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บทคัดย่อภาษา ไทย  

มณัณญา เตชะปฏิภาณดี : ภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และยีน TNFSF11 ในผู้ป่วย
โรคกระดูกพรุนชาวไทย. (POLYMORPHISMS OF VDR GENE AND TNFSF11 GENE 
IN THAI OSTEOPOROSIS PATIENTS) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ปฐมวดี 
ญาณทัศนีย์จิต, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. แอนนา วงษ์กุหลาบ, 116  หน้า. 
โรคกระดูกพรุนเป็นโรคท่ีมีความสัมพันธ์กับอายุท่ีเพิ่มมากขึ้นและพบบ่อยในหญิงสูงอายุ

ท่ีหมดประจ าเดือน จากการศึกษาพบว่าความเส่ียงของการเกิดกระดูกหักจากโรคกระดูกพรุนมี
สาเหตุมาจากมวลกระดูกท่ีลดลง ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเกิดโรคนี้ได้เเก่ ฮอร์โมน ส่ิงแวดล้อม และ 
พันธุกรรม โดยท่ีปัจจัยทางด้านพันธุกรรมมีบทบาทส าคัญท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเนื้อ
กระดูกจนท าให้เกิดโรคกระดูกพรุนหรือกระดูกเปราะบางได้ในเวลาต่อมา ด้วยเหตุนี้ จึง
ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของโรคกระดูกพรุนกับยีน 2 ยีนท่ีเกี่ยวข้องได้แก่ Vitamin D 
Receptor (VDR) gene และ Tumor  necrosis factor superfamily member 11 
(TNFSF11) gene ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน TaqI (rs731236) FokI (rs2228570) และ BsmI 
(rs1544410) ในยีน VDR และท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -290C>T (rs9525641)  -643C>T 
(rs9533156)  และ -693G>C (rs9533155) ในยีน TNFSF11 โดยใช้กลุ่มตัวอย่างประชากร
หญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนจ านวน  105  คน และกลุ่มตัวอย่างประชากร
หญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุนจ านวน 132  คน โดยการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างเลือด ศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีนท้ังสองด้วยวิธี PCR-RFLP และยืนยันล าดับเบสอีก
ครั้ง และศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ TNFSF11 กับ
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนของประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนด้วยวิธีทาง
สถิติ  จากการวิเคราะห์พบว่าในกลุ่มของสนิปต าแหน่ง  rs2228570 ของยีน VDR พบแอลลีล T 
ซึ่งมีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย (P = 0.0119)  โดยผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ท่ีเป็น TT จะมี
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 2.30 เท่า  ส าหรับรูปแบบแฮพลอไทป์ของยีน VDR 
(TaqI BsmI เเละ FokI) ท่ีสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคมากท่ีสุดคือ CAA (P=0.0204) ในขณะท่ีสนิปอื่น 
ๆ ไม่พบความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต จากการศึกษาในครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ส าหรับ
การพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมเพื่อใช้คาดคะเนและประเมินโอกาสการเป็นโรคกระดูกพรุน
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Osteoporosis was associated with age and common disease affecting the 

old and especially menopause women. From several studies broken bones 
caused by osteoporosis can be resulted in the decreasing of bone strength. A 
range of hormone, environment and genetic factors can increase the risk of 
osteoporosis. Genetics is one of the most important factors in osteoporosis. The 
purpose of this study is to observe the association between single nucleotide 
polymorphism (SNPs) of Vitamin D Receptor (VDR) gene and Tumor necrosis factor 
superfamily member 11 (TNFSF11) gene and osteoporosis. Polymorphisms were 
studied at TaqI (rs731236), FokI (rs2228570) and BsmI (rs1544410) positions in VDR 
gene and at -290C>T (rs9525641), -643C>T (rs9533156) and -693G>C (rs9533155) 
positions in TNFSF11 gene. Samples were drawn from 105 menopause patients 
with osteoporosis and 132 women with no osteoporosis. DNA was extracted from 
peripheral blood samples and then polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphisms (PCR-RFLP) were performed. To confirm PCR-RFLP, the PCR 
products were sent for sequencing. The association between SNPs of both genes 
and osteoporosis was statistically analyzed. The statistical analysis was shown that 
position rs2228570 of VDR gene with base T was the recessive allele.  (P = 0.0119) 
and genotype TT was associated with osteoporosis of 2.30 folds. CAA haplotype 
(TaqI BsmI and FokI) was associated with osteoporosis (P = 0.0204). In other SNPs 
were no significant correlation with osteoporosis. These studies would be useful 
for the development of genetic markers as a new tool to predict and evaluate the 
probability of each one in getting osteoporosis in the future. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 โรคกระดูกพรุนเป็นโรคท่ีมีความสัมพันธ์กับอายุท่ีเพิ่มมากขึ้นและพบบ่อย ท่ีสุดในผู้สูงอายุ 
กระดูกหักจากโรคกระดูกพรุนเกิดจากผลรวมของความแข็งแรงกระดูกลดลงอีกท้ังยังมีการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างต่างๆของกระดูกซึ่งจะส่งผลท าให้กระดูกไม่สามารถท่ีจะรับน้ าหนักหรือแรงกด
ทับจึงเป็นสาเหตุท่ีท าให้ได้รับบาดเจ็บจากการหักของกระดูกได้   ซึ่งจ านวนผู้สูงอายุท่ัวโลกรวมท้ัง
ประเทศไทยท่ีเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วส่งผลกระทบให้มีผู้ป่วยกระดูกพรุนและกระดูกหักเพิ่มขึ้น   จาก
การศึกษาพบว่าความสัมพันธ์ของการเกิดกระดูกหักจากโรคกระดูกพรุนตลอดอายุขัยเป็นปัญหาท่ีพบ
ในผู้หญิงมากกว่าผู้ชายโดยพบประมาณร้อยละ 30-50 ในผู้หญิง และร้อยละ 15-30 ในผู้ชาย 
(Randell et al., 1995) เนื่องมาจากการขาดฮอร์โมนเอสโทรเจนในหญิงวัยหมดประจ าเดือน ภาวะ
หมดประจ าเดือนนี้เองอาจเป็นปัจจัยเส่ียงท่ีส าคัญท่ีท าให้เกิดโรคกระดูกพรุนได้ ดังนั้นการศึกษาถึง
สาเหตุของการเกิดโรคกระดูกพรุนจึงมีความส าคัญเพื่อใหเ้ข้าใจและหาแนวทางป้องกันผลกระทบจาก
ปัญหาและคุณภาพชีวิตท่ีดีของผู้หญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต่อไป 

 พื้นฐานทางพยาธิสรีรวิทยาของโรคกระดูกเปราะบางหรือโรคกระดูกพรุนเกิดจากปัจจัย
หลายๆอย่างท้ังทางด้านส่ิงแวดล้อม โภชนาการ ฮอร์โมน และพันธุกรรมท่ีส่งผลกระทบต่อโรคนี้ (สิทธิ
ศักดิ์ หรรษาเวก, 2553)  ซึ่งปัจจัยทางด้านพันธุกรรมมีบทบาทส าคัญท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ
เนื้อกระดูกจนท าให้เกิดโรคกระดูกพรุนหรือกระดูกเปราะบางได้ในเวลาต่อมา   ด้วยเหตุนี้เองท าให้มี
การศึกษาความสัมพันธ์ของยีนท่ีส่งผลกระทบต่อโรคกระดูกพรุนของยีนท้ังสองได้แก่  ยีน Vitamin D 
(1,25- dihydroxyvitamin D3) Receptor หรือยีน VDR  ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน TaqI 
(rs731236) (Vilarino et al., 2011) FokI (rs2228570)  BsmI (rs1544410) และยีน tumor 
necrosis factor superfamily member 11  หรือยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -
290C>T (rs9525641)  -643C>T (rs9533156)  และ  -693G>C (rs9533155)  (Mencej-Bedrac 
et al., 2009) 

ยีน VDR ท าหน้าท่ีสร้างตัวรับวิตามินดี (vitamin D receptor)  เป็นยีนท่ีมีต าแหน่งบน
โครโมโซมท่ี 12q13.11  โดยท่ีการท างานของยีน VDR  จะมีความสัมพันธ์กับวิตามินดี (1,25- 
dihydroxyvitamin D3) กล่าวคือเมื่อวิตามินดีท่ีได้จากการสังเคราะห์ทางผิวหนังและการดูดซึมจาก
ทางเดินอาหารเข้าสู่ระบบไหลเวียนเลือดจับกับโปรตีน vitamin D binding protein (DBP)  
หลังจากและเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย  เมื่อเข้าสู่นิวเคลียสจะจับกับตัวรับวิตามินดี  (vitamin D 
receptor) และจับกับ retinoic X (retinoic X receptor,RXR) แบบ heterodimerization โดย
อาศัย coactivators ในการจับกับสารประกอบเหล่านี้จะจับกับดีเอ็นเอตรงบริเวณ  vitamin D 
response element (VDRE) ท าให้เกิดกระบวนการถอดรหัส (transcription) ของยีน และเกิดการ
ออกฤทธิ์ขึ้น(ฉัตรเลิศ พงษ์ไชยกุล, 2552)  การเกิดความหลากหลายของยีน VDR  มีความสัมพันธ์กับ
เกิดโรคกระดูกพรุน มีการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีนนี้ในหลายต าแหน่ง เช่น การศึกษาของ
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นายแพทย์ บุญส่ง องศ์พิพัฒนกุล และคณะ พ.ศ 2537 ได้ศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูก
พรุนในคนไทยกับยีนVitamin D Receptor (VDR) ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานชนิด BsmI TaqI และ 
ApaI ในผู้หญิงวัยหมดประจ าเดือน  พบว่าคนไทยมียีน VDR จีโนไทป์ชนิด bb (homozygous 
recessive)   ร้อยละ 78.6  จีโนไทป์ Bb (heterozygous dominance) ร้อยละ 21.4 และไม่พบ จี
โนไทป์ BB (homozygous dominance) นอกจากนี้ยังพบว่าผู้ท่ีมียีน VDR  ท่ีต าแหน่งภาวะพหุ
สัณฐานกับ BsmI มีความสัมพันธ์กับการควบคุมสมดุลแคลเซียมในร่างกาย โดยผู้ท่ีมีจีโนไทป์ AA จะมี
การขับแคลเซียมทางปัสสาวะมากกว่าผู้ท่ีมีจีโนไทป์ GA (บุญส่ง  องค์พิพัฒนกุล และคณะ, 2537)  
การศึกษาของ Morrison และคณะ  ได้รายงานว่า ยีน VDR ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานมี
ความสัมพันธ์กับความหนาแน่นของกระดูก กล่าวคือ ผู้ท่ีมีจีโนไทป์  bb จะมีความหนาแน่นของ
กระดูกสูงกว่าผู้ท่ีมี จีโนไทป์ Bb และผู้ท่ีมีจีโนไทป์  Bb จะมีความหนาแน่นของกระดูกสูงกว่าผู้ท่ีมีจี
โนไทป์ BB ตามล าดับ (Morrison et al., 1994) 

 ยีน TNFSF11  เป็นยีนท่ีมีต าแหน่งบนโครโมโซมท่ี 13q14.11  ยีน TNFSF11 ท าหน้าท่ีสร้าง
โปรตีน Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) ซึ่ง RANKL มีบทบาท
ส าคัญในกระบวนการสลายกระดูกของเซลล์  osteoclasts   อีกท้ังเซลล์ osteoclasts จะมีการ
ท างานกับโปรตีนตัวรับ 2 ชนิด คือ Receptor activator of nuclear factor kappa B (RANK) และ 
osteoprotegerin (OPG)    เซลล์ osteoblasts มีโปรตีน RANK ligand (RANKL) อยู่ท่ีเยื่อหุ้มผิว
ตลอดเวลา และหล่ังออกสู่เซลล์ osteoclasts  โปรตีน RANKL นี้เกิดการจับกับโปรตีนตัวรับท่ีเข้าคู่
กัน (cognate receptor) คือ RANK ท่ีอยู่บนผิวเซลล์ของ osteoclasts ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการ
เจริญของเซลล์และเกิดการเปล่ียนสภาพจากเซลล์ osteoclasts progenitor ไปเป็น เซลล์ 
osteoclasts ในท่ีสุด  ท าให้มีการสลายเซลลกระดูกขึ้น ส าหรับโปรตีน OPG จะคอยขัดขวางการจับ
กันระหว่าง RANKL และ RANK ดังนั้นจึงท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการ bone turnover  ในระดับ
เซลล์การสูญเสียกระดูกเป็นผลมาจากความไม่สม่ าเสมอกันระหว่างการท างานของเซลล์ osteoclasts 
และ osteoblasts (สิทธิศักดิ ์หรรษาเวก, 2553) ถ้ากระบวนการสร้างและสลายกระดูกไม่ได้ไปอย่าง
สมดุลจะสามารถส่งผลท าให้เกิดความไม่สมดุลของการปรับแต่งกระดูกท าให้เกิดโรคกระดูกพรุนหรือ
กระดูกเปราะบางได้ 

จากการศึกษาของ Mencej-Bedrac และคณะ ได้ศึกษาหาความสัมพันธ์ของภาวะพหุ
สัณฐานของยีนท้ังสามได้แก่  TNFSF11 (-290C>T -643C>T และ-693G>C)  OPG (K3N) และ 
VDR (BsmI  FokI และ Cdx2) กับความหนาแน่นของกระดูกในกลุ่มของประชากรสโลวาเนีย จาก
การศึกษาพบความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของกระดูกโคนขาในผู้ป่วยหญิงท่ีเป็นโรคกระดูก
พรุนหลังหมดประจ าเดือนท่ีต าแหน่ง BsmI  Cdx2  และมีความสัมพันธ์กับความหนาแน่นของกระดูก
บริเวณเอวท่ีต าแหน่ง K3N และ  -290C>T แต่จะไม่พบความสัมพันธ์ในผู้ท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุน  
และในกรณีของผู้ป่วยหญิงท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนก่อนหมดประจ าเดือนพบความสัมพันธ์ระหว่างความ
หนาแน่นของกระดูกโคนขาและกระดูกสะโพกท่ีต าแหน่ง Cdx2   และในชายสูงอายุพบความสัมพันธ์
ระหว่างความหนาแน่นของกระดูกโคนขาและกระดูกบริเวณเอวท่ีต าแหน่ง FokI (Mencej-Bedrac 
et al., 2009) 
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ด้วยเหตุนี้เองท าให้มีการศึกษาความสัมพันธ์ของยีนท่ีส่งผลกระทบต่อโรคกระดูกพรุนของยีน
ท้ังสองได้แก่  ยีน VDR ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน TaqI (rs731236) (Vilarino et al., 2011) FokI 
(rs2228570)  BsmI (rs1544410) และ ยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -290C>T 
(rs9525641) -643C>T (rs9533156)  และ -693G>C (rs9533155) (Mencej-Bedrac et al., 
2009) ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงเป็นการศึกษารูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ 
TNFSF11 โดยใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR-RFLP) โดยเปรียบเทียบระหว่างประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็น
โรคกระดูกพรุนกับประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุนเพื่อเป็นแนวทาง
ในการรักษาโรคต่อไป 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื่อศึกษาการศึกษารูปแบบภาวะพหุ สัณฐานของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง  TaqI 
FokI  BsmI   และ ยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง -290C>T  -643C>T และ -693G>C ของ ในผู้ป่วยโรค
กระดูกพรุนชาวไทยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีเป็นโรคกระดูกพรุน เพื่อประโยชน์ในการหาแนว
ทางการป้องกันและรักษาโรคต่อไปในอนาคตได้ 

 

ขอบเขตการวิจัย 

น าตัวอย่างเลือดท่ีได้มาจากหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนและไม่ได้เป็น
โรคกระดูกพรุนในกลุ่มประชากรชาวไทยจากคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี และ 
คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติมาสกัดดีเอ็นเอ  จากนั้นน าตัวอย่างดีเอ็น
เอท่ีสกัดแล้วมาตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และTNFSF11 โดยใช้ เทคนิคPolymerase 
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)  ยืนยันล าดับเบส
และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของรูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ TNFSF11  กับ
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนด้วยวิธีทางสถิติ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้ทราบถึงความสัมพันธ์ของรูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง TaqI FokI 
and BsmI และ ยีน TNFSF11  ท่ีต าแหน่ง -290C>T -643C>T และ -693G>C กับความสัมพันธ์ต่อ
การเกิดโรคกระดูกในหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือน  โดยได้คาดการณ์ว่ารูปแบบความหลากหลายของ
ยีน VDR และTNFSF11  จะมีผลต่อความสัมพันธ์การเกิดโรคกระดูกพรุน  ซึ่งสามารถน าความรู้ท่ีได้
ไปเป็นพื้นฐานในการท านายและการรักษาโรคได้ 
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

2. ขออนุมัติการใช้ตัวอย่างเลือดจากกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์และการ
ใช้สัตว์ทดลองในการวิจัย จากคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี และ 
คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

3. เลือกกลุ่มประชากรท่ีศึกษา โดยคัดเลือกตัวอย่างเลือดจากประชากรหญิงไทยวัยหมด
ประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้นไปท่ีเป็นโรคกระดูกพรุน โดยได้รับความอนุเคราะห์
จากโรงพยาบาลรามาธิบดี จ านวน 105 คน และกลุ่มตัวอย่างเลือดจากประชากร
หญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้นไปท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุน โดย
คัดเลือกกลุ่มประชากรควบคุม ท่ีมีอายุ เพศใกล้เคียงกับกลุ่มผู้ป่วย โดยได้รับความ
อนุเคราะห์จากโรงพยาบาลรามาธิบดี และ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 
จ านวน 132  คน 

4. สกัดดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวของประกรหญิงไทยท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนและกลุ่มควบคุม
โดยใช้วิธี Phenol/Chloroform extraction (Lahiri and Nurnberger, 2010) 

5. ตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และTNFSF11 โดยใช้ เทคนิคPolymerase 
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)  
(Yanatatsaneeji et al., 2010) 

6. ยืนยันล าดับเบสหลังจากท าการทดลองตัวอย่างเลือด 

7. ศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ TNFSF11  กับ
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนด้วยวิธี
ทางสถิติ 
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ล าดับขั้นตอนในการวิจัย 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
 

ขออนุมัติการใช้ตัวอย่างเลือดจากกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์และการใช้
สัตว์ทดลองในการวิจัย 

คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 
คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

 

เลือกกลุ่มประชากรท่ีศึกษา  
- กลุ่มตัวอย่างเลือดจากประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้น

ไปท่ีเป็นโรคกระดูกพรุน จ านวน 105 คน  
- กลุ่มตัวอย่างเลือดจากประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้น

ไปท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุน จ านวน 132  คน 
 

สกัดดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวโดยใช้วิธี Phenol/Chloroform extraction 

ตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และTNFSF11 โดยใช้ เทคนิคPolymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 

ยืนยันล าดับเบส 

ศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ TNFSF11  กับ
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนด้วยวิธีทาง

สถิติ 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 กระดูกมีความส าคัญอย่างมากต่อร่างกาย ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นโครงสร้างค้ ายันภายในอีกท้ังยัง
ป้องกันการกระทบกระเทือนของอวัยวะภายใน และยังเป็นท่ีสะสมแร่งธาตุท่ีส าคัญต่างๆหลายชนิด
เพื่อใช้ในการปรับสมดุลแร่ธาตุภายในร่างกาย  โดยปกติแล้วกระดูกจะเป็นแหล่งท่ีจะมีการสะสม
แคลเซียมในปริมาณท่ีเหมาะสมเพื่อให้เกิดความยืดหยุ่นและความแข็งแกร่งของกระดูก  โดยท่ีกระดุก
จะต้องอาศัยกระบวนการปรับแต่งกระดูก (bone remodeling) ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นเองโดย
ธรรมชาติและเกิดขึ้นตลอดช่วงชีวิตของมนุษย์  โดยกระบวนการเหล่านี้จะประกอบไปด้วยการสลาย
เนื้อกระดูกท่ีไม่ต้องการหรือที่เส่ือมสภาพออกและทดแทนด้วยการสร้างเนื้อกระดูกขึ้นมาใหม่  แต่ถ้า
หากเกิดความไม่สมดุลระหว่างกระบวนการสลายกระดูกและการสร้างกระดูกก็จะท าให้เกิดโรค
กระดูกพรุนตามมาได้   

 กระดูกแบ่งเป็น 2 ประเภทตามลักษณะทางโครงสร้างของกระดูก ได้แก่ กระดูก cortex 
(cortical bone) ซึ่งจะเป็นส่วนประกอบถึงร้อยละ 80 ของปริมาณเนื้อกระดูกท้ังหมด ซึ่งจะเป็น
ส่วนประกอบช้ันนอกของกระดูกต่างๆภายในร่างกาย และ กระดูก trabecular ( trabecular หรือ 
cancellous bone) อีกร้อยละ 20 ของปริมาณเนื้อกระดูก ซึ่งจะเป็นส่วนประกอบช้ันในของกระดูก
ต่างๆและพบมาท่ีกระดูกสันหลัง กะโหลกศีรษะ ซี่โครง และ กระดูกรยางค์ส่วนปลาย (metaphysis) 
(Marks and Oadren, 2002; Baron, 2003; Downey and Siegel, 2006; Hadjidakis and 
Androulakis, 2006)  โดยหน้าท่ีหลักของกระดูกมี 2 ประการ ได้แก่  

1. หน้าท่ีเชิงกล (mechanic) กระดูกจะท าหน้าท่ีส าคัญในการรับน้ าหนักท้ังหมดของ
ร่างกาย อีกท้ังยังเป็นโครงสร้างและเป็นท่ียึดเกาะของกล้ามเนื้อ และเอ็นต่างท่ีใช้ส าหรับ
การเคล่ือนไหว  นอกจากนี้ยัง เป็นโครงสร้าง ท่ีแข็งแรงส าหรับการป้องกันการ
กระทบกระเทือนของอวัยวะส าคัญภายในร้างกาย  อีกท้ังยังเป็นจุดต้นก าเนิดในการผลิต
เซลล์เม็ดเลือดและเซลล์ต้นก าเนิดอีกหลายชนิดอีกด้วย 

2. หน้าท่ีในเชิงเมทาบอลิซึม (metabolic) จากท่ีกล่าวมาข้างต้น กระดูกเป็นแหล่งสะสมแร่
ธาตุต่างๆท่ีส าคัญของร่างกาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งแร่ธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัสเพื่อ
น ามาใช้ในกระบวนการควบคุมความสมดุลของแร่ธาตุภายในร่างกายซึ่งจะมีความส าคัญ
ต่อระบบอื่นๆได้แก่ ระบบหัวใจ ระบบประสาท และหลอดเลือด ซึ่งนอกจากนี้ยังเป็น
แหล่งของ cytokines และ growth factors หลายชนิดท่ีจ าเป็นต่อไขกระดูกและเซลล์
ต้นก าเนิด 

องค์ประกอบของกระดูก 

 กระดูกของคนปกติจะมีน้ าหนักโดยประมาณ 4 กิโลกรัม โดยมีปริมาตรประมาณ 1,750 
มิลลิลิตร และมีปริมาณแร่งธาตุแคลเซียมท้ังหมดประมาณ 1,050 กรัม โดยกระดูกจะประกอบไปด้วย
ส่วนท่ีเป็นเซลล์กระดูกชนิดต่างๆ และสารนอกเซลล์ (extracellular matrix) โดยส่วนท่ีเป็นเซลล์มี
ปริมาณร้อยละ 10  และ extracellular matrix มีปริมาณถึงร้อยละ 90 ของเนื้อกระดูกท้ังหมด ซึ่ง 
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extracellular matrix จะมีโปรตีนคลอลาเจน (collagen) เป็นส่วนประกอบส าคัญ และโปรตีนอื่นๆ 
เป็นองค์ประกอบส่วนน้อย (Marks and Oadren, 2002; Baron, 2003; Downey and Siegel, 
2006; Hadjidakis and Androulakis, 2006)   

 

เซลล์กระดูก 

 เซลล์กระดูกมี 4 ชนิด แต่จะสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆตามแหล่งก าเนิดของเซลล์
ดังต่อไปนี้ 

1. เซลล์กลุ่มแรกพัฒนามาจากเซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (pluripotential mesenchymal 
stem cell) ซึ่งจะมีความสามารถในการพัฒนาเป็นเซลล์เนื้อเยื่อเกี่ยวพันหลากหลายชนิด เช่น 
เซลล์สร้างกล้ามเนื้อ (myoblast) เซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) เซลล์ไขมัน (adipocyte) 
และ เซลล์สร้างกระดูกอ่อน (chondrocyte)  โดยท่ีเซลล์กระดูกในกลุ่มนี้มี 3 ชนิด ได้แก่ 
เซลล์ osteoblast เซลล์ osteocyte และเซลล์บุผิวกระดูก (bone lining cell) (Marks and 
Oadren, 2002; Katagiri and Takahashi, 2002; Aubin and Triffitt, 2002; Baron, 
2003; Lian, Stein and Aubin, 2003)    

2. เซลล์กลุ่มท่ีสองพัฒนามาจากเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด (hematopoietic stem cell) ได้แก่ 
เซลล์สลายกระดูก (osteoclast) (Takahashi et al., 2002; Vannanen and Laitata-
Leinonen, 2009) 

 เซลล์ osteoblast ท าหน้าท่ีสร้างกระดูกโดยสร้าง extracellular matrix ในแบบท่ีเป็นโปรตีน
คลอลาเจนและโปรตีนท่ีไม่ใช่คลอลาเจน   โดยท่ีโปรตีนคลอลาเจนจะเป็นสารต้ังต้นในการสะสม
แคลเซียมและฟอสฟอรัส และในส่วนของโปรตีนท่ีไม่ใช่คลอลาเจนจะมีหน้าท่ีส าคัญในการท างานของ
เซลล์ osteoblast และการสะสมแร่ธาตุในเนื้อกระดูก    ส่วนเซลล์ osteoblast ถูกล้อมรอบโดย 
extracellular matrix และมีการสะสมแร่ธาตุจะเรียกว่า osteocyte ซึ่งก็คือ เซลล์ osteoblast ท่ี
พัฒนาจนถึงระยะสุดท้าย  โดยท่ีเซลล์ osteocyte จะเปล่ียนแปลงโดยการยื่นส่วนของไซโตพลา
สซึมออกไปรอบเซลล์เพื่อให้มีการติดต่อส่ือสารระหว่างเซลล์รวมไปถึงการติดต่อกับบริเวณผิวกระดูก  
โดยท่ีเซลล์ชนิดนี้จะท าหน้าท่ีในการรับรู้แรงท่ีกระทบต่อกระดูก (mechano receptor) และการเกิด
การเส่ือมภาพของกระดูกซึ่งเช่ือว่าเป็นจุดเริ่มต้นของการเกิดกระบวนการปรับแต่งกระดูก (Nijweide, 
Burger and Klien-Nulend, 2002) นอกจากนี้แล้วยังมีหน้าท่ีเกี่ยวกับการควบคุมความสมดุลของ
แร่งธาตุในร่างกายอีกด้วย (Cullinane, 2002) ส าหรับเซลล์บุผิวกระดูก (bone lining cell) เป็น
เซลล์ osteoblast ท่ีจะพัฒนามาจนถึงระยะสุดท้ายเช่นเดียวกับเซลล์ osteocyte แต่ในเซลล์ชนิดนี้
จะมีการปรับเปล่ียนรูปร่างเป็นเซลล์ลักษณะแบนและจะอยู่ในต าแหน่งผิวกระดูกเท่านั้น  โดยใน
ปัจจุบันเช่ือว่าเซลล์เหล่านี้อาจอาจพัฒนากลับไปเป็นเซลล์ osteoblast ใหม่ได้เมื่อเกิดกระบวนการ
ปรับแต่งกระดูกหรือมีการกระตุ้นท่ีเหมาะสม  และมีหน้าท่ี เกี่ยวกับกระบวนการปรับแต่งกระดูก 
(Hauge et al., 2001)  
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 เซลล์ osteoclast พัฒนามาจากเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด (hematopoietic stem cell)  โดย
จะท าหน้าท่ีในการสลายกระดูก(bone resorption)  เซลล์ osteoclast เป็นเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่มี
หลายนิวเคลียส  เมื่อมีการสลายกระดูกเซลล์ osteoclast จะยึดติดกับผิวของกระดูกและมีการสร้าง
ปลายด้านหนึ่งของเซลล์ท่ีมีส่วนของเย่ือบุผิวพับไปพับมาลักษณะคล้ายลูกคล่ืนซึ่งจะเรียกว่า “ruffled 
border”  โดยท่ีเซลล์จะสามารถสร้างและหล่ังกรดออกจากเซลล์เพื่อสลายแร่ธาตุออกจากกระดูก 
เช่น matrix metalloproteinase และ cathepsin เป็นต้น เพื่อสลายโปรตีนคลอลาเจนและโปรตีน
ท่ีไม่ใช่คลอลาเจนของเนื้อกระดูก (Takahashi et al., 2002; Vannanen and Laitata-Leinonen, 
2009) 

 

การพัฒนาเซลล์สร้างกระดูก(osteoblast)และกระบวนการสร้างกระดูก 

 กระบวนการพัฒนาเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast differentiation) เซลล์ชนิดนี้จะพัฒนา
มาจากเซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (mesenchymal stem cell) โดยเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้จะมี
ความสามารถท่ีจะพัฒนาไปเป็นเซลล์เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน อาทิเช่น osteoblast , myoblast 
,adipocyte และเซลล์ chondrocyte เป็นต้น  โดยท่ีการเปล่ียนแปลงของเซลล์ mesenchymal 
stem cell ไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆนั้นจะถูกก าหนดด้วยโปรตีนท่ีควบคุมการแสดงออกของยีน 
(transcription factor) โดยจะมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการพัฒนาไปเป็นเซลล์แต่ละชนิด 
(Yamaguchi and Kahn, 1991; Marie, 2008) ส่วนการพัฒนาเซลล์ osteoblast จะมีโปรตีนท่ี
ก าหนดการแสดงออกอยู่หลายชนิด เช่น โปรตีน runt-related transcription factor 2 (Runx2) 
หรือ core-binding factor alpha 1 (Cbfa1) ซึ่งจะเป็นโปรตีนท่ีกระตุ้นเซลล์ mesenchymal 
stem cell ให้มีการพัฒนาเซลล์ osteoblast ในระยะแรก (osteoblast lineage commitment) 
และมีการกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoblast ในระยะเวลาต่อมา (Ducy et al., 1997,1999) 

    นอกจากนี้ยังมีโปรตีน osterix (Osx) ซึ่งจะเป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีควบคุมการพัฒนาไปเป็น
เซลล์ osteoblast ระยะสุดท้าย (terminal differentiation) โดยการผลิตโปรตีน Runx2 หรือ 
Cbfa1 (Nakashuma et al., 2002) และในขณะเดียวกันก็จะมีการยับยั้งการพัฒนาของเซลล์ต้น
ก าเนิดท่ีจะพัฒนาไปยังเซลล์เนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดอื่นๆอีกด้วย  โดยการยับยั้งการผลิตของโปรตีนท่ีจะ
กระตุ้นการพัฒนาไปเป็นเซลล์ชนิดอื่นๆ  เช่น การยับยั้งการผลิตโปรตีน MyoD ซึ่งจะมีความสัมพันธ์
ต่อการพัฒนาเซลล์ myoblast (Gersbach et al., 2004) เป็นต้น   

 กระบวนการพัฒนาเซลล์ osteoblast จากเซลล์ mesenchymal stem cell แบ่งออกเป็น 4 
ระยะได้แก่ ระยะก าหนดการพัฒนาของเซลล์ osteoblast (lineage commitment) ระยะการเพิ่ม
จ านวน (proliferation) ระยะการสร้างและสะสม extracellular matrix (matrix maturation) 
และระยะการสะสมผลึกแคลเซียมฟอสเฟต (mineralixation) (Aubin and Triffitt, 2002; Lian, 
Stein and Aubin, 2003) โดยในระยะท่ีหนึ่งเซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจะพัฒนาเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิด osteoblast (osteoprogenitor) โดยมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนและพัฒนาต่อไปเป็น
เซลล์ osteoblast ได้ ในระยะท่ีสองเซลล์ osteoprogenitor จะพัฒนาเป็นเซลล์สร้างกระดูกระยะ
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เริ่มต้น (preosteoblast) จะมีการเพิ่มจ านวนเซลล์ท่ีจะพัฒนาเป็นเซลล์ osteoblast และพัฒนาเข้า
สู่การเป็นเซลล์ osteoblast เต็มตัว (mature osteoblast) โดยจะสามารถสร้างโปรตีนคลอลาเจน
และโปรตีนท่ีไม่ใช่คลอลาเจนชนิดต่างๆได้อีกด้วย โดยโปรตีนเหล่านี้จะถูกขับออกจากเซลล์และสะสม
ใน extracellular matrix และในระยะสุดท้าย เป็นระยะท่ีมีการสะสมผลึกแคลเซียมฟอสเฟต
ระหว่างเส้นใยคลอลาเจน (Aubin and Triffitt, 2002; Lian, Stein and  Aubin, 2003) โดยท่ีเซลล์
จะเปล่ียนรูปร่างเป็นเซลล์ท่ีมีลักษณะแบน ๆ บุอยู่ท่ีผิวกระดูก (bone lining cell) (Aubin and 
Triffitt, 2002; Lian, Stein and Aubin, 2003)  โดยในปัจจุบันเช่ือว่าเซลล์ชนิดนี้มีความสามารถใน
การพัฒนาไปเป็นเซลล์ osteoblast เมื่อร่างกายต้องการ (Hauge et al., 2001)  และยังพบอีกว่า
เซลล์ osteoblast 15 เปอร์เซ็นต์ จะถูกล้อมด้วยโปรตีนท่ีตนเองสร้างขึ้น  ซึ่งจะมีการสะสมแร่ธาตุจน
กลายเป็นโครงสร้างแข็ง และจะเรียกเซลล์ชนิดนี้ว่า เซลล์ osteocyte โดยท่ีจะมีปริมาณ 90 
เปอร์เซ็นต์ของเซลล์กระดูกท้ังหมด โดยท่ีเซลล์ชนิดนี้จะมีรูปร่างท่ียื่นส่วนของไซโตพลาสซึมออกไป
รอบตัวเพื่อการติดต่อส่ือสารระหว่างเซลล์ osteocyte ด้วยกัน และยังสามารถติดต่อกับเซลล์ชนิดอื่น 
ๆ ท่ีบริเวณผิวกระดูกอีกด้วย  ซึ่งในปัจจุบันได้เช่ือว่าเซลล์ osteocyte จะท าหน้าท่ีเป็นตัวรับรู้แรง
กระท าต่อกระดูก (mechanoreceptor) และรับรู้การเกิดการเส่ือมสภาพของกระดูก หน้าท่ีเหล่านี้นี้
เองท่ีมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการเกิดกระบวนการปรับแต่กระดูก (Nijweide, Burger and Klien-
Nulend, 2002; Cullinane, 2002) 

 การพัฒนาเซลล์ osteoblast จะถูกควบคุมด้วยฮอร์โมนและสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือท่ี
เรียกอีกนับหนึ่งว่า growth factor ซึ่งสารเหล่านี้จะจับกับ receptor และจะมีการส่งสัญญาณภายใน
เซลล์ (intracellular signal transduction) เพื่อท าการกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoblast  
โดยในปัจจุบันฮอร์โมนท่ีส่งผลต่อการพัฒนาของเซลล์สร้างกระดูกได้แก่ ฮอร์โมนพาราไทรอยด์ 
ฮอร์โมนควบคุมการเจริญเติบโต (growth hormone) และ insulin-like growth factor-1 (IGF-1) , 
bone morphogenetic protein (BMP) และโปรตีนกลุ่มกลไก Wnt signaling เป็นต้น (Canalis, 
2003) 

 กระบวนการสร้างกระดูก (bone formation) การสร้างกระดูกจ าเป็นต้องอาศัยเซลล์จาก 3 
แหล่งด้วยกัน ได้แก่ เซลล์จาก neuralcrest (สร้างกระดูกกะโหลกศีรษะบางส่วน) เซลล์จาก 
paraxial mesoderm (สร้างกระดูกกะโหลกศีรษะและกระดูกสันหลัง) และเซลล์จาก later plate 
mesoderm (มีการพัฒนาเป็นกระดูกรยางค์) โดยท่ีเซลล์ท้ังสามส่วนนี้จะมีการเคล่ือนตัวเข้าสู่
กระบวนการสร้างกระดูกและมีการจัดเรียงตัวตามรูปร่างแบบแผน (mesenchymal condensation) 
โดยเซลล์เหล่าจะสามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ chondroblast และเซลล์ osteoblast ท่ีท าหน้าท่ีใน
การสร้างกระดูกต่อไป (Karaplis, 2002)   

 การสร้างกระดูกเกิดขึ้นไ ด้สองกระบวนการได้แก่  กระบวนการ intramembranous 
ossification และกระบวนการ endochondral ossification ในการสร้างกระดูกโดยกระบวนการ 
intramembranous ossification เซลล์ท่ีจัดเรียงตัวตามรูปร่างแบบแผนของกระดูกจะมีการพัฒนา
ไปเป็น osteoblast จึงท าให้เกิดการสร้างกระดูกได้โดยตรง กระบวนการสร้างกระดูกท้ังสอง
กระบวนการนี้จะเกิดขึ้นในช่วงท่ีมีการเจริญพัฒนาของกระดูกซึ่งจะเป็นกระบวนการท่ีท าให้เกิด
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กระดูกใหม่และมีการเจริญเติบโตของกระดูกโดยท้ังสองกระบวนการเรียกรวมกันว่า “กระบวนการ
สร้างและจัดรูปแบบของกระดูก (bone modeling)” แต่ภายหลังจากการเกิดการสร้างและการ
จัดรูปแบบของกระดูกแล้ว  กระดูกยังสามารถสร้างเนื้อกระดูกขึ้นมาใหม่ตลอดเวลาเพื่อท าการ
ทดแทนเนื้อกระดูกท่ีเส่ือมสภาพหรือปรับแต่งกระดูกให้เข้าแก่การใช้งาน  โดยเกิดการสลายเ นื้อ
กระดูกท่ีไม่ต้องการหรือเส่ือมสภาพออกไปภายหลังจากนั้นจะมีการแทนท่ีด้วยเนื้อกระดูกใหม่ ซึ่ง
กระบวนการนี้เรียกว่า “กระบวนการปรับแต่งกระดูก” (bone remodeling) 

 การสร้างเนื้อกระดูกจะอาศัยการท างานของเซลล์ osteoblast เป็นหลักแต่ในขณะเดียวกัน
เซลล์ osteoclast ก็มีความส าคัญในกระบวนการสร้างกระดูกด้วยเช่นกัน โดยท่ีกระบวนการสร้าง
และการจัดรูปแบบของกระดูก (bone modeling) จะเกิดขึ้นโดยการท างานของเซลล์ osteoblast 
เป็นหลัก ซึ่งการท างานของเซลล์ osteoblast นี้เองจะส่งผลให้เกิดการท างานของเซลล์ osteoclast 
ไปด้วยเช่นกัน โดยท่ีเซลล์ osteoclast จะท าหน้าท่ีในการปรับแต่งกระดูกให้อยู่ในรูปแบบท่ีต้องการ  
ในกระบวนการปรับแต่งกระดูก (bone remodeling) เซลล์ osteoblast จะสร้างกระดูกใหม่เพื่อ
ทดแทนส่วนท่ีถูกสลายไป ซึ่งในกระบวนการดังกล่าวจึงจ าเป็นต้องอาศัยการท างานร่วมกันของเซลล์ 
osteoclast และ เซลล์ osteoblast  โดยท่ีเซลล์ osteoclast ท าหน้าท่ีในการสลายเนื้อกระดูกและ
หลังจากนั้นเซลล์ osteoblast จึงจะท าหน้าท่ีในการสร้างเนื้อกระดูกขึ้นมาใหม่  

 

การพัฒนาเซลล์ osteoclast และกระบวนการสลายกระดูก 

 กระบวนการพัฒนาเซลล์สลายกระดูก (osteoclast differentiation) (Takahashi, 1999; 
Takahashi et al., 2002; Us Department of Health and Human Services, 2004; Lari, 
2007; Vannanen and Laitata-Leinonen, 2009) เซลล์ osteoclast จะพัฒนามาจากเซลล์ต้น
ก าเนิดเม็ดเลือด (myeloid progenitor cell) เซลล์ต้นก าเนิดชนิดนี้มีความสามารถในการพัฒนาไป
เป็นเซลล์ท่ีหลากหลายชนิด เช่น เซลล์ osteoclast เซลล์ macrophage เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดท่ีมี
หลายนิวเคลียส เช่น neutrophil ,basophil และ eosinophil  อีกท้ังยังสามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ 
oligodendrocyte และ dendritic ได้อีกด้วย (Lari et al., 2007)  นอกจากนี้แล้วโปรตีนท่ีมีการ
สร้างเซลล์ osteoblast เซลล์มะเร็ง และเซลล์เม็ดเลือดขาวที่มาจากกระบวนการอักเสบก็ยังสามารถ
กระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoclast ได้เช่นกัน 

 การพัฒนาเซลล์ osteoclast จากเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือดสามารถแบ่งออกเป็น 4 ระยะ (ดัง
รูปท่ี 1) โดยเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือดท่ีสร้างกลุ่มเม็ดเลือดขาว (colony-forming unit-
macrophage, CFU-M) จะเพิ่มจ านวนและมีการพัฒนาเซลล์ osteoclast progenitor หรือ 
osteoclast precursor ต่อมาเซลล์ osteoclast progenitor จะมีการพัฒนาไปเป็นเซลล์สลาย
กระดูกแต่ยังไม่สมบูรณ์ซึ่งจะเรียกว่า preosteoclast เซลล์ในระยะนี้มีลักษณะท่ีมีนิวเคลียสเซลล์
เดียวซึ่งอาจจะเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า mononuclear osteoclast หรือ prefusion osteoclast 
หลังจากนั้นเซลล์ preosteoclast ท่ียังไม่สมบรูณ์จ านวนหลายเซลล์จะรวมตัวกันจนกลายเป็นเซลล์
ขนาดใหญ่ท่ีมีหลายๆนิวเคลียส (multinucleated giant cell) ซึ่งโดนส่วนใหญ่แล้วจะมีประมาณ 4-
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20 นิวเคลียส  ซึ่งในระยะนี้ถึงแม้ว่าจะเป็นเซลล์ osteoclast ท่ีสมบรูณ์แล้วแต่ยังไม่สามารถท าหน้าท่ี
ในการสลายกระดูกได้จะเรียกเซลล์ในระยะนี้ว่า multinucleated osteoclast หรือ quiescent 
osteoclast จะมีการเปล่ียนแปลงพื้นผิวของเซลล์ด้านท่ียึดติดกับกระดูกโดยเซลล์จะสร้างผิวปลาย
ด้านหนึ่งให้มีลักษณะของเยื่อบุผิวท่ีพับไปมาเป็นลูกคล่ืน (ruffled border) ซึ่งบริเวณดังกล่าวนี้จะมี
บทบาทส าคัญอย่างมากในการสลายกระดูกและจะเรียกเซลล์นี้ว่า active หรือ muture osteoclast 
(Takahashi et al., 1999; Lari et al., 2007) 

 

 
 

รูปท่ี 1 กระบวนการพฒันาของเซลล์ osteoclast 

(Takahashi et al., 1999) 

 การพัฒนาเซลล์ osteoclast จากเซลล์ต้นก าเนิดนั้นทุกขั้นตอนจะจ าเป็นต้องอาศัยการกระตุ้น
จาก macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) และ receptor activator of nuclear 
factor-kappaB ligand (RANKL) ท่ีผลิตจากเซลล์ในสายเซลล์ osteoblast  (ดังรูปท่ี 2) โปรตีน M-
CSF นี้จะกระตุ้นการเพิ่มจ านวนและพัฒนาไปเป็นเซลล์ osteoclast progenitor หรือ osteoclast 
precursor ได้ รวมท้ังสามารถกระตุ้นการพัฒนาให้เป็นเซลล์ preosteoclast ส่วนโปรตีน RANKL 
เป็นโปรตีนท่ีอยู่ในกลุ่ม tumor necrosis factor (TNF) superfamily ท่ีสร้างและอยู่บนผิวเซลล์ 
osteoblast โดยโปรตีนชนิดนี้จะจับกับตัวรับ receptor activator of nuclear factor-kappaB 
(RANK) ท่ีอยู่บริเวณผิวของเซลล์ osteoclast เพื่อท าการกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoclast   
หลังจากท่ี RANKL จับกับ RANK บนผิวเซลล์ในเซลล์ osteoclast แล้วจะท าให้เกิดการกระตุ้นการส่ง
สัญญาณผ่าน TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) ท าให้เกิดการกระตุ้น mitogen-
activated protein kinase (MAPK) และ nuclear factor-kappaB (NF-kB) ซึ่งการกระตุ้นนี้จะท า
ให้เกิดการพัฒนาของเซลล์ osteoclast ขึ้นในเวลาต่อมา  และนอกจากนี้แล้วการกระตุ้น NF-kB ยัง
สามารถท าให้เซลล์ osteoclast มีช่วงชีวิตท่ียาวนานขึ้นอีกด้วย (Takahashi et al., 1999; Katagiri 
and Takahashi, 2002; Takahashi et al., 2002; Department of Health and Human 
Services, 2004; Lari et al., 2007; Novack and Teitrlbaum, 2008; Vannanen and Laitata-
Leinonen, 2009) 
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รูปที่ 2 กระบวนการพฒันาของเซลล์สลายกระดูกจากเซลล์ต้นก าเนิด 

(Department of Health and Human Services, 2004) 

 กล่าวโดยสรุปคือโปรตีน RANKL สามารถกระตุ้นในทุกๆระยะของการพัฒนาเซลล์ 
osteoclast progenitor หรือ osteoclast precursor ให้เป็นเซลล์ activated หรือ mature 
osteoclast และยังสามารถกระตุ้นการท างานของเซลล์ osteoclast ให้ท าหน้าท่ีในการสลายกระดูก
อีกด้วย  และในกระบวนการพัฒนาเซลล์ osteoclast นอกจากจะมีระบบการกระตุ้นการพัฒนาและ
การท างานแล้วยังมีการยับยั้งการพัฒนาเซลล์เพื่อท่ีจะควบคุมความสมดุลอีกด้วย  โดยเซลล์ 
osteoblast จะสร้างโปรตีน osteoprotegerin (OPG) ซึ่งจะท าหน้าท่ีแย่งจับของเซลล์ RANKL แทน 
RANK  ท าให้ osteoclast ไม่สามารถพัฒนาไปเป็น เซลล์ activated osteoclast เพื่อใช้ในการ
สลายกระดูกต่อไปได้  

 กระบวนการสลายกระดูก (bone resorption) (Takahashi et al., 1999; Katagiri and 
Takahashi, 2002; Takahashi et al., 2002; Department of Health and Human Services, 
2004; Lari et al., 2007; Novack and Teitelbaum, 2008; Vannanen and Laitata-
Leinonen, 2009) กระบวนการนี้เกิดขึ้นโดนการท างานของเซลล์ osteoclast เมื่อได้รับการกระตุ้น
ท่ีเหมาะสมจากฮอร์โมนและ cytokines ชนิดต่างๆ  เมื่อมีการสลายกระดูก เซลล์ osteoclast นั้นจะ
มีการเปล่ียนแปลงบริเวณผิวด้านท่ีติดอยู่กับกระดูกจะมีลักษณะรอยพับไปพับมา (ruffled border) 
โดยในบริเวณนี้จะมีโครงสร้างภายในขนาดเล็กท่ีท าหน้าท่ีสลายเนื้อกระดูก  ซึ่งเซลล์ osteoclast ท่ี
ได้รับการกระตุ้นจะยึดเกาะกับผิวของเนื้อกระดูกโดยใช้โปรตีน integrin ซึ่งจะเป็นตัวรับ (receptor) 
บริเวณผิวเซลล์เพื่อใช้ในการยึดเกาะกับโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโน RGD เช่น osteopontin และ bone 
sialoprotein ใน extracellular matrix โปรตีน integrin    โดยบริเวณผิวเซลล์ osteoclast ยึดติด
กับผิวกระดูกนี้เรียกว่า sealing zone ซึ่งจะก่อให้เกิดการจ ากัดพื้นท่ีท่ีจะมีการสลายเนื้อกระดูก 
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 ในการสลายเนื้อกระดูกนั้นจะมีการผลิตกรด (H+) และหล่ังเข้าสู่บริเวณท่ีต้องการสลายเนื้อ
กระดูกเพื่อละลายแร่ธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัสออกจากเนื้อกระดูกโดยอาศัยเอนไซม์ carbonic 
anhydrase ภายในเซลล์ ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้มีหน้าท่ีในการผลิตกรดจากเซลล์ โดยเอนไซม์จะสร้าง H+ 
และ HCO-

3 และกรดจะถูกขับออกจากเซลล์เข้าสู่บริเวณท่ีมีการสลายกระดูกโดยผ่าน proton 
pump (H+ -ATPase) ซึ่งบริเวณ ruffled border ความเป็นกรดภายในบริเวณต าแหน่งท่ีเกิดการ
สลายกระดูกจะถูกควบคุมสมดุลโดยการหล่ัง CI- ออกจากบริเวณ ruffled border เช่นเดียวกัน ซึ่ง
การหล่ัง CI- จะอาศัย CIC-7 (chloride channel 7) นี้อีกด้วย   หลังจากการละลายแร่ธาตุออกจาก
เนื้อกระดูกแล้วเซลล์ osteoclast จะท าการย่อยโปรตีนคลอลาเจนซึ่งจะเป็นส่วนประกอบหลักของ 
extracellular matrix โดยจะใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆอาทิเช่น cathepsin K  และในส่วนของโปรตีนท่ี
ถูกย่อยสลายแล้วจะถูกเก็บเข้าสู่เซลล์ osteoclast และจะถูกขับออกจากเซลล์ผ่านผิวเซลล์อีกด้าน
หนึ่งท่ีไม่ได้สัมผัสกับผิวกระดูก (ดังรูปท่ี 3) (Takahashi et al., 1999; Katagiri and Takahashi, 
2002; Takahashi et al., 2002; Department of Health and Human Services, 2004; Lari et 
al., 2007; Novack and Teitelbaum, 2008; Vannanen and Laitata-Leinonen, 2009) 

 
รูปที่ 3 องค์ประกอบของเซลล์สลายกระดูก 

(Patrick et al., 2006) 

 

กระบวนการปรับแต่งกระดูก (bone remodeling) 

 กระบวนการปรับแต่งกระดูกเป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นตลอดท้ังช่วงชีวิตของมนุษย์และมี
ความส าคัญเป็นอย่างยิ่งต่อการท างานของกระดูกท้ังในเชิงกลศาสตร์และในเชิงเมแทบอลิซึม  โดยท่ี
กระบวนการดังกล่าวนี้จะเกิดหลังจากเกิดการสร้างและจัดรูปแบบของกระดูกแล้ว แต่จะไม่ท าให้เกิด
การเจริญเติบโตของกระดูกเพิ่มขึ้น แต่จะเป็นการสร้างเนื้อกระดูกใหม่เพื่อทดแทนเนื้อกระดูกท่ี
เส่ือมสภาพหรือปรับแต่งกระดูกให้เหมาะสมแก่การใช้งาน  โดยมีการสลายเนื้อกระดูกเก่าออกแล้วจึง
ทดแทนด้วยเนื้อกระดูกขึ้นมาใหม่ ซึ่งกระบวนการนี้มีบทบาทหลัก 3 ประการได้แก่ 
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1. การปรับแต่งกระดูกตามลักษณะแรงท่ีกระท าต่อกระดูก (mechanical stress) โดย
กระบวนการนี้มีหน้าท่ีท าให้กระดูกเกิดการเปล่ียนแปลงเพื่อให้สอดคล้องต่อการใช้งาน
ของกระดูกในแต่ละต าแหน่ง 

2. การซ่อมแซมเนื้อกระดูกท่ีเส่ือมสภาพลง โดยปกติแล้วเนื้อกระดูกจะมีการเส่ือมสภาพ
ภายหลังจากการใช้งาน  ซึ่งถ้ามีการสะสมของร่องรอยความเสียหายในปริมาณท่ีมากจะ
ส่งผลให้ความแข็งแรงของกระดูกลดลง ซึ่งกระบวนการนี้จะปรับแต่งกระดูกตรงบริเวณ
ท่ีมีความเสียหายท่ีเกิดขึ้นและจะแทนท่ีด้วยเนื้อกระดูกใหม่ ดังนั้นในกระบวนการ
ปรับแต่งกระดูกจึงมีบทบาทส าคัญในการรักษาความแข็งแรงของกระดูก 

3. การควบคุมสมดุลแร่ธาตุในร่างกายโดยเฉพาะแร่ธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัสในกระดูก    
เนื่องจากกระดูกเป็นแหล่งสะสมแร่ธาตุแคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีใหญ่ท่ีสุดของร่างกาย 
เพราะฉะนั้นการสลายกระดูกจึงมีบทบาทส าคัญอย่างยิ่งในการเปล่ียนแปลงระดับแร่ธาตุ
ในกระแสเลือด  แต่อย่างไรก็ตาม กระบวนการปรับแต่งกระดูกอาจจะมีบทบาทในการ
รักษาสมดุลแร่ธาตุลดลง ในกรณีท่ีมีการเปล่ียนแปลงอย่างเฉียบพลัน (very acute 
phase) หรือเกิดการเปล่ียนแปลงขึ้นชนิดเรื้อรัง (chronic phase) 

 

วัฏจักรของกระบวนการปรับแต่งกระดูก (bone remodeling cycle)  

 กระบวนการปรับแต่งกระดูกนี้เกิดจากการท างานร่วมกันของเซลล์กระดูกหลายชนิดด้วยกัน 
โดยเซลล์ osteoclast จะคอยท าหน้าท่ีในการรับรู้แรงท่ีกระท าต่อกระดูกและตรวจสอบร่องรอยความ
เสียหายขนาดเล็กท่ีต้องการซ่อมแซมซึ่งจะรับรู้ได้โดยเซลล์ osteocyte ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นของการเกิด
กระบวนการปรับแต่งกระดูก  เซลล์บุผิวกระดูก (bone lining cell) ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีเป็นต้นก าเนิดของ
เซลล์ osteoblast  ส่วนเซลล์ osteoclast ท าหน้าท่ีในการสลายเนื้อกระดูกท่ีไม่ต้องการท้ิง ในขณะ
ท่ีเซลล์ osteoblast จะท าหน้าท่ีในการสร้างเนื้อกระดูกขึ้นมาใหม่ทดแทนส่วนท่ีเซลล์ osteoclast 
สลายไป   เซลล์ osteoclast  และ osteoblast จะท างานร่วมกันเพื่อสลายเนื้อกระดูกใหม่ขึ้นมา
ทดแทนโดยเรียกรวมว่า basic multicellular unit (BMU) (Ott, 2002; Mundy et al., 2003; 
Department of Health and Human Services, 2004; Hadjidakis and Androulakis, 2006; 
Sims and Gooi, 2008; Martin and Seeman, 2008; Boyce and Xing, 2008) 

 กระบวนการปรับแต่กระดูกสามารถแบ่งได้ออกเป็น 4 ระยะ ได้แก่ ระยะการเกิดและกระตุ้น
การท างาน BMU (origination and activation) , ระยะการสลายกระดูก (bone resorption) , 
ระยะ reversal และระยะการสร้างกระดูก (bone formation) (Ott, 2002; Mundy et al., 2003; 
Department of Health and Human Services, 2004; Sims and Gooi, 2008) ดังต่อไปนี้ (ดัง
รูปท่ี 4)  

1. ระยะการเกิดและกระตุ้นการท างาน BMU (origination and activation) ซึ่งในระยะนี้
เซลล์บุผิวกระดูกจะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างและแยกออกจากกัน ( bone lining cell 
retraction) จะท าให้เกิดการเปิดของผิวเนื้อกระดูก (bone surface exposure) และ
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จะมีการหล่ังสาร RANKL ท าให้เกิดการเหนี่ยวน าเซลล์ osteoclast precursor จาก
กระแสเลือดหรือจากบริเวณต าแหน่งใกล้เคียง เข้าสู่ต าแหน่งท่ีมีการเปิดผิวเนื้อกระดูก 
ซึ่งในปัจจุบันมีการสันนิษฐานว่าตัวกระตุ้นต่อการเกิดการเปล่ียนแปลงในขั้นตอนแรกคือ 
osteocyte นั้นเอง 

2. ระยะการสลายกระดูก (bone resorption) เซลล์ osteoclast progenitor หรือ 
osteoclast precursor ท่ีอยู่บริเวณผิวกระดูกจะมีการพัฒนาเป็นเซลล์ osteoclast 
และจะท าหน้าท่ีในการสลายกระดูกโดยท่ีเซลล์ท่ีเกิดขึ้นจะมีช่วงอายุเฉล่ียโดยประมาณ
เพียง 12 วัน จากนั้นจะตายเองโดยธรรมชาติ (apoptosis) หลังจากท าหรน้าท่ีสลาย
กระดูก   แต่การสลายกระดูกนี้ยังคงด าเนินต่อไปเป็นเวลาประมาณ 2-3สัปดาห์   โดย
จะมีการสร้างเซลล์ osteoclast ขึ้นมาใหม่ทดแทนเรื่อยๆตลอดระยะเวลาการสลาย
กระดูก การสร้างเซลล์ osteoclast นี้จะอาศัยการกระตุ้นจาก Growth hormone 
factor และ cytokines ต่างๆ ผ่านเซลล์ osteoblast และ ระบบ RANK-RANKL-OPG 
(Ott, 2002; Mundy et al., 2003; Department of Health and Human 
Services, 2004; Hadjidakis and Androulakis, 2006; Sims and Gooi, 2008;  
Martin and Seeman, 2008; Boyce and Xing, 2008) 

3. ระยะ reversal จะมีระยะเวลาประมาณ 1-2 สัปดาห์ ซึ่งในระยะนี้พบว่าบริเวณผิว
กระดูกท่ีมีการสลายเนื้อกระดูกจะมีนิวเคลียสเซลล์เดียว (mononuclear cell)  โดย
เซลล์ชนิดนี้ท าหน้าท่ีในการเตรียมพื้นท่ีผิวท่ีมีการสร้างกระดูกใหม่และอาจจะส่ง
สัญญาณการกระตุ้นการพัฒนาเซลล์ osteoblast (Ott, 2002; Mundy et al., 2003; 
Department of Health and Human Services, 2004; Hadjidakis and 
Androulakis, 2006; Sims and Gooi, 2008;  Martin and Seeman, 2008) 

4. ระยะการสร้างกระดูก (bone formation) เป็นระยะท่ีใช้เวลานานท่ีสุดคือประมาณ 4-6 
เดือน ซึ่งในระยะนี้จะมีการกระตุ้นการพัฒนาการเซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพันไปเป็น
เซลล์ osteoblast โดยเซลล์ osteoblast จะท าการสร้างและสะสมโปรตีนต่างๆ
ล้อมรอบเซลล์ (extracellular matrix) จนสุดท้ายจะมีการสะสมแร่ธาตุแคลเซียมและ
ฟอสฟอรัส (mineralization) โดยท่ีการสร้างและการสะสม extracellular matrix  
และการสะสมแร่ธาตุจะมีอัตราส่วนท่ีเท่ากัน แต่การสะสมแร่ธาตุจะเกิดภายหลังการ
สร้างและสะสม extracellular matrix ประมาณ 15 วัน (Hauge, 2001; Ott, 2002; 
Mundy et al., 2003; Hadjidakis and Androulakis, 2006; Department of 
Health and Human Services, 2004; Sims and Gooi, 2008;  Martin and 
Seeman, 2008; Boyce and Xing, 2008) 
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รูปที่ 4 วัฏจักรของกระบวนการปรับแต่งกระดูก  

(http://lmt.projectsinknowledge.com/Activity/index.cfm?showfile=b&jn=1892&sj=1892
.01&sc=1892.01.3) 

การควบคุมกระบวนการปรับแต่งกระดูก (bone remodeling regulation) 

 กระบวนการปรับแต่งกระดูกท่ีเกิดขึ้นอย่างสมดุลนี้ มีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งต่อการคงสภาพ
ความแข็งแรงของกระดูก  หากเกิดความไม่สมดุลระหว่างการสลายและการสร้างเนื้อกระดูกจะท าให้
เกิดโรคกระดูกได้ เช่น โรคกระดูกพรุน เป็นต้น ดังนั้นการควบคุมกระบวนการปรับแต่งกระดูกจึงมี
ความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง 

 การควบคุมกระบวนการปรับแต่งกระดูกสามารถแบ่งออกเป็น 2 ระบบใหญ่ๆได้แก่ ระบบการ
ควบคุมเฉพาะท่ี (local control) ท่ีควบคุมโดย growth factors และ cytokines ต่างๆ (Ott, 
2002; Mundy et al., 2003; Hadjidakis and Androulakis, 2006; Sims and Gooi, 2008;  
Martin and Seeman, 2008; Boyce and Xing, 2008) และระบบควบคุมจากระยะไกล 
(systemic control) ซึ่งจะควบคุมด้วยฮอร์โมนต่างๆของระบบประสาทส่วนกลางและระบบประสาท
อัตโนมัติ 4,43,44,48-50 โดยท่ี growth factors และ สาร cytokines ท่ีควบคุมการปรับแต่งของ
กระดูกมีหลายชนิด เช่น transforming growth factor-ß (TGF-), bone morphogenetic 
proteins (BMP), basic fibroblast growth factor (bFGF), prostaglandin (PGE1, PGE2, PGG2 
, PGH2, PG12) และ interleukin (IL-1, 6, 8, 10, 11) เป็นต้น (Hadjidakis and Androulakis, 
2006; Fernandez et al., 2006; Martin and Seeman, 2008) สารเหล่านี้จะควบคุมกระบวนการ
ปรับแต่งกระดูกโดยผ่านระบบ RANK-RANKL-OPG ซึ่งจะเป็นกลไกลหลักในการควบคุมการพัฒนา
และการท างานของเซลล์ osteoclast เช่น TGF- สามารถกระตุ้นการท างานของ OPG 
(Thirunavukkarasu et al., 2001), FGF-2 สามารถท าหน้าท่ีในการยับยั้งการท างานของ OPG และ
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กระตุ้น RANKL (Yano et al., 2001)  ในขณะท่ี PGE2 จะท าหน้าท่ีในการกระตุ้นOPG แต่ยับย้ังการ
ท างานของ RANKL (Liu et al., 2005) เป็นต้น 

 ในส่วนของระบบการควบคุมจากระยะไกล โดยมีฮอร์โมนหลายชนิดท่ีส่งผลต่อการปรับแต่ง
กระดูก เช่น ฮอร์โมนพาราไทรอยด์ ฮอร์โมนควบคุมการเจริญ ฮอร์โมนไทรอยด์ วิตามินดี ฮอร์โมน
เพศซึ่งรวมถึงฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen) และ ฮอร์โมนแอนโดรเจน (androgen) เป็นต้น 
ฮอร์โมนเหล่านี้มีบทบาทต่อการพัฒนาการท างานของเซลล์ osteoclast และเซลล์ osteoblast   
เช่น ฮอร์โมนเพศชายและฮอร์โมนควบคุมการเจริญ (growth hormone และ IGF-1) จะสามารถ
กระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoblast ได้ (Valsamis et al., 2006)   ส่วนฮอร์โมนเพศหญิง 
ฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ และฮอร์โมนพาราไทรอยด์ มีผลต่อเซลล์ osteoblast และ เซลล์ 
osteoclast โดยฮอร์โมนเพศหญิงจะมีผลต่อการกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoblast 
(Manolagas, 2000) และการยับยั้งการพัฒนาของเซลล์ osteoclast จะสามารถกระตุ้น OPG 
(Saika et al., 2001)ส่งผลให้มีเนื้อกระดูกท่ีเพิ่มขึ้น ฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอนด์ มีความส าคัญในการ
พัฒนาเซลล์ osteoblast ในบางระยะ แต่ยังมีบทบาทในการยับยั้งการท างานของเซลล์ osteoblast 
ในขณะเดียวกันก็ยังกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ osteoclast โดยจะกระตุ้น RANKL และยับยั้ง OPG 
(Weinstein et al., 1998; Hofbauer et al., 1999) 

 

โรคกระดูกพรุนในหญิงวัยหมดประจ าเดือน 

 ภาวะกระดูกหักจากโรคกระดูกพรุนเป็นปัญหาท่ีพบได้บ่อยในเพศหญิงมากกว่าเพศชายโดยมี
ความเช่ือว่าการขาดเอสโทรเจนน่าจะมีผลต่อการสร้างกระดูก (bone formation) และส่งผลให้
กระดูกเปราะบางได้  จากการส ารวจเมื่อปี พ.ศ. 2534 พบว่า 1/3 ของผู้หญิงอายุระหว่าง 60-70 ปี
จะมีการวินิจฉัยว่าเป็นโรคกระดูกพรุน แต่สัดส่วนดังกล่าวจะเพิ่มขึ้นเป็น 2/3 ภายหลังอายุได้ 80 ปี 
(Am J Med, 1991) และจากข้อมูลของได้รับการตรวจความหนาแน่นของกระดูกท่ีโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ระหว่างเดือน สิงหาคม พ.ศ.2536 ถึง เดือน กันยายน พ.ศ. 2539 (นิมิต เตชไกรชนะ 
และ คณะ, 2536)  จ านวน 6,953 รายท่ีมีอายุต้ังแต่ 40 ปี ขึ้นไป พบว่ามีความหนาแน่ของกระดูก 
(bone mineral density,BMD) ท่ีเข้าเกณฑ์โรคกระดูกพรุนในส่วนของกระดูกส่วนสะโพก (femoral 
neck and intertrochanteric ) และกระดูกสันหลังส่วนเอว (lumber spine L1-4)  ตรงตามนิยาม
ขององค์การอนามัยโลก (WHO : osteoporosis = BMD  -2.5 standard deviation) โดยท่ีค่า
มาตรฐานในหญิงไทย (osteoporosis : lumber spin L1-L4 BMD   0.682 g/cm2 , femoral 
neck BMD  0.569 g/cm2 , intertrochanteric BMD  0.769 g/cm2)   จากสถิติท่ีกล่าวไว้
ผู้หญิงท่ีอยู่ในช่วงอายุประมาณ 50-59 ปีจะพบร้อยละ 5-8 หญิงในช่วงอายุ 60-69 ปีพบได้ร้อยละ 
20-25 หญิงในช่วงอายุ 70-79 ปี พบได้ร้อยละ 35-50 และหญิงท่ีอายุต้ังแต่ 80 ปีขึ้นไปพบได้ร้อยละ 
40-80 โดยปัจจัยเส่ียงต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนมี 7 ปัจจัยด้วยกันคือ 

1. ปัจจัยทางด้านพันธุกรรม  
2. ปัจจัยทางด้านฮอร์โมน ได้แก่ หญิงท่ีหมดประจ าเดือนก่อนก าหนด (ก่อนอายุ 40 ปี)  
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3. ปัจจัยทางด้านโภชนาการ ได้แก่ การได้รับแร่ธาตุแคลเซียมและวิตามินดีท่ีปริมาณไม่
เพียงพอต่อความต้องการของร่างกาย การด่ืมเครื่องด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์ และการด่ืม
เครื่องด่ืมท่ีมีสาคาเฟอีนมาก เป็นต้น 

4. ปัจจัยทางด้านพฤติกรรมสุขภาพ ได้แก่ การสูบบุหรี่ ไม่ใช่ร่างกาย (physical inactivity) 
5. โรคทางอายุรกรรม ได้แก่ โรคระบบต่อมไร้ท่อ โรคกระดูกและข้อ เป็นต้น 
6. ปัจจัยจากการใช้ยา ได้แก่ การใช่ยากลูโคคอร์ติคอยด์เป็นระยะเวลานาน เป็นต้น 
7. ปัจจัยอื่นๆ ได้แก่ น้ าหนักตัวน้อย สูงอายุ เป็นต้น 

 โดยปัจจัยทางพันธุกรรมเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีส าคัญต่อลักษณะท่ีปรากฏของกระดูก (Smith et al., 
1973; Pocock et al., 1987) ท าให้มีการศึกษาถึงบทบาทของพันธุกรรมท่ีเกี่ยวข้องกับกระดูกอย่าง
จริงจัง จนถึงปัจจุบันมีการศึกษาในเรื่องกระดูกอย่างมากมายโดยพบว่ามีผลต่อความหนานแน่ของ
กระดูก (BMD) และลักษณะทางโครงสร้างของกระดูก (bone geometry) ซึ่งจะส่งผลต่อความ
แข็งแรงของกระดูก (bone strength)   

 พันธุกรรมนอกจากจะมีผลต่อความหนาแน่นของกระดูกแล้ว ยังมีผลต่อลักษณะอื่นๆของ
กระดูก ได้แก่ คุณสมบัติของกระดูกจากการตรวจคล่ืนเสียงความถี่สูง (quantitative ultrasound) 
(Arden et al., 1996)ลักษณะทางโครงสร้างของกระดูกสะโพก (femoral neck geometry) 
(Arden et al., 1996) รวมไปถึงเมแทบอลึซึมของกระดูกจากการตรวจค่าทางชีวเคมีของการ
หมุนเวียนกระดูก (biochemical marker of bone turnover) (Hunter et al., 1996) นอกจากนี้
แล้ว พันธุกรรมยังส่งผลต่อปัจจัยอื่นๆท่ีอาจจะเพิ่มความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนและการ
เกิดกระดูกหักได้ เช่น ความสูง (Silventoinen, 1996)  ดัชนีมวลกาย (Kaprio et al., 1996) อายุท่ี
เริ่มมีประจ าเดือนและหมดประจ าเดือน (Kaprio et al., 1995; Snieder et al., 1998)  
ความสัมพันธ์ต่อการหกล้ม(Reed and Dick, 1997)และความแข็งแรงของกล้ามเนื้อ (Arden and 
Spector, 1997)   เป็นต้น  ส าหรับผลของพันธุกรรมต่อความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกหัก จะ
พบว่าพันธุกรรมเป็นปัจจัยท่ีส าคัญอย่างหนึ่งท่ีส่งผลต่อการเกิดกระดูกหักได้เช่นกัน (Kannus et al., 
1999; Macgregor et al., 2000; Deng et al., 2002; Kanis et al., 2004; Andrew et al., 
2005; Michaelsson et al., 2005) และเนื่องจากพันธุกรรมเป็นปัจจัยท่ีส าคัญต่อการเกิดโรคกระดูก
พรุน  ดังนั้นการศึกษาถึงยีนท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนจึงมีความส าคัญในการรักษาโรคกระดูก
พรุนในอนาคตโดยใช้เป็นตัวประเมินหรือท านายความสัมพันธ์ของการเกิดโรค และใช้ในการพิจารณา
เลือกวิธีในการรักษา ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งของการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม (genetic 
maker) ท่ีอาจเป็นไปในอนาคตข้างหน้า (ฉัตรเลิศ พงษ์ไชยกุล, 2552) 
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ยีนท่ีสนใจในการศึกษาในคร้ังนี้ 

 ยีน Vitamin D receptor (VDR)   เป็นยีนท่ีมีต าแหน่งบนโครโมโซมท่ี 12q13.11 (ดังรูปท่ี 5) 
ซึ่งยีน VDR มีการท างานท่ีสัมพันธ์กับวิตามินดี กล่าวคือเมื่อวิตามินดีท้ังจากการสังเคราะห์ทางผิวหนัง
และการดูดซึมจากทางเดินอาหารเข้าสู่ระบบไหลเวียนเลือดจับกับโปรตีน vitamin D binding 
protein (DBP)  หลังจากนั้นจะเข้าสู่เซลล์เป้าหมายต่อไป โดยท่ัวไปแล้ววิตามินดีชนิดออกฤทธิ์ 
[1,25(OH)2D3] จะท างานโดยจับกับตัวรับวิตามินดี (vitamin D receptor) ซึ่งจะจับคู่กับตัวรับ 
retinoic X (retinoic X receptor, RXR) เพื่อจับกับส่วนท่ีเรียกว่า vitamin D response element 
(VDRE) บนยีนเป้าหมายเพื่อควบคุมการแสดงออกของยีน  การเกิดมิวเทชัน (mutation) ของยีน 
VDR จะท าให้เกิดโรคทางเมแทบอลิซึมของกระดูกได้  

 ยีน VDR เป็น candidate gene ตัวแรกท่ีมีการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างความ
หลากหลายของ SNPs กับการเกิดโรคกระดูกพรุน  โดยการศึกษาในครั้งนี้จะมุ่งเน้น ท่ี 
polymorphism 3 ต าแหน่งได้แก่ TaqI (rs731236), BsmI (rs1544410) และ FokI (rs2228570) 
ซึ่งมีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายของ SNP แต่ละต าแหน่งและความหนาแน่
ของกระดูก เช่น การศึกษาของ Thak-Kinstian และ คณะ พบว่า ท่ีต าแหน่ง SNP BsmI มี
ความสัมพันธ์กับความหนาแน่ของกระดูกสันหลังแต่ไม่มีความสัมพันธ์กับความหนาแน่ของ กระดูก
สะโพก (Thakkinstian et al., 2004)  , Gross และคณะ ท าการศึกษาพบว่า FokI มีความสัมพันธ์
ระหว่างความหนาแน่นของกระดูกและการเกิดโรคอีกด้วย (Gross et al., 1996),  จากการศึกษาของ 
Singh และคณะ ได้ศึกษาความสัมพันธ์ polymorphism ของ VDR gene ท่ีมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคกระดูกพรุนในหญิงชาวอินเดียเหนือท่ีหมดประจ าเดือน พบว่า ใน SNP FokI ท่ี minor allele 
“T” ในรูปแบบการถ่ายทอดเป็นแบบ dominant ซึ่งจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน
อย่างมีนัยส าคัญ (Singh et al., 2013)    

 จากการศึกษาพบว่าท่ีต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) เกิดภาวะพหุสัณฐานท่ีต าแหน่ง exon 
9 โดยเปล่ียนจากแอลลีล T ไปเป็น แอลลีล C แต่ยังคงเป็นกรดอะมิโนไอโซลิวซีน (isoleucine) , 
BsmI (rs1544410) เกิดภาวะพหุสัณฐานท่ีต าแหน่ง Intron 9 โดยเปล่ียนจากแอลลีล G ไปเป็น แอล
ลีล A ซึ่งท้ังสอง SNPs นี้มี linkage disequilibrium (LD) ท่ีบริเวณ poly(A) microsatellite ตรง
ต าแหน่งบริเวณ 3’UTR ซึ่งจะมีผลต่อความเสถียรของ mRNA (Linda et al., 1999)   ส่วน SNP  
FokI (rs2228570) เกิดภาวะพหุสัณฐานท่ีต าแหน่ง exon 2 โดยเปล่ียนจากแอลลีล C ไปเป็น แอล
ลีล T และเปล่ียนกรดอะมิโนจากทรีโอนีน (threonine) ไปเป็น เมไทโอนีน (methionine) จาก
การศึกษาพบว่าเมื่อมีการเปล่ียนแปลงแอลลีลแล้วส่งผลให้การกระตุ้นต่อต าแหน่ง  vitamin D 
response element (VDRE) ลดลง  จากการศึกษาพบว่าแอลลีล T มีความสัมพันธ์ต่อค่าความ
หนาแน่นมวลกระดูกท่ีลดลง  ในขณะเดียวกันก็ยังไม่เป็นท่ียืนยันว่าการเปล่ียนแปลงดังกล่าวมีกลไก
อย่างไรต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน(Arai et al., 1997)    
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รูปท่ี 5 ภาพจ าลองโครโมโซมของยีน VDR ท่ีต าแหน่งบนโครโมโซมท่ี 12q13.11 

(http://www.genecards.org) 

 ยีน Tumor  necrosis factor superfamily member 11 (TNFSF11)   เป็นยีนท่ีมีต าแหน่ง
บนโครโมโซมท่ี 13q14.11 (ดังรูปท่ี 6) ยีน TNFSF11 ท าหน้าท่ีสร้างโปรตีน Receptor activator of 
nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)  RANKL มีบทบาทส าคัญในกระบวนการสลายกระดูก
ของเซลล์ osteoclasts   อีกท้ังเซลล์ osteoclasts จะมีการท างานกับโปรตีนตัวรับ 2 ชนิด คือ 
Receptor activator of nuclear factor kappa B (RANK) และ osteoprotegerin (OPG)    เซลล์ 
osteoblasts มีโปรตีน RANK ligand (RANKL) อยู่ท่ีเยื่อหุ้มผิวตลอดเวลา และหล่ังออกสู่เซลล์ 
osteoclasts  โปรตีน RANKL นี้เกิดการจับกับโปรตีนตัวรับท่ีเข้าคู่กัน (cognate receptor) คือ 
RANK ท่ีอยู่บนผิวเซลล์ของ osteoclasts ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการเจริญของเซลล์และเกิดการ
เปล่ียนสภาพจากเซลล์ osteoclasts progenitor ไปเป็น เซลล์ osteoclasts ในท่ีสุด  ท าให้มีการ
สลายเซลล์กระดูกขึ้น ส าหรับโปรตีน OPG จะคอยขัดขวางการจับกันระหว่าง RANKL และ RANK 
ดังนั้นจึงท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการ bone turnover  ในระดับเซลล์การสูญเสียกระดูกเป็นผลมา
จากความไม่สม่ าเสมอกันระหว่างการท างานของเซลล์ osteoclasts และ osteoblasts (สิทธิศักด์ิ 
หรรษาเวก, 2553) (ดังรูปท่ี 7)  และในการศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษาภาวะพหุสัณฐานท่ี -290C>T 
(rs9525641)  -643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) ท้ังสาม SNPs ดังกล่าวมีการ
เปล่ียนแปลงแอลลีลท่ีต าแหน่งโพรโมเตอร์ซึ่งส่งผลต่อการท างานของ transcription factors น าไปสู่
การแสดงออกของโปรตีน ซึ่งต าแหน่ง SNPs เหล่านี้เป็นต าแหน่งท่ีเพิ่งค้นพบท าให้การศึกษายังไม่เป็น
ท่ีแน่ชัดว่ากลไกลของการเปล่ียนแปลงของ SNPs มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีนอย่างไร แต่จาก
การศึกษาของ  Mencej-Bedrac และคณะ พบว่า SNPs BsmI และ Cdx2 ในยีน VDR มี
ความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติต่อค่าความหนาแน่นของกระดูกคอสะโพก (BMD-fn) ใน
หญิงวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็นโรคกระดูกพรุน อีกท้ังยังพบความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ระหว่าง SNPs K3N (OPG) และ -290C>T (ในยีน TNFSF11) กับค่าความหนาแน่นของกระดูกส่วน
สันหลัง (BMD-Is) ในหญิงชาวสวาเกียวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนเช่นเดียวกันอีกด้วย 
(Mencej-Bedrac et al., 2009)   และ ศึกษาของ Mencej และคณะ พบว่าในกลุ่มตัวอย่างหญิง
ชาวสโลวาเนียวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็นโรคกระดูกพรุน พบความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ของ SNPs -290C>T , -643C>T  และ -693G>C  กับค่าความหนาแน่นของกระดูกส่วนสันหลัง 
(BMD-Is) และ พบความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างค่าความหนาแน่นของกระดูก
สะโพก (BMD-fn) และ SNP -693G>C  (Mencej et al., 2008) 
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รูปท่ี 6 ภาพจ าลองโครโมโซมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่งบนโครโมโซมท่ี 13q14.11 

(http://www.genecards.org) 

 

 
รูปท่ี 7 ความสัมพันธ์ระหว่างกระบวนการท างานของยนี VDR และ ยีน TNFSF11 

 

ภาวะพหุสัณฐานของยีน (polymorphisms) 

 ภาวะพหุสัณฐานของยีน คือ ความแตกต่างของรูปแบบทางพันธุกรรมมากกว่า 1 แบบขึ้นไป  
ซึ่งความแตกต่างนี้เองจะเกิดขึ้นต้องมีความถี่ไม่น้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด  มักจะ
เกิดความหลากหลายของการเปล่ียนแปลงในสายของดีเอ็นเอหรือความแตกต่างของเบสระหว่างสอง
โครโมโซม ณ ต าแหน่งเดียวกัน  ซึ่งชนิดของความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีพบในจีโนม
มนุษย์สามารถแบ่งออกได้ 3 อย่างดังนี้ Restriction fragment length polymorphism (RFLP) , 
Variable number of tandem repeats (VNTR) polymorphism และ Single nucleotide 
polymorphisms (SNP) ในส่วนของ SNPs เป็นความแปรงผันทางพันธุกรรมท่ีมีความคงท่ีสูงสุดและ
ยังสามารถพบได้บ่อยท่ีสุด โดยพบว่า SNP ในทุก ๆ 1,000 เบส แต่จากข้อมูลของฐานข้อมูลSNPs
ล่าสุด (SNP database ; dbSNPs) จะพบ SNP ได้ทุก ๆ 300-500 เบส โดยท่ีจะเกิดจากการ
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียวโดยกระจายอยู่ท่ัวจีโนม ท้ังส่วนท่ีสามารถถอดรหัสเป็น
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โปรตีน (coding region) และส่วนท่ีไม่ถูกถอดรหัสเป็นโปรตีน (non-coding region) ซึ่งจะส่งผลต่อ
การแสดงออกของยีน ปริมาณและการงานของโปรตีน หรืออาจไม่ส่งผลกระทบใดๆเลยก็เป็นได้ ท้ังนี้
ขึ้นอยู่กับต าแหน่งของ SNP บนสายของ DNA  

 

แฮพพลอไทป์ (SNP haplotype  หรือ Haplotype block)  

 SNP haplotype คือ ชุดของแอลลีลหลาย ๆ ต าแหน่งท่ีอยู่ใกล้กันบนโครโมโซมเดียวกัน  โดย
ท่ีลักษณะของ SNP haplotype (ดังรูปท่ี 2.11) ในจีโนมของมนุษย์นั้นจะมีการกระจายอยู่ท่ัวๆไปเป็น
กลุ่มซึ่งเรียกว่า haplotype block ถึงแม้ว่าในทางทฤษฎีจะสามารถมี SNP haplotype ณ บริเวณ
หนึ่งได้หลายแบบแต่ในความเป็นจริงแล้วกลับพบว่ามีเพียงไม่กี่แบบเท่านั้นในประชากร (common 
haplotype) และเนื่องจากแอลลีลของ SNP ท่ีอยู่ใกล้กันมีแนวโน้มท่ีจะถูกก่ายทอดไปด้วยกันเป็น
ชุดๆโดยท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลง   

 แอลลีลของ SNPs หลายต าแหน่งจะแสดงออกในลักษณะท่ีมีการถ่ายทอดไปพร้อม ๆ กันโดยท่ี
เราจะเรียก SNPs เหล่านั้นว่ามี linkage disequilibrium (LD) ต่อกันและกัน  ซึ่งในปัจจุบันนี้มี
การศึกษาความสัมพันธ์ (association) ระหว่าง SNP กับลักษณะทางคลินิกต่างๆมากมาย การศึกษา
ในลักษณะนี้จ าเป็นต้องท าการตรวจ SNPs หลายๆต าแหน่งท่ีอยู่ใกล้เคียงกัน แต่จากการศึกษาต่อมา
จะแสดงให้เห็นว่าข้อมูลจาก SNP Haplotype สามารถจดจ านวน SNP ท่ีจ าเป็นต้องตรวจได้
เนื่องจากปรากฏการณ์ linkage disequilibrium ท่ีเกิดกับ SNP ทุกต าแหน่งบน Haplotype   ซึ่งถ้า
ทราบว่า SNP ในบางต าแหน่งบน Haplotype ก็จะสามารถท านาย SNP ท่ีควรเป็นในทุกๆต าแหน่ง
ได้ 

 

การใช้ประโยชน์จาก SNP 

1. การใช้ SNPs เพื่อวินิจฉันโรคทางพันธุกรรม (disease-gene maker)  
2. การใช้ SNPsเพื่อท านายความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค (risk factor) 
3. การใช้ SNPs ในการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางพันธุกรรมกับการตอบสนอง

ต่อยาในแต่ละบุคคล 
4. การใช้ SNPs ในงานวิจัยเชิงลึกระดับโมเลกุลของโปรตีนและยีนเพื่อพัฒนายาและการรักษา

ด้วยยีน (สมาคมพันธุศาสตร์แห่งประเทศไทยและสถาบันส่งเสริมการสอนวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี, 2548) 
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เทคนิคท่ีจะช่วยในการวิเคราะห์ ภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ ยีน TNFSF11 

 ในการวิเคราะห์ภาวะพหุสัณฐาน ของยีน  VDR และ ยีน TNFSF11  โดยใช้เทคนิค  
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่ง
เป็นเทคนิคท่ีใช้ช้ินส่วนของดีเอ็นเอขนาดแตกต่างกันในประชากรซึ่งจะถูกเรียกว่าช้ินส่วน restriction 
fragment length polymorphisms หรือ RFLP โดยช้ินส่วนดีเอ็นเอนี้เองจะถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ (Restriction enzyme) ท่ีจุดตัดท่ีเป็นจุดจ าเพาะของดีเอ็นเอ เมื่อมีภาวะพหุสัณฐานเอ็นไซม์
ท่ีมีจ าเพาะจะตัดดีเอ็นเอบริเวณดังกล่าวซึ่งจะมีท้ังตัดได้ ตัดไม่ได้ และท้ังตัดได้-ตัดไม่ได้บ้าง ซึ่งผลท่ีมี
ท้ัง 3 ลักษณะด้วยกันคือ homologous dominant heterozygous และ homologous recessive 
เทคนิคดังกล่าวสามารถใช้หาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางพันธุกรรมหรือโรคทางพันธุกรรมท่ีเกิด
จากกลายพันธุ์ได้ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในงานวิจัยในครั้งนี้ 

  



บทท่ี  3 
 วิธีการศึกษา 

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของ ยีน VDR และ TNFSF11 ท่ีส่งผลต่อ
โรคกระดูกพรุน โดยศึกษายีน VDR ท่ีต าแหน่ง TaqI (rs731236)  FokI (rs2228570) และ BsmI 
(rs1544410) แ ล ะ  ยี น  TNFSF11  ท่ี ต า แ ห น่ ง  -290C>T (rs9525641)                                    
-643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155)  โดยการน าเทคนิค PCR-RFLP ซึ่งอาศัย
รูปแบบการตัดบริเวณจุดตัดจ าเพาะของเอนไซม์แต่ละชนิดมาใช้ในการศึกษาเพื่อน าเปรียบเทียบ
ระหว่างประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนกับประชากรหญิงไทยวัยหมด
ประจ าเดือนท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุน โดยมีข้ันตอนการศึกษาดังนี้ 

1. กลุ่มตัวอย่าง 

1.1 ตัวอย่างเลือดของประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้นไปท่ี
เป็นโรคกระดูกพรุน  105 ตัวอย่าง  โดยมีค่าเฉล่ียของอายุท่ีน ามาทดสอบประมาณ 75 ± 8.94 และ
อายุท่ีเริ่มหมดประจ าเดือนประมาณ 50 ± 4.40  ค่าความหนาแน่นของมวลกระดูกสันหลัง (BMD 
Lumbar Spine) 0.71 ± 0.11 (g/cm2) ค่า T-score (Lumbar Spine T-score) -2.59 ± 1.0 ค่า
ความหนาแน่นของมวลกระดูกสะโพก (BMD Total Hip) 0.61 ± 0.09 (g/cm2) และ ค่า T-score 
(Total Hip  T-score) -2.08 ± 0.81 ซึ่งได้รับการอนุเคราะห์จากคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาล
รามาธิบดี และ คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 

1.2 ตัวอย่างเลือดของประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้นไปท่ี
ไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุน 132 ตัวอย่าง  โดยมีค่าเฉล่ียของอายุท่ีน ามาทดสอบประมาณ 63 ± 8.37 
โดยคัดเลือกกลุ่มประชากรควบคุม ท่ีมีอายุ เพศ และเช้ือชาติใกล้เคียงกับกลุ่มผู้ป่วย  ซึ่งได้รับการ
อนุเคราะห์จากคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี โดยงานวิจัยในครั้งนี้ได้ผ่านการอนุมัติจาก
คณะกรรมการจริยธรรมเป็นท่ีเรียบร้อยแล้ว (เลขท่ีจริยธรรม  ID 04-54-44 ย และ MTU-EC-OT-4-
087/56 ตามล าดับ) 

 
การค านวณหาขนาดตัวอย่างในกรณีท่ีไม่ทราบจ านวนประชากรโดยใช้สูตรดังต่อไปนี้ 

n = 



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


2

2

4e

Z  (ธีรวุฒิ เอกะกุล, 2543) 

โดยก าหนดให้ 

n  คือ  ขนาดตัวอย่างท่ีจะได้จากการค านวณโดยใช้สูตร 

Z  คือ  ค่าท่ีได้จากการเปิดตารางสถิติ Z  โดยมีระดับความเช่ือมั่น 95 % เป็นค่า Z = 1.96 

e  คือ  ค่าความคลาดเคล่ือน ท่ี 10 % เป็นค่า e = 0.10 
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n = 
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96.1 ≈ 96.04 

2. เคร่ืองมือและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

2.1 สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดเลือด 
- lysis buffer 1   
- lysis buffer 2   
- 10 % SDS (20 mg/ml)   
- Protein Kinase K    

2.2 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการสกัดเลือด 
-     หลอดเซ็นตริฟิวก์ ขนาด 15 มิลลิลิตร 
-      เครื่องปั่นเหวี่ยง (เครื่อง Centrifuge) 
-   เครื่องผสมสารละลาย  (เครื่อง Vortex) 
-     อ่างควบคุมอุณหภูมิ ( เครื่อง Water Baths) 

2.3 สารเคมีท่ีใช้ในการสกัด DNA  
- Phenol : Chloroform : Isopropylalcohol ท่ีมีอัตราส่วน 25:24:1 
- 100 % เอทานอล (แช่เย็น) 
- 70 % เอทานอล (แช่เย็น) 
- 10 M CH3COONH4 
- น้ ากล่ันท่ีปราศจากเช้ือ   

2.4 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการสกัด DNA  
- ถุงมือยาง 
- ถาดหลุมวางหลอด Eppendorf 
- ไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
- ทิปไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
- หลอด eppendorf ขนาด 100 ไมโครลิตร 250 ไมโครลิตร และ 1000 

ไมโครลิตร 
- เครื่องผสมสารละลาย  (เครื่อง Vortex) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (เครื่อง Centrifuge) 
- เครื่อง NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer 
- ตู้ดูดอากาศ 

2.5 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ TNFSF11  โดยใช้
เทคนิค PCR-RFLP  

- ถุงมือยาง 
- ถาดหลุมวางหลอด Eppendorf 
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- ไมโครปิเปตต์ขนาด 2.5, 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
- ทิปไมโครปิเปตต์ขนาด 10 , 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
- หลอด Eppendorf ขนาด 100 ไมโครลิตร   
- เครื่องผสมสารละลาย  (เครื่อง Vortex) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (เครื่อง Centrifuge) 
- เครื่องปลอดเช้ือส าหรับท า PCR 
- ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน TaqI  (rs731236)    ใช้เอนไซม์ TaqI 
- ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน FokI  (rs2228570)  ใช้เอนไซม์ FokI 
- ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน BsmI (rs1544410)  ใช้เอนไซม์ BsmI  
- ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -290C>T (rs9525641)   ใช้เอนไซม์ MseI 
- ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -643C>T (rs9533156)   ใช้เอนไซม์ TspRI 
- ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -693G>C (rs9533155)  ใช้เอนไซม์ BsaJI 
- อ่างควบคุมอุณหภูมิ ( เครื่อง Water Baths) 

2.6 อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในการท า gel electrophoresis 
- 1X TBE 
- ชุดเครื่องมือส าหรับท า Agarose gel electrophoresis 
- ขวดรูปชมพู่ 
- ผง Agarose 
- เครื่องช่ังน้ าหนัก 
- ถาดพลาสติก 
- Ethidium Bromide (EtBr) หรือ SeeNa Nucleic Acid Stain  
- 6X Blue/orange loding dry หรือ 6X Bromothymol blue 
- เครื่อง Gel Documentation  

2.7  สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR-RFLP 
- 10x Taq polymerase buffer  
- dNTP    
- Primer Forward และ Primer Reverse    
- Unit Taq DNA polymerase  
- Q-Solution    
- dH2O   
- buffer NEB   
- Restriction enzyme TaqI, FokI, BsmI, MseI, TspRI และ BsaJI 
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3.  วิธีการทดลอง  

3.1   ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

3.1.1  ศึกษาล าดับเบสบนยีน VDR  ท่ีต าแหน่ง TaqI (rs731236) FokI (rs2228570) 
และ BsmI (rs1544410) และ ยีน TNFSF11  ท่ีต าแหน่ง -290C>T (rs9525641)       -643C>T 
(rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) โดยการค้นหาโดยใช้เว็บไซต์ คือ www.NCBI.nih.gov 
และ www.ensemble.org ซึ่งมีข้ันตอนดังต่อไปนี้  

3.1.2  ศึกษาการออกแบบ primer ท่ีจ าเพาะเจาะจงต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหน่ง  
TaqI (rs731236) (Vilarino et al., 2011) FokI (rs2228570) และ BsmI (rs1544410) ของยีน 
VDR และ ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -290C>T (rs9525641)  -643C>T (rs9533156) และ         
-693G>C (rs9533155) ของยีน TNFSF11 (Bedrac et al., 2009)   

  การออกแบบ Primer ก่อนอื่นต้องทราบก่อนว่าต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานบริเวณท่ี
ต้องการอยู่ตรงส่วนใดของบริเวณยีน จากนั้นจึงออกแบบ Primer โดยออกแบบท้ัง Primer Forward 
และ Primer Reverse และ ค านวณ ค่า % GC, ค่า TM ท่ีเหมาะสมโดยใช้โปรแกรม Oligo Calc 
ผ่านเว็บไซต์ (www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html โดย Primer ท่ีออกแบบ
ได้ในแต่ละต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานมี ดังตารางท่ี 1 

SNPs Primer Sequence Product Size (bp) 

TaqI (rs731236) 
F : TGGTGGGATTGAGCAGTGAG 
R : GTACTGCTTGGAGTGCTCCT 

249 bp 

BsmI (rs15444410) 
F : AACCTGAAGGGAGACGTAGCA 
R : TTGTACCCTGCCCGCAAGAAA 

283 bp 

FokI (rs2228570) 
F : ACCAAGGATGCCAGCTGG 

R : GCTTCTTCTCCCTCCCTTTC 
266 bp 

-693G>C (rs9533155) 
F : GCCACAGTTCTGAATAGAGG 
R : GGATAAGGATTGCACCTCAG 

498 bp 

-643C>T (rs9533156) 
F : GCCACAGTTCTGAATAGAGG 
R : GGATAAGGATTGCACCTCAG 

498 bp 

-290C>T (rs9525641) 
F : ATCCTAAGGAGGAAACCGAGAC 
R : GGAGGTCCAAGAGATGGGTTTA 

146 bp 

ตารางท่ี 1 Primer ท่ีออกแบบได้ในแต่ละต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน 
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3.2  เขียนขออนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมในมนษุย์ 

  เขียนขออนุมัติจากคณะกรรมการบริหารการด าเนินงานพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน
มนุษย์ จากคณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี และ คณะแพทย์ ศาสตร์ โรงพยาบาล
ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ (เลขท่ีจริยธรรม  ID 04-54-44 ย และ MTU-EC-OT-4-087/56 
ตามล าดับ) 

3.3  การศึกษาภาวะพหุสัณฐานโดยวิธี PCR-RFLP 

3.3.1  การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโดยวิธี phenol/chloroform extraction 

3.3.1.1 น าตัวอย่างเลือดมาปั่นเหวียงด้วยความเร็ว 3300 rpm เวลา 10 นาที 

3.3.1.2 ดูด Buffy coat หรือ ใช้ท้ังตัวอย่างเลือดท้ังหมดมาปั่น (ในกรณีท่ี
ตัวอย่างน้อย) 

3.3.1.3 เติม lysis buffer 1  ต่อ buffy coat ในอัตราส่วน 10 : 1  ผสมให้
เข้ากัน 

3.3.1.4 น าไปป่ันเหวียง 1000 g  เป็นเวลา 8 นาที  จากนั้นเทส่วนใสท้ิง 

3.3.1.5 เติม lysis buffer 1 ปริมาตร 5  ml ผสมให้เข้ากัน   

3.3.1.6 น าไปปั่นเหวียงท่ี 1000 g เป็นเวลา 8 นาที เป็นจ านวน 2 ครั้ง 
จากนั้นเทส่วนใสท้ิง  

3.3.1.7 ใส่ lysis buffer 1 และน าไปปั่นเหวียงไปเรื่อยๆจนเม็ดเลือดแดง
หายไป 

3.3.1.8 เติม lysis buffer 2  950 µl + 10 % SDS 50 µl (20 mg/ml)  
จากนั้นเติม    Protein Kinase K  20 µl  ผสมให้เข้ากัน 

3.3.1.9 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

3.3.1.10 เติม Phenol : Chloroform : Isopropylalcohol ท่ีมีอัตราส่วน 
25:24:1   ในอัตราส่วน 1:1 หรือ 1 เท่า ผสมให้เข้ากันในหลอด 1.5 
ml  

3.3.1.11 ปั่นเหวียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูสาร
ส่วนบนใส่ลงในหลอดใหม่ 

3.3.1.12 เติม 100 % เอทานอล (แช่เย็น) 1 เท่า และ 10 M CH3COONH4 

(NH4OAC)  0.5 เท่าของปริมาตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ  

3.3.1.13 ปั่นเหวียงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทส่วน
ใสท้ิง 
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3.3.1.14 เติม 70 % เอทานอล (แช่เย็น) 500 µl  

3.3.1.15 จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที   

3.3.1.16 เทเอทานอลหลังจากน าไปป่ันเหวี่ยงท้ิง  airdry (อย่าให้แห้งเกินไป) 

3.3.1.17 ละลายดีเอ็นเอใน dH2O 20-50 µl บ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 

3.3.1.18 เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.4  การศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR และ TNFSF11 (SNPs ของยีน VDR คือ TaqI 
(rs731236)  FokI (rs2228570) และ BsmI (rs1544410)  and SNPs ของยีน TNFSF11 คือ          
-290C>T (rs9525641) -643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) โดยวิธี Polymerase 
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)   

3.4.1  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณท่ีต้องการโดยออกแบบ primer คร่อมต าแหน่ง
ของยีน VDR และ TNFSF11  ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน TaqI  (rs731236) , FokI  (rs2228570) 
และ BsmI (rs1544410) ของยีน VDR และ ท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐาน -290C>T (rs9525641)     
-643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) ของยีน TNFSF11 ตามล าดับ 

 ในปฏิกิริยาพีซีอาร์จะประกอบไปด้วยสารละลาย (QIAGEN ®) ท้ังหมด 10  ไมโครลิตร ซึ่ง
ประกอบไปด้วย 

1. 10x Taq Polymerase buffer  
2. dNTP 
3. Primer (Forward and Reverse) 
4. Unit Taq DNA polymerase   
5. Q-Solution 
6. dH2O 
7. DNA 

โดยท่ีแต่ละ SNPs จะมีความเข้มข้นของสารประกอบท่ีแตกต่างกัน ดังนี้ 
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ตารางท่ี 2 ตารางความเข้มข้นของสารประกอบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละ SNPs 

และ PCR Cycle condition ต้ังค่าตามล าดับดังต่อไปนี ้

 

ตารางท่ี 3 สภาวะในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละ SNPs 
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3.4.2  การใช้ restriction enzyme ในการตรวจหา SNPs ซึ่งอาศัยรูปแบบจ าเพาะ
ระหว่างบริเวณจุดตัดของเอนไซม์และล าดับเบสของยีน VDR ท่ี SNPs TaqI (rs731236)  FokI 
(rs2228570)   BsmI (rs1544410)  และ ยีน TNFSF11 ท่ี SNPs -290C>T (rs9525641)               
-643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) 

 ในปฏิกิริยาของการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะประกอบไปด้วย 

1. Buffer 4 of NEB OR Smart Cut  
2. Restriction enzyme (NEW ENGLAND Biolabs ® Inc.)  
3. dH2O 
4. PCR product  

  โดยท่ีแต่ละ SNP จะมีปริมาณสารประกอบท่ีแตกต่างกัน ดังนี้ 

 

ตารางท่ี 4 สารประกอบของเอนไซม์ตัดจ าเพาะและอุณหภูมิในการบ่ม 

  เอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNPs TaqI (rs731236)  

FokI (rs2228570)   BsmI (rs1544410)  และ ยีน TNFSF11 ท่ี SNPs -290C>T (rs9525641)              

-643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) 

1. ต าแหน่ง  TaqI (rs731236)   ใช้ restriction enzyme คือ TaqI  ซึ่งจะจดจ านิวคลีโอ

ไทด์   TˇCGA  เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี minor allele 

(allele C) เอนไซม์ TaqI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถตัดได้ ในขณะท่ี major allele 

(allele T)  เอนไซม์ TaqI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถตัดได้ 
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2. ต าแหน่ง  FokI (rs2228570)   ใช้ restriction enzyme คือ FokI  ซึ่งจะจดจ านิวคลี

โอไทด์   GGATG(N)9ˇ เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี minor allele 

(allele T) เอนไซม์ FokI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถตัดได้ ในขณะท่ี major allele 

(allele C)  เอนไซม์ FokI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถตัดได้ 

3. ต าแหน่ง  BsmI (rs1544410)   ใช้ restriction enzyme คือ BsmI  ซึ่งจะจดจ านิวคลี

โอไทด์   NG ˇ CATTC  เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี major allele 

(allele G) เอนไซม์ BsmI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถตัดได้ ในขณะท่ี minor allele 

(allele A)  เอนไซม์ BsmI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถตัดได้ 

4. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี -290C>T (rs9525641)   ใช้ restriction enzyme คือ MseI  

ซึ่งจะจดจ านิวคลีโอไทด์   T ˇ TAA  เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี 

major allele (allele T) เอนไซม์ MseI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถตัดได้ ในขณะท่ี 

minor allele (allele C)  เอนไซม์ MseI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถตัดได้ 

5. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี -643C>T (rs9533156)   ใช้ restriction enzyme คือ TspRI  

ซึ่งจะจดจ านิวคลีโอไทด์   CASTG(N)2 ˇ เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี 

major allele (allele T) เอนไซม์ TspRI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถตัดได้ ในขณะท่ี 

minor allele (allele C)  เอนไซม์ TspRI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถตัดได้ 

6. ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี  -693G>C (rs9533155) ใช้ restriction enzyme คือ BsaJI  

ซึ่งจะจดจ านิวคลีโอไทด์   CˇCNNGG  เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี 

major allele (allele C) เอนไซม์ BsaJI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถตัดได้ ในขณะท่ี 

minor allele (allele G)  เอนไซม์ BsaJI  ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถตัดได้ 

 แสดงต าแหน่งบริเวณภาวะพหุสัณฐานของ TaqI (rs731236)  

TGGTGGGATTGAGCAGTGAGGGGCCCAGCTGAGAGCTCCTGTGCCTTCTTCTCTATCCC

CGTGCCCACAGATCGTCCTGGGGTGCAGGACGCCGCGCTGATT/CGAGGCCATCCAGGA

CCGCCTGTCCAACACACTGCAGACGTACATCCGCTGCCGCCACCCGCCCCCGGGCAGCC
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ACCTGCTCTATGCCAAGATGATCCAGAAGCTAGCCGACCTGCGCAGCCTCAATGAGGAG

CACTCCAAGCAGTAC        

 แสดงต าแหน่งบริเวณภาวะพหุสัณฐานของ FokI (rs2228570)  

ACCAAGGATGCCAGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCTGACCGTGGCCTGCTTGCTG

TTCTTACAGGGAC/TGGAGGCAATGGCGGCCAGCACTTCCCTGCCTGACCCTGGAGACTT

TGACCGGAACGTGCCCCGGATCTGTGGGGTGTGTGGAGACCGAGCCACTGGCTTTCACT

TCAATGCTATGACCTGTGAAGGCTGCAAAGGCTTCTTCAGGTGAGCCCTCCTCCCAGGCT

CTCCCCAGTGGAAAGGGAGGGAGAAGAAGC  

แสดงต าแหน่งบริเวณภาวะพหุสัณฐานของ BsmI (rs1544410)  

AACCTGAAGGGAGACGTAGCAAAAGGAGACACAGATAAGGAAATACCTACTTTGCTGGT

TTGCAGAGCCCCTGTGGTGTGTGGACGCTGAGGTGCCCCTCACTGCCCTTAGCTCTGCC

TTGCAGAGTGTGCAGGCGATTCGTAGGGGGGATTCTGAGGAACTAGATAAGCAGGGTTC

CTGGGGCCACAGACAGGCCTGCG/ACATTCCCAATACTCAGGCTCTGCTCTTGCGTGAAC

TGGGCTCAACATTCCTGTTATTTGAGGTTTCTTGCGGGCAGGGTACAA 

แสดงต าแหน่งบริเวณนิวคลีโอไทด์ที่ -290C>T (rs9525641)  

ATCCTAAGGAGGAAACCGAGACTCCAGGATGTGAAGTCCCTTCTCTACCAAACTAGAATG

GATGCAGGAGGAATGTCTGAGGTGCAATCCTTATCCTTTAGCAAAGGTGTCCTCTGCGTC

TTCT/CTTAACCCATCTCTTGGACCTCC       

แสดงต าแหน่งบริเวณนิวคลีโอไทด์ที่ -643C>T (rs9533156)  

GCCACAGTTCTGAATAGAGGTTTTTAAAAAGCCCTAGCAAGGTTTCTTTAGCAATGAAAC

TAACATTTAACTGTATCATCAGCTTCGTGTTACATCTCTTTCCTGACTGTTGGGTGAGCC

CTCCTCGGATGCTTGCTTCTGGCTACACGCCCCTTTACCCTTTTCTCTGCACT/CGTTTTC
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ATCTTTATAAAGTCAGAGTTGGTGTCTATAGGCTCTCTACTGCCACATTCAAGACCTGCC

TCGCTCAATGTCACCTTCAAGATGCAGAAATAGGGATTTGGGAAGGGGATTGTGAAATTT

TCGAAGTCTTCCAAAATACTTTGAGAAACTATATTTGGAAGCACTTTGGGGGGAGAGGTT

GGACAGGAAGGGTCTTCAGAGATCATCAAATTTAACTTTCTAAATCCTAAGGAGGAAACC

GAGACTCCAGGATGTGAAGTCCCTTCTCTACCAAACTAGAATGGATGCAGGAGGAATGT

CTGAGGTGCAATCCTTATCC       

แสดงต าแหน่งบริเวณนิวคลีโอไทด์ที่ -693G>C (rs9533155) 

GCCACAGTTCTGAATAGAGGTTTTTAAAAAGCCCTAGCAAGGTTTCTTTAGCAATGAAAC

TAACATTTAACTGTATCATCAGCTTCGTGTTACATCTCTTTCCTGACTGTTGGGTGAGCC

CTC/GCTCGGATGCTTGCTTCTGGCTACACGCCCCTTTACCCTTTTCTCTGCACTGTTTTC

ATCTTTATAAAGTCAGAGTTGGTGTCTATAGGCTCTCTACTGCCACATTCAAGACCTGCC

TCGCTCAATGTCACCTTCAAGATGCAGAAATAGGGATTTGGGAAGGGGATTGTGAAATTT

TCGAAGTCTTCCAAAATACTTTGAGAAACTATATTTGGAAGCACTTTGGGGGGAGAGGTT

GGACAGGAAGGGTCTTCAGAGATCATCAAATTTAACTTTCTAAATCCTAAGGAGGAAACC

GAGACTCCAGGATGTGAAGTCCCTTCTCTACCAAACTAGAATGGATGCAGGAGGAATGT

CTGAGGTGCAATCCTTATCC 

3.5 ผลผลิตท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมาวิเคราะห์บน  8%  Polyacrylamide 
gel ย้อมด้วย SYBr green หรือ 3% Agarose gel   ย้อมด้วย  ethidium  bromide โดยแปลผล
โดยใช้เครื่อง Storm™ fluorescence and phosphorimager (GE Heath Care) หรือ เครื่อง Gel 
Documentation (SynGene) ในการวิเคราะห์ผลตามล าดับ 

 3% Agarose gel มีสารประกอบดังนี้ 

1.  Agarose        1.5 g. 

  2. 1X TBE        50 ml. 

 น าส่วนผสมดังกล่าวผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องไมโครเวฟเพื่อละลายเจลให้เป็นเนื้อเดียวกัน
จากนั้นเติม  Ethidium bromide   ปริมาตร 1.5 µl.  
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  8% Polyacrylamide gel มีสารประกอบดังนี้ 

1. Polyacrylamide 19:1    2 ml. 

2. 10X TBE     1 ml. 

3. H2O   7 ml. 

4. APS   100 ml. 

5. Temed   10 µl. 

  น าส่วนผสมดังกล่าวผสมให้เข้ากัน 

ส าหรับการอ่านผลเจลโดยใช้เครื่อง Gel Documentation (SynGene) และ เครื่อง Storm™ 
fluorescence and phosphorimager (GE Heath Care) เพื่อศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR 
และ TNFSF11  

3.5.1  PCR Product ของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) โดยใช้เอนไซม์ 
TaqI  โดยใช้เครื่อง Storm™ fluorescence and phosphorimager (GE Heath Care) ในการ
วิเคราะห์ผล 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 249 bp จะรายงานผลเป็น homozygous 
(TT) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 148 bp และ 101 bp จะรายงานผลเป็น 
homozygous (CC) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 249 bp 148 bp และ 101 bp จะรายงาน
ผลเป็น heterozygous (TC) 

3.5.2  PCR Product ของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570) โดยใช้เอนไซม์ 
FokI  โดยใช้เครื่อง Storm™ fluorescence and phosphorimager (GE Heath Care)ในการ
วิเคราะห์ผล 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 266 bp จะรายงานผลเป็น homozygous 
(CC)  

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 184 bp และ 63 bp จะรายงานผลเป็น 
homozygous  (TT) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 266 bp 184 bp และ 63 bp จะรายงานผล
เป็น heterozygous (CT) 

3.5.3  PCR Product ของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP BsmI (rs1544410) โดยใช้
เอนไซม์ BsmI  โดยใช้เครื่อง Storm™ fluorescence and phosphorimager (GE Heath Care) 
ในการวิเคราะห์ผล 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 283 bp จะรายงานผลเป็น homozygous 
(AA)  
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- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 200 bp และ 83 bp จะรายงานผลเป็น 
homozygous (GG) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอขนาด 283 bp 200 bp และ 83 bp จะรายงานผล
เป็น heterozygous (GA) 

3.5.4  PCR Product ของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่งบริเวณนิวคลีโอไทด์ท่ี                           
-290C>T (rs9525641) โดยใช้เอนไซม์ MseI    โดยใช้เครื่อง Storm™ fluorescence and 
phosphorimager (GE Heath Care) ในการวิเคราะห์ผล 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 146 bp จะรายงานผลเป็น homozygous 
(CC) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 124 bp และ 22 bp จะรายงานผลเป็น 
homozygous (TT) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 146 bp 124 bp และ 22 bp จะรายงานผล
เป็น heterozygous (TC) 

3.5.5 PCR Product ของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่งบริเวณนิวคลีโอไทด์ท่ี                            
-643C>T (rs9533156) โดยใช้เอนไซม์ TspRI  โดยใช้เครื่อง Gel Documentation (SynGene) ในการ
วิเคราะห์ผล 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 498 bp จะรายงานผลเป็น homozygous 
(CC)  

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 322 bp และ 176 bp จะรายงานผลเป็น 
homozygous (TT) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 498 bp 322 bp และ 176 bp จะรายงาน
ผลเป็น heterozygous (TC) 

3.5.6 PCR Product ของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่งบริเวณนิวคลีโอไทด์ท่ี                            
-693G>C (rs9533155) โดยใช้เอนไซม์ BsaJI  โดยใช้เครื่อง Gel Documentation (SynGene) ในการ
วิเคราะห์ผล 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 498 bp จะรายงานผลเป็น homozygous 
(GG)  

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 375 bp และ 123 bp จะรายงานผลเป็น 
homozygous  (CC) 

- ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาด 498 bp 375 bp และ 123 bp จะรายงาน
ผลเป็น heterozygous (CG) 

3.6 สุ่มเลือกตัวอย่างเพื่อยืนยันล าดับเบส (Direct sequencing) โดย SNP ละ 12 ตัวอย่าง
โดยการน า PCR Product ท่ีได้มา   purify  โดยใช้   PCR  purification  Kits  จากบริษัท 
(QIAGEN,Germany) จากนั้นจึงส่งไปยัง AITbiotech จ ากัด ประเทศ สิงค์โปร์ 
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4. การวิเคราะห์ข้อมูล 

  ศึกษาหาความสัมพันธ์และรูปแบบภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNPs TaqI (rs731236)  
FokI (rs2228570)   BsmI (rs1544410)  และ ยีน TNFSF11 ท่ี SNPs -290C>T (rs9525641)        
-643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155) ท่ีมีผลต่อความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูก
พรุนประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนด้วยวิธีทางสถิติ    

4.1  การวิ เคราะห์ Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) โดยก าหนดให้                
P  value > 0.05  จะถือว่าอยู่ในสมดุลของ   Hardy Weinberg equilibrium มี 2 วิธีดังนี้ 

4.1.1 การวิเคราะห์ Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) โดยใช้โปรแกรมจาก  
Web site : http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html 

4.1.2 การวิเคราะห์ Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) โดยใช้ Chi-square 

 โดยใช้สูตรดังต่อไปนี้ 

   

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Genotype Frequency 

GG 100 

AG 24 

AA 3 

G allele frequency 0.8819 p 

A allele frequency 0.1181 q 
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โดย m แสดงถึงจีโนไทป์ 

 

 

รูปท่ี 8 ผลการค านวณ Hardy-Weinberg equilibrium โดยใช้ Chi-square 

 จากภาพท่ี 8  ได้ค่า Chi-square เท่ากับ 1.075 เมื่อเอาไปเปรียบเทียบกับตาราง Chi-square 
โดยก าหนดให้ degree of freedom (d.f.) มีค่าเท่ากับ 1  และ P value > 0.05  ซึ่งเมื่อน ามา
เปรียบเทียบจากตารางแล้วปรากฏว่าอยู่ใน Hardy-Weinberg equilibrium 
 
 
 

Prob(GG) 0.778 p2 

Prob(AG) 0.208 2pq 

Prob(AA) 0.014 q2 

Total 1.0000 p2+2pq+ q2 

Genotype Observed 
(O) 

Expected 
(E) 

Different 
(O-E) 

Chi-square 
(O-E)2/E 

GG 100 98.806 1.194 0.014 

AG 24 26.416 -2.416 0.221 

AA 3 1.778 1.222 0.840 

total 127 127 0.000 1.075 
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4.2 Single SNP-Disease association analysis โดยใช้ contingency tables เพื่อ
วิเคราะห์ค่าความสัมพันธ์ของจีโนไทป์กับการเกิดโรค และ ความสัมพันธ์ระหว่างแอลลีลกับ การเกิด
โรค โดยใช้โปรแกรม Statcalc (Epi Info ™) โดยเลือก table(2 x 2 , 2 x n) 

 

 
 

รูปท่ี 9 ตาราง contingency tables โดยใช้โปรแกรม Statcalc 

 

 A คือ ความถี่ของแอลลีลท่ีเป็นปัจจัยเส่ียง  ท่ีท าให้เกิดโรค 

 B คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ีเป็นปัจจัยเส่ียง  ท่ีไม่ท าให้เกิดโรค 

 C คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ีไม่เป็นปัจจัยเส่ียง ท่ีท าให้เกิดโรค 

 D คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ีไม่เป็นปัจจัยเส่ียง  ท่ีไม่ท าให้เกิดโรค 

  ซึ่งการค านวณหาค่า odd ratios เป็นการหาค่าความสัมพันธ์ระหว่าง 2  ตัวแปรตัวท่ีแต่ละ
ตัวเป็นตัวแปรจัดกลุ่มท่ีแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อเปรียบเทียบระหว่าง SNP ท่ีสนใจมีความสัมพันธ์ต่อ
การเกิดโรคหรือไม่ และ มากน้อยเพียงใด โดยสามารถแปลค่า odd ratios ได้ดังนี้ 

  = 1 การเกิดโรคหรือภาวะท่ีสนใจศึกษานั้นไม่สัมพันธ์กับ SNP ท่ีสนใจ 

> 1 การเกิดโรคหรือภาวะท่ีสนใจศึกษานั้นสัมพันธ์กับการ SNP ท่ีสนใจเมื่อเทียบกับผู้ท่ีไม่
เป็นโรค 

  < 1 การมีปัจจัยเส่ียงนั้น ท าให้ไม่เกิดโรคหรือภาวะท่ีสนใจศึกษา 
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และทุกครั้งท่ีศึกษาค่า   odd  ratios  ในแง่ปฏิบัติก็มักจะสุ่มมาเพียงครั้งเดียว จึงต้องมีการรายงาน
ความน่าเช่ือถือเป็นช่วงๆ โดยก าหนดให้ค่า 95% confident  intervals (95% CI) ต้องไม่คร่อมค่า 1 
และ ค่า P value < 0.05 จึงถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 

4.3 Haplotype analysis โดยวิเคราะห์ผ่านโปรแกรม plink version  1.07 (Purcell et 
al., 2007) (ตามภาคผนวก) 

เพื่อหาความสัมพันธ์ของ   1.   Allelic association test 
2.   Model of inheritance analysis 
3.   Condition analysis of SNP 
4.   Haplotype analysis 

 
  

 

 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

1. ผลการศึกษากลุ่มประชากรที่ท าการศึกษา 

1.1 คัดเลือกตัวอย่างเลือดของประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้น
ไปท่ีเป็นโรคกระดูกพรุนและ จ านวน 105 ตัวอย่าง โดยพบว่าค่าเฉล่ียของอายุท่ีน ามาทดสอบ 75 ± 
8.94 และอายุท่ีเริ่มหมดประจ าเดือน 50 ± 4.40   

1.2 คัดเลือกตัวอย่างเลือดของประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนต้ังแต่ 6 เดือนเป็นต้น
ไปท่ีไม่ได้เป็นโรคกระดูกพรุน 132 ตัวอย่าง โดยคัดเลือกกลุ่มประชากรควบคุม ท่ีมีอายุ เพศ และเช้ือ
ชาติใกล้เคียงกับกลุ่มผู้ป่วย โดยพบว่าค่าเฉล่ียของอายุท่ีน ามาทดสอบ 63 ± 8.37  

 

2. ผลจากการศึกษาภาวะพหุสัณฐานของยีนจากการตรวจหา SNPs โดยวิธี PCR-RFLP 

2.1 ต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) โดยใช้ restriction enzyme  TaqI เพื่อตรวจสอบ
ความแตกต่างของ SNP โดยท่ี minor allele (allele C) มีเอนไซม์ TaqI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถ
ตัดได้ และในขณะท่ี major allele (allele T)  เอนไซม์ TaqI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถ
ตัดได้ (ดังรูปท่ี 10) 

 
 

รูปท่ี 10  แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) 

  เมื่อตัดด้วย restriction enzyme TaqI  โดยก าหนดให้ M คือ DNA marker 25 bp 
และ N คือ negative control (dH2O)  จากภาพปรากฏแถบดีเอ็นเอ A1 (T/T)  มีลักษณะจีโนไทป์
เป็น T/T มีขนาด  249 bp  แถบดีเอ็นเอ A2 (T/C) มีลักษณะจีโนไทป์เป็น T/C  มีขนาด  249 bp , 
148 bp และ 101 bp  และแถบดีเอ็นเอ A3 (C/C) มีลักษณะจีโนไทป์เป็น C/C มีขนาด  148 bp 
และ 101 bp 



 42 

2.2 ต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570) โดยใช้ restriction enzyme  FokI เพื่อตรวจสอบ
ความแตกต่างของ SNP โดยท่ี minor allele (allele T) มีเอนไซม์ FokI ตรงกับจุดจดจ าจึงสามารถ
ตัดได้ และในขณะท่ี major allele (allele C)    เอนไซม์ FokI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่สามารถ
ตัดได้ (ดังรูปท่ี 11) 

 
 

รูปท่ี 11 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570)  

เมื่อตัดด้วย restriction enzyme FokI โดยก าหนดให้ M คือ DNA marker 25 bp 
และ N คือ negative control (dH2O) จากภาพปรากฏแถบดีเอ็นเอ B1 (C/C)  มีลักษณะจีโนไทป์
เป็น C/C  มีขนาด  266 bp  แถบดีเอ็นเอ B2 (C/T) มีลักษณะจีโนไทป์เป็น C/T  มีขนาด  266 bp , 
184 bp และ 63 bp และแถบดีเอ็นเอ B3 (T/T)  มีลักษณะจีโนไทป์เป็น T/T  มีขนาด  184 bp 
และ 63 bp 
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2.3 ต าแหน่ง SNP BsmI (rs1544410) โดยใช้ restriction enzyme  BsmI เพื่อตรวจสอบ
ความแตกต่างของ SNP โดยท่ี major allele (allele G)  มีเอนไซม์ BsmI ตรงกับจุดจดจ าจึง
สามารถตัดได้ และในขณะท่ี minor allele (allele A)  เอนไซม์ BsmI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่
สามารถตัดได้ (ดังรูปท่ี 12) 

 
 

รูปท่ี 12 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง SNP BsmI (rs1544410) 

 เมื่อตัดด้วย restriction enzyme BsmI โดยก าหนดให้ M คือ DNA marker 25 bp 
และ N คือ negative control (dH2O) จากภาพปรากฏแถบดีเอ็นเอ C1 (A/A)  มีลักษณะจีโนไทป์
เป็น A/A  มีขนาด  283 bp แถบดีเอ็นเอ C2 (A/G) คือ  ตัวอย่างท่ีมีลักษณะจีโนไทป์เป็น A/G  จะมี
ขนาด  283 bp , 200 bp และ 83 bp และแถบดีเอ็นเอ C3 (G/G)  คือ  ตัวอย่างท่ีมีลักษณะจีโน
ไทป์เป็น G/G  จะมีขนาด  200 bp และ 83 bp 
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2.4 ต าแหน่ง SNP -290C>T (rs9525641) โดยใช้ restriction enzyme  MseI เพื่อ
ตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี major allele (allele T) เอนไซม์ MseI ตรงกับจุดจดจ าจึง
สามารถตัดได้ และในขณะท่ี minor allele (allele C)  เอนไซม์ MseI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่
สามารถตัดได้ (ดังรูปท่ี 13) 

 
 

รูปท่ี 13 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง SNP -290C>T (rs9525641) 

 เมื่อตัดด้วย restriction enzyme MseI โดยก าหนดให้ M คือ DNA marker 25 bp 
และ N คือ negative control (dH2O) จากภาพปรากฏแถบดีเอ็นเอ  D1  (C/C)  มีลักษณะจีโนไทป์
เป็น C/C  มีขนาด 146 bp   แถบดีเอ็นเอ D2 (T/C)   มีลักษณะจีโนไทป์เป็น T/C มีขนาด 146 bp , 
124  bp  และแถบดีเอ็นเอ D3 (T/T)   มีลักษณะจีโนไทป์เป็น T/T  มีขนาด  124 bp  
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2.5 ต าแหน่ง SNP -643C>T (rs9533156) โดยใช้ restriction enzyme  TspRI เพื่อ
ตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี major allele (allele T) เอนไซม์ TspRI ตรงกับจุดจดจ า
จึงสามารถตัดได้ และในขณะท่ี minor allele (allele C)  เอนไซม์ TspRI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้
ไม่สามารถตัดได้ (ดังรูปท่ี 14) 

 
  

รูปท่ี 14 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง SNP -643C>T(rs9533156) 

 เมื่อตัดด้วย restriction enzyme TspRI โดยก าหนดให้ M คือ DNA marker 25 bp 
และ N คือ negative control (dH2O) จากภาพปรากฏแถบดีเอ็นเอ  E1  (C/C)  มีลักษณะจีโนไทป์
เป็น C/C  มีขนาด 498 bp  แถบดีเอ็นเอ E2 (T/C) มีลักษณะจีโนไทป์เป็น T/C มีขนาด 498 bp , 
322  bp และ 176 bp  และแถบดีเอ็นเอ  E3 (T/T)   มีลักษณะจีโนไทป์เป็น T/T  มีขนาด  322 bp 
และ 176 bp 
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2.6 ต าแหน่ง SNP -693G>C (rs9533155) โดยใช้ restriction enzyme  BsaJI เพื่อ
ตรวจสอบความแตกต่างของ SNP โดยท่ี major allele (allele C) เอนไซม์ BsaJI ตรงกับจุดจดจ าจึง
สามารถตัดได้ และในขณะท่ี minor allele (allele G)  เอนไซม ์BsaJI ไม่ตรงกับจุดจดจ าจึงท าให้ไม่
สามารถตัดได้ (ดังรูปท่ี 15) 

  
 

รูปท่ี 15 แบบแผนดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง SNP -693G>C(rs9533155) 

เมื่อตัดด้วย restriction enzyme BsaJI โดยก าหนดให้ M คือ DNA marker 25 
bp และ N คือ negative control (dH2O) จากภาพปรากฏแถบดีเอ็นเอ F1  (G/G)  มีลักษณะจีโน
ไทป์เป็น G/G  มีขนาด 498 bp  แถบดีเอ็นเอ F2 (C/G) มีลักษณะจีโนไทป์เป็น C/G  มีขนาด 498 
bp , 375   bp และ 123 bp และแถบดีเอ็นเอ F3 (C/C) มีลักษณะจีโนไทป์เป็น C/C  มีขนาด  375 
bp และ 123 bp  
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3. ผลการยืนยันล าดับเบสโดยการ sequencing   

 โดยการน า PCR product มาท าให้บริสุทธิ์จากนั้นจึงด าเนินการ direct sequencing เพื่อท า
การยืนยันล าดับเบสโดย       ในส่วนของ Forward primer ใช้ส าหรับต าแหน่ง SNPs BsmI 
(rs1544410)   และ  -290C>T (rs9525641) ส่วน reverse primer  ใช้ส าหรับต าแหน่ง SNPs 
TaqI (rs731236), FokI (rs2228570) ,  -643C>T (rs9533156) และ -693G>C (rs9533155)  

3.1 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP TaqI (rs731236)(จีโนไทป ์TT) (ดังรูป  ท่ี 16) 

 
 

รูปท่ี 16 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง
SNP TaqI (rs731236) 

3.2 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP TaqI (rs731236)(จีโนไทป ์TC) (ดังรูปท่ี 17) 

 
 

รูปท่ี 17 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TC  ท่ีต าแหน่ง
SNP TaqI (rs731236) 
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3.3 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP TaqI (rs731236)(จีโนไทป ์CC) (ดังรูปท่ี 18) 
 

 
 

รูปท่ี 18 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CC  ท่ีต าแหน่ง
SNP TaqI (rs731236) 

3.4 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP  FokI (rs2228570)(จีโนไทป ์ CC) (ดังรูปท่ี 19) 

  
 

รูปท่ี 19 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CC  ท่ีต าแหน่ง
SNP FokI (rs2228570) 
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3.5 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP FokI (rs2228570)(จีโนไทป์ CT) (ดังรูปท่ี 
20) 

 
 

รูปท่ี 20 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CT  ท่ีต าแหน่ง
SNP FokI (rs2228570) 

3.6 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP FokI (rs2228570)(จีโนไทป ์ TT) (ดังรูปท่ี 
21) 

   
 

รูปท่ี 21 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TT  ท่ีต าแหน่ง
SNP FokI (rs2228570) 
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3.7 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP BsmI (rs1544410)(จีโนไทป ์GG) (ดังรูปท่ี 22) 

 
 

รูปท่ี 22 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ GG  ท่ีต าแหน่ง
SNP BsmI (rs1544410) 

3.8 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP BsmI (rs1544410)(จีโนไทป ์GA) (ดังรูปท่ี 23) 

 
 

รูปท่ี 23 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ GA  ท่ีต าแหน่ง
SNP BsmI (rs1544410) 
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3.9 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR ท่ี SNP BsmI (rs1544410)(จีโนไทป ์AA) (ดังรูปท่ี 24) 

 
 

รูปท่ี 24 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ AA  ท่ีต าแหน่ง
SNP BsmI (rs1544410) 

3.10 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11 ท่ี SNP -290C>T (rs9525641) (จีโน
ไทป ์TT) (ดังรูปท่ี 25) 

 
รูปท่ี 25 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TT  ท่ีต าแหน่ง

SNP -290C>T (rs9525641) 
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3.11 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11  ท่ี SNP -290C>T (rs9525641) (จีโน
ไทป ์TC) (ดังรูปท่ี 26) 

 
รูปท่ี 26 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TC  ท่ีต าแหน่ง

SNP -290C>T (rs9525641) 

3.12 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11  ท่ี SNP -290C>T (rs9525641) (จีโน
ไทป ์CC) (ดังรูปท่ี 27) 

 
 

รูปท่ี 27 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CC ท่ีต าแหน่ง
SNP -290C>T (rs9525641) 
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3.13 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11  ท่ี SNP -643C>T (rs9533156) (จีโน
ไทป ์TT) (ดังรูปท่ี 28) 

 
รูปท่ี 28 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TT  ท่ีต าแหน่ง

SNP -643C>T (rs9533156) 

3.14 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11  ท่ี SNP -643C>T (rs9533156)  (จีโน
ไทป์ TC) (ดังรูปท่ี 29) 

 
 

รูปท่ี 29 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ TT  ท่ีต าแหน่ง
SNP -643C>T (rs9533156) 
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3.15 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11  ท่ี SNP -643C>T (rs9533156) (จีโน
ไทป ์CC) (ดังรูปท่ี 30) 

 
 

รูปท่ี 30 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CC  ท่ีต าแหน่ง
SNP -643C>T (rs9533156) 

3.16 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11 ท่ี SNP -693G>C (rs9533155) (จีโน
ไทป์ CC) (ดังรูปท่ี 31) 

 
รูปท่ี 31 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CC  ท่ีต าแหน่ง

SNP -693G>C (rs9533155) 
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3.17 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11 ท่ี SNP -693G>C (rs9533155) (จีโน
ไทป์ CG) (ดังรูปท่ี 32) 

 
 

รูปท่ี 32 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ CG  ท่ีต าแหน่ง
SNP -693G>C (rs9533155) 

3.18 ต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11ท่ี SNP -693G>C (rs9533155) (จีโนไทป์ 
GG) (ดังรูปท่ี 33) 

 
 

รูปท่ี 33 ผลการยืนยันล าดับเบสโดยวิธี Sequencing จากกลุ่มตัวอย่างท่ีมีจีนโนไทป์ GG  ท่ีต าแหน่ง
SNP -693G>C (rs9533155) 
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4. ผลการวิเคราะห์ข้อมูลโดยค่าทางสถิติ 

4.1  Hardy-Weinbereg equilibrium (HWE) 

โดยการวิเคราะห์ผ่านโปรแกรม Hardy-Weinberg  equilibrium  calculator ในกลุ่ม
ประชากรปกติ โดยก าหนดให้ค่า P value > 0.05 จึงจะถืออยู่อยู่ในสมดุล Hardy-Weinberg (ดัง
ตารางท่ี 5) โดยจากตารางปรากฏค่า P value > 0.05 จึงถือว่าในทุก SNPs ของยีน VDR และ 
TNFSF11 อยู่ในสมดุล Hardy-Weinberg   

ตารางท่ี 5 แสดงค่า Hardy-Weinberg  equilibrium  ใน SNPs ต าแหน่งต่างๆ 

Genes SNPs 
Physical 
Position 

X2 P value 

VDR rs731236 48238757 0.43 0.5120 

VDR rs1544410 48239835 2.38 0.1229 

VDR rs2228570 48272895 2.61 0.1062 

TNFSF11 rs9533155 43147621 0 1.00 

TNFSF11 rs9533156 43147671 0.01 0.9202 

TNFSF11 rs9525641 43148024 0.73 0.3929 

 

4.2  การศึกษาความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบความหลากหลายของยีน VDR ท่ีต าแหน่งSNPs 
TaqI (rs731236)  BsmI (rs1544410)   FokI (rs2228570)  และ ยีน TNFSF11 ท่ี SNPs            
-693G>C (rs9533155) -643C>T (rs9533156) และ-290C>T (rs9525641)   กับความสัมพันธ์ต่อ
การเกิดโรคกระดูกพรุน และรูปแบบของการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรม โดยใช้ contingency 
tables : Statcalc 
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4.2.1 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับ
ความถ่ีแอลลีลของแต่ละ SNPs ในยีน VDR 

 
 ยีน VDR มีต าแหน่ง SNPs ดังต่อไปนี้ 

 -  TaqI (rs731236)  ได้ต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนโดยพบว่ารูปแบบทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรปกติและกลุ่มผู้ป่วยท้ังหมด 3 แบบ 
คือ ประชากรท่ีมีจีโนไทป์ TT TC และ CC ซึ่งในกลุ่มประชากรปกติมีความถี่แอลลีล T เท่ากับ 
0.9356 และความถ่ีแอลลีล C เท่ากับ 0.0644  ในขณะท่ีกลุ่มประชากรผู้ป่วยพบว่าความถี่แอลลีล T 
เท่ากับ 0.9524 และความถี่แอลลีล C เท่ากับ 0.0476   และจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) 
ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 0.73 (0.30-1.72) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.4340 แต่จากผลการ
ทดลองพบว่าความถ่ีของแอลลีล T ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคนปกติ จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์
ของแอลลีล T ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล T มีค่า
เท่ากับ 1.38 (0.58-3.31) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.4340   (ดังตารางท่ี 6) 

   - BsmI (rs1544410)  ได้ต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล A น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนโดยพบว่ารูปแบบทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรปกติและกลุ่มผู้ป่วยท้ังหมด 3 แบบ 
คือ ประชากรท่ีมีจีโนไทป์ GG GA และ AA ซึ่งในกลุ่มประชากรปกติมีความถ่ีแอลลีล G เท่ากับ 0.875 
และความถี่แอลลีล A เท่ากับ 0.125  ในขณะท่ีกลุ่มประชากรผู้ป่วยพบว่าความถี่แอลลีล G เท่ากับ 
0.9 และความถ่ีแอลลีล A เท่ากับ  0.1   และจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล A มี
ค่าเท่ากับ 0.78 (0.42-1.44) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.3953 แต่จากผลการทดลองพบว่า
ความถ่ีของแอลลีล G ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคนปกติ จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล G 
ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล G มีค่าเท่ากับ 1.29 (0.69-
2.39) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.3953  (ดังตารางท่ี 6) 
   - FokI (rs2228570) ได้ต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล T น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนโดยพบว่ารูปแบบทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรปกติและกลุ่มผู้ป่วยท้ังหมด 3 แบบ 
คือ ประชากรท่ีมีจีโนไทป์ CC CT และ TT ซึ่งในกลุ่มประชากรปกติมีความถี่แอลลีล C เท่ากับ 
0.5872 และความถ่ีแอลลีล T เท่ากับ 0.4128  ในขณะท่ีกลุ่มประชากรผู้ป่วยพบว่าความถี่แอลลีล C 
เท่ากับ 0.5143 และความถ่ีแอลลีล T เท่ากับ  0.4857   และจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) 
ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 1.34 (0.92-1.97) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.1134 และถ้า
ต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนพบว่าค่า OR (95%CI) ของ
แอลลีล C มีค่าเท่ากับ 0.74 (0.51-1.09) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.1134  (ดังตารางท่ี 6) 
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ตารางท่ี 6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับภาวะพหุ
สัณฐานของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNPs TaqI (rs731236)  BsmI (rs1544410)  และ FokI 
(rs2228570) 
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4.2.2 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับ
รูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ของยีน VDR   

 -  TaqI (rs731236)  
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 2.54 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous(TC) และ homozygous (TT) โดยมีค่าOR 
(95% Cl) เท่ากับ 2.54 (0.18 – 71.87) มีค่า P value เท่ากับ 0.4146 (โดยก าหนดให้ค่า P value
<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด heterozygous(TC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.47 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) และ homozygous (TT)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.47 (0.16 – 1.36) มีค่า P value เท่ากับ 0.1293   (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (TT) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.67 
เท่าเมือ่เปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) และ heterozygous(TC)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.67 (0.67 – 4.48) มีค่า P value เท่ากับ 0.2548  (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 7) 
 
 - BsmI (rs1544410)  
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (AA) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.31
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous(GA) และ homozygous (GG) โดยมีค่าOR 
(95% Cl) เท่ากับ 0.31 (0.01 – 2.98) มีค่า P value เท่ากับ 0.2642 (โดยก าหนดให้ค่า P value
<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด heterozygous(GA) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.95 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (AA) และ homozygous (GG)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.95 (0.46 – 1.92) มีค่า P value เท่ากับ 0.8684   (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (GG) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.20 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (AA) และ heterozygous(GA)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.20 (0.60 – 2.38) มีค่า P value เท่ากับ 0.5819  (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 7) 
 
 - FokI (rs2228570) 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (TT) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 2.30 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous (CT) และ homozygous (CC) โดยมีค่า
OR (95% Cl) เท่ากับ 2.30 (1.14 – 4.69) มีค่า P value เท่ากับ 0.0119 (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้นัยส าคัญทางสถิติ 
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   จีโนไทป์ชนิด heterozygous (CT) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 
0.63 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (TT) และ homozygous (CC)  
โดยมีค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.63 (0.36 – 1.09) มีค่า P value เท่ากับ 0.0794   (โดยก าหนดให้
ค่า P value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.93 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (TT) และ heterozygous(CT)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.93 (0.51 – 1.69) มีค่า P value เท่ากับ 0.7987  (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 7) 
 
 

ตารางท่ี 7 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับรูปแบบการ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ของยีน VDR   

SNPs   
of VDR Genotype 

Odd ratio  
(95%Cl) 

P value  

rs731236 

CC 2.54 (0.18-71.87) 0.4146 

TC 0.47 (0.16-1.36) 0.1293 

TT 1.67 (0.67-4.48) 0.2548 

rs15444410 

AA 0.31 (0.01-2.98) 0.2642 

GA 0.95 (0.46-1.92) 0.8684 

GG 1.20 (0.60-2.38) 0.5819 

rs2228570 

TT 2.30 (1.14-4.69) * 0.0119 * 

CT 0.63 (0.36-1.09) 0.0794 

CC 0.93 (0.51-1.69) 0.7987 

 
* P value ≤ 0.05 
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4.2.3 การศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่ต าแหน่งต่างๆ
ของ SNPs ของยีน VDR  ที่มีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน (Mode of inheritance)  

 

1.   TaqI (rs731236)  
- ถ้าแอลลีล C เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล C มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนถึง 2.54 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (TC) และ 
homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 2.54 (0.18 – 71.87) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4146 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล C มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) และ heterozygous (TC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 
0.60 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.60 (0.22 – 1.56) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.2548 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) 
นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น เนื่องจากไม่พบค่า
นัยส าคัญทางสถิติ  (ดังตารางท่ี 8) 

ตารางท่ี 8 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน VDR ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) 
เมื่อแอลลีล C มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs731236 
OR  

(95 % CI) 
P value 

C = dominant , T = wild type 
CC   และ  TC 
TT 

0.60 
(0.22-1.56) 

0.2548 

C = recessive , T = wild type 
CC    
TC   และ  TT 

2.54 
(0.18-71.87) 

0.4146 
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- ถ้าแอลลีล T เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 
  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล T มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (TT) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนถึง 1.67 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (TC) และ 
homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.67(0.64 – 4.48) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.2548 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล T มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) และ heterozygous (TC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 
0.39 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.39 (0.01 – 5.62) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4146 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) 
นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น เนื่องจากไม่พบค่า
นัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 9) 
 

ตารางท่ี 9 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน VDR ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP TaqI (rs731236) 
เมื่อแอลลีล T มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs731236 
OR  

(95 % CI) 
P value 

T = dominant , C = wild 
type 
TT   และ  TC 
CC 

0.39 
(0.01-5.62) 

0.4146 

T = recessive , C = wild type 
TT    
TC   และ  CC 

1.67 
(0.64-4.48) 

0.2548 
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2. BsmI (rs1544410)  
- ถ้าแอลลีล A เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล A ถ้ามีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (AA) และ heterozygous (GA) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.84 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (GG) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.84 (0.42 – 1.66) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.5819 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล A มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (AA) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.31 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (GA) และ homozygous (GG) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.31 (0.01 – 2.98) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.2642 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP BsmI 
(rs1544410) นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ  (ดังตารางท่ี 10) 
 

ตารางท่ี 10 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน VDR ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP BsmI (rs1544410) 
เมื่อแอลลีล A มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs1544410 
OR  

(95 % CI) 
P value 

A = dominant , G = wild type 
AA   และ  GA 
GG 

0.84 
(0.42-1.66) 

0.5819 

A = recessive , G = wild type 
AA    
GA   และ  GG 

0.31 
(0.01-2.98) 

0.2642 

 
 
 
 
 



 64 

- ถ้าแอลลีล G เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 
  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล G ถ้ามีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (GG) และ heterozygous (GA) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 3.25 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (AA) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 3.25 (0.34 – 77.54) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.2642 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล G มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (GG) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.20 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (GA) และ homozygous (AA) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 1.20 (0.60 – 2.38) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.5819 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP BsmI 
(rs1544410) นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ  (ดังตารางท่ี 11) 
 

ตารางท่ี 11 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน VDR ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP BsmI (rs1544410) 
เมื่อแอลลีล G มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs1544410 
OR  

(95 % CI) 
P value 

G = dominant , A = wild type 
GG   และ  GA 
AA 

3.25 
(0.34-77.54) 

0.2642 

G = recessive , A = wild type 
GG    
GA   และ  AA 

1.20 
(0.60-2.38) 

0.5819 
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3. FokI (rs2228570)  
- เม่ือต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล T 

  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล T มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (TT) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนถึง 2.30 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (CT) และ 
homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 2.30 (1.14 – 4.69) โดยเป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.0119  
 แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล T มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) และ heterozygous (CT) ไม่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน เมื่อ
เทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.00 (0.59 – 
1.95) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.7987 ซึ่งจากการศึกษา
ลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570) นั้นสามารถ
สรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย  โดยมีค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 12) 
 

 ตารางท่ี 12 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน VDR ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570) 
เมือ่แอลลีล T มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs2228570 
OR  

(95 % CI) 
P value 

T = dominant , C = wild 
type 
TT   และ  CT 
CC 

1.00 
(0.59-1.95) 

0.7987 

T = recessive , C = wild type 
TT   
CT   และ  CC 

2.30 * 

(1.14-4.69) 
0.0119 * 

* P value ≤ 0.05 
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- ถ้าแอลลีล C เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 
 การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล C ถ้ามีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) และ heterozygous (CT) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.43 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.43 (0.21 – 0.88) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.0119 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล C มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.93 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (CT) และ homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.93 (0.51 – 1.69) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.7987 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR ท่ีต าแหน่ง SNP FokI 
(rs2228570) นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ  (ดังตารางท่ี 13) 
 

ตารางท่ี 13 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน VDR ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570) 
เมื่อแอลลีล  C มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs2228570 
OR  

(95 % CI) 
P value 

C = dominant , T = wild 
type 
CC   และ  CT 
TT 

0.43 
(0.21-0.88) 

0.0119 

C = recessive , T = wild type 
CC   
CT   และ  TT 

0.93 

(0.51-1.69) 

 

0.7987 
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4.2.4 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับ
ความถ่ีแอลลีลของแต่ละ SNPs ในยีน TNFSF11  

 
 ยีน TNFSF11 มีต าแหน่ง SNPs ดังต่อไปนี้ 
   -  -693G>C (rs9533155)  ได้ต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล G น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคกระดูกพรุนโดยพบว่ารูปแบบทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรปกติและกลุ่มผู้ป่วยท้ังหมด 3 
แบบ คือ ประชากรท่ีมีจีโนไทป์ CC, CG และ GG ซึ่งในกลุ่มประชากรปกติมีความถี่แอลลีล C เท่ากับ 
0.6288 และความถ่ีแอลลีล G เท่ากับ 0.3712  ในขณะท่ีกลุ่มประชากรผู้ป่วยพบว่าความถี่แอลลีล C 
เท่ากับ 0.6286 และความถี่แอลลีล G เท่ากับ 0.3714   และจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) 
ของแอลลีล G มีค่าเท่ากับ 1.00 (0.68-1.48) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.9961  แต่จากผลการ
ทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล G และ C  ในผู้ป่วยใกล้มีค่าเคียงกับคนปกติมาก จึงท าให้มีการ
ค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล C ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพิ่มขึ้น ซึ่งจะพบว่าค่า OR 
(95%CI) ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 1.00 (0.67-1.48) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.9961  (ดัง
ตารางท่ี 14) 

 - -643C>T (rs9533156)  ได้ต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคกระดูกพรุนโดยพบว่ารูปแบบทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรปกติและกลุ่มผู้ป่วยท้ังหมด 3 
แบบ คือ ประชากรท่ีมีจีโนไทป์ TT, TC และ CC ซึ่งในกลุ่มประชากรปกติมีความถี่แอลลีล T เท่ากับ 
0.5985 และความถ่ีแอลลีล C เท่ากับ 0.4015 ในขณะท่ีกลุ่มประชากรผู้ป่วยพบว่าความถี่แอลลีล T 
เท่ากับ 0.6 และความถี่แอลลีล C เท่ากับ 0.4   และจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) แอลลีล 
C มีค่าเท่ากับ 0.99 (0.67-1.46) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.9734 แต่จากผลการทดลองพบว่า
ความถ่ีของแอลลีล T ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคนปกติ จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล T 
ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 1.01 (0.68-
1.48) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.9734  (ดังตารางท่ี 14) 

   - -290C>T (rs9525641)   ได้ต้ังสมมติฐานไว้ว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคกระดูกพรุนโดยพบว่ารูปแบบทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากรปกติและกลุ่มผู้ป่วยท้ังหมด 3 
แบบ คือ ประชากรท่ีมีจีโนไทป์ TT, TC และ CC ซึ่งในกลุ่มประชากรปกติมีความถี่แอลลีล T เท่ากับ 
0.6174 และความถ่ีแอลลีล C เท่ากับ 0.3826  ในขณะท่ีกลุ่มประชากรผู้ป่วยพบว่าความถี่แอลลีล T 
เท่ากับ 0.5952 และความถี่แอลลีล C เท่ากับ 0.4048   และจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) 
ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 1.01 (0.74-1.62) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.6235 แต่จากผลการ
ทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล C และ T  ในผู้ป่วยใกล้มีค่าเคียงกับคนปกติมาก จึงท าให้มีการ
ค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล T ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพิ่มขึ้น ซึ่งจะพบว่าค่า OR 
(95%CI) ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 0.91 (0.62-1.34) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.6235  (ดัง
ตารางท่ี 14) 
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ตารางท่ี 14 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับ
ภาวะพหุสัณฐานของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNPs -693G>C (rs9533155) -643C>T 
(rs9533156) และ     -290C>T (rs9525641)    
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4.2.5 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับ
รูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ของยีน TNFSF11   

 
 -  -693G>C (rs9533155) 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (GG) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.74 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous(CG) และ homozygous (CC) โดยมีค่าOR 
(95% Cl) เท่ากับ 0.74 (0.31 – 1.75) มีค่า P value เท่ากับ 0.4618 (โดยก าหนดให้ค่า P value
<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด heterozygous(CG) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.29 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (GG) และ homozygous (CC)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.29 (0.75 – 2.23) มีค่า P value เท่ากับ 0.3314   (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.87 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (GG) และ heterozygous(CG)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.87 (0.50 – 1.53) มีค่า P value เท่ากับ 0.6145  (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 15) 
 
 
 - -643C>T (rs9533156) 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.75
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous(TC) และ homozygous (TT) โดยมีค่าOR 
(95% Cl) เท่ากับ 0.75 (0.33 – 1.67) มีค่า P value เท่ากับ 0.4425 (โดยก าหนดให้ค่า P value
<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด heterozygous(TC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.31 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) และ homozygous (TT)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.31 (0.76 – 2.27) มีค่า P value เท่ากับ 0.3025   (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (TT) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.85 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) และ heterozygous(TC)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.85 (0.49 – 1.54) มีค่า P value เท่ากับ 0.6038  (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 15) 
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 - -290C>T (rs9525641)    
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.96 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous (TC) และ homozygous (TT) โดยมีค่า
OR (95% Cl) เท่ากับ 0.96 (0.41 – 2.20) มีค่า P value เท่ากับ 0.9090 (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด heterozygous (TC) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.24 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) และ homozygous (TT)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.24 (0.72 – 2.15) มีค่า P value เท่ากับ 0.4061   (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
   จีโนไทป์ชนิด homozygous (TT) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.80 
เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์ชนิด homozygous (CC) และ heterozygous(CT)  โดยมี
ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 0.80 (0.45 – 1.43) มีค่า P value เท่ากับ 0.4272  (โดยก าหนดให้ค่า P 
value<0.05) ซึ่งค่าท่ีได้ยังไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 15) 
 

ตารางท่ี 15 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับ
รูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ของยีน TNFSF11  

 

SNPs 
of TNFSF11  Genotype 

Odd ratio  
(95 % CI) 

P value 

rs9533155 

GG 0.74 (0.31-1.75) 0.4618 

CG 1.29 (0.75-2.23) 0.3314 

CC 0.87 (0.50-1.53) 0.6145 

rs9533156 

CC 0.75 (0.33-1.67) 0.4425 

TC 1.31 (0.76-2.27) 0.3025 

TT 0.85 (0.49-1.54) 0.6038 

rs9533156 

CC 0.96 (0.41-2.20) 0.9090 

TC 1.24 (0.72-2.15) 0.4061 

TT 0.8 (0.45-1.43) 0.4272 
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4.2.6 การศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่ต าแหน่งต่างๆ
ของ SNPs ของยีน TNFSF11 ที่มีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน (Mode of inheritance)  

 

1. -693G>C (rs9533155)  
- ถ้าแอลลีล G เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล G มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (GG) และ heterozygous (CG) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.15 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.15 (0.65 – 2.02) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.6145 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล G มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (GG) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.74 เท่า เมื่อเปรียบเทียบ
กับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) และ Heterozygous (CG)  โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.74 (0.31 – 1.75) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4618 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNP -693G>C 
(rs9533155)  นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 16) 

ตารางท่ี 16 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน TNFSF11 ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP -693G>C 
(rs9533155)  เมื่อแอลลีล G มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs9533155 
OR  

(95 % CI) 
P value 

G = dominant , C = wild type 
GG  และ  CG 
CC 

1.15 
(0.65-2.02) 

0.6145 

G = recessive , C = wild type 
GG  
CC   และ  CG 

0.74 
(0.31-1.75) 

0.4618 
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- ถ้าแอลลีล C เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 
  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล C มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) และ heterozygous (CG) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.35 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (GG) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.35 (0.57 – 3.23) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4618 
  แต่ถ้าก าหนดให้แอลลีล C มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.87 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (GG) และ Heterozygous (CG)  โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.87 (0.50 – 1.53) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.6145 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNP -693G>C 
(rs9533155)  นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 17) 

ตารางท่ี 17 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน TNFSF11 ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP -693G>C 
(rs9533155)  เมื่อแอลลีล C มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs9533155 
OR  

(95 % CI) 
P value 

C = dominant , G = wild type 

CC  และ  CG 
GG 

1.35 
(0.57-3.23) 

0.4618 

C = recessive , G = wild type 
CC  
GG   และ  CG 

0.87 
(0.50-1.53) 

0.6145 
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2. 643C>T (rs9533156)  
- ถ้าแอลลีล C เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล C มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) และ heterozygous (TC) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.15 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.15 (0.65 – 2.06) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.6038 
 แต่เมื่อก าหนดให้แอลลีล C มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.75 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (TC) และ homozygous (TT)  โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.75 (0.33 – 1.67) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4425 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNP -643C>T 
(rs9533156)  นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 18)  

ตารางท่ี 18 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน TNFSF11 ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP -643C>T 
(rs9533156)  เมื่อแอลลีล C มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs9533156 
OR  

(95 % CI) 
P value  

C = dominant , T = wild type 
CC   และ  TC 
TT 

1.15 
(0.65-2.06) 

0.6038 

C = recessive , T = wild type 
CC  
TC   และ  TT 

0.75 
(0.33-1.67) 

0.4425 
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- ถ้าแอลลีล T เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 
  การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล T มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (TT) และ heterozygous (TC) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.34 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.34 (0.60 – 3.01) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4425 
 แต่เมื่อก าหนดให้แอลลีล T มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.87 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (TC) และ homozygous (CC)  โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.87 (0.49 – 1.54) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.6038 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNP -643C>T 
(rs9533156)  นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 19)  

ตารางท่ี 19 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน TNFSF11 ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP -643C>T 
(rs9533156)  เมื่อแอลลีล T มคีวามสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs9533156 
OR  

(95 % CI) 
P value  

T = dominant , C = wild type 
TT   และ  TC 
CC 

1.34 
(0.60-3.01) 

0.4425 

T = recessive , C = wild type 
TT  
TC   และ  CC 

0.87 
(0.49-1.54) 

0.6038 
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3.  -290C>T (rs9525641)   
- ถ้าแอลลีล C เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 

   การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล C มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (CC) และ heterozygous (TC) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.25 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.25 (0.70 – 2.23) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4272 
 แต่เมื่อก าหนดให้แอลลีล C มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.96 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (TC) และ homozygous (TT) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.96 (0.41 – 2.20) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.9090 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNP   -290C>T 
(rs9525641)   นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 20) 

 ตารางท่ี 20 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน TNFSF11 ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP -290C>T 
(rs9525641)   เมื่อแอลลีล C มคีวามสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs9525641 
OR  

(95 % CI) 
P value 

C = dominant , T = wild type 
CC   และ  TC 
TT 

1.25 
(0.70-2.23) 

0.4272 

C = recessive , T = wild type 
CC  
TC   และ  TT 

0.96 
(0.41-2.20) 

0.9090 
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- ถ้าแอลลีล T เป็นแอลลีลที่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน 
   การศึกษาลักษณะการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมพบว่าถ้าแอลลีล T มีลักษณะการ
ถ่ายทอดแบบลักษณะเด่น ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น homozygous (TT) และ heterozygous (TC) จะ
มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 1.05 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) เท่ากับ 1.05 (0.45 – 2.42) แต่ไม่เป็นไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.9090 
 แต่เมื่อก าหนดให้แอลลีล T  มีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อย ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) จะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนเพียง 0.80 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผู้ป่วยท่ีมีจีโนไทป์เป็น heterozygous (TC) และ homozygous (CC) โดยใช้ค่า OR (95% Cl) 
เท่ากับ 0.80 (0.45 – 1.43) แต่ไม่เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งมีค่า P value เท่ากับ 0.4272 
ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน TNFSF11 ท่ีต าแหน่ง SNP -290C>T 
(rs9525641)   นั้นก็ไม่สามารถสรุปได้ว่ามีลักษณะการถ่ายทอดแบบลักษณะด้อยหรือลักษณะเด่น 
เนื่องจากไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ (ดังตารางท่ี 21)  
 

ตารางท่ี 21 ตารางแสดงความสัมพันธ์ของรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีต าแหน่ง
ต่างๆของ SNPs ของยีน TNFSF11 ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน ท่ีต าแหน่ง SNP -290C>T 
(rs9525641)   เมื่อแอลลีล T มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

 

SNP rs9525641 
OR  

(95 % CI) 
P value 

T = dominant , C = wild type 
TT   และ  TC 
CC 

1.05 
(0.45-2.42) 

0.9090 

T = recessive , C = wild type 
TT  
TC   และ  CC 

0.80 
(0.45-1.43) 

0.4272 
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4.2.7 การศึกษารูปแบบของแฮพลอไทปใ์นแต่ละ SNPs ของยีน VDR และ TNFSF11 

ในผู้ป่วยโรคกระดูกพรุน 

  ในยีน VDR แสดงถึงรูปแบบของแฮพลอไทป์ของ SNPs ท้ังสามต าแหน่ง TaqI 
(rs731236)  BsmI (rs1544410)   และ FokI (rs2228570) พบรูปแบบแฮพลอไทป์สามัญ  
(Common  haplotypes ซึ่งมีค่า  MHF:  Minimum  Haplotypes  Frequency   0.20)  โดยมี
รูปแบบคือ CAA เป็น minor  haplotype นั้นมีนัยส าคัญทางสถิติต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน โดย
เป็นแบบ protective haplotype  ซึ่งพบในโรค 0.478 % แต่พบในประชากรปกติ 3.714 % ดังนั้น
ถ้าบุคคลใดมีรูปแบบแฮพลอไทป์แบบ  CAA ก็จะไม่ความสัมพันธ์ในการเกิดโรคกระดูกพรุนโดยมีค่า
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี P value เท่ากับ 0.0204 (ดังตารางท่ี 22)  

 

ตารางท่ี 22 ตารางแสดงการวิเคราะห์รูปแบบของแฮพลอไทป์ของ SNPs TaqI 
(rs731236)  BsmI (rs1544410)   และ FokI (rs2228570) ตามล าดับ  (VDR gene) 
 

Haplotype of VDR gene 

Haplotype Frequency 

P value 
Osteoporosis Control 

CAT 0.0193 0.0263 0.6182 

TAT 0.0206 0.0173 0.7933 

TGT 0.4430 0.3690 0.1052 

CAA 0.0048 0.0371 0.0204 * 

TAA 0.0578 0.0444 0.5103 

TGA 0.4545 0.5059 0.2704 

* P value ≤ 0.05 
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 ในยีน TNFSF11 แสดงถึงรูปแบบของแฮพลอไทป์ของ SNPs ท้ังสามต าแหน่ง                         
-693G>C (rs9533155) -643C>T (rs9533156) และ-290C>T (rs9525641) แต่ไม่พบรูปแบบแฮ
พลอไทป ์ท่ีมีนัยส าคัญทางสถิติต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน (ดังตารางท่ี 23) 

ตารางท่ี 23 ตารางแสดงการวิเคราะห์รูปแบบของแฮพลอไทป์ของ SNPs -693G>C 
(rs9533155) -643C>T (rs9533156) และ-290C>T (rs9525641)   ตามล าดับ  (TNFSF11 gene) 

 

Haplotype of TNFSF11 gene 

Haplotype frequency 

P value 
Osteoporosis Control 

GCC 0.3632 0.3494 0.7548 

CCC 0.0244 0.0231 0.9295 

CTC 0.0144 0.0114 0.7729 

GCT 0.0052 0.0195 0.1753 

CCT 0.0091 0.0111 0.8377 

CTT 0.5837 0.5856 0.967 

 

 
 



บทท่ี 5 
อภิปราย สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

อภิปรายผลการทดลอง 

  โรคกระดูกพรุนเป็นโรคท่ีมีความสัมพันธ์กับอายุท่ีเพิ่มมากขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งมักพบใน
สตรีวัยหมดประจ าเดือน  การเกิดโรคนี้มักเกิดจากปัจจัยต่างๆร่วมกันรวมไปถึงปัจจัยทางทางด้าน
พันธุกรรม  ซึ่งปัจจัยทางด้านพันธุกรรมนี้เองท่ีมีบทบาทอย่างยิ่งในการก าหนดภาวะกระดูกบางซึ่งจะ
ท าให้ผู้ป่วยเป็นโรคกระดูกพรุนได้ในอนาคต  โดยยีนท่ีมีความเกี่ยวข้องในการควบคุมความสมดุลของ
การสร้างและการสลายกระดูกเช่น ยีน VDR และ TNFSF11  จากการศึกษาในครั้งนี้  ได้ท าการศึกษา
ความสัมพันธ์ของยีน VDR ท่ีส่งผลกระทบต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนในต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานท่ี 
TaqI (rs731236)  BsmI (rs1544410)   และ FokI (rs2228570) และ ยีน TNFSF11  ในต าแหน่ง
ภาวะพหุสัณฐานท่ี -693G>C (rs9533155) -643C>T (rs9533156) และ  -290C>T (rs9525641) 
จากการศึกษาของ  Mancej และคณะ   ได้ศึกษาความสัมพันธ์ของSNPs    -693G>C (rs9533155)  
-643C>T (rs9533156)   และ  -290C>T (rs9525641) ของ ยีน TNFSF11 ในผู้ป่วยหญิงชาวสโล
วาเนียท่ีหมดประจ าเดือนและเป็นโรคกระดูกพรุนจ านวน 404 คน พบความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Mencej et al., 2008) และจากการศึกษาของ Zintzaras และคณะ ท า
การรวบรวมข้อมูลทางงานวิจัยของ SNPs BsmI TaqI ApaI และ FokI ในกลุ่มผู้ป่วยเอเซียท่ีเป็นโรค
กระดูกพรุนโดยพบว่า SNPs TaqI ApaI และ FokI มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนแต่ไม่
เป็นไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (Zintzaras et al., 2006) ซึ่งการศึกษาดังกล่าวมีการศึกษากันอย่าง
แพร่หลายในหลายๆประเทศ  แต่ในขณะท่ีประเทศไทยยังไม่มีการศึกษาในยีน VDR และ TNFSF11 
มากนัก จากการศึกษาในครั้งนี้แบ่งออกเป็น 5 ส่วนด้วยกันคือ 

1. Hardy-Weinberg equilibrium โดยพบว่า SNPs ท้ัง 6 ต าแหน่งเป็นไปตามกฎ Hardy-
Weinberg  equilibrium (P value > 0.05) ในกรณีท่ีไม่เป็นไปตามสมดุล HW อาจจะมาจากการ
เกิดมิวเทช่ัน การสุ่มกลุ่มตัวอย่างท่ีไม่ได้มาจากเช้ือชาติเดียวกัน เป็นต้น 

2. จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของการเกิดโรคกระดูกพรุนกับความถี่
แอลลีลของแต่ละ SNPs ในยีน VDR และ TNFSF11 สามารถวิเคราะห์ได้ดังนี้ 

- TaqI (rs731236)  เมื่อต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคซึ่งจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 0.73 (0.30-1.72) และค่า P 
value มีค่าเท่ากับ 0.4340 แต่จากผลการทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล T ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่า
คนปกติ จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล T ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนซึ่งจะ
พบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 1.38 (0.58-3.31) และค่า P value มีค่าเท่ากับ 
0.4340  ซึ่งยังไม่สามารถสรุปได้ว่าแอลลีล C หรือ T มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค เนื่องจากค่า P 
value ยังไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติ แต่จะสามารถคาดการณ์ได้ว่าแอลลีล T น่าจะมีผลต่อการเกิดโรค
ได้มากกว่าเพราะค่าความถ่ีของแอลลีล T  ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคนปกติ 
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- BsmI (rs1544410) เมื่อต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล A น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคซึ่งจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล A มีค่าเท่ากับ 0.78 (0.42-1.44)  และค่า 
P value มีค่าเท่ากับ  0.3953  แต่จากผลการทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล G ในผู้ป่วยมีค่า
มากกว่าคนปกติ จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล G ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน
ซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล G มีค่าเท่ากับ 1.29 (0.69-2.39) และค่า P value มีค่า
เท่ากับ 0.3953  ซึ่งยังไม่สามารถสรุปได้ว่าแอลลีล A หรือ G มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค เนื่องจาก
ค่า P value ยังไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติ แต่จะสามารถคาดการณ์ได้ว่าแอลลีล G น่าจะมีผลต่อการ
เกิดโรคได้มากกว่าเพราะค่าความถ่ีของแอลลีล G  ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคนปกติ 

- FokI (rs2228570) เมื่อต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล T น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคซึ่งจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 1.34 (0.92-1.97)  และค่า 
P value มีค่าเท่ากับ  0.1134  ซึ่งจากการตั้งสมมติฐานท่ีว่าแอลลีล T มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค
กระดูกพรุนนั้น จึงยังไม่สามารถสรุปได้ว่าแอลลีล T มีความสัมพันธ์  แต่จะแสดงแนวโน้มของ
ความสัมพันธ์โดยสังเกตจากค่า OR (95%CI)   เนื่องจากค่า P value ยังไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติ 

 -  -693G>C (rs9533155) เมื่อต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล G น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคซึ่งจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล G มีค่าเท่ากับ 1.00(0.68-1.48)  และ
ค่า P value มีค่าเท่ากับ  0.9961  แต่จากผลการทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล G และ C  ใน
ผู้ป่วยใกล้มีค่าเคียงกับคนปกติมาก จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล C ท่ีมีผลต่อการ
เกิดโรคกระดูกพรุนเพิ่มข้ึน ซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 1.00 (0.67-1.48) 
และค่า P value มีค่าเท่ากับ 0.9961  ซึ่งยังไม่สามารถสรุปได้ว่าแอลลีล G หรือ C มีความสัมพันธ์ต่อ
การเกิดโรค และค่า P value ยังไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติอีกด้วย 

  - -643C>T (rs9533156) เมื่อต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคซึ่งจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 0.99 (0.67-1.46)  และ
ค่า P value มีค่าเท่ากับ  0.9734   แต่จากผลการทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล T ในผู้ป่วยมีค่า
มากกว่าคนปกติ จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล T ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน
ซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 1.01 (0.68-1.48) และค่า P value มีค่า
เท่ากับ 0.9734 ซึ่งยังไม่สามารถสรุปได้ว่าแอลลีล C หรือ T  มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค เนื่องจาก
ค่า P value ยังไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติ แต่จะสามารถคาดการณ์ได้ว่าแอลลีล T น่าจะมีผลต่อการ
เกิดโรคได้มากกว่าเพราะค่าความถ่ีของแอลลีล T ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคนปกติ 

 - -290C>T (rs9525641) เมื่อต้ังสมมติฐานว่าแอลลีล C น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการ
เกิดโรคซึ่งจากการค านวณพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล C มีค่าเท่ากับ 1.01 (0.74-1.62)  และ
ค่า P value มีค่าเท่ากับ  0.6235  แต่จากผลการทดลองพบว่าความถี่ของแอลลีล C และ T  ใน
ผู้ป่วยใกล้มีค่าเคียงกับคนปกติมาก จึงท าให้มีการค านวณความสัมพันธ์ของแอลลีล T ท่ีมีผลต่อการ
เกิดโรคกระดูกพรุนเพิ่มข้ึน ซึ่งจะพบว่าค่า OR (95%CI) ของแอลลีล T มีค่าเท่ากับ 0.91(0.62-1.34)
และค่า P value มีค่าเท่ากับ  0.6235  ซึ่งยังไม่สามารถสรุปได้ว่าแอลลีล C หรือ T มีความสัมพันธ์
ต่อการเกิดโรค เนื่องจากค่า P value ยังไม่มีค่านัยส าคัญทางสถิติ แต่จะสามารถคาดการณ์ได้ว่าแอล
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ลีล C น่าจะมีผลต่อการเกิดโรคได้มากกว่าเพราะค่าความถี่ของแอลลีล C  ในผู้ป่วยมีค่ามากกว่าคน
ปกติ 

3. จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของรูปแบบแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความสัมพันธ์ของ
การเกิดโรคกระดูกพรุนกับรูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในแต่ละจีโนไทป์ และรูปแบบการ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมของยีน VDR และ TNFSF11  ท่ีต าแหน่ง SNPs อื่นๆพบว่ามีเพียงต าแหน่ง
เดียว คือ FokI (rs2228570) ซึ่งเป็นต าแหน่ง SNP ท่ีอยู่บนยีน VDR โดยลักษณะการถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมพบว่าแอลลีล T จะมีลักษณะการถ่ายทอดเป็นลักษณะด้อย โดยมีรูปแบบจีโนไทป์เป็น 
homozygous (TT) ซึ่งจะปรากฏความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนถึง 2.30 เท่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับจีโนไทป์ homozygous (CC) heterozygous (CT) โดยมีค่า 95%CI เท่ากับ 1.14-
4.69 และค่า P value เท่ากับ 0.0119 ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ    และขณะท่ี SNPs 
อื่นๆแสดงเพียงแนวโน้มท่ีจะมีความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และการเกิดโรค เช่น TaqI (rs731236)  
-693G>C (rs9533155)   -643C>T (rs9533156)     และ       -290C>T (rs9525641)  ในส่วน
ของ SNP BsmI (rs1544410) ยังไม่พบแนวโน้มของความสัมพันธ์ดังกล่าว  แต่ท้ังหมดล้วนแต่ยังไม่มี
ค่านัยส าคัญทางสถิติเป็นเพียงแต่แนวโน้มของการเกิดเท่านั้นยกเว้น SNP FokI (rs2228570) ท่ียืนยัน
แล้วว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจริง 

4. การศึกษารูปแบบของแฮพลอไทป์ในแต่ละ SNPs ของยีน VDR และ TNFSF11 ใน
ผู้ป่วยโรคกระดูกพรุน โดยพบรูปแบบของแฮพลอไทป์ใน SNPs ต าแหน่ง TaqI (rs731236)  BsmI 
(rs1544410)   และ FokI (rs2228570) โดยมีรูปแบบแฮพลอไทป์ CAA เป็นแบบ protective 
haplotype  ซึ่งพบในโรค 0.478 % แต่พบในประชากรปกติ 3.714 % ดังนั้นถ้าบุคคลใดมีรูปแบบ
แฮพลอไทป์แบบ  CAA ก็จะไม่ความสัมพันธ์ในการเกิดโรคกระดูกพรุนโดยมีค่าแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติท่ี P value เท่ากับ 0.0204  

 จากการศึกษาของ Singh และคณะ  ได้ศึกษาถึงความสัมพันธ์ต่อภาวะพหุสัณฐานของยีน 
VDR กับการเกิดโรคกระดูกพรุนในกลุ่มประชากรชาวอินเดียโดยพบว่า ท่ีต าแหน่ง SNP FokI มี
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจะสอดคล้องกับผลการ
ทดลองในการศึกษานี้ และจากศึกษาของ Arai และคณะพบว่าแอลลีล T ของ SNP FokI พบว่ามี
ความสัมพันธ์ต่อค่าความหนาแน่นมวลกระดูกท่ีลดลง  อีกท้ังยังพบว่าเมื่อมีการเปล่ียนแปลงจากแอล
ลีล C ไปเป็น แอลลีล T และเปล่ียนกรดอะมิโนจากทรีโอนีน (threonine) ไปเป็น เมไทโอนีน 
(methionine) พบว่าเมื่อมีการเปล่ียนแปลงแอลลีลแล้วส่งผลให้การกระตุ้นต่อต าแหน่ง  vitamin D 
response element (VDRE) ลดลง แต่ในขณะเดียวกันก็ยังไม่เป็นท่ียืนยันว่าการเปล่ียนแปลง
ดังกล่าวมีกลไกอย่างไรต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน (Arai et al., 1997)   ในทางตรงกันข้ามจาก
การศึกษาของ Mencej-Bedrac และคณะ ได้ศึกษาถึงความสัมพันธ์ต่อภาวะพหุสัณฐานของยีน VDR 
และ TNFSF11 กับการเกิดโรคกระดูกพรุนในกลุ่มประชากรชาวสโลวาเนียจ านวน 641 คน โดย   
พบว่า ท่ีต าแหน่ง SNPs -290C>T (rs9525641) ของยีน TNFSF11   มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค
กระดูกพรุนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ   แต่ไม่พบความสัมพันธ์ของ SNP FokI กับการเกิดโรคอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ   (Mencej-Bedrac et al., 2009)  จะสังเกตได้ว่ากลุ่มประชากรท่ี Mencej-
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Bedrac และคณะ ได้น ามาท าการศึกษามีจ านวนประชากรท่ีมาก  ซึ่งอาจจะส่งผลต่อการแม่นย าท่ี
เพิ่มมากขึ้นต่อการทดลอง   และในขณะท่ีการศึกษางานวิจัยในครั้งนี้จ านวนของกลุ่มตัวอย่างอาจจะ
ไม่พอต่อการวิเคราะห์ผล  อีกท้ังความแตกต่างทางด้านเช้ือชาติของกลุ่มตัวอย่างท่ีน ามาทดลองซึ่งใน
การศึกษาของ Mencej-Bedrac และคณะ ได้ศึกษากลุ่มประชากรชาวสโลวาเนียซึ่งเป็นกลุ่ม
ประชากรเช้ือชาติคอเคเซียน (Caucasians) ในขณะท่ีการศึกษาในครั้งนี้ได้ศึกษากลุ่มประชากรชาว
ไทยซึ่งจัดเป็นประชากรกลุ่มเช้ือชาติชาวเอเชีย (Asia)  โดยจากผลการศึกษาในครั้งจะสอดคล้องกับ
ผลการทดลองของ Singh และคณะ ก็ด้วยเนื่องมาจากเป็นกลุ่มประชากรเช้ือชาติชาวเอเชียเหมือนกัน
นั้นเอง   อีกท้ังปัจจัยด้านส่ิงแวดล้อม การควบคุมปริมาณแคลเซียมท่ีได้รับ การรับวิตามินดี และการ
ออกก าลังกายซึ่งปัจจัยท่ีกล่าวมาข้างต้นล้วนแต่มีความสัมพันธ์ของการเกิดโรคท้ังส้ิน 

  จากการศึกษาในครั้งนี้ก็สามารถแสดงถึงแนวทางและแนวโน้มในความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค
กระดูกพรุนในกลุ่มประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือน ซึ่งข้อมูลความสัมพันธ์ของแอลลีล จีโนไทป์ 
และรูปแบบของแฮพลอไทป์ ดังกล่าว สามารถน ามาเป็นข้อบ่งช้ีหรือท านายความสัมพันธ์ต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนในกลุ่มประชากรหญิงไทยวัยหมดประจ าเดือนในอนาคตต่อไปได้ 

 

สรุปผลการวิจัย 

  จากการศึกษาในครั้งนี้  ได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของยีน VDR ท่ีส่งผลกระทบต่อการเกิด
โรคกระดูกพรุนในต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานท่ี TaqI (rs731236)  BsmI (rs1544410)   และ FokI 
(rs2228570) และ ยีน TNFSF11  ในต าแหน่งภาวะพหุสัณฐานท่ี -693G>C (rs9533155) -643C>T 
(rs9533156) และ-290C>T (rs9525641) พบว่าท่ีต าแหน่ง SNP FokI (rs2228570)  มีลักษณะการ
แสดงออกในลักษณะด้อยโดยมีรูปแบบของจีโนไทป์ homozygous (TT) อีกท้ังยังพบรูปแบบของแฮ
พลอไทป์ในต าแหน่งของ SNPs TaqI (rs731236)  BsmI (rs1544410)   และ FokI (rs2228570) 
โดยมีรูปแบบแฮพลอไทป์เป็นแบบ CAA  จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่าถ้าบุคคลใดท่ีมี
รูปแบบแฮพลอไทป์และรูปแบบของจีโนไทป์ดังกล่าวจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนได้
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
 

ข้อเสนอแนะ 

  โรคกระดูกพรุนมีปัจจัยในการเกิดโรคได้หลายปัจจัยด้วยกัน เช่น ส่ิงแวดล้อม โภชนาการ 
ฮอร์โมน และพันธุกรรม (สิทธิศักด์ิ หรรษาเวก, 2553) ซึ่งปัจจัยทางด้านพันธุกรรมเป็นปัจจัยหนึ่งท่ี
ส่งผล แต่ปัจจัยอื่นก็มีความส าคัญไม่มากไปกว่ากัน  จากการศึกษาในครั้งนี้ได้ควบคุมกลุ่มทดลองท่ี
อายุ เพศ และ สภาวะการหมดประจ าเดือน แต่มิได้ติดตามชีวิตประจ าวันของผู้ป่วยทุกราย ท้ังด้าน
โภชนาการ ด้านส่ิงแวดล้อม ฮอร์โมนต่างๆ การรับวิตามินดีหรือแคลเซียมระหว่างการรักษา การสูบ
บุหรี่ และการดื่มเครื่องด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์  ซึ่งอาจจะมีความแปรปรวนของการศึกษานี้ก็เป็นได้  ถ้ามี
การควบคุมปัจจัยต่างในกลุ่มตัวอย่างท่ีน ามาศึกษาก็อาจจะท าให้ผลการศึกษามีความแม่นย ามากขึ้น   
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อีกท้ังยังพบปัญหาส าคัญในการเก็บข้อมูล เช่น BMD (Bone mineral density หรือ ค่าความ
หนาแน่นของกระดูก) ซึ่งเป็นค่าท่ีมีความส าคัญอย่างมากเพราะจะสามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของ
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคกระดูกพรุนได้อย่างแม่นย ามากยิ่งขึ้น  ซึ่งจากรายงานอื่นๆพบว่ามีการ
วิเคราะห์ค่า BMD (Bone mineral density) กับ SNPs ท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกระดูกพรุน หากแต่ใน
งานวิจัยครั้งนี้ไม่สามารถวิเคราะห์ได้จึงท าให้ค่าท่ีได้เป็นเพียงแนวโน้มของการทดลองเท่านั้น 

 จากการศึกษาในครั้งนี้ได้ท าการศึกษาจากกลุ่มตัวอย่างในประชากรไทยซึ่งผลการศึกษา
อาจจะไม่พ้องต่องานวิจัยอื่นท่ีท าการศึกษาจากกลุ่มตัวอย่างจากในประชากรอื่นๆ ซึ่งมีความเป็นไปได้
ว่าความแตกต่างของเช้ือชาติมีผลอย่างมากต่อความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค อีกท้ังยังต้องเพิ่มจ านวน
กลุ่มทดลองท่ีน ามาศึกษาน่าจะมีโอกาสท่ีจะมีความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs ท่ีเหลือกับการเกิดโรค
กระดูกพรนุได้อย่างมีนัยส าคัญ



รายการอ้างอิง 
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รูปท่ี 35 เอกสารอนุมัติงานวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์  
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 
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ภาคผนวก ข 

การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโดยวิธี Phenol/Chloroform extraction 
1. น าตัวอย่างเลือดมาปั่นเหวียงด้วยความเร็ว 3300 rpm เวลา 10 นาที 
2. ดูด Buffy cost หรือ ใช้ท้ังตัวอย่างเลือดท้ังหมดมาปั่น (ในกรณีท่ีตัวอย่างน้อย 
3. เติม lysis buffer 1  ต่อ buffy coat ในอัตราส่วน 10 : 1  ผสมให้เข้ากัน 
4. น าไปป่ันเหวียง 1000 g  เป็นเวลา 8 นาที  จากนั้นเทส่วนใสท้ิง 
5. เติม lysis buffer 1 ปริมาตร 5  ml ผสมให้เข้ากัน   
6. น าไปป่ันเหวียงท่ี 1000 g เป็นเวลา 8 นาที เป็นจ านวน 2 ครั้ง จากนั้นเทส่วนใสท้ิง  
7. ใส่ lysis buffer 1 และน าไปป่ันเหวียงไปเรื่อยๆจนเม็ดเลือดแดงหายไป 
8. เติม lysis buffer 2  950 µl + 10 % SDS 50 µl (20 mg/ml)  จากนั้นเติม    Protein 

Kinase K  20 µl  ผสมให้เข้ากัน 
9. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
10. เติม Phenol : Chloroform : Isopropylalcohol ท่ีมีอัตราส่วน 25:24:1   ในอัตราส่วน 1:1 

หรือ 1 เท่า ผสมให้เข้ากันในหลอด 1.5 ml 
11. ปั่นเหวียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูสารส่วนบนใส่ลงในหลอดใหม่ 
12. เติม 100 % เอทานอล (แช่เย็น) 1 เท่า และ 10 M CH3COONH4 (NH4OAC)  0.5 เท่าของ

ปริมาตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ  
13. ปั่นเหวียงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทส่วนใสท้ิง 
14. เติม 70 % เอทานอล (แช่เย็น) 500 µl  
15. จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที   
16. เทเอทานอลหลังจากน าไปป่ันเหวี่ยงท้ิง  airdry (อย่าให้แหง้เกินไป) 
17. ละลายดีเอ็นเอใน dH2O 20-50 µl บ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
18. เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารละลาย 

1. Lysis buffer 1 ประกอบด้วย 
- Tris HCL  pH 7.5 10   มิลลิลิตร 
- Sucrose   109.54   กรัม 
- 1M MgCl        5   มิลลิลิตร 
- Tritron X-100  10  มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร น าไปฆ่าเช้ือด้วยการ Autoclave ท่ีอุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส 
เวลา 15 นาที 

 

2. Lysis buffer 2 ประกอบด้วย 
- 5M NaCl  15   มิลลิลิตร 
- 0.5M EDTA pH 8.0 48   กรัม 

 ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร น าไปฆ่าเช้ือด้วยการ Autoclave ท่ีอุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส 
เวลา 15 นาที 

 

3. 10X TBE Electrophoresis Buffer 
- Tris Base    108   กรัม 
- Boric Acid    55   กรัม 
- 0.5M EDTA pH 8.0  20   มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร  

 

4. 1X TBE Electrophoresis Buffer 
- 10X TBE      100   มิลลิลิตร 
- H2O           900   มิลลิลิตร 

 

5. 3% Agarose gel 
- Agarose      1.5   กรัม 
- 1X TBE        50   มิลลิลิตร 
- Ethidium bromide   2   ไมโครลิตร 

6.  8% Acrylamide gel 
- dH2O     7   มิลลิลิตร 
- 10X TBE        1   มิลลิลิตร 
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- 40% Acrylamide/Bis Solution 19:1 2  มิลลิลิตร 
- 10% APS    100  ไมโครลิตร 
- TEMED    10  ไมโครลิตร 

 
7. 10 mg/ml Ethidium bromide 

- Ethidium bromide    1.0   กรัม 
- Distilled water    100   มิลลิลิตร 

Mix the solution and store in the dark at 4°C. 
 

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจาก Agarose gel  โดยใช้ชุด QIAquick Gel Extraction Kit by 
(QIAGEN ®) 

1. ใส่ Buffer QG ปริมาตร 3 เท่าของน้ าหนัก Agarose gel ท่ีตัด 
2. บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 C เป็นเวลา 10 นาที (mix ทุกๆ 2-3 นาที) จนกว่า Agarose gel ท่ีตัด 

จะละลายหมด 

3. ใส่ 100% Isopropanol ปริมาตร  1 เท่าของน้ าหนัก Agarose gel ท่ีตัด 
4. จากนั้นดูดสารละลายดังกล่าวลงในคอลัมน์ (Min Elute Kits)ท่ีเตรียมไว้ 
5. น าสารละลายไปป่ันเหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีอยู่ด้านล่างท้ิง 
6. ใส่ Buffer QG ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที 

จากนั้นเทส่วนท่ีอยู่ด้านล่างท้ิง 
7. ล้างด้วย Buffer PE (add 100% Ethanol)  ปริมาตร 750 ไมโครลิตร แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง 

17,900 g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีอยู่ด้านล่างท้ิงอีกครั้ง 
8. น าไป Air dry เป็นเวลา 1 นาที แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที 
9. เปล่ียนหลอดด้านล่างโดยใส่ลงใน หลอด Eppendorf  ขนาด 1000 ไมโครลิตร  
10. จากนั้นล้างดีเอ็นเอให้ตกลงมาท่ีหลอด Eppendorf   โดยใช้ EB ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 

แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที ท าท้ังหมด 2 ครั้ง จึงได้สารละลายดีเอ็นเอท่ี
อยู่ในหลอด Eppendorf 
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รูปท่ี 36 QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN ®) 

(http://www.qiagen.com) 

 

ขั้นตอนการสกัดท าความสะอาดดีเอ็นเอโดยใช้ชุด QIAquick PCR Purification Kit  
(QIAGEN ®) 

1. ใส่ Buffer PB ปริมาตร 5 เท่าของ PCR Product 
2. จากนั้นดูดสารละลายดังกล่าวลงในคอลัมน์ (Min Elute Kits)ท่ีเตรียมไว้ 
3. น าสารละลายไปป่ันเหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีอยู่ด้านล่างท้ิง 
4. ใส่ Buffer PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปป่ัน

เหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนท่ีอยู่ด้านล่างท้ิง 
5. เปล่ียนหลอดด้านล่างโดยใส่ลงใน หลอด Eppendorf  ขนาด 1000 ไมโครลิตร  
6. จากนั้นล้างดีเอ็นเอให้ตกลงมาท่ีหลอด Eppendorf   โดยใช้ EB ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 

แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง 17,900 g เป็นเวลา 1 นาที ท าท้ังหมด 2 ครั้ง จึงได้สารละลายดีเอ็นเอท่ี
อยู่ในหลอด Eppendorf 
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รูปท่ี 37 QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN ®) 

(http://www.qiagen.com) 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) 

1. TaqI 

- Recognition Site      
- Storage Temperature      Store at -20°c 
- Reaction Conditions      1X CutSmart™Buffer  
- Incubate Conditions       at 65°C. 
- 1X CutSmart™ Buffer  50   mM Potassium Acetate 

      20   mM Tris-acetate 
      10   mM Magnesium Acetate 
      100 g/ml BSA 
      pH 7.9 @ 25°C 

- Storage Conditions Buffer  10 mM Tris-HCl 
      300 mM NaCl 
      1 mM Dithiothreitol 
      0.1 mM EDTA 
      500 g/ml BSA 
      50% Glycerol 
      pH 7.4 @ 25°C 

- Percent Activity in Buffer 
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NEBuffer 1.1 NEBuffer 2.1 NEBuffer 3.1 CutSmart™ Buffer 

50% 75% 100% 100% 

 

2. BsmI 

- Recognition Site       
- Storage Temperature      Store at -20°c 
- Reaction Conditions      1X CutSmart™Buffer  
- Incubate Conditions       at 65°C. 
- 1X CutSmart™ Buffer  50   mM Potassium Acetate 

      20   mM Tris-acetate 
      10   mM Magnesium Acetate 
      100 g/ml BSA 
      pH 7.9 @ 25°C 

- Storage Conditions Buffer  10 mM Tris-HCl 
      50 mM KCl 
      1 mM Dithiothreitol 
      0.1 mM EDTA 
      200 g/ml BSA 
      50% Glycerol 
      pH 7.4 @ 25°C 

- Percent Activity in Buffer 
 

NEBuffer 1.1 NEBuffer 2.1 NEBuffer 3.1 CutSmart™ Buffer 

25% 100% 10% 100% 

3. FokI 

- Recognition Site       
- Storage Temperature      Store at -20°c 
- Reaction Conditions      1X CutSmart™Buffer  
- Incubate Conditions       at 37°C. 
- 1X CutSmart™ Buffer   50   mM Potassium Acetate 

      20   mM Tris-acetate 
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      10   mM Magnesium Acetate 
      100 g/ml BSA 
      pH 7.9 @ 25°C 

- Storage Conditions Buffer  10 mM Tris-HCl 
      50 mM NaCl 
      1 mM Dithiothreitol 
      0.1 mM EDTA 
      200 g/ml BSA 
      50% Glycerol 
      pH 7.4 @ 25°C 

- Percent Activity in Buffer 
 

NEBuffer 1.1 NEBuffer 2.1 NEBuffer 3.1 CutSmart™ Buffer 

100% 100% 75% 100% 

 

4. BsaJI 

- Recognition Site       
- Storage Temperature      Store at -20°c 
- Reaction Conditions      1X CutSmart™Buffer  
- Incubate Conditions       at 60°C. 
- 1X CutSmart™ Buffer   50   mM Potassium Acetate 

      20   mM Tris-acetate 
      10   mM Magnesium Acetate 
      100 g/ml BSA 
      pH 7.9 @ 25°C 

- Storage Conditions Buffer  10 mM Tris-HCl 
      100 mM KCl 
      1 mM Dithiothreitol 
      0.1 mM EDTA 
      0.1% Triton® X-100 
      50% Glycerol 
      pH 7.4 @ 25°C 
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- Percent Activity in Buffer 
 

NEBuffer 1.1 NEBuffer 2.1 NEBuffer 3.1 CutSmart™ Buffer 

50% 100% 100% 100% 

 

5. TspRI 

- Recognition Site       
- Storage Temperature      Store at -20°c 
- Reaction Conditions      1X CutSmart™Buffer  
- Incubate Conditions       at 65°C. 
- 1X CutSmart™ Buffer   50   mM Potassium Acetate 

      20   mM Tris-acetate 
      10   mM Magnesium Acetate 
      100 g/ml BSA 
      pH 7.9 @ 25°C 

- Storage Conditions Buffer  10 mM Tris-HCl 
      200 mM NaCl 
      1 mM Dithiothreitol 
      0.1 mM EDTA 
      200 g/ml BSA 
      50% Glycerol 
      pH 7.4 @ 25°C 

- Percent Activity in Buffer 
 

NEBuffer 1.1 NEBuffer 2.1 NEBuffer 3.1 CutSmart™ Buffer 

25% 50% 25% 100% 
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6. MseI 

- Recognition Site       
- Storage Temperature      Store at -20°c 
- Reaction Conditions      1X CutSmart™Buffer  
- Incubate Conditions       at 37°C. 
- 1X CutSmart™ Buffer   50   mM Potassium Acetate 

      20   mM Tris-acetate 
      10   mM Magnesium Acetate 
      100 g/ml BSA 
      pH 7.9 @ 25°C 

- Storage Conditions Buffer  10 mM Tris-HCl 
      50 mM KCl 
      1 mM Dithiothreitol 
      0.1 mM EDTA 
      200 g/ml BSA 
      50% Glycerol 
      pH 7.4 @ 25°C 

- Percent Activity in Buffer 
 

NEBuffer 1.1 NEBuffer 2.1 NEBuffer 3.1 CutSmart™ Buffer 

75% 100% 75% 100% 
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DNA Ladder 

1. 25bp DNA Step Ladder (Promega Corporation)  

 6X Blue/Orange Loading Dye  

- 0.4% orange G 
- 0.03% bromophenol blue 
- 0.03% xylene cyanol FF 
- 15% Ficoll® 400 
- 10mM Tris-HCl (pH 7.5)  
- 50mM EDTA (pH 8.0) 

Storage Buffer (TE buffer) 

- 10mM Tris-HCl (pH7.6) and 1mM EDTA 

 Storage Condition 
 -  -20°C 

                                                             
 

รูปท่ี 38 25bp DNA Step Ladder (Promega Corporation) 

(http://www.promega.com) 
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2. GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) 
6X DNA Loading Dye 
- 10 mM  Tris-HCl  (pH 7.6) 
- 0.03%  bromophenol  blue 
- 0.03%  xylene  cyanol  FF 
- 60% glycerol  
- 60 mM EDTA 

Storage Buffer (TE buffer) 

- 10mM Tris-HCl (pH7.6) and 1mM EDTA 

 Storage Condition 

- -20°C 

 
 

รูปท่ี 39 GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) 

(http://www.thermoscientificbio.com) 

 

 



 106 

SNPs and haplotype analysis 

 PLINK  v1.07   คือโปรแกรมท่ีคิดค้นโดย   Purcell    et  al  จาก  the  Center  for 
Human Genetic  Research,  Massachusetts  General  Hospital,  Boston  (Purcell  et  
al.,  2007)  ซึ่งสามารถดาวโหลด software ได้ท่ี http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/ 

วิธีการใช้โปรแกรม PLINK v1.07 

1. การเตรียมข้อมูลตามรูปแบบของโปรแกรม  

 การท างานของโปรแกรม   PLINK นั้นจะต้องมีข้อมูลอยู่  2 แบบ คือข้อมูล   PED  files  
และ MAP files 

1.1 PED ประกอบไปด้วย  
- Family ID 
- Individual ID 
- Paternal ID 
- Maternal ID 
- Sex (1=male; 2=female) 
- Phenotype (normal=1; SLE=2) 

กรอกข้อมูลลงใน Excel  และน าข้อมูลไปวางใน Notepad แล้วบันทึกเป็นไฟล์นามสกุล .PED 

 
 

รูปท่ี 40 ตัวอย่างการบันทึกข้อมูลลงบน  Excel 
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รูปท่ี 41 ตัวอย่างการบันทึกข้อมูลลงบน Notepad (2.ped) 

2. MAP ประกอบไปด้วย  
- chromosome (1-22, X, Y or 0 if unplaced) 
- rs# or snp identifier 
- Genetic distance (morgans) 
- Base-pair position (bp units)  

กรอกข้อมูลลงใน Excel  น าข้อมูลไปวางใน Notepad แล้วบันทึกเป็นไฟล์นามสกุล MAP 

 

 
 

รูปท่ี 42 ตัวอย่างการบันทึกข้อมูลลงบน  Excel 
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รูปท่ี 43 ตัวอย่างการบันทึกข้อมูลลงบน  Notepad (map.map) 

 

3. ค าส่ังเริ่มการท างานของ PLINK program 

 การใช้โปรแกรม PLINK  

- เข้าโปรแกรม Command Prompt  
- พิมพ์ cd \ (enter) --> cd plink-1.07-dos (enter)  
- พิมพ์  plink –-ped 2.ped –-map.map –- ค าส่ังท่ีต้องการหาค่าความสัมพันธ์  

 (ดูค าส่ังได้จากคู่มือ PLINK v1.07) 

3.1 Allelic association test 
 

 
 

รูปท่ี 44 ค าส่ังเพื่อศึกษา Allelic association test บน Plink1.07 

เมื่อท าการส่ังโปรแกรมเป็นท่ีเรียบร้อยแล้ว ข้อมูลท่ีได้จะมีดังนี้ 

- CHR   คือ Chromosome 
- SNP   คือ SNP ID 
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- BP   คือ Physical position (base-pair) 
- A1   คือ Minor allele name (based on whole sample) 
- F_A   คือ Frequency of this allele in cases 
- F_U   คือ Frequency of this allele in controls 
- A2   คือ Major allele name 
- P   คือ Exact p-value for this test 
- OR   คือ Estimated odds ratio (for A1) 
- L95   คือ Lower bound of 95% confidence interval for odds ratio 
- U95   คือ Upper bound of 95% confidence interval for odds ratio 

 

 
 

รูปท่ี 45 ข้อมูล Allelic association test 

3.2 Model of inheritance analysis 

 การศึกษารูปแบบการถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรมว่ามีลักษณะเด่นหรือลักษณะด้อย โดย
ศึกษา  minor allele เป็นตัวทดสอบ ให้ D เป็น minor allele และ d เป็น major allele) (ดังรูปท่ี 
54และ55) 

  Allelic   :  D versus d 

  Dominant  : (DD, Dd) versus dd 

  Recessive  :  DD versus (Dd, dd) 

  Genotypic  :  DD versus Dd versus dd 
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รูปท่ี 46 ค าส่ังเพื่อศึกษา Model of inheritance analysis บน Plink1.07 

 
 

รูปท่ี 47 ข้อมูล Model of inheritance analysis 
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3.3  Conditional analysis of SNP  โดยวิเคราะห์ SNPs เพื่อให้ทราบถึง SNP แต่ละ
ต าแหน่งว่ามีการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมลักษณะใด โดยการเลือกค าส่ังเป็นแบบ  dominant   
หรือ recessive 

 
 

รูปท่ี 48 ค าส่ังเพื่อศึกษา Conditional analysis of SNP บน Plink1.07 

 

 

 
 

รูปท่ี 49 ข้อมูล Conditional analysis of SNP 
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3.4 Haplotype analysis  

 ส าหรับการหาความสัมพันธ์ของ haplotype ต้องใช้ค าส่ังตามภาพด้านล่า 

 
 

รูปท่ี 50 ค าส่ังเพื่อศึกษา Haplotype analysis บน Plink1.07 

 

 
 

รูปท่ี 51 ข้อมูล Haplotype analysis 
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Odds Ratio (อัตราส่วนออด) 

เป็นการค านวณหาความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร  2 ตัวที่แต่ละตัวเป็นตัวแปรจัดกลุ่มท่ีแบ่ง 

ออกเป็น 2 กลุ่ม (dichotomous) อัตราส่วนออดจะออกมาในรูปของตาราง 2 x 2 ดังนี้ 

ตารางท่ี 24 รูปแบบการแจกแจงความถ่ี 

Disease 

Exposure + -  

+ a b a + b 

- c d c + d 

 a + c b + d Total 

 

โดยนิยามอัตราส่วนออด หรือ OR ได้ว่า 

  OR   =  
 a  a b    b  a b  

 c  c d    d  c d  
       (1) 

 

    = 
a b

c d
      (2) 

 

    = 
ad

bc
     (3) 
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รูปท่ี 52 ตาราง contingency tables โดยใช้โปรแกรม Statcalc 

 A คือ ความถี่ของแอลลีลท่ีเป็นปัจจัยเส่ียง  ท่ีท าให้เกิดโรค 

 B คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ีเป็นปัจจัยเส่ียง  ท่ีไม่ท าให้เกิดโรค 

 C คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ีไม่เป็นปัจจัยเส่ียง ท่ีท าให้เกิดโรค 

 D คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ีไม่เป็นปัจจัยเส่ียง  ท่ีไม่ท าให้เกิดโรค 

 
 

รูปท่ี 53 ตัวอย่างค่า OR โดยใช้โปรแกรม Statcalc 
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การอ่านค่าจากโปรแกรม Statcalc 

 1.  Odds Ratio มีค่า 2.30 

 2.  95% CI อยู่ระหว่าง 1.14-4.69 

 3.  Chi-Squares และ P value เลือกท่ีค่า Mentel-Haenzel 

 ซึ่งการค านวณหาค่า odd ratios เป็นการหาค่าความสัมพันธ์ระหว่าง 2  ตัวแปรตัวท่ีแต่ละ
ตัวเป็นตัวแปรจัดกลุ่มท่ีแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เพื่อเปรียบเทียบระหว่าง SNP ท่ีสนใจมีความสัมพันธ์ต่อ
การเกิดโรคหรือไม่ และ มากน้อยเพียงใด โดยสามารถแปลค่า odd ratios ได้ดังนี้ 

= 1 การเกิดโรคหรือภาวะท่ีสนใจศึกษา นั้นไม่สัมพันธ์กับ SNP ท่ีสนใจ 

> 1 การเกิดโรคหรือภาวะท่ีสนใจศึกษา นั้นสัมพันธ์กับ SNP ท่ีสนใจเมื่อเทียบกับผู้ท่ีไม่เป็นโรค 

< 1 การมีปัจจัยเส่ียงนั้น ท าให้ไม่เกิดโรคหรือภาวะท่ีสนใจศึกษาและทุกครั้งท่ีศึกษาค่า   odd  ratios  
ในแง่ปฏิบัติก็มักจะสุ่มมาเพียงครั้งเดียว จึงต้องมีการรายงานความน่าเช่ือถือเป็นช่วงๆ โดยก าหนดให้
ค่า 95% confident  intervals (95% CI) ต้องไม่คร่อมค่า 1 และ ค่า P value < 0.05 จึงถือว่ามี
นัยส าคัญทางสถิต 
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