการท า karyotyping หลักการของ 
FISH อาศัยการจับกันได้อย่างจ าเพาะของตัวติดตามที่
ติดฉลากสารเรืองแสง (fluorescent-labeled specific 
probe) กับล าดับสารพันธุกรรม หรือดีเอ็นเอเป้าหมาย 
(target DNA/target sequence) ในนิ ว เคลี ยสของ
เซลล์ สามารถวิเคราะห์จากสิ่งส่งตรวจที่เก็บจากผู้ป่วย
โดยตรง เช่น ไขกระดูกและเลือด เซลล์ที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยง และจากสิ่งส่งตรวจต่าง ๆ ที่ผ่านกระบวน 
การเก็บและเตรียมใน paraffin (paraffin embedded 
specimen/tissue) นอกจากน้ีสามารถใช้เทคนิค FISH 
ในการวิเคราะห์ความผิดปกติของเซลล์ที่อยู่ในระยะ 
interphase และ metaphase ได้ โดยวิเคราะห์ภายใต้
กล้ อ งจุ ลทรรศน์ แบบ  fluorescent microscope 



ปีที่ 25 ฉบบัที ่5 กันยายน - ตุลาคม 2560                                                                  วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 859 

เทคนิค FISH นอกจากสามารถวิเคราะห์ความผิดปกติ
ของโครโมโซมขนาดใหญ่ เช่น balanced transloca-
tion ก็ยังสามารถวิเคราะห์ความผิดปกติของโครโมโซม

ชนิดเล็ก ๆ ได้ เช่น การเพิ่ม (gain) หรือขาดหาย (loss) 
ของช้ินส่วนดีเอ็นเอสั้น ๆ ได้ [14,16-20] 

 
ตารางที่ 2 อักษรย่อท่ีใช้เรียกความผิดปกติของโครโมโซมที่พบบ่อยในมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2,14,15] 

 

Aberration Definition 
add additional material of unknown origin 
cen centromere 
del deletion (loss of part of chromosome) 
dic dicentric 
der derivative chromosome 
dup Duplication 
fra fragile site 
i isochromosome 

idic isodicentric chromosome 
ins insertion 
inv inversion 
mar marker chromosome; a structurally abnormal chromosome that cannot be 

identified with standard cytogenetics 
mos mosaic; two or more cell lines present in one individual (two or more cell types are 

present which differ in number of chromosomes or their structure) 
p short arm of chromosome 
ph Philadelphia chromosome 
q long arm chromosome 
r ring chromosome 

rcp reciprocal 
rea rearrangement 
rec recombinant chromosome 
t translocation 

tel telomere (end of chromosome arm) 
ter terminal end of chromosome 
+ plus sign in front of chromosome number; gain of chromosome 
- minus sign in front of chromosome number; loss of chromosome 
[] square brackets; number of cells in each clone 
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รูปที ่1 Karyotype แสดง t(9;22)(q34;q11.2) หรือโครโมโซมฟิลาเดลเฟีย ซึ่งเตรียมจากเซลล์ไขกระดูกของ
ผู้ป่วย CML (ที่มา : ห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี) 

 
ส าหรับโรค CML และมะเร็งเม็ดเลือดขาว

ชนิดอื่น  ๆ เทคนิค FISH มีประโยชน์ ในการช่วย
สนับสนุนการวินิ จฉั ย โดย เฉพาะในกรณีที่ ห้อง 
ปฏิบัติการไม่สามารถจัดเตรียม karyotyping ได้ และ
ในผู้ป่วยบางรายที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงเซลล์จากสิ่งส่ง
ตรวจได้ นอกจากนี้ เทคนิค FISH ยังมีบทบาทส าคัญ
ส าหรับการติดตามผลการรักษาผู้ป่ วย CML ได้  
เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะสูง 
[21-23] ปัจจุบันห้องปฏิบัติการนิยมใช้ dual-fusion 
probe ที่ประกอบด้วย probe ซึ่งติดฉลากสารเรือง
แสงต่างชนิดกัน (BCR probe ติดฉลากด้วย FITC ให้
แสงสีเขียว และ ABL ติดฉลากด้วย rhodamine ให้
แสงสีแดง) ส าหรับตรวจหาโครโมโซมฟิลาเดลเฟีย โดย
เซลล์ปกติสามารถตรวจพบสัญญาณแสงสีเขียวและสี
แดงชนิดละสองจุด ส าหรับเซลล์เม็ดเลือดขาวของ

ผู้ ป่ วย  CML เมื่ อ เกิ ด  translocation ชนิด  t(9;22) 
(q34;q11.2) หรือโครโมโซมฟิลาเดลเฟีย ท าให้เกิดการ
เช่ือมติดกันระหว่าง ยีน BCR และยีน ABL (BCR-ABL 
fusion gene) เ มื่ อ  hybridization ด้ ว ย  probe 
ดังกล่าว ท าให้มองเห็นสัญญาณเป็นสีผสมระหว่างสี
เขียวกับสีแดงหรือสีเหลือง (รูปที่ 2) 

แม้ ว่ า เทคนิค FISH ช่วยเพิ่มขีดความ 
สามารถในการตรวจหาความผิดปกติของโครโมโซม 
หรือล าดับสารพันธุกรรมที่ผิดปกติในผู้ป่วย CML ได้
อย่างจ าเพาะ และมีความไวสูง แต่ก็ยังมีข้อจ ากัดหลาย
ประการ เช่น ไม่เหมาะในการใช้เป็นการทดสอบเพื่อ
ตรวจคัดกรองความผิดปกติ การทดสอบอาศัย probe 
ที่มีความจ าเพาะ และไม่สามารถตรวจความผิดปกติ
ของล าดับสารพันธุกรรมที่มีขนาดสั้นกว่า 20 กิโลเบส 
ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเทคนิคการเพิ่มปริมาณสาร
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พันธุกรรมในหลอดทดลองหรือ PCR เข้ามาใช้ในการ
ตรวจหาท้ังรูปแบบ และระดับการแสดงออกของ BCR-
ABL fusion (BCR-ABL transcripts) ซึ่ ง พบ ว่ า เ ป็ น
เทคนิคท่ีมีความจ าเพาะและความไวสูงมาก ซึ่งต่อมาได้

กลายเป็นที่นิยมกันอย่างแพร่หลายในห้องปฏิบัติการ
ทางโลหิตวิทยาส าหรับตรวจวิเคราะห์ความผิดปกติทาง
พันธุกรรมของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดต่าง ๆ  

 

 
 

รูปที ่2 การตรวจหา t(9;22)(q34;q11.2)(BCR-ABL) หรือโครโมโซมฟิลาเดลเฟียด้วยเทคนิค FISH แสดงการ
เรืองแสง fluorescent ของเซลล์ระยะ interphase ภายหลังการ hybridization ด้วย dual-fusion 
probe ที่จ าเพาะต่อยีน BCR (สีเขียว) และยีน ABL (สีแดง) (ที่มา : ห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ 
ภาควิชาพยาธิวิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี) 

 
4. Reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 

เ ทคนิ ค  RT-PCR มี บทบาทส า คัญ ในการ
ตรวจหาความผิดปกติทางพันธุกรรมในโรคมะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิดต่าง ๆ รวมทั้ง CML ได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจง จึงนิยมใช้เป็นเทคนิคในการคัดกรองความ
ผิดปกติ และมีความไวสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับการ
ท า karyotyping หรือ FISH นอกจากนี้ยังสามารถ
ตรวจวิเคราะห์ได้ในห้องปฏิบัติการขนาดเล็กเนื่องจาก
ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพงเหมือนเทคนิคทาง
อณูพันธุศาสตร์อื่น ๆ เช่น RQ-PCR และการท า DNA 
sequencing สามารถรายงานผลการวิ เคราะห์ได้

รวดเร็ว ภายใน 1-2 วัน และสามารถใช้สิ่งส่งตรวจได้
หลากหลายชนิด เช่น เลือด ไขกระดูก หรือ จากอวัยวะ
อื่น ๆ เช่น ต่อมน้ าเหลือง น้ าไขสันหลัง และเซลล์ที่ได้
จากการเพาะเลี้ยง จึงท าให้เทคนิค RT-PCR เป็นที่นิยม 
และเป็นที่ยอมรับกันอย่างแพร่หลาย 

การใช้เทคนิค RT-PCR ส าหรับการตรวจหา
ยีนลูกผสม BCR-ABL ในผู้ป่วย CML สามารถท าได้โดย
สกัดสารพันธุกรรมชนิดอาร์เอ็นเอ [16] จากเลือด หรือ
ไขกระดูก ที่เก็บในสารกันเลือดแข็งชนิด ethylene 
diamine tetraacetic acid  (EDTA) วัดปริมาณและ
วิเคราะห์คุณภาพของ RNA โดยวิธีวัดอัตราส่วนค่าการ
ดูดกลืนแสงทีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 
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จากนั้น เปลี่ ยน RNA เป็น complementary DNA 
(cDNA) ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase หลังจาก
นั้นเพิ่มปริมาณ cDNA ที่ได้ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ 
primer ที่มีความจ าเพาะกับยีนลูกผสม BCR-ABL แล้ว
วิเคราะห์ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR (PCR product) 
ด้วยเทคนิค gel electrophoresis การแปลผลการ
ทดสอบท าได้ โดยการตรวจสอบขนาดของ PCR 
product เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA 
marker) และขนาดของ PCR product ที่ได้จากสาร
พันธุกรรมควบคุมที่ให้ผลบวก (positive control ทีไ่ด้

จาก RNA ที่สกัดจาก cell line) ส าหรับยีนลูกผสม 
BCR-ABL ชนิด p210 ใช้ cell line ชนิด K562 หรือ
เป็น RNA ที่สกัดมาจากเซลล์ของผู้ป่วย CML และ
เปรียบเทียบกับสารพันธุกรรมควบคุมที่ให้ผลลบ 
( negative control ที่ ไ ด้ จ า ก  RNA ขอ งคนป ก ติ ) 
เทคนิค  RT-PCR เป็นการวิ เ คราะห์ เ ชิ งคุณภาพ 
(qualitative assay) โดยแปลผลการทดสอบเป็น 
ผ ล บ วก  (positive) แ ล ะ ผ ลลบ  (negative) [ 2 4 ] 
ตัวอย่างการวิเคราะห์ดังแสดงในรูปที่ 3 

 
Lane No.    1     2      3      4      5      6       7      8       9     10 

 
 

รูปที ่3 ผลจากการตรวจหายีนลูกผสมชนิด BCR-ABL ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยที่ allelic ladder (เลนที่ 1) 
คือ แถบสารพันธุกรรมขนาดมาตรฐาน ผู้ป่วยหมายเลขที่ 1 และ 2 ให้ผลการทดสอบเป็น negative 
(เลนที่ 2-3), ผู้ป่วยหมายเลข 3 และ 4 ให้ผล positive ต่อ BCR-ABL p210 ชนิด b3a2 (เลนที่ 4-5), 
ผู้ป่วยที่ 5 ให้ผล positive ต่อ BCR-ABL p210 ชนิด b2a2 (เลนที่ 6),  เลนที่ 7-9 เป็น positive 
control ของ BCR-ABL p210 ชนิด b3a2, b2a2 และ BCR-ABL p190 ตามล าดับ และเลนท่ี 10 เป็น 
negative control  (ที่มา : ห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา โรงพยาบาล
รามาธิบดี) 
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5. Quantitative real - time RT-PCR (qRT-
PCR) 

เทคนิค qRT-PCR เป็นเทคนิคที่พัฒนามาจาก 
RT-PCR เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ความผิดปกติทาง
พันธุกรรมเชิงปริมาณ (quantitative assay) ในผู้ป่วย 
CML โดยวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนลูกผสม 
BCR-ABL ภายหลังจากการรักษาด้วยยา imatinib ใน
กรณีที่ผู้ป่วย CML มีการตอบสนองต่อยา ปริมาณของ 
BCR-ABL mRNA ในผู้ป่วยจะลดลงอย่างต่อเนื่องจนไม่
สามารถตรวจพบได้ด้วยเทคนิค qRT-PCR แต่ในผู้ป่วย 
CML บางรายที่ไม่ตอบสนองด้วยยาดังกล่าว หรือ การ
เกิดโรคกลับ (relapse)  ภายหลังจากการหยุดใช้ยา ท า
ให้สามารถตรวจพบ BCR-ABL mRNA หรือพบการ
แสดงออกในระดับที่สูงขึ้นอย่างต่อเนื่องตามความ
รุนแรงของโรค ดังนั้น เทคนิค qRT-PCR มีประโยชน์
ส าหรับการวางแผนการรักษาของแพทย์ได้ [25-28] 

หลั กก า รของ เทคนิ ค  qRT-PCR เพื่ อ
ตรวจหาระดับการแสดงออกของยีนลูกผสม BCR-ABL 
อาศัยเทคโนโลยี  fluorescent resonance energy 
transfer (FRET) และ  Taqman probe โ ดยอาศั ย 
primer ที่จ าเพาะต่อ ยีนลูกผสม BCR-ABL (p210) 1 
คู่ และมี probe จ านวน 1 เส้น ที่ติดฉลากด้วยสาร
เรืองแสง fluorescent (reporter) ที่ปลายด้าน 5 
ส่วนปลายด้าน 3 ถูกติดฉลากด้วยโมเลกุลที่ท าหน้าที่
ดูดกลืนแสง fluorescent (quencher) เมื่ออยู่ในระยะ 
ห่างท่ีเหมาะสมซึ่งถูกก าหนดด้วยความยาวของ probe 
ที่ถูกออกแบบให้สามารถจับกับ fusion gene ระหว่าง
บริเวณที่จับได้อย่างจ าเพาะของ primer ทั้งสองเส้น 
ในระหว่างขั้นตอนการท า PCR โดยใช้ cDNA ที่ได้จาก
การเปลี่ยน mRNA ที่สกัดได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย 
จากนั้น ลดอุณหภูมิในขั้นตอน PCR เพื่อให้เกิดการจับ
กันอย่างจ าเพาะระหว่าง primer ทั้งสองเส้น และ 
probe (annealing) บริเวณดีเอ็นเอเป้าหมาย (BCR-

ABL junction region) เมื่อเกิดกระบวนการสร้างสาย
ดีเอ็นเอให้ยาวออกไปทางด้านปลาย 3 ของ forward 
primer (elongation/extension) โดยอาศัยสมบัติ 5 
exonuclease activity ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์  Taq DNA 
polymerase ท าให้เกิดการย่อยสลาย probe ส่งผลให้ 
reporter และ quencher แยกออกจากกัน ซึ่งสามารถ
ตรวจจับคลื่นแสงที่ถูกปลดปล่อยออกมาเมื่อถูกกระตุ้น
ด้วยแหล่งก าเนิดแสง (light source) ที่มีพลังงานสูง 
พลังงานแสงท่ีวัดได้ในแต่ละรอบของปฏิกิริยา PCR จะ
ถูกบันทึก ซึ่ งจะแปรผันตรงกับปริมาณ BCR-ABL 
mRNA โดย qRT-PCR สามารถวิเคราะห์ได้ทั้งแบบ 
absolute quantitative โดยการ เปรี ยบ เทียบกับ 
standard cDNA ที่ทราบปริมาณยีนที่แน่นอน ซึ่งได้
จากการเตรียม plasmid DNA ในปฏิกิ ริ ยา  PCR 
cloning ของ fusion gene ที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ 
หรือการวิเคราะห์แบบ relative quantitative โดย
การเปรียบเทียบกับปริมาณการแสดงออกของยีน
ควบคุม (control gene/house-keeping gene) เช่น 
ABL หรือ GAPDH  ปัจจุบันมีการพัฒนาการรายงาน
ผล เ ชิงปริมาณของ BCR-ABL mRNA ในรูปแบบ 
international scale (IS) ซึ่งเป็นมาตรฐานของการ
ตรวจวิ เคราะห์ในระดับสากล ตัวอย่างการตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณ BCR-ABL mRNA ด้วยเทคนิค qRT-
PCR ดังแสดงในรูปที่ 4 
 

6. การตรวจหาการกลายของยีนลูกผสมชนิด 
BCR-ABL  

ปัจจุบัน แม้ว่าการรักษาผู้ป่วย CML ด้วยยาก
ลุ่ม TKIs เ ช่น imatinib ร่วมกับการตรวจติดตาม
ผลการรักษาด้วยเทคนิค karyotyping, FISH และ 
qRT-PCR จะให้ผลการตอบสนองต่อการรักษาที่มี
ประสิทธิภาพมาก แต่มีรายงานพบว่าผู้ป่วย CML บาง
ราย (ประมาณร้อยละ 20-30) แสดงอาการดื้อยา 
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หรือไม่ตอบสนองต่อการรักษา โดยสามารถตรวจพบ
ระดับ BCR-ABL mRNA ในผู้ป่วยกลุ่มนี้ได้ตลอดระยะ
ของการตรวจติดตามผลการรักษา หรือตรวจพบระดับ 
BCR-ABL mRNA ที่เพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ หรือมีปริมาณ
ลดลงในช่วงระยะเวลาใดเวลาหนึ่งแล้วมีแนวโน้มเพิ่ม
มากขึ้น หรือมีผลการตรวจทางโลหิตวิทยาอื่น ๆ ที่บ่งช้ี
ถึงการไม่ตอบสนองต่อการรักษา เช่น สามารถตรวจ
พบเซลล์มะเร็งตัวอ่อนในเสมียร์เลือด กลไกส าคัญที่ท า
ให้เกิดการดื้อยา TKIs จากการศึกษาพบว่าเกิดจากการ
กลายของล าดับสารพันธุกรรมของยีนลูกผสม BCR-

ABL ภายหลังการรักษา [29] ส่งผลให้เกิดการสร้าง 
BCR-ABL fusion protein ที่มีโครงสร้างต่างไปจาก
เดิม โดยมักพบในบริเวณที่เกี่ยวข้องกับการจับกันของ
โปรตีนลูกผสมกับโครงสร้างของยาที่เรียกว่า kinase 
domain ท าให้ยากลุ่ม TKIs ไม่สามารถจับกับโปรตีน
ลูกผสม หรือจับได้แบบไม่เสถียร ส่งผลให้ยาไม่สามารถ
ออกฤทธิ์ยับยั้ง tyrosine kinase activity ของ BCR-
ABL protein ได้ ท าให้เซลล์มะเร็งที่มีความผิดปกติ 
สามารถแบ่งตัวเพิ่มจ านวน และเป็นสาเหตุของการ
ของการดื้อยา และการเกิดโรคกลบั (relapse) [30-34] 

 

 
 

รูปที ่4 ผลการตรวจติดตามระดับการแสดงออกของยีนลูกผสม BCR-ABL ใน 6 ช่วงเวลา ภายหลังการรักษา
ด้วยยา imatinib ในภาพผู้ป่วยมีการกลายแบบ T315I ที่มักไม่ตอบสนองต่อการรักษา ท าให้ระดับของ 
BCR-ABL mRNA มีแนวโน้มเพิ่งสูงขึ้นดังรูป (ที่มา : ห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิ-
วิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี) 

  
การวิ เคราะห์รูปแบบการกลายของยีน

ลูกผสม BCR-ABL สามารถท าได้โดยเทคนิค direct 
sequencing โดยออกแบบ primer ให้มีความจ าเพาะ
ต่อยีน BCR-ABL บริเวณที่จ าเพาะต่อการแปรรหัส 

ABL tyrosine kinase domain (TKD) หลังจากนั้นจัด
เรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PCR product ที่ได้จาก
ปฏิ กิ ริ ย า  PCR ด้ วย เทคนิ ค  sanger sequencing 
ตัวอย่างผลการตรวจการกลายของยีน BCR-ABL ดัง 
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แสดงในรูปที่ 5 
 

 
 

รูปที ่5 การจัดเรียงล าดับสารพันธุกรรมจากการตรวจการกลายของยีน BCR-ABL บริเวณ tyrosine kinase 
domain ในภาพเป็นการกลายแบบ T315I ที่พบได้บ่อยและให้ผลการพยากรณ์โรคไม่ดี   (ที่มา : 
ห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี) 

 

7. สรุป 
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังแบบมัยอิลอยด์ 

หรือ CML จัดเป็นมะเร็งที่พบอุบัติการณ์สูงเมื่อเปรียบ 
เทียบกับมะเร็งในระบบเลือดชนิดอื่น ๆ และจัดเป็น
ปัญหาทางสาธารณสุขของประเทศ และในระดับสากล 
ปัจจุบัน แม้มีวิธีการรักษาผู้ป่วย CML ด้วยยากลุ่ม 
TKIs เ ช่น ยา imatinib ที่ ให้ผลการรักษาอย่ างมี
ประสิทธิภาพ ช่วยยืดอายุผู้ป่วย และท าให้ผู้ป่วยมี
คุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น แต่ยังพบว่าผู้ป่วยบางรายไม่
ตอบสนองต่อการรักษาเนื่องจากกลไกลการดื้อยา
ดังกล่าว ดังนั้นการให้บริการตรวจวิเคราะห์ความ
ผิดปกติทางพันธุกรรมในผู้ป่วย CML อย่างครบวงจรที่
ประกอบไปด้วย เทคนิค karyotyping, FISH, RT-PCR, 
qRT-PCR และการตรวจหาการกลายของยีนลูกผสม 
BCR-ABL ด้วยเทคนิค direct sequencing ช่วยให้
แพทย์สามารถวินิจฉัยผู้ป่วยได้อย่างถูกต้อง แม่นย า 
และสามารถวางแผนการรักษาผู้ป่วยได้อย่ า งมี
ประสิทธิภาพ     
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