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บทคัดย่อภาษาไทย 

ภัทรณัชชา ชาญวิชัย : การวิเคราะห์มิวเทชันของยีน CYP11B1 ในผู้ป่วยชาวไทยท่ีมีภาวะ
ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส (MUTATION ANALYSIS OF CYP11B1 GENE IN THAI 
PATIENTS WITH 11ß-HYDROXYLASE DEFICIENCY) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ดร. 
ภัทรา ยี่ทอง, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. พญ. ธนินี สหกิจรุ่งเรือง {, 81 หน้า. 

ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส (11ß-hydroxylase deficiency; 11ß-OHD) เป็นภาวะท่ี
พบได้มากเป็นอันดับท่ีสองในกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด โดยพบประมาณร้อยละ 5-8 
ของผู้ป่วยโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดท้ังหมด อาการหลักของผู้ป่วย คือ มีลักษณะท่ี
แข็งแรงแบบเพศชายแม้ผู้ป่วยจะเป็นเพศหญิง, ความดันโลหิตสูง และมีอาการอวัยวะเพศก ากวมใน
เพศหญิง เนื่องมาจากความบกพร่องของเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลส ในกระบวนการสังเคราะห์
ฮอร์โมนคอร์ติซอล โดยสาเหตุเกิดมาจากการเกิดมิวเทชันในยีน CYP11B1 ซึ่งเป็นยีนท่ีผลิตเอนไซม์ 
11บีตาไฮดรอกซิเลส วัตถุประสงค์ในการศึกษาเพื่อวิเคราะห์หามิวเทชันในยีน CYP11B1 ในผู้ป่วย
ชาวไทย 3 ราย ท่ีได้รับการวินิจฉัยว่ามีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส อีกท้ังศึกษาผลของมิวเทชันท่ี
พบในผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส โดยได้วิเคราะห์และหามิวเทชันในทุกเอ็กซอนรวมท้ัง
รอยต่อระหว่างเอ็กซอนและอินทรอนของยีน CYP11B1 พบว่าผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 ซึ่งเป็นพี่น้องกัน
พบ compound heterozygous c.421C>T (p.R141X) และ c.1200+1G>A (IVS7 (ds, +1) 
GTG>ATG) ในผู้ป่วยรายท่ี 3 พบ compound heterozygous c.714_740delTTCAT 
GCCCAGGAGCCTGTCTCGCTG และ c.1121G>A (p.R374Q) จากนั้นท าการทดลองด้วย 
minigene เพื่อศึกษาผลของมิวเทชันแบบ splice site พบว่า อาร์เอ็นเอของผู้ป่วยมีความแตกต่างกับ
อาร์เอ็นเอของคนปกติ ซึ่งพบอาร์เอ็นเอท่ีผิดปกติ 2 ชนิดด้วยกัน คือ อาร์เอ็นเอท่ีไม่มีเอ็กซอนท่ี 7 
และอาร์เอ็นเอท่ีไม่มีเอ็กซอนท่ี 7-8 ในผู้ป่วยนั่นเอง จากการทดลองดังกล่าว ท าให้ยืนยันได้ 
ว่า มิวเทชันแบบ splice site นี้ เป็นผลท าให้การตัดอินทรอนในกระบวนการถอดรหัสของผู้ป่วยเกิด
ความผิดพลาดและส่งผลให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส 

 

 

ภาควิชา พฤกษศาสตร์ 

สาขาวิชา พันธุศาสตร์ 

ปีการศึกษา 2558 
 

ลายมือช่ือนิสิต   
 

ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาหลัก   
 
ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาร่วม   
   

 

 



 จ 

 

 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5672044423 : MAJOR GENETICS 
KEYWORDS: 11ß-HYDROXYLASE DEFICIENCY / CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA / 
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PATTARANATCHA CHARNWICHAI: MUTATION ANALYSIS OF CYP11B1 GENE IN 
THAI PATIENTS WITH 11ß-HYDROXYLASE DEFICIENCY. ADVISOR: PATRA 
YEETONG, Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. TANINEE PETWIJIT, M.D. {, 81 pp. 

11ß-hydroxylase deficiency (11ß-OHD) is the second most common of 
congenital adrenal hyperplasia (CAH) accounting for 5-8% of all CAH cases. The main 
phenotype of this disorder is virilization, hypertension and ambiguous genitalia. 11ß-
OHD is an autosomal recessive enzyme defect impairing the biosynthesis of cortisol 
caused by mutation in CYP11B1 gene. The purpose of this study is to screen the 
mutations in CYP11B1 gene in three Thai patients with congenital adrenal hyperplasia 
due to 11ß-OHD and to study the genotypic and phenotypic correlation of mutation 
in patients. We performed mutation analysis of the coding and intron-exon junction 
region of CYP11B1 gene in two siblings and one unrelated Thai patient with 11ß-OHD. 
The results of mutation analysis showed a compound heterozygous mutation; 
c.421C>T (p.R141X) and c.1200+1G>A (IVS7 (ds, +1) GTG>ATG) in two siblings and a 
compound heterozygous mutation; c.714_740delTTCATGCCCAGGAGCCTGTCTCGCTG 
and c.1121G>A (p.R374Q) in another patient. A splice site mutation in the splice 
donor site of intron 7 might be causing 11ß-OHD. In addition, minigene experiment 
was performed to confirm the pathogenicity of the splicing variant. It showed 2 types 
of RNA; the first skipped exon 7 and the second skipped exon 7-8 which lead to 
produce abnormal protein. Thus, this splice site mutation causes 11ß-OHD in the 
patient which affects the gene splicing during post-transcriptional process. 

 

 

Department: Botany 
Field of Study: Genetics 
Academic Year: 2015 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
   

 

 



 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี เนื่องจากได้รับความกรุณาและความช่วยเหลือ
จากอาจารย์ ดร. ภัทรา ยี่ทอง และ รองศาสตราจารย์ แพทย์หญิง ธนินี สหกิจรุ่งเรือง อาจารย์ท่ี
ปรึกษา ท่ีกรุณาให้ค าปรึกษา ค าช้ีแนะและความช่วยเหลือในทุกๆด้าน ด้วยความทุ่มเทและความ
เอาใจใส่อย่างยิ่ง จนท าให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วง ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ ท่ีนี่ 

ขอขอบพระคุณศาสตราจารย์ นายแพทย์ วรศักด์ิ โชติเลอศักด์ิ ศาสตราจารย์ ดร. 
แพทย์หญิง กัญญา ศุภปีติพร ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. รัชนีกร ธรรมโชติ และสมาชิกทุกท่านใน 
Center of excellence in Medical Genetics Research แห่งโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ส าหรับ
ค าแนะน าและข้อคิดเห็นต่างๆ อันเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการวิจัย รวมท้ังความกรุณาในการ
อนุเคราะห์สถานท่ีส าหรับใช้ในการวิจัย  

ขอขอบพระคุณอาจารย์ ทุกท่าน ในภาควิชาพฤกษศาสตร์  คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ส าหรับค าแนะน า ค าส่ังสอน ความรู้และความเมตตาช่วยเหลือมาโดย
ตลอด 

ขอขอบคุณทุนอุดหนุนการศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพื่อ
เฉลิมฉลองในวโรกาสท่ีพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษา 
(CHULALONGKORN UNIVERSITY GRADUATE SCHOLARSHIP TO COMMEMORATE THE 
72 nd ANNIVERSARY OF HIS MAJESTY KING BHUMIBOL ADULYADEJ) จากบัณฑิต
วิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

สุดท้ายนี้ ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณบิดามารดาและครอบครัว ท่ีให้โอกาสในการศึกษา
เล่าเรียน ตลอดจนเป็นก าลังใจให้แก่ผู้วิจัยจนส าเร็จการศึกษาเสมอมา 

 



สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย............................................................................................................................... ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ........................................................................................................................ จ 

กิตติกรรมประกาศ .............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ ................................................................................................................................................ ช 

สารบัญรูป .......................................................................................................................................... ญ 

สารบัญตาราง .......................................................................................................................................ฐ 

สารบัญแผนภาพ ................................................................................................................................. ฑ 

บทท่ี 1 บทน า ..................................................................................................................................... 1 

ความเป็นมาและความส าคัญ .......................................................................................................... 1 

ค าส าคัญ (Key word) .................................................................................................................... 3 

ค าถามในงานวิจัย (Research question) ..................................................................................... 3 

สมมติฐาน (Hypothesis) ............................................................................................................... 3 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย ................................................................................................................ 3 

ขอบเขตของการวิจัย ...................................................................................................................... 3 

ข้อจ ากัดในการวิจัย......................................................................................................................... 4 

จริยธรรมทางการวิจัย ..................................................................................................................... 4 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ ............................................................................................................. 4 

วิธีด าเนินงานวิจัย ........................................................................................................................... 4 

ล าดับขั้นตอนในการวิจัย (Conceptual framework) ................................................................... 6 

บทท่ี 2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง .............................................................................................. 7 

โรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด ........................................................................................... 7 

ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส .................................................................................................... 11  

 



 ซ 

  หน้า 

ยีน CYP11B1 ............................................................................................................................... 13 

มิวเทชัน ........................................................................................................................................ 14 

การวินิจฉัยและการรักษา ............................................................................................................. 18 

การวินิจฉัย ............................................................................................................................ 18 

การรักษา............................................................................................................................... 18 

บทท่ี 3 วิธีด าเนินงานวิจัย ................................................................................................................. 19 

วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย .......................................................................................................... 19 

สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย ................................................................................................................. 21 

โปรแกรมท่ีใช้ในงานวิจัย............................................................................................................... 23 

กลุ่มตัวอย่าง ................................................................................................................................. 23 

วิธีด าเนินงานวิจัย ......................................................................................................................... 24 

1. วิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะขาด 
11บีตา ไฮดรอกซิเลสท้ัง 3 ราย (mutation analysis) .............................................. 24 

2. วิเคราะห์ว่ามิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยท้ัง 3 รายนั้น ได้รับการถ่ายทอดมาจากบิดา และ
มารดาถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม ่............................................ 30 

3. วิเคราะห์ผลของมิวเทชันแบบ splice site ท่ีพบต่อกระบวนการ splicing ในยีน 
CYP11B1 ของผู้ป่วย โดยการท า minigene experiment ....................................... 31 

3.1 การสร้าง minigene ............................................................................................ 31 

3.2 การน า minigene construct เข้าสู่เซลล์ของสัตว์เล้ียงลูกด้วยน้ านมแบบ
ช่ัวคราว (transient transfection) .............................................................. 40 

3.3 สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ COS-7 ท่ีได้ท า transient transfection แล้ว (RNA 
extraction) .................................................................................................. 44 

3.4 การเปล่ียนอาร์เอ็นเอให้เป็นซีดีเอ็นเอ (reverse transcription) และการ
เปรียบเทียบผลของมิวเทชันแบบ IVS7+1G>A ท่ีพบต่อกระบวนการ 
splicing ของผู้ป่วยเทียบกับคนปกติ ............................................................. 45  

 



 ฌ 

  หน้า 

บทท่ี 4 ผลการศึกษา ......................................................................................................................... 47 

1. ผลของการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะ
ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสท้ัง 3 ราย (mutation analysis) .................................................. 47 

2. ผลของการวิเคราะห์ว่ามิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยนั้นได้รับการถ่ายทอดมาจากบิดาและมารดา
ถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม ่................................................................. 50 

3. ผลของการวิเคราะห์มิวเทชันแบบ splice site ท่ีพบ ต่อกระบวนการ splicing ในยีน 
CYP11B1 ของผู้ป่วย ............................................................................................................. 52 

บทท่ี 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ...................................................................... 68 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล ................................................................................................... 68 

ข้อเสนอแนะ ................................................................................................................................. 72 

รายการอ้างอิง ................................................................................................................................... 74 

ภาคผนวก .......................................................................................................................................... 78 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์................................................................................................................. 81 

 

 



 

 

สารบัญรูป 

รูปท่ี 1 ต าแหน่งและภาพตัดขวางของต่อมหมวกไต  
(http://www.adrenalfatigue.co.nz/adrenal-gland-function/) ................................................. 8 

รูปท่ี 2 โครงสร้างภายในของต่อมหมวกไต  
(http://www.endocrinesurgery.net.au/adrenal-anatomy/) .................................................. 10 

รูปท่ี 3 กระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมน (steroid biosynthesis) .................................. 10 

รูปท่ี 4 ภาพอวัยวะเพศก ากวมในผู้ป่วยเพศหญิง (ambiguous genitalia)  
(http://www.soc.ucsb.edu/sexinfo/article/causes-intersexuality) ...................................... 12 

รูปท่ี 5 กระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมน (steroid biosynthesis) เมื่อเกิด ภาวะขาด
เอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลส ........................................................................................................... 13 

รูปท่ี 6 โครงสร้างยีน CYP11B1 ........................................................................................................ 14 

รูปท่ี 7 ล าดับเบสส าคัญของบริเวณ exon-intron junctions 
(http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture12.html) .................. 16 

รูปท่ี 8 กระบวนการการตัดอินทรอน (splicing pathway) 
(http://www.nature.com/nrn/journal/v8/n11/box/nrn2237_BX1.html) ........................... 17 

รูปท่ี 9 ต าแหน่งของไพรเมอร์ในการตรวจหามิวเทชันในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย ........................... 26 

รูปท่ี 10 ผลการออกแบบไพรเมอร์ของเอ็กซอน 1 โดยใช้โปรแกรม Primer 3 ................................. 26 

รูปท่ี 11 ต าแหน่งของมิวเทชันแบบ IVS7+1G>A ในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย ................................ 33 

รูปท่ี 12 ต าแหน่งของไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับสร้าง minigene construct .......................................... 33 

รูปท่ี 13 องค์ประกอบของพลาสมิด pcDNATM3.1/myc-His B mammalian expression 
vector .............................................................................................................................................. 34 

รูปท่ี 14 ต าแหน่งของไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_F_BamHI-HF และไพรเมอร์ 
CYP11B1_IVS7_R_XbaI ................................................................................................................. 35 

รูปท่ี 15 ขั้นตอนการสร้าง minigene construct ............................................................................ 39 

รูปท่ี 16 การวางแผนการท า transient transfection ..................................................................... 41 



 

 

ฎ 

รูปท่ี 17 ปริมาณของสารต่างๆ ท่ีใช้ในการท า transient transfection .......................................... 43 

รูปท่ี 18 จานเล้ียงเซลล์แบบ 6 หลุมท่ีมีการท า transient transfection แล้ว ................................ 44 

รูปท่ี 19 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 
1 และ 2 ซึ่งมีมิวเทชันแบบ nonsense ในเอ็กซอนท่ี 3 ................................................................... 48 

รูปท่ี 20 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 
1 และ 2 ซึ่งมีมิวเทชันแบบ splice site ในอินทรอนท่ี 7 ................................................................. 48 

รูปท่ี 21 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 
3 ซึ่งมีมิวเทชันแบบ deletion ในเอ็กซอนท่ี 4 ................................................................................. 49 

รูปท่ี 22 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 
3 ซึ่งมีมิวเทชันแบบ missense ในเอ็กซอนท่ี 6 ................................................................................ 50 

รูปท่ี 23 แผนภาพ pedigree ของครอบครัวผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2................................................... 51 

รูปท่ี 24 แผนภาพ pedigree ของครอบครัวผู้ป่วยรายท่ี 3 .............................................................. 52 

รูปท่ี 25 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับสร้าง  
minigene construct ซึ่งมีขนาด 1,638 คู่เบส ................................................................................ 53 

รูปท่ี 26 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์ท่ีใช้
ส าหรับสร้าง minigene construct ซึ่งมีขนาด 1,638 คู่เบส ........................................................... 54 

รูปท่ี 27 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์คู่ท่ีสอง ซึ่งมี
ขนาด 1,598 คู่เบส............................................................................................................................ 54 

รูปท่ี 28 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์คู่ท่ีสอง  
ซึ่งมีขนาด 1,598 คู่เบส ..................................................................................................................... 55 

รูปท่ี 29 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วย เมื่อท าการตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ............................................................................................................................ 56 

รูปท่ี 30 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท าการตัด ด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ หลังจากเพิ่มปริมาณช้ินส่วน PCR ...................................................................... 56 

รูปท่ี 31 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท าการตัดด้วย 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ซึ่งพบว่าขนาดของพลาสมิดท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ไม่ถูกต้อง ................................. 57 



 

 

ฏ 

รูปท่ี 32 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท าการตัดด้วย 
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ หลังจากเปล่ียนพลาสมิด .................................................................................... 58 

รูปท่ี 33 ภาพเจลแสดงขนาดโคโลนีของผู้ป่วยท่ีคัดเลือกมาจ านวนท้ังส้ิน 10 โคโลนี ........................ 59 

รูปท่ี 34 ภาพเจลแสดงขนาดโคโลนีของคนปกติท่ีคัดเลือกมาจ านวนท้ังส้ิน 10 โคโลนี ..................... 59 

รูปท่ี 35 ภาพเจลแสดงขนาดของช้ินส่วน PCR คนปกติท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ SacI ........................... 60 

รูปท่ี 36 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร ์
CYP11B1_IVS7_F_ BamHI-HF และไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_R_ XbaI .................................... 61 

รูปท่ี 37 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วย เมื่อท าการตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ............................................................................................................................ 61 

รูปท่ี 38 ภาพเจลแสดงขนาดโคโลนีของท้ังคนปกติและของผู้ป่วย .................................................... 62 

รูปท่ี 39 เซลล์ COS-7 หลังจากท าการ subculture เป็นเวลา 2 วัน ............................................... 63 

รูปท่ี 40 ขนาดของซีดีเอ็นเอของท้ังคนปกติและของผู้ป่วยท่ีมีมิวเทชันแบบ IVS7+1G>A ................ 64 

รูปท่ี 41 แผนภาพการ splicing ของคนปกติและแสดงผลการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 
sequencing จากซีดีเอ็นเอของคนปกติ ............................................................................................ 65 

รูปท่ี 42 แผนภาพการ splicing ของผู้ป่วยและแสดงผลการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 
sequencing จากซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยขนาด 481 คู่เบส.................................................................... 66 

รูปท่ี 43 แสดงแผนภาพการ splicing ของผู้ป่วยและแสดงผลการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 
sequencing จากซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยขนาด 283 คู่เบส.................................................................... 67 



 

 

สารบัญตาราง 

ตารางท่ี 1 ล าดับเบสของไพรเมอร์ท้ัง 8 คู่ ท่ีมีความจ าเพาะสูงต่อยีน CYP11B1 ............................. 27 

ตารางท่ี 2 องค์ประกอบและปริมาณของสารละลายผสม ในหลอดของแต่ละเอ็กซอน               
(ยกเว้นเอ็กซอน 3) ............................................................................................................................ 28 

ตารางท่ี 3 องค์ประกอบและปริมาณของสารละลายผสม ในหลอดส าหรับเอ็กซอน 3 ...................... 28 

ตารางท่ี 4 ขนาดของผลผลิต PCR ของยีน CYP11B1 แต่ละเอ็กซอน .............................................. 29 

ตารางท่ี 5 องค์ประกอบและปริมาณของสารละลายผสมส าหรับเพิ่มจ านวนจีโนมิกดีเอ็นเอของ              
คนปกติและผู้ป่วยท่ีพบมิวเทชันแบบ splice site นี้ ......................................................................... 35 

ตารางท่ี 6 องค์ประกอบของสารละลายผสมในการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ................................. 36 

ตารางท่ี 7 องค์ประกอบของสารละลายผสมในการท า ligation ....................................................... 37 

ตารางท่ี 8 องค์ประกอบของสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 1 .............................................................. 45 

ตารางท่ี 9 องค์ประกอบของสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 2 .............................................................. 45 

ตารางท่ี 10 มิวเทชันแบบ splice site ท่ีค้นพบในยีน CYP11B1  (Nguyen, Nguyen et al., 
2015) ................................................................................................................................................ 71 



 

 

สารบัญแผนภาพ 

แผนภาพที่ 1 ข้ันตอนการทดลองด้วย minigene ส าหรับมิวเทชันแบบ splice site ในยีน 
CYP11B1 .......................................................................................................................................... 31 



 

 

บทที่ 1 
บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคัญ 

โรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด (Congenital Adrenal Hyperplasia; CAH) เป็น

หนึ่งในความผิดปกติทางต่อมไร้ท่อท่ีพบได้บ่อยในเด็ก และสาเหตุของโรคนั้นเกิดมาจากความผิดปกติ

ทางพันธุกรรมท่ีมีการถ่ายทอดแบบยีนด้อยบนออโตโซม (autosomal recessive) โดยเกิดจาก 

มิวเทชัน (mutation) ในยีน CYP11B1 ซึ่งควบคุมการสร้างเอนไซม์ท่ีใช้ในกระบวนการการสร้าง

ฮอร์โมนคอร์ติซอล (cortisol) บริเวณต่อมหมวกไตช้ันนอก (adrenal cortex) ส่งผลให้เกิดการค่ัง

ของสารตั้งต้นเหนือต าแหน่งเอนไซม์ท่ีขาด อีกท้ังยังมีการท้นไปวิถีทางอื่นด้วย (สมจิตร์ จารุรัตนศิริกุล

, 2548) ความไม่สมดุลของระดับฮอร์โมนต่าง ๆ เหล่านี้ ท าให้เกิดอาการทางคลินิกได้ต่าง ๆ กัน 

แล้วแต่ชนิดของเอนไซม์ท่ีขาด เช่น มีอวัยวะเพศก ากวม (ambiguous genitalia) มีความไม่สมดุล

ของสารน้ าและเกลือแร่ มีการสูญเสียเกลือหรือมีการค่ังของเกลือ เป็นต้น หากไม่ได้รับการวินิจฉัยท่ี

ถูกต้อง อาจส่งผลให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ในช่วงวัยทารกตอนต้น โดยภาวะท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดของโรค

เปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดนี้ คือ ภาวะขาดเอนไซม์ 21ไฮดรอกซิเลส (21 -hydroxylase 

deficiency) ซึ่งพบประมาณร้อยละ 90-95 (Rabbani, Mahdieh et al., 2011)  

ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส (11ß-hydroxylase deficiency; 11ß-OHD) เป็นภาวะท่ี

พบได้มากเป็นอันดับท่ีสองของกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด ซึ่งพบประมาณร้อยละ 5-8 

ของผู้ป่วยโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดท้ังหมด (Reisch, Hogler et al., 2013) และมี

สาเหตุมาจากการเกิดมิวเทชันในยีน CYP11B1 ซึ่งเป็นยีนท่ีมีหน้าท่ีในการผลิตเอนไซม์ 11บีตา 

ไฮดรอกซิเลส (11ß-OH) โดยมิวเทชันท่ีเกิดจะต้องเป็นมิวเทชันแบบท่ีส่งผลให้การท างานของเอนไซม์ 

11บีตาไฮดรอกซิเลส หยุดการท างานลงหรือท าให้ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ลดลง 

(inactivating mutation) อีกท้ังเอนไซม์ดังกล่าวยังมีความจ าเป็นในกระบวนการสร้างฮอร์โมน 

อัลโดสเตอโรน (aldersterone) และฮอร์โมนคอร์ติซอล โดยจะเปล่ียนดีออกซีคอร์ติโคสเตอโรน 
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(deoxycorticosterone; DOC) และ 11ดีออกซีคอร์ติซอล (11-deoxycortisol) ไปเป็น ฮอร์โมน 

อัลโดสเตอโรนและฮอร์โมนคอร์ติซอล ตามล าดับ ดังนั้น การขาดเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลสนี้ จึง

ท าให้การสร้างฮอร์โมนอัลโดสเตอโรนและฮอร์โมนคอร์ติซอลลดลง เป็นผลให้กลไกย้อนกลับท่ีไป

กระตุ้นต่อมใต้สมองในส่วนของการผลิตฮอร์โมนให้แก่ต่อมหมวกไตพยายามผลิตฮอร์โมนมากขึ้น 

ส่งผลให้เปลือกต่อมหมวกไตมีขนาดใหญ่ขึ้น อีกท้ังยังท าให้มีการสร้างฮอร์โมนเพศชาย (androgen) 

มากขึ้นอีกด้วย ส าหรับวิถีทางของอัลโดสเตอโรนนั้น แม้ว่าจะเกิดการขาดฮอร์โมนอัลโดสเตอโรนแต่ก็

จะมีการค่ังของดีออกซีคอร์ติโคสเตอโรน ซึ่งมีฤทธิ์เป็นฮอร์โมนมินเนอราโลคอร์ติคอยด์อย่างอ่อน 

(weak mineralocorticoid) เพียง 1/10-1/50 เท่าของอัลโดสเตอโรนเท่านั้น แต่อย่างไรก็ตาม ถ้ามี

ปริ มาณของ ดีออกซี คอร์ ติ โคสเตอโรนมาก  จะท า ให้มี ลักษณะทางคลินิ ก เหมื อนกับมี 

ฮอร์โมนอัลโดสเตอโรนปริมาณมากได้ โดยในทารกเพศหญิงจะมีอวัยวะเพศก ากวม ในขณะท่ีทารก

เพศชายมีอวัยวะเพศปกติ (Nimkarn and New, 2008)  

ยีน CYP11B1 เป็นยีนบนโครโมโซมคู่ท่ี 8 (8q21) ประกอบด้วยเอ็กซอนท้ังส้ิน 9 เอ็กซอน 

(Zhao, Han et al., 2008) แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนท้ังส้ิน 503 กรดอะมิโน และมียีน CYP11B2 

เป็นยีนท่ีมีความคล้ายคลึงกันของล าดับเบสเป็นอย่างมาก (Soardi, Penachioni et al., 2009) โดย

ยีน CYP11B1 ไม่มีการแสดงออกในเลือดแต่มีการแสดงออกมากท่ีต่อมหมวกไต ดังนั้นการเกิด 

มิวเทชันในยีน CYP11B1 จึงส่งผลให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส (White, Dupont et al., 

1991)  

ปัจจุบันพบว่ามีรายงานการเกิดมิวเทชันในยีน CYP11B1 มากกว่า 50 มิวเทชัน โดยพบได้ท้ัง

มิวเทชันแบบ missense  แบบ nonsense  แบบ splice site  แบบ small deletions แบบ small 

insertions  แบบ gross deletions และแบบ complex rearrangements (Zhao, Han et al., 

2008) ซึ่งมิวเทชันเหล่านี้จะส่งผลใหโ้ปรตีนเปล่ียนแปลงไป และจากการศึกษารายงานการวิจัยท่ีผ่าน

มาพบว่ายังไม่มีรายงานการวิจัยใดท่ีศึกษาการเกิดมิวเทชันในผู้ป่วยชาวไทยเลย ดังนั้นจึงเป็นการดี 

เนื่องจากทางกลุ่มวิจัยท่ีภาควิชากุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ มีผู้ป่วยท่ีวินิจฉัยเบื้องต้น

โดยแพทย์ ผู้ เ ช่ียวชาญแล้วว่าน่าจะเป็นภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส จึงจ าเป็นท่ีจะต้อง

ท าการศึกษา และวิเคราะห์ผู้ป่วยทางด้านพันธุกรรมระดับโมเลกุลเพื่อเป็นการยืนยันผลการวินิจฉัย

ของแพทย์ผู้เช่ียวชาญ ซึ่งน าไปสู่การรักษาผู้ป่วยได้อย่างถูกต้อง และเพื่อให้ข้อมูลท่ีถูกต้องกับผู้ป่วย 
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อีกท้ังเพื่อเป็นการค้นหามิวเทชันในยีน CYP11B1 รูปแบบใหม่ และน าไปสู่การศึกษาความสัมพันธ์

ของมิวเทชันรูปแบบใหม่นี้กับภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสอีกด้วย 

ค าส าคัญ (Key word) 

11ß-hydroxylase deficiency, congenital adrenal hyperplasia, 11ß-OHD, CAH, 

CYP11B1 

ค าถามในงานวิจัย (Research question) 

 สาเหตุทางพันธุกรรมท่ีท าให้ผู้ป่วยชาวไทยท้ัง 3 ราย เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส? 

สมมติฐาน (Hypothesis) 

มิวเทชันในยีน CYP11B1 เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสในผู้ป่วย 

ชาวไทยท้ัง 3 ราย 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อวิเคราะห์หามิวเทชันในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วยชาวไทยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่ามีภาวะ

ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส 

2. เพื่อศึกษาผลของมิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยชาวไทยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส 

ขอบเขตของการวิจัย 

 ศึกษายีน CYP11B1 ของผู้ป่วยชาวไทยท้ัง 3 รายท่ีได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ผู้เชียวชาญ

จากแผนกกุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์แล้ว ว่ามีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส พร้อม

ท้ังศึกษายีน CYP11B1 ของพ่อและแม่ของผู้ป่วยรายนั้นๆ ด้วย โดยจะวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหา 

มิวเทชัน (mutation analysis) ในผู้ป่วยแต่ละราย และเมื่อพบมิวเทชันของผู้ป่วยแล้ว  ท าการ

วิเคราะห์ผลของมิวเทชันนั้นๆ โดยถ้าพบว่ามิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยเป็นแบบ nonsense, deletion 

หรือ insertion สามารถสรุปได้เลยเนื่องจากมิวเทชันดังกล่าวนั้นมีผลท าให้โปรตีน CYP11B1 ผิดปกติ

ไป หากมิวเทชันท่ีพบเป็นแบบ splice site จะต้องวิเคราะห์ผลของมิวเทชันรูปแบบนี้โดยใช้การ

ทดลองด้วย minigene และถ้ามิวเทชันท่ีพบเป็นแบบ missense จะต้องท าการวิเคราะห์ผลของ 

มิวเทชันด้วยการท า functional analysis  
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ข้อจ ากัดในการวิจัย 

 เนื่องจากยีน CYP11B1 ไม่มีการแสดงออกในเลือด แต่มีการแสดงออกอย่างมากในต่อม

หมวกไต ดังนั้น ในการศึกษาผลของการแสดงออกของมิวเทชัน จึงไม่สามารถท่ีจะสกัดอาร์เอ็นเอจาก

เลือดของผู้ป่วยมาศึกษาได้ และเป็นการยากท่ีจะสามารถน าต่อมหมวกไตของผู้ป่วยมาสกัดอาร์เอ็นเอ

ได้เช่นกัน ดังนั้น ในการศึกษาการแสดงออกของยีน CYP11B1 ท่ีเกิดมิวเทชันนั้น จะต้องท าการศึกษา

โดยการสร้าง construct ท้ังของคนปกติและของผู้ป่วยข้ึนมา แล้วน าไปใส่เข้าไปในเซลล์ของสัตว์เล้ียง

ลูกด้วยน้ านมเพื่อให้เซลล์เหล่านั้นท าให้ยีน CYP11B1 เกิดการแสดงออกแทนนั่นเอง  

จริยธรรมทางการวิจัย 

การวิจัยนี้ได้รับการอนุมัติการท าวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ จาก

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยแล้ว (IRB No. 505/53 และ COA No. 092/2011) 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ประโยชน์ต่อตัวผู้ป่วยและครอบครัว 

การพบสาเหตุของความผิดปกติ จะท าให้การดูแลรักษาผู้ป่วยมีแนวทางท่ีชัดเจนขึ้น จากผล

การศึกษานี้ท าให้แพทย์สามารถวินิจฉัยและให้ค าปรึกษาแนะน าทางพันธุศาสตร์กับผู้ป่วยได้อย่าง

แม่นย ามากขึ้น และน าไปสู่การรักษาเพื่อบรรเทาอาการได้ดีขึ้น  

2. ประโยชน์ต่อองค์ความรู้พื้นฐานส าหรับภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสในประเทศไทย 

สามารถพบปัจจัยทางพันธุกรรมท่ีเป็นสาเหตุของโรค ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการเข้าใจในการ

เกิดโรค และน าไปสู่การรักษาท่ีดีขึ้นในอนาคต 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

งานวิจัยนี้แบ่งวิธีการด าเนินงานวิจัยออกเป็น 3 ส่วน ดังนี้ 

1. วิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะขาด 11

บีตาไฮดรอกซิเลสท้ัง 3 ราย (mutation analysis) 
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2. วิเคราะห์ว่ามิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยนั้นได้รับการถ่ายทอดมาจากบิดา และมารดาถูกต้อง

ตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม่ 

3. วิเคราะห์ผลของมิวเทชันท่ีพบต่อโปรตีน CYP11B1 โดยมิวเทชันท่ีมีความเป็นไปได้ท่ีจะ

พบมีท้ังส้ิน 5 แบบ ดังนี้ 

1.) มิวเทชัน แบบ nonsense  

2.) มิวเทชัน แบบ deletion 

3.) มิวเทชัน แบบ insertion 

4.) มิวเทชัน แบบ splice site (แบบใหม)่ 

5.) มิวเทชัน แบบ missense (แบบใหม)่  

3.1 ถ้ามิวเทชันท่ีพบเป็นแบบท่ี 1-3.) มิวเทชันนั้นมีผลท าให้โปรตีน CYP11B1 

ผิดปกติไป 

3.2 ถ้ามิวเทชันท่ีพบเป็นแบบท่ี 4.) จะต้องตรวจสอบว่ามิวเทชันนั้น มีผลท าให้เกิด

การตัดอินทรอน (splicing) ผิดปกติไปหรือไม่ และมีผลท าให้เกิดอาร์เอ็นเอท่ีผิดปกติหรือไม่ 

โดยใช้การทดลองด้วย minigene 

3.3 ถ้ามิวเทชันท่ีพบเป็นแบบท่ี 5.) จะท าการวิเคราะห์มิวเทชันท่ีพบด้วยการท า 

functional analysis 
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ล าดับขั้นตอนในการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชนัในผู้ป่วย 

วิเคราะห์ว่ามิวเทชันที่พบในผู้ป่วยนั้นได้รับการถา่ยทอดมาจาก
บิดาและมารดาถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม่ 

ถ้า 

Nonsense/
Deletion/ 
Insertion 

Splice site Missense 

Pathogenic 
Minigene 
analysis 

Functional 
analysis 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

โรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด  

 โรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด (Congenital Adrenal Hyperplasia; CAH) เป็น

หนึ่งในโรคทางเมแทบอลิซึมท่ีมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมท่ีพบได้มากท่ีสุดโรคหนึ่ง เกิดจากความ

ผิดปกติของต่อมหมวกไตส่วนนอก (adrenal cortex) มีจ านวนเซลล์มากเกินไป เป็นผลให้ต่อมหมวก

ไตมีขนาดใหญ่กว่าปกติ อีกท้ังยังส่งผลให้มีการสร้างฮอร์โมนเพศชาย (androgen) จ านวนมากใน

ระยะการเจริญเติบโตของตัวอ่อนอีกด้วย จึงท าให้ในกรณีของทารกเพศหญิงจะมีอวัยวะเพศก ากวม 

(ambiguous genitalia) คล้ายอวัยวะเพศของเพศชาย ส่วนในกรณีของทารกเพศชายจะมีอวัยวะเพศ

ท่ีปกติท าให้ตรวจไม่พบในระยะแรก โดยความผิดปกติดังกล่าวท่ีส่งผลให้เกิดโรคเปลือกต่อมหมวกไต

หนาแต่ก าเนิดนั้น เกิดมาจากการท่ีต่อมหมวกไต ไม่สามารถสร้างฮอร์โมนคอร์ติซอลได้  เนื่องมาจาก

การขาดเอนไซม์ใดเอนไซม์หนึ่งในกระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมน ท่ีบริเวณของต่อม 

หมวกไตส่วนนอกนั่นเอง (สมจิตร์ จารุรัตนศิริกุล, 2548); (Krone and Arlt, 2009)  

โดยต่อมหมวกไต เป็นต่อมไร้ท่อท่ีอยู่บริเวณส่วนบนของไตท้ังสองข้าง (ดังรูปท่ี 1) ภายในมี

หลอดเลือด หลอดน้ าเหลืองและเส้นประสาทเข้ามายังต่อมหมวกไต เนื้อต่อมของต่อมหมวกไตจะแบ่ง

ออกเป็น 2 ส่วน คือ  ต่อมหมวกไตส่วนนอก มีลักษณะเป็นเนื้อสีเหลือง ซึ่งมีหน้าท่ีในการสังเคราะห์ 

สเตอรอยด์ฮอร์โมนท่ีส าคัญ 3 ชนิด คือ ฮอร์โมนคอร์ติซอล แอลโดสเตอโรน (aldosterone) และ

ฮอร์โมนเพศชาย และอีกส่วนหนึ่ง คือ ต่อมหมวกไตส่วนใน (adrenal medulla) อยู่ด้านในสุดมีสี

น้ าตาลแดง และมีหน้าท่ีในการสังเคราะห์ฮอร์โมนเอมีนท่ีส าคัญ 2 ชนิด คือ เอพิเนฟรินและ 

นอร์เอพิเนฟริน 

ต่อมหมวกไตส่วนนอก ยังแบ่งออกเป็น 3 ช้ัน (ดังรูปท่ี 2) ได้แก่ ช้ันนอกสุด คือ zona 

glomerulosa เป็นช้ันท่ีอยู่ติดกับแคปซูล เซลล์มีขนาดเล็กจับกันเป็นกลุ่มกลม (glomerulus-like) 

หรือเป็นแถวโค้ง (archlike-like) เซลล์ในบริเวณนี้มีลักษณะของเซลล์ท่ีมีการหล่ังของสเตอรอยด์ 
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(steroid-secreting cells) แต่ไม่มีเอนไซม์ 17α-ไฮดรอกซิเลส จึงไม่สามารถสังเคราะห์ฮอร์โมน 

คอร์ติซอลและฮอร์โมนเพศได้ เซลล์จึงท าหน้าท่ีในการสังเคราะห์แอลโดสเตอโรน ซึ่งเป็นฮอร์โมนท่ีท า

หน้าท่ีในการควบคุมปริมาตรน้ านอกเซลล์และสมดุลของโพแทสเซียม ช้ันกลาง คือ zona fasiculata 

เป็นช้ันท่ีหนาท่ีสุด เซลล์มีขนาดใหญ่กว่าเซลล์ในช้ันแรกมีการจัดตัวเป็นแถวตรงเรียงขนานกัน โดย

เซลล์ในบริเวณนี้มีลักษณะของเซลล์ท่ีมีการหล่ังของสเตอรอยด์เช่นกัน เพียงแต่เซลล์บริเวณนี้มี

เอนไซม์ 17α-ไฮดรอกซิเลส ดังนั้นเซลล์บริเวณนี้จึงสังเคราะห์และหล่ังฮอร์โมนคอร์ ติซอล ซึ่งเป็น

ฮอร์โมนท่ีมีผลต่อร่างกายท้ังกระบวนการสร้างและกระบวนการสลาย ต้านภาวะเครียดและท าให้

ระดับน้ าตาลในเลือดสูงอีกด้วย 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 ต าแหน่งและภาพตัดขวางของต่อมหมวกไต  
(http://www.adrenalfatigue.co.nz/adrenal-gland-function/) 

ไตด้านซ้าย  
(Left kidney) 

ไตด้านขวา (Right kidney) 

ต่อมหมวกไตด้านซ้าย 
(Left adrenal gland) 

ต่อมหมวกไตด้านขวา 
(Right adrenal gland) 

ภาพตัดตามขวางของต่อมหมวกไต 

ต่อมหมวกไตส่วนใน 
(Adrenal medulla) ต่อมหมวกไตส่วนนอก 

(Adrenal cortex) 

http://www.adrenalfatigue.co.nz/adrenal-gland-function/
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โดยกลไกในการควบคุมการสร้างและการหล่ังฮอร์โมนคอร์ติซอล จะอาศัยกลไกย้อนกลับท่ีเรียกว่า 

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis นอกจากนี้เซลล์บริเวณนี้ยังมีเอนไซม์ 17,20- 

ไฮดรอกซิเลส จึงสามารถสังเคราะห์และหล่ังฮอร์โมนเพศได้ด้วย  และช้ันท่ีอยู่ในสุด คือ zona 

reticularis เป็นช้ันในสุดของต่อมหมวกไตส่วนนอก เซลล์เรียงต่อกันเป็นร่างแหส้ันๆ เซลล์ในบริเวณนี้

มีลักษณะของเซลล์ท่ีมีการหล่ังของสเตอรอยด์และท าหน้าท่ีในการสังเคราะห์และหล่ังฮอร์โมนเพศ

ชาย ซึ่งมีบทบาทในการเริ่มมีขนท่ีหัวหน่าวนั่นเอง (พรรณี หนูซื่อตรง and อรพิน เกิดประเสริฐ, 

2555) 

 โรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด เป็นกลุ่มของโรคท่ีมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบ

ยีนด้อยบนโครโมโซมร่างกาย (autosomal recessive) และมีสาเหตุมาจากการขาดเอนไซม์ใด

เอนไซม์หนึ่งหรือการขาดแคลนโปรตีนชนิดใดชนิดหนึ่งท่ีเกี่ยวข้องในกระบวนการของการสังเคราะห์ 

สเตอรอยด์ฮอร์โมน (รูปท่ี 3) โดยสามารถจ าแนกความผิดปกติในกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่

ก าเนิด ได้ท้ังส้ิน 6 ชนิด ดังนี้ 21-hydroxylase deficiency (21-OHD), 11ß-hydroxylase 

deficiency (11ß-OHD), 3ß-hydroxysteroid dehydrogenase deficiency (3ß-HSD), 17α-

hydroxylase deficiency (17-OHD), Steroidogenic acute regulatory protein (STAR) 

deficiency และ P450 oxidoreductase deficiency และความผิดปกติทุกชนิดมีการถ่ายทอดทาง

พันธุกรรมแบบยีนด้อยบนโครโมโซมร่างกายท้ังส้ิน (สมจิตร์ จารุรัตนศิริกุล, 2548), (Krone and 

Arlt, 2009)  
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รูปท่ี 2 โครงสร้างภายในของต่อมหมวกไต  
(http://www.endocrinesurgery.net.au/adrenal-anatomy/) 

 

 

รูปท่ี 3 กระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมน (steroid biosynthesis) 

ต่อมหมวกไตส่วนใน 

ต่อมหมวกไต
ส่วนนอก 

แคปซูล  

ต่อมหมวกไต 
ส่วนใน 

Zona 
reticularis 

Zona 
fasciculata 

Zona 
glomerulasa  

http://www.endocrinesurgery.net.au/adrenal-anatomy/
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ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส  

ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส (11ß-hydroxylase deficiency; 11ß-OHD) เป็นความ

ผิดปกติท่ีพบได้มากท่ีสุดเป็นอันดับท่ีสองในกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิด รองลงมาจาก

ภาวะขาด 21ไฮดรอกซิเลส (21-hydroxylase deficiency) โดยพบประมาณ 5%-8% ของผู้ป่วยใน

กลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดท้ังหมด หรือกล่าวได้ว่า ในประชากรท่ัวไปจะพบผู้ป่วยด้วย

โรคนี้ในอัตราส่วน 1 ใน 100,000 คน ถึง 1 ใน 200,000 คน   (Mooij, Parajes et al., 2015) แต่

พบว่าส าหรับประชากรชาวมุสลิมและชาวยิวในแถบตะวันออกกลางจะพบผู้ป่วยด้วยโรคนี้ถึง 15% 

ของผู้ป่วยในกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดท้ังหมด (Sahakitrungruang, 2015) หรือคือ

พบได้ในอัตราส่วน 1 ใน 7000 คน (Melcescu, Phillips et al., 2012)  

ผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส จะมีปริมาณของสเตอรอยด์ฮอร์โมนต่างๆ ท่ี

ผิดปกติไป มีการค่ังของโซเดียม มีลักษณะของต่อมหมวกไตโตกว่าปกติ อีกท้ังในผู้ป่วยเพศหญิงยังมี

อาการของอวัยวะเพศก ากวม (ambiguous genitalia) (รูปท่ี 4) นอกจากนี้ยังมีอาการหลักๆ อยู่ 2 

อาการท่ีสามารถใช้วินิจฉัยเบื้องต้นในการจ าแนกโรคดังกล่าวนี้ออกจากโรคอื่นๆ ในกลุ่มโรคเปลือก

ต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดได้ นั่นคือ อาการท่ีร่างกายมีลักษณะท่ีแข็งแรงแบบเพศชาย (virilization) 

และอาการความดันโลหิตสูง (hypertension) นั่นเอง โดยภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส ถูกแบ่ง

ออกเป็น 2 ชนิด คือ ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส แบบ classic (classical 11ß-hydroxylase 

deficiency) และภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส แบบ nonclassic (nonclassical 11ß-

hydroxylase deficiency) ซึ่งภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสท้ังสองชนิดนี้จะถูกแบ่งแยกกันด้วย

ความรุนแรงของโรคในผู้ป่วยแต่ละราย โดยผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส แบบ classic 

พบว่าร่างกายจะมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วกว่าเกณฑ์ปกติในช่วงวัยเด็ก มีผมและขนตามร่างกาย

มาก มีโครงสร้างร่างกายและมีลักษณะท่ีแข็งแรงแบบเพศชาย อีกท้ังยังมีความสูงท่ีต่ ากว่าเกณฑ์ปกติ

ในช่วงวัยผู้ใหญ่ นอกจากนี้ในผู้ป่วยเพศหญิงจะมีอาการอวัยวะเพศคล้ายกับอวัยวะเพศของผู้ชาย 

อาการดังกล่าวเกิดมาจากการท่ีมีการหล่ังฮอร์โมนเพศชายในช่วงท่ีผู้ป่วยยังเป็นตัวอ่อนอยู่ ส่วนใน

ผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส แบบ nonclassic จะไม่มีอาการของอวัยวะเพศก ากวม แต่

จะมีอาการท่ีเกิดมาจากการที่ฮอร์โมนเพศชายหล่ังมากเกินไป นอกจากนี้ผู้ป่วยเพศหญิงในช่วงของวัย
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ผู้ใหญ่นั้น พบว่ามีภาวะท่ีมีขนแบบชาย (hirsutism) และภาวะเลือดประจ าเดือนออกผิดปกติ

(oligomenorrhea) ด้วย (Zhao, Han et al., 2008)  

 

 

รูปท่ี 4 ภาพอวัยวะเพศก ากวมในผู้ป่วยเพศหญิง (ambiguous genitalia)  
(http://www.soc.ucsb.edu/sexinfo/article/causes-intersexuality) 

 
 ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ ดีออกซี 

คอร์ติโคสเตอโรน (deoxycorticosterone; DOC) ไปเป็น แอลโดสเตอโรน และการเปล่ียนแปลง 

11-ดีออกซีคอร์ติซอล (11-deoxycortisol) ไปเป็นฮอร์โมนคอร์ติซอล ท่ีลดลง (รูปท่ี 5) และเมื่อ

ปริมาณของฮอร์โมนคอร์ติซอลลดลงเป็นผลให้เกิดการควบคุมย้อนกลับไปยับยั้งการหล่ังของ ACTH 

(adrenocorticotropic hormone) ท่ีลดลง ส่งผลให้เกิดการหล่ัง ACTH ท่ีมากเกินไป นอกจากนี้ยัง

เกิดการค่ังของสารต้ังต้นในกระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมน มีผลท าให้สารต้ังต้นต่างๆ

เหล่านั้นท้นไปทางด้านของการสังเคราะห์ฮอร์โมนเพศชาย เป็นผลให้มีการหล่ังของฮอร์โมนเพศชายท่ี

มากเกินไป โดยสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส คือ การเกิดมิวเทชันใน 

ยีน CYP11B1 นั่นเอง (Nimkarn and New, 2008) 

 

 

 

เพศหญิง 
เพศชาย 

http://www.soc.ucsb.edu/sexinfo/article/causes-intersexuality
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รูปท่ี 5 กระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมน (steroid biosynthesis) เมื่อเกิด 
ภาวะขาดเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลส 

 

ยีน CYP11B1 

 ยีน CYP11B1 เป็นยีนท่ีอยู่บนแขนข้างยาวของโครโมโซมคู่ท่ี 8 (8q21) ประกอบด้วย 

เอ็กซอนท้ังส้ิน 9 เอ็กซอน (รูปท่ี 6) ยีนมีขนาด 6.03 กิโลเบส เอ็มอาร์เอ็นเอมีขนาด 1,512 คู่เบส ซึ่ง

แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ท้ังส้ิน 503 กรดอะมิโน โดยมิวเทชันท่ีเกิดขึ้นในยีน CYP11B1 นี้จะท าให้

ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลสลดลงหรือไม่สามารถท างานได้เลย 

(Zhao, Han et al., 2008) นอกจากนี้ ยีน CYP11B1 ยังมียีน CYP11B2 ซึ่งเป็นยีนท่ีมีความ

คล้ายคลึงกันของล าดับเบสในบริเวณ coding ถึง 93% และมีความคล้ายคลึงกันของล าดับเบสใน

บริเวณอินทรอนถึง 90% อีกด้วย โดยท่ียีน CYP11B2 นั้น มีหน้าท่ีในการผลิตเอนไซม์อัลโดสเตอโรน

ซินเทส (aldosterone synthase) ในขณะท่ียีน CYP11B1 มีหน้าท่ีในการผลิตเอนไซม์ 11บีตา 

ไฮดรอกซิเลส ยีนท้ังสองยีนอยู่ห่างกันประมาณ 40 กิโลเบส โดยการแสดงออกของยีน CYP11B1 นั้น 

จะถูกควบคุมด้วยฮอร์โมนอะดรีโนคอร์ติโคโทรฟริก (adrenocorticotrophic hormone; ACTH) 
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และยีน CYP11B1 ยังไม่มีการแสดงออกในเลือด แต่มีการแสดงออกมากท่ีต่อมหมวกไตอีกด้วย 

(White, Dupont et al., 1991)   

 

 

รูปท่ี 6 โครงสร้างยีน CYP11B1 
 

ในปี 1991 มีรายงานว่าพบมิวเทชันในยีน CYP11B1 ครั้งแรก ซึ่งค้นพบโดย White และคณะ  

ต่อจากนั้นก็ได้มีการรายงานเกี่ยวกับมิวเทชันในยีน CYP11B1 มากกว่า 50 ชนิด ซึ่งประกอบไปด้วย

มิวเทชันท้ังแบบ missense แบบ nonsense แบบ splice sites แบบ deletions ขนาดเล็ก แบบ 

deletions ขนาดใหญ่ แบบ insertion และแบบ rearrangement ท่ีซับซ้อน ถึงแม้จากรายงานท่ี

ผ่านมาจะพบว่าการกระจายตัวของมิวเทชันในยีน CPY11B1 มีการกระจายตัวท่ัวท้ังยีน แต่ก็พบว่า 

มิวเทชันส่วนใหญ่จะพบในเอ็กซอนท่ี 6, 7 และ 8 นั่นเอง ซึ่งบ่งบอกได้ว่าการกระจายตัวของมิวเทชัน

ในยีน CYP11B1 นั้น ไม่ได้มีการกระจายตัวแบบสุ่ม และสาเหตุท่ีพบมิวเทชันท่ีก่อให้เกิดโรค ภาวะ

ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส จ านวนมากในเอ็กซอนท่ี 6, 7 และ 8 เนื่องมาจากบริเวณเอ็กซอนท้ัง 3  

เอ็กซอนนั้น เป็นบริเวณของล าดับเบสท่ีมีความส าคัญส าหรับการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อ

ประสิทธิภาพของการท างานของเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลส นั่นเอง (Zhao, Han et al., 2008)  

มิวเทชัน 

มิวเทชัน หรือ การกลาย หมายถึง การเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม และลักษณะท่ี

เปล่ียนแปลงไปนั้นจะสามารถถ่ายทอดไปยังลูกหลานได้ ซึ่งมิวเทชันมีท้ังในระดับของโครโมโซมและ

ในระดับของยีน โดยในระดับยีนนั้น จะเกิดการเปล่ียนแปลงในโมเลกุลดีเอ็นเอ จากนั้นจะส่งผ่านไป
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ยังเอ็มอาร์เอ็นเอ และแปลงไปเป็นโปรตีนในท่ีสุด ซึ่งโปรตีนท่ีมาจากดีเอนเอท่ีเกิดมิวเทชันนั้นก็

อาจจะท าให้การท างานของโปรตีนนั้นๆ เปล่ียนแปลงไปด้วยเช่นกัน (Clark and Pazdernik, 2013)  

มิวเทชันมีด้วยกันหลายชนิด และมิวเทชันท่ีเกิดขึ้นในผู้ป่วย อาจพบได้ท้ังมิวเทชันท่ีมีความ

เหมือนและหรือแตกต่างกันในผู้ป่วยแต่ละราย โดยมิวเทชันท่ีแตกต่างกันก็จะส่งผลต่อการ

เปล่ียนแปลงของโปรตีนท่ีแตกต่างกันด้วย ซึ่งผลของมิวเทชันท่ีมีต่อโปรตีนนั้น มีด้วยกันหลายรูปแบบ 

อาทิเช่น เมื่อเกิดมิวเทชันแล้วท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปของกรดอะมิโน (missense mutation)

เมื่อเกิดมิวเทชันแล้วไม่เกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน (silent mutation) เมื่อเกิดมิวเทชันแล้วท า

ให้เกิดเป็นรหัสหยุด (nonsense mutation) หรือเมื่อเกิดมิวเทชันจากการเพิ่มขึ้นของเบส 

(insertion) หรือจากการลดลงของเบส (deletion) แล้วท าให้เกิดเฟรมชิฟท์ (frameshift mutation) 

เป็นต้น (Taylor and Day, 2005) โดยจากข้อมูลของยีนท้ังหมดในฐานข้อมูล The Human Gene 

Mutation Database (HGMD) พบว่า มีมิวเทชันท่ีอยู่ในบริเวณส่วนท่ีแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน 

(coding) ถึง 86% มีมิวเทชันในบริเวณอินทรอน 11% และมีมิวเทชันในบริเวณ regulatory 3% 

ดังนั้น มิวเทชันท่ีบริเวณส่วนท่ีแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน จึงเป็นบริเวณท่ีสนใจเป็นล าดับแรกในการ

ค้นหามิวเทชันในผู้ป่วย และนอกจากในบริเวณของส่วนท่ีแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนแล้วนั้น ในบริเวณ

อินทรอน โดยเฉพาะในส่วนของล าดับเบสอนุรักษ์ (consensus sequences) ของ exon-intron 

splice junctions ก็เป็นบริเวณท่ีน่าสนใจเป็นล าดับต่อมาในการค้นหามิวเทชันในผู้ป่วยด้วย 

เนื่องมาจาก จากข้อมูลในฐานข้อมูลของ HGMD พบว่ามีมิวเทชันอยู่ในส่วนนี้ถึง 10% ของมิวเทชันใน

บริเวณอินทรอนท้ังหมดท่ีมีรายงานนั่นเอง (Cooper, Chen et al., 2010) และส าหรับส่ิงมีชีวิตท่ีมี

วิวัฒนาการสูงจ าพวกยูคาริโอตนั้น ความถูกต้องในการตัดอินทรอนและเช่ือมเอ็กซอน (splicing) จะ

ขึ้นอยู่กับบริเวณ exon-intron junctions ซึ่งจะประกอบไปด้วยล าดับเบสท่ีมีการอนุรักษ์ส าคัญ 3 

ส่วน ได้แก่ 5’-splice site, 3’-splice site และ branch site (ดังรูปท่ี 7)  
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รูปท่ี 7 ล าดับเบสส าคัญของบริเวณ exon-intron junctions 
(http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture12.html) 

 

โดยท่ีในบริเวณปลาย 5’ ของอินทรอนจะเริ่มต้นด้วย splice donor site ซึ่งจะประกอบด้วยเบส GT 

เป็นเบสสองตัวแรกของอินทรอน ในขณะท่ีบริเวณปลาย 3’ ของอินทรอนจะเป็นส่วนของ splice 

acceptor site ประกอบด้วยเบส AG เป็นเบสสองตัวสุดท้ายของอินทรอนเสมอ และในส่วน branch 

site จะมีส่วน branch point ซึ่งจะเป็นต าแหน่งของเบส A (Cartegni, Chew et al., 2002) และ

บริเวณของ exon-intron junctions ท้ัง 3 ส่วนนี้ จะเป็นบริเวณท่ีจับของโมเลกุลขนาดใหญ่ชนิดหนึ่ง 

ท่ีมีช่ือว่า spliceosome ในขั้นตอนของการตัดอินทรอน นั่นเอง โดย spliceosome เป็นโมเลกุล

ขนาดใหญ่ท่ีประกอบไปด้วย RNA-protein complexes ขนาดเล็ก ท่ีเรียกว่า snRNPs (small 

nuclear ribonucleoprotein particles) ท้ังส้ิน 5 ช้ิน ได้แก่ U1, U2, U4, U5 และ U6 snRNPs 

โดยกระบวนการการตัดอินทรอน (splicing pathway) (รูปท่ี 8) เริ่มต้นท่ี U1 snRNP มาจับท่ีเบส 

GU บริเวณ 5’ splice site และU2 snRNP auxiliary factor (U2AF) ขนาด 65-kDa มาจับท่ีบริเวณ 

polypyrimidine tract (Py)n ในขณะท่ี U2AF ขนาด 35-kDa มาจับกับเบส AG ท่ีบริเวณ 3’ 

splice site จากนั้น U1 และ U2AF มาเช่ือมกันตรงบริเวณปลายอินทรอนท้ังสองด้าน 

 

5’splice donor site 
3’splice 

acceptor site 

http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture12.html


 

 

17 

 

รูปท่ี 8 กระบวนการการตัดอินทรอน (splicing pathway) 
(http://www.nature.com/nrn/journal/v8/n11/box/nrn2237_BX1.html) 

 
กลายเป็น E complex ต่อมา E complex จะมาจับกับ U2 snRNP ท่ีบริเวณ branch point ซึ่ง

เรียกการรวมตัวของ E complex กับ U2 snRNP ว่า A complex จากนั้น A complex จะจับกับ 

U4/U6/U5 tri-snRNP และเกิดการเรียงตัวใหม่ โดย U6 snRNP จะมาแทนท่ี U1 snRNP กลายเป็น 

spliceosome ขนาดใหญ่ ในขณะท่ี U1 และ U4 snRNPs จะหลุดและสลายไปจากนั้นเกิดการตัด 

อินทรอนออก และเช่ือมเอ็กซอนเข้าด้วยกัน (Allison, 2012) ดังนั้นการท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงไปของ

E complex 

A complex 

Large spliceosome 

http://www.nature.com/nrn/journal/v8/n11/box/nrn2237_BX1.html
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เบสบริเวณ exon-intron junctions จึงอาจส่งผลให้กระบวนการการตัดอินทรอนไม่สามารถท างาน

ได้อย่างมีประสิทธิภาพได้ 

การวินิจฉัยและการรักษา 

การวินิจฉัย 

 ส าหรับการวินิจฉัยโรคในกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนาแต่ก าเนิดนั้น อัตราส่วนของสารต้ัง

ต้นต่างๆ ในกระบวนการสังเคราะห์สเตอรอยด์ฮอร์โมนเป็นหลักส าคัญส าหรับการวินิจฉัยโรค ซึ่งภาวะ

ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส นั้น อาการท่ีแสดงออกในผู้ป่วยจะมีลักษณะท่ีทับซ้อนกันกับภาวะ 21-

OHD แบบ classic และภาวะ 3ß-HSD โดยในการวินิจฉัยภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส ส่ิงท่ีต้อง

ตรวจในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ การเจาะหาเกลือแร่ในเลือด (electrolyte) ซึ่งจะพบโซเดียมสูงและ

โพแทสเซียมต่ าในเลือด พบระดับฮอร์โมนคอร์ติซอลในเลือดต่ า (<20 ไมโครกรัมต่อเดซิลิตร) และ

ระดับ ACTH สูงในเลือด ระดับ plasma renin activity ต่ า ซึ่งเป็นผลมาจากการท่ีระดับโซเดียมใน

เลือดสูงจึงไปยับยั้งการท างานของ renin ระดับของฮอร์โมน 17-OHP (17-OH Progesterone) มีค่า

ปกติ (200-1000 นาโนกรัมต่อเดซิลิตร) ในขณะท่ีระดับ 11-ดีออกซีคอร์ติซอล จะสูง (>1800 นาโน

กรัมต่อเดซิลิตร) นอกจากนี้เมื่อตรวจ MRI ยังพบว่า ต่อมหมวกไตมีขนาดใหญ่ขึ้นท้ังสองข้างด้วย  

(สมจิตร์ จารุรัตนศิริกุล, 2548) 

การรักษา 

 ส าหรับการรักษา พบว่า เป้าหมายหลักของการรักษาโรคในกลุ่มโรคเปลือกต่อมหมวกไตหนา

แต่ก าเนิดท้ังหมดมีด้วยกัน 2 เป้าหมายหลัก คือ การให้ฮอร์โมนเพื่อแทนท่ีฮอร์โมนท่ีขาดไปและ

ชดเชยผลกระทบท่ีเกิดจากสารต้ังต้นของฮอร์โมนท่ีมากเกินไป โดยส าหรับภาวะขาด 11บีตา 

ไฮดรอกซิเลสนั้น จะให้ glucocorticoid แก่ผู้ป่วย เพื่อท าให้ลักษณะท่ีมีความแข็งแรงเหมือนผู้ชาย

ลดลง ส่วนในผู้ป่วยท่ีมีอาการของอวัยวะเพศก ากวมควรผ่าตัดแก้ไขก่อนอายุ 3 ปีนั่นเอง (Turcu and 

Auchus, 2015) 

 

 

 



 

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. ไมโครปิเปต; P2 (0.1-2 ไมโครลิตร), P10 (1-10 ไมโครลิตร), P20 (2-20 ไมโครลิตร), 

P100 (10-100 ไมโครลิตร), P200 (20-200 ไมโครลิตร) และ P1000 (100-1000 

ไมโครลิตร) (Thermo Scientific, USA) 

2. ทิป; 10 ไมโครลิตร, 200 ไมโครลิตร และ 1000 ไมโครลิตร (Thermo Scientific, USA) 

3. เซโรโลจิคัลปิเปตแบบฆ่าเช้ือ; 5 มิลลิลิตร, 10 มิลลิลิตร และ 25 มิลลิลิตร (SPL Life 

Sciences, Korea) 

4. ปิเปต บอย (Jencons Scientific, MA) 

5. หลอดชนิด microcentrifuge; 0.2 มิลลิลิตร, 0.6 มิลลิลิตร และ 1.5 มิลลิลิตร 

(Thermo Scientific, USA) 

6. หลอดชนิด conical centrifuge; 15 มิลลิลิตร และ 50 มิลลิลิตร (Thermo Scientific, 

USA) 

7. กระบอกตวง; 100 มิลลิลิตร และ 1,000 มิลลิลิตร (Pyrex®, USA) 

8. แท่นวางหลอด (rack) (Autopack, USA) 

9. ขวดแก้วรูปชมพู่; 250 มิลลิลิตร (Pyrex®, USA) 

10. ขวดดูแรน; 50 มิลลิลิตร, 100 มิลลิลิตร, 500 มิลลิลิตร และ 1,000 มิลลิลิตร (Duran, 

Germany) 

11. ฟลาสค์; 250 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร (Pyrex) 

12. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 

13. กระดาษฟลอยด์ (Aro, China) 

14. ถาดส าหรับเตรียมเจล พร้อมหวี 
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15. วอร์เธอร์ บาธ (VWR, Singapore) 

16. จานเล้ียงเซลล์แบบ 6 หลุม (Thermo Scientific, USA) 

17. ฟลาสค์เล้ียงเซลล์ T75 (Thermo Scientific, USA) 

18. ช้อนตักสาร 

19. เครื่องนับเซลล์แบบดิจิทอลและสไลด์นับเซลล์ รุ่น Countess™ Automated Cell 

Counter (Invitrogen, USA) 

20. เครื่อง polymerase chain reaction (PCR) รุ่น Mastercycler® pro (Eppendorf, 

Germany) 

21. เครื่องช่ังดิจิทอล รุ่น XT 220A-FR (Precisa, Switzerland) 

22. เครื่องอิเล็กโทโฟเรซิส รุ่น PowerPac™ Basic Power Supply  

(Bio-Rad Laboratories, USA) 

23. เครื่องถ่ายภาพเจล รุ่น Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad, USA) 

24. เครื่องไมโครเวฟ (Sharp, Japan) 

25. เครื่องเพิ่มความเข้มข้น DNA (CentriVap DNA Vacuum Concentrators) 

(Labconco, MO) 

26. เครื่อง autoclave รุ่น HIRAYAMA HI-CLAVE : HVE-50  

(GSBC, Korea) 

27. เครื่องวอร์เท็กซ์ รุ่น Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, USA) 

28. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (nana drop) รุ่น NanaDrop 1000 (Thermo Scientific, 

USA) 

29. เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก รุ่น MiniSpin® (Eppendorf, Germany) และรุ่น Hettich® 

MIKRO 120 centrifuge (Sigma-Aldrich, USA) 

30. เครื่องปั่นเหวี่ยง รุ่น Hettich Universal 320R (Hettich Zentrifugen, Germany) 

31. เครื่องปั่นตกเซลล์ (Eppendorf, Germany) 

32. เครื่องท าความร้อน AccuBlock™ Digital Dry Baths (Labnet International, USA) 

33. เครื่องกรองน้ า (Scientific Promotion, Thailand) 

34. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (Inverted microscope) (Microscope World, CA) 
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35. ตู้เย็น 4°c (Sandenintercool, Thailand) 

36. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20°c (Thermo Scientific, USA) 

37. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80°c รุ่น Forma™ 900 Series -86°C Upright Ultra-Low 

Temperature Freezers (Thermo Scientific, USA) 

38. ตู้กรองอากาศส าหรับท า PCR รุ่น Augustin Safety Cabinet (LioLab, Thailand) 

39. ตู้เขี่ยเช้ือ รุ่น LabGard ES Air Class II, Type A2 Biological Safety Cabinet 

(NuAire, USA) 

40. ตู้เล้ียงเซลล์ รุ่น SCO2W SHEL LAB CO2 Water Jacketed Incubator (Sheldon 

Manufacturing, OR) 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Absolute ethanol (Merck, Germany) 

2. 100 base pair DNA ladder (New England BioLabs, UK) 

3. 1 Kb pair DNA ladder (New England BioLabs, UK) 

4. Tris-Base (USB) 

5. Boric acid (Merck) 

6. Disodium ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (Merck) 

7. Bromphenol blue (Pharmacia) 

8. Agarose gel electrophoresis, molecular glade  

(Vivantis, Malaysia) 

9. RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology, Korea) 

10.  25 mM Magnesium chloride (Thermo Scientific, USA) 

11.  10X Tag Buffer with (NH4)2SO4 (Thermo Scientific, USA) 

12.  Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Thermo Scientific, USA) 

13.  Oigonucleotide primer (BioDesign) 

14.  5 U/µl Taq DNA polymerase (Thermo Scientific, USA) 

15.  Water Distillation 
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16.  ExoSAP-IT (USP Corporation, Cleveland, OH) 

17.  pcDNA™3.1/myc-His B mammalian expression vector (Invitrogen by Life 

Technologies, Carlsband, CA, USA) 

18.  pGEM®-T Easy vectors (Promega, USA) 

19.  T4 DNA ligase (New England BioLabs, UK) 

20.  20,000 U/ml BamHI-HF restriction enzyme (New England BioLabs, UK) 

21.  20,000 U/ml XbaI restriction enzyme (New England BioLabs, UK) 

22.  Cutsmart Buffer (New England BioLabs, UK) 

23.  TransforMax™ EPI300 

24.  Ampicillin (Thermo Scientific, USA)  

25.  African green monkey kidney fibroblast-like cell line  

(COS-7 cell) 

26.  Sodium chloride (VWR, Singapore) 

27.  Tryptone powder (Bio Basic, Canada) 

28.  Yeast extract (Bio Basic, Canada) 

29.  Potassium chloride (VWR, Singapore) 

30.  Criterion™ Agar, Bacteriological Grade (Hardy Diagnostics, USA) 

31.  100x penicillin/streptomycin (HyClone Laboratories, Utah) 

32.  Fetal Bovine serum (Sigma-Aldrich, Singapore) 

33.  Dulbecco's High Glucose Modified Eagles Medium (HyClone Laboratories, 

Utah) 

34.  10X Phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich, Singapore) 

35.  Trypsin-EDTA (Thermo Scientific, USA) 

36.  Effectene Transfection Reagent (Qiagen, USA) 

37.  Beta-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Singapore) 

38.  ImProm-II™ Reverse Transcription System  

(Promega Corporation, USA) 
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39.  ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเลือด; QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, USA) 

40.  ชุดสกัดเจล; GenepHlow™ Gel Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) 

41.  ชุดสกัดพลาสมิด; Geneaid™ Maxi Plasmid Kit (Geneaid, Taiwan) 

42.  ชุดสกัดพลาสมิด; High-Speed  Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) 

43.  ชุดสกัด RNA; QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, USA) 

โปรแกรมที่ใช้ในงานวิจัย 

1. โปรแกรม Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 

2. โปรแกรม Oligos Microsoft Visual Studia 6.0 SP5, 2001 (University of Helsinki, 

Finland) 

3. โปรแกรม Sequencher; version 4.2 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) 

4. โปรแกรม SnapGene® Viewer (GSL Biotech LLC, IL) 

5. โปรแกรม Double Digest Finder (https://www.neb.com/tools-and-

resources/interactive-tools/double-digest-finder)  

กลุ่มตัวอย่าง  

 กลุ่มตัวอย่างของงานวิจัยนี้ คือ ผู้ป่วยท่ีมีลักษณะทางคลินิกเข้าข่ายเป็นภาวะขาด 11บีตา 

ไฮดรอกซิเลส จากแผนกกุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ท้ังส้ิน 3 ราย โดยมีรายละเอียด 

ดังต่อไปนี้  

ผู้ป่วยรายท่ี 1 เด็กผู้หญิง อายุประมาณ 3 ปี อาการท่ีแสดงออก คือ ความดันโลหิตสูง 

(hypertension) mucosal pigmentation และมีการแสดงออกของ ลักษณะอวัยวะเพศก ากวม 

(ambiguous genitalia) เมื่อท าการทดสอบการกระตุ้นด้วย ACTH พบว่าระดับฮอร์โมนคอร์ติซอลต่ า

ระดับ 17-ไฮดรอกซีโปรเจสเตอโรน (17-OHP) ปกติ แต่พบว่าระดับ 11-ดีออกซิคอร์ติซอล และ 

ดีออกซีคอร์ติโคสเตอโรนสูงมาก 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
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ผู้ป่วยรายท่ี 2 เด็กผู้ชาย อายุ 2 ปี และเป็นน้องชายของผู้ป่วยรายท่ี 1 อาการท่ีแสดงออก 

คือ มีการเจริญเติบโตท่ีเร็วกว่าเด็กในวัยเดียวกันมากและมีขนาดของอวัยวะเพศท่ีใหญ่กว่าเด็กในวัย

เดียวกันด้วย 

ส าหรับ ผู้ป่วยรายท่ี 3 นั้น ไม่ได้รับการเปิดเผยข้อมูลของผู้ป่วย แต่ได้มีการยืนยันและวินิจฉัย

โดยแพทย์ผู้เช่ียวชาญจากแผนกกุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์แล้วว่าผู้ป่วยรายนี้มีภาวะ

ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส และการวิจัยนี้ได้รับการอนุมัติการท าวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรม

ทางการวิจัยในมนุษย์ จากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยแล้ว ( IRB No. 505/53 และ 

COA No. 092/2011) 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้แบ่งวิธีการด าเนินงานวิจัยออกเป็น 3 ส่วน ดังนี้ 

1. วิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะขาด 11

บีตาไฮดรอกซิเลสท้ัง 3 ราย (mutation analysis) 

2. วิเคราะห์ว่ามิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยท้ัง 3 รายนั้น ได้รับการถ่ายทอดมาจากบิดา และ

มารดาถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม่ 

3. วิเคราะห์ผลของมิวเทชันท่ีพบต่อกระบวนการ splicing ในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย 

 

1. วิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผูป้่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะขาด 11บีตา 
ไฮดรอกซิเลสทั้ง 3 ราย (mutation analysis) 

 เนื่องจากทางกลุ่มวิจัยท่ีภาควิชากุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ มีผู้ป่วยท้ังส้ิน 3 

ราย ท่ีวินิจฉัยเบื้องต้นโดยแพทย์ผู้เช่ียวชาญแล้วว่าน่าจะเป็นภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส จึงได้น า

ผู้ป่วยท้ัง 3 ราย มาท าการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชัน ซึ่งมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1.1 ท าการเก็บเลือดของผู้ป่วยท้ัง 3 ราย พร้อมท้ังเก็บเลือดของพ่อและแม่ของผู้ป่วยแต่ละ

รายด้วย ซึ่งในการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในครั้งนี้ ได้รับการอนุมัติการท าวิจัยจาก

คณะกรรมการจริยธรรมทางการวิจัยในมนุษย์ จากคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ( IRB 

No. 505/53 และ COA No. 092/2011) เป็นท่ีเรียบร้อยแล้ว 
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1.2 น าเลือดของผู้ป่วยท้ัง 3 รายมา มาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอจากเลือด ซึ่ง

คือ QIAamp®DNA Blood Mini Kit (Qiagen, USA) เพื่อน าจีโนมิกดีเอ็นเอของผู้ป่วยท้ัง 3 ราย มา

ตรวจหามิวเทชันในยีน CYP11B1  

1.3 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะสูงต่อยีน CYP11B1 เพื่อใช้ส าหรับการตรวจหา 

มิวเทชันในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วยท้ัง 3 ราย เนื่องจากยีน CYP11B1 มีล าดับเบสท่ีมีความคล้ายคลึง

กันกับล าดับเบสของยีน CYP11B2 ในบริเวณ coding ถึง 93% และมีความคล้ายคลึงกันของล าดับ

เบสในบริเวณอินทรอน 90% อีกด้วย ดังนั้น จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องออกแบบไพรเมอร์ให้มี

ความจ าเพาะสูงต่อยีน CYP11B1 เท่านั้น โดยในการตรวจหามิวเทชันนั้นจะตรวจหาบริเวณ 

เอ็กซอนทุกเอ็กซอนของยีนและบริเวณ exon-intron boundaries ของแต่ละเอ็กซอนด้วย ฉะนั้น ใน

การออกแบบไพรเมอร์จึงต้องออกแบบไพรเมอร์คร่อมล าดับเบสในแต่ละเอ็กซอนของยีน CYP11B1 

ยกเว้น เอ็กซอนท่ี 7 และ 8 สามรถรวมกันเป็นหนึ่งคู่ไพรเมอร์ได้ เนื่องจากเอ็กซอนมีขนาดเล็ก (ดังรูป

ท่ี 9) โดยในการออกแบบไพรเมอร์ครั้งนี้  ได้ออกแบบไพรเมอร์แต่ละคู่ด้วยโปรแกรมช่ือ Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)  (ดังรูปท่ี 10) และเนื่องจากยีน CYP11B1 นี้ มีด้วยกัน

ท้ังส้ิน 5 isoforms แต่มีเพียง 4 isoforms เท่านั้นท่ีถอดรหัสออกมาเป็นโปรตีน ดังนั้น จึงเลือก 

isoform หลักของยีน CYP11B1 เป็นแม่แบบในการออกแบบไพรเมอร์และใช้ในการเปรียบเทียบ

ล าดับเบสกับล าดับเบสของผู้ป่วยในขั้นของการหามิวเทชันในผู้ป่วยแต่ละราย โดย isoform หลัก 

แปลรหัสออกมาได้ท้ังส้ิน 503 กรดอะมิโน ในขณะท่ีอีก 3 isoforms แปลรหัสได้ 574, 437 และ 

181 กรดอะมิโน อีกท้ังควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมีความยาวอยู่ระหว่าง 18 – 20 คู่เบส ไพรเมอร์นั้นควรมี 

Tm อยู่ในช่วง 55 – 66 องศาเซลเซียส และ Tm ของไพรเมอร์แต่ละเส้นในคู่นั้นๆ ควรมีอุณหภูมิ

ต่างกันไม่เกิน 3 องศาเซลเซียส ไม่ควรเลือกคู่ไพรเมอร์ท่ีมีเบสซ้ ากันหลายๆเบส ส าหรับช่วงล าดับเบส 

5 เบสสุดท้ายของปลาย 3’ ควรมีเบสกวานีนและเบสไซโทซีนไม่เกิน 2 เบส อีกท้ังเล่ียงการเกิดการจับ

ท่ีไม่ตรงกันระหว่างไพรเมอร์และสายแม่แบบในบริเวณปลายทางด้าน 3’ ด้วย 

 

 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)%20ดัง
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รูปท่ี 9 ต าแหน่งของไพรเมอร์ในการตรวจหามิวเทชันในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย 
 

 

  

รูปท่ี 10 ผลการออกแบบไพรเมอร์ของเอ็กซอน 1 โดยใช้โปรแกรม Primer 3  
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จากนั้นต้องตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Oligos Microsoft Visual Studia 

6.0 SP5, 2001 (University of Helsinki, Finland) เพื่อตรวจสอบว่าไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถจับได้

กับยีนเพียงชนิดเดียวและบริเวณเดียวเท่านั้นหรือไม่  ซึ่งเมื่อออกแบบและตรวจสอบไพรเมอร์

เรียบร้อยแล้ว ท าให้ได้ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมและมีความจ าเพาะสูงต่อยีน CYP11B1 มาท้ังส้ิน 8 คู่ ดัง

ตารางท่ี 1 โดยไพรเมอร์แต่ละคู่จะมีความจ าเพาะต่อเอ็กซอนแต่ละเอ็กซอนของยีน CYP11B1 นั่นเอง 

 

ตารางท่ี 1 ล าดับเบสของไพรเมอร์ท้ัง 8 คู่ ท่ีมีความจ าเพาะสูงต่อยีน CYP11B1  
ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบสของไพร์เมอร์ 

CYP11B1_Exon1_F 5’- GTTCTCCCATGACGTGATCCCTCT – 3’ 
CYP11B1_Exon1_R 5’- TCCAAAGGATGCAGAGTGCC – 3’ 
CYP11B1_Exon2_F 5’ – TGGACAGGAGACACTTTGGAT – 3’ 
CYP11B1_Exon2_R 5’ – TCGCCGCTTACAGCAAGAAC – 3’ 
CYP11B1_Exon3_F 5’ – TGGGGACAAGGAGGATGGGATAC – 3’ 
CYP11B1_Exon3_R 5’ – TGGTGGAGAGGGAGAAATTGGG – 3’ 
CYP11B1_Exon4_F 5’ – CGTGGGAAGATCCAGCCTCAG – 3’ 
CYP11B1_Exon4_R 5’ – GGAAGGTGAGGAATCCCCGAC – 3’ 
CYP11B1_Exon5_F 5’ – AGGAGGAGGACACTGAAGGATG – 3’ 
CYP11B1_Exon5_R 5’ – AGGCAGGCTTGGCATCACC – 3’ 
CYP11B1_Exon6_F 5’ – GGCTCTGTCGTTCTCAGGGTATGC – 3’ 
CYP11B1_Exon6_R 5’ – GGCGTTGAAGAGGGATTCCAGAG – 3’ 

CYP11B1_Exon7-8_F 5’ – AGAGAGCACAGGAAGCCCCATC – 3’ 
CYP11B1_Exon7-8_R 5’ – CAGTCCCACATTGCTCAAGC – 3’ 
CYP11B1_Exon9_F 5’ – GTTCCCCCTTCAGCATAATCTC – 3’ 
CYP11B1_Exon9_R 5’ – GCCCTCGGGAGTTCCATTT – 3’ 
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1.4 น าจีโนมิกดีเอ็นเอของผู้ป่วยท้ัง 3 ราย มาท าให้ความเข้มข้นเป็น 50 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร จากนั้นน ามาเพิ่มจ านวนในส่วนของยีน CYP11B1 ท้ัง 9 เอ็กซอน ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 

เพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ท้ัง 8 คู่ ท่ีได้ออกแบบไว้ ซึ่งมี

ขั้นตอนดังนี้ 

1.4.1 เตรียมสารละลายผสมในตู้กรองอากาศส าหรับท า PCR ซึ่งในแต่ละหลอดของ

แต่ละเอ็กซอน (ยกเว้นเอ็กซอน 3) ประกอบด้วยสารต่างๆ ดังตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 องค์ประกอบและปริมาณของสารละลายผสม ในหลอดของแต่ละเอ็กซอน  
             (ยกเว้นเอ็กซอน 3) 

สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
น้ า 11.20 

10X Taq DNA polymerase Buffer (NH4
+) 2.00 

25 mM MgCl2 2.00 
10 µM dNTP 0.40 

5 U/µl Taq DNA polymerase 0.40 
10 µM คู่ไพรเมอร์ของเอ็กซอนนั้นๆ 0.50 

50 ng/µl ดีเอ็นเอของผู้ป่วย 2.00 
รวม 20.00 

 

ในขณะท่ีสารละลายผสมส าหรับเอ็กซอน 3 ประกอบด้วยสารต่างๆ ดังตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 องค์ประกอบและปริมาณของสารละลายผสม ในหลอดส าหรับเอ็กซอน 3  
สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
น้ า 12.20 

10X Taq DNA polymerase Buffer (NH4
+) 2.00 

25 mM MgCl2 2.00 
10 µM dNTP 0.40 

5 U/µl Taq DNA polymerase 0.40 
10 µM คู่ไพรเมอร์ของเอ็กซอนนั้นๆ 1.00 
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สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
50 ng/µl ดีเอ็นเอของผู้ป่วย 2.00 

รวม 20.00 
 

  1.4.2 น าเข้าเครื่อง polymerase chain reaction (PCR) และต้ังค่าของอุณหภูมิใน

เครื่อง ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที เพื่อแยกดีเอ็นเอเกลียวคู่ให้เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว 

(denaturing) จากนั้นเป็น 65 องศาเซลเซียส 1 นาที เพื่อให้เกิดการเข้าคู่กันของเบสคู่สม

ระหว่างไพรเมอร์และดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที เพื่อให้

เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ (extension) ท้ังส้ิน 38 รอบPCR  

1.5 แบ่งผลผลิต PCR ท่ีได้ มา 5 ไมโครลิตร หลังจากท่ีการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเสร็จส้ิน เพื่อ

ใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของขนาดช้ินส่วนจีโนมิกดีเอ็นเอในแต่ละเอ็กซอนด้วยการใช้

กระแสไฟฟ้า 90 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที (gel electrophoresis) โดยขนาดท่ีถูกต้องในแต่ละ 

เอ็กซอนมีขนาด ดังตารางท่ี 4 

ตารางท่ี 4 ขนาดของผลผลิต PCR ของยีน CYP11B1 แต่ละเอ็กซอน 
เอ็กซอนที ่ ขนาด (คู่เบส) 

1 462 
2 323 
3 680 
4 453 
5 280 
6 475 

7-8 584 
9 297 

 

1.6 น าผลผลิต PCR ท่ีเหลือมาใส่ ExoSAP-IT โดยใส่ ExoSAP-IT 5 ไมโครลิตร ลงในผลผลิต 

PCR 15 ไมโครลิตร แล้วน าไปเข้าเครื่อง PCR ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และท่ี
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อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อขจัดส่วนของไพรเมอร์หรือช้ินส่วนต่างๆท่ีไม่

ต้องการออกไป ส่งผลให้ผลผลิต PCR นั้นสะอาดขึ้น  

1.7 น าผลผลิต PCR เหล่านี้ไปหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing โดยส่งไปท่ีบริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลี 

1.8 น าผลท่ีได้มาจากบริษัท Macrogen มาวิเคราะห์หามิวเทชันในผู้ป่วยแต่ละรายด้วย

โปรแกรม Sequencher (version 4.2; Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) โดยน าล าดับ

เบสของผู้ป่วยแต่ละรายมาเทียบกับล าดับเบสจีโนมิกดีเอ็นเอของยีน CYP11B1 ในฐานข้อมูลของ 

NCBI (NG_007954.1) 

2. วิเคราะห์ว่ามิวเทชันที่พบในผู้ป่วยทั้ง 3 รายนั้น ได้รับการถ่ายทอดมาจากบิดา และมารดา
ถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม่ 

 หลังจากท่ีได้วิเคราะห์มิวเทชันในผู้ป่วยแต่ละรายแล้ว ท าให้ทราบชนิดของมิวเทชันในผู้ป่วย

ท้ัง 3 รายนั้น ว่าเป็นมิวเทชันชนิดใด และมิวเทชันนั้นๆ อยู่บริเวณใดของยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย 

หลังจากนั้นต้องตรวจสอบว่ามิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยแต่ละรายได้รับการถ่ายทอดมาจากบิด า  

และมารดาถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม่ และเนื่องจากภาวะขาด 11บีตา 

ไฮดรอกซิเลสนั้น มีการถ่ายทอดแบบยีนด้อยบนออโตโซม (autosomal recessive) ฉะนั้น ในยีน 

CYP11B1 ของผู้ป่วยจะต้องพบมิวเทชันในท้ัง 2 แอลลีล และแอลลีลหนึ่งต้องมาจากพ่อ และอีก 

แอลลีลต้องมาจากแม่ของผู้ป่วย โดยขั้นตอนการวิเคราะห์เพื่อหามิวเทชันในพ่อและแม่ของผู้ป่วย มี

ขั้นตอนเหมือนการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยตามข้อ 1 ท่ีได้กล่าวไปแล้วข้างต้น 

แต่มีข้อแตกต่างเพียงเล็กน้อย นั่นคือ การวิเคราะห์มิวเทชันในพ่อและแม่ของผู้ป่วยไม่ต้องวิเคราะห์ใน

ทุกเอ็กซอนของยีน CYP11B1 แต่ท าการวิเคราะห์เพียงเอ็กซอนท่ีพบมิวเทชันในผู้ป่วย กล่าวคือ พ่อ

และแม่ของผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 ท าการวิเคราะห์มิวเทชันเฉพาะในเอ็กซอนท่ี 3 โดยใช้ไพรเมอร์  

CYP11B1_Exon3 และในเอ็กซอนท่ี 7 โดยใช้ไพรเมอร์ CYP11B1_Exon7-8 ส าหรับพ่อและแม่ของ

ผู้ป่วยรายท่ี 3 ท าการวิเคราะห์มิวเทชันเฉพาะในเอ็กซอนท่ี 4 โดยใช้ไพรเมอร์ CYP11B1_Exon4 

และในเอ็กซอนท่ี 6 โดยใช้ไพรเมอร์ CYP11B1_Exon6 (ตารางท่ี 1) 
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3. วิเคราะห์ผลของมิวเทชันแบบ splice site ที่พบต่อกระบวนการ splicing ในยนี CYP11B1 
ของผู้ป่วย โดยการท า minigene experiment 

 จากการวิเคราะห์มิวเทชันในผู้ป่วยท้ัง 3 ราย พบว่ามีมิวเทชันแบบ splice site 1 ต าแหน่ง 

ท่ียังไม่มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างมิวเทชันต าแหน่งนั้นกับอาการของโรค ดังนั้น เมื่อพบมิวเทชัน

ต าแหน่งนี้ในผู้ป่วย จึงต้องตรวจสอบว่ามิวเทชันท่ีต าแหน่งนี้นั้น มีผลท าให้เกิดการตัดอินทรอน 

(splicing) ผิดปกติไปหรือไม่ และมีผลท าให้เกิดอาร์เอ็นเอท่ีผิดปกติหรือไม่ เพื่อศึกษาความสัมพันธ์

ระหว่างมิวเทชันของผู้ป่วยกับอาการท่ีแสดงออกในผู้ป่วยโดยใช้การทดลองด้วย minigene ซึ่งมี

ขั้นตอนการทดลองดังแผนภาพที ่1 

 

แผนภาพที่ 1 ขั้นตอนการทดลองด้วย minigene ส าหรับมิวเทชันแบบ splice site ในยีน CYP11B1 
 

3.1 การสร้าง minigene  

ในการศึกษาการ splicing ของยีน CYP11B1 จะต้องท าการจ าลองโครงสร้างยีน CYP11B1 

ของมิวเทชันนั้นและโครงสร้างยีน CYP11B1 ของคนปกติในส่วนท่ีสนใจขึ้นมา ซึ่งคือ การสร้าง 
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minigene construct เนื่องจากยีน CYP11B1 ไม่มีการแสดงออกในเลือด แต่มีการแสดงออกอย่าง

มากในต่อมหมวกไตส่วนนอกช้ัน zona fasciculata (White, New et al., 1987) ดังนั้นการท่ีจะ

ศึกษาผลของการ splicing ในระดับอาร์เอ็นเอ จึงไม่สามารถท าได้โดยการสกัดอาร์เอ็นเอของยีน 

CYP11B1 จากเลือดของผู้ป่วยได้โดยตรงนั่นเอง ซึ่งการสร้าง minigene construct มีข้ันตอนดังนี้ 

3.1.1 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีน CYP11B1 ในส่วนท่ีสนใจจะศึกษา

และต้องมีเอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีเหมาะสมท่ีปลายของไพรเมอร์ด้วย เพื่อใช้ส าหรับการเช่ือมต่อ

ช้ินส่วนของจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีต้องการเข้าไปในพลาสมิดส าหรับสร้างเป็น minigene 

construct โดยใช้ล าดับเบสของยีน CYP11B1 แบบ isoform หลัก จากฐานข้อมูลของ 

Ensembl (NM_000497) เป็นแม่แบบในการออกแบบ ใช้โปรแกรม SnapGene® Viewer 

และโปรแกรม Primer3 ในการออกแบบ และตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ด้วย

โปรแกรม Oligos Microsoft Visual Studia 6.0 SP5  ส าหรับมิวเทชันแบบ splice site ท่ี

พบในผู้ป่วย คือ การเปล่ียนไปของเบส 1 เบส บริเวณ splice donor site ต าแหน่งเบสท่ี 1 

ในอินทรอนท่ี 7 ของยีน CYP11B1 โดยเปล่ียนจากเบสกวานีนเป็นเบสอะลานีน 

(IVS7+1G>A) ดังรูปท่ี 11 ฉะนั้น การออกแบบไพรเมอร์จะต้องออกแบบให้ครอบคลุม

บริเวณของมิวเทชันนั้นๆ โดยเมื่อสังเกตจากรูปโครงสร้างของยีน  CYP11B1 และขนาด

ของเอ็กซอนแต่ละเอ็กซอนท าให้สามารถออกแบบไพรเมอร์ได้ครอบคลุมต้ังแต่เอ็กซอนท่ี 6 

ถึงเอ็กซอนท่ี 9 (รูปท่ี12) ซึ่งมีขนาดท้ังส้ิน 1,488 คู่เบส  
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รูปท่ี 11 ต าแหน่งของมิวเทชันแบบ IVS7+1G>A ในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย 
 

 

รูปท่ี 12 ต าแหน่งของไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับสร้าง minigene construct 
 

3.1.2 คัดเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีเหมาะสม โดยเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีมีอยู่

ในพลาสมิดท่ีใช้และเอนไซม์ท่ีเลือกนั้นจะต้องไม่สามารถตัดในบริเวณช้ินส่วนของจีโนมิก  

ดีเอ็นเอท้ังของคนปกติและผู้ป่วยได้อีกด้วย โดยพลาสมิดท่ีใช้ คือ pcDNA™3.1/myc-His B 

mammalian expression vector ซึ่งมีบริเวณของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ดังรูปท่ี 13 จากนั้น

เมื่อทราบเอนไซม์ตัดจ าเพาะแล้ว ให้น าเอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีปรากฏในพลาสมิดไปตรวจสอบ

ว่าเอนไซม์ใดในพลาสมิดบ้างท่ีไม่สามารถตัดได้ในบริเวณช้ินส่วนจีโนมิกดีเอ็นเอของท้ัง 

คนปกติและผู้ป่วยโดยใช้โปรแกรม SnapGene® Viewer ในการคัดเลือก  



 

 

34 

 

รูปท่ี 13 องค์ประกอบของพลาสมิด pcDNATM3.1/myc-His B mammalian expression vector 
 

หลังจากท่ีคัดเลือกและได้เอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีไม่สามารถตัดในบริเวณของจีโนมิกดีเอ็นเอ

แล้วจ านวนหนึ่ง ขั้นต่อไปคือคัดเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะสองชนิดท่ีท างานร่วมกันได้อย่าง

เหมาะสมโดยใช้โปรแกรม Double Digest Finder ในการคัดเลือก สาเหตุท่ีเลือกใช้เอนไซม์

ตัดจ าเพาะสองชนิด เพราะเป็นการป้องกันไม่ให้เกิดการเช่ือมต่อของช้ินส่วนจีโนมิกดีเอ็นเอ

เข้าสู่พลาสมิดผิดด้านนั่นเอง โดยหลังจากคัดเลือกแล้วพบว่าเอนไซม์ตัดจ าเพาะสองชนิดท่ี

เหมาะสม คือ เอนไซม์ BamHI-HF และเอนไซม์ XbaI ดังนั้น ไพรเมอร์ส าหรับสร้าง 

minigene construct ซึ่งมีต าแหน่งอยู่ในเอ็กซอน 6 และ เอ็กซอน 9 ดังรูปท่ี 14 จะมีล าดับ

เบส ดังนี้  

CYP11B1_IVS7_F_ BamHI-HF ซึ่งมีล าดับเบส ดังนี้  

 5’ - AGTCGGATCCCTTGCTGATGACGCTCTTTG - 3’ 

 



 

 

35 

CYP11B1_IVS7_R_ XbaI ซึ่งมีล าดับเบส ดังนี้ 

 5’- GTACTCTAGAATGGCTCTGAAGGTGAGGAG - 3’ 

 

 

รูปท่ี 14 ต าแหน่งของไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_F_BamHI-HF และไพรเมอร์ 
CYP11B1_IVS7_R_XbaI 

 
3.1.3 น าจีโนมิกดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยท่ีพบมิวเทชันแบบ splice site นี้ มา

เพิ่มจ านวนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่เพอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_F_BamHI-HF 

และไพรเมอร์ CYP11B1_ IVS7_R_ XbaI ซึ่งสารละลายผสมมีองค์ประกอบ ดังตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 5 องค์ประกอบและปริมาณของสารละลายผสมส าหรับเพิ่มจ านวนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
             คนปกติและผู้ป่วยท่ีพบมิวเทชันแบบ splice site นี้  

สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
น้ า 13.20 

10X Taq DNA polymerase Buffer (NH4
+) 2.00 

25 mM MgCl2 1.50 
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สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
10 µM dNTP 0.40 

5 U/µl Taq DNA polymerase 0.10 
10 µM คู่ไพรเมอร์ของเอ็กซอนนั้นๆ 0.40 

50 ng/µl ดีเอ็นเอของผู้ป่วย 2.00 
รวม 20.00 

 

หลังจากนั้นน าเข้าเครื่อง PCR และต้ังค่าของอุณหภูมิในเครื่อง ดังนี้ 94 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 วินาที เพื่อ denaturing จากนั้นเป็น 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

ส าหรับการ annealing และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ส าหรับการ extension 

ท้ังส้ิน 35 รอบPCR และหลังจากการเพิ่มจ านวนเสร็จส้ินแล้ว น าผลผลิต PCR ท่ีได้มา

ตรวจสอบขนาดโดยการใช้วิธี gel electrophoresis ด้วยกระแสไฟฟ้า 90 โวลต์ เป็นเวลา 

60 นาที ความเข้มข้นของเจลท่ีใช้ คือ 1% ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และขนาดของผลผลิต 

PCR ท่ีถูกต้องของท้ังคนปกติและผู้ป่วย คือ 1,508 คู่เบส ซึ่งในการตรวจสอบขนาดในครั้งนี้

ให้ใส่ผลผลิต PCR ท่ีได้ ท้ังหมด 20 ไมโครลิตร ลงไปในเจล 

3.1.4 สกัดเจลด้วย ชุดสกัดเจล GenepHlow™ Gel Extraction Kit  

3.1.5 หลังจากท่ีได้ช้ินส่วน PCR ท่ีต้องการของท้ังคนปกติและผู้ป่วยแล้ว น าช้ินส่วน 

PCR ของท้ังคนปกติและผู้ป่วยท่ีได้ และพลาสมิด pcDNA™3.1/myc-His B mammalian 

expression vector ไปท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะดังท่ีได้คัดเลือกและกล่าวไว้ข้างต้น

ในขั้นตอนของการออกแบบไพรเมอร์ นั่นคือ เอนไซม์ BamHI-HF และเอนไซม์ XbaI โดย

เริ่มจากการท าสารละลายผสม ซึ่งมีองค์ประกอบดังตารางด้านล่าง ดังนี้  

ตารางท่ี 6 องค์ประกอบของสารละลายผสมในการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
สาร พลาสมิด 

(1X) 
ผลผลิต PCR ของ

คนปกติ (1X) 
ผลผลิต PCR ของ

ผู้ป่วย (1X) 
น้ ากล่ัน (ไมโครลิตร) 22.56 8.00 18.41 

Cutsmart buffer (ไมโครลิตร) 3.00 3.00 3.00 
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สาร พลาสมิด 
 (1X) 

ผลผลิต PCR ของ
คนปกติ (1X) 

ผลผลิต PCR ของ
ผู้ป่วย (1X) 

BamHI-HF (ไมโครลิตร) 0.50 0.50 0.50 
XbaI (ไมโครลิตร) 0.50 0.50 0.50 

ผลผลิต 1 ไมโครกรัม
(ไมโครลิตร) 

3.44 18.00 7.59 

รวม (ไมโครลิตร) 30.00 30.00 30.00 
 

หลังจากนั้นน าไปเข้าเครื่อง PCR ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง เมื่อครบ 

12 ช่ัวโมง น าผลผลิตท่ีได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะท้ังหมดไปตรวจสอบขนาดโดย

การใช้วิธี gel electrophoresis ด้วยกระแสไฟฟ้า 90 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ความเข้มข้น

ของเจลท่ีใช้ คือ 1% ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นท าการตัดเจลและสกัดเจลด้วย ชุด

สกัดเจล GenepHlow™ Gel Extraction Kit ซึ่งเมื่อสกัดเจลเรียบร้อยแล้ว จะได้ช้ินส่วน

ของพลาสมิด และช้ินส่วนของท้ังคนปกติและช้ินส่วนของผู้ป่วยท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ

เรียบร้อยแล้ว  

3.1.6 ท าการ ligation กล่าวคือ การน าช้ินส่วนของคนปกติมาเช่ือมต่อเข้ากับ

ช้ินส่วนของพลาสมิด และน าช้ินส่วนของผู้ป่วยมาเช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิดเช่นกัน โดย

ขั้นตอนแรก คือ การเตรียมสารละลายผสม ดังตารางด้านล่าง  

ตารางท่ี 7 องค์ประกอบของสารละลายผสมในการท า ligation 
สาร คนปกติ (1:3) ผู้ป่วย (1:5) 

น้ ากล่ัน (ไมโครลิตร) 24.74 15.75 
10X T4 ligase buffer (ไมโครลิตร) 3.50 3.50 

พลาสมิด 100 นาโนกรัม (ไมโครลิตร) 1.75 3.75 
ผลผลิต (ไมโครลิตร) 3.00 10.00 

T4 DNA ligase (ไมโครลิตร)  2.00 2.00 
รวม (ไมโครลิตร) 35.00  35.00 
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เมื่อผสมสารละลายผสมเรียบร้อยแล้ว น าไปเข้าเครื่อง PCR ท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง และเมื่อครบ 12 ช่ัวโมงแล้ว จะได้ minigene construct ของท้ังคน

ปกติและผู้ป่วยท่ีสมบูรณ์แล้วนั่นเอง จากนั้นจะต้องท าการตรวจสอบความถูกต้องของ 

minigene construct ต่อไป 

3.1.7 ตรวจสอบความถูกต้องของล าดับเบสใน minigene construct ซึ่งจะต้องมี

ความถูกต้องในส่วนของช้ินส่วนท่ีใส่เข้าไป 100 เปอร์เซ็นต์ โดยการตรวจสอบความถูกต้อง

ของล าดับเบสใน minigene construct มีข้ันตอนดังนี้ 

3.1.7.1 น าผลผลิตท่ีได้จากการท า ligation ท้ังของคนปกติและผู้ป่วยใส่

เข้าไปในเซลล์ TransforMax™ EPI300™ ซึ่งเป็นเซลล์แบคทีเรียท่ีพร้อมรับดีเอ็นเอ

จากภายนอก (transformation) ด้วยวิธีการให้ความร้อน (heat shock) เพื่อเพิ่ม

จ านวน minigene construct ดังกล่าว โดยใส่ minigene construct 5 ไมโครลิตร 

ลงไปในเซลล์ TransforMax™ EPI300™ 50 ไมโครลิตรที่เตรียมไว้  

3.1.7.2 ต้ังท้ิงไว้ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที แล้วน าไปให้ความร้อนท่ี

อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที จากนั้นน าไปแช่ในน้ าแข็งอีกครั้ง 

เป็นเวลา 2 นาที ในระหว่างนั้นเตรียมสารละลายผสม ซึ่งประกอบด้วย  SOC 

media 490 ไมโครลิตร, แมกนีเซียม 5 ไมโครลิตร และกลูโคส 5 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากัน  

3.1.7.3 เติมสารละลายผสมเข้าไปอย่างช้าๆ จากนั้นน าไปเขย่าท่ีความเร็ว 

225 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที  

3.1.7.4 น า minigene construct มาเล้ียงในเพลทท่ีมียาแอมพิซิลินผสม

อยู่ เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 
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รูปท่ี 15 ขั้นตอนการสร้าง minigene construct 
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3.1.7.5 น าโคโลนีท่ีขึ้นมาท า PCR ด้วยไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_F_ 

BamHI-HF และ CYP11B1_IVS7_R_ XbaI เพื่อคัดเลือกโคโลนีท่ีมีช้ินส่วนของ 

จีโนมิกดีเอ็นเอท่ีต้องการ เพื่อน าไปตรวจสอบความถูกต้องของล าดับเบสด้วยวิธี  

direct sequencing โดยส่งไปท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีต่อไป  

3.1.7.6 เมื่อได้โคโลนีท่ีต้องการแล้วน าโคโลนีนั้นใส่ลงไปในหลอดขนาด 15 

มิลลิลิตร ท่ีมี LB Broth 10 มิลลิลิตร และยาเพนนิซิลิน 10 ไมโครลิตรผสมอยู่ 

จากนั้นน าไปเขย่าท่ีความเร็ว 225 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 

ช่ัวโมง  

3.1.7.7 น ามาสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด High-Speed Plasmid 

Mini Kit แล้วส่งไปท า direct sequencing ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี  

3.1.7.8 ท าการตรวจสอบความถูกต้องของล าดับเบสด้วยโปรแกรม 

Sequencher; version 4.2 โดย minigene construct ของคนปกติตรวจสอบ

เปรียบเทียบกับล าดับเบสในฐานข้อมูล Ensembl (NM_000497) ส่วน minigene 

construct ของผู้ป่วย เปรียบเทียบกับผลการท า direct sequencing ของผู้ป่วย

เอง (ผลจากขั้นตอนการท า mutation analysis) 

 3.2 การน า minigene construct เข้าสู่เซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมแบบชั่วคราว 
(transient transfection) 

 เมื่อได้ minigene construct ของท้ังคนปกติและของผู้ป่วยเรียบร้อยแล้ว ต่อจากนั้นจะเป็น

การน า minigene construct เข้าสู่เซลล์ ซึ่งในการวิจัยนี้เซลล์ท่ีใช้ คือ เซลล์ COS-7 (African 

Green Monkey Cercopithecus aethiops Fibroblast-like Kidney Cells) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

3.2.1 น าเซลล์ COS-7 มาละลายด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ D10 แบบเย็น ซึ่งอาหาร

เล้ียงเซลล์ D10 นั้น ประกอบด้วย DMEM + 10% FBS และเล้ียงในฟลาสค์เล้ียงเซลล์ ขนาด 

T75 ในตู้เล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เมื่อเล้ียง

เซลล์ไปได้สักระยะหนึ่งและสังเกตเห็นว่าเซลล์เริ่มมีปริมาณเต็มฟลาสค์และเซลล์ดูแข็งแรงดี

แล้ว ขั้นต่อไปคือ การท า transient transfection  
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3.2.2 วางแผนในการท าการ transient transfection ซึ่งต้องท าการออกแบบและ 

วางแผนการท า transient transfection ก่อน โดยในการวิจัยนี้ท าการศึกษาผลการถอดรหัส 

ของคนปกติและผู้ป่วย ดังนั้น จึงออกแบบการท า transient transfection ดังรูปท่ี 16  

 

รูปท่ี 16 การวางแผนการท า transient transfection 
 

3.2.3 ท าการ subculture เซลล์ COS-7 ออกมาจากฟลาสค์ T75 ใส่ในจานเล้ียง

เซลล์แบบ 6 หลุม โดยใส่เซลล์จ านวน 400,000 เซลล์ต่อหลุม ซึ่งมีข้ันตอน ดังนี้  

3.2.3.1 ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ในฟลาสค์ท้ิง แล้วล้างเซลล์ด้วย PBS 10 

มิลลิลิตร เขย่าเบาๆให้ท่ัวท้ังฟลาสค์ แล้วดูด PBS ท้ิง (ล้างด้วย PBS อย่างน้อย 2 

รอบ)  

3.2.3.2 ใส่ trypsin-EDTA 3 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆให้ท่ัวฟลาสค์ แล้วดูด 

Trypsin-EDTA ท้ิง  
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3.2.3.3 น าเซลล์ไปไว้ในตู้เล้ียงเซลล์เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบ 5 นาที น า 

ฟลาสค์ออกมาจะเห็นว่าเซลล์จะหลุดออกมา ให้ตบฟลาสค์เบาๆ เล็กน้อย เพื่อให้

เซลล์ท่ียังเกาะอยู่ท่ีผิวฟลาสค์หลุดออกมาด้วย   

3.2.3.4 ใส่ D10 6 มิลลิลิตร และดูดท้ังเซลล์และ D10 ออกมาใส่หลอด 15 

มิลลิลิตร น าเซลล์ไปปั่นตกท่ีความเร็ว 1.5 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเท

ของเหลวทิ้งและกระจายเซลล์   

3.2.3.5 ล้างเซลล์ด้วย PBS 10 มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันตกด้วยความเร็วและ 

เวลาเท่าเดิม จากนั้นเท PBS ท้ิง กระจายเซลล์ให้ไม่เป็นก้อนแล้วใส่ D10 6-8 

มิลลิลิตร   

3.2.3.6 ท าการนับจ านวนเซลล์ด้วยเครื่องนับเซลล์แบบดิจิทอล เมื่อนับ

จ านวนเซลล์เรียบร้อยแล้ว น าเซลล์ COS-7 ท่ีได้ไปใส่ในจานเล้ียงเซลล์แบบ 6 หลุม 

ท้ังส้ิน 5 หลุม หลุมละ 400,000 เซลล์ แล้วน าไปเล้ียงในตู้เล้ียงเซลล์เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง โดยในระหว่างท่ีเล้ียงเซลล์นั้นให้ค านวณปริมาณของสารต่างๆท่ีต้องใช้ในการ

ท า transient transfection (ดังรูปท่ี 17) โดยในการท า transient transfection 

ส าหรับการวิจัยนี้จะใช้ Effectene Transfection Reagent ต่อ minigene 

construct ในอัตราส่วน 1:10 และใช้ minigene construct 1 ไมโครกรัม ต่อหลุม 
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รูปท่ี 17 ปริมาณของสารต่างๆ ท่ีใช้ในการท า transient transfection 
 

3.2.4 เมื่อเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงแล้ว และเซลล์แข็งแรงดี ให้เริ่มด าเนินการ

ท า transient transfection เลย โดยเริ่มจาก 

3.2.4.1 น า Buffer EC 99 ไมโครลิตร ใส่ลงไปในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 

จากนั้นใส่ minigene construct 1 ไมโครลิตร ใส่ Enhancer 8 ไมโครลิตร แล้ว

ผสมให้เข้ากันเบาๆ จากนั้นต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที  

3.2.4.2 ใส่ Effectene reagent 10 ไมโครลิตร พร้อมท้ังผสมให้เข้ากัน

เบาๆ แล้วตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที ในระหว่างนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ใน

เซลล์ COS-7 ท่ีได้เล้ียงไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง โดยดูดอาหารเล้ียงเซลล์เดิมท้ิง แล้ว

ใส่ D10 เข้าไปใหม่ หลุมละ 1600 ไมโครลิตร แล้วน าเซลล์เข้าไปไว้ในตู้เล้ียงเซลล์

ตามเดิม  



 

 

44 

3.2.4.3 เมื่อครบ 10 นาทีแล้ว ใส่ D10 600 ไมโครลิตร ลงไปในหลอด 1.5 

มิลลิลิตร ท่ีมีสารละลายผสมท่ีเตรียมไว้ ผสมให้เข้ากันเบาๆ แล้วน าสารละลายผสม

ท้ังหมดค่อยๆ หยดทีละหยดลงไปในเซลล์ท่ีเตรียมไว้ โดยหยดให้กระจายท่ัวท้ังหลุม

เบาๆ และเมื่อหยดเสร็จให้ค่อยๆ เขย่าจานเล้ียงเซลล์ขึ้นลงเบาๆ แล้วน าเซลล์ท่ีท า

การ transient transfection แล้วเข้าไปเล้ียงในตู้เล้ียงเซลล์เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง  

 

รูปท่ี 18 จานเล้ียงเซลล์แบบ 6 หลุมท่ีมีการท า transient transfection แล้ว 
 

3.3 สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ COS-7 ที่ได้ท า transient transfection แล้ว (RNA 
extraction) 

เมื่อเล้ียงเซลล์ COS-7 ท่ีท าการ transient transfection ครบ 48 ช่ัวโมงแล้ว ให้ท าการเก็บ

เซลล์ COS-7 นั้น โดยข้ันตอนการเก็บเซลล์เหมือนกับการท าsubculture แตกต่างเพียงเมื่อล้างเซลล์

ด้วย PBS หลังจากปั่นตกแล้ว ให้ดูด PBS ท้ิงให้หมด แล้วไม่ต้องใส่ D10 อีก จากนั้นเมื่อได้เซลล์

เรียบร้อยแล้ว น าเซลล์ท่ีได้ไปสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัด RNA ช่ือ QIAamp RNA Blood Mini Kit 

และเมื่อได้อาร์เอ็นเอท่ีสกัดจากเซลล์แล้ว จะต้องน าอาร์เอ็นเอท่ีได้ใส่ในน้ าแข็งทันทีและน าไปเก็บในตู้

แช่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อป้องกันการเสียสภาพของอาร์เอ็นเอ  
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3.4 การเปลี่ยนอาร์เอ็นเอใหเ้ป็นซีดีเอน็เอ (reverse transcription) และการ
เปรียบเทียบผลของมิวเทชันแบบ IVS7+1G>A ที่พบต่อกระบวนการ splicing ของผู้ป่วยเทียบ
กับคนปกติ 

หลังจากท่ีได้อาร์เอ็นเอของท้ังคนปกติและผู้ป่วยแล้ว ขั้นตอนต่อไป คือการน าอาร์เอ็นเอมา

เปล่ียนเป็นซีดีเอ็นเอด้วยการท า reverse transcription ซึ่งประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ดังนี้ 

ขั้นตอนท่ี 1 ประกอบด้วยการผสมสารละลายผสม ดังตารางท่ี 8 เมื่อผสม

สารละลายผสมเรียบร้อยแล้ว น าไปเข้าเครื่อง PCR และต้ังค่าอุณหภูมิท่ี 70 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 นาที และท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เช่นกัน  

ขั้นตอนท่ี 2 น าสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 1 มาเติมสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 2 

ซึ่งสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 2 มีองค์ประกอบดังตารางท่ี 9 จากนั้นน าเข้าเครื่อง PCR 

พร้อมท้ังต้ังค่าอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

60 นาที และ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

ตารางท่ี 8 องค์ประกอบของสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 1 
สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

อาร์เอ็นเอ 10.10  

Oligo dT 1.00  

รวม 11.10  
 

ตารางท่ี 9 องค์ประกอบของสารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 2 
สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

5X ImPromII™ buffer 4.00 ไมโครลิตร 

25 mM MgCl2 2.40 ไมโครลิตร 
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สาร ปริมาณ (ไมโครลิตร) 

10 mM dNTP 1.00 ไมโครลิตร 

1 U/ml RNasin® Ribonuclease 0.50 ไมโครลิตร 

ImPromII™ Reverse transcriptase 1.00 ไมโครลิตร 

สารละลายผสมในขั้นตอนท่ี 1 11.10 ไมโครลิตร 

รวม 20.00 ไมโครลิตร 
 

หลังจากนั้นน าซีดีเอ็นเอท้ังของคนปกติและผู้ป่วยท่ีได้มาท าการเพิ่มจ านวนและตรวจสอบ

ขนาด โดยใช้ไพรเมอร์, องค์ประกอบของสารละลายผสมและขั้นตอนในการท าเช่นเดียวกับการเพิ่ม

จ านวนจีโนมิกดีเอ็นเอในขั้นของการสร้าง minigene ท่ีได้กล่าวไปแล้วข้างต้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 

1. ผลของการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะ
ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสทั้ง 3 ราย (mutation analysis) 

 จากการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นภาวะขาด 

11บีตาไฮดรอกซิเลสท้ัง 3 ราย ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่เพอลิเมอเรสและการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 

sequencing พบว่า 

ผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 ซึ่งเป็นพี่น้องกันนั้น มีมิวเทชันแบบ compound heterozygous ใน

ยีน CYP11B1 กล่าวคือ การที่ผู้ป่วยมีมิวเทชันสองแบบและมิวเทชันแต่ละแบบของผู้ป่วยนั้นจะอยู่บน

แอลลีลคนละแอลลีลของผู้ป่วย โดยจากการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 ในผู้ป่วยท้ัง 2 ราย พบมิวเทชัน

แบบ nonsense c.421C>T (p.R141X) ในเอ็กซอนท่ี 3 และมิวเทชันแบบ splice site ในต าแหน่ง

เบสตัวแรกของอินทรอนท่ี 7 c.1200+1G>A (IVS7+1G>A) ในผู้ป่วยท้ัง 2 ราย (รูปท่ี 19 และ20)  
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รูปท่ี 19 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 1 
และ 2 ซึ่งมีมิวเทชันแบบ nonsense ในเอ็กซอนท่ี 3 

 
 

 

 

 

                

รูปท่ี 20 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 1 
และ 2 ซึ่งมีมิวเทชันแบบ splice site ในอินทรอนท่ี 7 

Exon3: Nonsense mutation p.R141X (CGA>TGA) 

 

Splice site mutation c.1200+1G>A (IVS7+1G>A)  
 

คนปกติ 

ผู้ป่วย 

p.R141X 

คนปกติ 

ผู้ป่วย  
IVS7+1G>A 

Exon 7 Intron 7 

Exon 7 Intron 7 
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ส าหรับ ผู้ป่วยรายท่ี 3 พบมิวเทชันแบบ compound heterozygous เช่นกัน โดยจากการ

วิเคราะห์ยีน CYP11B1 ในผู้ป่วยรายท่ี 3 พบมิวเทชันแบบ deletion 26 คู่เบส ท่ีเอ็กซอนท่ี 4 

(p.Phe239Aspfs*11) ซึ่งท าให้เกิดการ frameshift ท้ังส้ิน 10 กรดอะมิโน และพบมิวเทชันแบบ 

missense (p.R374Q) ท่ีเอ็กซอนท่ี 6 (รูปท่ี 21 และ 22) 

 

 

 

 

 

 

 

  

รูปท่ี 21 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 3 
ซึ่งมีมิวเทชันแบบ deletion ในเอ็กซอนท่ี 4 

 

 

 

 

Exox4: Deletion 
c.714_740delTTCATGCCCAGGAGCCTGTCTCGCTG 

frameshift 10 aa. To stop codon  

คนปกติ 

ผู้ป่วย  
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รูปท่ี 22 Electropherogram จากการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing ของผู้ป่วยรายท่ี 3 
ซึ่งมีมิวเทชันแบบ missense ในเอ็กซอนท่ี 6 

 

2. ผลของการวิเคราะห์ว่ามิวเทชันที่พบในผู้ป่วยนั้นได้รับการถ่ายทอดมาจากบิดาและมารดา
ถูกต้องตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรมหรือไม่ 

 จากการวิเคราะห์และหามิวเทชันในพ่อและแม่ของผู้ป่วยท้ัง 3 ราย พบว่า มิวเทชันท่ีเกิดขึ้น

ในผู้ป่วยท้ัง 3 รายนั้นเป็นไปตามกฎการถ่ายทอดทางพันธุกรรม ดังนี้  

 ผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 ท่ีพบมิวเทชันแบบ nonsense ในเอ็กซอนท่ี 3 (p.R141X) และ 

มิวเทชันแบบบ splice site ในอินทรอนท่ี 7 (IVS7+1G>A) พบว่า แม่ของผู้ป่วยเป็นพาหะของโรค

และมีมิเทชันแบบ nonsense ในเอ็กซอนท่ี 3 (p.R141X) ส่วนพ่อของผู้ป่วยเป็นพาหะของโรคและมี

มิวเทชันแบบ splice site ในอินทรอนท่ี 7 (IVS7+1G>A)  

Exon6: Known missense mutation  
p.R374Q (CGG>CAG)  

ผู้ป่วย 
p.R374Q 

คนปกติ 
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รูปท่ี 23 แผนภาพ pedigree ของครอบครัวผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 
 
 ส าหรับผู้ป่วยรายท่ี 3 ท่ีพบมิวเทชันแบบ deletion ท่ีเอ็กซอนท่ี 4 และมิวเทชันแบบ 

missense ท่ีเอ็กซอนท่ี 6 (p.R374Q) พบว่าแม่ของผู้ป่วยเป็นพาหะของโรคและมีมิวเทชันแบบ 

missense ท่ีเอ็กซอนท่ี 6 (p.R374Q) และพ่อของผู้ป่วยก็เป็นพาหะของโรคเช่นกันและพบมิวเทชัน

แบบ deletion ท่ีเอ็กซอนท่ี 4  

 

 

 

IVS7+1G>A /WT  WT/p.R141X   

IVS7+1G>A /p.R141X   
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รูปท่ี 24 แผนภาพ pedigree ของครอบครัวผู้ป่วยรายท่ี 3  
 
3. ผลของการวิเคราะห์มิวเทชันแบบ splice site ที่พบ ต่อกระบวนการ splicing ในยีน 
CYP11B1 ของผู้ป่วย 

 จากการวิเคราะห์หามิวเทชันในผู้ป่วยท้ัง 3 ราย และพบมิวเทชันแบบต่างๆ ดังท่ีได้กล่าวไป

แล้วข้างต้น พบว่า มีเพียงมิวเทชันแบบ splice site ท่ีพบในผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 (IVS7+1G>A) 

เท่านั้น ท่ียังไม่สามารถระบุได้อย่างแน่ชัดว่า มิวเทชันท่ีเกิดขึ้นนี้ เป็นผลท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตา 

ไฮดรอกซิเลส ในผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องท าการวิเคราะห์ผลของมิวเทชันแบบ 

splice site นี้ ว่ามีผลต่อกระบวนการ splicing ในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วยหรือไม่ โดยใช้การทดลอง

ด้วย minigene ซึ่งขั้นตอนในการทดลองด้วย minigene ได้กล่าวไว้ในบทท่ี 3 แล้ว 

 

WT/ p.R374Q c.714_740del/WT   

c.714_740del/ p.R374Q  
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 และอย่างท่ีได้กล่าวไว้ในตอนต้นท่ีว่า การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน CYP11B1 เป็นเรื่องท่ี

ท าได้ยาก ดังนั้นการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับสร้าง minigene construct ของยีน CYP11B1 ก็ไม่ได้

ส าเร็จในครั้งแรก แต่ต้องออกแบบถึง 3 ครั้ง ถึงจะได้ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยการออกแบบ 

ไพรเมอร์ครั้งแรกนั้น เมื่อน าไพรเมอร์มาท า PCR ในคนปกติ ก็พบว่า PCR ของคนปกติมีขนาด 1,638 

คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดท่ีถูกต้อง (ดังรูปท่ี 25 ) 

 

 

 

2014-07-02 15hr 03min 

รูปท่ี 25 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับสร้าง  
minigene construct ซึ่งมีขนาด 1,638 คู่เบส 

 
แต่เมื่อน าไพรเมอร์ ดังกล่าว ท่ีใช้ส าหรับการสร้าง minigene construct และได้ท าการลองท า PCR 
ในคนปกติแล้วด้วยนั้น มาท า PCR ในดีเอ็นเอของผู้ป่วย พบว่า ไม่ปรากฏภาพขนาดของดีเอ็นเอของ
ผู้ป่วยบนเจล (ดังรูปท่ี 26) แสดงให้เห็นว่า ไพรเมอร์คู่นี้ ไม่เหมาะสมท่ีจะท ามาใช้ในการสร้าง 
minigene construct นี้ จึงได้ท าการออกแบบไพรเมอร์ใหม่อีกครั้ง  
 
 

1 kb  
ladder คนปกติ คนปกติ -ve 

1 kb  
ladder 
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2014-08-05 17hr 08min 

 

รูปท่ี 26 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับ
สร้าง minigene construct ซึ่งมีขนาด 1,638 คู่เบส 

 
หลังจากเกิดปัญหาเรื่องไพรเมอร์คู่แรก ท่ีไม่สามารถจะท า PCR ในดีเอ็นเอของคนไข้ได้ จึงได้ท าการ
ออกแบบไพรเมอร์ใหม่ เป็นไพรเมอร์คู่ท่ีสองนั่นเอง จากนั้นได้น าไพรเมอร์คู่ท่ีสองดังกล่าว มาท าการ 
PCR ในดีเอ็นเอของคนปกติ (ดังรูปท่ี 27) 
 
 
 

 
2014-09-03 14hr 37min 

 

รูปท่ี 27 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์คู่ท่ีสอง 
ซึ่งมีขนาด 1,598 คู่เบส 

 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder -ve คนปกติ คนปกติ ผู้ป่วย ผู้ป่วย 

100 bp  
ladder 

100 bp  
ladder -ve คนปกติ คนปกติ 
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และเมื่อน าไพรเมอร์คู่ท่ีสองนี้ มาท า PCR ในผู้ป่วยก็ได้ผล ดังรูปท่ี 28 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ไพรเมอร์คู่นี้
สามารถใช้ในการสร้าง minigene construct ได้  
 
 
 

 

 
2014-09-09 16hr 17min 
 

รูปท่ี 28 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร์คู่ท่ีสอง 
 ซึ่งมีขนาด 1,598 คู่เบส 

 
 เมื่อได้ช้ินส่วน PCR ท่ีต้องการของท้ังคนปกติปละผู้ป่วยแล้ว จากนั้นต้องน าช้ินส่วน PCR 
และพลาสมิดไปท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ พบว่า ในระหว่างการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
เกิดการสูญเสียช้ินส่วน PCR ของท้ังคนปกติและผู้ป่วยไปในปริมาณมาก (ดังรูปท่ี 29) ส่งผลให้
ปริมาณช้ินส่วน PCR ของท้ังคนปกติและผู้ป่วยไม่เพียงพอท่ีจะน าไปท าการ ligation ต่อในขั้นตอน
ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder -ve คนปกติ คนปกติ ผู้ป่วย ผู้ป่วย 



 

 

56 

 
 

 
2014-09-12 15hr 59min 

 
รูปท่ี 29 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วย 

เมื่อท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 
จึงต้องท าการแก้ไขด้วยการท า PCR ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเพิ่มเติม จากนั้นน ามาท าการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ได้ผลดังรูปท่ี 30 
 
 

 
2014-09-30 14hr 54min 

 

รูปท่ี 30 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท าการตัด 
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ หลังจากเพิ่มปริมาณช้ินส่วน PCR 

 

1 kb  
ladder คนปกติ ผู้ป่วย พลาสมิด พลาสมิด 

1 kb  
ladder พลาสมิด คนปกติ ผู้ป่วย 
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และเมื่อท าการสกัดเจลเพื่อน าช้ินส่วนของพลาสมิด ช้ินส่วน PCR ของท้ังคนปกติและผู้ป่วยออกมา 
และน าไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง Nana drop พบว่า ความเข้มข้นของพลาสมิด คือ 9.1 ng/µl 
ความเข้มข้นของช้ินส่วน PCR ของคนปกติ คือ 5.6 ng/µl และความเข้มข้นของช้ินส่วน PCR ของ
ผู้ป่วย คือ 5.6 ng/µl ซึ่งเมื่อค านวณแล้วเพียงพอต่อการน าไปท าการ ligation ต่อไป และเมื่อท าการ 
ligation แล้ว จึงได้น า minigene construct นั้น ไปท าการ transformation พบว่า ไม่มีโคโลนีของ
แบคทีเรียนขึ้นเลย จึงต้องเริ่มท าการสร้าง minigene construct ใหม่ ต้ังแต่ขั้นแรก อีกครั้ง โดย
สันนิษฐานว่า ท่ีโคโลนีไม่ขึ้นอาจจะเกิดจากการท่ี ช้ินส่วน PCR ไม่เช่ือมเข้าไปในพลาสมิด จึงได้ท า
การ PCR ในปริมาณท่ีมากขึ้น จากนั้นท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ได้ผลดังรูปท่ี 31 
 
 
 
 

 
2015-01-14 16hr 29min 

  
รูปท่ี 31 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท าการตัดด้วย 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ซึ่งพบว่าขนาดของพลาสมิดท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ไม่ถูกต้อง 
 
โดยจากรูปท่ี 31 พบว่า ขนาดของพลาสมิดท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะไม่ถูกต้อง จึงท าให้ทราบว่า
เกิดการปนเปื้อนขึ้นในพลาสมิดท่ีน ามาใช้ จึงต้องท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะอีกครั้ง (ดังรูปท่ี 
32) 
 
 
 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder 

พลาสมิดที่
ไม่ถูกตัด 

 

พลาสมิด 
ที่ถูกตัด คนปกติ ผู้ป่วย 



 

 

58 

 
 

 
2015-02-04 14hr 58min 

 
รูปท่ี 32 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท าการตัดด้วย 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ หลังจากเปล่ียนพลาสมิด 
 
เมื่อท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะแล้ว และปริมาณของช้ินส่วนต่างๆมีปริมาณมากเพียงพอแล้ว  
จึงน าช้ินส่วนของพลาสมิด ช้ินส่วน PCR ของคนปกติ และผู้ป่วย ไปท าการ ligation และ 
transformation ตามล าดับ ซึ่งในครั้งนี้พบว่า มีโคโลนีเกิดขึ้นในเพลท จึงได้ท าการคัดเลือกโคโลนี 
อย่างสุ่ม อย่างละ 3 โคโลนี  (ดังรูปท่ี 33 และ 34) เพื่อน าไปตรวจสอบความถูกต้องของ minigene 
construct ด้วยการท า direct sequencing โดยผลการตรวจสอบความถูกต้องของ minigene 
construct ของท้ังคนปกติและผู้ป่วย พบว่าไม่มีโคโลนีใดมีล าดับเบสท่ีถูกต้องเลย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder 

พลาสมิดที่
ไม่ถูกตัด 

 

พลาสมิด 
ที่ถูกตัด คนปกติ ผู้ป่วย 
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2015-03-19 15hr 10min 

 

รูปท่ี 33 ภาพเจลแสดงขนาดโคโลนีของผู้ป่วยท่ีคัดเลือกมาจ านวนท้ังส้ิน 10 โคโลนี  
 
 
 
 

 
2015-03-19 16hr 16min 

 
รูปท่ี 34 ภาพเจลแสดงขนาดโคโลนีของคนปกติท่ีคัดเลือกมาจ านวนท้ังส้ิน 10 โคโลนี 

 
หลังจากท าการสร้าง minigene construct ด้วยไพรเมอร์คู่ท่ีสองหลายครั้งแล้ว และท าการ
ปรับเปล่ียน และแก้ไขในหลายๆ จุดแล้ว แต่เมื่อท า minigene construct ไปตรวจสอบความถูกต้อง
ของล าดับเบสแล้ว แต่ก็ยังไม่พบโคโลนีท่ีถูกต้อง จึงตัดสินใจตรวจสอบไพรเมอร์นี้ด้วยการท าการตัด
ช้ินส่วนของ PCR ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ดูว่า ช้ินส่วน PCR ท่ีได้จากไพรเมอร์คู่นี้ คือ ช้ินส่วนท่ี
ถูกต้องจริงๆ หรือไม่ โดยเลือกเอนไซม์ SacI ในการตัดเพื่อตรวจสอบไพรเมอร์ ซึ่งถ้าช้ินส่วน PCR ท่ี
ถูกต้อง เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัวนี้ จะได้ตัดได้ท้ังส้ิน 3 ขนาด คือ 1,002 313 และ 285 คู่เบส 
ตามล าดับ ซึ่งได้ผลดังรูปท่ี 35 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder -ve +ve 

ผู้ป่วย 

โคโลนี 
ที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder -ve +ve 

โคโลนี 
ที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

คนปกติ 
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2015-05-07 11hr 39min 

 
รูปท่ี 35 ภาพเจลแสดงขนาดของช้ินส่วน PCR คนปกติท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ SacI 

 
ซึ่งจากรูปท่ี 35 แสดงให้เห็นว่า ไพรเมอร์คู่ท่ีสองนั้นไม่เหมาะสมในการน ามาท าการสร้าง minigene 
construct จึงจ าเป็นต้องออกแบบไพรเมอร์ใหม่เป็นคู่ท่ี 3 นั่นคือ ไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_F_ 
BamHI-HF และไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_R_ XbaI นั่นเอง โดยข้ันตอนของการออกแบบไพรเมอร์
คู่นี้ ได้กล่าวไว้ในบทท่ี 3 ในส่วนของการสร้าง minigene แล้ว และเมื่อได้ไพรเมอร์แล้ว น าไพรเมอร์คู่
นี้มาท า PCR ในดีเอ็นเอของท้ังคนปกติและดีเอ็นเอของผู้ป่วย โดยขนาดท่ีถูกต้องของช้ินส่วน PCR ท่ี
ได้จากไพรเมอร์คู่นี้จะมีขนาด 1,508 คู่เบส ซึ่งได้ผลดังรูปท่ี 36 
 
 
 
 

 
 
 
 

1 kb  
ladder คนปกติ 
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2015-06-08 16hr 45min 

 
รูปท่ี 36 ภาพเจลแสดงขนาดของดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วยเมื่อท า PCR ด้วยไพรเมอร ์

CYP11B1_IVS7_F_ BamHI-HF และไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_R_ XbaI 
 
จากนั้นน าช้ินส่วน PCR ของท้ังคนปกติและของผู้ป่วย รวมท้ังพลาสมิด ไปท าการตัดด้วยเอนไซม์ 
ตัดจ าเพาะ ซึ่งได้ผลดังรูปท่ี 37 
 
 

 

 
2015-06-09 13hr 33min 

 
 

รูปท่ี 37 ภาพเจลแสดงขนาดของพลาสมิด ดีเอ็นเอของคนปกติและผู้ป่วย 
เมื่อท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder คนปกติ ผู้ป่วย 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder 

พลาสมิด 
ที่ถูกตัด 

พลาสมิดที่
ไม่ถูกตัด 

 

คนปกติ ผู้ป่วย 
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จากนั้นท าการสกัดเจลของท้ังพลาสมิด และช้ินส่วน PCR แล้วน าไปปั่นด้วยความเร็วสูงเพื่อเป็นการ
ขจัดน้ าออก และท าให้ท้ังพลาสมิด และช้ินส่วน PCR มีความเข้มข้นท่ีสูงขึ้น ซึ่งส่งผลให้ประสิทธิภาพ
ของการ ligation สูงยิ่งขึ้นด้วย โดยเมื่อปั่นเอาน้ าออกแล้ว พลาสมิด มีความเข้มข้น 56.9 ng/µl 
ช้ินส่วน PCR ของคนปกติ มีความเข้มข้น 27.7 ng/µl และช้ินส่วน PCR ของผู้ป่วย มีความเข้มข้น 
34.5 ng/µl จากนั้นท าการ ligation พบว่า  โคโลนีของคนปกติขึ้นท้ังส้ิน 5 โคโลนี และโคโลนีของ
ผู้ป่วยข้ึนท้ังส้ิน 2 โคโลนี (รูปท่ี 38) 
 
 
 
 

 
2015-06-15 14hr 09min 

 

รูปท่ี 38 ภาพเจลแสดงขนาดโคโลนีของท้ังคนปกติและของผู้ป่วย 
 
โดยจากภาพเห็นว่าโคโลนีของคนปกติเมื่อน ามาท า PCR เห็นว่าภาพชัดเจนดี ดังนั้น จึงท าการสกัด
เจลแล้วน าไป minigene construct ของคนปกติท้ัง 5 โคโลนี ไปตรวจสอบความถูกต้องของล าดับ
เบส และพบว่ามี 1 โคโลนี ท่ีมีล าดับเบสถูกต้องท้ังหมด ในขณะท่ีโคโลนีของผู้ป่วย เมื่อน ามาท า PCR 
พบว่าไม่ปรากฏภาพของ PCR ของผู้ป่วย ดังนั้น จึงต้องเริ่มท าการสร้าง minigene construct ของ
ผู้ป่วยอีกครั้ง โดยครั้งนี้ท าการ PCR ดีเอ็นเอของผู้ป่วยท้ังส้ิน 40 reactions เพื่อให้ได้ความเข้มข้น
ของช้ินส่วน PCR สูงท่ีสุด เพื่อประสิทธิภาพในการ ligation โดยในครั้งนี้ มีโคโลนีของผู้ป่วยขึ้นท้ังส้ิน 
6 โคโลนี จึงท าการสกัดเจลและท าการตรวจสอบความถูกต้องของล าดับเบส ซึ่งจากผลการตรวจสอบ 
มีเพียง 1 โคโลนี เท่านั้นท่ีมีล าดับเบสถูกต้อง 

1 kb  
ladder 

1 kb  
ladder 

-ve โคโลนีทั้ง 5 ของคนปกติ 

โคโลนี 
ของผู้ป่วย 
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 หลังจากท่ีได้ minigene construct ของท้ังคนปกติแลผู้ป่วยแล้ว ต่อไปเป็นขั้นตอนของการ
ท า transfection เข้าไปในเซลล์ COS-7 โดยเซลล์ COS-7 ท่ีเหมาะสมจะต้องเป็นเซลล์ท่ียังไม่แก่มาก 
อีกท้ังในการเล้ียงเซลล์ ก็ไม่ควรท่ีเล้ียงเซลล์จนเซลล์หนาแน่นจนเกินไป เพราะจะท าให้เซลล์มี
ประสิทธิภาพท่ีลดลง  
 
 

  
 

รูปท่ี 39 เซลล์ COS-7 หลังจากท าการ subculture เป็นเวลา 2 วัน  
 
และในการท า transfection ในแต่ละงานวิจัย ควรท่ีจะท าการหา condition ท่ีเหมาะสมส าหรับ
งานวิจัยนั้นๆ เพื่อประสิทธิภาพของการท า transfection จากนั้นสกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ COS-7 นี้ 
และเมื่อได้อาร์เอ็นเอแล้วควรรีบน าอาร์เอ็นเอเก็บในตู้ -80 องศาเซลเซียส ทันทีเพื่อรักษาสภาพของ 
อาร์เอ็นเอ  
 น าอาร์เอ็นเอท่ีได้มาท าการเปล่ียนเป็นซีดีเอ็นเอ และน าไปท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
CYP11B1_IVS7_F_ BamHI-HF และไพรเมอร์ CYP11B1_IVS7_R_ XbaI ได้ผลดังรูปท่ี 40 
 
 
 
 

10X 
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รูปท่ี 40 ขนาดของซีดีเอ็นเอของท้ังคนปกติและของผู้ป่วยท่ีมีมิวเทชันแบบ IVS7+1G>A 
 

 จากรูปท่ี 40 แสดงให้เห็นว่า ขนาดของซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยมีความแตกต่างกันกับซีดีเอ็นเอ

ของคนปกติอย่างเห็นได้ชัด โดยขนาดของซีดีเอ็นเอของคนปกติมีขนาด 560 คู่เบส ในขณะท่ีซีดีเอ็นเอ

ของผู้ป่วยมี 2 ขนาดด้วยกัน คือ ขนาด 481 คู่เบส และขนาด 283 คู่เบส ซึ่งจะเห็นได้ว่าขนาดซีดีเอ็น

เอของผู้ป่วยจะมีขนาดเล็กกว่าของคนปกติ ดังนั้น ซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยจะต้องมีบางส่วนขาดหายไป

นั่นเอง และเมื่อน าซีดีเอ็นเอของท้ังคนปกติและของผู้ป่วยไปหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing 

แล้ว พบว่า ซีดีเอ็นเอของคนปกติประกอบไปด้วยล าดับเบสของเอ็กซอน 6-9 เรียงต่อกันอย่างสมบูรณ์ 

ดังรูปท่ี 41 

 

 

560 
bp 

481 
bp 

283 
bp 

ผู้ป่วย IVS7+1G>A คนปกติ 100 bp ladder 
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รูปท่ี 41 แผนภาพการ splicing ของคนปกติและแสดงผลการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 
sequencing จากซีดีเอ็นเอของคนปกติ 

 

ซึ่งจากรูปท่ี 24 จะเห็นว่า การ splicing ของคนปกติท างานอย่างมีประสิทธิภาพดี นั่นคือ เกิดการตัด 

intron ท่ี 6, 7 และ 8 อีกท้ังยังเกิดการเรียงต่อกันของเอ็กซอน 6-9 อย่างสมบูรณ์อีกด้วย ในขณะท่ี

ผลของการหาล าเบสจากซีดีเอ็นเอของผู้ป่วย พบว่า ซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยท่ีมีขนาด 481 คู่เบสนั้น เกิด

คนปกติ 
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การ splicing ท่ีผิดพลาดไป โดยเกิดการตัดอินทรอนท่ี 6, 7 และ 8 รวมท้ังเกิดการตัดเอ็กซอนท่ี 7 

ออกไปด้วยนั่นเอง (รูปท่ี 42) ดังนั้น ซีดีเอ็นเอของผู้ป่วย ขนาด 481 คู่เบสนี้ จึงประกอบไปด้วยเอ็ก

ซอน 6, 8 และ 9 ตามล าดับ 

 

 

 

 

รูปท่ี 42 แผนภาพการ splicing ของผู้ป่วยและแสดงผลการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing 
จากซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยขนาด 481 คู่เบส 

 
ในส่วนของซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยท่ีมีขนาด 283 คู่เบสนั้น เมื่อน าซีดีเอ็นเอไปหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 

sequencing พบว่า เกิดการ splicing ท่ีผิดพลาดเช่นกัน คือ เกิดการตัด intron ท่ี 6, 7 และ 8 

ผู้ป่วย IVS7+1G>A (481 bp) 

IVS7+1G>A 
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รวมท้ังเอ็กซอนท่ี 7 และ 8 ด้วย (รูปท่ี 43) ดังนั้น ซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยท่ีมีขนาด 283 คู่เบสนี้ จึง

ประกอบไปด้วย เอ็กซอนท่ี 6 และเอ็กซอนท่ี 9 ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 43 แสดงแผนภาพการ splicing ของผู้ป่วยและแสดงผลการหาล าดับเบสด้วยวิธี direct 
sequencing จากซีดีเอ็นเอของผู้ป่วยขนาด 283 คู่เบส 

 

ผู้ป่วย IVS7+1G>A (283 bp) 

IVS6 

IVS7+1G>A 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส เป็นโรคท่ีมีการถ่ายทอดแบบยีนด้อยบนโครโมโซมร่างกาย 

โดยพบผู้ป่วยด้วยโรคนี้เพียง 1 ใน 250,000 คน (Peter, 2002) แต่ถึงแม้จะเป็นโรคท่ีพบได้น้อยใน

ประชากร แต่ก็เป็นโรคท่ีมีลักษณะอาการท่ีหลากหลาย และความรุนแรงของโรคยังมีด้วยกันหลาย

ระดับ ต้ังแต่ลักษณะอาการท่ีมีความรุนแรงมากไปจนถึงความรุนแรงน้อย อีกท้ังลักษณะอาการของ

โรคของผู้ป่วยบางรายยังมีความคล้ายคลึงกับอาการของโรคอื่นๆ นอกจากนี้ผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11

บีตาไฮดรอกซิเลส ท่ีมีความรุนแรงของโรคมากก็ยังมีความเส่ียงต่อการเสียชีวิตในวัยเด็กและยังอาจ

ก่อให้เกิดปัญหาทางสภาพจิตใจของผู้ป่วยได้อีกด้วย จากการศึกษารายงานการวิจัยท่ีผ่านมาพบว่า ยัง

ไม่มีรายงานการวิจัยใดท่ีศึกษาเกี่ยวกับภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสในประชากรชาวไทยเลย ดังนั้น

จึงเป็นการดีท่ีผู้วิจัยจะได้ท าการศึกษาและวิเคราะห์ผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสในผู้ป่วย

ชาวไทย โดยทางแผนกกุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ได้วินิจฉัยผู้ป่วยและพบผู้ป่วยท่ีมี

ภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส ท้ังส้ิน 3 ราย อีกท้ังผู้ป่วยท้ัง 3 รายยังเป็นผู้ป่วยชาวไทยท้ังส้ิน และ

จากลักษณะอาการท่ีแสดงออกของผู้ป่วย พบว่าผู้ป่วยมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส แบบ classic 

ชนิดรุนแรง เนื่องมาจากผู้ป่วยมีอาการของความดันโลหิตสูงและมีลักษณะแข็งแรงแบบเพศชาย 

(virilization) ซึ่งเป็นลักษณะอาการหลักท่ีส าคัญของผู้ป่วยท่ีมีภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส แบบ 

classic นั่นเอง (Melcescu, Phillips et al., 2012) ทางผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาและวิเคราะห์ยีน 

CYP11B1 ของผู้ป่วยดังกล่าว ซึ่งจากการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 ของผู้ป่วยท้ัง 3 ราย พบมิวเทชัน 

ในยีน CYP11B1 ในผู้ป่วยทุกราย 

 ผู้ป่วยรายท่ี 1 และ 2 ซึ่งเป็นพี่น้องกัน มีมิวเทชันแบบ compound heterozygous โดยพบ

มิวเทชันแบบ nonsense ท่ีเอ็กซอนท่ี 3 มีการเปล่ียนแปลงของเบสไซโทซีน เป็นเบสไทมีน ส่งผลให้

กรดอะมิโนตัวที่ 141 เปล่ียนจากอาร์จีนีนไปเป็นรหัสหยุดการสังเคราะห์โปรตีน (p.R141X)  เป็นผล
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ให้กรดอะมิโนเหลือเพียง 141 กรดอะมิโนจากท้ังส้ิน 503 กรดอะมิโน ท าให้โปรตีนดังกล่าวขาด

กรดอะมิโนในช่วงของเอ็กซอนท่ี 6-8 ไป ซึ่งเป็นส่วนท่ีส าคัญต่อการท าหน้าท่ีของเอนไซม์ 

11บีตาไฮดรอกซิเลส มีผลให้ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลส ลดลงและ

น าไปสู่การเกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส และอีกมิวเทชันหนึ่ง คือ มิวเทชันแบบ splice site ใน

ต าแหน่งเบสตัวแรกของอินทรอนท่ี 7 โดยเปล่ียนจากเบสกวานีนเป็นเบสอะดีนีน (IVS7+1G>A) ซึ่ง

มิวเทชันท้ัง 2 แบบท่ีพบในผู้ป่วยนั้นได้รับมาจากพ่อและแม่ของผู้ป่วย โดยพ่อของผู้ป่วยเป็นพาหะ

ของมิวเทชันแบบ splice site ในอินทรอนท่ี 7 (IVS7+1G>A) และแม่ของผู้ป่วยเป็นพาหะของ 

มิวเทชันแบบ nonsense ในเอ็กซอนท่ี 3 (p.R141X)  นั่นเอง ส าหรับผู้ป่วยรายท่ี 3 พบว่ามีมิวเทชัน

แบบ compound heterozygous เช่นกัน โดยพบมิวเทชันแบบ deletion 26 คู่เบส ท่ีเอ็กซอนท่ี 4 

ส่งผลให้กรดอะมิโนตัวที่ 239 เปล่ียนจากฟีนิลอะลานีนเป็นกรดแอสพาร์ติก อีกท้ังยังเหนี่ยวน าให้เกิด 

frameshift ท้ังส้ิน 10 กรดอะมิโน (p.Phe239Aspfs*11)  และน าไปสู่รหัสหยุดการสังเคราะห์โปรตีน 

เป็นผลให้โปรตีนนี้มีกรดอะมิโนเหลือเพียง 250 กรดอะมิโน ท าให้โปรตีนดังกล่าวขาดกรดอะมิโน

ในช่วงของเอ็กซอนท่ี 6-8 ไป ซึ่งเป็นส่วนท่ีส าคัญต่อการท าหน้าท่ีของเอนไซม์11บีตาไฮดรอกซิเลส มี

ผลให้ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ 11บีตาไฮดรอกซิเลส ลดลงและน าไปสู่การเกิดภาวะ

ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส และพบมิวเทชันแบบ missense ในเอ็กซอนท่ี 6 โดยมีการเปล่ียนแปลง

ของเบสกวานีนเป็นเบสอะดีนีน ส่งผลให้กรดอะมิโนตัวท่ี 374 เปล่ียนจากอาร์จีนีนเป็นกลูตามีน 

(p.R374Q) ซึ่งมิวเทชันท่ีพบในผู้ป่วยรายท่ี 3 นี้ ได้รับการถ่ายทอดมาจากพ่อและแม่ของผู้ป่วยรายท่ี 

3 เช่นกัน คือ พ่อของผู้ป่วยรายท่ี 3 เป็นพาหะของมิวเทชันแบบ deletion ท่ีเอ็กซอนท่ี 4 ในขณะท่ี

แม่ของผู้ป่วยรายท่ี 3 เป็นพาหะของมิวเทชันแบบ missense ท่ีเอ็กซอนท่ี 6 (p.R374Q)  

 โดยจากมิวเทชันท่ีพบท้ังส้ิน 4 แบบ ในผู้ป่วยท้ัง 3 รายนั้น มีเพียงมิวเทชันแบบ splice site 

ในอินทรอนท่ี 7 (IVS7+1G>A) เท่านั้น ท่ียังไม่มีรายงานการวิจัยท่ีมายืนยันว่ามิวเทชันแบบดังกล่าว

เป็นสาเหตุท่ีท าให้ผู้ป่วยเกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส ซึ่งในส่วนของมิวเทชันแบบ nonsense 

และ deletion ในยีน CYP11B1 ท่ีพบนั้น เป็นท่ีแน่ชัดอยู่แล้วว่า เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดความผิดปกติ

ขึ้นกับโปรตีน CYP11B1 ของผู้ป่วยและน าไปสู่การเกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสดังกล่าว 

เนื่องจากมิวเทชันแบบ nonsense นั้นมีผลให้โปรตีนส้ันลงจากปกติ (Cartegni, Chew et al., 2002)  

จึงส่งผลให้โปรตีนนั้นไม่สามารถท างานได้หรือท างานได้อย่างไม่มีประสิทธิภาพ และในส่วนของ  
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มิวเทชันแบบ deletion นั้น เป็นผลให้เกิด frameshift ขึ้นในยีนของผู้ป่วยจึงส่งผลให้เกิดความ

ผิดปกติขึ้นกับโปรตีน CYP11B1 ด้วยเช่นกัน โดยส าหรับมิวเทชันแบบ nonsense ในเอ็กซอนท่ี 3 

(p.R141X) มีรายงานการวิจัยกล่าวไว้ว่า มิวเทชันดังกล่าวมีผลท าให้การแสดงออกของยีน CYP11B1 

เหลือเพียง 4.9 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นผลท าให้ผู้ป่วยเกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส (Zhang, Liu et 

al., 2013) ส าหรับมิวเทชันแบบ missense ในเอ็กซอนท่ี 6 (p.R374Q) นั้นมีรายงานการวิจัยมา

ยืนยันแล้วว่ามิวเทชันดังกล่าวเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส โดยมิวเทชันนี้ท า

ให้ยีน CYP11B1 ไม่สามารถท างานได้เลย เนื่องมาจากเมื่อน ามิวเทชันดังกล่าวไปท า การตรวจสอบ

ด้วยการท า functional analysis พบว่าไม่มีการแสดงออกของฮอร์โมน 11-ดีออกซีคอร์ติซอลและ

ฮอร์โมนคอร์ติซอล โดยบริเวณเอ็กซอนท่ี 6 ของยีน CYP11B1 เป็นส่วนของ substrate binding 

ดังนั้นเมื่อเกิดการเปล่ียนแปลงขึ้นในเอ็กซอนท่ี 6 จึงส่งผลให้โปรตีน CYP11B1 ไม่สามารถท างานได้ 

(Curnow, Slutsker et al., 1993) และส าหรับมิวเทชันแบบ deletion 26 คู่เบส ในเอ็กซอนท่ี 4 

นั้น พบว่าท าให้ยีน CYP111B1 เกิดการขาดหายไปของเอ็กซอนท่ี 6-8 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีส าคัญส าหรับ 

heme binding จึงส่งผลให้โปรตีน CYP11B1 ไม่สามารถท างานได้เช่นกัน (Curnow, Slutsker et 

al., 1993) 

 จนถึงปัจจุบันนี้ มีรายงานการวิจัยท่ีพบมิวเทชันแบบ splice site ในยีน CYP11B1 ท้ังส้ิน 8 

แบบ ได้แก่ IVS4+5 G>C, IVS5-1 G>A, IVS5-1 G>C, IVS5+1 G>A, IVS5+1 G>C, IVS6+5 G>T, 

IVS7+1 G>A และ IVS8+4 A>G (ดังตารางท่ี 10) และพบว่ามิวเทชันแบบ splice site IVS7+1G>A 

ซึ่งมีต าแหน่งอยู่ในอินทรอนท่ี 7 ถูกค้นพบครั้งแรกที่ประเทศญี่ปุ่นในปี 2014 (Matsubara, Kataoka 

et al., 2014) แล้ว แต่จนถึงปัจจุบันนี้ก็ยังไม่มีรายงานการวิจัยออกมาระบุอย่างชัดเจนว่า มิวเทชัน

ดังกล่าวเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส 
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ตารางท่ี 10 มิวเทชันแบบ splice site ท่ีค้นพบในยีน CYP11B1  
(Nguyen, Nguyen et al., 2015) 

 

ดังนั้น เมื่อทางผู้วิจัยพบมิวเทชันนี้ในผู้ป่วยชาวไทย จึงได้ท าการวิจัยเพื่อศึกษาว่ามิวเทชันแบบ splice 

site (IVS7+1G>A) นี้ เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลสหรือไม่และอย่างไร โดย

ใช้การทดลองด้วย minigene เนื่องจากมิวเทชัน IVS7+1G>A ท่ีพบในผู้ป่วยนี้ เป็นมิวเทชันท่ีเกิดจาก

การเปล่ียนแปลงเบส 1 เบส จากเบสกวานีนเป็นเบสอะดีนีนตรงต าแหน่งเบสตัวแรกของอินทรอนท่ี 7 

ซึ่งเป็นต าแหน่งของ splice donor site และเป็นบริเวณของต าแหน่งเบสอนุรักษ์ส าหรับกระบวนการ 

splicing (splice site consensus sequence) โดยการเปล่ียนแปลงของเบสท่ีต าแหน่งอนุรักษ์

ดังกล่าวส่วนมากจะมีผลท าให้เกิดการ splicing ท่ีผิดปกติหรือผิดพลาดไป เช่น การท าให้เกิดการขาด

หายไปของเอ็กซอนข้างเคียง เป็นต้น และยังเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรคต่างๆด้วย (Cartegni, Chew 

et al., 2002) โดยจากการทดลองด้วย minigene พบว่า อาร์เอ็นเอของผู้ป่วยมีความแตกต่างกับ 

อาร์เอ็นของคนปกติ โดยอาร์เอ็นเอของคนปกติประกอบด้วยเอ็กซอนท่ี 6-9 เรียงต่อกันอย่างสมบูรณ์ 

ในขณะท่ีอาร์เอ็นเอของผู้ป่วยมีด้วยกัน 2 แบบ คือ แบบท่ีหนึ่งนั้น อาร์เอ็นเอประกอบด้วยเอ็กซอนท่ี 

6, 8-9 เรียงต่อกันโดยท่ีไม่มีเอ็กซอนท่ี 7 และอีกแบบหนึ่งคือ อาร์เอ็นเอประกอบด้วยเอ็กซอนท่ี 6 

และ 9 เรียงต่อกัน โดยท่ีไม่มีเอ็กซอนท่ี 7 และ 8 นั่นเอง ซึ่งจากรายงานการวิจัยท่ีผ่านมาท าให้ทราบ

ว่า มิวเทชันในยีน CYP11B1 ส่วนใหญ่ท่ีเป็นสาเหตุให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส จะพบอยู่

ในบริเวณเอ็กซอนท่ี 6,7 และ 8  โดย 70% ของล าดับกรดอะมิโนในบริเวณของเอ็กซอนท่ี 6-8 นี้ 

พบว่ามีความคล้ายคลึงกันในมนุษย์, วัวและหนู เนื่องมาจากบริเวณเอ็กซอนท่ี 6-8 ของยีน CYP11B1 

นี้เป็นบริเวณของ heme binding ซึ่งมีหน้าท่ีส าคัญและส่งผลต่อประสิทธิภาพในการท างานของ
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โปรตีน CYP11B1 (Curnow, Slutsker et al., 1993) จึงท าให้เห็นได้ว่าบริเวณเอ็กซอน 6-8 ของยีน 

CYP11B1 เป็นบริเวณท่ีจ าเป็นต่อ enzymatic activity ของโปรตีน CYP11B1 อีกท้ังเมื่อไม่นานมานี้ 

ได้มีรายงานการวิจัยมาสนับสนุนว่า มิวเทชันแบบ IVS7+1G>A นี้ เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 

11บีตาไฮดรอกซิเลส เนื่องจากเมื่อทดลองด้วย minigene พบว่า อาร์เอ็นเอของผู้ป่วยประกอบด้วย 

เอ็กซอนท่ี 7, อินทรอนท่ี 7 และเอ็กซอนท่ี 8 ซึ่งเป็นผลจากมิวเทชันดังกล่าวท่ีท าให้ไม่เกิดการ 

ตัดอินทรอนนั่นเอง (Nguyen, Eiden-Plach et al., 2016) ดังนั้น มิวเทชัน IVS7+1G>A ซึ่งเป็น 

มิวเทชันท่ีเกิดในบริเวณของอินทรอนท่ี 7 ในต าแหน่งของ splice donor site ของยีน CYP11B1 จึง

เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส ขึ้นในผู้ป่วย  

 จากการวิจัยเกี่ยวกับภาวะขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส นี้ พบมิวเทชันแบบ compound 

heterozygous ในยีน CYP11B1 ของผู้ป่วย ส่งผลกระทบต่อโครงสร้างของโปรตีน CYP11B1 ดังนั้น 

จากผลการวิจัยนี้จึงสามารถอธิบายได้ว่า มิวเทชันดังกล่าวท่ีพบในผู้ป่วยเป็นสาเหตุท่ีก่อให้เกิดภาวะ

ขาด 11บีตาไฮดรอกซิเลส นอกจากนี้งานวิจัยในครั้งนี้ยังสามารถช่วยให้เข้าใจกลไกการท างานของ 

มิวเทชันแบบ splice site ได้ดียิ่งขึ้นและน าไปสู่การรักษาผู้ป่วยอย่างมีประสิทธิภาพในอนาคตด้วย  

ข้อเสนอแนะ  

 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันในผู้ป่วยจ าเป็นท่ี

จะต้องให้ความส าคัญในขั้นตอนของการออกแบบเป็นอย่างมาก เนื่องจากล าดับเบสของยีน 

CYP11B1 มีความเหมือนกันกับล าดับเบสของยีน CYP11B2 เป็นอย่างมาก ดังนั้นจ าเป็นท่ีจะต้อง

ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะอย่างสูงต่อยีน CYP11B1 โดยหลังจากออกแบบแล้วต้อง

ตรวจสอบด้วยว่าไพรเมอร์นั้นๆ สามารถจับกับล าดับเบสของยีนเพียงยีนเดียวและต าแหน่งเดียว

หรือไม่ และนอกจากการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการวิเคราะห์ยีน CYP11B1 เพื่อหามิวเทชันแล้ว 

การออกแบบ minigene construct ส าหรับการศึกษาผลของมิวเทชันแบบ splice site ก็มี

ความส าคัญยิ่งเช่นกัน เพราะเป็นการยากท่ีจะทราบว่าผลของมิวเทชันนั้นๆ จะเป็นเช่นไร เนื่องมาจาก

ผลจากมิวเทชันแบบ splice site นั้นเกิดได้หลายแบบ อาทิเช่น การขาดหายไปของเอ็กซอนบาง 

เอ็กซอนท่ีอยู่ข้างเคียงในยีน, การท าให้เกิด pseudo-exon, การคงอยู่ของอินทรอน เป็นต้น และจาก

ผลการวิจัยก่อนหน้านี้ พบว่าการขาดหายไปของเอ็กซอนบางเอ็กซอนท่ีอยู่ข้างเคียงเป็นรูปแบบท่ี

เกิดขึ้นมากท่ีสุดในมนุษย์ (Scotti and Swanson, 2016) ดังนั้น ในการออกแบบช้ินส่วนของยีนท่ีจะ
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น าไปใส่เข้าในพลาสมิดเพื่อสร้าง minigene construct จึงมีความส าคัญอย่างยิ่ง โดยควรท่ีจะ

ออกแบบช้ินส่วนของยีนให้มีขนาดใหญ่ท่ีสุดท่ีจะสามารถใส่เข้าไปในพลาสมิดได้ โดยช้ินส่วนเหล่านั้น

ควรจะประกอบด้วยเอ็กซอนและอินทรอนข้างเคียงท้ังสองข้างของเอ็กซอนและอินทรอนท่ีเกิด  

มิวเทชันด้วยนั่นเอง  

 ในส่วนของการน า minigene construct เข้าสู่เซลล์ของสัตว์เล้ียงลูกด้วยน้ านมแบบช่ัวคราว

นั้น ควรเลือกสารเคมีท่ีเหมาะสมกับเซลล์นั้นๆ หรืออาจจะเลือกสารเคมีท่ีใช้ได้และมีอยู่แล้วใน

ห้องปฏิบัติการ อีกท้ังในการน า minigene construct เข้าสู่เซลล์ ควรจะมีการทดลองหาสัดส่วนท่ี

เหมาะสมของสารเคมี, minigene construct และเซลล์นั้นๆ ให้เหมาะสมกับงานแต่ละงานก่อน 

ทุกครั้ง เพื่อประสิทธิภาพของการท าการศึกษาในขั้นต่อไป  
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การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากเลือดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอจากเลือด QIAamp®DNA Blood Mini Kit  

(Qiagen, USA) มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. น าเลือดของผู้ป่วยมาปั่นตกท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ด้วยแรงเหวี่ยง 2,000 rcf เป็น

เวลา 10 นาที หลังจากปั่นตกแล้วจะเห็นตะกอนเม็ดเลือดขาวอยู่ก้นหลอด  

2. เทเลือดท้ิงแล้วใส่ cell lysis 3 มิลลิลิตร พร้อมกับเขย่าให้เข้ากันเพื่อแตกเซลล์เม็ดเลือด  

3. ใส่ protein precipitation 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันตก 5 นาที เพื่อแยกโปรตีนออก  

4. แยกส่วนท่ีเป็นของเหลวใสๆออกมาใส่ในหลอด 15 มิลลิลิตร ใส่ isopropranol 1 เท่า

ของส่วนใสท่ีได้มาพร้อมท้ังเขย่าเบาๆ และน าไปป่ันตกเป็นเวลา 3 นาที เพื่อดึงน้ าออกจากดี

เอ็นเอ  

5. เทส่วนของของเหลวทิ้ง ใส่ 70% ethanol 3 มิลลิลิตรและปั่นตกเป็นเวลา 1 นาที เมื่อปั่น

ตกเสร็จเรียบร้อยแล้ว พยายามย้ายก้อนดีเอ็นเอลงมาใส่ในหลอดส าหรับเก็บดีเอ็นเอ จากนั้น

ตากดีเอ็นเอให้แห้งสนิท และเมื่อดีเอ็นเอแห้งสนิทแล้วให้ใส่ DNA hydration ประมาณ 20-

200 ไมโครลิตร โดยสังเกตจากขนาดของก้อนดีเอ็นเอท่ีได้ จากนั้นเมื่อได้จีโนมิกดีเอ็นเอของ

ผู้ป่วยแล้วให้น าไปเก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

สกัดเจลด้วย ชุดสกัดเจล GenepHlow™ Gel Extraction Kit โดยมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

1. ตัดเจลในส่วนท่ีมีขนาดท่ีถูกต้องตามท่ีต้องการ น ามาใส่ QG buffer 500 ไมโครลิตร 

พร้อมท้ังวอร์เท็กซ์ แล้วน าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

2. น าของเหลวผสมท่ีได้ใส่ในคอลัมน์ ปริมาตรไม่เกิน 800 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปปั่นท่ี

ความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 1 นาที 

3. ก าจัดส่วนท่ีเป็นของเหลวทิ้ง เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปป่ันท่ีความเร็ว

สูงสุด เป็นเวลา 1 นาที 
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4. ก าจัดส่วนท่ีเป็นของเหลวทิ้ง แล้วเติม Wash buffer 600 ไมโครลิตร ต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 5 นาที แล้วปั่นท่ีความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 1 นาที  

5. ก าจัดส่วนท่ีเป็นของเหลวทิ้ง จากนั้นน าไปป่ันแห้งอีก 3 นาที ท่ีความเร็วเท่าเดิม  

6. น าคอลัมน์ไปใส่ในหลอด 1.5 ไมโครลิตร เติม Elution buffer 20 ไมโครลิตร บริเวณ

กลางคอลัมน์ ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปป่ันท่ีความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 3 นาที 

จากนั้นน าไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (NanoDrop)   

 

สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ด้วยชุดสกัด RNA ชื่อ QIAamp RNA Blood Mini Kit โดยมีขั้นตอน

ดังต่อไปนี้ 

1. ใส่ RLT (ท่ีผสม beta-mercaptoethanol แล้ว) 350 ไมโครลิตร ลงไปในเซลล์ ผสมให้

เข้ากันอย่าให้เซลล์เกาะกันเป็นก้อน จากนั้นดูดของเหลวท้ังหมดมาใส่ในคอลัมน์ น าไปปั่นท่ีความเร็ว

สูงสุด เป็นเวลา 2 นาที  

2. เติม 70% ethanol 350 ไมโครลิตร ลงไปในของเหลวที่ได้ จากนั้นดูดของเหลวท้ังหมดใส่

ในอีกคอลัมน์หนึ่ง น าไปปั่นท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 15 วินาที เมื่อปั่นเสร็จแล้วก าจัด

ของเหลวทิ้ง 

3. เติม RW1 buffer 700 ไมโครลิตร น าไปปั่นท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 15 วินาที

จากนั้นก าจัดของเหลวทิ้ง 

4. เติม RPE buffer 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 15 วินาที

ก าจัดของเหลวทิ้ง    

5. เติม RPE buffer 500 ไมโครลิตรอีกครั้ง แล้วน าไปปั่นท่ีความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 3 นาที

ก าจัดของเหลวทิ้งแล้วน าไปป่ันแห้งท่ีความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 1 นาที   

6. น าคอลัมน์ไปใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร แล้วใส่ RNase-free water 30 ไมโครลิตร 
จากนั้นน าไปป่ันด้วยความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 1 นาที ก็จะได้อาร์เอ็นเอท่ีสกัดจากเซลล์ 
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