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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 โรคใหลตาย หรือ SUDS (Sudden Unexplained Death Syndrome) จัดไดวาเปนปญหาทาง
สาธารณสุขหนึ่งที่สรางปญหาทางเศรษฐกิจและความเสียหายใหกับครอบครัวของผูเสียชีวิตไดมาก
พอควร เนื่องจากผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคนี้มักเปนผูชายในวัยทํางาน และมักจะเปนกําลังหลักของ
ครอบครัว ซ่ึงมีอายุในชวงอายุ 20-49 ป ที่มีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคประจําตัวมากอน เสียชีวิตอยาง
กระทันหันในขณะพักผอนหรือนอนหลับ โดยเฉพาะในกลุมประชากรที่มีภูมิลําเนาเดิมในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต และจากผลการตรวจทางพยาธิวิทยาไมพบความผิดปกติใดที่อธิบายถึง
สาเหตุการตายได จากการศึกษาอุบัติการการเกิดโรคใหลตายในประเทศไทย พบวาโรคนี้มีอุบัติการ
ของการเกิดโรคประมาณ 20.8-38 คนตอประชากรแสนคน[1-4] โดยถาเทียบอัตราการตายดวยโรค
ใหลตายในประชากรไทยกับอัตราการตายดวยโรคตาง ๆ ของประชากรไทยในกลุมอายุ 20-49 ป 
พบวา โรคใหลตายอยูในอันดับที่ 4 ของสาเหตุการตายของประชากรในวัยนี้[5] ปจจัยที่อาจ
เกี่ยวของมีไดหลายประการ เชน การขาดวิตามินบี 1 [3] ภาวะความเครียด[6] ภาวะโปแตสเซียมใน
เลือดต่ํา[7] และปจจัยทางพันธุกรรม[8-10] จากผลการตรวจทางพยาธิวิทยาที่ไมพบความผิดปกติใด
ที่อธิบายถึงสาเหตุการตายได พบแตเพียงวาผูปวยที่รอดตายจากใหลตายสวนใหญ มีลักษณะ
คล่ืนไฟฟาหัวใจผิดปกติเหมือนกับกลุมอาการการเสียชีวิตเฉียบพลันที่ไมทราบสาเหตุในประเทศ
ตะวันตกที่เรียกวา “กลุมอาการบรูกาดา (Brugada Syndrome)” ซ่ึงมีลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจเปน
แบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน Lead V1-V3[11-12] และนําไปสู
การเตนของหัวใจที่ผิดปกติอยางรุนแรงแบบ ventricular fibrillation[13-15] จนเกิดอาการเปนลม
หมดสติ และ เสียชีวิตได จากการศึกษาทางพันธุกรรมของกลุมอาการบรูกาดากอนหนานี้พบวาเกิด
จากความผิดปกติของยีนที่ควบคุมการทํางานของ ion channel ที่หัวใจ คือ SCN5A[16-22] (cardiac 
sodium channel) บนโครโมโซมคูที่ 3 ตําแหนง 3p22-25 โดยมีรายงานพบการกลายพันธุของยีนนี้
หลายสิบตําแหนง[23-28]  
 จากการศึกษายีน SCN5A ในผูที่รอดตายจากใหลตาย (Sudden Unexplained Nocturnal 
Death Syndrome) ที่มีลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจแบบกลุมอาการบูรกาดา 10 ราย พบวามีการ            
กลายพันธุที่ยีนนี้ 3 ราย[19] แสดงวาโรคใหลตายนาเปนโรคเดียวกับกลุมอาการบรูกาดา ดังนั้นจึง
นาจะมีการศึกษาถึงการกลายพันธุในยีนนี้เพิ่มเติมในคนไทยที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มีลักษณะ
คล่ืนไฟฟาหัวใจแบบกลุมอาการบูรกาดา โดยจะเนนการศึกษาหาการกลายพันธบริเวณอินเตอร
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เซกเมนตของยีน SCN5A เนื่องจากการกลายพันธุที่มีรายงานมากอนหนานี้เกือบทั้งหมดพบทีบ่ริเวณ
นี้มากกวาบริเวณอื่น[43] คาดวาประโยชนที่จะไดรับจากการศึกษาครั้งนี้ คือ ทราบวาการกลายพันธุ
เกิดขึ้นในตําแหนงใดบางในบริเวณ   อินเตอรเซกเมนตของยีน SCN5A และสามารถนําไปใชเปน
วิธีการวินิจฉัยโรคในกลุมผูปวยที่มีความเสี่ยงที่จะเกิดโรคใหลตายได รวมทั้งอาจนําไปสูการ
ปองกันและการรักษาโรคใหลตายไดในอนาคตตอไป 
 
1.2 คําถามของการวิจัย (Research Question) 
 ผูปวยที่รอดชีวิตจากโรคใหลตายโดยมีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ Brugada syndrome มีการ
กลายพันธุของยีน SCN5A บริเวณอินเตอรเซกเมนตหรือไม และเกดิขึ้นในตําแหนงใดบาง 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพื่อตรวจหาการกลายพันธุของยีน SCN5A บริเวณอนิเตอรเซกเมนตในผูปวยที่รอดชีวิตจาก

ใหลตายที่มีคล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน right 
chest leads 

 

1.4 กรอบแนวความคิดในการวิจัย 

 ผูปวยชายที่รอดชีวิตจากโรคใหลตายโดยมคีล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome
 

 

 

 

การคัดเลือกผูรอดชีวิตจากใหลตายชาวไทยที่มี
คล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome  

- ผูปฏิบัติงานและการตรวจ    
คล่ืนไฟฟาหวัใจ 

- การคัดกรองคนไข 

การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด 
 

 

คัดกรองการกลายพันธุโดยวธีิ PCR  
และSSCP  

 

 

 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี 
- การปนเปอน 
 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี  
- อุณหภูม ิ 
- คุณภาพของดีเอ็นเอจาก  PCR 
- % พอลิเอคริลาไมดเจล 
- เวลาที่ใช 
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ไมพบ band shift  

 
พบ band shift 

 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี  
- คุณภาพของดีเอ็นเอจาก  PCR  

 
การหาลําดับเบส (Sequencing)  

 

 

 

 

 

 

 

การทํา RFLP 

การกลายพันธุ (mutation)  

Polymorphism 

ตรวจสอบกับ data base 

Polymorphism 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี  
- คุณภาพของดีเอ็นเอ  

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
1. ในการทําวิจัยคร้ังนี้จะทําการศึกษาในผูปวยชายไทยที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มี

คล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน right chest leads 
จํานวนทั้งสิ้น 10 ราย 

2. ทําการศึกษาเพื่อตรวจหาการกลายพันธุของ SCN5A gene โดยทาํการสกัดดีเอน็เอจาก
เลือดของผูปวยดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม และเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR (Polymerase 
Chain Reaction) หลังจากนัน้นํามาตรวจสอบหาความแตกตางที่เกิดขึน้ใน SCN5A gene ดวยเทคนิค 
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) และหาลําดับเบสของผูปวยเพื่อนํามา
เปรียบเทียบกบัคนปกต ิ  
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1.6 ขอตกลงเบื้องตน 

การคัดเลือกผูปวยจะทําการคัดเลือกผูปวยที่รอดตายจากโรคใหลตาย และลักษณะของ
คล่ืนไฟฟาหวัใจที่เปนแบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน right chest 
leads (Brugada syndrome) ถาผูปวยมีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบดังกลาวในลกัษณะไมชัดเจนจะให
รับประทานยา Flecainide เพื่อกระตุนใหเห็นชัดขึ้นและทําการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจซ้ํา ถาไม
ปรากฏคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ ST-segment elevation จะทําการคัดออก  

1.7 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

 - ผูรอดชีวิตจากโรคใหลตาย คือ ผูที่มีอายุอยูในชวง 20-50 ป เกิดอาการขณะนอนหลบัหรือ
พักผอน มีสุขภาพแข็งแรงกอนหนาที่จะเกดิอาการ มีอาการหายใจลําบาก ไมมีสาเหตุของโรคทาง
หัวใจที่ทําใหหมดสติ และมีการตรวจพบคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome 

- คล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome คือ right bundle branch block (RBBB) และ 
ST-segment elevation ใน right chest leads 

- Mutation คือ การกลายพนัธุ การเปลี่ยน การหาย การเพิ่ม การเรียงลําดับใหมของเบสใน
กรดนิวคลีอิก ซ่ึงอาจทําใหการสังเคราะหโปรตีนเปลี่ยนไป หรือสูญเสียความสามารถในการผลิต
โปรตีน ถาเกดิในเซลลสืบพันธุ (germinal or germ line mutation) สามารถถายทอดไปยังชัว่รุน
ตอไปได แตถาเกิดในเซลลรางกาย (somatic mutation) ไมสามารถถายทอดไปยังชัว่รุนตอไปได แต
สามารถถายทอดไปยังเซลลที่เกิดจากการแบงเซลลของเซลลนี้ตอไป (daughter cell)  

- Polymorphism คือ ความหลากหลายทางพันธุกรรม การมีลักษณะปรากฏที่แตกตางกัน 2 
ลักษณะ หรือมากกวาในประชากร ซ่ึงเกดิจากการมแีอลลีลตางกัน จะถือวา ยีนที่ตําแหนงหนึง่มี
ความหลากหลาย เมื่อความถี่ของแอลลีลที่มีนอย ไมต่ํากวา 0.01 หรือ 1 เปอรเซ็นต 

1.8 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. เปนการยนืยันวาโรคใหลตายมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของยีน ทําใหทราบกลไกการ

เกิดโรคใหลตาย 
 2. สามารถพัฒนาไปสูการตรวจวินิจฉยัหาโรคใหลตายในผูที่มีปจจัยเสี่ยงได 
 3.นําไปใชเปนขอมูลในการปองกันการเกดิโรคใหลตายและนําไปสูการรักษาไดในอนาคต  
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1.9 ขั้นตอนการวิจัย 

1. การเก็บตวัอยาง (Sample Collection) 
     คัดเลือกผูที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มาที่โรงพยาบาลจฬุา ฯ และมีคล่ืนไฟฟาหวัใจ

แบบ Brugada syndrome คือ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ ST-segment elevation ใน 
right chest leads ทั้งสิ้น 10 ราย 

 การคัดเลือกออก คือ ผูที่ไมใหความรวมมอืในการวิจัย 
2. ขั้นตอนการศึกษา (Process of study) 
 2.1 DNA Extraction  
 2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) 

2.3 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
2.4 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

3. รวบรวมขอมูลและวิเคราะหผล (Data collection and analysis) 
 ตรวจวาตําแหนงที่มีลําดับเบสเปลี่ยนไปนัน้เปน mutatioin หรือ polymorphism  
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

แนวคิดและทฤษฎ ี
โรคใหลตาย คือโรคที่มีการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันในคนวัยทํางาน และเกือบทั้งหมดเกิด

กับผูชายที่แข็งแรง และไมมโีรคประจําตัว อายุอยูระหวาง 20 -49 ป สวนใหญเกดิขึ้นระหวางนอน
หลับ หรือขณะกําลังพักผอน โดยที่ผลการตรวจทางพยาธิวิทยาไมพบความผิดปกติอ่ืนใดที่อธิบาย
สาเหตุการตายได [2, 3, 29, 30] 
2.1 ลักษณะอาการทางคล ินิกของโรคใหลตาย [5] 
 2.1.1 โรคใหลตายครั้งแรก 
 สามารถแบงลักษณะอาการทางคลีนิกของโรคใหลตายออกเปน 2 กลุม ดังนี ้

2.1.1.1 ลักษณะอาการกอนตาย อาจแบงไดเปน 
1) ไมมีอาการที่แสดงถึงความผิดปกตใินขณะทํางานและชีวิตประจาํวัน

ไมมีความผิดปกติแตอยางใด 
    2) อาจมีอาการเจ็บปวยเล็กนอยในชวง 1-2 สัปดาหกอนตาย เชน มีอาการ
ไข ปวดทอง หายใจไมอ่ิม ปวดขา ปวดเอว ปวดศีรษะ หงุดหงิด เหนื่อยเพลีย นอนไมหลับ หรือ
ทองอืด ซ่ึงเปนอาการไมเฉพาะสําหรับโรคใหลตาย 

2.1.1.2 อาการแสดงขณะเกิดใหลตาย 
  แบงลักษณะอาการนี้ออกไดเปน 2 กลุม ตามลักษณะของการเกิดอาการ ตาม
ชวงเวลาการมี หรือไมมีผูเหน็เหตุการณ ดงันี้ 

1) กลุมที่ตายโดยไมมีผูเหน็เหตุการณ ไมสามารถทราบไดวามีอาการ
หรือไม ญาติพบภายหลังวาผูตายไดตายแลวในขณะนอน กลุมนี้อาจเปนกลุมที่ไมมีอาการชัดเจนพอ 
หรือขณะมีอาการไมเปนที่ผิดสังเกตของญาติ 

2) กลุมที่มีผูเหน็เหตุการณ แบงได 2 กลุมคือ 
   1) กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณตั้งแตเร่ิมตน ประมาณรอยละ 10-16 

ของใหลตาย เกิดเหตกุารณขณะนอนหรือนั่งพักผอน ในเวลากลางวนั เชน กําลังสนทนา ดูโทรทัศน 
ฟงวิทย ุ

   2) กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณ ซ่ึงในกรณีนี้จะไดประวัติเกีย่วกับ
ลักษณะอาการคือ มีเสียงดังในคอ เหมอืนมีอาการหายใจลําบาก หายใจขัดหรือมีอาการเหมือน
สําลัก หายใจไมทัน โดยไมมเีสียงหวีดหววิ แตจะเปนเหมอืนมีเสมหะตดิคอ บางรายมีเสียงกรีดรอง
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เหมือนมีการฝนรายหรือละเมอ นอกจากนีย้ังมีอาการเกรง็ตัว ทองแข็ง กํามือแนน มนี้ําลายฟูมปาก 
บางรายมีปสสาวะรวมดวย ทุกรายจะไดประวัติของการปลุกตื่นลําบาก ในระยะทีป่ลุกตื่นไดญาติ
ตองใชความพยายามหลายอยางเพื่อทําใหผูที่เปนใหลตายรูสึกเจ็บแลวตื่นขึ้นมา 
  ผูที่มีอาการแลวถูกปลุกขึ้นมาได จะใหประวัติเกี่ยวกับการมีปญหาของการหายใจ 
เชน รูสึกเหมอืนทางเดินหายใจอดุตัน มคีวามรูสึกเหมอืนถูกกดทับทีห่นาอก ทําใหหายใจลําบาก
หรือมีอาการมึน ชา ออนแรง ในกรณีที่ปลุกไมตื่นสวนใหญจะเสยีชีวิตภายใน 30 นาที และมากกวา
รอยละ 90 จะตายภายในเวลา 1 ช่ัวโมง ตั้งแตเร่ิมมีอาการ 
 2.1.2 ใหลตายซ้ํา
 ผูที่รอดตายจากอาการใหลตายเหลานี้บางรายจะตายในเวลาตอมาภายหลังลมตัวลงนอนอีก
คร้ัง หรือระหวางเดินทางไปโรงพยาบาลในคืนเดยีวกนั หรือในเวลาหลายชั่วโมงตอมา การเกิด
ใหลตายยังอาจเกิดซ้ําไดอีกในระยะเปนเดอืนหรือปภายหลังจากอาการครั้งแรก เนื่องจากอาการ
ขณะเกิดใหลตายมีลักษณะคลายอาการชักของโรคลมบาหมู ทําใหญาติหรือเจาหนาที่ที่เกีย่วของ
ทางการแพทยเขาใจผิด จึงเปนสาเหตุใหผูที่เสี่ยงที่จะเกดิใหลตายซ้ําเหลานี้ไมไดรับการตรวจรักษา
ที่เหมาะสมและตายในระยะเวลาตอมา 

2.1.3 ส่ิงที่ตรวจพบกอนเสียชีวิต
 เนื่องจากผูที่เปนใหลตายทุกรายไมมีปญหาสุขภาพที่รุนแรงพอที่จะรบกวนการทํางานใน
ชีวิตประจําวัน ประกอบกับผูตายสวนใหญยังอยูในวยัฉกรรจซ่ึงมีสุขภาพที่แข็งแรง จึงไมไดรับการ
ตรวจสุขภาพอยางจริงจังกอนตาย โดยเฉพาะอยางยิ่งสุขภาพของระบบหัวใจและหลอดเลือด 
อยางไรก็ดใีนรายที่เคยมีการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจมากอน อาจพบมีรายงานความผิดปกติบาง เชน 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดรายงานถึงชาวไทยอายุ 29 ป ซ่ึงมีสุขภาพแข็งแรง 
จนกระทั่งเกิดหมดสติอยางกระทันหันในขณะกําลังนั่งอานหนังสือพมิพ แตสามารถปลุกตื่นขึ้นมา
ได และถูกนําสงโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ในขณะที่กําลังซักประวัติอยูนั้นไดเกดิอาการหมดสติ
ขึ้นมาอีกครั้งหนึ่ง ไดทําการติดเครื่องตรวจจับคลื่นไฟฟาหัวใจ พบวา ม ี ventricular fibrillation 
เกิดขึ้นดวยเชนกัน[31] 
 2.1.4 ส่ิงที่ตรวจพบหลังจากฟนสติ 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ พบผูรอดชีวิตจากใหลตายอายุ 29 ป โดยผลการ
ตรวจรางกายเปนปกติ เชน ความดันเลือด (158/72 mmHg) อัตราการเตนของหวัใจ (75/min) และ
อุณหภูมิของรางกาย (36.6 องศาเซลเซียส) คล่ืนไฟฟาหวัใจแสดงถึงความปกติของ sinus rhythm,   
P wave, ชวง PR ปกติ และมีชวง QT ปกติ (408 ms) แตมี right bundle branch block (RBBB) และ
ST segment elevation ใน lead V2-V3 [31] 
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- กุลวี เนตรมณี และคณะไดทําการตรวจหารูปแบบของคลื่นไฟฟาหัวใจในผูปวยที่รอด

ชีวิตจากใหลตาย โดยศึกษาจากชายไทย 27 คน ที่รอดชีวิตจากอาการหมดสติเนื่องจาก ventricular 
fibrillation โดยที่ผูปวยทกุคนไมมีความผดิปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด จากการศึกษาพบวา 
16 คน จากผูปวย 27 คน มีคล่ืนไฟฟาหวัใจที่ผิดปกตแิบ Right Bundle Branch Block และ ST 
segment elevation ใน lead V1-V3 ซ่ึงลักษณะที่ผิดปกติของคลื่นไฟฟาหวัใจแบบนี้ตรงกับ
คล่ืนไฟฟาหวัใจใน Brugada syndrome[2] 

 ดังนั้น ลักษณะคลื่นไฟฟาหวัใจที่ผิดปกตแิบบ RBBB และST segment elevation ใน lead 
V1-V3 นาจะเปนตวับงบอกการเกดิการตายอยางเฉยีบพลัน (Arrhythmogenic marker) ใน                   
โรคใหลตายได 

2.2 ปจจัยท่ีทําใหเกิดโรคใหลตาย 

 การบงบอกถึงสาเหตุนั้นยากที่จะบอกวาเกดิขึ้นจากสาเหตุใด เนือ่งจากการศึกษาโรค
ใหลตายยังมีนอย การที่จะไดขอสรุปนั้นตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกมาก แตจากการศึกษาที่มีอยู
อาจจะแบงสาเหตุของการเกดิโรคใหลตายไดเปน 2 สาเหตุใหญ ๆ คอื ปจจัยทางสิง่แวดลอม และ
ปจจัยทางพันธุกรรม 

 2.2.1 ปจจัยทางสิ่งแวดลอม

  2.2.1.1 ภาวะโปตัสเซียมต่ํา 

   ไดมีผูตั้งขอสังเกตวา เหตใุดโรคใหลตายจงึเกิดกับประชากรที่อาศัยอยูใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากกวาประชากรในภาคอื่น ๆ ทั้งนี้อาจจะอธิบายปรากฏการณนีด้วย
เหตุผลและขอมูลตอไปนี้ 

 - ประชากรภาคตะวันออกเฉยีงเหนือมีความชุกของโรคหลายโรคที่อาจเกี่ยวของกับการเกิด
ภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํา เชน distal renal tubular acidosis, hypokalemic periodic paralysis และ
โรคนิ่วไต[32] 

 - อาจเกิดจากการบริโภคอาหารของชาวอีสาน เนื่องจากอาหารหลกัของชาวอีสานมักจะ
เปนอาหารที่มคีาโปตัสเซียมต่ํามาก ไดแก ขาวเหนียวนึ่ง ขนมจีน และมะละกอดิบในรูปของสมตํา 
และบริโภคอาหารในกลุมี่มีโปตัสเซียมสูงในปริมาณที่ไมมากพอ ไดแก อาหารที่เปนผลิตภัณฑของ
ถ่ัวตาง ๆ และผลไม ไดแก มะยม มะเขือเทศ กลวย[33, 34] 
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 นอกจากนี้ยังพบวาประชากรทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีการสูญเสียโปตัสเซียมทาง
เหงื่อในฤดหูนาวเปน 1/3 และในฤดูรอนเปน 1/2  ของโปตัสเซียมที่ขับออกมาทางปสสาวะ แสดง
วามีภาวะบกพรองโปตัสเซียมดวย โดยมีสาเหตุจากการรับประทานโปตัสเซียมนอย แตมีการ
สูญเสียโปตัสเซียมของเหงื่อมาก ทําใหโปตัสเซียมในเลอืดและปสสาวะต่ํา[35] 

 จากเหตุผลและขอมูลดังกลาวบงชี้วาประชากรในภาคตะวันออกเฉยีงเหนือนาจะมภีาวะ
โปตัสเซียมในเลือดต่ํา และภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํานี้เองนาจะเปนปจจยัสงเสริมภาวะหวัใจเตน
ผิดจังหวะชนดิ ventricular fibrillation 

  2.2.1.2 ความสัมพันธระหวางความเครียดกับโรคใหลตาย 

   ความเครียดก็เปนอีกสาเหตหุนึ่งของโรคใหลตาย ดังเชนที่ Goh KT และ
คณะ พบวา อารมณของคนงานไทยที่เกดิใหลตายโดยการซักประวัตเิกี่ยวกับปญหาตาง ๆ จากผู
ใกลชิด เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งเปนแรงงานไทยในประเทศสงิคโปร พบวา ในกลุมที่เกดิ
ใหลตายมีปญหาทางอารมณมากกวากลุมควบคุมซึ่งมีปญหาที่มีผลกระทบตอจิตใจ ไดแก ความ
หางไกลจากครอบครัว ไมสามารถปรับตัวไดในสิ่งแวดลอมใหม ภาวะหนี้สิน และช่ัวโมงการ
ทํางานที่ยาวนาน โดยทีภ่าวะความตึงเครยีดทั้งหมดนี้มีผลตอการตายอยางเฉียบพลันได[6] 

 2.2.2 ปจจัยทางพันธุกรรม

  สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดศึกษาลักษณะแบบแผนการถายทอดทาง
พันธุกรรมในครอบครัวผูเสียชีวิตจากใหลตาย โดยการสงแบบสอบถามญาติผูเสียชีวิตจากใหลตาย
ที่สิงคโปร 45 ราย พบวา 33 % มีประวัตญิาติในครอบครัวเสียชีวิตเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุ 9 
ครอบครัวเปนญาติฝายบิดา 2 ครอบครัวเปนญาติฝายมารดา และ 2 ครอบครัวเปนญาติทั้งฝายบิดา
และมารดา และเมื่อศึกษาจาก pedigree ที่มีญาติมากกวา  1 รายเสียชีวติแบบเดยีวกัน ทั้งที่มีรายงาน
ในวารสารการแพทย และสอบถามจากญาติผูเสียชีวิตจากใหลตาย จํานวน 32 ครอบครัว พบวา 17 
ครอบครัวมีญาติฝายบิดา และ15 ครอบครัวมีญาติฝายมารดาที่เสียชีวติเฉียบพลันระหวางนอนหลบั
[36] นอกจากนี้แลว ยังทําการศึกษาตอไป พบวาในครอบครัวใหลตาย 3 ครอบครัวที่มีคล่ืนไฟฟา
หัวใจแบบ Brugada syndrome พบรูปแบบของ pedigree  เปนแบบ vertical transmission และแบบ
แผนการถายทอดทางพันธุกรรมเปนแบบ autosomal dominant[47] 

  ปยทัศน ทัศนาวิวัฒน และคณะ ไดสัมภาษณเครือญาติและเพื่อนบานผูใกลชิด เพื่อ
ยืนยนัความชกุของการตายที่มีลักษณะอาการเขากับหลักเกณฑและคํานิยามของใหลตายใน
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ครอบครัวที่มีใหลตายเกิดขึน้ การสอบถามทําในสายเครือญาติทุกระดับชั้นและทุกครอบครัวที่
เกี่ยวของ มีการทดสอบยืนยนัความถูกตองของประวัติที่ได โดยการสอบถามรายละเอียดจากผูรูเห็น
เหตุการณเดยีวกันหลาย ๆ คน พบวาในสมาชิก 49 ครอบครัวจํานวน 418 คน มีการตายที่มีลักษณะ
ที่เขาไดกับโรคใหลตายถึง 25 คน ใน 14 ครอบครัว ผูตายทุกคนเปนชายมีอายุเฉลี่ย 31.26 ป และมี
ชวงอายุระหวาง 25-50 ป ในจํานวนนี้มกีารตายในครอบครัวพอแมเดยีวกันถึง 6 ครอบครัว มีการ
ตายของพี่ชาย นองสาวรวม 3 คน ในครอบครัวเดียวกันถึง 3 ครอบครัว และ 2 คนในอีก 3 
ครอบครัว[37] ดังนั้น จึงอาจกลาวไดวา โรคใหลตายนาจะถายทอดทางพันธุกรรม 

 2.2.3 ปจจัยรวมระหวางสิ่งแวดลอมและพนัธุกรรม

  ผูที่มีความผิดปกติของยีนอยูกอนแลวถามปีจจัยเสีย่งจากภายนอกมากระตุนอีก 
เชน ลักษณะทีอ่ยูอาศัย สุขลักษณะในการบริโภคอาหาร หรือมีความเครียดเขามากระทบจิตใจ ก็จะ
เปนปจจยัเสริมทําใหบุคคลนั้นมีโอกาสตอการเกิดการเตนหัวใจผิดปกติแบบ ventricular fibrillation 
มากขึ้น  

2.3 Brugada syndrome คืออะไร 

 Brugada syndrome คือ กลุมอาการที่มีการเสียชีวติอยางเฉียบพลันจาก ventricular 
fibrillation ที่เกิดกับผูที่มีอายุระหวาง 30-40 ป โดยที่ไมมีความผิดปกติของหัวใจแตอยางใด จาก
การตรวจคลื่นไฟฟาหวัใจพบวามีลักษณะเปนแบบ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ ST 
segment elevation ใน lead V1-V3 สวนใหญเกิดในผูชาย[10, 49] 

 - Atarashi และคณะ รายงานวา จากผูปวย Brugada syndrome ทั้งหมด 63 คน เปนผูชาย 60 
คน (คิดเปนรอยละ 95.23)[38] 

 - Brugada และคณะ รายงานวา จากผูปวย Brugada syndrome ทั้งหมด 63 คน เปนผูชาย 56 
คน (คิดเปนรอยละ 88.89)[38] 

 2.3.1 รูปแบบคลื่นไฟฟาหวัใจและลกัษณะอาการทางคลีนิกของ Brugada syndrome

  - Atarashi และคณะ พบวาจากผูปวย Brugada syndrome 63 คน มีผูปวยทีแ่สดง
อาการ 29 คน อาการดังกลาว ประกอบดวยเปนลมหมดสติ 12 คน เกดิ ventricular fibrillation 17 
คน สวนผูปวยอีก 34 คน ไมแสดงอาการใด ๆ [38] 
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  - Brugada และคณะ พบวาจากผูปวย Brugada syndrome 63 คน มีผูปวยทีแ่สดง
อาการ 41 คน (คิดเปนรอยละ 65) ซ่ึงอาการดังกลาวประกอบดวย เปนลมหมดสติ รอยละ 22 หรือ
เกิดการเสยีชีวติอยางเฉียบพลันเนื่องมาจาก ventricular fibrillation รอยละ 78 สวนผูปวย Brugada 
syndrome อีก 22 คนไมมีอาการใด ๆ[38] 

  ดังนั้น ผูปวย Brugada syndrome จะมีรูปแบบของคลื่นไฟฟาหวัใจ (ECG) ผิดปกติ
แบบ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ ST segment elevation ใน lead V1-V3 [10, 49] 

 2.3.2 ความสัมพันธระหวางใหลตาย และBrugada syndrome

  ผูที่รอดชีวิตจากใหลตายสวนใหญตรวจพบคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ RBBB และ ST 
segment elevation ใน lead V1-V3 ซ่ึงลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจแบบนี้เปนลักษณะเดียวกับคลื่นไฟฟา
หัวใจที่พบในผูปวย Brugada syndrome[45] นอกจากนี้แลวลักษณะอาการทางคลีนิกของใหลตาย 
และ Brugada syndrome มีลักษณะอาการที่คลายคลึงกันมาก คือเกิดในเพศชายเปนสวนใหญ 
โดยมากเกิดในคนวยัหนุมทีแ่ข็งแรงไมมีโรคประจําตัวมากอน มักจะตายอยางกระทันหันในขณะ
นอนหลับหรือพักผอน โดยที่ไมมีความผดิปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด จากลักษณะอาการ
ทางคลีนิกและคลื่นไฟฟาหวัใจที่เหมือนกนัของใหลตาย และBrugada syndrome จึงนาจะเกดิมาจาก
สาเหตุทางพันธุกรรมที่เหมือนกัน 

 2.3.3 ปจจัยทางพันธุกรรมของ Brugada syndrome

  Brugada syndrome เปนโรคที่ถายทอดทางพันธุกรรม โดยรูปแบบของการ
ถายทอดแบบ autosomal dominant และจากรายงานจากหลาย ๆ คณะวิจัยพบวา Brugada syndrome 
เปน genetic heterogeneity หมายความวา โรคเดียวกันแตเกิดจากการกลายพันธุของยนีที่ตางกัน ซ่ึง
ยีนที่นาจะเปนสาเหตุของโรค ไดแก ion channel ตาง ๆ ในหัวใจ เชน sodium channel หรือ 
potassium channel 

  2.3.3.1 Sodium channel 

   ยีนที่สราง cardiac sodium channel ที่มีหลายคณะวจิัยคนพบวาเปนสาเหตุ
หนึ่งที่สําคัญที่ทําใหเกดิ Brugada syndrome นั่นคือ ยนี SCN5A ซ่ึงเปน α subunit ของ cardiac 
sodium channel gene ประกอบดวย 28 exons ดังรูปที่ 1 ซ่ึงจะสราง  α subunit cardiac sodium 
channel protein ซ่ึงประกอบไปดวย 4 domains แตละ domain ประกอบดวย 6 transmembrane โดย
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ที่มีปลาย carboxy (COOH) และปลาย amino (NH2) อยูใน intracellular ดังรูปที่ 2 ซ่ึงประมาณ 15-
20% ของผูปวย Brugada syndrome เกิดจากการกลายพันธุของยีนนี[้39, 61] 

 

 รูปท่ี 1 แสดงจาํนวน exon ทั้งหมด 28 exons ของยีน SCN5A 

 

รูปท่ี 2 แสดง α และ β subunit ของ sodium channel  

   การกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ตําแหนงตาง ๆ ดังตอไปนี้ทําใหเกิด 
Brugada syndrome 

• Qiuyun Chen และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของยนี SCN5A 
โดยวิธี sequence analysis ดังตอไปนี[้48] 

1. เกิดการ insertion ของ 2 nucleotide, AA ที่บริเวณ intron 5 ซ่ึงจะทําใหลําดับ            
เบสที่บริเวณ splice-donor ของบริเวณ intron 5 ผิดไป 

2. เกิดการ deletion ของ nucleotide A ที่ codon 1397 ซ่ึงจะทําใหเกดิ Stop codon
ผลก็คือ จะมสีวนของ DIII/S6 และDIV/S1-6 และสวนปลาย carboxy ของ 
cardiac sodium channel ขาดหายไป 

3. เกิดการเปลี่ยนแปลงเบสที่บริเวณ exon 28 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino 
acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1620 (T1620M) รวมกับการเปลี่ยนแปลง amino acid 
ที่ตําแหนง codon ที่ 1232 (R1232W) ซ่ึงในตําแหนง codon ที่ 1620 (T1620M) 
ยังมีอีกหลายคณะวิจยัตรวจพบ ไดแก 
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  - Wang และคณะ 

  - Baroudi และคณะ 

  - Wan X และคณะ 

• Silvia G และคณะ ไดทําการตรวจกรองหาการกลายพันธุของยีน SCN5A ใน
ผูปวย Brugada syndrome 52 คน โดยวธีิ SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
พบวาเกดิการกลายพันธุของยีน SCN5A 8 คน (คิดเปนรอยละ 15) โดยแบงเปนผูปวยที่แสดงอาการ 
3 คน ไมแสดงอาการ 5 คน จากการวจิัยในครั้งนี้พบบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของยีน SCN5A 
ทั้งหมด 8 บริเวณ คือ[61] 

1. exon 7 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 298 (V294M) 

2. exon 8 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 319 (G319F) 

3. exon 12 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 567 (L567Q) 

4. exon 16 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 892 (F892I) 

5. exon 17 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino acid 2 ตําแหนง คือ ตําแหนง 965 
(R965C) และ 1053 (E1053K) 

6. exon 18 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1114 (D1114N) 

7. exon 28 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1795 (Y1795H) 

• Rook MB และคณะ  รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุของ SCN5A ที่ทํา
ใหเกดิ Brugada syndrome อีก 2 ตําแหนง คือ[53] 

1. exon 26 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1512 
(R1512W) 

2. exon 28 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1924 
(A1924T) 
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• Akai J และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกดิการกลายพนัธุของ SCN5A อีก 1 

ตําแหนง คือ exon 28 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1710 (S1710L)[62] 

• Veldkampt และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุของ SCN5A อีก 1 
ตําแหนง คือ เกิดการ insertion ของกรดอะมิโน aspartic acid ที่ codon ที่ 1795 (1795insD)[56] 

•  Baroudi G และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุของ SCN5A อีก 1 
ตําแหนง คือ บริเวณ exon 24 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1432 
(R1432G)[54]  

  2.3.3.2 Potassium channel 

   ยีนที่สราง Potassium channel protein ที่เกีย่วของกับ Brugada syndrome 
ไดแก KCND2 ซ่ึงประกอบไปดวย 6 exon และยนี KCND3 ซ่ึงประกอบไปดวย 7 exon โดยที่ยีนทัง้ 
2 นี้ เปนยีนทีเ่กี่ยวของกับการสราง Potassium channel protein ที่เกีย่วของกับ transient outward 
current (Ito) ซ่ึงเมื่อเกิดการกลายพันธุแลวจะสงผลใหเกิด Brugada syndrome แตยังไมมีรายงานการ
กลายพันธุของยีนนี้ที่ทําใหเกดิ Brugada syndrome มีเพยีงแตกลาววายนีทั้ง 2 นี้นาจะเปน candidate 
เทานั้น[55] 

 2.3.4 การกลายพันธุของ Sodium channel และ potassium channel ทําใหเกดิ                     
Brugada syndrome ไดอยางไร

  SCN5A เปนยีนที่สราง α subunit cardiac sodium channel ที่เกี่ยวของกับ
ศักยไฟฟาขณะทํางาน (action potential) ของกลามเนื้อหวัใจ 

  2.3.4.1 คุณสมบัติทางไฟฟาของกลามเนื้อหัวใจ[40] 

   ความเขมขนของไอออนชนดิตาง ๆ ที่อยูภายในเซลลกลามเนื้อหวัใจ และ
ของเหลวนอกเซลล (extracellular fluid) มีความแตกตางกัน คอื ภายในเซลลมีโปตัสเซียม 
(ประมาณ 150 mmole) สูงกวานอกเซลล (ประมาณ 4 mmole) และโซเดียมอยูภายนอกเซลล (140 
mmole) สูงกวาภายในเซลล (ประมาณ 30 mmole) ภาวะปกติ ผนังเซลลกลามเนื้อหัวใจมี
ความสามารถในการซึมผานของโปตัสเซียมสูง ดังนั้น ถาสอดขั้วไฟฟาขนาดเล็กเขาไปภายในเซลล
จะไดความตางศักยระหวางภายในเซลลและนอกเซลล โดยภายในเซลลมีคาเปนลบ คาของ
ศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลขณะพกัในเซลลกลามเนื้อหัวใจโดยทัว่ ๆ ไปเทากับ -80 ถึง -90               
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มิลลิโวลต คาของศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลจะเปลี่ยนแปลงไปไดเมื่อเซลลกลามเนื้อหัวใจ                     
ถูกกระตุน ซ่ึงทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการนําผานของไอออนผานผนังเซลล เกิดเปนศักยไฟฟา
ทํางานเกิดขึน้ ซ่ึงแบงไดเปน 4 ระยะ คือ 

  ระยะ 0 หมายถึง ระยะทีม่ีดีโพลาไรเซชันอยางรวดเรว็ และจะเกดิการเปลี่ยน
ศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลจากลบไปเปนบวก เนื่องจากมโีซเดียมผานเขาไปในเซลล 

  ระยะ 1 หมายถึง ระยะที่มรีีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว ซ่ึงเกิดจาก inactivation 
ของโซเดียม และactivation ของคลอไรด และบางสวนจาก outward K current 

  ระยะ 2 หมายถึง ระยะทีม่ดีีโพลาไรเซชันคงตัวอยูเร่ือย ๆ หรือ plateau ซ่ึงเปน
ลักษณะเฉพาะของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหวัใจ 

  ระยะ 3 หมายถึง ระยะที่มรีีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว กลับสูศักยไฟฟาขณะพัก
เกิดจาก activation ของ K current ทําใหโปตัสเซียมออกไปนอกเซลล และมี inactivation ของ Ca 
channel 

  ระยะ 4 หมายถึง ระยะดีโพลาไรเซชันในขณะกลามเนื้อหัวใจคลายตัว ซ่ึงมีความ
ตางศักยของเยือ่หุมเซลลกลับสูระดับเดิมกอนเกิดศกัยไฟฟาขณะทํางาน ระดับของโซเดียมและ
โปตัสเซียมภายในเซลลจะกลับสูปกติ 

  2.3.4.2 activation และinactivation gate ของ Sodium และPotassium channel 

การทํางานของประตูความตางศักยของชองทางโซเดียมใน 3 สภาวะ แต
ละชองทางมี 2 ประตู ประตหูนึ่งอยูที่ชองทางดานนอกของเยื่อหุมเซลลซ่ึงเรียก activation gate และ
อีกประตูหนึ่งอยูที่ชองทางดานในของเยื่อหุมเซลล ซ่ึงเรียก inactivation gate ซ่ึงสภาวะของเยื่อหุม
เซลลขณะพัก จะมีความตางศักยประมาณ -90 มิลลิโวลต ดังรูปที่ 3 ในสภาวะนี้ actvation gate จะ
ปดสนิท ปองกันการผานเขาเซลลของโซเดียม แต inactivation gate จะเปด เมื่อมีความตางศักยของ
เยื่อหุมเซลลลดลงจาก -90 มิลลิโวลต มาอยูระหวาง -70 และ-50  มิลลิโวลต จะทําให activation 
gate เปล่ียนรูปรางไปอยูในทาเปดเรียกวา activated state ซ่ึงทําใหโซเดียมสามารถวิ่งเขาเซลลได
อยางมากมายเพิ่มขึ้นจากเดิมเปน 500-5000 เทา ระยะตอมาภายในเศษหนึ่งสวนหมื่นของวินาที 
inactivation gate จะปดทาํใหโซเดียมไมสามารถผานเขาได ทําใหความตางศักยของเยื่อหุมเซลล
กลับคืนสูปกติ เกิดรีโพลาไรเซชัน inactivation gate นี้จะไมเปดอีกจนกวาความตางศกัยของเยื่อหุม
เซลลกลับคืนสูภาวะปกติขณะพกั 
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รูปท่ี 3 แสดงถงึศักยไฟฟาทํางานของกลามเนื้อหัวใจ ในระยะตาง ๆ 

ในสวนของความตางศักยของชองทางโปตัสเซียมในระยะพกั และระยะ
เกิดศักยไฟฟาขณะทํางาน ในระยะพัก ประตูนี้จะปด โปตัสเซียมไมสามารถผานเขาออกจากเซลล
ได เมื่อความตางศักยของเยือ่หุมเซลลลดลงจาก -90 มิลลิโวลต มาจนถึง +35 มิลลิโวลต จะทําให
ประตูคอย ๆ เปดออกชา ๆ ทําใหโปตัสเซียมผานออกจากเซลล แตเนื่องจากประตูโปตัสเซียมเปดชา 
โดยจะเปดพรอม ๆ กับที่ประตูโซเดียม (inactivation gate) ปด ดังนั้น ระยะที่ลดการนําโซเดียมเขา
เซลลจะตรงกับระยะที่มกีารเพิ่มโปตัสเซียมออกจากเซลล 

  2.3.4.3 การกลายพันธุของยนี SCN5A ทําใหเกิด Brugada syndrome ไดอยางไร 

   การกลายพันธุของยีน SCN5A ใน Brugada syndrome เปนแบบ loss of 
function[41] เนื่องมาจากการกลายพันธุทําใหเกดิ inactivation ของ Sodium channel เร็วกวาปกติ 
ดังนั้น จึงทําใหปริมาณของโซเดียมเขาเซลลนอยกวาปกติ ซ่ึงความผิดปกตินี้เกดิขึ้นในชวงปลาย
ระยะ 0 ของศักยไฟฟาทํางานของกลามเนือ่หัวใจ และสงผลใหเกิดระยะ 1 เร็วขึ้นกวาปกติ ดังนั้น 
การกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ทําใหเกดิ Brugada syndrome จึงเกี่ยวของกับ inactivation ของ 
sodium channel ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชันในกลามเนื้อหวัใจเร็วกวาปกต ิ

   Brugada syndrome จะเกีย่วของกับกลามเนื้อหัวใจในชัน้ epicardium และ 
endocardium โดยการกลายพันธุของยีน SCN5A ทําใหเกิด inactivation ของ sodium channel ในชัน้ 
epicardium เร็วกวาคนปกติ ในขณะที่ในชัน้ endocardium เปนไปตามปกติ ดังนัน้ ใน epicardium 
ของผูปวย  Brugada syndrome จึงมีจํานวนของโซเดียมที่เขาเซลลนอยกวา และเกิดรีโพลาไรเซชัน
ไดเร็วกวาใน endocardium จึงทําใหเกิดความแตกตางศกัยระหวาง epicardium และ endocardium 
ขึ้นในชวงระยะ 1 ของศักยไฟฟาทํางานในกลามเนื้อหวัใจ (Transmural voltage gradient) ซ่ึง 
Transmural voltage gradient นี่ทําใหเกิดคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ ST segment elevation 
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  2.3.4.4 การกลายพันธุของยนี KCND2 และKCND3 ทําใหเกดิคลื่นไฟฟาหวัใจ
แบบ Brugada syndrome ไดอยางไรในสัตวทดลอง 

   เนื่องจาก KCND2 และKCND3 เปนยีนที่สราง Potassium channel ที่
เกี่ยวของกับกระแสของโปตัสเซียมที่ไหลออกนอกเซลล (transient outward current ; Ito) ซ่ึงจะ
เกี่ยวของในปลายระยะ 1 ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ การกลายพันธุของยนี 
KCND2 และKCND3 ทําให Ito ในปลายระยะที่ 1 ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหวัใจนี้
เพิ่มขึ้นมากกวาปกติ ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชันในกลามเนื้อหวัใจเร็วข้ึนกวาปกต ิ ดังนั้น การ             
กลายพันธุของยีน KCND2 และKCND3 ใน Brugada syndrome จึงเปนแบบ gain of function[42]  

   กลายพันธุของยีน KCND2 และKCND3 ที่ทําใหเกดิคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ 
Brugada syndrome ในเนือ้เยื่อสัตวทดลอง เนื่องมาจาก การเพิ่มขึ้นของโปตัสเซียมที่ไลออกนอก
เซลลในปลายระยะที ่ 1 ของศกัยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหวัใจในชั้น epicardium โดย
ในขณะที่ช้ัน endocardium เปนไปตามปกติ จึงทําใหเกิด Transmural voltage gradient ซ่ึงเปน
สาเหตุของคลื่นไฟฟาหัวใจที่ผิดปกติแบบ ST segment elevation[43] อยางไรก็ตาม เทียมจิต และ
คณะได ศึกษายีน KCND3 ในผูปวยที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มีคล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada 
syndrome ทั้งหมด 3 ครอบครัวไมพบการกลายพันธุ 
 

2.4 การตรวจหาการกลายพนัธุโดยวิธี SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
 SSCP เปนวิธีตรวจหาโพลีมอรฟซึมจากดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณโดยพีซีอารที่มีความแตกตาง
กันเฉพาะเบสตัวใดตัวหนึ่งภายในชิ้นดีเอ็นเอ (point mutation)  ซ่ึงเปนตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลง
ของเบสในบริเวณที่ไมมีผลตอการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) หรือ เปน
ตําแหนงที่ที่ไมทราบแนชัด SSCP อาศัยหลักที่วาดีเอ็นเอสายเดี่ยวในสภาพธรรมชาติ 
(nondenaturing condition) จะมีการขด หรือพันกันภายในโมเลกุล เกิดเปนโครงสรางที่จําเพาะ หรือ
มี conformation ที่จําเพาะ ซ่ึงจะมีผลตอการเคลื่อนที่ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบน 
nondenaturing polyacrylamide gel โมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีเบสแตกตางกันแมเบสเดียวก็สามารถทํา
ใหเกิดโครงสรางแตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลใหการเคลื่อนที่ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสเร็วชา
ตางกัน ทําใหเห็น band shift ซ่ึงแสดงถึงการมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสเกิดขึ้นภายในดีเอ็นเอ 

 ความไวของการตรวจ SSCP ขึ้นกับความยาวของสายดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ 
เนื่องจากเปนการตรวจหาความแตกตางของดีเอ็นเอที่มลํีาดับเบสตางกันเพยีง 1 เบส ดังนั้น ถาสาย 
ดีเอน็เอยาวมาก โอกาสในการตรวจพบ SSCP ก็จะนอย ขนาดความยาวของสายดีเอน็เอที่เหมาะสม
สําหรับการตรวจหาโพลีมอรฟซึมโดยวิธีนี้ คือ ไมเกิน 200 นิวคลีโอไทด ปจจัยอ่ืน ๆ ที่มีผลตอการ
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ตรวจสอบ เชน คาความเขมขนของบัฟเฟอร ความเขมขนและสัดสวนของเจล องคประกอบของ
เบส ตําแหนงและชนิดของเบสที่เปล่ียนแปลงในโมเลกลุของดีเอ็นเอ เปนตน ดังนั้นจึงตองปรบั
สภาพใหเหมาะสมกับการทดลองแตละแหง 

2.5 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 กลุมอาการบรูกาดาเปนโรคที่ถายทอดทางพันธุกรรมแบบ autosomal dominant[47] พบวา 

ผูปวย      บรูกาดามีความผดิปกติของ cardiac ion channel และจากรายงานการวิจยัหลาย ๆ ฉบับ 
พบวา โรคบรูกาดาเกดิจากความผิดปกติของยีน SCN5A ที่สราง sodium channel ที่ตําแหนงตาง ๆ 
ดังนี ้

 1. T1620M ที่บริเวณ extracellular loop ระหวาง segment ที่ 5 และ 6 ของ domain ที่ 4                 
[48-51] ดังรูปที่ 5 
        2. R1512W ที่บริเวณ intracellular loop ระหวาง segment ที่ 6 ของ domain ที่ 3 กับ 
segment ที่ 1 ของ domain ที่ 4 [52,53] ดังรูปที่ 5 
 3. R1432G ที่บริเวณ P segment ของ domain 3 [52,54] ดังรูปที่ 5 
 4. 1795insD ที่ c-terminal domain [55,56] ดังรูปที่ 5 
นอกจากนี้ ยังมีรายงานที่ตําแหนงอืน่ ๆ อีก เชน 
 Hong K และคณะ[25] ไดพบการกลายพันธุ R367H โดยมีการแทนที่เบสจาก G ดวย A ใน 
exon 9   
 Schulze-Bahr E และคณะ[26] ไดพบการกลายพันธุ 5 ตําแหนง คือ 2602delC (E867X), 
5425C>A (S1812X), 2581_2582delTT (F861fs951X), 3673G>A (E1225K), 4435_4437delAAG 
(K1479del) 
 Nimura H และคณะ[28] พบการกลายพันธุ 2 ตําแหนงใน SCN5A คือ G292S ในตําแหนง 
pore-lining region ระหวาง DIS5 และ DIS6 (transmembrane segment) และ S835L ในตําแหนง 
intracellular loop ระหวาง DIIS4 กับ DIIS5 ดังรูปที่ 4 
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 รูปท่ี 4 แสดงตาํแหนงการกลายพันธุ 2 ตําแหนงที่ถูกรายงานโดย Nimura H และคณะ 
 
 Chen Q และคณะ[48] ไดรายงานไว ดังนี ้
  1) insertion ของนิวคลีโอไทด AA ที่บริเวณ Splice donor ของ intron 7 
  2) deletion ของนิวคลีโอไทด A ที่ codon 1397 
  3) การแทนที่เบส C เปน T ที่ตําแหนง 1232(R1232W) ซ่ึงอยูบริเวณ extracellular 
loop ระหวาง segment 1 กับ segment 2 ของ domain 3 ดังรูปที่ 5 
 Kyndt F และคณะ[57] ตรวจสอบพบ missense mutation (G1406R) ซ่ึงเปนบริเวณของ 
pore region (P segment) ของ domain 3 ดังรูปที่ 5 

Vatta M และคณะ[19] ไดทําการศึกษาการกลายพันธุของ SCN5A ในผูปวย Sudden 
Unexplained Nocturnal Death Syndrome ในคนไทย (ใหลตาย) และ คนญี่ปุนจํานวน 10 คน พบ
การกลายพันธุใน 3 คน ดังนี ้

 1) R367H ซ่ึงเปนบริเวณของ p segment ที่ domain 1 
 2) A735V ซ่ึงเปนบริเวณของ extracellular loop ระหวาง segment 1 กับ segment 2 

ของ domain 2  
 3) R1192Q ซ่ึงเปนบริเวณของ intracellular loop ระหวาง segment 6 ของ domain 

2 กับ segment 1 ของ domain 3 
Wang DW และคณะ[58] พบวามี G298S ซ่ึงอยูที่ intersegment loop ระหวาง segment 5 

และ 6 ของ domain 1 และพบ D1595N ที่ segment 3 ของ domain 4 
Levy-Nissenbaum E และคณะ[59] ตรวจสอบการกลายพันธุในผูปวยบรูกาดาจํานวน 7 

ราย พบวา มกีารกลายพันธุ 2 ราย โดยพบ G35S และ R104Q 
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 Vatta M และคณะ[60] พบวา มีการกลายพนัธุ ดังตอไปนี ้
  1) G351V ที่บริเวณ p segment ของ segment 5 และ segment 6 ของ domain 1 
  2) 20-bp deletion ที่ splice accepter ของ exon 5 ซ่ึงเปนตําแหนงของ intracellular 
loop ระหวาง segment 2 กับ segment 3 ของ domain 1 
  3) K126E ที่ intracellular loop ระหวาง segment 2 กับ segment 3 ของ domain 1 

Priori SG และคณะ[61] ไดทาํการตรวจหาการกลายพันธุของ SCN5A ในผูปวย 52 คน โดย
ใชวิธี SSCP (single strand conformation polymorphism) พบวาเกดิจากการกลายพันธุ 8 คน (รอย
ละ 15) โดยแสดงอาการ 3 คนและไมแสดงอาการ 5 คน โดยพบทั้งหมด 8 ตําแหนง คือ 

 1) exon 7 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน V294M ดังรูปที่ 5 
 2) exon 8 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน G319F 
 3) exon 12 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน L567Q ดังรูปที่ 5 
 4) exon 16 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน F892I 
 5) exon 17 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน 2 ตําแหนง คือ R965C และ E1053K 

ดังรูปที่ 5 
 6) exon 18 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน D1114N ดังรูปที่ 5 
 7) exon 28 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน Y1795H ดังรูปที่ 5 

 Akai J และคณะ[62] รายงานบริเวณที่เกดิการกลายกลายพันธุของ SCN5A พบ S1710L ที่ 
exon 28 ดังรูปที่ 5 
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 รูปท่ี 5 แสดงตาํแหนงการกลายพันธุในหลาย ๆ ตําแหนงที่เคยถูกรายงานไว 
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บทที่  3 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 
รูปแบบการศกึษาเปนแบบ Descriptive study 

3.2 ประชากรศึกษา 
ประชากรเปาหมาย คือ ประชากรไทยที่มีลักษณะอาการเขาไดกับโรคใหลตาย ดังนี้ 

      1. เกณฑในการคัดเลือกเขาการศึกษา (Inclusion Criteria) 
    ผูรอดชีวิตจากโรคใหลตาย คือ ชาวไทยที่อายุมากกวา 15 ป มีสุขภาพ

แข็งแรง ไมมีโรคประจําตัว โดยเกิด cardiac arrest หรือ polymorphic ventricular 
tachycardia/ventricular fibrillation (VT/VF) ที่มีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ Right Bundle Branch Block 
(RBBB) และ ST-segment elevation (ดังรูปที่ 6 D และ E) ใน Lead V1-V3 ติด Lead ตาง ๆ บนตัว
ผูรอดชีวิตจากใหลตาย ดังรูปที่ 7 (-V1 - -V3 และ-2V1 - -2V3) และไดทํา cardiopulmonary 
restriction สําเร็จ ไมมีประวัตกิารใชยาที่ทําใหเกิด polymorphic VT/VF ตรวจระบบหัวใจและ
หลอดเลือดปกติ ตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจไมพบ long QT interval, blood chemistry, chest X-ray, 
echocardiography, และ coronary angiography อยูในเกณฑปกต ิ

 
รูปท่ี 6 แสดงรปูแบบของ ECG ของ Brugada syndrome 
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 รูปท่ี 7 แสดงตาํแหนงตาง ๆ ในการติด lead เพื่อทําการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจ  
 

     2. เกณฑในการคัดเลือกออกจากการศึกษา (Exclusion Criteria) 
  1. ผูที่ไมรวมมือในการทําวิจยั 
  2. ผูที่ 12 leads ECG มี prolong QT interval (QTc > 0.44 sec) มากกวา  

3 Leads หรือมี second, high grade หรือ third degree AV block  

3.3 เคร่ืองมือและวัสดุท่ีใชในการวิจัย 

 วัสดุอุปกรณ

  1. Pipette tip : 10 µl, 50 µl, 200 µl, 1000 µl  
  2. Microcentrifuge tube : 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml 
  3. Automatic adjustable micropiptte : P2(0.2-2 µl), P10(0.5-1.0 µl), 

P20(5-20µl), P100(20-100µl), P200(20-200 µl), P500(200-500 µl),  
P1000(0.1-1 ml) 

  4. Flask : 250 ml 
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  5. Cylinder : 100 ml, 250 ml, 500 ml 
  6. Parafilm 
  7. Electrophoresis chamber set 
  8. Vortex 
  9. Microcentrifuge 
   10. DNA Thermal cycler  
  11. Power supply 
  12. Spectrophotometers 
  13. Refrigerator 4O C 
  14. Deep freezer -80O C 
  15. ECG (Electrocardiogram) 
  16. Glove  

 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 

  1. Absolute ethanol  

  2. Agarose (Molecular grade) 

  3. Ammonium acetate 

  4. Boric acid 

  5. Ethidium bromide 

  6. Mineral oil 

  7. Phenol 

  8. Chloroform 

  9. Sucrose 
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  10. Tris base 

  11. Triton X-100 

  12. 10 base pair DNA ladder 

  13. 25 base pair DNA ladder 

  14. 100 base pair DNA ladder 

  15. Polyacrylamide 

  16. Ammonium persulfate 

  17. Temed 

  18. Glycerol 

  19. 10X PCR buffer 

  20. Magnesium chloride 

  21. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 

  22. Oligonucleotide primers 

  23. Tag DNA polymerase 

  24. Genomic DNA samples 

  25. Autoclave H2O 
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

 ผูวิจัยไดดําเนนิการตรวจหาผูรอดชีวิตจากใหลตาย และออกเก็บตวัอยางเลือด ดังนี ้
 1. กลุมตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตาย 
     ใชตัวอยางเลือดปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้งหมด 10 คน 

โดยคณะวจิัยจะเก็บตวัอยางผูรอดชีวิตจากใหลตายที่โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ หรือออกไปเกบ็
ตัวอยางเลือดที่โรงพยาบาลหรือสถานีอนามัยใกลบาน 

 2. กลุมตัวอยางเลือดคนปกต ิ
     ใชตัวอยางเลือดปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากคนปกติทีไ่มมีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ

กลุมอาการบูรกาดา ทั้งหมด 50 คน โดยคณะวิจยัเก็บตวัอยางเลือดทีโ่รงพยาบาลจุฬาลงกรณ
หรือโรงพยาบาลหรือสถานีอนามัยใกลบาน 

 3. ขั้นตอนดําเนินการวิจัย 
     ตัวอยางเลือดที่ไดนํามาศกึษา ดังนี ้
ขั้นท่ี 1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
 1) นําเลือดปริมาณ 20 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ความเร็ว 3000 รอบ

ตอนาที (rpm) เปนเวลา 10 นาที 
 2) เก็บสวน buffy coat ใสในหลอด polypropylene หลอดใหม 
 3) เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวบม (incubate) ที่

อุณหภูมิ     -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 4) ปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 1,000 g (rcf) เปนเวลา 8 นาที แลวเทสวนใส (supernatant) 

ทิ้ง  
 5) เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงที ่

1,000 g เปนเวลา 8 นาที แลวเทสวนใสทิ้ง 
 6) เติม lysis buffer II 900 ไมโครลิตร (µl) สารละลาย protinase K 10 ไมโครลิตร 

และ 10 % SDS 50 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาเปนเวลา 15 วินาท ี
 7) นําสวนผสมทั้งหมดแชในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส คางคืน 
 8) เติม phenal-chloroform-isoamyl alcohol 1 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 15 วินาท ี

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
 9) ดูดสวนบนใสในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร 
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            10) เติม 7.5 M CH3COONH3 ลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรที่ดูดไดจากขอ 9 และเตมิ 

100% ethanol ลงไปในปริมาตรที่เทากับปริมาตรที่ดูดไดจากขอ 9 แลวผสมใหเขากันเบา ๆ จะเห็น
สายดีเอ็นเอ จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จะเหน็
ตะกอนใส ๆ ติดที่กนหลอด เทสวนใสทิ้ง 

            11) เติม 70% ethanol เพื่อลางตะกอน จากนัน้นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 
รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที ดูดสวนใสทิ้งแลวทิ้งไวใหแหง 

            12) ละลายตะกอนดเีอ็นเอ ที่ไดดวย TE buffer ปริมาตร 20-300 ไมโครลิตร แลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนตะกอนดีเอ็นเอละลายหมด 

            13) นําไปวัดเพื่อคํานวณหาปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเครื่อง spectrophotometer ตอไป 

ขั้นท่ี 2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยจะทํา 
PCR reaction ในบริเวณ exon ตางๆ โดย 

Primers ที่ใชเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอในการศึกษาบริเวณอินเตอรเซกเมนตในยนี SCN5A ที่
ศึกษา* ไดแก Exon ที่ 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26 และ28  

Primers ที่ใชเพิ่มจํานวนดีเอน็เอในการศึกษาบริเวณอินเตอรเซกเมนตที่ศึกษา ดังตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 แสดง primers ของแตละ exon ที่ใชในการศึกษา 

Exon  Forward primer     Reverse primer 
1 GCCGCTGAGCCTGCGCCCAGT     GGAAAGTTGGGCGGCGGCAG 
2 CGTCTGCCCACCCTGCTCTCT     CCTCTTCCCCCTCTGCTCCATT 
3 AGTCCAAGGGCTCTGAGCCAA     GGTACTCAGCAGGTATTAACTGCAA 
8 CGAGTGCCCCTCACCAGCATG     GGAGACTCCCCTGGCAGGACAA 
11 AAACGTCCGTTCCTCCACTCT     AACCCACAGCTGGGATTACCATT 
12 GCCAGTGGCTCAAAAGACAGGCT     CCTGGGCACTGGTCCGGCGCA 
  CACCACACATCACTGCTGGTGC     GGAACTGCTGATCAGTTTGGGAGA 
13 CCCTTTTCCCCAGCTGACGCAAA     GTCTAAAGCAGGCCAAGACAAATG 
17 GGGACTGGATGGCTTGGCATGGT     CGGGGAGTAGGGGGTGGCAATG 

GCCCAGGGCCAGCTGCCCAGCT     CTGTATATGTAGGTGCCTTATACATG 

 



 
28                               

 

 

18 AGGGTCTAAACCCCCAGGGTCA     CCCAGCTGGCTTCAGGGACAAA 
19 GAGGCCAAAGGCTGCTACTCAG     CCTGTCCCCTCTGGGTGGAACT 
26 CCATGCTGGGGCCTCTGAGAAC     GGCTCTGATGGCTGGCCATGTG 
28 GAGCCCAGCCGTGGGCATCCT     GTCCCCACTCACCATGGGCAG 
 CCAACCAGATAAGCCTCATCAACA     CCGCCTGCTGACGGAAGAGGA 
 TGCTGCAACGCTCTTTGAAGCAT     AAAGGGCTGCTTTCAGTGTGTCCT 

*Genomics 34, 9-16 (1996) 
 
  1) หลังจากนัน้เตรียม mixture ตามอัตราสวน ดังตารางที ่2 
 
 ตารางที่ 2 แสดงอัตราสวนของสารที่ใชในปฏิกิริยา PCR 
 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา (µl) 
10 mM dNTPs  0.2 mM 0.2 
10x kinase buffer (with 15 mM MgC12) 10x 1 
5 U/µl Taq DNA polymerase  2 U/µl 0.04 
50 ng/µl DNA template  200 ng 4 
20 µM lebelled sense-primer 0.2 µM 0.1 
20 µM antisense-primer 0.2 µM 0.1 
น้ํากลั่น - 2.56 

ปริมาตรรวม 10 
   2) เขยาใหเขากันแลว spin down โดยนําเขาเครื่องปนเหวีย่งเปนเวลาสั้นๆ เพื่อให 
mixture ลงมารวมกันทีก่นหลอด 

 

 3) นํา mixture ที่ไดเขาเครื่อง PCR โดยใชสภาวะตาง ๆ ของแตละ exons ดังตาราง  
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ตารางที่ 3  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 1, 2, 3 และ8 

 
Exons     1 2 3 8

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             59 0.45 30 59 0.45 30 58 0.45 35 58 0.45 35
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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ตารางที่ 4  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 11, 12-1, 12-2 และ13 
 

Exons 11 12-1 12-2 13

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             58 0.45 40 58 0.45 35 58 0.45 35 58 0.45 35
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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ตารางที่ 5  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 17-1, 17-2, 18 และ19 
 

Exons 17-1 17-2 18 19

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             66 0.45 35 58 0.45 35 63 0.45 35 64 0.45 39
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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     Exons 26 28-3 28-4 28-5

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94

 
 
 

ตารางที่ 6  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 26, 28-3, 28-4 และ28-5 

 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             58 0.45 35 59 0.45 35 59 0.45 35 58 0.45 35
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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      4) นํา PCR products ทั้งหมด ผสมกับ 6X loading dye ปริมาตร 2 µl ไป run ใน 
1% agarose gel electrophoresis ที่ 70 volts เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที  

  5) purify PCR products โดยการใช PCR purification kit (QIAgen) ตามขั้นตอน
ของ PCR purification kit 

6) นํา PCR products ที่ purify แลว ปริมาตร 2 µl  ผสมกับ 6X loading dye ไป 
run ใน1% agarose gel electrophoresis ที่ 70 volts เพื่อตรวจสอบวาได PCR products ที่บริสุทธิ์ 

7) นํา PCR product ปริมาตร 5 µl ไปทํา SSCP เพื่อทําการคัดเลือกตัวอยางที่
ผิดปกติไปทํา DNA sequencing 

8) สง PCR products ของผูปวยที่สงสัย ที่ purify แลว ปริมาตร 15 µl ไปที่ 
BioService Unit (BSU) เพื่อทํา automated sequencing ในรายที่มีผล SSCP ม ี band shift จากคน
ปกติ 

9) อานผล sequence ที่ไดเพื่อตรวจสอบการกลายพันธุของลําดับเบส * โดยการ
อางอิงจาก Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) [gi:51511463] 

ขั้นท่ี 3 การตรวจหาการกลายพันธุของยีน SCN5A ดวยเทคนคิ Single Strand 
Conformation Polymorphism (SSCP)  

 1) นํา 1X buffer ปริมาณ 1,000 ml แชเย็นทิ้งไวประมาณ 1 คืน 

2) นํากระจก 2 อัน ซ่ึงมีขนาดยาวกับสัน้ มาทําเช็ดดวย 95% Ethanol  ทิ้งไว
ประมาณ 15 นาที ชวงระหวางรอควรไปเตรียมพอลิเอคริลาไมดเจล 

 3) เตรียม 15% พอลิเอคริลาไมดเจล โดยใช 40% polyacrylamide gel Stock 1.875 
ml, 10X TBE 0.5 ml, glycerol 0.3 ml, และเติมน้ํา 2.625 ml 

 4) นําสวนของพอลิเอคริลาไมดเจลที่เตรียมแลวเติม APS 50 µl และ Temed 5 µl 
เขยาใหเขากันและเทใสในชองวางระหวางกระจก หลังจากนั้นนํา comb มาเสียบพรอมกับใช คลิบ
หนีบไว ตั้งทิ้งไวประมาณ 1-2 ช่ัวโมง 

 5) นํากระจกที ่set เจลแลวไปใสเครื่องที่จะทําการรัน ใช 1X buffer ที่แชเย็นไวเติม
ลงในเครื่องรันเจล และนําเครื่องรันเจลใสไวในตูเย็น (4 ºC) เพื่อไมใหเกิดความรอน ทําการ Pre-run 
10 นาที ระหวางนี้เตรียม product ไว 

 
 

 



 
34                               

 
 6) นํา PCR product ทั้งหมดมาเติมสี SSCP และ 10% SDS อัตราสวน 8:16:16 

ตามลําดับ และตองมี product ที่เปน double strand เพื่อใชรันในแตละ exon ดวย แต double strand 
และ100 bp Ladder จะไมนํามาทํา denature และนํา PCR ที่ผสมสีแลวไป denature ที่ 95 ºC 
ประมาณ 15-20 นาที  

 7) นํา product ทั้งหมด load ลงในเจล โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟา 200 V นาน 3-5 
ช่ัวโมง 

 8) นําเจลที่ run แลวถอดกระจกสั้นออก ในกระจกยาวที่มีเจลติดอยู ใหนําเจลมา
ยอมในสี cyber green ประมาณ 15-20 นาที  
  9) นําเจลออกไปถายรูป เพื่อดูความผิดปกติ 

ขั้นท่ี 4 การตรวจหาการกลายพันธุดวย sequencing analysis  
 1) ขั้นเตรียมดีเอ็นเอ (PCR product) 
       นํา PCR product ของผูปวยที่พบวามี conformation เปล่ียนไปมาทาํการ purify 

โดยใช QiAgent kit   
 2) ขั้นตอนการทํา DNA sequencing มีดังนี้ 

      นํา product ที่ได มาทําการหาลําดับเบสดวยการทํา sequencing cycle โดยใส 
primer ของ exon ที่มีความผิดปกติ และ BigDye terminator Version 3.0 (PE Biosystems, CA) 
จากนั้นอานผลดวย ABIPRISMTM 310 Genetic Analyser (Perkin Elmer Cetus, Branchburg,          
New Jersey) หลังจากนัน้ วิเคราะหผลโดยดูผลการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส  

ขั้นท่ี 5 การพิสูจนตําแหนงท่ีเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดบัเบสที่ไดจากผลของ Sequencing
เปนการกลายพันธุหรือโพลีมอรฟซึมดวยเทคนิค RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism)  

อันดับแรก ตองนําตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสนั้นไปตรวจสอบใน
เว็บ ncbi.nlm.nih.gov วามีรายงานโพลีมอรฟซึมในตําแหนงนัน้หรือเปลา ถายังไมมีรายงานกใ็ชวิธี 
RFLP ในการตรวจสอบ โดยจะทําการตัดสายดเีอน็เอในตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
เปรียบเทียบกบัคนปกติที่ไมไดมีอาการของใหลตายและคลื่นไฟฟาหวัใจตรวจไมพบ Brugada 
syndrome (control) จํานวน 50 คน ถาผลการตัดสาย     ดเีอ็นเอในคนปกติตางกัน แสดงวา ตําแหนง
ที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสเปนการกลายพันธุแนนอน 

3.5 การเก็บรวบรวมขอมูล 
 ผูวิจัยจะทําการรวบรวมขอมูล และเก็บบันทึก บน Data Sheet เพื่อนํามาวิเคราะห ตอไป 
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3.6 การวิเคราะหขอมูล 

วิเคราะหหา band ของผูปวยที่มีความแตกตางจากคนปกติ (control) จากขบวนการ SSCP 
แลวนําสงหาลาํดับเบส (Sequencing) หลังจากนั้นทําการตรวจสอบผลที่ไดวามีตําแหนงเบสใดบาง
ของยีน SCN5A ที่แตกตางจาก Human genome Database ([gi:51511463]) ถามีเบสเปลี่ยนไป จะ
ตรวจสอบวาแปลรหัสใหกรดอะมิโนที่แตกตางไปจากเดมิหรือไม ถาแตกตางแสดงวา อาจเปนการ
กลายพันธุ 

วิเคราะหหาการกลายพันธุ (mutation) โดยทํา RFLP ซ่ึงทําการหา enzyme ที่จะทําการตัด
สายของดีเอ็นเอในตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสเปรียบเทียบกับคนปกติที่ไมไดมีอาการ
ของใหลตายและคลื่นไฟฟาหัวใจตรวจไมพบ Brugada syndrome (control) จํานวน 50 คน ถาผล
การตัดสายดีเอ็นเอในคนปกติไมสามารถตัดได แสดงวา ตําแหนงที่มกีารเปลี่ยนแปลงลําดับเบสเปน
การกลายพันธุ หากพบวาสามารถตัดไดในคนปกติ แสดงวา ตําแหนงนัน้เปน polymorphism 
 นําขอมูลที่ไดทั้งหมดมาตรวจสอบวาในตาํแหนงที่มเีบสเปลี่ยนนั้นเกีย่วของกับการทาํงาน
ของ sodium channel ของหัวใจซึ่งเปนสาเหตุของโรคใหลตายอยางไร 
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บทที่  4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 การตรวจหาการกลายพนัธุในยีน SCN5A โดย SSCP 

 จากรายงานทีไ่ดรายงานไวเกี่ยวกับตําแหนงการเกดิการกลายพันธุของยีน SCN5A พบวา 
มักเกิดขึน้ในบริเวณอนิเตอรเซกเมนต ดังนั้น ผูวิจยัจึงทําการตรวจหาการกลายพันธุในบริเวณ
อินเตอรเซกเมนตของยีน SCN5A ซ่ึงเปนสวนของ exon 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26 และ28 
โดยการใชวิธี SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) ตรวจหาในผูรอดชีวิตจาก
ใหลตายทั้งหมด 10 ราย เทยีบกับคนปกต ิ2 ราย พบวา exon 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26                     
ในผูรอดชีวติจากใหลตายไมมีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางจากคนปกติ แต exon 28 ชวงที่ 3 พบวา มี
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น ซ่ึงผลของการวิเคราะหแตละ exon ในการวิจัย เปนดังนี ้

1. Exon 1 

ใน exon 1 พบวา กลุมผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้ง 10 ราย มีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับคนปกต ิ
แสดงวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg  

 
 รูปท่ี 8 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 1 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                          เปรียบเทียบกับผูรอดชีวิตจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP 
  (M = marker, Neg = negative control) 

 



 
37                               

 
2. Exon 2 

ใน exon 2 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 M Neg N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 

 

 Neg N1 N2 M C6 C7 C8 C9 C10 

 
 
 รูปท่ี 9 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 2 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                          เปรียบเทียบกับผูรอดชีวิตจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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3. Exon 3 

ใน exon 3 พบวา กลุมผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้ง 10 ราย มีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับคนปกต ิ
แสดงวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
 รูปท่ี 10 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 3 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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4. Exon 8 

ใน exon 8 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 Neg M N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 

 

 
รูปท่ี 11 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 8 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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5. Exon 11 

ใน exon 11 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 12 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 11 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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6. Exon 12-1 

ใน exon 12-1 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 

 
รูปท่ี 13 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 12-1 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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7. Exon 12-2 

ใน exon 12-2 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 M Neg N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 

 

 
รูปท่ี 14 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 12-2 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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8. Exon 13 

ใน exon 13 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 15 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 13 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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9. Exon 17-1 

ใน exon 17-1 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 

 
รูปท่ี 16 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 17-1 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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10. Exon 17-2 

ใน exon 17-2 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 17 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 17-2 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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11. Exon 18 

ใน exon 18 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 M N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 Neg M 

 

 M N1 N2 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg 

 

 
รูปท่ี 18 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 18 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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12. Exon 19 

ใน exon 19 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 
N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 19 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 19 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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13. Exon 26  

ใน exon 26 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 

 
รูปท่ี 20 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 26 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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14. Exon 28-3 

ใน exon 28 สวนที่ 3 พบวา มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกนัทั้งสิ้น 3 แบบ ดังรูป 

 

N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M 
2 2 2 2 2 2 2 3 1 1 1 1 

Neg  M 

 

 
 รูปท่ี 21 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 28-3 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2) และ       
                            ผูรอดชีวิตจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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15. Exon 28-4 

ใน exon 28-4 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 
 

รูปท่ี 22 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 28-4 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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16. Exon 28-5 

ใน exon 28-5 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 
 

รูปท่ี 23 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 28-5 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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4.2 การหาลําดบัเบส (Sequencing) 
หลังจากทีว่ิเคราะหผลที่ไดจากวิธีการ SSCP แลว ไดทําการสงดีเอ็นเอของ N1, C5 และC6 

ซ่ึงเปนตัวแทนของแตละรปูแบบของแถบดีเอ็นเอที่พบใน exon 28-3 ไปหาลําดับเบส (Sequencing) 
พบวา รูปแบบของแถบดีเอ็นเอทั้ง 3 แบบที่แตกตางกันนั้นก็มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่
แตกตางดวยเชนกัน ดังนี ้

1. แบบที่ 1 พบวา มีลําดับเบสเปน T ทั้ง 2 alleles เหมือนกับ Genbank ดังรูปที่ 24 
 

 
 
  รูปท่ี 24 แสดงลําดับเบสของคนปกติ (N1) ของ exon 28 ชวงที่ 3 
 

2. แบบที่ 2 พบวา มีลําดับเบสเปน T 1 allele และC 1 allele ดังรูปที่ 25 
 

 
 

รูปท่ี 25 แสดงลําดับเบสของคนที่รอดตายจากใหลตาย (C5) ของ exon 28 ชวงที่ 3 
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3. แบบที่ 3 พบวา มีลําดับเบสเปน C ทั้ง 2 alleles ดังรูปที่ 26 
 

 
 

รูปท่ี 26 แสดงลําดับเบสของคนที่รอดตายจากใหลตาย (C6) ของ exon 28 ชวงที่ 3 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 ผลการเปรียบเทียบ 
เมื่อนํารูปแบบที่ไดจากเทคนคิ Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) ในการ

ตรวจหาการกลายพันธุของยนี SCN5A ทั้ง 3 แบบมาศึกษา พบวา แบบที่ 1 เปนของคนปกติ 
(Normal control) เมื่ออานลําดับเบสจะไดเปน GAT ซ่ึงจะแปลรหสัออกมาไดเปนกรดอะมิโนใน
ตําแหนงที่ 1818 ที่มีช่ือวา Asp (Aspartic acid) ซ่ึงแบบที่ 2 และ3 แมจะมีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
จาก T ไปเปน C 1 allele และ 2 alleles ตามลําดับก็ตาม แตเมื่อแปลรหสัออกมาก็จะไดกรดอะมิโน
ที่มีช่ือวา Asp (Aspartic acid) เชนเดียวกัน หลังจากนั้นผูวิจยัไดทาํการคนหาขอมูลจากเว็บไซต 
เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสในตําแหนงดังกลาว พบวา มรีายงานการเปลี่ยนแปลงของ
ลําดับเบสในตาํแหนงนั้นไวบางแลว* ดังนั้น ในตําแหนงนี้ไมใชการกลายพันธุ (mutation) แตเปน 
polymorphism ดังรูป  * เว็บไซต ww.ncb .nlm.nih ov NM_198056 และNM_000335  

1 2 3  
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5.2 ผลการวิเคราะหปจจัย 

จากรูปที่ 27 แสดงใหเห็นวา วิธี Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 
สามารถบงบอกรูปแบบของ polymorphism ไดทั้งหมด 3 แบบ ซ่ึงแตละรูปแบบกแ็ตกตางกนัไป 
ทั้งนี้เนื่องมาจาก ดีเอ็นเอของแตละคนทีม่ีการเปลี่ยนแปลงของเบสเกิดขึ้น เมื่อนาํเทคนิค SSCP 
(Single Strand Conformation Polymorphism)  เขามาทําการศึกษาหาความแตกตางที่เกิดขึ้นนั้น 
ในชวงของขบวนการแยกสายดีเอ็นเอ (denature) และการแชเยน็จัด (Shock) เพื่อปองกันไมให                
ดีเอ็นเอสายเดีย่วกลับมาจบักันใหมนั้น ดีเอ็นเอแตละสายก็จะมีการขดตัวใหรูปแบบที่แตกตางกัน
ไป ซ่ึงเมื่อนํามารันบนเจลก็จะทําใหดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสไมเหมือนกันแสดงรูปแบบของแถบ            
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันไปดวย ซ่ึงวิธีนี้สามารถใชในการตรวจหาดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปลี่ยนแปลงได 

ดังนั้น ถาหากใชเทคนิคนีใ้นการตรวจหาการกลายพันธุในยนีอื่น ๆ ที่คาดวานาจะเปน
สาเหตุของโรคใหลตายก็สามารถทําไดเชนเดียวกนั 

5.3 อภิปรายผลการวจัิย 

 การหาการกลายพันธุของยนี SCN5A ในผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้งสิ้น 10 ราย ตามที่มี
รายงานถึงสาเหตุที่ทําใหเกิด Brugada syndrome วาเกดิจากการกลายพันธุในบริเวณ                 
อินเตอรเซกเมนตของยีน SCN5A ซ่ึงเปนสวนของ exon 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26 และ 
28 เมื่อไดทําการตรวจหาการกลายพันธุโดยวิธี SSCP ผลปรากฏวาไมพบการกลายพันธุในบริเวณ
ดังกลาว พบเพียงแต polymorphism ในบริเวณ exon 28 ชวงที่ 3 เทานัน้ ซ่ึงความเปนไปไดที่เกิดขึน้ 
คือ  

1. อาจเกดิจากยังตรวจหาการกลายพันธุไมทั่วยีน ซ่ึงถายนี SCN5A เปนยีนที่ทําใหเกดิโรค
ใหลตายจริง ก็อาจเปนไปไดวาการกลายพันธุในยนีนี้อาจจะเปนบริเวณอืน่นอกเหนือจากที่เคยมี
รายงานไวใน Brugada Syndrome (บริเวณ intersegment) 

2. การกลายพันธุของโรคใหลตายในยีน SCN5A ไมจําเปนตองเหมือนกับใน Brugada 
syndrome เพราะถาจะพจิารณาจากการกลายพันธุของ Brugada syndrome ในบรเิวณทีเ่กิดการ         
กลายพันธุบอย ๆ เชน ในบริเวณ exon 28 ซ่ึงตรวจพบ T1620M, Y1795H, A1924T,  S1710L ซ่ึง
คาดวานาจะเจอในใหลตายเชนเดียวกนั แตกลับไมเจอการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสเลย แมแตการ
เปน polymorphism ก็ตาม 
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5.4 สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 จากผลการทดลองที่พบ polymorphism ในตําแหนงของลําดับเบสที่ 5454 ซ่ึงมีลําดับเบส
เปลี่ยนแปลงจาก T ไปเปน C (1818 Asp) ซ่ึงพบวา Allele frequency ของผูปวยที่รอดชีวิตจาก
ใหลตายที่มีอาการบรูกาดาจํานวน 10 ราย พบ Allele frequency ของ T และ C เทากับ 0.55 และ 
0.45 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลใน Entrez SNP ของ www.ncbi.nlm.nih.gov หมายเลข 
rs17215486 ซ่ึงแสดงขอมูล Allele frequency ของคนตางชาติ ซ่ึงมี T และ C เทากับ 0.933 และ 
0.067 ตามลําดับ พบวามีความแตกตางกนัมาก ทําใหผูวิจัยมีความสนใจในการที่จะศึกษาหา Allele 
frequency ของตําแหนงดังกลาวในคนไทยที่ปกติ เพือ่นํามาเปนขอมูลพื้นฐานในตําแหนงดังกลาว
ของยีน SCN5A และนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบความแตกตางกับขอมูลใน Database ตอไป  
 จากผลการทดลองทั้งหมดทําใหสามารถสรุปไดวายีน SCN5A ไมนาจะเปนสาเหตุของการ
เกิดโรคใหลตาย นาจะเปน ion channel ตัวอ่ืนที่อาจทําใหเกิดโรคใหลตายได เชน HERG, KVLQT1 
ซ่ึงเปนยีนที่ทําใหเกดิ Long QT syndrome และยังมี KCNA4, KCNA5, KCNB1, β subunit ของยีน 
SCN5A, ยีนที่เกี่ยวของกับ Calcium channel หรือยีนทีเ่กี่ยวของกับ Na-K exchange channel ซ่ึง
สามารถทําการศึกษาตอไปเพื่อที่จะไดทราบถึงสาเหตุที่แทจริงของโรคใหลตายตอไปได 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. Lysis Buffer I   
Sucrose                109.54  g  
1.0 M Tris-HCl         10.0 ml   
1.0 M MgCl2           5.0 ml 
pure (Triton-X 100)        10.0 ml  
Sterile water     655.0 ml  

2. Lysis Buffer II 
5.0 M NaCl        15.0  ml 
0.5 M EDTA      48.0  ml 
Sterile water    937.0  ml 

3. TE buffer 
 1.0 M Tris-HCl        5.0 ml 
 0.5 M EDTA        1.0 ml 
 Sterile water    494.0 ml 

4. 10X Tris Boric and Disodium EthyleneDiamine Tetracetic Acid (1X TBE buffer)                             
 Tris-base    108.0  g 
 Boric acid      55.0  g 
 0.5 M EDTA (pH8.0)     40.0 ml 
 เติมน้ํากลั่นจนได 1,000 ml. แลวผสมใหเขากัน เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง 
5. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O 93.06  g 
 sterile water     500.0 ml 
 ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับ pH ใหเทากับ 8.0 โดยใช  NaOH 
 เติมน้ํากลั่นจนครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อโดยวิธี autoclave เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
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6. 2% Agarose gel (w/v) 
 Agarose           0.8 g 
 1X TBE           40.0 ml 
 ละลายใหเขากนัโดยใชความรอนจาก hot plate แลวเทใสใน gel tray และใช comb เสียบลง 
ในเจล เมื่อเจลแข็งตัว นําเอา comb ออก แลวจึงนําไปใช 
7. 40% Acrylamide gel 29:1 (SSCP) 
 Acrylamide    38.65 g 
 Bis acrylamide      1.35 g 
 Sterile water    100.0 ml 
8. 8% Polyacrylamide gel  
 10X TBE         1.0 ml 
 40% acrylamide gel        2.0 ml 

Sterile water         7.0 ml 
 TEMED       10.0   µl  
 APS      100.0  µl 
9. 15% Polyacrylamide gel + 5% glycerol (SSCP gel) 
 10X TBE         1.0 ml 
 40% acrylamide gel 29:1 (SSCP)     3.75 ml 

sterile water       5.25 ml 
 glycerol          0.6 ml 
 TEMED       10.0   µl  
 APS      100.0  µl 
10. 10% APS 
 (NH4)2S2O8         1.0 g 
 sterile water       10.0 ml 
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11. 6X loading dye 
 Bromphenol bule      0.25 g 
 Xylene cyanol      0.25 g 
 Glycerol      50.0 ml 
 1M Tris (pH8.0)        1.0 ml 
 เติมน้ําจนครบ 100 ml ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4OC 
12. 0.1% SDS in 10 mM EDTA 
 0.5M EDTA pH 8.0     20.0 µl 
 10% SDS      10.0 µl 
 sterile water    970.0 µl 
13. Ethidium bromide (Staining gel) 
 Ethidium bromide         10 mg 
 sterile water               1 ml 
 ผสมใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ 4oC  
14. Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) 
 Phenol          25 volume 
 Chloroform         24 volume 
 Isoamyl alcohol           1 volume 
15. Cyber green (Staining SSCP gel) 
 1X TBE          30 ml 
 Cyber green        1.5 µl 
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ภาคผนวก ข 
 

ขั้นตอนการ purify PCR products 
 

      ขั้นตอนการ purify โดย PCR purification kit (QIAgen) มีดังนี ้
1. เติม Buffer PB ปริมาตร 5 เทา ของปริมาตร PCR sample แลว mix ใหเขากันอยางดี 
2. ใส column ลงใน 2 ml collection tube 
3. ดูด sample ใสใน QIAquick column แลวปนเปนเวลา 1 นาที ที่ความเร็วสูงสุด เพื่อให DNA จับ
กับ membrane 

4. เทสารละลายที่ผานลงมาทิ้งไป แลวใส column กลับลงใน collection tube 
5. เติม Buffer PE ปริมาตร 0.75 ml แลวปนเปนเวลา 1. นาที ที่ความเร็วสูงสุด เพื่อลาง DNA ให
สะอาด 

6. เทสารละลายที่ผานลงมาทิ้งไป แลวปนตออีก 1 นาที ทีค่วามเร็วสูงสุด 
7. ใส column ลงใน 1.5  ml microcentrifuge tube ที่สะอาด 
8. เติม Buffer EB ปริมาตร 30 µl ลงตรงกลางของ membrane ตั้งทิ้งไว 1 นาที ที่อุณหภูมหิอง แลว
นําไปปนเปนเวลา 1 นาที ทีค่วามเร็วสูงสุด เพื่อ elute DNA   
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