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บทคั ดย่อ ภำษำไทย 

รัชติพรรณ ปิติวรำรมย์ : รูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิด
ใหลตำยในประชำกรไทย  (SCN5A gene exome sequencing profile in sudden unexplained 
nocturnal death syndrome in Thai population) อ.ที่ปรึกษำวิทยำนิพนธ์หลัก: ผศ. นพ.อุดมศักดิ์ 
หุ่นวจิิตร, อ.ที่ปรึกษำวิทยำนิพนธ์ร่วม: รศ. นพ.กรเกียรติ วงศ์ไพศำลสิน{, 84 หน้ำ. 

กลุ่มอำกำร sudden unexplained nocturnal death syndrome (SUNDS) หรือใหลตำยเป็นกำร
เสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลันโดยไม่ทรำบสำเหตุพบมำกในประชำกรชำวเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  โดยผู้เสียชีวิตมักเป็น
เพศชำย อำยุระหว่ำง 20 – 49 ปี สุขภำพแข็งแรง ไม่มีประวัติโรคประจ ำตัว ในกำรศึกษำก่อนหน้ำพบว่ำลักษณะ
ทำงระบำดวิทยำและอำกำรของกลุ่มอำกำร SUNDS มีควำมใกล้เคียงกับกลุ่มอำกำร Brugada syndrome (BrS) ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A นอกจำกนี้ ยังพบว่ำยีน SCN5A มีกำรแปรผันทำงพันธุกรรมที่แตกต่ำง
กันไปในแต่ละประชำกร วัตถุประสงค์ของงำนวิจัยนี้ เพื่อศึกษำรูปแบบข้อมูลล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน 
SCN5A ในประชำกรไทยท่ีเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ด้วยวิธ ีNext-Generation sequencing (NGS) 

ตัวอย่ำงเลือดของผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS จ ำนวน 43 รำยถูกน ำมำวิเครำะห์ล ำดับเบสของ 
exon บนยีน SCN5A ด้วยวิธี Next-Generation sequencing (NGS) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ควำมแปรผัน
ทำงพันธุกรรมที่มีค่ำ MAF < 0.01 จำก ExAC และค่ำผลกระทบต่อโปรตีนระดับสูงหรือปำนกลำงจำก SnpEff จะ
ถูกคัดเลือกเพื่อน ำมำท ำนำยควำมสำมำรถในกำรก่อโรค โดย missense variant จะวิเครำะห์ด้วย Polyphen-2 
ส่วน frameshift variant หรือ stop gained variant จะวิเครำะห์ด้วย Mutationtaster  และคัดด้วย CADD ซึ่ง
รวมผลที่ได้จำกกำรท ำนำยที่ค่ำ < 20 ออก จำกนั้น เปรียบเทียบผลกับ ClinVar และงำนวิจัยก่อนหน้ำ ข้อมูล
พื้นฐำนของผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS จะน ำมำวิเครำะห์ทำงสถิติเชิงพรรณนำด้วยโปรแกรม  Microsoft 
Excel 2013 และ IBM SPSS statistic version 22.0. 

กำรวิจัยนี้สำมำรถวิเครำะห์หำรูปแบบของล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ของผู้เสียชีวิต
จำกกลุ่มอำกำร SUNDS จ ำนวน 43 รำย โดยพบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ซึ่งอำจส่งผลกระทบ
ต่อกำรท ำงำนของ sodium channel จ ำนวน 7 ต ำแหน่ง จำกตัวอย่ำงของผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS 
จ ำนวน 7 รำย คิดเป็นร้อยละ 16.28 แบ่งเป็น frameshift variant จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง และ stop gained variant 
จ ำนวน 4 ต ำแหน่ง โดยมีเพียง W301X ซึ่งเคยพบในกำรศึกษำก่อนหน้ำนี้ ส่วน 6 ต ำแหน่งที่เหลือ ได้แก่ A22fs, 
C906X, W1206X, W1395X, L1646fs และ E1804fs ไม่เคยมีรำยงำนมำก่อน แสดงให้เห็นว่ำควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมของยีน SCN5A อำจมีควำมเกี่ยวข้องอย่ำงมำกกับกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ในประชำกรไทย 

กำรวิจัยนี้สำมำรถวิเครำะห์หำรูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในกลุ่มผู้เสียชีวิต
จำกกลุ่มอำกำร SUNDS ในประชำกรไทยได้ โดยข้อมูลควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบสำมำรถน ำไปสู่กำรศึกษำ 
functional analysis ซึ่งข้อมูลที่ได้สำมำรถน ำไปใช้ระบุสำเหตุกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS และช่วยให้ญำติ
ของผู้เสียชีวิตตระหนักถึงควำมเสี่ยงต่อกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ในอนำคตได้ 
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บทคั ดย่อ ภำษำอังกฤษ 

# # 5774076030 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: SUDDEN UNEXPLAINED NOCTURNAL DEATH SYNDROME (SUNDS) / SCN5 A GENE / LAI-
TAI / CHANNELOPATHIES / NEXT-GENERATION SEQUENCING (NGS) 

RACHTIPAN PITIWARAROM: SCN5A gene exome sequencing profile in sudden unexplained 
nocturnal death syndrome in Thai population. ADVISOR: ASST. PROF. UDOMSAK 
HOONWIJIT, M.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. KORNKIAT VONGPAISARNSIN, M.D. {, 84 pp. 

Sudden unexplained nocturnal death syndrome (SUNDS) or Lai-tai is sudden death that 
often occurs in Southeast Asia. SUNDS case characteristics are healthy young male, 20 – 49 yrs., 
sudden death during sleep and no relevant medical history. Previous studies found that SUNDS is 
similar with Brugada syndrome (BrS) which correlated to SCN5A mutations. Thus, SCN5A variations 
are different between populations. The aim of this study is to establish SCN5A gene exome 
sequencing profile for SUNDS in Thai population. 

Postmortem genetic testing of SCN5A gene exome sequencing profile in 43 SUNDS cases 
using Next-Generation sequencing were analyzed and compared with healthy controls. Variants 
with MAF < 0.01 in ExAC and SnpEff annotated as high and moderate were filtered. Pathogenicity 
were predicted using Polyphen-2 for missense variants and Mutationtaster for frameshift and stop 
gained variants. For combine pathogenicity results, CADD score < 20 were filtered out. After that, 
SCN5A variants were compared with ClinVar and previous reports. Descriptive analysis were 
performed on SUNDS case characteristic. All statistical analysis were calculated using Microsoft 
Excel 2013 and IBM SPSS statistic version 22.0. 

SCN5A gene exome sequencing profile in 43 SUNDS cases in Thai population were 
generated. Seven SCN5A rare variants from seven SUNDS cases (16.28%), three frameshift variants 
and four stop gained variants, were found which potentially significant that effect to sodium 
channel function. Only W301X has been previously reported. Other six novel rare variants are A22fs, 
C906X, W1206X, W1395X, L1646fs and E1804fs. This suggested that SCN5A variants maybe closely 
correlated with SUNDS cases in Thai population. 

SCN5A gene exome sequencing profile for SUNDS case in Thai population were 
performed, which can be used to analyze functional that lead to SUNDS in further study. Moreover, 
SCN5A variants could be used as diagnostic testing for SUNDS and help the relatives to beware of 
risk to sudden death. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

กลุ่มอำกำร sudden unexplained nocturnal death syndrome (SUNDS) หรือใหลตำย 
เป็นกำรเสียชีวิตที่พบมำกในประชำกรไทย  (อุบัติกำรณ์ 38 ใน 10,000)(1) โดยเฉพำะทำงภำค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ในอดีตมีควำมเชื่อว่ำเกิดจำกผีแม่ม่ำยมำเอำชีวิต เนื่องจำกผู้เสียชีวิตมักเป็นเพศ
ชำย อำยุระหว่ำง 20 – 49 ปี สุขภำพแข็งแรง ไม่มีประวัติโรค เสียชีวิตกะทันหันระหว่ำงกำรนอน
หลับโดยไม่ทรำบสำเหตุ(2) โดยผู้เสียชีวิตมักมีประวัติบุคคลในครอบครัวเสียชีวิตโดยไม่ทรำบสำเหตุ
เช่นกัน จึงเชื่อว่ำน่ำจะเก่ียวข้องกับพันธุกรรม  

กำรศึกษำหำสำเหตุของกลุ่มอำกำร SUNDS ในประชำกรไทยในระยะแรกเชื่อว่ำ มีสำเหตุมำ
จำกปัจจัยจำกสิ่งแวดล้อม เช่น ภำวะโปแตสเซียมในเลือดต่ ำ(3) หรือควำมเครียด(4) จนกระทั่งในปีค.ศ. 
2001 ญำณทัศนีย์จิต และคณะ ได้ท ำกำรศึกษำเพ่ือหำกำรกลำยพันธุ์ของยีน  SCN5A ในประชำกร
ไทย โดยใช้กลุ่มตัวอย่ำงเป็นผู้รอดชีวิตจำกใหลตำยและครอบครัวและท ำกำรตรวจเฉพำะ  exon 5, 
12, 17, 18, 23 และ 28 ที่มีข้อมูลว่ำพบกำรกลำยพันธุ์ในกลุ่มอำกำร Brugada syndrome (BrS) แต่
ก็ไม่พบกำรกลำยพันธุ์ในต ำแหน่งดังกล่ำวพบแต่ polymorphism ที่ exon 5 และ 12(5) 

ต่อมำ ในปีค.ศ. 2002 Vatta M และคณะ ได้ท ำกำรศึกษำเพ่ือหำกำรกลำยพันธุ์ของยีน 
SCN5A โดยใช้กลุ่มตัวอย่ำงเป็นผู้รอดชีวิตจำก SUNDS ในประชำกรไทยและญี่ปุ่นจ ำนวน 10 
ครอบครัว ด้วยวิธี SSCP, dHPLC และ direct sequencing พบกำรกลำยพันธุ์ใน 3 ครอบครัวที่
ต ำแหน่ง R367H, A735V และ R1192Q ซึ่งกำรกลำยพันธุ์ในสองต ำแหน่งหลังนี้มีรำยงำนว่ำพบใน
กลุ่มอำกำร BrS มำก่อน งำนวิจัยนี้จึงสรุปว่ำลักษณะทำงระบำดวิทยำและอำกำรของกลุ่มอำกำร 
SUNDS เหมือนกับกลุ่มอำกำร BrS และเป็นโรคเดียวกัน(6)  

กลุ่มอำกำร Brugada syndrome มีลักษณะอำกำรและอำกำรแสดง เช่น ภำวะหัวใจห้อง
ล่ำงเต้นแผ่วระรัว เป็นลม หำยใจติดขัดเวลำนอน ใจสั่น และกำรแน่นหน้ำอก(7) กำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำ
หัวใจ (ECG) พบลักษณะ ST elevations ใน leads V1-V3 และ right bundle branch block 
(RBBB)(8) จำกกำรศึกษำพบว่ำปัจจัยทำงพันธุกรรมซึ่ งเป็นสำเหตุส ำคัญของกลุ่มอำกำร BrS คือ 
cardiac channelopathy โดยเฉพำะกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A สำมำรถพบได้ประมำณร้อยละ 
20-25 จำกผู้ป่วยทั้งหมด(9) 
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ยีน SCN5A หรือ voltage-gated cardiac sodium channel type 5, alpha subunit เป็น
ยีนในกลุ่ม sodium ion channel พบได้ที่กล้ำมเนื้อหัวใจ ประกอบด้วย 28 exon(10) ท ำหน้ำที่
ควบคุมกำรเคลื่อนที่ของประจุโซเดียมเข้ำสู่เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจในกำรเกิด action potential ควำม
แปรผันทำงพันธุกรรมบนยีน SCN5A ส่งผลกระทบต่อกำรแสดงออกของโปรตีน และท ำให้กำรเกิด 
action potential ผิดปกติไป(11) 

โดยงำนวิจัยในประชำกรไทยทั้งสองดังกล่ำวข้ำงต้น ใช้กลุ่มตัวอย่ำงเป็นผู้รอดชีวิตจำก
ใหลตำยซึ่งมีเกณฑ์ในกำรคัดเข้ำคือกำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจพบลักษณะแบบ BrS ซึ่งน่ำจะถือเป็น
กลุ่มผู้ป่วยด้วยกลุ่มอำกำร BrS มำกกว่ำจึงท ำให้แปลผลว่ำกลุ่มอำกำร SUNDS และ BrS เป็นโรค
เดีนวกัน แตกต่ำงจำกงำนวิจัยของประชำกรอ่ืนซึ่งใช้กลุ่มตัวอย่ำงเป็นผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร 
SUNDS โดยตรง(12, 13) เช่น กำรศึกษำของ Liu C และคณะ ในปีค.ศ. 2014 ที่ท ำกำรตรวจวิเครำะห์
กำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ในประชำกรฮ่ันที่เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS พบว่ำมีกำรกลำย
พันธุ์ของยีน SCN5A ที่ต ำแหน่ง V95I, R121Q และ R367H ซึ่งตรงกับที่พบในหลำยๆกำรศึกษำก่อน
หน้ำ และพบกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ต ำแหน่งใหม่ ได้แก่ R513H, D870H, V1764D และ 
S1937F ที่แตกต่ำงจำกกำรศึกษำก่อนหน้ำในกลุ่มอำกำร BrS และในกรณี SUNDS ในประชำกรอ่ืน
(14) 

วิธีกำรตรวจวิเครำะห์หำควำมแปรผันทำงพันธุกรรม เดิมใช้วิธี Sanger sequencing ซึ่งมี
ข้อจ ำกัดคือรำคำแพงและต้องใช้ตัวอย่ำงปริมำณมำกเนื่องจำกต้องวิ เครำะห์แต่ละ exon แยกกัน
ต่อมำจึงมีกำรพัฒนำวิธีกำรตรวจวิเครำะห์หำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมแบบใหม่ เรียกว่ำ Next-
Generation sequencing (NGS) ซึ่งสำมำรถวิเครำะห์ตัวอย่ำงจ ำนวนมำกในกำรตรวจครั้งเดียวและ
ใช้ปริมำณตัวอย่ำงที่ลดลงจึงเหมำะกับงำนทำงด้ำนนิติวิทยำศำสตร์ซึ่งมีตัวอย่ำงปริมำณน้อยและเสื่อม
คุณภำพ(15) ได้มีกำรน ำวิธี NGS มำใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์หำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมในผู้เสียชีวิต
แบบเฉียบพลันในประชำกรจำกหลำยเชื้อชำติและพบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมในหลำยๆยีนจำก
หลำยต ำแหน่ง(16, 17) 

จำกงำนวิจัยในประชำกรไทยดังกล่ำวข้ำงต้น ผู้วิจัยพบว่ำกำรศึกษำโดยกำรใช้กลุ่มตัวอย่ำง
เป็นผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS และวิเครำะห์ข้อมูลรูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมบน exon 
ทั้งหมด (exome sequencing profile) ของยีน SCN5A ในประชำกรไทย เพ่ือหำควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมยังมีข้อมูลอยู่อย่ำงจ ำกัด 

ผู้วิจัยจึงมีควำมสนใจที่จะศึกษำหำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ในประชำกร
ไทยที่เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ว่ำมีควำมแตกต่ำงจำกชนชำติอ่ืนหรือไม่ ด้วยวิธี NGS เพ่ือ
น ำไปสู่กำรศึกษำ functional analysis ซึ่งข้อมูลที่ได้สำมำรถน ำไปใช้ระบุสำเหตุกำรเสียชีวิตจำกกลุ่ม
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อำกำร SUNDS และช่วยให้ญำติของผู้เสียชีวิตตระหนักถึงควำมเสี่ยงต่อกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร 
SUNDS ในอนำคตได ้
 
1.2 ค าถามของงานวิจัย 

1. ค ำถำมหลัก 
รูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS มีควำม
แปรผันทำงพันธุกรรมเป็นอย่ำงไร ด้วยวิธี NGS 
2. ค ำถำมรอง 
ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ใน
ประชำกรไทยแตกต่ำงจำกชนชำติอ่ืน (Caucasian, African-American, Asians และ Hispanics) 
หรือไม ่
 
1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือสร้ำงฐำนข้อมูลรูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในผู้เสียชีวิตจำกกลุ่ม
อำกำร SUNDS ด้วยวิธี NGS 
2. เพ่ือเปรียบเทียบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในประชำกรไทยกับชนชำติ
อ่ืน (Caucasian, African-American, Asians และ Hispanics) 
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1.4 กรอบแนวคิดการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

กลุ่มอำกำร sudden unexplained nocturnal death syndrome (SUNDS) หรือ
ใหลตำยพบมำกในประชำกรไทย (อุบัติกำรณ์ 38 ใน 10,000)(1) 

กลุ่มอำกำร SUNDS มีสำเหตุมำจำกกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A 

มีกำรศึกษำหำกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ในประชำกรไทยแต่ใช้กลุ่มตัวอย่ำงเป็น
ผู้รอดชีวิตจำกใหลตำย ซึ่งมีเกณฑ์กำรคัดเข้ำคือกำรตรวจ ECG พบ Brugada pattern 

และมีประวัติบุคคลในครอบครัวเสียชีวิตโดยไม่ทรำบเหตุ 

กำรศึกษำหำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ในประชำกร
ไทยที่เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ยังมีข้อมูลจ ำกัด 

ศึกษำหำรูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ใน
ประชำกรไทยที่เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ด้วยวธิี NGS 

เปรียบเทียบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ในประชำกรไทยกับชนชำติอ่ืนๆ 
(Caucasian, African-American, Asians และ Hispanics) 
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1.5 ค านิยามเชิงปฏิบัติที่ใช้ในงานวิจัย 

1.5.1 นิยำมของกลุ่มอำกำร SUNDS คือ 
1. กำรตำยอย่ำงกระทันหัน  
2. กำรตำยที่มักเกิดในเวลำกลำงคืน มักพบในเพศชำย อำยุน้อย ไม่มีเหตุตำยอ่ืนปรำกฎจำก

กำรตรวจศพ 
1.5.2 ควำมแปรผันทำงพันธุกรรม (Variation, Variants) 

กำรเกิดกำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสในสำยดีเอ็นเอโดยอำจเกิดได้หลำยลักษณะ เช่น กำร
เปลี่ยนของล ำดับเบส (SNP) กำรเพ่ิมข้ึนของล ำดับเบส (insertion) และกำรลดลงของล ำดับเบส 
(deletion) แต่ในที่นี้จะแบ่งกลุ่มตำมควำมแปรผันทำงพันธุกรรมระดับโปรตีน ได้แก่ 

1. Frameshift variant กำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสระหว่ำงจุดเริ่มต้นกำรสังเครำะห์โปรตีน
และจุดหยุดกำรสังเครำะห์ซึ่งเม่ือเทียบกับล ำดับเบสอ้ำงอิงแล้ว ท ำให้กำรสังเครำะห์โปรตีนเคลื่อนไป 

2. Stop gained variant กำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสเป็นจุดหยุดกำรสังเครำะห์ซึ่งเมื่อเทียบ
กับล ำดับเบสอ้ำงอิงแล้ว ท ำให้กำรสังเครำะห์โปรตีนหยุดลง 

3. Missense variant กำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสซึ่งเมื่อเทียบกับล ำดับเบสอ้ำงอิงแล้ว ท ำ
ให้โปรตีนที่สังเครำะห์เปลี่ยนแปลงไปเฉพำะในต ำแหน่งนั้น เนื่องจำกยังไม่เป็นที่แน่ชัดในกำรแปลผล
ควำมส ำคัญของควำมแปรผันทำงพันธุกรรมนี้ว่ำส่งผลกระทบต่อโปรตีนมำกน้อยเพียงใด จึงเรียกรวม
ว่ำ ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมซึ่งไม่ทรำบควำมส ำคัญแน่ชัด (Variants of unknown significant: 
VUS) 

นอกจำกนี้ ยังมีนิยำมอ่ืนๆ ได้แก่ 
1. Common variant ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้บ่อย 
2. Known variant ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่ทรำบอยู่แล้ว โดยมีรำยงำนใน dbSNP หรือ

เคยพบในกำรศึกษำวิจัยก่อนหน้ำนี้ 
3. Novel variant ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบใหม่ 

 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สำมำรถน ำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ไปใช้ในกำรวินิจฉัยกำรเสียชีวิตจำกกลุ่ม
อำกำร SUNDS ได้ 
2. ข้อมูลควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ที่พบสำมำรถช่วยให้ญำติของผู้เสียชีวิตตระหนัก
ถึงควำมเสี่ยงต่อกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ในอนำคตได้  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 Sudden unexplained nocturnal death syndrome 

กลุ่มอำกำร sudden unexplained nocturnal death syndrome (SUNDS) หรือใหลตำย
เป็นกำรเสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลันโดยไม่ทรำบสำเหตุของคนวัยหนุ่มสำวซึ่งพบมำกในชำวเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ โดยมีรำยงำนกำรพบกลุ่มอำกำร SUNDS ครั้งแรกที่ประเทศฟิลิปปินส์ ในปีค.ศ. 
1917 กลุ่มอำกำร SUNDS มีชื่อเรียกแตกต่ำงกันไปในแต่ละประเทศ เช่น bangungut ในประเทศ
ฟิลิปปินส์ และ pokkuri ในประเทศญี่ปุ่น(18) โดยผู้เสียชีวิตมักเป็นเพศชำย อำยุระหว่ำง 20 – 49 ปี 
สุขภำพแข็งแรง ไม่มีประวัติโรคประจ ำตัวและเสียชีวิตกระทันหันระหว่ำงกำรนอนหลับโดยไม่ทรำบ
สำเหตุ(2) 

อุบัติกำรณ์ของกลุ่มอำกำร SUNDS พบมำกในประเทศญี่ปุ่น ฟิลิปปินส์ (อุบัติกำรณ์ 43 ใน 
10,000) และไทย (อุบัติกำรณ์ 38 ใน 10,000) โดยเฉพำะทำงภำคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ
ไทย ส่วนในประเทศสหรัฐอเมริกำพบอุบัติกำรณ์ของกลุ่มอำกำร SUNDS มำกในกลุ่มผู้อพยพจำกลำว 
หรือมีเชื้อสำยลำว(1) 
 
2.1.1 สำเหตุของกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS 

กำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS นั้น ยำกที่จะบ่งบอกสำเหตุได้อย่ำงแน่ชัด  แต่ก็มี
กำรศึกษำในหลำยงำนวิจัยในอดีต ซึ่งอำจสรุปได้เป็น 2 ปัจจัยหลัก คือ 

1. ปัจจัยจำกสิ่งแวดล้อม 
a. ภำวะโปแตสเซียมในเลือดต่ ำ (hypokalemia) 
ภำวะโปแตสเซียมในเลือดต่ ำส่งผลให้เกิดภำวะหัวใจห้องล่ำงเต้นแผ่วระรัวซึ่งน่ำจะเกี่ยวข้อง

กับกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS โดยภำวะโปแตสเซียมในเลือดต่ ำนี้พบมำกในคนไทยที่มำจำก
ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งอำจเนื่องมำจำกพฤติกรรมกำรบริโภคอำหำรที่มีโปแตสเซียมต่ ำ(3) 
นอกจำกนี้ อำจเกิดจำกโรคที่ท ำให้โปแตสเซียมต่ ำ เช่น hypokalemic periodic paralysis, distal 
renal tubular acidosis และโรคนิ่วไต(19) 

b. ควำมเครียด 
จำกกำรศึกษำของ Goh KT และคณะในปี ค.ศ.1993 ซึ่งท ำกำรศึกษำในคนงำนไทยที่ท ำงำน

ในประเทศสิงคโปร์ที่พบกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS เป็นจ ำนวนมำก พบว่ำคนงำนไทยใน
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ประเทศสิงคโปร์มีควำมเครียดสูงจำกกำรต้องปรับตัวกับสภำพแวดล้อมใหม่ๆ กำรแยกจำกครอบครัว 
เป็นหนี้ และชั่วโมงกำรท ำงำนที่ยำวนำน(4) 

c. กำรกดกำรหำยใจ ภำวะขำดออกซิเจน และภำวะเลือดเป็นกรด (Hypoventilation, 
hypoxemia and Acidosis) 

อำกำรขำดอำกำศหำยใจมักเกิดข้ึนก่อนกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ในเวลำกลำงคืน 
มีอำกำรแสดง เช่น หำยใจเร็วกว่ำปกติ ครำง หอบ และกรน นอกจำกนี้ กำรรบกวนกำรหลับเนื่องจำก
กำรตีบของทำงเดินหำยใจส่วนบนและกำรกดกำรหำยใจมักเกิดขึ้นระหว่ำงกำรนอนหลับระยะกรอก
ตำเร็ว ซึ่งท ำให้เกิดภำวะขำดออกซิเจน จึงสำมำรถใช้ในกำรอธิบำยว่ำเหตุใดกลุ่มอำกำร SUNDS จึง
มักเสียชีวิตในเวลำกลำงคืนได้ 

ภำวะเลือดเป็นกรดเป็นผลมำจำกกำรกดหำยใจ ภำวะขำดออกซิเจน และกำรขำด          
โปแตสเซียมเรื้อรังโดยน่ำจะส่งผลให้เกิดกลุ่มอำกำร SUNDS ซึ่งจำกกำรท ำ Whole-cell patch 
clamp พบว่ำ ภำวะเลือดเป็นกรดทั้งภำยในและภำยนอกเซลล์ท ำให้กระแสของประจุโซเดียมลดลง
อย่ำงมีนัยส ำคัญ 

d. กำรนอนละเมอ (Night terrors) 
กำรนอนละเมอ และกำรฝันร้ำยก่อให้เกิดกลุ่มอำกำร SUNDS ได้โดยกำรกระตุ้นระบบ

ประสำทซิมพำร์เทติก ซึ่งเป็นกำรเพ่ิมโอกำสที่จะเกิด Ventricular arrhythmia ในผู้ป่วยด้วย 
Cardiac conduction defect (CCD) 

e. Remnant Lipoprotein และ Coronary artery vasospasm 
ระดับของ Remnant Lipoprotein ที่สูงขึ้นใน plasma อำจส่งผลให้หลอดเลือดหัวใจแคบ

ลงโดยท ำลำยควำมยืดหยุ่นของผนังหลอดเลือด ซึ่งจะไปกระตุ้นตัวรับ LOX-I และกลไก Rho-kinase 
ในเซลล์กล้ำมเนื้อเรียบท ำให้หลอดเลือดหัวใจหดตัว ซึ่งมีผลท ำให้เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจตำยและมีกำร
ปล่อยโปแตสเซียมออกมำบริเวณนั้น จึงเกิด Ventricular arrhythmia และหัวใจวำยได(้18) 

2. ปัจจัยจำกพันธุกรรม 
กลุ่มอำกำร SUNDS เกี่ยวข้องกับกำรกลำยพันธุ์ของยีนหลำยชนิดซึ่งสำมำรถแบ่งได้เป็น 2 

สำเหตุหลัก ได้แก่ 
a. Cardiomyopathy คือกำรเกิดควำมผิดปกติของกล้ำมเนื้อหัวใจ พบกำรกลำยพันธุ์ของ

ยีนที่เป็นโครงสร้ำงของกล้ำมเนื้อหัวใจ เช่น โรค hypertrophic cardiomyopathy 
(HCM) ซึ่งมีกำรกลำยพันธุ์ของยีน ACTC1 และ GLA ฯลฯ(20) 

b. Cardiac channelopathy พบกำรกลำยพันธุ์ของยีนที่เป็นโครงสร้ำงของ ion channel 
โดยเฉพำะ sodium ion channel และ potassium ion channel ยีนดังกล่ำว เช่น 
SCN5A, SCN1B, SCN2B, SCN3B, SCN4B, KCNQ1, KCNH2, KCNE1 และ KCNE2(21) 
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ในปัจจุบัน Zheng และคณะ ได้เสนอสมมติฐำนที่เกี่ยวข้องกับสำเหตุของกำรเสียชีวิตจำก

กลุ่มอำกำร SUNDS ไว้ว่ำเป็นโรคที่เกิดจำกหลำยปัจจัย ได้แก่ 
1. ปัจจัยทำงพันธุกรรม โดยพบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมในคนอำยุน้อย 
2. ปัจจัยจำกสิ่งแวดล้อม เช่น ควำมเครียด ดังที่กล่ำวข้ำงต้น 
3. กำรเกิดกำรรบกวนกำรท ำงำนของ action potential ในเวลำกลำงคืนขณะนอนหลับ(18) 
 

2.1.2 กำรวินิจฉัยสำเหตุของกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS  

กำรวินิจฉัยสำเหตุของกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS(20) แสดงในภำพที่ 1 

 
ภำพที่ 1 แสดงกำรวินิจฉัยสำเหตุของกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS 

 
2.1.3 พยำธิสภำพที่ตรวจพบ 

1. กำรตรวจร่ำงกำยภำยนอก ไม่พบบำดแผลภำยนอกร่ำงกำย 
2. กำรผ่ำชันสูตร ไม่พบสำเหตุกำรเสียชีวิตจำกกำรผ่ำชันสูตร (autopsy negative) ตรวจประเมิน
อวัยวะภำยในเบื้องต้นด้วยน้ ำหนัก ซึ่งมีเกณฑ์ช่วงปกติ ดังตำรำงที่ 1  
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ตำรำงที่ 1 แสดงเกณฑ์ช่วงน้ ำหนักปกติของแต่ละอวัยวะภำยในร่ำงกำยมนุษย์(22) 

อวัยวะ 
น้ ำหนัก (กรัม) 

เพศหญิง เพศชำย 

สมอง 1275 1400 

หัวใจ 200 – 280 270 – 360 
ปอดซ้ำย 325 – 480 

ปอดขวำ 360 – 570 
ตับ 1500 – 1800 

ม้ำม 150 – 200 

ไต 230 – 440 240 – 350 
ตับอ่อน 86 – 179 104 – 186 

 
กำรผ่ำชันสูตรหัวใจ ตำมมำตรฐำนของ  Basso C., et al. (2008) Association for European 
Cardiovascular Pathology 
1. ตรวจเยื่อหุ้มหัวใจ (pericardium) ผ่ำเปิดเพื่อตรวจช่องเยื่อหุ้มหัวใจ (pericardial cavity) 
2. ตรวจลักษณะทำงกำยภำพของหลอดเลือดแดงใหญ่ (aorta และ pulmonary trunk) ก่อนตัด

บริเวณ 3 ซม. เหนือ aortic valve และ pulmonary valve 
3. ตรวจ pulmonary veins และตัดเหนือ superior vena cava 2 ซม. บริเวณเหนือจุดที่ crest 

of the right atrial appendage บรรจบกับ  superior vena cava (เ พ่ือรักษำสภำพ  sinus 
node) ตัด inferior vena cava บริเวณใกล้กระบังลม 

4. ผ่ ำ เปิดหั ว ใจห้องบนขวำ  (right atrium) จำก inferior vena cava ลงไปที่  apex of the 
appendage ผ่ำเปิดหัวใจห้องบนซ้ำย (left atrium) บริเวณระหว่ำง pulmonary veins ลงไปที่ 
atrial appendage ตรวจช่องว่ำงภำยในและผนังกั้นระหว่ำงหัวใจห้องบนและประมำณหำ 
foramen ovale ตรวจสอบ mitral valves และ tricuspid valves จำกด้ำนบนและตรวจควำม
สมบูรณ์ของ papillary muscles และ chordae tendineae 

5. ตรวจ aorta, pulmonary artery, aortic valves และ pulmonary valves จำกด้ำนบน 
6. ตรวจหลอดเลือดเลี้ยงหัวใจ (coronary arteries): 

a. ตรวจสอบขนำด รูปร่ำง ต ำแหน่ง จ ำนวน และกำรอุดตันของ coronary ostia 
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b. ประเมินขนำดและกำรไหลของ major epicardial arteries ทั้ง 3 เส้นคือ left anterior 
descending artery (LAD),  left circumflex artery (LCX)  และ  right coronary 
artery (RCA) แล้วประเมินว่ำหลอดเลือดไหนเลี้ยงเป็นหลัก 

c. ตัดหลอดเลือดเป็นแนวตัดขวำงหลำยๆ ครั้งห่ำงกันครั้งละ 3 มม. ตำม main epicardial 
arteries และแขนง เพ่ือตรวจว่ำมีกำรอุดตันหรือไม่ 

d. หลอดเลือดเลี้ยงหัวใจที่มีกำรสะสมของหินปูนอย่ำงรุนแรงให้ผ่ำเปิดโดยกรรไกรที่คม ถ้ำ
ไม่สำมำรถท ำได้ ควรเอำส่วนที่สมบูรณ์ออก ละลำยแคลเซียมและผ่ำเปิดในแนวตัดขวำง 

e. ถ้ำหลอดเลือดเลี้ยงหัวใจมีขดลวด (จำกกำรท ำบอลลูน) ควรส่งให้ห้องแล็บท ำ resin 
embedding 

f. หลอดเลือดเลี้ยงหัวใจที่มีกำรท ำบำยพำสควรตรวจโดยกำรตัดขวำง บริเวณที่เชื่อมต่อกัน
ของส่วนต้นและส่วนปลำยควรตรวจอย่ำงระมัดระวัง 

7. ตัดขวำงหัวใจที่ mid-ventricular level และสไลด์ตัดหัวใจห้องล่ำง (ventricles) ขนำนทุกๆ 1 
ซม. ไปจนสุดปลำยและประเมินลักษณะรูปร่ำงของผนังและช่องว่ำงของหัวใจห้องล่ำงในแต่ละชิ้น 

8. ดูดเลือดในหัวใจออกจนหมด แล้ววัดสิ่งต่อไปนี้ 
a. น้ ำหนักของหัวใจ: ประเมินน้ ำหนักของหัวใจเปรียบเทียบกับตำรำงของน้ ำหนักปกติของ

หัวใจจ ำแนกตำมอำยุ เพศและน้ ำหนัก 
b. ควำมหนำของผนังหัวใจ: ตรวจเยื่อบุหัวใจ (endocardium) วัดควำมหนำของช่องว่ำง

ตรงกลำงของหัวใจห้องล่ำงซ้ำยและขวำและผนังกั้นห้องหัวใจ  (รวมทั้ง trabeculae 
ด้วย) เปรียบเทียบกับตำรำงของควำมหนำปกติของหัวใจจ ำแนกตำมอำยุ  เพศและ
น้ ำหนัก 

c. ขนำดของหัวใจ: วัดขนำดของหัวใจในแนวขวำงค ำนวนจำกระยะห่ำงระหว่ำง  obtuse 
ถึง acute margin ใน posterior atrioventricular sulcus วัดขนำดของหัวใจในแนว
ยำวโดยวัดระยะห่ำงระหว่ำง crux cordis และ apex ของหัวใจในมุมมองจำกด้ำนหลัง 

9. ผ่ำฐำนครึ่งของหัวใจ (basal half of the heart) และตรวจผนังกั้นระหว่ำงหัวใจห้องบนและล่ำง 
atrioventricular valves ทำงเข้ำและออกของหัวใจห้องล่ำงและ semi-lunar valves 

 
3.กำรตรวจทำงพยำธิวิทยำ ไม่พบควำมผิดปกติจำกกำรตรวจดูชิ้นเนื้อภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
ท ำกำรตรวจกล้ำมเนื้อหัวใจทำงพยำธิวิทยำตำมมำตรฐำน 

วิธีมำตรฐำนในกำรตรวจกล้ำมเนื้อหัวใจทำงพยำธิวิทยำของ  Basso C., et al. (2008) 
Association for European Cardiovascular Pathology  
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เลือกภำคตัดขวำงของหัวใจห้องล่ำงมำเป็นตัวแทนโดยเลือกชิ้นที่มีผนังของหัวใจห้องล่ำงซ้ำย 
(ด้ำนหน้ำ ด้ำนข้ำงและด้ำนหลัง) ผนังกั้นหัวใจห้องล่ำง (ด้ำนหน้ำและด้ำนหลัง) ผนังของหัวใจห้อง
ล่ำงขวำ (ด้ำนหน้ำ ด้ำนข้ำงและด้ำนหลัง ) ทำงออกของหัวใจห้องล่ำงขวำ  (right ventricular 
outflow tract) และหัวใจห้องบนห้องละ 1 ชิ้น รวมทั้งชิ้นเนื้อท่ีมีบริเวณผิดปกติที่เห็นได้ด้วยตำเปล่ำ 
ย้อมชิ้นเนื้อด้วย H & E และ connective tissue stain (van Gieson, trichrome หรือ Sirius red) 
หลอดเลือดเลี้ยงหัวใจ: บริเวณที่มีพยำธิสภำพเฉพำะที่อย่ำงรุนแรงควรเก็บมำตรวจด้วยวิธีข้ำงต้น
รวมทั้งบริเวณอ่ืนของหัวใจ เช่น เนื้อเยื่อลิ้นหัวใจ เยื่อหุ้มหัวใจและ  aorta ถ้ำมีประวัติโรคหรือกำร
ตรววจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจพบว่ำมีลักษณะผิดปกติ ควรท ำ conduction system investigation โดย 
serial sections technique(23) 

 
ลักษณะของหัวใจที่ผิดปกติมีสิ่งที่ตรวจพบจำกกำรตรวจชันสูตรพลิกศพเพ่ือวินิจฉัยสำเหตุ

กำรเสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลันจำกโรคหัวใจสรุปได้ดังตำรำงท่ี 2 
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ตำรำงที่ 2 แสดงสิ่งที่ตรวจพบจำกกำรตรวจชันสูตรพลิกศพเพ่ือวินิจฉัยสำเหตุกำรเสียชีวิตอย่ำง
เฉียบพลันจำกโรคหัวใจ(24) 
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4. กำรตรวจทำงนิติพิษวิทยำ ตรวจหำสำรพิษที่อำจท ำให้เสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลัน โดยเก็บ 
peripheral blood จำก femoral veins 10 มิลลิลิตร และน้ ำปัสสำวะ 30 – 50 มิลลิลิตร สิ่งที่ตรวจ 
ได้แก่ 

blood alcohol level < lethal dose (400 – 450 mg/dL) 
ตรวจคัดกรองยำเสพติดในกลุ่ม methamphetamine และ morphine groups ต้องได้ผล

เป็นลบ(25) 
 
2.1.4 กลุ่มอำกำร SUNDS และ BrS เหมือนกันหรือไม่ 

กลุ่มอำกำร Brugada syndrome (BrS) ถูกค้นพบโดย Pedro และ Josep Brugada ในปี
ค.ศ.1992 และเป็นหนึ่งในปัจจัยเสี่ยงต่อกำรเสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลันในคนวัยหนุ่มสำว(26) สำเหตุกำร
เกิดกลุ่มอำกำร BrS สำมำรถจ ำแนกได้เป็น 2 ปัจจัยหลักคือ 

1. ปัจจัยจำกสิ่งแวดล้อม มักเกิดจำกกำรมีแคลเซียมหรือโปแตสเซียมสูงในเลือดหรือภำวะ  
โปแตสเซียมต่ ำ หรืออำจเกิดจำกยำที่ใช้ในกำรรักษำโรคหัวใจ เช่น ยำรักษำหัวใจเต้นผิดจังหวะ ยำ
รักษำอำกำรเจ็บหน้ำอก ยำรักษำควำมดันโลหิตสูง ยำรักษำโรคซึมเศร้ำ และยำในกลุ่ม 
antihistamine, calcium channel blocker, bupivacaine และ propofol นอกจำกนี้ อุณหภูมิ
ของร่ำงกำยก็มีผลต่อกำรควบคุมกำรไหลของประจุโซเดียม โดยเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะส่งผลให้ยับยั้ง
กำรท ำงำนของ ion channel ซึ่งท ำให้สำมำรถพบ Brugada pattern ในกำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจ
ของคนท่ีเป็นไข้ได้ 

2. ปัจจัยจำกพันธุกรรม เกี่ยวข้องกับกำรกลำยพันธุ์ของยีนที่เป็นโครงสร้ำงของ ion channel 
หรือเรียกว่ำ cardiac channelopathy โดยเฉพำะกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ซึ่งเป็น sodium 
ion channel สำมำรถพบได้ประมำณร้อยละ 20 – 25 จำกผู้ป่วยทั้งหมด(9) และยังพบกำรกลำยพันธุ์
ของยีนอื่นๆ ที่เป็นโครงสร้ำงของ ion channel ได้แก่ 

a. sodium ion channel เช่น SCN1B, SCN3B 
b. potassium ion channel เช่น KCND3, KCNE3, KCNJ2 
นอกจำกนี้ จำกกำรศึกษำยังพบว่ำกลุ่มอำกำร BrS มีควำมเกี่ยวข้องกับกำรกลำยพันธุ์ของยีน

อ่ืนๆ ในกลุ่มที่ควบคุมกำรสร้ำงโปรตีนที่ท ำงำนร่วมกับ ion channel เช่น Multicopy suppressor 
Of temperature-sensitive Gsp1 (MOG1)(27) และ Glycerol-3 phosphate dehydrogenase-1 
Like (GPD1-L)(7) 
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กำรวินิจฉัย ลักษณะส ำคัญที่พบในผู้ป่วยด้วยกลุ่มอำกำร BrS คือ กำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจ 
(ECG) พบลักษณะ ST elevations ใน leads V1-V3 และ right bundle branch block (RBBB)(8) 
กลุ่มอำกำร BrS แบ่งออกเป็น 3 ชนิดตำมลักษณะคลื่นไฟฟ้ำหัวใจที่ตรวจพบ ได้แก่ Type 1, Type 2 
และ Type 3 (ตำรำงที่ 3, ภำพที่ 2) โดยกำรวินิจฉัยว่ำเป็นกลุ่มอำกำร BrS มีเฉพำะ Type 1 coved 
type เท่ำนั้น ส่วน Type 2 และ Type 3 จะวินิจฉัยว่ำเป็นกลุ่มอำกำร  BrS เมื่อได้รับ sodium 
channel blocker แล้วเกิด ECG Type 1 ขึ้น(26) 

 
ตำรำงที่ 3 แสดงลักษณะของกลุ่มอำกำร Brugada syndrome จ ำแนกตำมชนิด 

ที่มำ : http://www.askdrwiki.com/mediawiki/index.php?title=Brugada_syndrome 

 
ภำพที่ 2 แสดง ECG ของกลุ่มอำกำร Brugada syndrome จ ำแนกตำมชนิดเทียบกับ normal 

ที่มำ:Brugada pattern:http://circep.ahajournals.org/content/5/3/606/F3.expansion.html 
Normal ECG: http://ecg.utah.edu/lesson/3 

 
นอกจำก Brugada syndrome แล้ว ยังมีปัจจัยอ่ืนๆ ที่ส่งผลให้ ST segment สูงขึ้น เช่น 

กำรได้รับ sodium channel blocker(7) 

Normal 
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อำกำรและอำกำรแสดงของกลุ่มอำกำร Brugada syndrome คือภำวะหัวใจห้องล่ำงเต้น
แผ่วระรัว เป็นลม หำยใจติดขัดเวลำนอน ใจสั่น และกำรแน่นหน้ำอก อำกำรเหล่ำนี้พบได้มำกในขณะ
พัก หรือนอนหลับ โดยเฉพำะกำรเป็นลมพบได้บ่อยท่ีสุด(7) 

ควำมแตกต่ำงของลักษณะสำเหตุ กำรวินิจฉัย และพยำธิสภำพที่ตรวจพบของกลุ่มอำกำร 
SUNDS และ Brugada syndrome โดยสรุป ดังแสดงในตำรำงที่ 4 
 
ตำรำงที่ 4 แสดงลักษณะสำเหตุ กำรวินิจฉัย และพยำธิสภำพที่ตรวจพบของกลุ่มอำกำร SUNDS และ 
Brugada syndrome โดยสรปุ 

 SUNDS Brugada syndrome 

ลักษณะ กำรเสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลันโดยไม่
ทรำบสำเหตุของคนวัยหนุ่มสำว 

กลุ่มอำกำรป่วยซึ่งเป็นปัจจัยเสี่ยง
ต่อกำรเสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลันใน
คนหนุ่มสำว 

สำเหตุ 
-ปัจจัยจำกสิ่งแวดล้อม 

 
-ภำวะโปแตสเซียมในเลือดต่ ำ 
-ควำมเครียด ฯลฯ 

 
-ยำ 
-ไข้ 

-ปัจจัยจำกพันธุกรรม -Cardiomyopathies 
-Cardiac channelopathy 
ยีน SCN5A ฯลฯ 

-Cardiac channelopathy 
20-25% มีกำรกลำยพันธุ์ของยีน 
SCN5A  

กำรวินิจฉัย -Autopsy negative 
-กำรตรวจทำงพันธุกรรมของยีนใน
กลุ่ม Cardiomyopathies 
และ Cardiac channelopathy 

ECG: Brugada pattern 
ST elevations ใน leads V1-V3 
และ right bundle branch 
block (RBBB) 

พยำธิสภำพที่ตรวจพบ กำรตรวจร่ำงกำยภำยนอก กำรผ่ำ
ชันสูตร กำรตรวจทำงพยำธิวิทยำ
และกำรตรวจทำงนิติพิษวิทยำ ไม่
พบสำเหตุกำรเสียชีวิตอ่ืน 

ภำวะหัวใจห้องล่ำงเต้นแผ่วระรัว 
เป็นลม หำยใจติดขัดเวลำนอน ใจ
สั่น และกำรแน่นหน้ำอก 
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2.2 SCN5A gene 

SCN5A gene หรื อ  voltage-gated cardiac sodium channel type 5, alpha subunit 
ชื่ อ อ่ื นๆ  ได้ แก่  Nav1.5 (ENSG00000183873, HGNC: 10593, NCBI Gene ID: 6331) พบได้ ที่
กล้ำมเนื้อหัวใจเป็นยีนในกลุ่ม sodium ion channel 
 
2.2.1 โครงสร้ำงของยีน SCN5A 

SCN5A gene มีขนำด 80 kb อยู่บนโครโมโซม 3p21 ประกอบด้วย 28 exons(10) ดังภำพที่ 
2 โดย exon 1 และบำงส่วนของ exon 2 เป็น 5' untranslation region (5'UTR) และส่วนปลำย
ของ exon 28 เป็น 3' untranslation region (3'UTR)(28) 

SCN5A gene ประกอบด้วย 6 isoform ขึ้นอยู่กับกำร splicing ซึ่งจะแตกต่ำงกันออกไปใน
แต่ละเนื้อเยื่อ อำยุ และสปีชี่ส์โดยลักษณะกำร splicing ที่พบในหัวใจมนุษย์มำกที่สุดคือ Nav1.5c 
(SCN5A-014) ซึ่งมีกำรเติมกลูตำมีนที่ต ำแหน่ง 1077 (Q1077) ที่ปลำย 5' ของ exon 18 สัดส่วนกำร
ถอดรหัสของ Nav1.5:Nav1.5c มีค่ำคงที่คือ 2:1 มีกำรศึกษำพบว่ำกำร splicing ในยีน SCN5A มี
บทบำทส ำคัญใน SCN5A channelopathy เช่น  Long QT syndrome type 3 หรือ  Brugada 
syndrome โดยกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A แบบ loss-of-function ที่ต ำแหน่ง G1406R จะส่งผล
รุนแรงกว่ำในผู้มี Nav1.5c เมื่อเปรียบเทียบกับ Nav1.5 นอกจำกนี้ Nav1.5c ยังอำจส่งผลกระทบต่อ
ควำมหนำแน่นของประจุโซเดียมและจลนศำสตร์ทั้งในผู้ป่วยและคนปกติที่มี polymorphism 
H558R, S524Y หรือ R1193Q(29) 

 
ภำพที่ 3 แสดง SCN5A gene ทั้ง 28 exon ดัดแปลงจำก(30) 

 
2.2.2 กำรสังเครำะห์โปรตีน SCN5A 

กำรสังเครำะห์โปรตีน SCN5A เริ่มจำกกำรถอดรหัส (transcription) ได้ RNA จำกนั้นจึงเกิด 
RNA processing และกำรสังเครำะห์โปรตีนที่ endoplasmic reticulum (ER) แล้วโปรตีน SCN5A 
จะถูกหลั่งออกจำก ER ไปที ่sarcolemma เพ่ือท ำงำน โดยมักไปอยู่บริเวณ intercalated disc แต่ก็
อำจพบท่ี lateral membranes และ T-tubular system ได้ ระหว่ำงนั้นจะเกิด post-translational 
modification, จับกับ cytoskeleton หรืออำจเก็บไว้ใน subcellular compartment และประกอบ
เป็น multiprotein complex สุดท้ำยจึงเกิด endocytosis ที่เยื่อหุ้มเซลล์นั้นและถูกท ำลำย(28) 
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2.2.3 กำรแสดงออกของโปรตีน SCN5A 

กำรแสดงออกของโปรตีน SCN5A พบมำกที่สุดที่หัวใจ โดยพบมำกที่เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจ
และ conductive tissue ส่วนบริเวณ sinoatrial node (SA node) และ atrioventricular node 
(AV node) จะพบน้อย และยังพบกำรแสดงออกของโปรตีน SCN5A ในบริเวณอ่ืนๆของร่ำงกำย เช่น 
กล้ำมเนื้อเรียบที่ล ำไส้เล็ก และแมคโครฟำจ นอกจำกนี้ ยังมีกำรแสดงออกของโปรตีน “neonatal” 
splice SCN5A ในระบบประสำทและโรคมะเร็งบำงชนิด ซึ่งไม่มีกำรศึกษำวิจัยแน่ชัดถึงหน้ำที่ของ
โปรตีน SCN5A ที่แสดงออกบริเวณดังกล่ำว(31) 
 
2.2.4 โครงสร้ำงและหน้ำทีข่องโปรตีน SCN5A  

โปรตีน SCN5A มีจ ำนวน 2016 กรดอะมิโน (ส ำหรับ SCN5A-014) ขนำด 277 kDa อยู่
บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ประกอบด้วย 4 homologous domains (DI–DIV) เชื่อมต่อกันด้วย short 
linking intracellular domains (IDI-II, IDII-III และ  IDIII-IV) แต่ ล ะ โ ด เ มนประกอบด้ ว ย  6 
transmembrane segments (S1 – S6)(10) ดังภำพที่ 4A (S1-S3 (สีฟ้ำ), S4 (สีเขียว), S5-S6 (สีแดง) 

ซึ่งเป็นสำย α-helix มีโครงสร้ำงที่ส ำคัญคือ S4 ซึ่งมีประจุบวก เกี่ยวข้องกับกำรเปิดของ ion 
channel เมื่อควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำเปลี่ยนไป (voltage-dependent activation of the channel) 
โดยบริเวณระหว่ำง S4-S5 (เส้นสีเหลือง) เป็นต ำแหน่งของ Voltage sensing ในขณะที่ inactivation 
gate ประกอบจำก intracellular IDIII-IV loop และ C-terminal domain ที่มีโครงสร้ำงที่ซับซ้อน 
บริเวณของช่องไอออนประกอบจำก S6 และ P loop ที่เชื่อมระหว่ำง S5 – S6 ของแต่ละ domain(28) 

ภำพที่ 4A แสดงโครงสร้ำงของโปรตีน SCN5A ซึ่งสัญลักษณ์ต่ำงๆมีควำมหมำย ดังนี้ 

1. ต ำแหน่ง ψ แสดงถึงบริเวณท่ีอำจเกิด N-linked Glycosylation 
2. ต ำแหน่ง P แสดงถึงบริเวณที่เกิด Phosphorylation โดย protein kinase A (วงกลม) และ 

protein kinase C (สี่เหลี่ยม) 
3. วงกลมสีขำว ด้ำนนอก (EEDD) และด้ำนใน (DEKA) เป็นต ำแหน่งของกรดอะมิโนที่ท ำหน้ำที่เป็น

เยื่อเลือกผ่ำนของ sodium channel และจับกับ tetrodotoxin 
4. ต ำแหน่ง IFM แสดงถึง inactivation particle โดยจะรวมกับต ำแหน่ง วงกลมสีเทำ 3 ตัว (QQQ) 

เป็น inactivation gate receptor(32) 
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ภำพที่ 4 แสดงโปรตีน SCN5A 

A แสดงโครงสร้ำงของโปรตีน SCN5A ดัดแปลงจำก(32)  
B แสดงกำรประกอบโปรตีน SCN5A เป็น sodium ion channel(33) ดัดแปลงจำก(34) 
 

โปรตีน SCN5A (alpha subunit) เป็น integral membrane proteins ท ำงำนเก่ียวข้องกับ 
action potentials โดยจะประกอบกับโปรตีน SCN1B, SCN2B, SCN3B, SCN4B (beta subunit, 

β1-4) เป็นโครงสร้ำงของ sodium ion channel (ภำพที่ 4B) ซึ่งท ำหน้ำที่ควบคุมสมดุลของประจุ
โซเดียมในกำรเคลื่อนเข้ำสู่เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจ 

ในขณะระยะพัก (resting membrane potential) ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำของเซลล์กล้ำมเนื้อ
หัวใจอยู่ที่ -90 mV sodium channel จะปิดอยู่ และเม่ือมีกำรกระตุ้นให้เกิด action potential จำก
ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำระหว่ำงประจุบวกภำยนอกเซลล์และประจุลบภำยในเซลล์ จะท ำให้ S4 ซึ่งมีประจุ
บวกสูงและท ำหน้ำที่เป็น voltage sensor เคลื่อนเข้ำมำ ส่งผลให้ sodium channel เปิดออกและ

A. 

B. 
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เกิด depolarization (ระยะ 0) ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำของกล้ำมเนื้อหัวใจเปลี่ยนจำก -90 mV ไปเป็น 
+10 mV 

กลไกในขณะที่ sodium channel เปิดออกเกิดขึ้นโดยประจุโซเดียมจะเคลื่อนเข้ำสู่เซลล์
กล้ำมเนื้อหัวใจทำงช่องไอออนซึ่งประกอบจำก S6 และ P loop ที่เชื่อมระหว่ำง S5 – S6 ของแต่ละ 
domain โดยมีโครงสร้ำงที่ส ำคัญเรียกว่ำ DEKA ring ประกอบด้วยกรดอะมิโนสี่ตัวคือ กรดแอสพำติก 
กรดกลูตำมิก ไลซีนและอะลำนีน ท ำหน้ำที่เป็นเยื่อเลือกผ่ำนของ sodium channel 

ส่วนกำรปิดของ sodium channel นั้น แบ่งได้เป็น 3 ลักษณะ คือ 
1. Fast inactivation เป็นกล ไกปกติ ของ  sodium channel โดยกำรท ำงำนของ IFM 

(isoleucine-phenylalanine-methionine) ซึ่งอยู่บริเวณ intracellular IDIII-IV loop (ต ำแหน่งที่ 
1485–1487) ร่วมกับกลูตำมีน 3 ตัว (QQQ) ดังแสดงในภำพที่ 4A กรดอะมิโนเหล่ำนี้มีคุณสมบัติเป็น 
hydrophobic เมื่อ sodium channel เปิดออก จึงท ำงำนร่วมกันเพ่ือกระตุ้นให้มีกำรปิด sodium 
channel อย่ำงรวดเร็ว 

2. Intermediate inactivation เกิดขึ้นกับเฉพำะบำง sodium channel ซึ่งส่งผลให้กลับสู่
ระยะ repolarization ช้ำ (ใช้เวลำประมำณ 50 วินำที) กลไกของ Intermediate inactivation ยัง
ไม่เป็นที่แน่ชัด แต่น่ำจะมีควำมเกี่ยวข้องกับควำมแตกต่ำงของโครงสร้ำงของ sodium channel เช่น 
ช่องไอออน P-loop และ voltage-sensor 

3. Slow inactivation จะเกิดขึ้นเมื่อเกิดกำร prolong ของระยะ depolarization > 60 วินำที
โดยเฉพำะหำกเกิดควำมผิดปกติของโปรตีนจำกควำมแปรผันทำงพันธุกรรมบริเวณ  extracellular 
domains 3 ต ำแหน่งดังนี้ คือ บริเวณ DIVS4 บริเวณ loop ระหว่ำง S5–S6 ของ DII และบริเวณ 
DIIS6(34) 

ในขณะเกิด action potential กระแสของประจุโซเดียมบำงส่วนจะยังคงอยู่และไม่เกิด 
inactivation ทั้งหมด ปรำกฏกำรณ์นี้เรียกว่ำ ‘late current’ หรือ ‘INa,L’ นอกจำกนี้ยังมี sodium 
channel บำงส่วนที่จะเกิด activation ขึ้นอีกครั้งก่อนที่ inactivation จะเสร็จสมบูรณ์ เรียกว่ำ 
window current ซ่ึงส่งผลกระทบต่อโรคต่ำงๆหลำยโรค(31) ดังจะกล่ำวในรำยละเอียดต่อไป 
 
Post-translation modification 

กระบวนกำร Post-translation modification ของโปรตีน SCN5A ที่ส ำคัญ มีดังนี ้
1. Glycosylation เกี่ยวข้องกับกำรท ำงำนของ sodium channel ทั้ง activation และ 

inactivation กำรศึกษำในหนูที่ขำด ST3Gal4 (sialyltransferase) พบว่ำกำรขำดกระบวนกำรนี้
ท ำให้เกิด depolarization เพ่ิมข้ึน และเร่งกำรกลับสู่ภำวะปกติจำก fast inactivation 
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2. Phosphorylation แบ่งตำมชนิดของเอนไซม์ได้ ดังนี้ 
a. protein kinase A (PKA) เกี่ยวข้องกับกำร trafficking ควำมแปรผันทำงพันธุกรรม

ที่ส่งผลกระทบต่อบริเวณที่ PKA มำจับท ำให้กำรควบคุมกำร trafficking ผิดปกติ 
(เช่น R526H ในกลุ่มอำกำร BrS) 

b. protein kinase C (PKC) กระตุ้นให้เกิดกำรลดลงของ INa amplitude เนื่องมำจำก
กำรกระจำยของช่องโซเดียมออกจำกเยื่อหุ้มเซลล์และกำร trafficking ภำยในเซลล ์

c. CaMKII เกี่ยวข้องกับกำรท ำงำนของช่องโซเดียมและกระตุ้นให้กระแสของประจุ
โซเดียมยังคงอยู่หลังระยะ depolarization ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่ต ำแหน่ง 
S571 และต ำแหน่งใกล้เคียง (เช่น A572D และ Q573E) ส่งผลกระทบต่อกำร
ท ำงำนของ sodium channel โดยพบในหลำยกลุ่มอำกำร นอกจำกนี้ ต ำแหน่ง 
S516 และ S594 ยังท ำให ้sodium channel มีศักย์ไฟฟ้ำเป็นลบมำกขึ้น และเพ่ิม
จ ำนวน sodium channel ทีอ่ยู่ในระยะ intermediate inactivation 

3. Ubiquitination เกี่ยวข้องกับกำร trafficking โดยควบคุมกำรสลำยของโปรตีนบริเวณเยื่อหุ้ม
เซลล์ ซึ่งจะจับบริเวณ PY-motif ใน C-terminus และลดควำมหนำแน่นของ sodium channel 
บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์(34) 

 

Protein-protein interaction 
โปรตีน SCN5A ท ำงำนร่วมกับโปรตีนอ่ืนๆ อีกหลำยชนิด โดยมักจับบริเวณ C-terminus 

แบ่งกลุ่มตำมหน้ำที่ของโปรตีนได ้3 กลุ่ม ได้แก่ 
1. โปรตีนยึดเกำะ (anchoring/adaptor proteins) ซึ่งท ำงำนเกี่ยวข้องกับกำร trafficking 

และชี้เป้ำหมำยของ channel protein ในบริเวณท่ีจ ำเพำะบนเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น MOG1 
2. เอนไซม์ที่ท ำงำนร่วมหรือดัดแปลงโครงสร้ำงของ  channel เช่น protein kinases หรือ 

ubiquitin ligases (post-translational modifications) 
3. โปรตีนที่ควบคุมคุณสมบัติทำงชีวกำยภำพของ Nav1.5 ในกำรยึดจับ เช่น GPD1L(35) 

โปรตีนเหล่ำนี้ เป็นที่สนใจในกำรศึกษำหำกำรกลำยพันธุ์ที่อำจก่อให้เกิดโรคต่ำงๆ เช่น 
MOG1 และ GPD1L ในกลุ่มอำกำร BrS 
 
2.2.5 ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A และกลุ่มอำกำรต่ำงๆ 

ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A มี 2 แบบ คือ gain-of-function และ loss-of-
function โดยควำมแปรผันทำงพันธุกรรมแบบ gain-of-function ส่งผลให้ประจุโซเดียมเข้ำสู่เซลล์
มำกและเกิด inactivation ช้ำลง ท ำให้ action potential นำนขึ้น มีกำรศึกษำพบว่ำมีควำม
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เกี่ยวข้องกับ Long QT syndrome type 3 ส่วน loss-of-function เกิดจำกกำรที ่sodium channel 
มีโครงสร้ำงเปลี่ยนแปลงไป ประจุโซเดียมไม่สำมำรถเคลื่อนเข้ำสู่เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจได้ตำมปกติ เกิด
กำรลดลงของกระแสของประจุโซเดียม มีกำรศึกษำพบว่ำมีควำมเกี่ยวข้องกับหลำยโรค เช่น Brugada 
syndrome และ SUNDS(36)  
 

1. Long QT syndrome (LQT) 
Long QT syndrome เป็นกลุ่มอำกำรที่มีกำรเต้นของหัวใจผิดปกติ โดยมีกระแสของประจุ

โซเดียมเคลื่อนเข้ำสู่เซลล์นำนกว่ำปกติ ท ำให้ ventricular repolarization เกิดขึ้นช้ำลง จึงท ำให้เกิด 
Torsade de pointes และ  ventricular fibrillation ไ ด้  Long QT syndrome เ ป็ น โ ร คทำ ง
พันธุกรรมและมีกำรศึกษำพบกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ในต ำแหน่งต่ำงๆ ร้อยละ 8 – 10 จำก
ผู้ป่วยด้วยกลุ่มอำกำร LQT ทั้งหมดท่ีมีผลกำรตรวจทำงพันธุกรรมเป็นบวก(11) เช่น 

จำกกำรศึกษำของ Wang Q และคณะ ในปีค.ศ. 1995 พบว่ำ polymorphisms ของยีน 
SCN5A มีควำมสัมพันธุ์กับ LQT3 บน 3p21-24(37) 

จำกกำรศึกษำของ Keller D และคณะ ในปีค.ศ. 2003 พบ deletion ที่ต ำแหน่ง delQKP 
1507 – 1509(38) 

 
2. Brugada syndrome 

ในผู้ป่วยด้วยกลุ่มอำกำร Brugada syndrome พบกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ได้
ประมำณร้อยละ 20 – 25 จำกผู้ป่วยทั้งหมด(9) 
 จำกกำรศึกษำของ Rook MB และคณะ ในปีค.ศ. 1999 พบกำรกลำยพันธุ์ที่ต ำแหน่ง 
R1512W และ A1924T บน exon 26 และ 28 ตำมล ำดับ(39) 

จำกกำรศึกษำของ Akai J และคณะ ในปีค.ศ. 2000 พบกำรกลำยพันธุ์ที่ต ำแหน่ง S1710L 
บน exon 28(40) 

นอกจำกนี้ยังมีอีกหลำยงำนวิจัยที่ศึกษำและค้นพบกำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ในผู้ป่วย
ด้วยกลุ่มอำกำร Brugada syndrome มำกกว่ำ 300 ต ำแหน่ง(41) ดังภำพที่ 5 
 สำเหตุที่กำรกลำยพันธุ์ของยีน SCN5A ท ำให้เกิดกลุ่มอำกำร Brugada syndrome มีหลำย
กลไก ได้แก่  
1. กำรเปลี่ยนแปลงของ channel ท ำให้กระแสของประจุโซเดียมลดลง 
2. กำรเกิด stop codon ก่อนต ำแหน่งหยุดจริง ท ำให้ได้โปรตีนที่สั้นลงและไม่สำมำรถท ำงำนได้ 
3. โปรตีนที่มีกำรกลำยพันธุ์อำจไม่สำมำรถออกจำก ER ได้ท ำให้มีกำรแสดงออกของโปรตีน SCN5A 
ลดลงที่บริเวณ sarcolemma และส่งผลให้กระแสของประจุโซเดียมลดลง(42) 
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3. Cardiac Conduction Disease (CCD) 

เป็นกลุ่มอำกำรควำมผิดปกติของกำรเต้นของหัวใจที่เกิดขึ้นในกลุ่มผู้สูงอำยุ โดยพบ QRS 
complex กว้ำงขึ้นในกำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจ รวมทั้งมี left-bundle-branch block หรือ right-
bundle-branch block ซึ่งสำมำรถรวมเป็น atrioventricular block ได้ ในปีค.ศ.1999 มีกำรศึกษำ
พบควำมเกี่ยวข้องของ CCD กับกำรแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A เป็นครั้งแรก(31) 

 
4. Sick Sinus Syndrome (SSS) 

เป็นกลุ่มอำกำรควำมผิดปกติของกำรเต้นของหัวใจที่เกิดขึ้นในกลุ่มผู้สูงอำยุ โดยมีลักษณะ
ส ำคัญคือ หัวใจเต้นช้ำอย่ำงมำก  (severe sinus bradycardia)  ควำมผิดปกติของไซนัสโนด 
sinoatrial (SA) arrest และกำรเกิดกลุ่ มอำกำรหัว ใจเต้น เร็ ว -หัว ใจเต้นช้ ำ  ( tachycardia – 
bradycardia syndrome) ในปีค.ศ. 2003 มีกำรศึกษำพบควำมเกี่ยวข้องของ SSS กับกำรแปรผัน
ทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A เป็นครั้งแรก(11) 

 

5. Dilated Cardiomyopathy (DCM) 
เป็นกลุ่มอำกำรควำมผิดปกติของโครงสร้ำงของหัวใจ โดยพบห้องหัวใจขยำยใหญ่ผิดปกติ ท ำ

ให้ไม่สำมำรถสูบฉีดเลือดได้และเกิดหัวใจเต้นผิดจังหวะ กลไกกำรเกิดโรคที่สัมพันธ์กับควำมแปรผัน
ทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A แบ่งได้เป็นหลำยแบบ เนื่องจำกพบทั้ง gain-of-function และ loss-
of-function โดยสมมติฐำนแรกคือโรค DCM ท ำให้เกิดหัวใจเต้นผิดจังหวะหรือควำมผิดปกติของกำร
ท ำงำนของ sinus node เนื่องจำกหัวใจเต้นช้ำท ำให้เกิดกำรขยำยขนำดขึ้น ส่วนสมมติฐำนที่สองคือ 
กำรเพ่ิมข้ึนของ window current หรือกำรคงอยู่ของกระแสของประจุโซเดียม ส่งผลกระทบต่อประจุ
แคลเซียมและ pH ผ่ำนทำงกำรแลกเปลี่ยนประจุของ Na+/Ca2+ และ Na+/H+ ซึ่งไม่พบในกลุ่มอำกำร 
LQT กำรรั่วไหลของโปรตอนจำก R225W, R222Q และ R219H ท ำให้มีควำมเป็นกรดและกระตุ้นให้
สร้ำงเซลล์เพ่ิมข้ึน กลไกสุดท้ำย เนื่องจำกโปรตีน SCN5A ประกอบเป็นโมเลกุลขนำดใหญ่และซับซ้อน
บริเวณ intercalated disc ของเซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจ กำรรบกวนโปรตีนนี้จึงส่งผลกระทบต่อ
โครงสร้ำงของหัวใจได้(31) 

 
6. Sudden Unexplained Nocturnal Death Syndrome (SUNDS) 

กำรศึกษำก่อนหน้ำที่พบควำมเกี่ยวข้องของกลุ่มอำกำร SUNDS กับกำรแปรผันทำง
พันธุกรรมของยีน SCN5A โดยสำมำรถสรุปได้ดังตำรำงท่ี 5 
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สรุปกำรแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ที่ต ำแหน่งต่ำงๆ ซึ่งสัมพันธ์กับกลุ่มอำกำร 

Long QT syndrome, Brugada syndrome,  Cardiac Conduction Disease, Sick sinus node 
syndrome, Dilated Cardiomyopathy และ SUNDS แสดงในภำพที่ 5 
 

 
 

ภำพที่ 5 แสดงกำรแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ที่ต ำแหน่งต่ำงๆ ตำมกลุ่มอำกำร 

ดัดแปลงจำก http://www.nature.com/nrcardio/journal/v6/n5/full/nrcardio.2009.44.html 

และงำนวิจัยที่พบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A ในกลุ่มอำกำร SUNDS(5, 6, 13, 14) 
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2.2.6 ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้ท่ัวไปของยีน SCN5A (Common variants) 

ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีน SCN5A สำมำรถพบได้ในประชำกรทั่วไป โดยเฉพำะ 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) จำกกำรศึกษำ genome wide association studies 
(GWAS) ในประชำกรจ ำนวนมำกเพ่ือหำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของยีนต่ำงๆ ที่สัมพันธ์กับ
ลักษณะของคลื่นไฟฟ้ำหัวใจซึ่งอำจท ำให้เกิดกำรเต้นของหัวใจผิดจังหวะ พบว่ำควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมของยีน SCN5A/SCN10A มีควำมเกี่ยวข้องกับคลื่นไฟฟ้ำหัวใจชนิด QTc-interval, QRS 
duration และ PR-interval อีกท้ังยังสัมพันธ์กับควำมเสี่ยงต่อกำรเสียชีวิตจำก SUNDS ด้วย(36) 

ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้ทั่วไปของยีน SCN5A ในชำวเอเชียตะวันออกคือ H558R 
และ R1193Q ซึ่งทั้งสองต ำแหน่งมีค่ำ Allele frequency (AF) จำกฐำนข้อมูลของ ExAC (ในชำว
เอเชียตะวันออก) เท่ำกับ 0.10 และ 0.07 ตำมล ำดับ 
 
2.3 การตรวจวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรม 

วิธีกำรตรวจวิเครำะห์ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมท ำได้โดยกำรตรวจวิเครำะห์ล ำดับเบส 
(Sequencing) ซึ่งใช้ส ำหรับกำรหำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมต ำแหน่งใหม่ โดยมีวิธีในกำรตรวจ
วิเครำะห์ ดังนี้ 

1. Sanger sequencing ถูกคิดค้นขึ้นในปีค.ศ. 1977 มีหลักกำรพื้นฐำนคือกำรวัดปริมำณดีเอ็น
เอที่เพ่ิมขึ้นทีละ 1 นิวคลีโอไทด์ โดยกำรต่อสำยดีเอ็นเอด้วย Deoxyribonucleotide triphosphate 
(dNTP) ทีละตัวและใช้ Dideoxyribonucleotide triphosphate (ddNTP) ซึ่งติดฉลำก ในกำรหยุด
ปฏิกิริยำ จำกนั้นแยกผลที่ได้ตำมขนำด เดิมวิธีนี้ท ำกำรวิเครำะห์โดยใช้ 4 หลอดทดลอง (แยกแต่ละ
เบส) ก่อนจะพัฒนำมำใช้สี fluorescence (น้ ำยำ bigdye) ซึ่งสำมำรถวิเครำะห์รวมกันได้ในหลอด
ทดลองเดียว 

2. Next generation sequencing (NGS) มีหลักกำรที่แตกต่ำงกันไปในแต่ละเครื่อง แต่มี
ขั้นตอนที่เหมือนกันคือ 

a. กำรสร้ำง library คือกำรต่อ adaptor ให้กับดีเอ็นเอที่ต้องกำรวิเครำะห์ล ำดับเบส ซึ่งดี
เอ็นเอนั้นต้องเป็นดีเอ็นเอสำยคู่ ขนำด 100-800 bp และปลำยทู่ (blunt end) 

b. surface-base amplification of library fragment มี ก ำ ร ใ ช้ เ อน ไซม์ แ ล ะ  solid 
support ที่จะเชื่อมต่อกับ adaptor ด้วยพันธะโคเวเลนต์ จำกนั้นจึงเกิดกำรเพ่ิมจ ำนวน
ดีเอ็นเอจนมีปริมำณมำกพอที่จะตรวจวัดได้ ซึ่งข้อมูลที่วัดได้จะมำจำกแต่ละโมเลกุลของ 
library ที่ถูกสร้ำงและแสดงถึงควำมถ่ีที่พบล ำดับเบสนี้ในต ำแหน่งนั้นๆในแต่ละ library  
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ค่ำที่ใช้ในวิธี Next generation sequencing คือ sequence coverage ซึ่งเป็นจ ำนวนของล ำดับ
เบสที่อ่ำนได้ โดยจะแสดงผลเป็นค่ำ average value คือค่ำเฉลี่ยจ ำนวนครั้งที่อ่ำนต่อล ำดับเบส เช่น 
10x คือในต ำแหน่งใดๆมีกำรอ่ำนผลล ำดับเบสจำกใน library เฉลี่ย 10 ครั้ง 

ข้อดีของวิธี Next generation sequencing คือ  
1. มีกำรอ่ำนผลซ้ ำหลำยครั้งในต ำแหน่งเดียว เนื่องจำกมีกำรอ่ำนผลในแต่ละโมเลกุลของ library 
2. เป็นกำรอ่ำนผลกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสสำยสั้นๆ ท ำให้ไม่ยำกต่อกำรแปลผลข้อมูล 
3. ได้ข้อมูลที่อ่ำนจำกทั้งสองสำยของดีเอ็นเอในกำรท ำครั้งเดียว เนื่องจำกมี adaptor ต่อจำกปลำย
ทั้งสองข้ำงจึงมีกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสทั้ง forward และ reverse 

ในแต่ละเครื่องมีกำรใช้หลักกำรที่แตกต่ำงกันไปในกำรวิเครำะห์ ตัวอย่ำงเช่น Illumina 
Miseq system ใช้หลักกำร sequencing by synthesis (ดังภำพที่ 5) ซึ่งมีกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอ
โดยใช้ dNTP ที่ถูกท ำให้ไม่สำมำรถต่อสำยได้ด้วย 3'-OH blocking group และติดฉลำกด้วยสี 
fluorescence ซึ่ ง ส ำม ำ รถตร วจจั บ ไ ด้ ด้ ว ย กล้ อ ง  จ ำกนั้ น  3'-OH blocking group และสี  
fluorescence จะถูกก ำจัดออกด้วยวิธีทำงเคมี เพ่ือให้ dNTP ตัวต่อไปสำมำรถมำต่อสำยได้ (15, 43) 

 

 
ภำพที่ 6 แสดงหลักกำร sequencing by synthesis ของ Illumina Miseq system 

ที่มำ :  A. Borsting, C. and  Morling, N.(2015)(15) 
B. http://www.slideshare.net/mkim8/a-comparison-of-ngs-platforms 

 

A. 

B. 
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2.4 คุณสมบัติทางไฟฟ้าของกล้ามเนื้อหัวใจ 

ในสภำวะปกติ เซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจจะมีประจุโซเดียมมำกภำยในเซลล์และประจุโปแตสเซียม
มำกภำยนอกเซลล์ โดยภำยนอกเซลล์จะมีประจุบวกมำกกว่ำ เรียกภำวะนี้ว่ำ polarization เมื่อ 
mechanical cells ได้รับกระแสไฟฟ้ำจะกระตุ้นให้เกิด depolarization(44) กำรเคลื่อนที่ของประจุ
เข้ำ-ออกจำกเซลล์ส่งผลให้เกิดควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำของกล้ำมเนื้อหัวใจ เรียกว่ำ action potential ดัง
ภำพที่ 7 

 

 
 

ภำพที่ 7 แสดง action potential ของเซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจ 
ที่มำ : http://ceaccp.oxfordjournals.org/content/7/3/85/F2.expansion 

 
ระยะ 0 depolarization เป็นระยะที่ sodium channel เปิดออก ประจุโซเดียมเคลื่อนเข้ำสู่เซลล์
กล้ำมเนื้อหัวใจอย่ำงรวดเร็ว ควำมสำมำรถในกำรซึมผ่ำนเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane permeability) 
ของประจุโปแตสเซียมในกำรเคลื่อนที่ออกจำกเซลล์ก็ลดลง ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำของกล้ำมเนื้อหัวใจ
เปลี่ยนจำก -90 mV ไปเป็น +10 mV 
ระยะ 1 partial repolarization เป็นระยะที่ sodium channel ปิด ควำมสำมำรถในกำรซึมผ่ำนเยื่อ
หุ้มเซลล์ของประจุโซเดียมลดลง 
ระยะ 2 plateau phase เป็นระยะที่ประจุแคลเซียมเคลื่อนที่ออกจำกเซลล์ผ่ำน calcium channels
ประจุโซเดียมเคลื่อนที่เข้ำสู่เซลล์โดยแลกเปลี่ยนกับประจุแคลเซียมที่เคลื่อนออกจำกเซลล์ (sodium–
calcium exchanger) 3Na+/Ca+ 
ระยะ 3 repolarization เป็นระยะที่ sodium channel และ calcium channel ปิด 
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ระยะ 4 resting membrane potential ระยะพัก ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำของกล้ำมเนื้อหัวใจกลับสู่      
-90 mV ซึ่งเป็นผลมำจำกประจุโซเดียมเคลื่อนที่เข้ำสู่เซลล์โดยแลกเปลี่ยนกับประจุโปแตสเซียม 
(Na+/K+ ATPase pump) 3Na+/2K+ 

กำรทีเ่ซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจมี action potential ยำวถึง 300 ms นั้น ท ำให้กล้ำมเนื้อหัวใจไม่
เกิด action potential ก่อนที่ระยะ repolarization จะสิ้นสุดลง ซึ่งช่วยป้องกันไม่ให้หัวใจเกิดกำร
ชักกระตุก (tetany)(45) 

 
2.5 ความแปรผันทางพันธุกรรม (Variation) 

Human Genome Variation Society (HGVS) ให้ค ำนิยำมของกำรแปรผันทำงพันธุกรรม 
(variant) ไว้ว่ำ “ควำมแตกต่ำงระหว่ำงล ำดับเบสอ้ำงอิงและล ำดับเบสตัวอย่ำง” (a difference 
between the reference sequence and the sample sequence) โดยใช้เรียกรวมๆ แทนค ำว่ำ 
mutation และ polymorphism ที่มีอยู่เดิม เนื่องจำกกำรแยกระหว่ำงทั้งสองค ำนี้มีควำมไม่แน่ชัด
อยู่มำกโดยเฉพำะในแง่ของกำรก่อโรค 

ชนิดของกำรแปรผันทำงพันธุกรรมที่ส ำคัญ สำมำรถแบ่งแยกได้ตำมระดับ ดังนี้ 
ระดับดีเอ็นเอ 

1. กำรแทนที่ของล ำดับเบส (Substitution variant) คือกำรที่ล ำดับเบสปลี่ยนแปลงไปเมื่อ
เทียบกับล ำดับเบสอ้ำงอิง โดยเปลี่ยนจำกนิวคลีโอไทด์หนึ่งเป็นอีกตัวหนึ่ง 

2. กำรเพ่ิมขึ้นของล ำดับเบส (insertion variant) คือกำรที่ล ำดับเบสปลี่ยนแปลงไปเมื่อเทียบ
กับล ำดับเบสอ้ำงอิง โดยเกิดจำกกำรที่มีนิวคลีโอไทด์หนึ่งตัวหรือมำกกว่ำแทรกเข้ำมำเพ่ิม 

3. กำรลดลงของล ำดับเบส (deletion variant) คือกำรที่ล ำดับเบสปลี่ยนแปลงไปเมื่อเทียบกับ
ล ำดับเบสอ้ำงอิง โดยเกิดจำกกำรที่มีนิวคลีโอไทด์หนึ่งตัวหรือมำกกว่ำหำยไป 

ระดับโปรตีน 
1. Frameshift variant กำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสระหว่ำงจุดเริ่มต้นกำรสังเครำะห์โปรตีน

และจุดหยุดกำรสังเครำะห์ซึ่งเมื่อเทียบกับล ำดับเบสอ้ำงอิงแล้ว ท ำให้กำรสังเครำะห์โปรตีน
เคลื่อนไป ใช้สัญลักษณ์ fs  

2. Stop gained variant กำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสเป็นจุดหยุดกำรสังเครำะห์ซึ่งเมื่อเทียบ
กับล ำดับเบสอ้ำงอิงแล้ว ท ำให้กำรสังเครำะห์โปรตีนหยุดลง ใช้สัญลักษณ์ * หรือ X หรือ Ter 

3. Missense variant กำรเปลี่ยนแปลงของล ำดับเบสซึ่งเมื่อเทียบกับล ำดับเบสอ้ำงอิงแล้ว ท ำ
ให้โปรตีนที่สังเครำะห์เปลี่ยนแปลงไปเฉพำะในต ำแหน่งนั้น(46)  
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 

เป็นกำรวิจัย Analytical (Case-control study) 
3.2 ระเบียบวิธีวิจัย 

กลุ่มประชำกรเป้ำหมำย (Target population) คือคนไทยที่เสียชีวิตโดยไม่ทรำบสำเหตุ 
3.3 การคัดเลือกตัวอย่าง 

3.3.1 กลุ่มผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS  
เกณฑ์กำรวินิจฉัยกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS 
1. ประวัติของผู้เสียชีวิต ไม่มีโรคประจ ำตัว เสียชีวิตอย่ำงกระทันหันโดยไม่ทรำบเหตุ (ภำยใน 24 

ชั่วโมง)  
2. กำรชันสูตรพลิกศพ กำรตรวจร่ำงกำยภำยนอก กำรผ่ำชันสูตร กำรตรวจทำงพยำธิวิทยำและกำร

ตรวจทำงนิติพิษวิทยำ ไม่พบสำเหตุกำรเสียชีวิตอ่ืน โดย Autopsy and microscopic findings 
follow Guidelines for autopsy investigation of sudden cardiac death ของ Basso, C., 
et al. (2008)(23) exclude death by common intoxication (alcohol, drug addicts: 
methamphetamine, morphine groups) สถำนที่ตรวจทำงพยำธิวิทยำ ณ ภำควิชำนิติเวช
ศำสตร์ โรงพยำบำลจุฬำลงกรณ์ และอ่ำนผลกำรตรวจชิ้นเนื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 2 ครั้ง คืออ่ำน
ผลโดยแพทย์นิติเวชผู้ท ำกำรผ่ำชันสูตร และอ่ำนผลซ้ ำโดยคณะผู้วิจัย (รศ.นพ. กรเกียรติ วงศ์
ไพศำลสิน) โดยเก็บ specimen จำกผู้เสียชีวิตที่เข้ำมำในภำควิชำนิติเวชศำสตร์ โรงพยำบำล
จุฬำลงกรณ ์

เกณฑ์กำรคัดเข้ำ (Inclusion criteria): 
1. เชื้อชำติไทย 
2. อำยุระหว่ำง 20-49 ปี 

เกณฑ์กำรคัดออก (Exclusion criteria): 
1. ศพที่เสียชีวิตเกินกว่ำ 12 ชม.โดยกำรประเมินจำกแพทย์นิติเวช และแพทย์ประจ ำบ้ำน (ให้

แพทย์นิติเวชตรวจสอบซ้ ำ) 
2. มีประวัติโรคประจ ำตัวโดยเฉพำะกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด กลุ่มโรคไต 
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เก็บตัวอย่ำง 
1. กำรเก็บสิ่งตัวอย่ำงไปข้ำงหน้ำ เก็บ peripheral blood ปริมำณ 10 mL เก็บในหลอด

ทดลอง ควรเก็บสิ่งตัวอย่ำงและปั่นตกตะกอนเพ่ือเก็บ Buffy coat ทันทีหรือภำยใน 12 ชม. 
หลังได้รับศพ เก็บรักษำท่ีอุณหภูมิ -20 °C 

2. กำรเก็บสิ่งตัวอย่ำงย้อนหลัง เก็บ FTA blood เก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้อง 
3. เก็บข้อมูลโดยแบบสอบถำม: ภูมิล ำเนำ, ประวัติบุคคลในครอบครัวเสียชีวิตอย่ำงเฉียบพลัน

โดยไม่ทรำบสำเหตุ 
 

3.3.2 กลุ่มควบคุม (Control healthy) อำสำสมัครสุขภำพดีท่ีได้ผ่ำนกำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจทุกคน 
เกณฑ์กำรคัดเข้ำ (Inclusion criteria): 

1. เชื้อชำติไทย 
2. อำยุระหว่ำง 20-49 ปี 

เกณฑ์กำรคัดออก (Exclusion criteria): 
1. มีประวัติโรคประจ ำตัวโดยเฉพำะกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด กลุ่มโรคไต 
2. ตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจพบ Brugada pattern 

เก็บตัวอย่ำง peripheral blood ปริมำณ 10 mLใน EDTA tube เก็บที่อุณหภูมิ -20 °C และน ำไป
หยดใส่ FTA card เก็บรักษำท่ีอุณหภูมิห้อง 
 

งำนวิ จัยนี้ ผ่ ำนกำรรับรองจำกคณะกรรมกำรพิจำรณำจริยธรรมกำรวิ จัย ในคน                 
คณะแพทยศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย COA No.943/2016, IRB No. 447/59 

 
3.4 ขนาดตัวอย่าง 

ค ำนวนขนำดตัวอย่ำงด้วยโปรแกรม PS: Power and Sample Size Calculation version 
3.1.2 ของ Vanderbilt University ดังภำพที ่8 ซึ่งค ำนวณตำมสูตร ดังนี้ 

𝑛/𝑔𝑟 =
2(𝑍𝛼/2 + 𝑍𝛽)

2
𝑃(1 − 𝑃)

(𝑝1 − 𝑝0)
2

 

n/gr = จ ำนวนประชำกรตัวอย่ำงต่อกลุ่ม 

α = ควำมน่ำจะเป็นในกำรเกิด type I error ผู้วิจัยก ำหนด ณ ระดับนัยส ำคัญ 0.05 ดังนั้น ค่ำ 

𝑍𝛼/2 จำกกำรเปิดตำรำง two –tailed = 1.96  
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β = ควำมน่ำจะเป็นในกำรเกิด type II error ผู้วิจัยก ำหนดควำมคลำดเคลื่อน 5 % หรือ β = 0.2 

(ดังนั้น Power = 1-β = 80%) ค่ำ 𝑍𝛽  จำกกำรเปิดตำรำง = 0.84 
p0 = สัดส่วนของลักษณะที่สนใจที่พบในประชำกรกลุ่ม control 
p1 = สัดส่วนของลักษณะที่สนใจที่พบในประชำกรกลุ่ม case 

จำกงำนวิจัยของ Kapplinger JD และคณะ ปีค.ศ. 2010 ระบุว่ำควำมแปรผันทำงพันธุกรรม
ของยีน SCN5A พบได้ประมำณร้อยละ 21 จำกผู้ป่วย Brugada syndrome (p1 = 0.21) และพบใน
ประชำกรปกติประมำณร้อยละ 2-5 (p0 = 0.02)(47) 
P = (p0+ p1)/2 = (0.02+0.21)/2 = 0.115 

 
ภำพที่ 8 แสดงกำรค ำนวนขนำดตัวอย่ำงจำกโปรแกรม PS 

ดังนั้น ต้องใช้ขนำดของประชำกรตัวอย่ำง SUNDS case 43 คนและ control 43 คน 
 
3.5 ขั้นตอนการวิจัย 

กำรวิจัยแบ่งเป็น 2 ครั้ง คือ กำรวิจัยเบื้องต้น (14 ตัวอย่ำง) และกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำง โดยมี
ขั้นตอนเหมือนกัน ดังนี้ 

 
3.5.1 กำรออกแบบชุดตรวจวิเครำะห์ล ำดับเบส 

กำรออกแบบชุดตรวจวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ส ำหรับ TruSeq 
Custom Amplicon Low Input Library Prep kit ด้วยโปรแกรม DesignStudio ของ Illumina 
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โดยก ำหนดสปีชี่ส์  Homo sapiens (UCSC hg19) วิเครำะห์แบบ Single end และมีขนำดของ 
Amplicon 175 bp เนื่องจำกตัวอย่ำงมีควำมเสื่อมสภำพของดีเอ็นเอสูง ผลกำรออกแบบดังแสดงใน
ภำพที่ 9 

 
ภำพที่ 9 ข้อมูลกำรออกแบบชุดตรวจวิเครำะห์ล ำดับเบสด้วยโปรแกรม DesignStudio 

 
3.5.2 กำรสกัดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ 

1. กำร purify ตัวอย่ำง FTA 
a. punch ตัวอย่ำงขนำด 1.2 mm ตัวอย่ำงละ 10 ชิ้น ลงใน micro-centrifuge tube 
b. ใส่ FTA purification 150 ไมโครลิตร incubate ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที แล้วดูดส่วนน้ ำออก 

ท ำซ้ ำ 3 ครั้ง ครั้งสุดท้ำยแช่ทิ้งไว้ข้ำมคืนที่อุณหภูมิห้อง 
c. ใส่ TE buffer 200 ไมโครลิตร incubate ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที แล้วดูดส่วนน้ ำออก ท ำซ้ ำ 

2 ครั้ง ครั้งสุดท้ำย Air-dry ที่อุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียสจนกว่ำ FTA punch จะแห้งสนิท 
 
2. กำรสกัดดีเอ็นเอ 

กำรสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด DNA IQ™ System-Database ซึ่งอำศัยหลักกำรของกำรท ำให้
เซลล์แตก และใช้ resin ที่ติดประจุบวกไปจับกับสำยดีเอ็นเอที่มีประจุเป็นลบ จำกนั้นใช้แรงแม่เหล็ก
ดูด resin ที่มีสำยดีเอ็นเอติดอยู่ไว้ และท ำกำรล้ำงส่วนประกอบอ่ืนๆทิ้ง แล้วจึง elude ดีเอ็นเอที่
ต้องกำรออกมำจำก resin ขั้นตอนกำรสกัดดีเอ็นเอมีดังนี้ 

a. เตรียม lysis buffer โดยผสม lysis buffer 250 ไมโครลิตรกับ 1M DTT 2.5 ไมโครลิตรต่อ 
1 ตัวอย่ำง 

b. ใส่ lysis buffer ที่เตรียมไว้ 150 ไมโครลิตรลงในแต่ละตัวอย่ำง incubate ที ่70˚C 30 นำที
ย้ำยส่วนน้ ำไปใส่ tube ใหม ่

c. ใส่ resin 7 ไมโครลิตร (ผสมให้ resin เข้ำกันดีก่อน) ลงในแต่ละตัวอย่ำง ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 
5 นำที (vortex 2-3 วินำที ทุกๆ 1 นำท)ี แล้ววำงบน magnetic stand และดูดส่วนน้ ำทิ้ง 

d. ใส่ Lysis Buffer ที่เตรียมไว้ 100 ไมโครลิตรลงในแต่ละตัวอย่ำง วำงบน magnetic stand 
ดูดส่วนน้ ำทิ้ง 
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e. ล้ำงอีก 3 ครั้งด้วย 1X Wash Buffer 100 ไมโครลิตร แล้ววำงบน magnetic stand และดูด
ส่วนน้ ำทิ้ง ครั้งสุดท้ำยควรดูดน้ ำออกให้หมด 

f. เปิดฝำ Air-dry ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที 
g. ใส่ Elution Buffer 40 ไมโครลิตร incubate ที ่65°C 5 นำที 
h. วำงบน magnetic stand และดูดส่วนน้ ำซึ่งมีดีเอ็นเออยู่ไปยัง tube ใหม ่

 
3.5.3 กำรวัดปริมำณดีเอ็นเอ  

วัดปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธี Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit ซึ่งเป็นกำรวัด
ปริมำณดีเอ็นเอโดยใช้ probe ซึ่งจับกับดีเอ็นเออย่ำงจ ำเพำะและติดฉลำกด้วยสี fluorescence แล้ว
ท ำกำรวิเครำะห์เพ่ือหำปริมำณด้วยเครื่อง Real-time PCR (Applied Biosystems® 7500 Real-
Time PCR system) โดยเทียบกับ Standard curve 

a. กำรเตรียม standard โดยท ำกำรเจือจำงจำก 200 ng/µl stock เพ่ือให้ได้ควำมเข้มข้นของ 
standard 50.0, 16.7, 5.56, 1.85, 0.62, 0.21, 0.068 และ 0.023 ng/µl ตำมล ำดับ 

b. กำรเตรียม master mix ต่อ 1 reaction 
Quantifiler Human Primer mix 10.5 ไมโครลิตร 
Quantifiler PCR Reaction mix 12.5 ไมโครลิตร 

c. ท ำกำรวัดปริมำณดีเอ็นเอตัวอย่ำงละ 2 ครั้ง ใช้ปริมำณตัวอย่ำงๆ ละ 2 ไมโครลิตรต่อ 1 ครั้ง 
Thermo cycler condition 
Step 1 95 ºC 10 นำท ี
Step 2 จำก 95 ºC ค่อยๆ ลดลงจนถึง 60 ºC 40 นำท ี

d. น ำผลปริมำณควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีวัดได้มำหำค่ำเฉลี่ย 
e. เนื่องจำกปริมำณดีเอ็นเอที่วัดได้มีค่ำต่ ำ บำงตัวอย่ำงจึงต้องท ำให้เข้มข้นขึ้นโดยใช้ควำมร้อน 

เพ่ือให้น้ ำระเหยออกแล้วท ำกำรเติมน้ ำให้ได้ควำมเข้มข้นตำมต้องกำร 
 
3.5.4 กำรตวรจวิเครำะห์ล ำดับเบสด้วยวิธี Next-Generation Sequencing 

1. กำรเตรียม library ด้วย TruSeq Custom Amplicon Low Input Library Prep kit มีข้ันตอนดัง
ภำพที่ 10 
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ภำพที่ 10 แสดงขั้นตอนกำรเตรียม library ของ TruSeq Custom Amplicon 

 
a. Quantify and Dilute DNA เพ่ือให้ปริมำณดีเอ็นเอเริ่มต้นมีควำมเข้มข้นเหมำะสมต่อกำร

ตรวจวิเครำะห์ มีข้ันตอนดังนี ้
1. เจือจำงปริมำณดีเอ็นเอด้วย Resuspension Solution 1 (RS1) ใน microcentrifuge 

tube ให้มีปริมำตรสุดท้ำย 4 ไมโครลิตร 
2. เติม Sample Stabilization Solution 1 (SS1) 1 ไมโครลิตร ส ำหรับทุกๆตัวอย่ำง (ให้

มีปริมำณดีเอ็นเออยู่ในช่วง 10-25 ng) 
 

b. Hybridize Oligo Pool เป็นขั้นตอนที่ oligo pool ที่ประกอบด้วย upstream oligos และ 
downstream oligos ซึ่งจ ำเพำะต่อยีน SCN5A จะไปจับกับดีเอ็นเอของตัวอย่ำง มีขั้นตอน
ดังนี้ 
1. เ จื อ จ ำ ง  Custom Amplicon Oligo Tube (CAT) 2.5 ไ ม โ ค รลิ ต ร ด้ ว ย  RS1 2.5 

ไมโครลิตรต่อจ ำนวนตัวอย่ำง 
2. เจือจำง Control Oligo Pool (ACP3) 2.5 ไมโครลิตรด้วย RS1 2.5 ไมโครลิตร (ส ำหรับ 

control) 
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3. เจือจำง Control DNA 2800M (2800M) 2 ไมโครลิตรด้วย RS1 2 ไมโครลิตรและ SS1 
1 ไมโครลิตร (ส ำหรับ positive control) 

4. ใส่ 2800M ที่เจือจำงแล้ว ลงในหลุมหนึ่งของเพลท 5 ไมโครลิตร และเติม ACP3 ที่เจือ
จำงแล้ว 5 ไมโครลิตรลงใป เพ่ือเป็น positive control 

5. ใส่ RS1 5 ไมโครลิตร ลงในหลุมหนึ่งเพ่ือเป็น negative control 
6. ใส่ดีเอ็นเอตัวอย่ำงที่เจือจำงแล้ว (จำกขั้นตอนที่ 1) แต่ละตัวอย่ำงลงในหลุมแต่ละหลุม

ของเพลท ตัวอย่ำงละ 5 ไมโครลิตร 
7. เติม CAT ที่เจือจำงแล้ว 5 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม ยกเว้นหลุมที่มี 2800M 
8. เติม Oligo Hybridization for Sequencing 2 (OHS2) ที่เจือจำงแล้ว 15 ไมโครลิตร 

ลงในทุกหลุม ปิเปตต์ช้ำๆเพ่ือผสมให้เขำ้กัน 
9. ถ้ำมีฟอง ให้ปั่นเพลทที่ 100 × g 20 วินำที 
10. น ำไปใส่ใน thermal cycler ตั้งโปรแกรม ดังนี้ 

Preheat lid 100°C 
Step 1: 95°C 3 นำท ี
Step 2: จำก 90°C ลดลงทีละ 0.5°C ค้ำงไว้ 30 วินำที ตั้ง ramp ที ่0.1°C ต่อวินำที 
Step 3: ท ำ step 2 ซ้ ำจ ำนวน 59 รอบ 
Step 4: จำก 60°C ลดลงทีละ 0.5°C ค้ำงไว้ 1 นำท ีตั้ง ramp ที ่0.1°C ต่อวินำที 
Step 5: ท ำ step 4 ซ้ ำจ ำนวน 19 รอบ 
Step 6: จำก 50°C ลดลงทีละ 1°C ค้ำงไว้ 2 นำท ีตั้ง ramp ที ่0.1°C ต่อวินำที 
Step 7: ท ำ step 6 ซ้ ำจ ำนวน 9 รอบ 
Step 8: จำก 40°C ค้ำงไว้ 10 นำท ีตั้ง ramp ที ่0.1°C ต่อวินำที 

11. ผสม  Extension-Ligation Enzyme (ELE) และ  Extension-Ligation Buffer (ELB) 
เตรียมไว้ส ำหรับขั้นต่อไป  
ส ำหรับกำรวิจัยเบื้องต้นใส่ ELE 18 ไมโครลิตร ลงใน ELB tube 
ส ำหรับกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำงใส่ ELE 137 ไมโครลิตร ลงใน ELB tube 

12. ผสมโดยกำรกลับหลอดไปมำ ห้ำม vortex 
13. น ำหลอด ELB/ELE ที่ผสมรวมกันวำงบนน้ ำแข็ง 

 
c. Remove Unbound Oligos เป็นขั้นตอนที่ก ำจัด unbound oligos จำก genomic DNA 

โดยใช้ตัวกรองขนำด แล้วจึงล้ำง unbound oligos ออก มีข้ันตอนดังนี้ 
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1. เติม Sample Purification Beads (SPB) 25 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุม ปิเปตต์ช้ำๆ เพ่ือ
ผสมให้เข้ำกัน 

2. incubate ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที 
3. วำงบน magnetic stand รอจนกระทั่งสำรละลำยใส (ประมำณ 2 นำท)ี 
4. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
5. ล้ำง beads 3 ครั้ง ตำมข้ันตอน ดังนี้ 
6. เติม Stringent Wash 1 (SW1) 80 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม 
7. incubate ที่อุณหภูมิห้อง 30 วินำที 
8. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
9. ในกำรล้ำงครั้งสุดท้ำยใช้ปิเปตต์ขนำด 20 ไมโครลิตร ดูด SW1 ออกให้หมด 
10. เติม 60% EtOH 80 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม 
11. incubate ที่อุณหภูมิห้อง 30 วินำที 
12. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
13. ในกำรดูดน้ ำครั้งสุดท้ำยใช้ปิเปตต์ขนำด 20 ไมโครลิตร ดูด EtOH ออกให้หมด 
14. Air-dry ได้มำกที่สุด 5 นำท ี

 
d. Extend and Ligate Bound Oligos เ ป็ น ก ำ ร เ ชื่ อ ม  hybridized upstream แ ล ะ 

downstream oligos โดย DNA polymerase จะต่อสำยดีเอ็นเอจำก upstream oligo ไป
ยัง targeted region และ ligation กับปลำย 5' ของ downstream oligo โดยใช้ DNA 
ligase ได้ผลเป็น oligo ที่มี target region อยู่ตรงกลำงขนำบด้วยล ำดับเบสที่จ ำเป็นต่อกำร 
amplification มีข้ันตอนดังนี ้
1. เอำเพลทออกจำก magnetic stand 
2. เติม ELB/ELE ที่ผสมไว้ ลงในแต่ละหลุม หลุมละ 22 ไมโครลิตร ปิเปตต์ช้ำๆ เพ่ือผสมให้

เข้ำกัน 
3. ถ้ำมีฟอง ให้ปั่นเพลทที่ 100 × g 20 วินำที 
4. น ำไปใส่ใน thermal cycler ตั้งโปรแกรม ดังนี้ 

Preheat lid 100°C 
Step 1 37°C 45 นำท ี
Step 2 70°C 20 นำท ี
Hold ที ่4°C 
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5. ผสม  Enhanced DNA Polymerase (EDP) และ  Enhanced Master Mix (EMM) 
เตรียมไว้ส ำหรับขั้นต่อไป ใน LoBind microcentrifuge tube 
ส ำหรับกำรวิจัยเบื้องต้น ผสม EDP 17.6 ไมโครลิตร กับ EMM 334 ไมโครลิตร 
ส ำหรับกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำง ผสม EDP 106 ไมโครลิตร กับ EMM 2006 ไมโครลิตร 

6. น ำหลอด EDP/EMM ที่ผสมรวมกันวำงบนน้ ำแข็ง 
 

e. Amplify Libraries เป็นขั้นตอนกำรเพ่ิมจ ำนวน products ที่ได้จำกขั้นตอนก่อนและต่อ 
index 1 (i7) adapters, index 2(i5) adapters และล ำดับเบสที่จ ำเป็นต่อกำรสร้ำง cluster 
ในกำรวิเครำะห์ มีข้ันตอนดังนี ้
1. วำง Index 1 (i7) adapters ลงในคอลัมน์ที่ 1–12 ของ TruSeq Index Plate Fixture 
2. วำง Index 2 (i5) adapters ลงในแถวที่ A–H ของ TruSeq Index Plate Fixture 
3. วำงเพลทลงบน TruSeq Index Plate Fixture ดังภำพที่ 11 

 
ภำพที่ 11 TruSeq Index Plate Fixture 

A Rows A–H: Index 2 (i5) adapters (white caps), B Columns 1–12: Index 1 (i7) adapters 
(orange caps), C plate 
 

4. ใส่ Index 1 (i7) adapter 4 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมตำมแนวคอลัมน์ที่  1–12 
(เปลี่ยนฝำเมื่อเสร็จ) 

5. ใส่ Index 2 (i5) adapter 4 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมตำมแนวแถวที่ A–H (เปลี่ยนฝำ
เมื่อเสร็จ) 

6. วำงเพลทลงบนน้ ำแข็ง 
7. เติม EDP/EMM ที่ผสมไว้ ลงในแต่ละหลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตร ปิเปตต์ช้ำๆ เพ่ือผสม

ให้เข้ำกัน 
8. ปั่นเพลทที่ 280 × g 1 นำท ี
9. วำงเพลทลงบนน้ ำแข็ง 
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10. น ำไปใส่ใน thermal cycler ตั้งโปรแกรม PCR ดังนี้ 
95°C 3 นำท ี
30 รอบของ:  
98°C 20 วินำที 
67°C 20 วินำที 
72°C 40 วินำที 
72°C 1 นำท ี
Hold ที ่10°C 

 
f. Clean Up Libraries ใช้ AMPure XP beads ในกำร purify PCR products มีข้ันตอนดังนี้ 

1. ปั่นเพลทที่ 280 × g 1 นำท ี
2. ดูดสำรละลำยจำกแต่ละหลุม 45 ไมโครลิตร ใส่ในเพลทใหม่ พยำยำมอย่ำให้ bead ติด

มำด้วย 
3. เติม SPB 36 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม 
4. เขย่ำที่ 1800 rpm 2 นำท ี
5. incubate ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที 
6. ปั่นเพลทที่ 280 × g 1 นำท ี
7. วำงบน magnetic stand รอจนกระทั่งสำรละลำยใส (ประมำณ 2 นำท)ี 
8. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
9. ล้ำง 2 ครั้ง ตำมข้ันตอน ดังนี้ 
10. เติม 80% EtOH ที่เตรียมใหม่ๆ 200 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม 
11. incubate ที่บน magnetic stand 30 วินำที 
12. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
13. ในกำรล้ำงครั้งสุดท้ำยใช้ปิเปตต์ขนำด 20 ไมโครลิตร ดูด EtOH ออกให้หมด 
14. เอำเพลทออกจำก magnetic stand และ air-dry 5 นำที 
15. เติม RSB 25 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม 
16. เขย่ำที่ 1800 rpm 2 นำท ี(bead ต้องละลำยจนหมด) 
17. incubate ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที 
18. ปั่นเพลทที่ 280 × g 1 นำท ี
19. วำงบน magnetic stand รอจนกระทั่งสำรละลำยใส (ประมำณ 2 นำท)ี 
20. ดูด purified library จำกแต่ละหลุม 20 ไมโครลิตร ใส่ในเพลทใหม่ 
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21. ส่วนน้ ำที่เหลืออยู่ในเพลทเดิมให้น ำแบ่งมำ 5 ไมโครลิตร เพ่ือท ำ Electrophoresis บน 
4% agarose gel (ขนำดของ PCR Product มีค่ำประมำณ 310 bp) 

 
g. Normalize Libraries เป็นกำร normalize ควำมเข้มข้นของแต่ละ library เพ่ือให้มีควำม

สมดุลของกำรเพิ่มจ ำนวนของแต่ละตัวอย่ำงในกำรวิเครำะห์ มีข้ันตอนดังนี้ 
1. ใส่  Library Normalization Additives 1 (LNA1) ปริมำตร 44 ไมโครลิตรต่อหนึ่ ง

ตัวอย่ำง ลงในหลอดขนำด 15 มิลลิลิตร 
2. ใช้ปิเปตต์ขนำด 1000 ไมโครลิตรผสม Library Normalization Beads 1 (LNB1) ให้

เป็นเนื้อเดียวกัน 
3. เติม LNB1 ปริมำตร 8 ไมโครลิตรต่อหนึ่งตัวอย่ำง ลงในหลอดขนำด 15 มิลลิลิตรที่มี 

LNA1 อยู่ กลับหลอดไปมำเพ่ือผสมให้เข้ำกัน 
4. ใส่ LNA1/LNB1 ที่ผสมไว้ ลงในแต่ละหลุมของเพลทที่มี library ปริมำตร 20 ไมโครลิตร

อยู่ หลุมละ 45 ไมโครลิตร 
5. เขย่ำที่ 1800 rpm 30 นำท ี(ไม่ควรทิ้งไว้นำนกว่ำนั้น) 
6. วำงบน magnetic stand รอจนกระทั่งสำรละลำยใส (ประมำณ 2 นำท)ี 
7. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
8. เอำเพลทออกจำก magnetic stand 
9. ล้ำง 2 ครั้ง ตำมข้ันตอน ดังนี้ 
10. เติม Library Normalization Wash 1 (LNW1) 45 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม 
11. เขย่ำที่ 1800 rpm 5 นำท ี
12. วำงบน magnetic stand รอจนกระทั่งสำรละลำยใส (ประมำณ 2 นำท)ี 
13. ดูดน้ ำในทุกหลุมทิ้ง 
14. ในกำรล้ำงครั้งสุดท้ำยใช้ปิเปตต์ขนำด 20 ไมโครลิตร ดูด LNW1 ออกให้หมด 
15. เอำเพลทออกจำก magnetic stand 
16. เติม 0.1 N NaOH ที่เตรียมใหม่ๆ ลงในแต่ละหลุม หลุมละ 30 ไมโครลิตร 
17. เขย่ำที่ 1800 rpm 5 นำที (bead ต้องละลำยจนหมด) 
18. วำงบน magnetic stand รอจนกระทั่งสำรละลำยใส (ประมำณ 2 นำท)ี 
19. ระหว่ำงที่รอ ใส่ Library Normalization Storage buffer 2 (LNS2 30) ไมโครลิตร ลง

ในแต่ละหลุมของเพลทใหม่ 
20. ดูดสำรละลำยจำกเพลทเดิม 30 ไมโครลิตรของแต่ละหลุมไปยังเพลทใหม่ที่มี LNS2 อยู่ 
21. ปั่นเพลทที่ 1000 × g 1 นำที 
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h. Pool Libraries เป็นกำรรวมแต่ละ normalized libraries ลงในหลอดเดียว มีข้ันตอนดังนี้ 

1. ปั่นเพลทที่ 1000 × g 1 นำที 
2. ดูดแต่ละ library มำ 5 ไมโครลิตร ใส่รวมกันในหลอดเดียว ปิเปตต์ให้เข้ำกันดี 

 
i. Denature and dilute pooled libraries กำรแยกสำยดีเอ็นเอและเจือจำงเพ่ือให้ตัวอย่ำงมี

ควำมเข้มข้นตำมที่ต้องกำรก่อนน ำไปวิ เครำะห์  ใช้วิธี  bead-based normalization 
method มีข้ันตอนดังนี ้
1. เจือจำง pooled libraries โดยผสม pooled libraries 6 ไมโครลิตรกับ HYB buffer 

594 ไมโครลิตร ใน microcentrifuge tube แล้ว vortex ให้เข้ำกัน ปั่นที่ 280 × g เป็น
เวลำ 1 นำท ี

2. แยกสำยดีเอ็นเอโดยมีข้ันตอนดังนี้ 
a. วำง tube บน incubator ที่ 98°C 2 นำที  
b. ครบเวลำแล้ววำงบนน้ ำแข็งทันที 
c. ทิ้งไว้บนน้ ำแข็ง 5 นำที 

3. กำรแยกสำยดีเอ็นเอและเจือจำง PhiX control 
a. เจือจำง PhiX ให้เป็น 4 nM โดยผสม 10 nM PhiX 2 ไมโครลิตรกับ RSB 3 

ไมโครลิตร 
b. แยกสำยดีเอ็นเอของ PhiX โดยผสม 4 nM PhiX 5 ไมโครลิตรกับ 0.2 N NaOH 

5 ไมโครลิตร แล้ว vortex ให้เข้ำกัน ปั่นที่ 280 × g,1 นำที จำกนั้น incubate 
ที่อุณหภูมิห้อง 5 นำที 

4. เจือจำง denatured PhiX ให้เป็น 20 nM โดยผสม denatured PhiX 10 ไมโครลิตร
กับ HYB buffer 990 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมำเพ่ือผสมให้เข้ำกัน 

5. เจือจำง denatured PhiX ให้เป็น 12.5 nM โดยผสม 20 nM denatured PhiX 375 
ไมโครลิตรกับ HYB buffer 225 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมำเพ่ือผสมให้เข้ำกัน 

6. ผสม libraries กับ PhiX control ที่เตรียมไว้เข้ำด้วยกัน โดยผสม PhiX control 6 
ไมโครลิตรกับ libraries (ที่เตรียมไว้จำกข้อ 2) 594 ไมโครลิตร 

7. วำงบนน้ ำแข็งจนกว่ำจะใส่ใน reagent cartridge 
 
2. กำรวิเครำะห์ล ำดับเบส ส ำหรับกำรวิจัยเบื้องต้นใช้ชุดน้ ำยำ MiSeq Reagent Micro kit v2 (300-
cycle) ส่วนกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำงใช้ชุดน้ ำยำ MiSeq Reagent kit v2 (300-cycle) วิเครำะห์แบบ    
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2 x 150 bps read length บน เค รื่ อ ง  Illumina Miseq system ใ ช้ ห ลั ก ก ำ ร  sequence by 
synthesis โดยกำรใช้ dNTP ที่ติดฉลำกด้วย fluorescence และ 3'-OH blocking group เมื่อเกิด
กำรต่อสำยและตรวจจับด้วยกล้องแล้วฉลำกที่ติดอยู่จะถูกก ำจัดออกไปเพ่ือให้ dNTP ตัวต่อไป
สำมำรถเข้ำมำต่อได้ โดยเกิดปฏิกิริยำซ้ ำๆ จนอ่ำนล ำดับเบสได้ทั้งสำย 
 
3.5.5 กำรวิเครำะห์ข้อมูล 

 1. กำรวิเครำะห์คุณภำพของข้อมูล  
ข้อมูลกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสจะได้ผลออกมำในรูปแบบของ FASTQ file โดยข้อมูลที่ได้จะ

ถูกตัดล ำดับเบสที่เป็น adaptor ออกไปแล้ว กำรวิเครำะห์คุณภำพของข้อมูลจะใช้เบรำเซอร์ชื่อว่ำ 
Galaxy(48 ) ซึ่ ง เ ว็บ เบส  (Web-base) ที่ ช่ วย ในกำรวิ เครำะห์ข้ อมู ลทำงด้ ำนชี วสำรสนเทศ 
(bioinformatics) ขั้นตอนกำรวิเครำะห์มีดังนี้ 

a. ไปที่ Get Data -> Upload file ที่ต้องกำรวิเครำะห์ (FASTQ file) 
b. ไปที่ NGS: QC and manipulation -> FASTQC (เพ่ือท ำกำรวิเครำะห์คุณภำพของข้อมูลใน

แต่ละ FASTQ file) -> เลือก FASTQ ที่ต้องกำรวิเครำะห ์
 
 2. กำรวิเครำะห์ข้อมูลเพื่อหำล ำดับเบสที่มีควำมแปรผันทำงพันธุกรรมบนยีน SCN5A 

a. ถ้ำ per base quality มีค่ำ low หรือ fail -> Trimmomatic (Trim base program ส ำหรับ 
Illumina) โดยตัดล ำดับเบสที่มี Quality ต่ ำออก (ส ำหรับ Single end process วิเครำะห์
เฉพำะ Read 1) โดยก ำหนดค่ำ ดังนี้ 
- Perform initial ILLUMINACLIP step? -> Yes 
- SLIDINGWINDOW: Perform a sliding window trimming, cutting once the 

average quality within the window falls below a threshold 
- Number of bases to average across 4 
- Average quality required 20 
- MINLEN: drop reads below a read length -> 30 

b. ท ำกำรวิเครำะห์ FASTQC ซ้ ำอีกครั้ง 
c. เปรียบเทียบกับ reference genome ด้วย NGS: Mapping -> map with BWA-MEM 

(>100bp) โดยก ำหนดค่ำ ดังนี้ 
- Use a built in index, Homo sapiens (b37) hg19_g1k_v37 
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- Single-end, Common use, default setting, Read group: Auto-assign-> yes 
(For merge process) 

d. รวมกลุ่มข้อมูลเป็นไฟล์เดียว ด้วย NGS: Picard -> MergeSamFiles (divide by group as 
in Illumina) use default setting 

e. NGS: Picard -> MarkDuplicate (If true do not write to output: Yes) 
f. วิเครำะห์หำควำมแปรผันทำงพันธุกรรม ด้วย NGS: Variant Analysis -> Freebayes โดย

ก ำหนดค่ำ ดังนี้ 
- Local ref -> Homo sapiens (b37) hg19_g1k_v37 
- Run individual 
- Limit to region: 3: 38589553-38691164 (Chr37.p13, NM198056.2) 
- Simple diploid with filter and coverage 

(minmapQuality30, minBaseQuality20) -> min coverage 10 
g. NGS: Variant Manipulation -> VcfAllelePrimitives โดยก ำหนดค่ำ ดังนี้ 

- Maintain site and Allele level annotation: Yes 
- Maintain genotype level annotation: Yes 

h. วิเครำะห์ผลกระทบต่อโปรตีน ด้วย NGS: Variant Analysis -> SnpEff โดยมีขั้นตอน ดังนี้ 
- SnpEff database (find data) Human 
- SnpEff download: GRCh37.75 
- SnpEff eff (annotate variants) โดยก ำหนดค่ำ ดังนี้ 

I. Database from your history: GRCh37.75 
II. Use Sequence Ontology terms (e.g. missense) 
III. Use HGVS annotations for amino acid (e.g. p.Gly180Arg/c.538G>C)  

i. ท ำกำรดำวน์โหลดผลกำรวิเครำะห์ข้อมูลที่ต้องกำรซึ่งจะอยู่ในรูปของ VCF file ออกมำ 
j. เปิด VCF file ด้วยโปรแกรม Genome browse (golden helix)(49) ซึ่งใช้ในกำรดูผลกำร

วิเครำะห์ จำกนั้นเลือกข้อมูลที่วิเครำะห์ออกมำในรูปของตำรำง excel 
 
 3. กำรคัดกรองข้อมูล 
คัดกรองผลกำรวิเครำะห์ที่ได้ตำมเกณฑ์ ดังนี้ 

a. Quality ≥ 30 
b. Read depths (DP) ≥ 100 
c. SnpEff: effect by impact -> High หรือ Moderate 
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d. MAF ใน The Exome Aggregation Consortium (ExAC) database <0.01  
e. วิเครำะห์ด้วยโปรแกรมท ำนำย 

- Missense variant วิเครำะห์ด้วย Polyphen-2 (ต้องได้ผลเป็น possibly damaging 
หรือ probably damaging)(50) 

- Frameshift variant หรือ Stop gained variant วิเครำะห์ด้วย Mutationtaster (ต้อง
ได้ผลเป็น disease causing หรือ  disease causing automatic)(51) 

- Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) score เป็นกำรรวมผลกำร
ท ำนำยโดยคัดเฉพำะ Variants ที่มีค่ำ phred (scaled C-score) > 20 (มีผลกระทบ
ร้ำยแรงที่สุดในช่วง 1% แรกบน human genome)(52) 

 
4. เปรียบเทียบ Database 

a. The Exome Aggregation Consortium (ExAC) database(53) 
b. The 1000 Genomes Project Consortium (1000G)(54) 
c. ClinVar(55) 
d. The Genome Aggregation Database (gnomAD) 

 
3.5.6 กำรวิเครำะห์ผลทำงสถิติ 

a. Descriptive analysis ข้อมูลพ้ืนฐำนของผู้ เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ในตัวอย่ำง
ประชำกรไทยด้วยโปรแกรม IBM SPSS version 22.0 

b. กรำฟต่ำงๆ สร้ำงใน Microsoft Excel 2013 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1 ข้อมูลพื้นฐานของผู้เสียชีวิตชนิดใหลตายในตัวอย่างประชากรไทย 

ข้อมูลพ้ืนฐำนของผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำยในประชำกรตัวอย่ำง 43 ตัวอย่ำง แสดงในตำรำงที่ 
6 - 8 โดยผู้เสียชีวิตเป็นเพศชำย 40 คนและเพศหญิง 3 คน อำยุเฉลี่ยมีค่ำ 35.02±6.27 ปี (ช่วง 23–
49 ปี) ส่วนใหญ่เสียชีวิตขณะนอนหลับ (58.14%, 25 ตัวอย่ำง) ในบำงตัวอย่ำง มีประวัติคนใน
ครอบครัวเสียชีวิตในลักษณะเดียวกัน (4.65%, 2 ตัวอย่ำง) ภูมิล ำเนำของผู้เสียชีวิตส่วนใหญ่อยู่ใน
ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ (51.16%, 22 ตัวอย่ำง) รองลงมำคือภำคกลำง (23.25%, 10 ตัวอย่ำง)
ภำคเหนือ (9.30%, 4 ตัวอย่ำง) และภำคตะวันออก (4.65%, 2 ตัวอย่ำง) โดยมี 5 ตัวอย่ำงที่ไม่ทรำบ
ภูมิล ำเนำ (11.63%) 

ข้อมูลส่วนสูงและน้ ำหนักในประชำกรตัวอย่ำงของผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำย ค่ำเฉลี่ยส่วนสูงใน
เพศชำยมีค่ำ 169.48±5.68 เซนติเมตร และในเพศหญิงมีค่ำ 155.33±6.43 เซนติเมตร ค่ำเฉลี่ย
น้ ำหนักในเพศชำยมีค่ำ 63.45 ±10.77 กิโลกรัม และในเพศหญิงมีค่ำ 53.33±10.26 กิโลกรัม และ
เมื่อน ำมำค ำนวนค่ำ Body mass index (BMI) ในเพศชำยและเพศหญิงมีค่ำ 22.07±3.42 และ 
21.96±2.83 kg/mm2 ตำมล ำดับ โดย 28 ตัวอย่ำงจำก 43 ตัวอย่ำง (65.1%) มีค่ำ BMI อยู่ในช่วง
ปกติ (18.5-24.9 kg/mm2)(56) และค่ำกำรกระจำยของข้อมูลของ BMI เป็นกรำฟเบ้ขวำ ดังภำพที่ 
12A ค่ำเฉลี่ยน้ ำหนักของหัวใจในเพศชำยและเพศหญิงมีค่ำ 344.25±46.82 และ 261.67±47.26 
กรัม ตำมล ำดับ โดย 29 ตัวอย่ำงจำก 43 ตัวอย่ำง (67.4%) มีค่ำน้ ำหนักของหัวใจอยู่ในช่วงปกติ (เพศ
ชำย 270-360 กรัมและเพศหญิง 200-280 กรัม(22)) ค่ำกำรกระจำยของข้อมูลอยู่ในช่วงปกติ ดังภำพ
ที่ 12B เนื่องจำกขนำดของหัวใจมีควำมเกี่ยวข้องกับค่ำ BMI จึงท ำกำรเทียบค่ำ BMI กับน้ ำหนักของ
หัวใจพบว่ำตัวอย่ำงที่มีค่ำน้ ำหนักหัวใจสูงกว่ำค่ำปกติโดยมีค่ำ BMI ปกติมีจ ำนวน 10 ตัวอย่ำง แสดง
ถึงน้ ำหนักหัวใจมีค่ำสูงจริง 

ส ำหรับผลกำรตรวจชันสูตรด้วยตำเปล่ำของกล้ำมเนื้อหัวใจพบว่ำ มีค่ำปกติในประชำกร
ตัวอย่ำงมำกกว่ำครึ่งหนึ่ง (65.12%, 28 ตัวอย่ำง) มีจุดเลือดออก 8 ตัวอย่ำง (18.60%) มีรอยสีแดง
คล้ ำ 5 ตัวอย่ำง (11.63%) และพบพังผืด 2 ตัวอย่ำง (4.65%)
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ภำพที่ 12 แสดงกำรกระจำยของข้อมูลโดย A แสดง histogram ของ BMI เป็นกรำฟเบ้ซ้ำย B แสดง 
histogram ของน้ ำหนักหัวใจเป็นกำรแจกแจงปกติ 
 
4.2 ผลการวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

จำกกำรวัดปริมำณดีเอ็นเอจำกกำรวิจัยเบื้องต้น และกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำงด้วยวิธี  
Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit และเครื่อง Applied Biosystems® 7500 Real-
Time PCR ได้ผลดังแสดงในตำรำงที่ 7 และ 8 
ตำรำงที่ 7 แสดงผลกำรวัดปริมำณดีเอ็นเอจำกกำรวิจัยเบื้องต้น (14 ตัวอย่ำง) 

ID ควำมเข้มข้น (ng/µl) ID ควำมเข้มข้น (ng/µl) 
T16 1.26 T38 0.94 
T24 1.56 T39 0.56 
T26 4.50 T40 2.71 

T27 16.63 T41 4.18 
T33 2.55 T42 3.27 

T34 1.88 C09 1.59 
T36 0.48 C24 1.66 

 
จำกตำรำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอจำกกำรวิจัยเบื้องต้น (14 ตัวอย่ำง) ที่วัดได้มีค่ำเฉลี่ย 

เท่ำกับ 3.14 ng/µl โดยมีค่ำอยู่ในช่วง 0.48-16.63 ng/µl เนื่องจำกปริมำณดีเอ็นเอเริ่มต้นต้องกำร 

A. B. 
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10-25 ng และปริมำตรไม่เกิน 4 µl จึงท ำกำรระเหยน้ ำออกด้วยควำมร้อนเพ่ือให้ได้ควำมเข้มข้นของ
ดีเอ็นเอที่ต้องกำรในตัวอย่ำง T16, T36, T38 และ T39 

 
ตำรำงที่ 8 แสดงผลกำรวัดปริมำณดีเอ็นเอจำกกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำง 

Sample ควำมเข้มข้น (ng/µl) Sample ควำมเข้มข้น (ng/µl) Sample ควำมเข้มข้น (ng/µl) 
T01 0.77 T30 1.18 C17 2.30 

T02 0.05 T31 0.40 C18 0.84 
T03 2.61 T32 0.14 C19 1.33 

T04 1.70 T33 2.55 C20 1.07 
T05 1.75 T34 1.88 C21 1.40 

T06 7.65 T35 1.89 C22 1.34 
T07 1.63 T36 0.90 C23 1.25 
T08 0.81 T37 1.80 C24 0.72 
T09 0.75 T38 0.25 C25 1.54 
T10 1.60 T39 0.83 C26 1.75 
T11 1.03 T40 2.71 C27 2.19 
T12 1.21 T41 4.18 C28 1.89 

T13 3.91 T42 3.26 C29 0.62 
T14 5.13 T43 0.93 C30 1.03 
T15 0.51 C01 0.92 C31 1.76 
T16 1.25 C02 1.65 C32 0.87 
T17 0.69 C03 1.53 C33 1.08 
T18 0.69 C04 1.12 C34 1.11 
T19 0.88 C05 1.19 C35 1.03 
T20 18.41 C06 1.43 C36 1.55 
T21 1.11 C07 1.67 C37 0.39 
T22 0.29 C08 1.17 C38 0.63 
T23 0.60 C09 1.82 C39 0.72 

T24 1.56 C10 1.16 C40 0.69 
T25 0.47 C12 1.47 C41 2.88 

T26 4.50 C13 1.31 C42 2.99 
T27 16.62 C14 0.37 C43 0.56 
T28 0.59 C15 3.51 
T29 0.42 C16 4.05 
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จำกตำรำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอจำกกำรวิจัย 86 ตัวอย่ำงที่วัดได้มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 1.92 
ng/µl โดยมีค่ำอยู่ในช่วง 0.05-18.41 ng/µl ท ำกำรระเหยน้ ำออกด้วยควำมร้อนเพ่ือให้ได้ควำม
เข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีต้องกำรในตัวอย่ำงที่มีค่ำน้อยกว่ำ 2.50 ng/µl 
 
4.4 ผลคุณภาพของการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยเครื่อง Miseq 

 จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ด้วยวิธี NGS พบว่ำคุณภำพของกำร
วิเครำะห์ข้อมูลที่ได้จำกเครื่อง Miseq ได้ผลดังแสดงในตำรำงที ่9 
 
ตำรำงที่ 9 คุณภำพของกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

  
 จำกตำรำงแสดงค่ำปริมำณของข้อมูลที่วิเครำะห์ทั้งหมด (Yield) ควำมหนำแน่นของข้อมูลที่
วิเครำะห์ต่อพ้ืนที่ 1 ตำรำงมิลลิเมตร (Cluster density) ร้อยละของจ ำนวนข้อมูลที่ผ่ำนเกณฑ์กำร
กรอง (Cluster PF) และค่ำควำมถูกต้องของล ำดับเบสที่วิเครำะห์ โดยวิเครำะห์เฉพำะ read 1 
(ส ำหรับกำรวิเครำะห์แบบ Single end) ซึ่งต้องมีค่ำมำกกว่ำ Q30 

ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของกำรวิจัยเบื้องต้น จ ำนวน 14 ตัวอย่ำงมีค่ำปริมำณของข้อมูลที่
วิเครำะห์ทั้งหมด 1.82 Gbps โดยมีค่ำอยู่ในช่วง 0.05-13.30 Gbps ต่อตัวอย่ำง  ควำมหนำแน่นของ
ข้อมูลที่วิเครำะห์ต่อพ้ืนที่ 1 ตำรำงมิลลิเมตร มีค่ำ 1,318±34 K/mm2 ผ่ำนเกณฑ์กำรกรองร้อยละ 
83.49±1.24 ผลที่ได้มีค่ำ over-cluster เมื่อเทียบกับค่ำที่เหมำะสมที่แนะน ำ ค่ำควำมถูกต้องของ
ล ำดับเบสที่วิเครำะห์ที่มีค่ำมำกกว่ำ Q30 คิดเป็นร้อยละ 80.95 

ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของกำรวิจัยจ ำนวน 86 ตัวอย่ำงมีค่ำปริมำณของข้อมูลที่วิเครำะห์
ทั้งหมด 4.02 Gbps โดยมีค่ำอยู่ในช่วง 0.07-1.47 Gbps ต่อตัวอย่ำง  ควำมหนำแน่นของข้อมูลที่
วิเครำะห์ต่อพ้ืนที่ 1 ตำรำงมิลลิเมตร มีค่ำ 746±27 K/mm2 ผ่ำนเกณฑ์กำรกรองร้อยละ 91.32±1.60 

 
Preliminary 86 samples 

optimal result optimal result 
Yield (Gbp) 1.2 1.82 5.1 4.02 

Cluster density 
(k/mm2) 

1000-1200 1318±34 1000-1200 746±27 

Cluster PF (%) 80 83.49±1.24 80 91.32±1.60 

Qscore (read 1) >q30 80.95 % >q30 76.07 % 
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ผลที่ได้มีค่ำน้อยกว่ำค่ำที่เหมำะสมที่แนะน ำ ค่ำควำมถูกต้องของล ำดับเบสที่วิเครำะห์ที่มีค่ำมำกกว่ำ 
Q30 คิดเป็นร้อยละ 76.07 
 
4.5 ผลการวิเคราะห์คุณภาพของข้อมูล 

จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ด้วยวิธี NGS และท ำกำรวิเครำะห์
ข้อมูลที่ได้ด้วยโปรแกรม FASTQC ของ Galaxy ค่ำคุณภำพต่อล ำดับเบส (Per base quality) ในกำร
วิจัยเบื้องต้นและกำรวิจัยจ ำนวน 86 ตัวอย่ำงได้ผลคิดเป็นร้อยละ 90.46 และ 80.96 ตำมล ำดับ 
 
4.6 ผลการวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในกลุ่มผู้เสียชีวิต
ชนิดใหลตายและกลุ่มควบคุม 

ในตัวอย่ำงจำกกลุ่มผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำยจ ำนวน 43 ตัวอย่ำง พบว่ำมีควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งเป็นไปตำมเกณฑ์ที่ก ำหนดจ ำนวน 20 ต ำแหน่งจำก 10 
ตัวอย่ำง คิดเป็นร้อยละ 23.26 โดยแบ่งเป็น frameshift variant 3 ต ำแหน่ง (15%) stop gained 
variant 4 ต ำแหน่ ง  (20%)  และ variants of unknown significant (VUS) ซึ่ ง เป็น  missense 
variant จ ำนวน 13 ต ำแหน่ง (65%) ดังแสดงในกรำฟวงกลมภำพที่ 15A 

ในตัวอย่ำงจำกกลุ่มควบคุมจ ำนวน 43 ตัวอย่ำง พบว่ำมีควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ 
exon บนยีน SCN5A ซึ่งเป็นไปตำมเกณฑ์ที่ก ำหนดจ ำนวน 8 ต ำแหน่งจำก 7 ตัวอย่ำง คิดเป็นร้อยละ 
16.28 โดยแบ่งเป็น frameshift variant 1 ต ำแหน่ง (12.5%) และ VUS จ ำนวน 7 ต ำแหน่ง (87.5%) 
ดังแสดงในกรำฟวงกลม ภำพที ่15B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 13 แสดงควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A A ในกลุ่มผู้เสียชีวิตชนิด
ใหลตำย B ในกลุ่มควบคุม 

Frameshift
3

15%

Stop gained
4

20%
VUS
13

65%

A. SUNDS cases
Frameshi

ft
1

12.5%

VUS
7

87.5%

B. Controls
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เมื่อพิจำรณำเฉพำะควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผลกระทบ
อย่ำงสูงจำก SnpEff (frameshift variant และ stop gained variant) สำมำรถสรุปข้อมูลได้ดัง
ตำรำงที่ 10 โดยแสดงต ำแหน่งบนยีน SCN5A (ภำพที่ 16) และต ำแหน่งบนโปรตีน SCN5A (ภำพที่ 
17) 

 
ภำพที่ 14 แสดงต ำแหน่งของควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผลกระทบ
อย่ำงสูงจำก SnpEff จำกกลุ่มผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำย (บน) และกลุ่มควบคุม (ล่ำง) โดย variant ที่
รู้อยู่แล้ว (สีฟ้ำ) และ variant ที่พบใหม่ (สีด ำ) 
 

 
 
ภำพที่ 15 แสดงต ำแหน่งของควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนโปรตีน SCN5A ซึ่งส่งผล
กระทบอย่ำงสูงจำก SnpEff โดย variant ที่รู้อยู่แล้ว (สีฟ้ำ) และ variant ที่พบใหม่ (สีด ำ) 
†ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบในกลุ่มควบคุม 
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ตำรำงที่ 10 แสดงข้อมูลควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผลกระทบอย่ำง
สูงจำก SnpEff จำกกลุ่มผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำยและกลุ่มควบคุม 

ID Exon 
Type of 
variant 

Mutation 
CDS 

Mutation AA Protein region 
dbSNP/ 

Ref. 
T01 23 Stop gained c.4185G>A W1395X Extracellular (DIIIS5-S6) Novel 
T03 16 Stop gained c.2718C>A C906X Extracellular (DIIS5-S6) Novel 

T11 2 Frameshift c.65delC A22fs N-terminus Novel 
T25 7 Stop gained c.903G>A W301X Extracellular (DIS5-S6) Ref. (57) 

T27 28 Frameshift c.4935delG L1646fs DIVS4-DIVS5 Novel 
T33 28 Frameshift c.5409delA E1804fs C-terminus Novel 
T34 20 Stop gained c.3618G>A W1206X DII-DIII Novel 
C30 17 Frameshift c.3111delC T1038fs DII-DIII Novel 

ID: T คื อ  SUNDS cases, C คื อ  controls, Mutation CDS แ ล ะ  Amino acid ม ำ จ ำ ก
ENST00000333535 โดยใช้ SnpEff, Protein region ตำม Uniprot database(58) dbSNP: NA คือ
ไม่มีข้อมูล 
 

จำกควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ที่พบทั้งหมดเป็น variant ที่ทรำบ
อยู่แล้วจ ำนวน 8 ต ำแหน่ง โดยพบในกลุ่มผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำย 6 ต ำแหน่ง ซึ่งเป็น stop gained 
variant 1 ต ำแหน่ง คือ W301X และ VUS 5 ต ำแหน่ง คือ A413T, G599R, R893L, A964T และ 
V2016M ส่วนในกลุ่มควบคุมพบ VUS 2 ต ำแหน่งคือ G833R และ V1777M ข้อมูล AF เปรียบเทียบ
กับฐำนข้อมูลต่ำงๆ แสดงในตำรำงที่ 11 
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4.7 ผลการวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรมของล าดับเบสที่พบได้บ่อย (common 
variants) บนยีน SCN5A 

จำกกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงทั้งสองกลุ่ม พบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้บ่อยบนยีน 
SCN5A ใน 2 ต ำแหน่ง คือ H558R และ R1193Q ซึ่งทั้งสองต ำแหน่งสำมำรถพบได้มำกในประชำกร
เอเชียตะวันออก โดยมีค่ำ AF ใน ExAC database เท่ำกับ 0.10 และ 0.07 ตำมล ำดับ H558R พบใน
ตัวอย่ำงจำกกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำย 7 ตัวอย่ำง (AF = 0.10) และในกลุ่มควบคุม 8 ตัวอย่ำง 
(AF = 0.15) ส่วน R1193Q พบในตัวอย่ำงจำกกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำย 3 ตัวอย่ำง (AF = 0.04) 
ดังแสดงในตำรำงที่ 12 

 
ตำรำงที่ 12 แสดงควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้บ่อยบนยีน SCN5A 

Exon 
Mutation 

CDS 
Mutation AA 

Protein 
region 

dbSNP AFcon AFcase 
ExAC 
(EAS) 

12 c.1673A>G H558R DI-DII rs1805124 0.15 0.10 0.10 

20 c.3578G>A R1193Q DII-DIII rs41261344 - 0.04 0.07 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

จำกกำรวิจัยพบรูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันใน
กลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยในประชำกรไทย จำกตัวอย่ำงกลุ่มผู้เสียชีวิตชนิดใหลตำยจ ำนวน 43 
ตัวอย่ำง พบว่ำมีควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผลกระทบอย่ำงสูงจำก 
SnpEff จ ำนวน 7 ต ำแหน่งจำก 7 ตัวอย่ำง คิดเป็นร้อยละ 16.28 โดยผลของควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในงำนวิจัยนี้มีค่ำน้อยกว่ำกำรศึกษำก่อนหน้ำของ Vatta และ
คณะ ซึ่งท ำในประชำกรไทยเช่นกัน โดยมีค่ำร้อยละ 20 แต่เนื่องจำกกลุ่มตัวอย่ำงที่ใช้ในงำนวิจัย
ดังกล่ำวมีเกณฑ์กำรคัดเข้ำเป็นแบบกลุ่มอำกำร BrS(6) ผลที่ได้จึงมีค่ำสูงกว่ำ ซึ่งสอดคล้องกับกำรวิจัย
ของ Kapplinger และคณะที่พบว่ำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A มีค่ำร้อยละ 
20 - 25 ในผู้ป่วยด้วยกลุ่มอำกำร BrS(47) ในขณะที่ ผลของควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บน
ยีน SCN5A ในกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยจำกกำรศึกษำในประชำกรจีนมีค่ำร้อยละ 6.5 - 8(14, 18) 
ซึ่งงำนวิจัยชิ้นนี้มีค่ำสูงกว่ำ แสดงให้เห็นว่ำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A มี
ควำมสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยในประชำกรไทยเช่นเดียวกับในรำยงำนก่อน
หน้ำที่พบว่ำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A มีควำมสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มกำร
เสียชีวิตชนิดใหลตำยมำกกว่ำยีนอื่นๆ(18) 
 
5.1 ข้อมูลพื้นฐานของผู้เสียชีวิตจากใหลตายในประชากรไทย 

จำกข้อมูลพ้ืนฐำนของกลุ่มตัวอย่ำงซึ่งเป็นผู้เสียชีวิตจำกใหลตำยในประชำกรไทยพบว่ำ
ผู้เสียชีวิตส่วนใหญ่เป็นเพศชำย อำยุระหว่ำง 20 – 49 ปี (อำยุเฉลี่ย 35.02±6.27 ปี) ส่วนใหญ่
เสียชีวิตขณะนอนหลับ และผู้เสียชีวิตมำจำกภำคตะวันออกเฉียงเหนือของไทยมำกกว่ำครึ่งหนึ่งตำมที่
มีในรำยงำนก่อนหน้ำ(1, 2) โดยมำจำกภำคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่ำงมำกที่สุด (14 ตัวอย่ำง) และ
จังหวัดที่พบมำกที่สุดคือ อุบลรำชธำนี (5 ตัวอย่ำง) แต่ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน 
SCN5A ที่พบไม่ขึ้นกับภำคและจังหวัด ตัวอย่ำงที่มีประวัติบุคคลในครอบครัวเสียชีวิตแบบเดียวกัน 2 
รำย โดยมีตัวอย่ำงหนึ่ง (T11) ที่พบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผล
กระทบอย่ำงสูงจำก SnpEff 

ข้อมูลน้ ำหนักและส่วนสูงน ำมำใช้ในกำรค ำนวนค่ำ BMI เพ่ือช่วยในกำรวิเครำะห์น้ ำหนักหัวใจ
ของกลุ่มตัวอย่ำงผู้เสียชีวิตว่ำมีค่ำอยู่ในช่วงปกติหรือไม่ เนื่องจำกขนำดของหัวใจมีควำมเก่ียวข้องกับ
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ค่ำ BMI พบว่ำมีตัวอย่ำงที่มีค่ำน้ ำหนักหัวใจสูงกว่ำค่ำปกติโดยมีค่ำ BMI ปกติจ ำนวน 10 ตัวอย่ำง แสดง
ให้เห็นว่ำน้ ำหนักหัวใจมีแนวโน้มสูงกว่ำค่ำปกติในกลุ่มอำกำร SUNDS ซึ่งเป็นไปตำมสมมติฐำนของ 
Zheng และคณะที่เสนอว่ำ กลุ่มอำกำร SUNDS ซึ่งเกิดในกลุ่มคนอำยุน้อย เป็นกลุ่มอำกำรที่เป็น 
transitory stage ของ cardiomyopathy(18) 
 
5.2 สรุปผลการวัดปริมาณดีเอ็นเอและการท า Electrophoresis 

 เนื่องจำกตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์เป็น FTA blood จำกผู้เสียชีวิตด้วยกลุ่มอำกำร 
SUNDS ซึ่งมีกำรเสื่อมสภำพของดีเอ็นเออย่ำงมำก ควำมเข้มข้นที่สกัดได้จึงมีค่ำค่อนข้ำงต่ ำ และบำง
ตัวอย่ำงมีปริมำณเลือดน้อยมำก จึงจ ำเป็นต้องท ำกำรระเหยน้ ำออกเพ่ือให้ได้ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ที่ต้องกำรคือ 10-25 ng และใส่ตัวอย่ำงละไม่เกิน 4 ไมโครลิตร 
 ส่วนกำรวิเครำะห์ผล PCR product นั้นเลือกใช้วิธีกำรท ำ Electrophoresis ด้วย 4% 
agarose gel เนื่องจำกเป็นวิธีที่ง่ำยและรำคำถูก แต่ด้วยเหตุที่ปริมำณดีเอ็นเอเริ่มต้นต่ ำ วิธีนี้จึงอำจมี
ควำมไวไม่พอ ท ำให้ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนำด 310 bp ในบำงตัวอย่ำง 
 
5.3 สรุปผลคุณภาพของการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยเครื่อง Miseq 

 จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ด้วยวิธี NGS พบว่ำคุณภำพของกำร
วิเครำะห์ข้อมูลที่ได้จำกเครื่อง Miseq ในกำรวิจัยเบื้องต้นมีค่ำ over-cluster แต่ร้อยละของจ ำนวน
ข้อมูลที่ผ่ำนเกณฑ์กำรกรอง (Cluster PF) มีค่ำมำกกว่ำ 80 ซึ่งมีปริมำณข้อมูลเพียงพอต่อกำร
วิเครำะห์ผล ในกำรวิจัยจ ำนวน 86 ตัวอย่ำง ค่ำปริมำณของข้อมูลที่วิเครำะห์ทั้งหมด (Yield) มีค่ำต่ ำ
กว่ำค่ำที่เหมำะสม แต่ร้อยละของจ ำนวนข้อมูลที่ผ่ำนเกณฑ์กำรกรอง (Cluster PF) มีค่ำสูงมำก จึงมี
ปริมำณข้อมูลเพียงพอต่อกำรวิเครำะห์ผลเช่นกัน 
 
5.4 สรุปผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีการแปรผันซึ่งส่งผลกระทบ
อย่างสูงจาก SnpEff ในกลุ่มการเสียชีวิตชนิดใหลตายและกลุ่มควบคุม 

กำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ในงำนวิจัยนี้สนใจเฉพำะควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผลกระทบอย่ำงสูงจำก SnpEff เช่น frameshift variant 
และ stop gained variant เนื่องจำกควำมแปรผันทำงพันธุกรรมเหล่ำนี้พบได้น้อยในฐำนข้อมูลจำก 
ExAC ซึ่งน่ำจะส่งผลกระทบต่อโปรตีน SCN5A มำกกว่ำควำมแปรผันทำงพันธุกรรมแบบอ่ืน(31) 

กำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันในกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิด
ใหลตำย พบว่ำมีเพียง W301X ที่เคยมีรำยงำนในประชำกรชำวกรีซ(57) ส่วน 6 ต ำแหน่งที่เหลือเป็น 
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variants ที่พบใหม่ ซึ่งอยู่บริเวณที่เป็นส่วนประกอบที่ส ำคัญของโปรตีน SCN5A โดย stop gained 
variants 2 ต ำแหน่ง คือ W1395X และ C906X อยู่บริเวณ extracellular ระหว่ำง S5 และ S6 ซึ่ง
ประกอบเป็นช่องของ sodium channel(31, 34) และ stop gained variant อีกต ำแหน่งคือ W1206X 
อยู่บริเวณ intracellular linker domains ที่เชื่อมต่อระหว่ำงโดเมน DII และ DIII 

ส ำหรับ frameshift variants 3 ต ำแหน่ง ต ำแหน่งแรกคือ A22fs อยู่ใน N-terminus ซึ่ง
หำก frameshift variants เกิดในต ำแหน่งที่ใกล้จุดเริ่มต้นของโปรตีนมำกเท่ำไรก็ยิ่งส่งผลให้โปรตีน
เปลี่ยนแปลงไปมำกเท่ำนั้น (59) ส่วน frameshift variants อีก 2 ต ำแหน่งอยู่ ใน exon 28 คือ 
L1646fs และ E1804fs ซึ่งอำจส่งผลกระทบต่อโปรตีนน้อยกว่ำต ำแหน่งแรก ตำมทฤษฎีดังกล่ำว
ข้ำงต้น 

ส่วนกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันในกลุ่มควบคุม พบ
เพียง frameshift variant 1 ต ำแหน่ง คือ T1038fs ซึ่งไม่มีข้อมูลจำกกำรศึกษำก่อนหน้ำ สมมติฐำน
ของกำรพบล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันในกลุ่มควบคุมสำมำรถอธิบำยได้ตำม
ข้อมูลจำกบทควำมก่อนหน้ำซึ่งเสนอว่ำ กลุ่มอำกำร SUNDS เป็นโรคที่เกิดจำกหลำยปัจจัย โดย
นอกจำกปัจจัยทำงพันธุกรรมแล้ว ปัจจัยทำงสิ่งแวดล้อม เช่น ควำมเครียด ก็อำจส่งเสริมให้เกิดกำร
เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ได(้18) 
 
5.5 สรุปผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีการแปรผันซึ่งไม่ทราบ
ความส าคัญแน่ชัด (Variants of unknown significant: VUS) 

 จำกกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันในงำนวิจัยชิ้นนี้ พบ 
missense variants ซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่มของล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันซึ่งไม่
ทรำบควำมส ำคัญแน่ชัดในหลำยต ำแหน่ง โดยส่วนใหญ่เป็น variants ที่พบใหม่ และไม่มีข้อมูลจำก
กำรศึกษำก่อนหน้ำ 
 ในล ำดับเบสของ exon บนยีน SCN5A ที่มีกำรแปรผันในกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำย 
พบว่ำ มี VUS เพียง 4 ต ำแหน่งจำก 13 ต ำแหน่ง ที่พบข้อมูลในฐำนข้อมูล dbSNP ได้แก่ 
1. A413T มีกำรศึกษำพบว่ำมีควำมเกี่ยวข้องกับ LQTs แต่ไม่มีรำยงำนผล pathogenicity ใน 
ClinVar(60) 
2. G599R ไม่มีข้อมูล pathogenicity ของ variant นี้ 
3. R893L มีข้อมูลรำยงำนใน ClinVar (RCV000183179.1) ว่ำก่อให้เกิดกลุ่มอำกำร BrS (Last 
evaluated: Jul 18, 2011) 
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4. V2016M มีรำยงำนกำรศึกษำจ ำนวนมำกสนับสนุนข้อมูล pathogenicity ของต ำแหน่งนี้ ซึ่ง 
V2016 เป็นกรดอะมิโนตัวสุดท้ำยของโปรตีน SCN5A และเป็นส่วนประกอบของ PDZ domain–
binding motif (กรดอะมิโน 3 ตัวสุดท้ำยคือ SIV) V2016M มีควำมเกี่ยวข้องกับกลุ่มอำกำร BrS โดย
ในกำรศึกษำในหนูที่ไม่มี SIV พบว่ำ V2016M ลดกำรแสดงออกของโปรตีน SCN5A และกระแสของ
ประจุโซเดียม โดยเฉพำะบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์กล้ำมเนื้อหัวใจด้ำนข้ำงซึ่งน ำไปสู่กำรเพ่ิมขึ้นของ 
anisotropy of ventricular conduction(61) 
 

ส่วนควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A อ่ืนที่มีรำยงำนในกำรศึกษำก่อน
หน้ำคือ A964T ซึ่งมีควำมสัมพันธ์กับกลุ่มอำกำร BrS ใน Clinvar (รำยงำนผลเป็น Uncertain 
significance, Last reviewed: Jul 5, 2017, SCV000637111.1) และถูกประเมินตำมเกณฑ์ของ 
ACMG–AMP variant classification(62) 

ตัวอย่ำงจำกกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยที่พบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน 
SCN5A มำกที่สุดคือ T11 ซึ่งพบถึง 5 ต ำแหน่ง ได้แก่ A22fs, E678G, H880Y, R893L และ V2016M 
โดยสองต ำแหน่งหลังมีควำมเกี่ยวข้องกับกลุ่มอำกำร BrS และมีประวัติครอบครัวเสียชีวิตในลักษณะ
เดียวกัน ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยที่มีประวัติครอบครัวอำจเกี่ยวข้องกับกลุ่มอำกำร 
BrS 

ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในกลุ่มควบคุม พบ VUS 2 ต ำแหน่ง
ที่มีข้อมูลใน ClinVar คือ G833R และ V1777M โดยในกำรศึกษำก่อนหน้ำพบว่ำทั้งสองต ำแหน่ง
เกี่ยวข้องกับ LQTs นอกจำกนี้ G833R ยังมีรำยงำนในกลุ่มอำกำร BrS (clinical significance: not 
provided ใน ClinVar) แต่ในกำรศึกษำของ Kapplinger และคณะในปี 2015 รำยงำนว่ำต ำแหน่งนี้
เป็น polymorphism เนื่องจำกพบในตัวอย่ำงจำกกลุ่มควบคุมมำกกว่ำหนึ่งตัวอย่ำงเมื่อเทียบกับ
ผู้ป่วยด้วยกลุ่มอำกำร BrS และ LQTs(63) ส ำหรับ V1777M มีกำรรำยงำนใน ClinVar ว่ำเป็น likely 
pathogenic (last reviewed: Mar 2, 2017, SCV000235524.12) โดยพบว่ำมีควำมเกี่ยวข้องกับ
ผู้ ป่ ว ย  LQTs ซึ่ ง มี  functional 2:1 AV block (AVB) ก ำ ร แ สด ง ออกข อ ง  V1777M แ บ บ 
Heterozygous ท ำให้เกิดกำรลดลงของกระแสของประจุโซเดียมในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
โดยเฉพำะเมื่อมี tetrodotoxin(64) 
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5.6 สรุปผลการวิเคราะห์ความแปรผันทางพันธุกรรมของล าดับเบสที่พบได้บ่อย (common 
variants) บนยีน SCN5A 

ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้บ่อยบนยีน SCN5A ในประชำกรเอเชียตะวันออกมี 2 
ต ำแหน่ง คือ H558R และ R1193Q ซึ่งพบในกำรวิเครำะห์ควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของล ำดับเบส
บนยีน SCN5A ในงำนวิจัยชิ้นนี้เช่นกัน โดยกำรแปลผลของควำมแปรผันทำงพันธุกรรมที่พบได้บ่อย
บนยีน SCN5A มีควำมขัดแย้งกันในหลำยกำรศึกษำ เนื่องจำกพบทั้งในกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำย
และกลุ่มควบคุม โดยมีค่ำ AF ที่สูง 

ตั้งแต่ปีค.ศ. 2003 มีกำรศึกษำพบว่ำ H558R เมื่อพบร่วมกับควำมแปรผันทำงพันธุกรรมอ่ืน 
เช่น Q1077del, T512I และ M1766L สำมำรถส่งผลกระทบต่อกำรท ำงำนของ  sodium ion 
channel ไ ด้ (65-67) ใ น ข ณ ะที่  R1193Q มี ร ำ ย ง ำ น  pathogenic ตั้ ง แ ต่ ปี ค . ศ .  2002 ด้ ว ย 
electrophysiological study(6) อย่ำงไรก็ตำม หลำยกำรศึกษำต่อจำกนั้นเลือกรำยงำน R1193Q ว่ำ
เป็น polymorphism เนื่องจำกพบได้บ่อยในประชำกรเอเชียตะวันออก ถึงกระนั้น ก็มีกำรศึกษำ
ผลกระทบต่อโปรตีนด้วย electrophysiological study ในหลำยๆงำนวิจัย และพบว่ำ R1193Q ท ำ
ให้กระแสของประจุโซเดียมคงอยู่นำนขึ้น เกิด prolong QTc ใน LQTs และกลุ่มอำกำร BrS(68) ใน
ประชำกรไทย มีกำรศึกษำพบว่ำ R1193Q เพ่ิมโอกำสเกิด Defibrillator Shocks ในผู้ป่วยด้วยกลุ่ม
อำกำร BrS(69) 
 
5.6 ข้อจ ากัดของงานวิจัย 

 1. ข้อมูลพ้ืนฐำนของตัวอย่ำงผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยบำงส่วนไม่ครบ
เนื่องจำกกำรเก็บตัวอย่ำงแบบย้อนหลัง ด้วยเหตุที่ตัวอย่ำงผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิด
ใหลตำยหำยำก งำนวิจัยชิ้นนี้จึงมีกำรเก็บตัวอย่ำงแบบย้อนหลัง จึงท ำให้ข้อมูลพ้ืนฐำนบำงส่วน เช่น 
ภูมิล ำเนำหรือสถำนกำรณ์ขณะเสียชีวิตในบำงตัวอย่ำงไม่ได้มีกำรบันทึกไว้ 

2. คุณภำพของดีเอ็นเอต่ ำเนื่องจำกเป็นตัวอย่ำงที่เก็บหลังกำรเสียชีวิต โดยตัวอย่ำงเลือดที่ใช้
ในกำรวิเครำะห์ในงำนวิจัยนี้มำจำกผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยซึ่งเก็ บไว้หลังกำร
เสียชีวิต อีกทั้งยังเก็บรักษำด้วย FTA ไว้เป็นเวลำนำน (บำงตัวอย่ำงเก็บนำนถึง 5 ปี) ท ำให้เกิดกำร
เสื่อมสภำพของตัวอย่ำงและคุณภำพของดีเอ็นเอต่ ำลง แต่อย่ำงไรก็ตำม ข้อมูลรูปแบบล ำดับสำร
พันธุกรรมที่มีกำรแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A สำมำรถวิเครำะห์ได้ส ำเร็จด้วย
คุณภำพที่ดี 19 ตัวอย่ำงจำก 43 ตัวอย่ำง และคุณภำพของล ำดับเบสทั้งหมดส ำหรับ 86 ตัวอย่ำง มีค่ำ
ร้อยละ 80.96 
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 3. ตัวอย่ำงที่คัดเข้ำมำเป็นกลุ่มควบคุมในงำนวิจัยนี้ใช้กำรตรวจคลื่นไฟฟ้ำหัวใจได้ผลปกติ
เป็นเกณฑ์คัดเข้ำ แต่ก็ยังพบควำมแปรผันทำงพันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ในบำงตัวอย่ำง ซึ่ง
แสดงให้เห็นถึงควำมส ำคัญของกำรตรวจด้วยวิธีอ่ืน เช่น exercise stress test เพ่ือสร้ำงเกณฑ์กำร
คัดเข้ำของกลุ่มควบคุมให้เข้มงวดขึ้น 
 
5.7 สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

ในงำนวิจัยชิ้นนี้  สำมำรถวิเครำะห์ข้อมูลรูปแบบล ำดับสำรพันธุกรรมของ exon บนยีน 
SCN5A ในกลุ่มกำรเสียชีวิตชนิดใหลตำยในประชำกรไทยได้ส ำเร็จ โดยพบควำมแปรผันทำง
พันธุกรรมของ exon บนยีน SCN5A ซึ่งส่งผลกระทบอย่ำงสูงจำก SnpEff จ ำนวน 7 ต ำแหน่งจำก
ตัวอย่ำงผู้เสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS 7 รำย โดยควำมแปรผันทำงพันธุกรรมดังกล่ำวอำจ
เกี่ยวข้องอย่ำงใกล้ชิดกับกลุ่มอำกำร SUNDS ในประชำกรไทย ซึ่ งควรท ำกำรศึกษำทำง 
electrophysiological study เพ่ือยืนยันผลกระทบต่อกำรท ำงำนของ sodium channel ต่อไป โดย
ข้อมูลที่ได้สำมำรถช่วยในกำรวินิจฉัยกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS และช่วยให้ญำติของ
ผู้เสียชีวิตตระหนักถึงควำมเสี่ยงของกำรเสียชีวิตจำกกลุ่มอำกำร SUNDS ที่อำจเกิดข้ึนได้ในอนำคต
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