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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ที่มาและความสาํคัญของปัญหา 

 โรคซมึเศร้า (Major depressive disorder) เป็นหนึ่งในปัญหาสาธารณสขุสําคญัของโลกและ

ประเทศไทย โดยเฉล่ียแล้วทกุๆ 8-12% ของประชากรทัว่โลกจะเป็นโรคซมึเศร้า [1, 2] โดยจากการศกึษา

ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบว่า 3-5% ของประชากรเพศชายและ 8-10% ของประชากรเพศหญิงจะป่วย

เป็นโรคซึมเศร้าและมีแนวโน้มว่าจะเพิ่มมากขึน้เร่ือยๆ [3, 4] ซึ่งในปี 2030 ได้มีการพยากรณ์ไว้ว่าโรค

ซมึเศร้าจะเป็นปัญหาสาธารณสขุสําคญัของโลกเป็นอนัดบัท่ีสองรองจากการตดิเชือ้เอชไอวี [5] ในประเทศ

ไทยจากข้อมลูปี 2008 พบว่าประชากรไทย 5% หรือกว่าสามล้านคนป่วยเป็นโรคซมึเศร้า โรคซมึเศร้ายงัมี

ความสัมพันธ์สําคัญกับการเกษียณอายุและการว่างงานจากรายงานพบว่าในปี 1999 หรือสองปีให้

หลงัจากวิกฤติเศรษฐกิจในภมูิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้โรคซึมเศร้าเป็นโรคท่ีทําให้เกิดการสญูเสียสขุ

ภาวะ (Disability-adjusted life years, DALY) มากเป็นอนัดบัหนึ่งในเพศหญิงและเป็นอนัดบัสามในเพศ

ชาย  

 ระบบประสาทโดพามีเนอร์จิก (Dopaminergic system) มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบัการสร้าง

แรงจงูใจ (Reward) ความพงึพอใจ (Pleasure) ความใสใ่จ (Attention) และความทรงจํา (Cognition) [6] 

ซึง่เกือบทัง้หมดท่ีกลา่วมาเป็นสิง่ท่ีคนเป็นโรคซมึเศร้าไม่สามารถจะมีได้หรือมีได้ยาก โดยระบบประสาทโด

พามีเนอร์จิกมีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบั Rewarding system ในสมอง [7] ซึง่จากการทดสอบในหนแูรท 

(Rattus norvegicus) โดยเปรียบเทียบระหว่างการให้สารแอมเฟตามีน (Amphetamine) กบัหนท่ีูมีอาการ

ซมึเศร้าและหนทูี่มีอาการปกติพบว่าหนท่ีูมีอาการซมึเศร้ามีการตอบสนองต่อการให้แอมเฟตามีนท่ีรุนแรง

กว่ามาก [8] โดยแอมเฟตามีนเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิตอ่ระบบประสาทโดพามีเนอร์จิกและ Reward system 

โดยตรง [9] นอกจากนีพ้บวา่ในคนท่ีป่วยเป็นโรคซมึเศร้าจะมีระดบัของโดพามีนใน Reward system ลดลง

ด้วย [9] 

 โดพามีน (Dopamine) เป็นสารส่ือประสาทจําพวก Monoamine สร้างจากกรดอะมิโนเพียงตวั

เดียวคือไทโรซีน (Tyrosine) โดยโดพามีนจะถกูสร้างมากในระบบประสาทโดพามีเนอร์จิก ระบบประสาท

ซิมพาเทติก (Sympathetic nervous system) และเซลล์ Chromaffin ของตอ่มหมวกไตชัน้ใน (Adrenal 
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medulla) ซึง่สองบริเวณหลงัโดพามีนจดัเป็นสารตวักลาง (Intermediate) ไม่ได้เป็นสารส่ือประสาทหรือ

สารออกฤทธ์ิหลัก [6] เม่ือการส่ือประสาทโดยโดพามีนเกิดขึน้เรียบร้อยแล้วโดพามีนในช่องไซแนปส์ 

(Synapse) จะถูกดดู (Uptake) หรือดดูกลบั (Reuptake) เข้าเซลล์โดยรอบผ่านตวัขนส่งโดพามีน 

(Dopamine transporter) ซึง่เม่ือถกูดดูหรือดดูกลบัแล้วโดพามีนอาจจะถกูนํามาบรรจ ุVesicle เพ่ือใช้เป็น

สารส่ือประสาทใหม่อีกครัง้ [10] หรืออาจถกูทําลายโดยเอนไซม์ Monoamine oxidase (MAO) และ 

Catechol-O-methyltransferase (COMT) ได้สารสดุท้ายคือ Homovanillic acid (HVA) และถกูขบัทิง้ออก

ทางปัสสาวะ [6] 

 คนท่ีมีความเครียด (Stress) ไม่ว่าเกิดจากสิ่งเร้าภายนอกหรือภายในจะก่อให้เกิดภาวะ 

Hypercortisolemia ซึง่ฮอร์โมนคอร์ตซิอล (Cortisol, Hydrocortisone) เป็นฮอร์โมนท่ีใช้ควบคมุสมดลุของ

กลโูคสในกระแสเลือดและเป็นฮอร์โมนท่ีขึน้ช่ือได้ว่าเป็นผู้พิชิตความเครียด ภาวะคอร์ติซอลสงูภายหลงั

ความเครียดเกิดขึน้ไม่ได้เกิดเฉพาะในหลอดเลือดเท่านัน้ยงัสงูขึน้ในสมองอีกด้วย พบว่าระดบัคอร์ติซอลท่ี

สงูขึน้สง่ผลให้ Reward system ทํางานหนกัมากขึน้และตอบสนองลดลงสง่ผลให้ผู้ ป่วยซมึเศร้าท่ีมีอาการ

เครียดประกอบจะมีความรุนแรงของโรคเพิ่มขึน้ [11] 

 จากการทดลองในหนแูรทโดยการแบง่กลุม่แมห่นกิูนยา Dexamethasone ซึง่เป็น Glucocorticoid 

receptor agonist ก่อนท่ีจะคลอดและหลงัคลอด พบว่าภายหลงัลกูหนท่ีูเกิดจากแม่ทัง้สองกลุม่มีปริมาณ

ของเซลล์สมองในส่วนท่ีมีการสร้างเอนไซม์ Tyrosine hydroxylase ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีสําคญัในการสร้างโด

พามีนมากขึน้เ ม่ือเทียบกับหนูท่ีแม่หนูไม่ได้รับยา ครอกท่ีเกิดและได้รับนมจากแม่หนูท่ีได้รับยา 

Dexamethasone ก่อนคลอดไม่พบความแตกต่างของสมองส่วนนีร้ะหว่างเพศผู้และเมีย แต่พบความ

แตกต่างระหว่างเพศผู้และเมียในครอกท่ีเกิดจากและได้รับนมจากแม่ท่ีได้รับยา Dexamethasone หลงั

คลอดโดยในเพศเมียมีเซลล์สมองสว่นนีน้้อยกวา่กวา่เพศผู้  อย่างไรก็ดีทัง้สองกลุม่มีเซลล์ของสมองสว่นท่ีมี

การสร้างสารส่ือประสาทโดพามีนมากกว่าหนูทัว่ไปประมาณ 30-50% น่ีแสดงให้เห็นว่าระบบประสาทโด

พามีเนอร์จิกมีการตอบสนองต่อคอร์ติซอลหรือความเครียดโดยการต่อสู้กบัความเข้มข้นและเพิ่มปริมาณ

เซลล์ส่วนนีม้ากขึน้ แต่อย่างไรก็ดีสิ่งนีเ้กิดขึน้ได้เน่ืองจากลกูหนหูรือทารกสมองยงัพฒันาและแบ่งเซลล์ได้

อยู่ แต่หากเกิดขึน้ในวยัท่ีเซลล์สมองหยดุเจริญไปแล้ว (ในคนประมาณ 5 ขวบ) เซลล์ในระบบประสาทโด

พามีเนอร์จิกไมส่ามารถตอบสนองตอ่ระดบัคอร์ตซิอลหรือความเครียดในระดบันีด้้วยการเพิ่มจํานวนแขง่ได้ 

ระบบประสาทโดพามีเนอร์จิกจงึต้องพา่ยแพ้ตอ่ความเครียดไป [12] 
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 จากการศกึษาทัง้ในคนและหนไูมซ์พบว่าการให้ Dopamine agonist มีฤทธ์ิเหมือนการให้ยาต้าน

โรคซมึเศร้าเช่นเดียวกบัการให้ตวัยบัยัง้ตวัขนสง่โดพามีน (DAT blocker) นอกจากนีก้ารศกึษาในหนไูมซ์ท่ี

พบว่าการ Knock-out ยีนตวัขนส่งโดพามีนทําให้หนมีูการตอบสนองต่อแรงจงูใจและการอยู่รอดของชีวิต

ได้ดีกวา่ซึง่เป็นสิง่ท่ีเกิดได้ยากในคนท่ีเป็นโรคซมึเศร้า [13] 

 ในโรคจิตเภท (Schizophrenia) และโรคไบโพลาร์ (Bipolar disorder) นัน้ระดบั mRNA ของยีน 

Reelin ซึง่เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการแตกแขนงของแอกซอน การสร้างไซแนปส์มีการลดลงมากกว่าสมองคน

ปกติถึง 50% จากการศึกษาหลงัความตาย [14] [15] โดยระดบัการแสดงออกของยีนนีมี้ความสมัพนัธ์

โดยตรงกบั DNA methylation บริเวณ Promoter หรือจากการศกึษาขององุ่นศรีพบว่าระดบัการแสดงออก

ของยีน Angiotensin converting enzyme (ACE) กบัระดบั DNA methylation ของ Promoter บริเวณ 

CCWGG motif ก็มีความสมัพนัธ์กนั ((DcM motif)) ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัโรคทางจิตเวชอีกหลายยีนก็มีความ

เก่ียวข้องกบั DNA methylation เช่นกนั เช่นในโรคจิตเภทยีน HTR2A(Serotonin receptor 2A) ท่ีมีความ

หลากหลายแบบ T102C ซึง่เป็นอลัลีล C ในผู้ ป่วยก็มีการแสดงออกน้อยกว่าอลัลีล C ในคนปกติ โดย C นี ้

ไม่ได้เป็น C บริเวณ Promoter ด้วยแตเ่ป็นอลัลีลท่ีอยู่บนเอ็กซอน [16] ดงัจะเห็นได้ว่าการศกึษา DNA 

methylation ไม่ได้มีการศกึษาเพียงเฉพาะในการศกึษาพฒันาการของตวัอ่อนและมะเร็งเท่านัน้ ยงัมีการ

นํามาใช้ในการศกึษาโรคอ่ืนๆ เช่นกลไกการเกิดโรคทางจิตเวชได้อีกด้วย 

1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1. ศึกษาการควบคมุการแสดงออกของยีนตวัขนส่งโดพามีน (Human dopamine transporter, 

hDAT) ในรูปแบบของ mRNA ในระดบัเหนือพนัธุกรรม (Epigenetic, DNA methylation) 

2. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายพันธุกรรมของยีนตัวขนส่งโดพามีนบริเวณ 

Promoter ตําแหน่ง -844C/T (rs2652511) และ Intron 3 63bp-VNTR กบัโรคซมึเศร้าใน

ประชากรไทย 

3. ศกึษาบทบาทของ Promoter ของยีนตวัขนส่งโดพามีนและสารกลโูคคอร์ติคอยด์ท่ีความเข้มข้น

ตา่งๆ ตอ่การควบคมุการแสดงออกของยีนตวัขนสง่โดพามีนในเซลล์เพาะเลีย้งของมนษุย์ 
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1.3 ข้อจาํกัดของการวิจัย 

 การศกึษาการเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็นเอ (DNA methylation) ของ Promoter ของยีนตวัขนสง่โดพา

มีนนัน้มีข้อจํากัดทางเทคนิคอยู่สองประเด็นคือข้อจํากัดด้านวิธีตรวจวัดซึ่งในการศึกษานีใ้ช้เทคนิค 

Methylation specific isoschizomers ซึง่สามารถศกึษาการเติมหมู่เมทิลได้ครัง้ละหนึ่งตําแหน่งตอ่การตดั

เอนไซม์และทํา PCR หนึง่ครัง้ สว่นข้อจํากดัของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ Promoter ของยีนตวัขนสง่โดพา

มีนเป็นอีกอปุสรรคหนึ่งทางกายภาพเพราะว่า Promoter ของยีนตวัขนส่งโดพามีนสามารถถกูตดัได้ด้วย

เอนไซม์ Msp I/Hpa II และ Hha I ได้ถ่ีเกินไป ทําให้เป็นอปุสรรคในการเลือกตําแหน่งท่ีเหมาะสมในการ

ตรวจวดัการเตมิหมูเ่มทิลของ Promoter ของยีนนี ้ 

 การศกึษาผลของยา Dexamethasone ท่ีมีผลต่อการแสดงออกของยีนตวัขนส่งโดพามีนด้วยวิธี 

Reporter assay มีข้อจํากดัคือ Promoter ของตวัขนสง่โดพามีนท่ีเลือกมาทดสอบไม่ใช่ Promoter ของตวั

ขนสง่โดพามีนทัง้หมดแตเ่ป็นนิวคลีโอไทด์ตวัแทนท่ีมีบริเวณท่ีใกล้เคียง Core promoter และมีตําแหน่งท่ี

สามารถจบัได้กบั Glucocorticoid receptor เท่านัน้มาเป็นความยาวประมาณ 1 กิโลเบส (Exogenous) 

ดงันัน้คา่ท่ีได้จาก Reporter assay อาจมีข้อจํากดัให้ผลท่ีตา่งจากการวดัการแสดงออกของยีนตวัขนสง่โด

พามีนด้วยวิธี RT-PCR ท่ีใช้ Promoter ของยีนนีใ้นแตล่ะเซลล์ (Endogenous) โดยตรง 

 การศึกษาสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนตัวขนส่งโดพามีนและโรค

ซมึเศร้ามีข้อจํากดัคือดีเอ็นเอชดุเก่ากบัชดุใหม่ท่ีได้จาก EDTA blood มีคณุภาพดีเอ็นเอแตกตา่งกนั ทําให้

ตวัอยา่งบางรายไมส่ามารถให้ผลบวกในการทํา PCR ได้ รวมถึงกลุม่ตวัอย่างประชากรท่ีได้คือคนไทยท่ีอยู่

ในจังหวดัเลยและบริเวณใกล้เคียงซึ่งไม่ได้เป็นตวัแทนของประชากรไทยทัง้หมด ทําให้การศึกษาท่ีจะมี

ตอ่เน่ืองควรทําการศกึษาประชากรในเขตอ่ืนด้วย 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

 การศกึษาบทบาททาง Epigenetics ได้ใช้เซลล์เพาะเลีย้งท่ีได้จากมนุษย์ 7 ชนิดเป็นตวัแทนใน

การศกึษาคือเซลล์ A549 (Human non-squamous cell lung carcinoma) เซลล์ HaCaT (Human 

keratinocyte) เซลล์ HEK293 (Human embryonic kidney) เซลล์ HeLa (Human cervical cancer) 

เซลล์ Jurkat (Human T-cell lymphoblastic leukemia) เซลล์ K562 (Human erythroleukemia) และ
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เซลล์ SH-SY5Y (Human neuroblastoma) ในการทดสอบความสมัพนัธ์ระหว่างการเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็น

เอบริเวณ Promoter กบัการแสดงออกของยีนตวัขนสง่โดพามีนในรูปของ mRNA 

 การศึกษาบทบาทของ Promoter ในการควบคมุการแสดงออกของยีนตวัขนส่งโดพามีนนัน้ได้

ศกึษาในรูปแบบของการโคลนชิน้สว่น Promoter บางสว่นเพ่ือนําเข้าสูเ่ซลล์และวดัการแสดงออกในรูปของ 

Reporter assay ซึง่บทบาทของ Promoter นีจ้ะใช้ยา Dexamethasone เป็นตวัทดสอบ จากนัน้จึงยืนยนั

ผลท่ีได้จาก Reporter assay ท่ีให้ผลแบบมีนยัสําคญัทางสถิติด้วยการทําการเลีย้งเซลล์ท่ีทําการทดสอบ 

Reporter assay ในข้างต้นแล้ว Treat ยา Dexamethasone ท่ีความเข้มข้นและเวลาเท่ากบัการทดลอง

ขัน้ต้นแล้วจึงวดัระดบัการแสดงออกของยีนตวัขนส่งโดพามีนท่ีเปล่ียนแปลงด้วยวิธี RT-PCR แล้วมา

เปรียบเทียบกบัผลท่ีได้จาก Reporter assay 

 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนตัวขนส่งโดพามีนนัน้ได้เลือกตําแหน่งท่ี

ครอบคลมุ Core promoter ด้วยตําแหน่ง rs2652511 (-844T/C) และ 63bp-VNTR บน Intron 3 ในกลม่

ตวัอย่างและกลุ่มควบคมุโรคซมึเศร้ากลุ่มละ 131 ราย แล้วจึงวิเคราะห์ผลท่ีได้ด้วยสถิต ิStudent’s t-test 

โดยให้ผลการทดลองมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 โดยทัง้กลุม่ตวัอย่าง

และกลุ่มควบคมุต้องเป็นประชากรเชือ้ชาติเดียวกัน ทํางานประกอบอาชีพ ดํารงชีวิตในบริเวณเดียวกัน 

พฤติกรรมการบริโภคและการดํารงชีวิตใหล้เคียงกนั โดยอยู่ในเขตพืน้ท่ีบริการของโรงพยาบาลจิตเวชเลย

ราชนครินทร์ในซึง่รับผิดชอบจงัหวดัเลยและจงัหวดัใกล้เคียง 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สร้างองค์ความรู้ใหม่ทางอณชีูววิทยาเชิงลกึท่ีแสดงถึงความเก่ียวข้องระหว่างการควบคมุในระดบั
พนัธุกรรม ระดบัเหนือพนัธุกรรมของการแสดงออกของยีนตวัขนสง่โดพามีน อนันําไปสูค่วามเข้าใจ

ในการเกิดโรค การทํานายความเส่ียง การป้องกนัและการรักษาโรคซมึเศร้า 

2. สามารถนําองค์ความรู้ไปประยกุต์ใช้ป้องกนัและวินิจฉัยความผิดปกติของยีนท่ีสามารถพบได้ใน
โรคซมึเศร้า 

3. เป็นงานวิจยัพืน้ฐานเพ่ือใช้ในการต่อยอดการศึกษากลไกของระบบประสาทโดพามีเนอร์จิก ตวั

ขนสง่โดพามีนและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของตวัขนสง่โดพามีนได้ 
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4. คาดว่าสามารถนําผลงานวิจัยนีไ้ปเผยแพร่ในระดบัวารสารนานาชาติได้อย่างน้อย 1 ครัง้และ

สามารถนําเสนอในรูปแบบโปสเตอร์ในงานทางวิชาการระดบัชาตอิยา่งน้อย 1 ครัง้ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 โดพามีน (Dopamine, DA) 

 โดพามีนเป็นสารส่ือประสาท (Neurotransmitter) ซึง่มีบทบาทหลากหลายในสตัว์ สามารถพบได้

ทัง้ในสัตว์ท่ีมีกระดูกสันหลังและไม่มีกระดูกสันหลัง โดพามีนถูกสร้างมากในสมองโดยเฉพาะบริเวณ 

Substantia nigra และ Ventral tegmental area (VTA) และอวยัวะท่ีเก่ียวข้องกบัระบบประสาทซิมพาเท

ติก (Sympathetic nervous system) สําหรับในระบบต่อมไร้ท่อแล้วโดพามีนทําหน้าท่ีเป็น Prolactin 

inhibition factor (PIF) คือเป็น Negative regulator ของการหลัง่ฮอร์โมนโพรแลคทิน (Prolactin) [6] 

 โดพามีนส่งเสริมการทํางานของระบบประสาทซิมพาเทติก โดยเพิ่มอตัราการเต้นของหัวใจและ

ความดนัโลหิต อย่างไรก็ดีโดพามีนไม่สามารถผ่าน Blood-brain barrier ไปได้ดงันัน้การสร้างโดพามีน

ภายนอกระบบประสาทจงึไมส่ามารถทดแทนโดพามีนท่ีสร้างในระบบประสาทได้ เพราะฉะนัน้การให้โดพา

มีนเพ่ือการรักษาบําบัดนัน้จําเป็นต้องให้โดพามีนในรูปของสารตัง้ต้นท่ีมีช่ือว่า L-DOPA (3,4-

Dihydroxyphenylalanine) ซึง่สามารถผา่น Blood-brain barrier ได้ [6] 

 โดพามีนเป็นสารในกลุม่แคทีโคลามีน (Catecholamine) ซึง่เป็นสารตัง้ต้นในการสร้างนอร์อีพิเนฟ

ริน (Norepinephrine) ในระบบประสาทนอร์อะดริเนอร์จิก (Noradrenergic system) และระบบประสาท

ซมิพาเทตกิ (Sympathetic system) และสารอีพิเนฟริน (Epinephrine) ในระบบตอ่มไร้ท่อ 

 ในร่างกายมนษุย์โดพามีนสร้างมากในเซลล์ของระบบประสาทส่วนกลาง ระบบประสาทซิมพาเท

ติกและ Chromaffin cell ของตอ่มหมวกไตชัน้ใน (Adrenal medulla) แตบ่ริเวณตอ่มหมวกไตชัน้ในมกัจะ

เป็นตวักลางในการสร้างฮอร์โมนอีพิเนฟรินและนอร์อีพิเนฟรินมากกว่า โดพามีนเร่ิมต้นจากการเติมหมู ่

Hydroxyl บนกรดอะมิโนไทโรซีน (Tyrosine) ด้วยเอนไซม์ Tryptophan hydroxylase ท่ีด้าน meta ได้สาร 

DOPA แล้วจึงตามด้วยการนําหมู่ Carboxyl ออกด้วยเอนไซม์ Aromatic amino acid decarboxylase ได้

สารโดพามีน ในระบบประสาทซิมพาเทติกหรือต่อมหมวกไตชัน้ใน โดพามีนจะถูกเปล่ียนต่อเป็นนอร์

อีพิเนฟรินด้วยเอนไซม์ Dopamine-β-hydroxylase 



8 

 

โดพามีนจะถกูกําจดัออกจากช่องไซแนปส์ (Synaptic cleft) โดยการดดูออก (Uptake) หรือดดู

กลบั (Reuptake) ผ่านตวัขนสง่โดพามีน (Dopamine transporter) แล้วจึงถกูย่อยโดนเอนไซม์ Catechol-

O-methyltransferase (COMT) และ Monoamine oxidase (MAO) แตก็่จะมีโดพามีนบางสว่นนําบรรจุ

กลบัเข้าเวสเิคลิแล้วนําไปใช้ตอ่ 

 โดพามีนในสมองนัน้มีความเก่ียวข้องกบัพฤติกรรม (Behavior) ความทรงจํา (Cognition) การ

เคล่ือนไหวแบบโซมาติก (Voluntary movement) แรงบลัดาลใจ (Motivation) การสร้างแรงจงูใจตอ่สิ่งเร้า 

(Rewarding) การหลบัต่ืน อารมณ์ ความสนใจและการเรียนรู้ โดยเซลล์ประสาทโดพามีเนอร์จิกจะพบมาก

ในบริเวณ VTA ของสมองสว่นกลาง (Midbrain) และ Substantia nigra รวมถึง Arcuate nucleus ของ 

Hypothalamus ด้วย [6] 

จากท่ีได้กลา่วไปข้างต้นแล้วว่าโดพามีนมีบทบาทหน้าท่ีหลายประการซึง่หนึ่งในหน้าท่ีเหลา่นัน้คือ

การเก่ียวข้องกบัความเคล่ือนไหวซึง่จะเห็นได้ว่าหากมีการสงัเคราะห์โดพามีนในบริเวณ Substantia nigra 

ของสมองลดลงแล้วจะนําไปสูอ่าการของโรคพาร์กินสนั (Parkinson’s disease) ซึง่มีพยาธิสภาพเก่ียวกบั

การควบคมุการเคล่ือนไหวของกล้ามเนือ้ได้ นอกจากนีย้งัมีการยืนยนัความสมัพนัธ์ระหว่างการลดลงของ

ระดบัโดพามีนใน Striatum กบัโรคพาร์กินสนัด้วย [17] 
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ภาพที่ 2.1 การสงัเคราะห์โดพามีน (Dopamine biosynthesis) และสารท่ีเก่ียวข้อง โดยกรดอะมิโน

ไทโรซีนอาจได้จากการสงัเคราะห์ผา่นกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) ด้วยการ

เตมิหมู ่OH ท่ีด้าน para ของวงแหวนเบนซีนก็ได้ 
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ภาพที่ 2.2 การสลายตวัของโดพามีนผา่นเอนไซม์ COMT และ MAO 
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ภาพที่ 2.3 ภาพการแสดงบริเวณ Neuroneuronal หรือ Neuromuscular Junction สําหรับระบบ

ประสาท Dopaminergic ซึง่เม่ือโดพามีนใช้งานเสร็จแล้วจะมกัถกูดดูเข้าเซลล์ไปใช้ใหม่

หรืออาจถกูทําลาย รวมทัง้อาจถกูทําลายโดยเอนไซม์ใน Synaptic cleft ได้ด้วย  

 

2.2 ระบบประสาทโดพามีเนอร์จกิ (Dopaminergic pathways) 

 จากการศกึษาโดยใช้ Histochemical technique พบว่าในสมองสว่น Midbrain มีเซลล์ประสาท

ในระบบ Dopaminergic ประมาณ 15,000-20,000 เซลล์ [7] โดยพบ Pathway หลกัๆ 3 Pathway คือ 
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1. Nigrostriatal pathway โดยมีนิวเคลียสอยู่ท่ี Substantia nigra สง่ปลายประสาทไปยงั Caudate 

putamen (Dorsal striatum) ซึ่งมีความเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคพาร์กินสนั ซึ่งพบว่าทัง้ D1 

receptor (Excitatory receptor) และ D2 receptor (Inhibitory receptor) อยู่ใน Striatum ซึง่ D2 

พบได้ทัง้ Pre และ Postsynaptic แต ่D1 พบได้แคใ่น Postsynaptic โดยมีบทบาทสําคญัในการ

เกิด Motor plan ซึง่การทํางานนีม้กัจะรับข้อมลูมาจาก Motor cortex มาประมวลแล้วสง่กลบัโดย

มกัผ่าน Thalamus นอกจากนีบ้ริเวณ Dorsal striatum ยงัมีความเก่ียวข้องกบัการเสพติด 

(Addiction) อีกด้วย [7] 

2. Pathway ท่ีเร่ิมจาก VTA ไปยงั Limbic area (Accumbens, Ventral striatum และ Amygdala) 

เรียกว่า Mesolimbic ส่วนอีก Pathway ท่ีเร่ิมจาก VTA เช่นกนัแต่ไปสดุท่ี Cortex จะเรียกว่า 

Mesocortical ซึง่เรียกสองส่วนนีร้วมกนัว่า Mesocorticolimbic pathway โดยมีบทบาทสําคญั

เก่ียวกบั Rewarding system ซึง่ในบริเวณนีพ้บ D1 และ D2 receptor พอๆกนั แตอ่าจมี D4 ร่วม

ด้วย [7] 

3. Tuberoinfundibular pathway เร่ิมจาก Arcuate และ Periventricular nuclei ของ 

Hypothalamus ไปยงั Intermediate lobe ของ Pituitary อนัมีบทบาทเก่ียวข้องกบัระบบตอ่มไร้ท่อ

ดงัท่ีได้กล่าวไปในข้างต้นแล้ว ซึง่ตรงนีจ้ะถ่ายทอดคําสัง่ไปยงั Anterior pituitary โดยผ่าน D2 

ดงันัน้ยารักษาโรคทางจิตเวชท่ีออกฤทธ์ิผา่น D2 อาจทําให้เกิดการหลัง่นํา้นม (Lactation) ได้ [7] 

การส่ือประสาทของโดพามีนจะอยู่ในสองรูปแบบคือ Phasic dopamine release เกิดจากการ

ระดมปลอ่ยสญัญาณของเซลล์ใน VTA และเช่ือว่ารูปแบบนีมี้บทบาทสําคญัในการตอบสนองตอ่สิ่งเร้าเช่น 

Rewarding โดยสญัญาณนีจ้ะกระตุ้น D2 อย่างมากและสิน้สดุสญัญาณเม่ือ DAT ดดูออกไปจาก 

Synaptic cleft ในขณะท่ีการสง่สญัญาณอีกรูปแบบหนึ่งคือ Tonic dopamine release ซึง่ในรูปแบบนีจ้ะ

ส่งสัญญาณช้าและไม่ค่อยเป็นรูปแบบปกติท่ีเกิดจาก VTA โดยมากมักจะทําหน้าท่ียับยัง้ Phasic 

dopamine release ในรูปแบบของ autoregulation และมกัจะถกูทําลายโดย COMT ท่ี Synaptic cleft 

เลยมากกวา่เพราะมีความเข้มข้นของโดพามีนในบริเวณนีต่ํ้า  
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ภาพที่ 2.4 Dopaminergic pathway ในสมองของมนษุย์ 

(http://content.answers.com/main/content/img/oxford/Oxford_Mind/0198162246.parkinsons-

disease.2.jpg) 

2.3 ตวัขนส่งโดพามีนของมนุษย์ (Human dopamine transporter, hDAT) 

 ตวัขนสง่โดพามีนของมนษุย์สร้างมาจากรหสัพนัธุกรรมบริเวณโลคสั SLC6A3 บนโครโมโซมคูท่ี่ 5 

ข้างสัน้ตําแหน่ง 5p15.3 โดยมีอาณาบริเวณกว่า 64 กิโลเบส (54 กิโลเบสสําหรับยีนและ 10 กิโลเบส

สําหรับ Promoter) โดยยีนนีป้ระกอบด้วย 15 เอ็กซอน (Exon) และ 14 อินทรอน (Intron) โดยจะมีรหสัของ

กรดอะมิโนตัง้แต ่Exon 2 จนยงั Exon 14 ซึง่มีความยาวของกรดอะมิโน 620 กรดอะมิโน โดยยีน hDAT นี ้

ไม่มีการเกิด Alternative splicing โดยบริเวณ Promoter ของยีนนีมี้อตัราส่วนของเบส G และ C เป็น 

73.4% ตอ่จํานวนนิวคลีโอไทด์ทัง้หมดซึง่ไม่พบ TATA box หรือ CAAT box บน Promoter ของยีนนี ้[10, 

18] 
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ภาพที่ 2.5 แสดงโครโมโซมแท่งท่ี 5 และโลคสัตา่งๆ บนโครโมโซมจากการย้อมด้วย G band     

  (ท่ีมา Mysid, based on http://ghr.nlm.nih.gov/chromosome=5) 

 ในปี 1999 Sacchetti ได้แสดงให้เห็นว่า cAMP มีบทบาทสําคญัในการควบคมุการแสดงออกของ

ยีน hDAT ผ่าน cAMP responsive element (CRE) sequence ซึง่อยู่บริเวณตําแหน่ง –241, -1,226 และ 

-1,551 จากจดุเร่ิมต้นของการถอดรหสั (Transcription initiation) โดยจากการศกึษาของ Sacchetti [10] 

พบว่าบริเวณสว่นสําคญัของ Promoter (Core promoter) น่าจะอยู่ระหวา่ง -798 ถึง +7 จากการทดสอบ

ด้วย Reporter assay ในเซลล์เพาะเลีย้ง Y1 และ PC12 ซึง่ในช่วงถดัมาได้มีการทดสอบยืนยนัอีกหลาย

ครัง้และพบว่าบริเวณ Core promoter ควรอยู่บริเวณ -240 ถึง +7 มากกว่าจากการทดสอบในเซลล์

เพาะเลีย้งท่ีได้จากมนษุย์คือ HeLa, SH-SY5Y [19] และ HEK293 [20]  

2.4 ตวัอย่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน hDAT บริเวณต่างๆ  

จากบริเวณ Promoter ของยีน hDAT นัน้ Rubie และคณะ [21] ได้ทําการศกึษาความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรมบริเวณนีข้องยีน hDAT ทัง้หมด 5 ตําแหน่งโดยพบว่า 2 ตําแหน่งจาก 5 ตําแหน่งนีเ้ป็นความ

หลากหลายท่ีพบคอ่นข้างมากในหมู่ประชากรคือ -71T/A (rs2975226) และ –844C/T (rs2652511) ซึง่ได้

แสดงให้เห็นถึงผลต่อการจบัได้ของ Transcription factor ชนิดต่างๆ เช่น -71T สามารถจบัได้กบั SIF-

binding element หรือ –844T สามารถจบัได้กบั Leading binding protein-1 (LBP-1) ซึง่ทัง้สองชนิดนี ้

สามารถส่งเสริมการถอดรหสัได้ตามทฤษฎี [21] นอกจากนี ้[22] ได้พบว่า -844T สามารถจบัได้กบั 

AP2.01 และ -71T สามารถจบัได้กบั EGR3.01 อีกด้วย 

นอกจากบริเวณ Promoter แล้วบนสว่นของยีนโดยเฉพาะบริเวณ Exon และ Intron ยงัพบความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมอีกมากเช่น A/G บน Exon 9 (rs6347), C/T บน Intron 14 (rs40184), 63bp-
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repeat VNTR บน Intron 3 หรือ 40bp-repeat VNTR บน 3’-UTR เป็นต้น ซึง่ท่ีกลา่วมาเป็นความ

หลากหลายท่ีไม่ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงลําดบักรดอะมิโน (Synonymous substitution) แตก็่มีบางกรณี

ท่ีเป็นการเปล่ียนแปลงลําดบักรดอะมิโน (Non-synonymous substitution) คือ V55A, R237Q, V382A, 

A559V และ E602G [23] โดย V55A และ V382A เป็นการกลายพนัธุ์ท่ีพบมากในคนท่ีเป็นโรค Tourette’s 

syndrome โรคซนสมาธิสัน้ (ADHD) และโรคพิษสรุาเรือ้รัง (Alcoholism) [24] สว่น A559V และ E602G 

พบในคนท่ีเป็นโรคไบโพลาร์ (Bipolar) และไมพ่บในคนสขุภาพดีเลย [25] นอกจากนีแ้ล้ว A559V ยงัพบได้

มากในเดก็ท่ีเป็น ADHD อีกด้วย [26] จากการศกึษาโดยการทํา Mutation เพ่ือโคลน cDNA เข้าไปในเซลล์

เพาะเลีย้งSH-SY5Y ท่ีมาจากระบบประสาทของมนษุย์ซึง่ไม่มีการแสดงออกของ Wild-type hDAT มา

รบกวนการทดสอบพบว่า V382A ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงความสามารถในการขนส่งสบัเสตรทของ 

hDAT ซึง่สง่ผลโดยการลดการแสดงออกบนผิวเซลล์ภายนอกและมีฤทธ์ิในการขนสง่ลดลง [27] 

สว่นด้าน 3’-UTR นัน้ท่ีมี VNTR แบบ 40bp-repeat นัน้พบว่าตวั 40bp-repeat VNTR เป็นสว่น

สําคญัในการควบคมุการแสดงออกเช่นกนัจากการทดสอบกบั Green fluorescence protein plasmid ท่ี

ไมมี่และมี VNTR เตมิเข้าไปบริเวณด้าน 3’-UTR ของยีน [28]  

โดยพบวา่ความหลากหลายบริเวณ 3’-UTR นีมี้ความสมัพนัธ์กบัการเป็นโรคทางจิตเวชท่ีเก่ียวข้อง

กบัระบบประสาทโดพามีนอยา่งสําคญัเช่น ความหลากหลายชนิดหนึง่ทําให้คนไข้ไม่สามารถตอบสนองตอ่

ยา Methylphenidate ท่ีใช้ต้านอาการ ADHD ได้ เป็นต้น [28] 

2.5 สรีรวิทยาของ hDAT 

 โดพามีนจะถกูขนส่ง/ขนส่งกลบัเข้าเซลล์โดยการขนส่งควบคู่ไปกบัโซเดียมไอออน 2 ไอออนและ

คลอไรด์ไอออน 1 ไอออน (1 DA: 2 Na+: 1 Cl-) โดยสาเหตท่ีุเป็นการขนสง่แบบมีศกัย์ไฟฟ้า (Electrogenic 

transport) แตอ่ย่างไรก็ดีจากการศกึษาพบว่าโดพามีนอาจจะขนสง่ต้านแนวการขนสง่นีไ้ด้ (แทนท่ีจะเข้า

เซลล์กลบัไหลผา่นตวัขนสง่ออกไปยงัช่องไซแนปส์) ภายใต้บางสภาวะ เช่น การได้รับสารกลุม่แอมเฟตามีน 

โดยแอมเฟตามีนจะสามารถเข้าสูเ่ซลล์ผ่านตวัขนสง่ได้ดีกว่าโดพามีนทําให้มีสบัสเตรทเข้าสูเ่ซลล์พร้อมกบั 

Na+ ปริมาณมาก การท่ีมี Na+ สงูในไซโทซอลสง่ผลให้เกิดการกระตุ้นให้เวสิเคิลท่ีบรรจโุดพามีนแตกออก 

โดพามีนจึงแพร่ออกนอกเซลล์ตามแนวความเข้มข้นผ่านตวัขนสง่โดพามีน (Reverse transport) นอกจาก

การออกฤทธ์ิโดยตรงต่อ hDAT ของแอมเฟตามีนแล้วยงัมีการออกฤทธ์ิโดยผ่าน Signal transduction 
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pathway เช่น PKC-β ซึง่การเกิด Phosphorylation บน hDAT ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงร่างสามมิติ

อนัส่งผลต่อการขนส่งโดพามีนเข้าสู่เซลล์ได้ [9] อย่างไรก็ตามเม่ือมีแอมเฟตามีนมากพอจะพบว่า hDAT 

ขนส่งโดพามีนในทิศทางตรงข้ามดงัท่ีได้กล่าวแล้ว ซึ่งพบว่าเม่ือให้ PKC-β inhibitor ต่อหนูแรทแล้ว

ผลกระทบของแอมเฟตามีนต่อตัวขนส่งโดพามีนของหนูลดลง ซึ่งความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด 

Phosphorylation กบั hDAT จะกลา่วในขัน้หลงัตอ่ไป 

 โคเคน (Cocaine) เป็นสารเสพติดอีกประเภทท่ีออกฤทธ์ิโดยตรงตอ่ตวัขนสง่โดพามีนโดยการปิด

ช่องทางขนส่งทําให้ตวัขนส่งโดพามีนไม่สามารถ Reuptake/uptake โดพามีนกลบัเข้าไปในเซลล์ได้ 

ก่อให้เกิดการส่ือประสาทท่ีนานกว่าปกติ แต่ภายหลังการเสพโคเคนเป็นเวลานานทําให้ Dopamine 

receptor ชินชากับการส่ือประสาทท่ีผิดปกติ ดงันัน้หากหยุดการเสพโคเคนแล้วอาจทําให้เกิดอาการ

ซมึเศร้าในภายหลงัได้เพราะวา่การกระตุ้น Rewarding system ในสมองจะเกิดได้ยากขึน้ [29] 

 ตวัขนส่งโดพามีนถกูควบคมุการทํางานโดยการ Phosphorylation ผ่านเอนไซม์ Kinase ต่างๆ 

ได้แก่ MAPK (Mitogen-activated protein kinase) และ PKC (Protein kinase C) 

 ซึง่จากการศกึษา MAPK กบั hDAT บนเซลล์ HEK293 พบว่าหากมีการยบัยัง้การทํางานของ 

MAPK ผ่านการยบัยัง้การทํางานของ MEK จะทําให้ hDAT ถกูขนสง่กลบัเข้าไซโทซอลมากขึน้โดยผ่าน 

Clathrin-associated redistribution แตห่ากเป็นการยบัยัง้ MAPK โดยใช้ Inhibitor เช่น Butadiene จะลด

การขนสง่โดพามีนโดยจะลดคา่ Vmax [30] 

 สําหรับการศกึษา PKC เม่ือมีการให้ Staurosporine (Protein kinase inhibitor) จะทําให้มีการ 

Uptake โดพามีนกมัมนัตรังสีมากขึน้ และเม่ือให้ PKC activator (PMA) จะทําให้การ Uptake โดพามีน

กมัมนัตรังสีลดลง (เพิ่มและลด Vmax) [31] 

2.6 Rewarding system 

 เป็นระบบในสมองท่ีทําหน้าท่ีควบคมุและสร้างพฤติกรรมโดยสร้างความสขุให้เกิดขึน้ โดยมีความ

เก่ียวข้องกบัแรงจงูใจ (Reinforcement) คือเป็นระบบท่ีทําให้มีความต้องการสิ่งเร้านัน้มากขึน้เม่ือมีการ

กระตุ้นเร่ือยๆ โดย Primary reward ของสิง่มีชีวิตก็คือสิ่งท่ีจําเป็นตอ่การอยู่รอดของเผ่าพนัธุ์เช่นอาหาร นํา้

และเพศสมัพนัธ์ โดยบางคนอาจรวมท่ีอยู่อาศยัเข้ามาในสว่นนีด้้วย Secondary reward สิ่งท่ีมีคา่รองจาก 

Primary reward เช่นเงิน สมัผสัสวาท ความสวยงามหรือดนตรีเป็นต้น  
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Rewarding มีผลต่อพฤติกรรมโดยรวมของส่ิงมีชีวิตในทางตรงและส่งผลทางอ้อมต่อความรู้สึก

จิตใจของสิ่งมีชีวิต ตวัอย่างเช่นการให้โดยปราศจากความเห็นแก่ตวัทําให้เกิด Rewarding ท่ีรุนแรง 

นอกจากนีพ้บวา่การฝึกฝนพฤติกรรมด้วยการทําให้เกิด Rewarding จะทําให้การฝึกฝนนัน้ฝังลกึและได้ผล

มากกวา่การฝึกฝนด้วยการทําโทษ (Punishment) 

ระบบประสาทท่ีสําคญัเก่ียวกบั Rewarding คือ Mesolimbic และ Mesocortical pathway ซึง่

โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Mesolimbic pathway จะสง่สญัญาณประสาทโดพามีนจาก Ventral tegmental area 

ผ่าน Medial forebrain bundle ไปยงั Nucleus accumbens ซึง่มีบทบาทในด้าน Rewarding เสียง

หวัเราะ ความสขุ การเสพตดิ ความกลวัและอปุาทาน (Placebo effect) [32] โดยจากการศกึษาพบว่าหาก

ฝังอิเลกโทรดไว้ท่ีสมองส่วน Nucleus accumbens ของหนแูรทท่ีเลีย้งด้วยอาหารและเคร่ืองด่ืมอย่างดี 

แล้วกระตุ้นด้วยไฟฟ้าเร่ือยๆ พบว่าหนไูม่ต้องการอาหารหรือเคร่ืองด่ืมเหลา่นัน้อีกต่อไปถึงแม้ว่าตวัของหนู

นัน้จะใกล้ตายด้วยภาวะอดอาหาร [33] 

2.7 โรคซมึเศร้า (Major depressive disorder, MDD) 

อาการของโรคซมึเศร้า 

 โรคซมึเศร้าเป็นสภาวะการป่วยทางจิตเวช (Psychiatric disorder) ซึง่มีผลอย่างมากตอ่ครอบครัว 

การงาน การศกึษาและพฤตกิรรมกิจวตัรประจําวนัของผู้ ป่วยและคนรอบข้าง โรคซมึเศร้ามกัจะพบควบคูไ่ป

กบัอาการป่วยทางกายเรือ้รังเช่นโรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคอมัพาตเป็นต้น 

 ผู้ ป่วยท่ีมีอาการซึมเศร้ามกัจะมีอารมณ์ไม่ปกติในการดํารงชีวิต (Poor mood) และขาด

ความสามารถในการมีความสขุในกิจกรรมท่ีควรจะเกิดความสขุและสนกุสนาน (Loss of cheerful) โดยคน

ท่ีมีอาการซมึเศร้ามกัจะรู้สกึว่าตนไร้คา่ (Worthlessness) ไม่เหมาะสมท่ีจะมีชีวิตอยู่ รู้สกึผิดอย่างมาก อยู่

อยา่งไร้ความหวงั รวมทัง้การถอยหนีจากกิจกรรมและบทบาททางสงัคม มีสมาธิและความทรงจําต่ํา (Low 

attention and cognition) หมดสมรรถภาพทางเพศและอาจถึงกบัฆา่ตวัตายในท่ีสดุ 

 อาการนอนไมห่ลบั (Insomnia) ถกูพบได้บอ่ยในคนไข้กลุม่นีโ้ดยคนไข้มกัจะต่ืนเร็วและไม่สามารถ

เข้านอนได้ อย่างไรก็ดีอาการนอนมากเกินไป (Hypersomnia) ก็สามารถพบได้แต่น้อยกว่ามาก ความ

อยากอาหารสว่นมากมกัจะลดลง (Anorexia แตไ่ม่ใช่แบบ Anorexia nervosa) สง่ผลให้เกิดนํา้หนกัตวั
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ลดลงแต่ก็อาจจะพบการบริโภคมากขึน้พร้อมนํา้หนกัตวัเพิ่มได้ จากอาการทางจิตดงักล่าวนําไปสู่อาการ

ทางกายเช่นไมส่บายตวั (Fatigue) ปวดศีรษะ (Headache) และปัญหาระบบทางเดนิอาหาร 

 ผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าท่ีสูงอายุมักจะมีปัญหาเก่ียวกับความทรงจําร่วมด้วยเช่นอาการหลงลืม หรือ

ตอบสนองต่อสิ่งกระตุ้นช้าลง อาการซึมเศร้าอาจจะเกิดร่วมกับอาการท่ีมากับอายุท่ีสงูขึน้เช่นโรคหลอด

เลือดหวัใจ โรคพาร์กินสนั โรค COPD (Chronic obstructive pulmonary disease) โดยในรายท่ีรุนแรง

อาจจะมีอาการทางจิตอย่างอ่ืนร่วมด้วยเช่นหลงลืมเลอะเลือน (Delusion) และประสาทหลอน 

(Hallucination)  

การวินิจฉยัโรคซมึเศร้า 

 การวินิจฉัยโรคซึมเศร้าจําเป็นต้องแยกอาการซึมเศร้าโดยเกิดจากโรคซึมเศร้าออกจากโรคอ่ืนๆ

ก่อนโดยการตรวจเลือดเช่นการตรวจหา TSH และ T4 เพ่ือคดัแยกผู้ ท่ีปวยเพราะ Hypothyroidism การ

ตรวจอิเลกโตรไลท์ทั่วไปและแคลเซียมในพลาสมาเพ่ือแยกโรคทางเมแทบอลิก รวมถึงการตรวจ ESR 

(Erythrocyte sedimentation rate) และ CBC (Complete blood count) เพ่ือแยกการติดเชือ้และโรค

เรือ้รังออกไป (Depressive of chronic disease) [34] รวมถึงการแยกอาการซมึเศร้าท่ีเกิดจากการดื่มเหล้า

ด้วยการตรวจแอลกอฮอล์หรือภาวะ Hypoganadism ในผู้ชายด้วยการตรวจ Testosterone [35]  

 เง่ือนไขการวินิจฉัยโรคซึมเศร้าท่ีเป็นท่ียอมรับกันกว้างขวางคือ American Psychiatric 

Association’s revised 4th edition of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 

(DSM-IV) และ WHO’s International Statistical Classification of Diseases and Related Health 

Problems (ICD-10) โดย ICD-10 นิยมใช้ในประเทศกลุม่สหภาพยโุรป [36] 

 โดยจากการวินิจฉยัตาม DSM-IV โรคซมึเศร้าจดัเป็นภาวะผิดปกติทางอารมณ์ (Mood disorder) 

[37] ซึง่ Major depressive episode ตามการจําแนกของ DSM-IV จะมีอารมณ์ซมึเศร้าอย่างรุนแรงเป็น

เวลาอยา่งน้อยสองสปัดาห์ [37] โดยสามารถแบง่ย่อยได้เป็น Mild (มีอาการน้อยแตเ่ข้าเง่ือนไขการวินิจฉยั

ทกุประการ), Moderate และ Severe (อาการป่วยสง่ผลตอ่สถานะทางสงัคมและหน้าท่ีการงาน) โดยหาก

มีอาการทางจิตอ่ืนร่วมด้วยจะเรียกว่า Psychotic depression ซึง่จะจดัอยู่ในกลุม่ของ Severe และหาก

ผู้ ป่วยมีอาการ Mania ร่วมด้วยจะได้รับการวินิจฉยัว่าเป็นโรค Bipolar disorder [37] บางครัง้โรคซมึเศร้า
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ล้วนๆก็เรียกว่า Unipolar disorder โดยเลียนแบบการเรียก Bipolar disorder ท่ีมีอาการซมึเศร้าและ 

Mania ร่วม [38] 

ระบาดวิทยาของโรคซมึเศร้า 

 โรคซึมเศร้าเป็นหนึ่งในโรคท่ีทําให้เกิดการป่วย (Morbidity) มากเป็นอนัดบัต้นๆของโลก โดย

อบุตัิการณ์มีได้ตัง้แต่ 3% ในญ่ีปุ่ นถึง 17% ในสหรัฐอเมริกา โดยปกติแล้วคือ 8-12% ของประชากรของ

ประเทศเป็นส่วนมาก [1, 2] ซึง่ในทวีปอเมริกาเหนือพบว่า 3-5% ของประชากรเพศชายและ 8-10% ของ

ประชากรเพศหญิงเป็นโรคซมึเศร้า [3, 4] แสดงให้เห็นวา่อบุตักิารณ์ในเพศหญิงมีประมาณสองเท่าของเพศ

ชาย [39] โดยสดัส่วนของผู้ ป่วยมกัเพิ่มขึน้ในช่วงอายุเข้าสู่วัยรุ่นหรือ 15-18 ปี โดยมีความสมัพนัธ์กับ

สิง่แวดล้อมทางสงัคมมากกวา่ผลของฮอร์โมน [39] 

 ผู้ปวยมกัจะเข้าสู่ระยะเร่ิมแรกของโรคซมึเศร้าในช่วงอาย ุ30-40 ปี รวมถึงในช่วงอาย ุ50-60 ปีได้

บ้าง [40] โดยอบุตัิการณ์ของโรคซึมเศร้าจะสงูขึน้ในกลุ่มประชากรท่ีมีโรคทางระบบประสาทบางโรคเช่น 

Stroke, Parkinson’s disease และ Multiple sclerosis รวมทัง้แม่ท่ีพึ่งคลอดลกูในช่วงปีแรก [41] 

นอกจากนีแ้ล้วโรคซมึเศร้ายงัมีความสมัพนัธ์กบัการว่างงานและการเกษียณอาย ุ[42] โดยโรคซมึเศร้าเป็น

สาเหตสํุาคญัสาเหตหุนึง่ท่ีทําให้เกิด Disease burden (ผลของโรคท่ีทําให้เกิดความสญูเสียสขุภาวะโดยวดั

เป็นตวัเลขคือ DALY (Disability-adjusted life years)) ในทวีปอเมริกาเหนือและประเทศท่ีมีรายได้

ประชาชาติสงูเป็นอนัดบัหนึ่งและเม่ือเทียบทัว่โลกแล้วเป็นอนัดบัส่ี โดยในปี 2030 ได้มีการพยากรณ์ไว้ว่า

โรคซมึเศร้าจะเป็นสาเหตท่ีุทําให้เกิด Burden disease เป็นอนัดบัสองรองจากการตดิเชือ้ HIV จากรายงาน

ขององค์การอนามยัโลก [5] โดยการท่ีตรวจพบล่าช้าหรือขาดบคุลากรท่ีเหมาะสมในการดแูลผู้ ป่วยมกัจะ

ทําให้อาการแยล่ง [43] 

 ในปี 2004องค์การอนามยัโลกได้รายงานใน The global burden of disease เก่ียวกบั Years 

Lost due to Disability (YLD) ว่าโรคทางจิตเวชได้เป็นหนึ่งในสามสาเหตหุลกัท่ีทําให้สมรรถภาพและ

รายได้ของคนท่ีอายมุากกวา่ 15 ปีขึน้ไปลดลง โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคซมึเศร้าเป็นสาเหตอุนัดบัหนึ่งในกลุม่

โรคทางจิตเวชทัง้เพศชายและหญิงในประเทศทกุกลุม่ [5] 

 โรคซมึเศร้ามกัจะไม่ได้คกุคามผู้ ป่วยเพียงโรคเดียวโดดๆ แตม่กัจะมาพร้อมกบัโรคทางจิตเวชอ่ืนๆ 

โดยในปี 1990-92 สหรัฐอเมริกาได้รายงานว่า 51% ของผู้ ป่วยโรคซึมเศร้ามักจะมีอาการวิตกกังวล 
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(Anxiety) ร่วมด้วย [44] โดยอาการวิตกกงัวลสามารถเป็นปัจจยัท่ีสง่เสริมให้เกิดอาการซมึเศร้าได้ รวมทัง้

อาจทําให้อาการซึมเศร้าแย่ลงมากขึน้ อาจส่งเสริมให้เกิดการกลบัมาเป็นใหม่ได้มากขึน้ รวมถึงสามารถ

กระตุ้นให้มีการฆ่าตวัตายมากขึน้ด้วย [45] คนท่ีเป็นโรคซมึเศร้ามีแนวโน้มท่ีจะติดแอลกอฮอล์และยาเสพ

ติดมากขึน้ [46] และทุกสามคนของผู้ ป่วยโรคซนสมาธิสัน้ (ADHD) จะมีอาการซึมเศร้าร่วมด้วย [47] 

รวมทัง้โรค Post-traumatic stress disorder (PTSD) ท่ีมกัเกิดร่วมกบัโรคซมึเศร้าด้วย 

2.8 การเปล่ียนแปลงของสมองและโรคซมึเศร้า 

 Depressive episode มกัจะเป็นอาการทางจิตท่ีแสดงออกของโรคซมึเศร้าและเม่ือหายแล้วก็จะมี

ภาวะอารมณ์ปกติ (Euthymic mood) อย่างไรก็ดีไม่ได้เป็นการแสดงว่าโครงสร้างทางสมองไม่ได้เกิดการ

เปล่ียนแปลงไปแล้ว ดงันัน้หากไมไ่ด้รับการบําบดัท่ีถกูวิธีผู้ ป่วยอาจเผชิญกบัภาวะซมึเศร้าเรือ้รังได้ 

 สิง่ท่ีช่วยได้มากคือการถ่ายภาพทางสมอง (Neuroimaging) ของคนไข้ท่ีมีการกลบัมาเป็นใหม่ของ

โรคซมึเศร้านัน้พบการมีขนาดเล็กลงของสมองสว่น Hippocampus ซึง่หากไม่มีการรักษาหรือรักษาแตไ่ม่

ตอบสนองต่อการรักษามกัจะนําไปสู่การลดขนาดลงเร่ือยๆของสมองส่วนนีซ้ึ่งทําให้คนท่ีมีอาการซมึเศร้า

เรือ้รังมกัมีปัญหาด้านความทรงจําเข้ามาเก่ียวข้องด้วย [48-50] โดยอาจมีการลดลงของขนาดในระบบลิ

มบิก (Limbic system) ร่วมด้วยทําให้คนเหลา่นีม้กัจะมีอาการตอบสนองท่ีมากเกินไป (Overreact) ต่อ

ภยนัตราย [51] 

 การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของสมองในผู้ ป่วยโรคซึมเศร้านัน้ส่วนหนึ่งเกิดจากความผิดปกติของ 

Hypothalamic-pituitary-axis โดยการมีภาวะ Hypercortisolemia เป็นเวลานานจะส่งผลให้เกิดการลด

การทํางานของ Glucocorticoid receptor ใน Hippocampus ลง ซึ่งส่งผลให้เกิดการลดขนาดของ 

Hippocampus (Atrophy) อนัเกิดจากการลดลงของการแสดงออกของ Brain-derived Neurotrophic 

factor (BDNF) [52, 53] นอกจากนีค้อร์ติซอลยงัทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงใน Amygdala รวมถึงบริเวณ

อ่ืนๆ เช่น Prefrontal cortex อีกด้วย 

 การเจริญ (Growth) และการอยู่รอด (Survival) ของเซลล์สมองนัน้อาศยักลไกของกลตูาเมต 

(Glutamate) ซึง่ทําหน้าท่ีเป็นสารส่ือประสาทในสมองตวัหนึ่ง โดยการกระตุ้น Receptor ในสมองหลาย

ชนิดเกิดโดยการสื่อประสาทผา่นกลตูาเมต [54] ซึง่ภาวะความเครียดฉบัพลนั (Acute stress) มกัทําให้เกิด

การเพิ่มสญัญาณกลตูาเมตใน Hippocampus และ Amygdala ซึง่จะมีผลให้เกิดการเพิ่มของระดบั BDNF 
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และก่อให้เกิด Neuroplasticity ซึง่เม่ือหายเครียดหรือไมมี่ตวักระตุ้นให้เกิดความเครียดแล้วเซลล์เหลา่นีจ้ะ

กลบัสู่สภาวะพกัได้ แต่หากเกิดภาวะท่ีมีความเครียดแบบเรือ้รัง (Chronic stress) ติดต่อกนันานระดบั

ของกลูตาเมตท่ีสูงมากในช่องไซแนปส์จะก่อให้เกิดการกระตุ้น N-methyl-D-aspartic acid type 

glutamate receptor ซึง่ก่อให้เกิดการเพิ่มระดบัของ Ca2+ จนเกิดการลดระดบัของ BDNF ลงทําให้เกิด

เซลล์ประสาทตายและเกิดสมองฝ่อ (Death and atrophy) [54] โดยการ Degeneration ของ Glial cell 

จากกระบวนการเหลา่นีจ้ะเร่งให้เกิดการตายของเซลล์ประสาทมากขึน้เน่ืองจาก Glial cell จะกําจดัพิษ

ของกลตูาเมตออกจากบริเวณช่องไซแนปส์ ซึง่สง่ผลให้เกิดการทํางานบริเวณ Cortex ลดลง [54, 55] 

2.9 โดพามีนและโรคซมึเศร้า 

 อาการ Anhedonia เป็นอาการหลกัในสองอาการท่ีจําเป็นตอ่การจําแนกผู้ ป่วยโรคซมึเศร้า ซึง่จาก

ท่ีได้กล่าวไปในข้างต้นแล้วว่าโดพามีนมีบทบาทสําคญัในการสร้างความสุข เกิด Rewarding และ 

Pleasure ซึง่เป็นสิ่งเกิดได้ยากในคนป่วยเป็นโรคซมึเศร้า [56] โดยจากการศกึษพบว่าความรุนแรงของโรค

ซมึเศร้ามีความสมัพนัธ์อยา่งมากกบัประสบการณ์ Rewarding ภายหลงัการให้ Amphetamine (ซึง่ดงัท่ีไป

กลา่วไปแล้วคือ Amphetamine และ Cocaine มีฤทธ์ิเพิ่ม Activity ของ Dopaminergic neuron) ซึง่ยงัพบ

อีกว่าในรายท่ีซมึเศร้ารุนแรงแตไ่ม่ได้รับการรักษาท่ีเหมาะสมมีการตอบสนองต่อ Amphetamine ท่ีรุนแรง

กว่าผู้ ท่ีผ่านการรักษาท่ีเหมาะสม แต่อย่างไรก็ดีในรายท่ีผ่านการรักษาท่ีเหมาะสมกบักลุ่มควบคมุไม่พบ

ความแตกตา่งกนัในการตอบสนองตอ่ Amphetamine 

 ทําให้เกิดข้อสรุปจากการศึกษาดงักล่าวได้ว่าในรายท่ีมีอาการซึมเศร้ารุนแรงมกัมีการลดลงของ

การหลัง่โดพามีนในระบบประสาทโดพามีเนอร์จิก ซึ่งมีการแสดงให้เห็นแล้วว่าการเพิ่มการทํางานของ D 

receptor ท่ีทําหน้าท่ีในเชิง Positive และการลดระดบัของตวัขนสง่โดพามีนใน Synaptic cleft น่าจะช่วย

ให้อาการดีขึน้ได้ 

 จากการศกึษาด้วยวิธี MRI ในกลุ่มคนไข้โรคซึมเศร้าท่ีไม่ผ่านการบําบดัด้วยยาเปรียบเทียบกบั

กลุม่ควบคมุ พบว่าภายหลงัท่ีให้สารกระตุ้นประสาทแล้วในกลุม่คนไข้มีการตอบสนองเกิด Rewarding ท่ี

รุนแรงอาจเกิดจากการท่ีสารกลูโคคอร์ติคอยด์ในสมองส่งเสริมการส่งสัญญาณประสาทท่ี Nucleus 

accumbens ในขณะท่ีในกลุม่ควบคมุการเพิ่มขึน้ของระดบัคอร์ติซอลก็มีความสมัพนัธ์กบัการเพิ่มขึน้ของ
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ระดบัการสง่สญัญาณประสาท Dopaminergic ใน Ventral striatum และ Dorsal putamen เช่นเดียวกนั 

[8] 

 นอกจากนีใ้นรายท่ีมีระดบัคอร์ติซอลในพลาสมาสงูขึน้จะมีผลตอบสนองต่อสารกระตุ้นประสาทท่ี

แรงขึน้เม่ือเทียบกบัคนท่ีมีระดบัคอร์ตซิอลปกต ิ[11] 

 การพบภาวะ Hypercortisolemia ในผู้ ป่วยโรคซมึเศร้าเป็นจํานวนมากเก่ียวข้องกบัความรุนแรง

ของโรคโดยมีการเปลี่ยนแปลงในระบบประสาท Dopaminergic โดยเฉพาะ Rewarding system ซึง่สง่ผล

ให้มีการตอบสนองตอ่ความสขุน้อยลง [11] 

 เม่ือให้ยา Dexamethasone ไปในหนแูรทตวัเต็มวยัผ่านทางช่องท้อง (IP injection) พบว่าเซลล์

ประสาทหนใูนบริเวณนัน้เกิดการทําลายของไมโครทิวบลู (Microtubule) และเกิดการ Apoptosis ของ

เซลล์ประสาทขึน้โดยเฉพาะอย่างยิ่งเซลล์ประสาทในสมองส่วน Hippocampus และ Striatum แต่เม่ือ

เปล่ียนเป็นการให้กบัหนแูรทท่ีเกิดใหมพ่บวา่ไมทํ่าให้เกิด Apoptosis ของเซลล์ประสาทขึน้แตเ่กิดเพียงการ

สร้างแวควิโอลในบริเวณเดนไดรท์ (Dendrite) เท่านัน้ [57] 

 มีหลายการศกึษาท่ีได้กล่าวถึงกลโูคคอร์ติคอยด์สามารถกระตุ้น Mesolimbic pathway ได้ โดย

จากการทดลองนีย้า Dexamethasone ได้ถกูผสมไปในนํา้ท่ีให้แม่หนด่ืูมทัง้ก่อนคลอดและหลงัคลอดโดย

เทียบกับแม่หนูท่ีให้นํา้ปกติพบว่าในสมองของหนูครอกท่ีเกิดจากแม่ท่ีให้ยาก่อนคลอดมีปริมาณเซลล์

ประสาทท่ีมี Tyrosine hydroxylase positive เพิ่มขึน้ 40-50% เม่ือเทียบกบัครอกท่ีไม่ได้ยาเหมือนกนัทัง้

เพศผู้และเมีย แต่ในครอกท่ีได้รับยาหลงัคลอดนีห้นเูพศเมียจะมีการตอบสนองต่อ Dexamethasone ต่ํา

กว่าเพศผู้ คือปริมาณ Tyrosine hydroxylase positive neuron จะมีมากกว่าครอกท่ีไม่ได้รับยาเพียง 30% 

เท่านัน้ ในขณะท่ีเพศผู้ยงัคงมีการตอบสนองแบบเดียวกบัครอกท่ีได้รับยาก่อนคลอด [58] 

 จากการศึกษาหลงัความตายของผู้ ป่วยโรคซึมเศร้ามีผลหลากหลายเน่ืองจากมีความแตกต่างทัง้

อาย ุเพศและพฤตกิรรมซึง่ในกรณีนีร้วมถึงการตายเน่ืองจากฆ่าตวัตายด้วย จากการศกึษาพบว่าระดบัของ

โดพามีนในสมองของศพท่ีฆา่ตวัตายไมมี่ความแตกตา่งจากศพปกตริวมทัง้มีระดบั HVA ท่ีคอ่นข้างปกติใน

ศพกลุม่นีท้ัง้ใน Frontal cortex และ Basal ganglia ในขณะท่ีในนํา้ไขสนัหลงันัน้พบ HVA ในระดบัต่ําเม่ือ

เทียบในศพผู้ ป่วยท่ีเคยพยายามฆ่าตวัตายเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุแต่ไม่พบความแตกต่างระหว่างศพ

ผู้ ป่วยด้วยกันเองไม่ว่าอาการจะรุนแรงแตกต่างเพียงใด ส่วนระดบั Dihydrophenylacetic acid ใน
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Caudate putamen และ Nucleus accumbens ของศพผู้ ป่วยท่ีไม่เคยได้รับการบําบดัด้วยยาต้านอาการ

ซมึเศร้านัน้มีความเข้มข้นต่ํากวา่ศพปกต ิ[59] 

ตวั Transcription factor CREB (cAMP response element binding protein) จะถกูกระตุ้นใน 

Nucleus accumbens โดยการได้รับยาหรือความเครียด รวมถึงได้มีการศกึษาว่า CREB activity ในบิเวณ

นีมี้ผลตอ่การตอบสนองของสิ่งเร้าทางอารมณ์ โดยหน้าท่ีของ CREB ใน Nucleus accumbens มกัจะถกู

ควบคมุโดยระบบประสาท Glutamatergic และ Dopaminergic [60] โดยถือว่าบริเวณนีเ้ป็นส่วนในการ

ตดัสนิใจแสดงออกของพฤตกิรรมทีเดียว [61] 

 จากการศกึษาในหนแูรทพบวา่ภายหลงัการ Transfect viral vector ท่ีมียีนท่ีสร้าง CREB อนัทําให้

มีการแสดงออกของ CREB สงูขึน้มีผลตอ่ Rewarding ของหนตูอ่การให้นํา้ตาลทราย โคเคนและมอร์ฟีน 

ซึง่แสดงให้เห็นถึงการเพิ่มขึน้ของระดบั CREB ในบริเวณนีก่้อให้เกิด Anhedonia-like symptom และเพิ่ม 

Immobility behavior ใน Forced swim test ในขณะเดียวกนัการให้ CREB mimic สง่ผลให้เกิดเหมือนการ

ให้ยาต้านอาการซมึเศร้าและทําให้หนสูามารถทดสอบ Forced swim test ได้ดีขึน้ [62] 

 การระงบัอาการซมึเศร้าท่ีเกิดขึน้ภายในร่างกายเองอาจเกิดจากระบบอ่ืนเช่น Dynorphin ซึง่เป็น 

Ligand ของ κ-opioid receptor ใน Nucleus accumbens โดยจะทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ CREB 

activity จากการศึกษาพบว่าการให้ κ agonist จะทําให้ CREB มี Activity สงูขึน้มากรวมถึงลด

ความสามารถในการทํา Forced swim test ของหนรูวมทัง้เกิดอาการ Anhedonia ได้ ในทางกลบักนั κ 

antagonist จะมีฤทธ์ิต้านอาการซมึเศร้าโดย Block การทํางานของ κ-opioid receptor บน VTA [62] 

 

ภาพที่ 2.6 แสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง Dopaminergic neuron, CREB, κ-opioid receptor และ 

GABAnergic neuron 
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 จากการศกึษาในหนไูมซ์ (Mus musculus) ท่ีทําการ Knock-out ยีนตวัขนส่งโดพามีนของมนั

ออกไปทัง้แบบ Homozygous knock-out และ Heterozygous knock-out แล้วทดสอบด้วยการทํา 

Forced swimming test (FST), sucrose consumption test และ tail suspension test (TST) 

เปรียบเทียบกับหนูท่ีเป็น Wild-type พบว่าหนูท่ีมีการ Knock-out ยีนตวัขนส่งโดพามีนมีพฤติกรรม

สอดคล้องกบัหนูท่ีได้รับยาต้านซึมเศร้า [13] ซึ่งจากการทํา FST พบว่าพฤติกรรมการพยงุตวัเองในนํา้ 

(Immobility) และการว่ายนํา้ (Swimming) ท่ีพบในหนปูกติกลบัไม่พบในหนกูลุม่ท่ีถกู Knock-out ทัง้แบบ 

Homozygous และ Heterozygous แตพ่ฤตกิรรมในการทดสอบ FST ทัง้หมดให้ไปกบัการปีนเพ่ือท่ีจะออก

จากแก้วนํา้ (Climbing) มีรายงานว่าพฤติกรรมของหนท่ีู Knock-out ยีนตวัขนสง่โดพามีนนัน้ใกล้เคียงกบั

หนูท่ีได้รับสารแอมเฟตามีน ผลของ Sucrose consumption test แสดงให้เห็นว่าหนูไม่มีอาการของ 

Anhedonia แตอ่ยา่งใดหนมีูการบริโภคซโูครสท่ีสงูมากเม่ือเทียบกบัหนปูกต ิ[13] 

 จากการทดลองอ่ืนโดยการทํา FST พบว่าการให้ Dopamine agonist นัน้จะมีฤทธ์ิในทํานอง

เดียวกบัการให้ยาต้านโรคซมึเศร้า [63] และเสริมฤทธ์ิในการทํางานของ Serotonin selective reuptake 

inhibitors [64] 

 ในคนท่ีมีการให้ DAT blocker เช่น Brupropion มีอาการซมึเศร้าดีขึน้โดยการให้ Brupropion มี

ฤทธ์ิเหมือนการให้ยาต้านโรคซมึเศร้า [65] 

2.10 ระบบลิมบกิ (Limbic system) 

 ระบบประสาทลิมบิกเป็นส่วนของสมองท่ีประกอบด้วย Hippocampus, amygdala, anterior 

thalamic nuclei และ limbic cortex ซึง่มีบทบาทสําคญัในการเกิดอารมณ์ พฤติกรรม ความทรงจําระยะ

ยาวและการดมกลิ่น [66] โดยระบบนีต้ัง้อยู่ในขอบชัน้ในของ Cerebral cortex โดยระบบลิมบิก

ประกอบด้วยส่วนสําคญัของสมอง [66] เช่น Amygdala (เก่ียวข้องกบัการตอบสนองต่อสิ่งเร้าเพ่ือสร้าง

แรงจงูใจหรือความกลวั รวมทัง้เก่ียวข้องกบัการจบัคูด้่วย) Hippocampus (เป็นบทบาทสําคญัในการเก็บ

ความทรงจําระยะสัน้เพ่ือสร้างความทรงจําระยะยาวในรูปแบบของ Cognitive map) Cingulate gyrus 

(ควบคุมระบบประสาทอัตโนวัติเช่นอัตราการเต้นของหัวใจ ความดันโลหิตและความใส่ใจ) และ 

Hypothalamus (ในการควบคมุระบบประสาทอตัโนวตัิผ่านการสร้างฮอร์โมนเช่นอตัราการเต้นของหวัใจ 

ความหิวกระหาย ความกระสนัและวงจรการหลบัต่ืน) [66] 
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2.11 Nucleus accumbens 

 สมองสว่นนีมี้บทบาทเก่ียวข้องกบัการสร้างแรงจงูใจ การสร้างเสียงหวัเราะ การสร้างความสขุ การ

เสพติด ความกลวัและอปุาทาน (Placebo effect) [32] [67] โดยแต่ละคร่ึงของสมองจะมีส่วนของ 

Nucleus accumbens ซึง่ตัง้อยู่บริเวณหวัของ Caudate nucleus และด้านหน้าของ Putamen และพิงอยู่

กบั Septum pellucidum ซึง่ Nucleus accumbens เป็นสว่นหนึ่งของ Basal ganglia [32] โดยเซลล์

ประสาทในสว่น Nucleus accumbens สว่นใหญ่เป็นกาบาเนอร์จิก (GABAnergic neuron)  

 สญัญาณประสาทท่ีเข้าสู ่Nucleus accumbens ส่วนมากจะมาจากส่วนของ Amygdala และ 

VTA ซึง่ทําให้เป็นการเช่ือมกบั Mesolimbic pathway มีบทบาทสําคญัเก่ียวกบัการเสพติดสารพวกโคเคน

และแอมเฟตามีน ซึง่สารดงักลา่วจะเพิ่มระดบัของโดพามีนใน Nucleus accumbens [67] 

2.12 Glutamatergic neuron 

 ระบบประสาทท่ีใช้กลตูาเมทเป็นสารส่ือประสาทหลกัมีบทบาทสําคญัในการสร้างรูปแบบความ

ทรงจําและแปลผลข้อมลู (Information processing) ซึง่กลตูาเมทเป็นสารส่ือประสาทท่ีเก่ียวข้องกบัการ

กระตุ้นต่างๆในระบบประสาทส่วนกลาง กลูตาเมทจะออกฤทธ์ิผ่าน Receptor สามชนิดคือ AMPA, 

Kainate และ NMDA receptor ซึง่ระบบประสาทท่ีใช้กลตูาเมทเป็นสารส่ือประสาทนีจ้ะมีบทบาทสําคญัใน

โรคซนสมาธิสัน้ (ADHD) โรคซมึเศร้า (Depression) โรคอลัไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) และโรคยํา้คิด

ยํา้ทํา (Obsessive-compulsive disorder) [68] 

2.13 การเตมิหมู่เมทลิบนดเีอน็เอ (DNA methylation) 

 นิวคลีโอไทด์ท่ีถกูเติมหมู่เมทิลมากท่ีสดุในจีโนมของมนุษย์คือไซโทซีน (Cytosine, C) ท่ีมกัอยู่

ร่วมกบักวันีน (Guanine) ในลําดบันิวคลีโอไทด์เป็น CpG dinucleotide ซึง่ไซโทซีนจะถกูเติมหมู่เมทิลบริ

เวณตําแหน่งท่ีห้าของคาร์บอนบนวงแหวนไพริมิดีนโดยเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT) ซึง่ใช้

ตวัให้หมูเ่มทิลคือ S-adenosyl-L-methionine (SAM)  

ในจีโนมจะมี 5-methylcytosine (5-meC) อยู่ร้อยละ 1 ซึง่โดยมากจะอยู่บริเวณ CpG site ใน

เซลล์โซมาติก (Somatic cell) [69] โดยพบว่า 5-meC สามารถเกิด Spontaneous deamination สง่ผลให้

มีการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์จาก C เป็นไทมีน (Thymine, 5-methyluracil, T) [70] ซึง่จะเป็นการ
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เปล่ียนแปลงท่ีตรวจจบัได้ยาก (เพราะ T ก็เป็นส่วนประกอบของดีออกซีนิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นรหสับนสายดี

เอ็นเอ) ในขณะท่ีถ้าหาก Unmethylated cytosine เกิด Spontaneous deamination เป็นยรูาซิล (Uracil, 

U) ซึ่งสามารถถูกตรวจพบบนสายดีเอ็นเอและถูกขจัดซ่อมแซมออกไปได้ด้วยเอนไซม์ DNA-uracil 

glycosylase เป็นผลทําให้เกิดการกลบัคืนมาของลําดบันิวคลีโอไทด์ดงัเดิม จะเห็นได้ว่า 5-meC ท่ี

เปล่ียนเป็น T ก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์แบบ C-to-T transition ขึน้ได้ในจีโนม [70] 

 

ภาพที่ 2.7 แสดงการเกิด Deamination ของ C เป็น U ซึง่อาจเกิดได้โดยกระบวนการตา่งๆ แตเ่ซลล์

สามารถซอ่มแซม U ให้กลบัเป็น C ดงัเดมิได้ 

 CpG dinucleotide สว่นมากจะอยู่ในสว่นท่ีเรียกว่า CpG islands ซึง่เป็นบริเวณท่ีมีเบสกวันีน 

(Guanine, G) และ C จํานวนมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณ 5’-UTR ของยีนและมกัไม่พบ DNA 

methylation เม่ือมีการแสดงออกของยีนนัน้ [71] ซึง่พบว่า CpG islands ในจีโนมมนษุย์มีอย่างน้อย 

29,000 แห่ง [72, 73] และ CpG dinucleotide มกัถกูพบในบริเวณท่ีเป็นลําดบัเบสซํา้ (Repetitive 

sequence) หรือไมก็่บริเวณ Parasitic intragenomics sequence ซึง่เม่ือเทียบกบั CpG islands แล้วกลุม่

ของ CpG dinucleotide นัน้มกัจะเป็น Methylated DNA เป็นสว่นใหญ่เน่ืองด้วยเหตผุลด้านความเสถียร

ของจีโนม [74]  

 มีการพบความสมัพนัธ์ระหว่าง DNA methylation และการแสดงออกของยีนมาเป็นเวลานานกว่า

ย่ีสิบห้าปีแล้ว [75] โดยในทุกวนันีพ้บว่ามีสองกลไกท่ีใช้อธิบายการยบัยัง้การถอดรหสัของยีนโดยผ่าน 

DNA methylation คือ  

1. Methylated cytosine สามารถเปล่ียนแปลง Affinity ของลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีจําเพาะต่อ 

Transcription factor (Transcription factor binding sequence) โดย Transcription factor บาง

N

N

H

O

NH2

Cytosine

deamination

DNA repair

HN

N

H

O

Uracil

O



27 

 

ชนิดเช่น Est-1 [76] และ Boundary element factor CTCF [77] ไม่สามารถเกาะบนสายดีเอ็นเอ

ได้เลยหากมี DNA methylation บริเวณ Transcription factor binding site  

2. DNA methylation นัน้สามารถเหน่ียวนําโปรตีนท่ีจําเพาะกบั 5-meC ท่ี CpG เช่น Methyl-CpG- 

binding domain protein (MBD) และสามารถเหน่ียวนําให้เกิดการยบัยัง้ถอดรหสัของยีนได้โดย

เรียกเอนไซม์ท่ี เ ก่ียวข้องกับการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของสายโครมาทิน  (Chromatin 

remodeling) เช่น Histone deacetylase ซึ่งทําให้เกิดการเปล่ียน Euchromatin เป็น 

Heterochromatin  

เป็นท่ีแน่นอนว่า DNA methylation มีบทบาทสําคญัในการเกิด Imprinting ของยีนบางตวัเช่น 

H19, IGF2 หรือ IGF2R [78, 79] หรือการเกิด X inactivation ของ X chromosome โดยการควบคมุการ

แสดงออกของ XIST และการคง Heterochromatin ของ X chromosome ท่ีถกู Inactivate หรือการทําให้

เกิด Genomic stability โดยการ Methylation บน Transposable element ตา่งๆ [80-82] นอกจากนัน้ยงั

เก่ียวกับการพฒันาของตวัอ่อนอีกด้วยเช่นเม่ือตวัอ่อนของหนูขาวมีการขาดยีนท่ีสร้างเอนไซม์ DNMT1 

หรือ DNMT3a/b หนจูะตายภายหลงัการฝังตวัท่ีมดลกูแมห่นไูมน่านซึง่สาเหตกุารตายยงัไมเ่ป็นท่ีทราบโดย

อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลง Imprinting หรือ X inactivation รวมทัง้ Apoptosis ด้วย [83] 

 มากกว่า 0.1% ของยีนในสตัว์เลีย้งลูกด้วยนมและพืชชัน้สูงถูกควบคุมการทํางานโดยแบ่งแยก

แหล่งกําเนิดว่าได้มาจากฝ่ังพ่อหรือฝ่ังแม่ซึ่งกระบวนการนีเ้รียกว่า Genomic imprinting และเป็น

คําอธิบายอยา่งหนึง่วา่ทําไมสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมไมส่ามารถเกิด Parthenogenetic จากไขข่องแมเ่พียงฝ่าย

เดียวได้อย่างเช่นแมลงบางชนิด [84] โดย Imprinting ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมมีบทบาทในการควบคมุการ

พฒันาตวัออ่นและการแสดงออกของพฤตกิรรมภายหลงัคลอด โดยปกติแล้ว Imprinting gene ท่ีได้จากฝ่ัง

พอ่มกัสง่เสริมการพฒันาตวัออ่นแตจ่ากฝ่ังแมจ่ะยบัยัง้การพฒันา [85] 

 การเกิด Imprinting บน Somatic cell นัน้หมายความว่ายีนต้องทํางานในรูปแบบ Monoallelic 

gene expression นัน่เอง การเกิด DNA methylation บริเวณ Promoter ของยีนเหลา่นีบ้นกลไกสําคญัทํา

ให้เกิด Gene silencing ได้เช่นโปรตีน MBD จะช่วยทํางานกบั HDAC ทําให้เกิด Heterochromatin 

บริเวณท่ียีนนัน้อยู่ทําให้ยากท่ีจะเกิดการแสดงออก อย่างไรก็ดีในบางยีนท่ีเกิด Imprinting ก็เกิด 

Methylation บนอลัลีลท่ีทํางานก็เป็นได้แตก่ารเกิด Methylation นัน้ไม่ได้เกิดบน Promoter ของยีนแตเ่กิด

ในบริเวณท่ีเรียกว่า Differential methylated region (DMR) ซึง่บริเวณนีม้กัจะเป็น Promoter ของ 
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Antisense RNA ทําให้เม่ือเกิดการ Demethylation ในบริเวณนีแ้ล้วจะทําให้มีการแสดงออกของ 

Antisense RNA ยีนท่ีเป็นเป้าหมายจงึถกูทําให้ไมแ่สดงออก [86] 

 

2.14 ปฏิกิริยาไบซัลไฟต์ (Bisulfite conversion) 

 ปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ใช้ในการแยกแยะระหว่าง C และ 5-meC โดยหลกัการคือการอาศยัความไวใน

การทําปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกนัของ C และ 5-meC ซึ่งจะถูก Deamination ภายใต้สภาวะกรด ซึ่ง 

Unmethylated C จะถกูเปล่ียนเป็น U ในขณะท่ี 5-meC ท่ีมีความไวน้อยกว่ามากจะยงัคงเป็น C อยู่ โดย

การทํา Bisulfite conversion นีมี้ร้อยละของผลได้ (Percent yield) คือ 95-98% ของ C จะถกูเปล่ียนเป็น 

U (โดยท่ี 5-meC ยงัไม่มีการเปลี่ยนแปลง) [87]เพ่ือให้เป็นการแน่ใจว่าเกิดการ conversion อย่างสมบรูณ์

จริงๆ ดีเอ็นเอจะต้องมีคณุภาพท่ีดีและถกู Denature ให้เป็นสายเด่ียวอย่างสมบรูณ์ (เพราะว่าปฏิกิริยานี ้

เป็น Single stranded specific reaction) สภาวะพีเอชและอณุหภมูิท่ีเหมาะสมก็มีสว่นในระหว่างขัน้ตอน

การทําปฏิกิริยา นอกจากนีแ้ล้วไบซลัไฟต์ไอออนมีความไวสงูจะเกิด Auto-oxidation ได้โดยง่ายจึงต้องใส่

สารต้านอนมุลูอิสระไว้ในปฏิกิริยาซึง่ก็คือไฮโดรควิโนน (Hydroquinone)  

ภายหลงัการทําปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ นัน้ดีเอ็นเอจะถกูนําไปวิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลได้หลายแบบ

ได้แก่การทํา Allele specific PCR, Sequencing และใช้ Restriction enzyme (COBRA) [88] 

 

ภาพที่ 2.8 การเปล่ียนแปลง C เป็น U ภายใต้ปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ 
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1. Methylation specific-PCR (MSP) 

MSP เป็นวิธีท่ีนิยมมากพอสมควรในการศึกษา DNA methylation ในปัจจุบนั โดย

ภายหลงัจากการทําปฏิกิริยาไบซลัไฟต์แล้วจะมีการทํา Allele specific PCR ซึง่จะจําเพาะตอ่ C 

หรือ U ซึง่ถ้าไพร์เมอร์จําเพาะตอ่ U ก็หมายความวา่เม่ือตําแหน่ง C บริเวณนีไ้ม่มีการเติมหมู่เมทิล

แล้วไพร์เมอร์จะจบักบั U บริเวณนีไ้ด้ ในทํานองเดียวกนักบัไพร์เมอร์ C ซึง่ถ้าหากมีการเติมหมู่

เมทิลท่ี C บริเวณนีแ้ล้วไพร์เมอร์ก็จะจบักบั C บริเวณนีไ้ด้  

ซึง่โดยปกติแล้วการเกิดการเติมหมู่เมทิลจะไม่เป็นแบบขาวหรือดํา (All or none) แตจ่ะมี

ร้อยละของตวั C ท่ีถกูเติมหมู่เมทิลท่ีแตกตา่งกนัออกไป โดย PCR product ของทัง้สองไพร์เมอร์นี ้

รวมกนัจะเป็น 100% [89, 90] 

 

ภาพที่ 2.9 Methylation specific PCR เป็น Allele specific PCR ประเภทหนึ่งท่ีใช้ตรวจหา DNA 

methylation (A) ในกรณีท่ีเป็น Methylated C จะไมมี่การเปลี่ยนเบสทําให้ไพร์เมอร์ท่ีเป็น 

G จบัได้ ในขณะท่ี (B) ไม่ใช่ Methylated C ทําให้เปล่ียนเบสเป็น U ไพร์เมอรืท่ีจะจบัได้

คือ A 

2. Sequencing 

การทํา Bisulfite sequencing เป็น Gold standard ของการวิเคราะห์ DNA methylation 

ซึง่วิธีนีจ้ะแสดงชดัเจนวา่ภายหลงั conversion แล้วบริเวณท่ีเป็น Unmethylated C จะเปล่ียนเป็น 
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U (และ T ภายหลงัการทํา PCR) ในขณะท่ี 5-meC จะเป็น C จะปรากฏในการทํา sequencing 

[91] เม่ือเทียบกบัไพร์เมอร์จากวิธี MSP แล้ว การออกแบบไพร์เมอร์ในการทํา sequencing นี ้

จะต้องออกแบบให้ไม่สามารถแยกแยะ Unmethylated หรือ Methylated ได้โดยการไม่ออกแบบ

ไพร์เมอร์ให้พอดีกบั CpG site แต่ให้ออกแบบคร่อม (ในขณะท่ี MSP ต้องออกแบบให้ปลาย 3’ 

ของ forward primer จบักบั CpG site ในรูปแบบตา่งกนัได้อย่างจําเพาะ) ดงันัน้ไม่ว่าจะเป็น 

Unmethylated หรือ Methylated DNA จะถกูเพิ่มจํานวนด้วยศกัยภาพท่ีเท่ากนั [92] [93]  

3. COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis) [94] 

เม่ือหลงัจากการทําปฏิกิริยาไบซลัไฟต์เรียบร้อยแล้ว ดีเอ็นเอสว่นท่ีสนใจจะถกูเพิ่มจํานวน

โดยการทํา PCR แล้วนําไปตดัเอนไซม์ท่ีคาดว่าจะสามารถแยกระหว่าง Converted C และ 

Unconverted C ได้ดงัภาพ 

 

ภาพที่ 2.10 การทํา COBRA โดยตําแหน่งท่ีสนใจคือ CGCG ซึง่หากไม่มี DNA methylation แล้ว 

CGCG ก็จะถกูเปล่ียนหลงัปฏิกิริยาไบซลัไฟต์เป็น UGUG (TGTG) ซึง่จะไม่สามารถตดั

ด้วยเอนไซม์ BstUI ได้ แตห่ากมี DNA methylation แล้ว CGCG ยงัคงอยู่จึงสามารถถกู

ตัดด้วย BstUI ได้ จากนัน้นําค่าความเข้มแถบดีเอ็นเอท่ีได้ไปเปรียบเทียบหา % 

Methylation ตอ่ไป [94] 
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2.15 Methylation sensitive isoschizomers 

วิธีนีไ้ม่ต้องอาศยัการทําปฏิกิริยาไบซลัไฟต์แตจ่ะอาศยัความ Sensitive ตอ่ DNA methylation ท่ี

แตกตา่งกนัของ Isoschizomers (Restriction endonuclease ตา่งชนิดท่ีมีความจําเพาะตอ่ลําดบันิวคลีโอ

ไทด์เหมือนกนั) [95] เช่นเอนไซม์ MspI และ HpaII ท่ีสามารถตดัลําดบันิวคลีโอไทด์ CCGG ได้เหมือนกนั

แต ่Hpa II จะไมต่ดัถ้าหาก CpG มี DNA methylation [95] หรือกรณีของ PspGI และ MvaI ท่ีสามารถตดั

ลําดบั CCWGG ได้เหมือนกนัแต ่MvaI จะไมต่ดัหาก CpWpG มี DNA methylation  

2.16 Reporter assay 

 การศึกษาทดสอบการออกฤทธ์ิของชิน้ส่วนดีเอ็นเอส่วนมากจะใช้วิธีศึกษาโดยการ Recombine 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีต้องการศกึษากบัพลาสมิดท่ีมียีนรายงานผล (Reporter gene) อยู่แล้วจึงนําเข้าเซลล์ของ

สตัว์เลีย้งลกูด้วยนํา้นมเพ่ือทดสอบการแสดงออกของ Reporter gene ด้วยวิธีตา่งๆ โดยชิน้สว่นท่ีมกัจะ 

Recombine กบั Reporter plasmid นัน้มกัจะเป็นชิน้ท่ีน่าสนใจวา่เป็น Promoter หรือ Enhancer ซึง่ระดบั

การแสดงออกของ Reporter gene จะแปรผนัตามความสามารถในการส่งเสริมการแสดงออกของ 

Promoter หรือ Enhancer ท่ี Recombine เข้าไป โดยวิธีการทดสอบการแสดงออกของ Reporter gene มี

สองวิธีหลกัคือ Isotopic assay และ Non-isotopic assay [96] 

 Isotopic assay ท่ีนิยมใช้กบั Reporter gene สองชนิดคือ Chloramphenicol acetyltransferase 

(CAT) และ Human growth hormone (hGH) ส่วนแบบ Non-isotopic assay นิยมใช้ยีน Firefly 

luciferase (FLUC) และ β-galactosidase (β-GAL) เป็น Reporter gene แบบ Chemiluminescence 

และ Green fluorescence protein (GFP) เป็นแบบ Fluorescence [96] 

 ยีน FLUC ท่ีได้มาจากห่ิงห้อย (Photinus pyralis) เป็น nonisotopic reporter system ท่ีนิยมใช้

มากท่ีสดุเพราะ Sensitivity สงูและประยกุต์ใช้ได้กบัเซลล์ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนํา้นมส่วนมาก ปฏิกิริยา 

Bioluminescence ของห่ิงห้อยเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาในการทําปฏิกริยาของสบัสเตรท (Luciferin, ATP 

และ O2) ด้วยเอนไซม์ Luciferase โดยมี Mg2+ เป็นโคแฟกเตอร์ ดงันัน้เม่ือ Cell lysate ท่ีมีการแสดงออก

ของยีน FLUC ถกูผสมกบันํา้ยาท่ีมีองค์ประกอบข้างต้นเป็นสบัสเตรทจะเกิดแสงขึน้เป็นเวลาสัน้ๆ ซึง่แสงท่ี

ปรากฏสามารถวดัได้ด้วย Luminometer [96] 
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 ในปัจจบุนันิยมใช้ Renilla luciferase (RLUC) เป็นตวั Normalize คา่ของ FLUC ด้วยเสมอ เพราะ

หากมีการแสดงออกของยีน FLUC มากขึน้เท่าไร คา่ Luminescence ท่ีได้จะยิ่งมากแตจ่ะสร้างข้อกงัขาว่า

ค่า Luminescence ท่ีมากมาจากการใส่พลาสมิดให้กับเซลล์ในสัดส่วนท่ีมากกว่าหรือเกิดจาก

ความสามารถของ Promoter ในการส่งเสริมการแสดงออกจริงๆ เพ่ือลดปัญหานีทุ้กครัง้ท่ีทําการ 

Transfection reporter plasmid ท่ีมี Reporter gene คือ FLUC จะมีการใส ่Control plasmid ในปริมาณ

ท่ีเท่ากนัควบคู่เสมอโดย Control plasmid จะมี Reporter gene ท่ีเป็น Bioluminescence enzyme 

เช่นกนัแตไ่ด้มาจากคนละสิง่มีชีวิตซึง่ในท่ีนีคื้อ Renilla ซึง่คือกลัปังหา โดยคา่ FLUC ท่ีได้จากการวดัจะถกู

หกัล้างด้วยคา่ RLUC เป็นสดัสว่นกนั  

 

ภาพที่ 2.11 แสดงปฏิกิริยาของ FLUC และ RLUC โดยสงัเกตได้ว่าปฏิกิริยาของ RLUC เกิดโดยไม่

ต้องใช้ ATP (Dual-Glo™ Luciferase Assay System Technical Manual #TM058) 

 Renilla luciferase จะไม่ใช้สบัเสตรทร่วมกับ FLUC แต่จะใช้ Coelenterate luciferin 

(Coelenterazine) แทน โดยเม่ือทําการวดัค่า FLUC แล้วจะมีการเติมสบัสเตรทของ RLUC ลงไปซึง่ใน

สบัสเตรทจะมี Quencher สําหรับ FLUC ทําให้ไมมี่คา่ Luminescence ของ FLUC รบกวน 

2.17 หลักของฮาร์ด-ีไวน์เบร์ิก (Hardy-Weinberg principle) 

 ฮาร์ดี-ไวน์เบร์ิกได้ให้ข้อสงัเกตไว้วา่ทัง้ความถ่ีอลัลีลและจีโนไทป์จะคงท่ีในกลุม่ประชากรหรืออยูใ่น

สมดลุจากรุ่นสูรุ่่นหากไมมี่ปัจจยัภายนอกมารบกวน โดยปัจจยัดงักลา่วคือ 
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1. การจดัคูแ่บบ Non-random mating เช่นการแตง่งานในเครือญาต ิการแตง่งานเฉพาะวรรณะ 

2. การกลายพนัธุ์ (Mutation) เช่นการเกิด New mutation 

3. การเกิด Natural selection เช่นคนท่ีเป็นโรคท้าวแสนปม (Neurofibroma) จะไมส่ามารถหาคู่

แตง่งานได้จงึทําให้อลัลีลนีส้ญูหายไปในกลุม่ประชากร 

4. กลุม่ประชากรขนาดเลก็ เช่น การตดิเกาะ 

5. เกิด Genetic drift และ Gene flow  

โดยถือวา่ความถ่ีอลัลีลในแตล่ะลกุ่มประชากรมีคา่คงท่ีผา่นรุ่นสูรุ่่นโดยมีการจบัคูแ่บบสุม่ ไมมี่การ

กลายพนัธุ์ ไมมี่การอพยพเข้าหรือออก (ไมมี่การเปล่ียนแปลงของอลัลีลจากภายนอก) รวมทัง้ต้องมีกลุม่

ประชากรขนาดใหญ่เพ่ือท่ีการกลายพนัธุ์หรือการคดัเลอืกโดยธรรมชาตสิง่ผลน้อยท่ีสดุ [97, 98] 

ในกรณีสําหรับสองอลัลีลตอ่โลคสัเดียว โดยให้ความถ่ีของอลัลีลเดน่ (Dominant allele) เป็น p 

ในขณะท่ีความถ่ีของอลัลีลด้อย (Recessive allele) เป็น q จะได้สมการ 

 1  = p + q   -------------------- (1) 

 1  = p2 + 2pq + q2  -------------------- (2) 

จากสมการท่ี (1) ในกรณีของโลคสัท่ีมีอลัลีลเพียง 2 ชนิด ผลรวมของอลัลีลทัง้หมดจะได้ 1.00 

และเม่ือประชากรอยู่ในสมดลุของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กค่าการกระจายตวัจีโนไทป์จะใกล้เคียงสมการท่ี (2) โดย 

p2 และ q2 คือ Homozygous dominant และ recessive ตามลําดบั ในขณะท่ี 2pq คือจํานวนการกระจาย

ตวัจีโนไทป์ในรูปแบบของ Heterozygous ซึง่สมการท่ี (2) สามารถคํานวณได้จากการคํานวณความน่าจะ

เป็นเม่ืออลัลีลของเพศชายมาผสมกบัอลัลีลของเพศหญิงคือ 

 (p + q) (p + q) = p2 + 2pq + q2  ------------------- (3) 

 

2.18 ปัญหาสาํหรับหลักการฮาร์ด-ีไวน์เบร์ิก 

 จากสมมติฐานของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กสามารถเบ่ียงเบนจากความคาดการณ์ได้ในหลายกรณี โดยมี

สองกรณีใหญ่ท่ีมกัจะเกิดการเบ่ียงเบนจากสมดลุ [97, 98] 
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1. กรณีคลาดเคล่ือนจากหลักการจับคู่แบบสุ่มจะมีสามปัจจัยท่ีอาจจะก่อให้เกิดการ

เบ่ียงเบนของสมดลุฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กคือการแตง่งานในพ่ีน้องท้องเดียวกนั (Inbreeding) และ

การคลมุถงุชน (Assortative mating) จะก่อให้เกิดการเพิ่มขึน้ของ Homozygosity ในขณะท่ี

หากกลุม่ประชากรมีขนาดเลก็อาจทําให้เกิด Genetic drift ได้  

2. กรณีของการคัดเลือกโดยธรรมชาติ (Natural selection) มกัทําให้เกิดการเปล่ียนแปลง

สมดุลอย่างรวดเร็วโดยทําให้เปล่ียนแปลงความถ่ีอลัลีลอย่างมาก โดยอลัลีลชนิดท่ีเพิ่มขึน้

อย่างรวดเร็วมกัจะอยู่รอดในสภาวะกดดนัได้ เช่น การระบาดของมาเลเรียทําให้ความถ่ีอลัลี

ลของโรค Sickle cell anemia มีมากขึน้ 

3. การกลายพันธ์ุ (Mutation) ในกรณีนีทํ้าให้เกิดการเปล่ียนแปลงความถ่ีอลัลีลในกลุ่ม

ประชากรน้อยเพราะค่อยเป็นค่อยไปจาก 1 ใน 10,000 ถึง 1 ใน 100,000,000 ซึง่พบว่าการ

กลายพนัธุ์มกัจะรักษาความถ่ีไว้ได้คอ่นข้างมาก โดยการเกิด Recurrent mutation เป็นสิ่งท่ี

ทําให้อบุตักิารณ์ของการกลายพนัธุ์นัน้คงท่ี 

4. การอพยพ (Migration) ทําให้กลุม่ประชากรสองกลุม่มารวมกนัเป็นกลุม่เดียว โดยความถ่ีอลั

ลีลในอนาคตมกัจะเข้าสู่สมดุลในท่ีสุดหากไม่เกิดการแบ่งแยก แต่ในขณะเดียวกันผู้อพยพ

บางส่วนยงัมกัแต่งงานในกลุ่มตวัเองทําให้กลุ่มประชากรใหม่ท่ีเกิดจากการรวมกันยงัเข้าสู่

สมดลุได้ยาก 

2.19 คอร์ตซิอล (Cortisol, hydrocortisone) 

 คอร์ติซอลเป็นฮอร์โมนกลุ่มกลูโคคอร์ติคอยด์ (Glucocorticoid, GC) ท่ีสร้างมาจากคลอ

เรสเตอรอลเป็น Steroid hormone ซึง่สร้างมาจาก Zona fasciculata ของ Adrenal cortex โดยการสร้าง

คอร์ติซอลท่ีบริเวณนีถ้กูกระตุ้นโดยการหลัง่ Adrenocorticotropic hormone (ACTH) จากต่อมใต้สมอง

สว่นหน้าซึง่ตวั ACTH เองก็ถกูกระตุ้นการหลัง่โดย Hypothalamus ผ่านฮอร์โมน Corticotropin-releasing 

factor (CRF) [99] โดยฮอร์โมนกลุ่มกลโูคคอร์ติคอยด์จะทํางานผ่านการจบักบัตวัรับ Glucocorticoid 

receptor (GR) เกิด Receptor-ligand complex ไปจบักบั Glucocorticoid response element (GRE) 

บน Promoter ของยีนเป้าหมายเพ่ือกระตุ้นการแสดงออกของยีนซึง่กระบวนการนีเ้รียกว่า Transactivation 

[100] ซึ่งยีนท่ีเป็นเป้าหมายของกระบวนการนีเ้ช่นเอนไซม์ Tyrosine aminotransferase เอนไซม์ 

Glucose-6-phosphatase เป็นต้น นอกจากความสามารถในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนแล้ว 
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Receptor-ligand complex ของฮอร์โมนกลโูคคอร์ติคอยด์และ GR สามารถกดการแสดงออกด้วย

กระบวนการ Transrepression ซึ่ง Complex ดงักล่าวจะไปจบักบั Transcription factor จําพวกท่ี

เก่ียวข้องกบั Pathway ของการอกัเสบคือ AP-1 และ NF-κB จึงเกิดการกดการแสดงออกของยีนท่ี

จําเป็นต้องใช้ Transcription factor ดงักลา่วในการแสดงออก ยีนเหลา่นีเ้ช่น IL-1B, IL-4, IL-5 และ TNF-

α เป็นต้น [100] การให้ RU-38486 ซึง่เป็น GR-II antagonist พบว่าเป็นการสง่เสริมการทําให้เกิด Long 

term depression รวมทัง้ลดการเกิด Phosphorylation ของ ERK1/2, MEK1/2 และ Raf ในสมองสว่น 

Hippocampus ของหนแูรท [101] เม่ือทดลองให้ U0126 ซึง่เป็น MEK1/2 inhibitor จะส่งเสริมให้หนท่ีูมี

ความเครียดเกิด Long term depression ได้ง่ายขึน้เช่นเดียวกบัการให้ Dexamethasone [101] อนึง่ผลขอ

งกลโูคคอร์ติคอยด์ตอ่การเจริญของเซลล์ SK-N-SH (Human neuroblastoma) ได้รับการยืนยนัโดยการ 

Treat ยา RU-38486 ซึง่เป็น Glucocorticoid receptor antagonist ในเซลล์ SK-N-SH ซึง่พบว่าปริมาณ

เซลล์ SK-N-SH ลดลงอยา่งมีนยัสําคญั [102] 
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บทที่ 3 
ระเบียบวธีิการวิจยั 

3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการวจิยั 
 

เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 

1. เคร่ือง Micro High Speed Refrigerated centrifuge Vision Scientific Co.,Ltd    เกาหลีใต้ 

    รุ่น VS-15000CFNII  

2. เคร่ืองเขยา่ผสม (Vortex Mixer) รุ่น FINE VORTEX   Finepcr    เกาหลีใต้   

3. เคร่ือง Vacuum Concentrator                                   Thermo Scientific, Inc.    สหรัฐอเมริกา                          

     รุ่น DNA110-230  

4. อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath)            Memmert                    เยอรมนี 

5. เคร่ือง Block Heater รุ่น HB-1 และ HB-2                 Wealtec Corp. สหรัฐอเมริกา 

6. ตู้แช่แข็ง -20 °C (Top Open Chest Freezer)              Sanyo Electric Co.,Ltd         ญ่ีปุ่ น 

7. ตู้แช่แข็ง -80 °C (ULT Deep Freezer) รุ่น DF8524    ilShin Lab Co.,Ltd.          เกาหลีใต้ 

8. เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น PTC-200                    MJ Research, Inc.       สหรัฐอเมริกา 

9. เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น EP Gradient S Eppendorf เยอรมนี       

10. เคร่ือง Thermal Cycler                                     PerkinElmer              สหรัฐอเมริกา 

      รุ่น GeneAmp PCR System 2400   

11. เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น PX2                          Thermo Scientific, Inc.    สหรัฐอเมริกา 

12. ชดุถ่ายภาพเจล (Transilluminator และ Doc-Print)  Vilber Lourmat            ฝร่ังเศส 

13. เคร่ืองวิเคราะห์และถ่ายภาพสารพนัธกุรรม        Syngene               สหรัฐอเมริกา 

      (G : BOX Chemi SD)                                

14. ตู้อบ (Incubator Shaker) Minitron                   Appropriate            สหรัฐอเมริกา 

      Technical Resources, Inc. 

15. เคร่ือง Suction รุ่น Pumpe 4010                       Boehringer Mannheim         เยอรมนี 

16. เคร่ือง Cryocentrifuge รุ่น Biofuge Stratos        Kendro Laboratory Products     เยอรมนี 

17. ตู้อบเพาะเลีย้ง CO2 (CO2 Incubator)                Sheldon Manufacturing Inc.   สหรัฐอเมริกา 

18. ตู้อบ (Incubator)                                                   Memmert                   เยอรมนี 

19. ตู้ปลอดเชือ้ (Class II Biosafety Cabinet)                Thermo Scientific, Inc.     สหรัฐอเมริกา 

 20. ตู้ปลอดเชือ้ (Larminar Flow Cabinet)               E.S.I. Flufrance                  ฝร่ังเศส 
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21. เคร่ืองวดัแสง luminescence (Luminometer)        PerkinElmer              สหรัฐอเมริกา 

       รุ่น VICTOR3       

22. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง                           Thermo                   สหรัฐอเมริกา 

     (UV-Visible Spectrophotometer) NanoDrop รุ่น 1000   

23. เคร่ืองชัง่แบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC      Mettler Toledo                          สวิสเซอร์แลนด์ 

24. ถงั Liquid Nitrogen รุ่น XT20                        Taylor-Wharton         สหรัฐอเมริกา 

25. กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั  Olympus                     ญ่ีปุ่ น 

      รุ่น Olympus CK30    

26. เคร่ือง Electroporator รุ่น EC100 EC Apparatus           สหรัฐอเมริกา 

27. เคร่ือง Power Supply รุ่น POWER PAC 200 และ 300      Bio-Rad                  สหรัฐอเมริกา 

 

อปุกรณ์ บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 

               

1. Microcentrifuge tube (ขนาด 0.5 ml และ 1.5 ml) Continental                 สหรัฐอเมริกา 

    และ PCR tube       Lab Products, Inc.    

2. Centrifuge tube (ขนาด 15 ml และ 50 ml)              BioLogix Research            สหรัฐอเมริกา 

3. Oak Ridge Centrifuge tube (ขนาด 50 ml)      Thermo Fisher Scientific, Inc.   สหรัฐอเมริกา 

4. Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 μl)                Corning Inc.                 สหรัฐอเมริกา 

5. BARRIERTIPS (ขนาด 20, 200, 1000 μl)            Continental                  สหรัฐอเมริกา 

                                                                                   Lab Products, Inc.    

6. Autopipette (ขนาด 20, 200, 1000 μl)        Gilson                       ฝร่ังเศส           

7. Autopipette (ขนาด 20 μl)                               Bio-Rad                      สหรัฐอเมริกา 

8. Pipette Aid รุ่น Portable XP                                   Drummond Scientific         สหรัฐอเมริกา 

9. จานเพาะเลีย้งเชือ้ (Petri Dishes)                       Bibby Sterilin Ltd.       สหราช 

  อาณาจกัร 

10. Luminometer Plate                                               PerkinElmer                สหรัฐอเมริกา 

11. Cell Culture Flask (ขนาด 25 cm2 และ 75 cm2)   Corning Inc.              สหรัฐอเมริกา 

12. Disposable Serological pipette                         Corning Inc.              สหรัฐอเมริกา 

     (ขนาด 5 ml และ 10 ml) 

13. Pasteur pipette                                                    Copan innovation             สหรัฐอเมริกา 

14. Cryovial tube (ขนาด 2 ml)                            Simport plastics            แคนาดา                     
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15. Cell Culture Dish (ขนาด 100mm X 20mm)                 Corning Inc.              สหรัฐอเมริกา 

16. 96  Well Cell Culture Cluster, Flat Bottom with Lid     Corning Inc.              สหรัฐอเมริกา 

17. SUB CELL รุ่น Mini-Sub Cell GT                           Bio-Rad                  สหรัฐอเมริกา 

18. SUB CELL รุ่น Wide Mini-Sub Cell GT         Bio-Rad                  สหรัฐอเมริกา 

19. Electroporation cuvettes ระยะห่างช่อง 1 mm. Bio-Rad                  สหรัฐอเมริกา 

 

สารเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 

1. ชดุนํา้ยา FlexiGene DNA Kit                    Qiagen                     เยอรมนี 

2. Ethidium Bromide                         Sigma Aldrich               สหรัฐอเมริกา 

3. 2-Propanol                                Sigma Aldrich               สหรัฐอเมริกา 

4. Absolute Ethanol                                        Merck                      เยอรมนี 

5. n-butanol Sigma Aldrich               สหรัฐอเมริกา 

6. GenePure LE Agarose                                              ISC BioExpress             สหรัฐอเมริกา 

7. ชดุนํา้ยา MasterTaq® Kit                                               Eppendorf                 เยอรมนี 

8. ชดุนํา้ยา Pfu DNA polymerase                            Fermentas                แคนาดา 

9. ชดุนํา้ยา Taq DNA polymerase                         NEB    สหรัฐอเมริกา  

    with standard Taq buffer                           

10. ชดุสกดัแยกดีเอ็นเอจากเจล  Bio-Rad                      สหรัฐอเมริกา 

     (Quantum Prep Freeze ’N Squeeze DNA  

     Gel Extraction Spin Column)       

11. Sterile Water (deionized water)                      General Hospital Products   ไทย 

 Public Co., Ltd     

12. ชดุนํา้ยา pGEM®-T Easy Vector System                      Promega                    สหรัฐอเมริกา 

13. เอนไซม์ MspI, KpnI, HindIII, Bsp1286I, XbaI NEB    สหรัฐอเมริกา 

14. 100 bp ladder        Fermentas                   แคนาดา 

15. 25 bp ladder, 50 bp ladder Promega                   สหรัฐอเมริกา 

16. ชดุนํา้ยา T4 DNA Ligase                                             Invitrogen                   สหรัฐอเมริกา 

17. Tryptone Peptone                                                  Becton Dickinson           สหรัฐอเมริกา 

18. BactoTM Yeast Extract                                            Becton Dickinson            สหรัฐอเมริกา 

19. Bacto-Agar                                                           Becton Dickinson             สหรัฐอเมริกา 

20. AMPILIN (Amplicilin,Ampicilin Sodium)     Atlantic Laboratories    ประเทศไทย 
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21. Sodium chloride                                                         Merck    เยอรมนี 

22. Calcium chloride dehydrate                                       Merck    เยอรมนี 

23. Magnesium chloride                                               APS Finechem             ออสเตรเลีย 

24. Sodium acetate                                     Merck                    เยอรมนี 

25. Potassium acetate                                                    Sigma Aldrich              สหรัฐอเมริกา 

26. Tris Base                                                                     Promega                    สหรัฐอเมริกา 

27. Orthoboric acid                                                       BDH                     สหราช    

  อาณาจกัร 

28. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt      BDH                        สหราช 

  อาณาจกัร 

29. Sodium hydroxide                                                Carlo Erba Reagenti       อิตาลี 

30. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)                                    Bio-Rad                   สหรัฐอเมริกา 

31. ชดุสกดั PureLinkTM HiPure Plasmid                              Invitrogen                 สหรัฐอเมริกา 

       DNA Purification Kits       

32. RNase A Sigma Aldrich              สหรัฐอเมริกา 

33. นํา้ยา TRIZOL® Reagent                                   Invitrogen                สหรัฐอเมริกา 

34. ชดุนํา้ยา Im-Prom™ II Reverse Transcriptase         Promega                  สหรัฐอเมริกา 

35. RNase AWAY (for RNase Decontamination)               Continental              สหรัฐอเมริกา 

36. เอนไซม์ Deoxyribonuclease I, Amplification Grade     Fermentas                แคนาดา 

37. Chloroform                                                                  Sigma Aldrich            สหรัฐอเมริกา 

38. Diethyl pyrocarbonate (DEPC)                                   Sigma Aldrich            สหรัฐอเมริกา 

39. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)      Hyclone                 สหรัฐอเมริกา 

      with 4.00 mM/L Glutamine,  

     4500 mg/L Glucose without Sodium Pyruvate    

40. Roswell Park Memorial Institute 1640                   Hyclone                 สหรัฐอเมริกา 

      (RPMI-1640) Medium with 2.05 mM  L-Glutamine 

41. Minimum Essential Medium (EMEM)  Hyclone         สหรัฐอเมริกา 

42. Ham's F12 medium  Hyclone                  สหรัฐอเมริกา 

43. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline                   JRH Biosciences          สหรัฐอเมริกา 

      (DPBS Modified) without Calcium, Magnesium      

44. Fetal Bovine Serum (FBS)                            Hyclone                 สหรัฐอเมริกา 
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45. HyQ Trypsin 0.25 % with EDTA  Hyclone                 สหรัฐอเมริกา 

      with 2.5 g Porcine Trypsin without Calcium, Magnesium       

46. Penicillin-Streptomycin Solution 10,000 units/ml  Invitrogen               สหรัฐอเมริกา 

      Penicillin, 10,000 μg/ml Streptomycin       

47. Fungizone Amphotericin B 250 μg/ml              Invitrogen                สหรัฐอเมริกา 

48. Dimethyl Sulfoxide                                                      Sigma Aldrich            สหรัฐอเมริกา 

49. ชดุนํา้ยา LipofectamineTM 2000                        Invitrogen               สหรัฐอเมริกา 

50. 40% ฟอร์มลัดีไฮด์                                                        ศกึษาภณัฑ์พาณิชย์      ประเทศไทย 

50. ชดุนํา้ยา Dual-GloTM Luciferase Assay System         Promega                สหรัฐอเมริกา 

3.2 การคัดเลือกประชากรและกลุ่มตวัอย่าง 

เซลล์เพาะเลีย้ง 

1. เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T (Human T cell lymphoblast-like) ช่ือ Jurkat ได้รับความ

อนุเคราะห์จาก ศ.นพ.ดร. อภิวัฒน์ มุทิรางกูร ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

2. เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Erythroid (Human erythroleukemia) ช่ือ K562 ได้รับความ

อนุเคราะห์จาก ศ.ดร. พรเทพ เทียนสิวากุล ภาควิชาจุลทรรศน์ศาสตร์คลินิก คณะสหเวชศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

3. เซลล์มะเร็งปอดชนิด Human alveolar basal epithelial cell ช่ือ A549 ได้รับความอนเุคราะห์จาก 

ดร. พนูลาภ ชีพสนุทร ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

4. เซลล์มะเร็งปากมดลกู (Human cervical cancer) ช่ือ HeLa (Henrietta Lacks) ได้รับความ

อนเุคราะห์จาก รศ.ดร. ภาวพนัธ์ ภทัรโกศล ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 

5. เซลล์ผิวหนงักําพร้า (Human keratinocyte) ช่ือ HaCaT ได้รับความอนเุคราะห์จาก ศ.ดร. เอ็น อี 

ฟซูนิก ศนูย์วิจยัมะเร็งแห่งเยอรมนี (German cancer research center) เมืองเฮเดลเบร์ก สหพนัธ์

สาธารณรัฐเยอรมนี 

6. เซลล์ Human embryonic kidney หรือ HEK293 ได้รับความอนเุคราะห์จาก รศ.นพ. วนัลา่ กลุ

วิชิต ภาควิชาอายรุศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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7. เซลล์มะเร็งในระบบประสาท (Human neuroblastoma) ช่ือ SH-SY5Y จดัหามาจาก American 

Type Culture Collection (Cat#:CRL-2266™, ATCC, Manassas, VA) 

อาหารสําหรับเลีย้งเซลล์กลุ่มเม็ดเลือดซึง่เป็นเซลล์ประเภทแขวนลอย (Suspension) และ A549 

คือ Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI1640) (Hyclone, Logan, UT) ผสมกบั 

Fetal bovine serum (FBS) (Hyclone) ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายของ FBS คือ 10% 

อาหารสําหรับเลีย้งเซลล์เกาะติด (Adherence cell) ยกเว้น SH-SY5Y คือ Dulbecco’s Modified 

Minimum Eagle’s Medium (DMEM) (Hyclone) ผสมกบั FBS ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายของ FBS คือ 

10% 

สําหรับเซลล์ SH-SY5Y คือ DMEM ผสมกบั Ham’s F12 medium (Hyclone) ในอตัราสว่น 1 ตอ่ 

1 โดยผสมกบั FBS ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายของ FBS คือ 20% 

โดยเซลล์ทัง้หมดจะถกูเพาะเลีย้ง (Incubate) ท่ี 37 องศาเซลเซียสภายใต้ความชืน้สมัพทัธ์ 95% 

และมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศ 5% 

แบคทีเรีย 

 ใช้เชือ้ Escherichia coli สายพนัธุ์ DH5α ซึง่ไม่มียีนดือ้ยา Ampicillin โดยเพาะเลีย้งใน Terrific 

broth (TB) หรือ Lysogeny broth (LB) หรือ LB agar ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

กลุม่ตวัอยา่งสขุภาพดีและผู้ ป่วยโรคซมึเศร้า 

 ประชากรเป้าหมาย (Target) สําหรับการศกึษานีคื้อคนไทยท่ีเกิดในประเทศไทย มีภมูิลําเนาอยู่ท่ี

จงัหวดัเลย หนองบวัลําภูและจงัหวดัใกล้เคียงท่ีอยู่ในเขตควารับผิดชอบของโรงพยาบาลจิตเวชเลยราช

นครินทร์ กายรูปต้องบ่งชีถ้ึงความเป็นคนเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้และต้องป่วยเป็นโรคซึมเศร้า (Major 

depressive disorder) จากการวินิจฉยัของจิตแพทย์ การเลือกกลุม่ตวัอย่างในเขตนีเ้พราะมีความชกุของ

โรคซมึเศร้าสงูท่ีสดุในพืน้ท่ีสาธารณสขุเขต 10 
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 ประชากรกลุม่ตวัอย่าง (Sample) ประกอบด้วยผู้ ป่วย (Case) ท่ีเป็นโรคซมึเศร้าตามการจําแนก

ของประชากรเป้าหมายและมีคุณสมบัติครบตามเกณฑ์ท่ีกําหนดและคนไทยท่ีมีสุขภาพดี (Healthy 

control) ท่ีมีภมูิลําเนาเดียวกบักลุม่เป้าหมายและมีคณุสมบตัคิรบตามเกณฑ์ท่ีกําหนด 

 ประชากรกลุ่มตัวอย่างท่ีเป็นอาสาสมคัรเข้าร่วมโครงการต้องลงนามเป็นลายลักษณ์อักษรใบ

ยินยอมเข้าร่วมโครงการ (ตามภาคผนวก ข) พร้อมทัง้ได้แจ้งข้อมลูท่ีอาสาสมคัรและผู้ ท่ีเก่ียวข้องควรทราบ 

(ตามภาคผนวก ค) โดยเม่ืออาสาสมคัรได้ลงนามในเอกสารดงักล่าวเรียบร้อยจึงเก็บเลือดครบ (Whole 

blood) ใสส่ารกนัเลือดแข็ง EDTA และบนัทึกข้อมลูพร้อมสําหรับการวิเคราะห์ผล โดยเกณฑ์คดัเลือกกลุม่

ผู้ ป่วยจะประกอบด้วยเกณฑ์สําหรับเลือกเข้าและคดัออก (Inclusion and exclusion criteria) โดยใช้ 

DSM-IV เป็นเกณฑ์ท่ีใช้ในการวินิจฉยั 

เกณฑ์การเลือกเข้า (Inclusion criteria) 

1. เข้ารับการรักษาในพืน้ท่ีให้บริการของโรงพยาบาลจิตเวชเลยราชนครินทร์ 
2. เป็นประชากรชายหรือหญิงท่ีมีอายตุัง้แต ่18 ปีขึน้ไปท่ียินยอมเข้าร่วมโครงการ 

3. ไม่ป่วยทางจิตโรคอ่ืนร่วมกับโรคซึมเศร้า เช่น โรคจิตเภท (Schizophrenia) หรือ Substance 

abuse disorder เป็นต้น 

4. ไมเ่จ็บป่วยด้วยโรคทางกายรุนแรงจนเป็นอปุสรรคตอ่การวิจยั 

5. เข้าเกณฑ์ในการวินิจฉัยโรคซึมเศร้าโดยจิตแพทย์ โดยมีอาการต่อไปนีอ้ย่างน้อย 5 ข้อเป็นเวลา

อยา่งน้อย 2 สปัดาห์อยา่งตอ่เน่ืองพร้อมเพรียงกนั คือ 

5.1 อารมณ์เศร้าตลอดทัง้วนัหรือเกือบทกุวนั* 

5.2 ความสนใจในสิง่ตา่งๆลดลงมาก ไมอ่ยากพดูกบัใคร ไมอ่ยากทําสิง่ใดเกือบทัง้วนั* 

5.3 นํา้หนกัลดลงอยา่มากโดยท่ีไมไ่ด้ตัง้ใจลดอาหารหรือนํา้หนกัเพิ่มอยา่งมากเพราะกินจ*ุ* 

5.4 นอนไมห่ลบัหรือนอนมากเกือบทกุวนั** 

5.5 การเคลื่อนไหวและความคดิเช่ืองช้า กระวนกระวายอยูไ่มส่ขุ** 

5.6 ออ่นเพลีย เหน่ือยล้า ไมมี่เร่ียวแรง เป็นเกือบทกุวนั** 

5.7 รู้สกึไร้คา่ รู้สกึผิดมากกวา่ปกต ิเป็นเกือบทกุวนั** 

5.8 ไมมี่สมาธิ คดิไมอ่อก ตดัสนิใจลําบาก เป็นเกือบทกุวนั** 

5.9 อยากตายหรือพยายามฆา่ตวัตาย** 
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หมายเหต ุ* ต้องมีอยา่งน้อย 1 ใน 2 อาการหลกั, ** ต้องมีอยา่งน้อย 4 อาการรอง 

6. ทัง้นีผู้้ ป่วยต้องไม่มีประวตัแิมเนีย (Mania) หรือไฮโปแมเนีย (Hypomania) มาก่อน 

เกณฑ์การคดัออก (Exclusion criteria) 

1. ไมย่ินยอมร่วมโครงการวิจยั 

2. ไมเ่ข้าเกณฑ์การวินิจฉยัโรคซมึเศร้า 

3. มีอาการแมเนียหรือไฮโปแมเนีย 

 

ภาพที่ 3.1 แผนท่ีจงัหวดัเลยและอาณาเขตตดิตอ่กบัจงัหวดัใกล้เคียง     

 (ที่มา http://www.rploei.go.th/web/index.php?option=com_wrapper&Itemid=132) 
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ขนาดของกลุม่ตวัอยา่ง 

 เน่ืองจากความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน hDAT บริเวณ rs2652511 บน Promoter และ 

63bp-VNTR บน Intron 3 ยงัไม่เคยมีการศกึษามาก่อนในกลุ่มอาสาสมคัรสขุภาพดีในชนชาติไทยหรือ

เอเชีย ดงันัน้ทางผู้วิจยัจงึได้ใช้ความถ่ีอลัลีลของคนปกติในคนเชือ้ชาติเยอรมนัจากการศกึษา Association 

studies กบัโรค Bipolar ซึง่มีความคล้ายคลงึกบัโรคซมึเศร้า โดยได้ใช้ชดุคําสัง่คํานวณ Sample size for 

case-control study จากโปรแกรม EpiCalc 2000 Version 1.02 (Joe Gilman and Mark Myatt, 1998) 

ทําให้ได้จํานวนขนาดกลุม่ควบคมุและกลุม่ตวัอยา่งโรคซมึเศร้าสําหรับการวิจยั โดยกลุม่ตวัอย่างขัน้ต่ําท่ีใช้

กบัการคํานวณเพ่ือให้ผลการทดลองท่ีมีนยัสําคญัมีความน่าเช่ือถือคือ 133 รายสําหรับแตล่ะกลุม่ 

 

3.3 การตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน hDAT ตาํแหน่ง -844T/C (rs2652511)  

 และ 63bp-repeat VNTR บน Intron 3 

 ดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากเลือดครบจะถกูเพิ่มปริมาณในบริเวณท่ีต้องการด้วยปฏิกิริยา PCR ท่ีมีไพร์

เมอร์จําเพาะต่อบริเวณดงักล่าวด้วยสภาวะท่ีแตกต่างกนั โดยการศึกษาความหลากหลาย ณ ตําแหน่ง -

844T/C (SNP database: rs2652511) จะใช้การตดัเอนไซม์จําเพาะ Msp I ร่วมด้วยภายหลงัจากการทํา

ปฏิกิริยา PCR ในขณะท่ีการศกึษาความหลากหลาย ณ Intron 3 ซึง่เป็น 63bp-Repeat VNTR จะใช้การ

ทําปฏิกิริยา PCR เพียงอยา่งเดียว ซึง่ไพร์เมอร์และสภาวะท่ีใช้ได้แสดงในตารางท่ี 3.1 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ท่ีผ่านการตดัเอนไซม์จําเพาะของ rs2652511 แล้วจะถกูแยกใน

วุ้นอะกาโรสท่ีมีความเข้มข้น 4% ภายใต้ความตา่งศกัย์ 80 โวลต์เป็นเวลา 65 นาที ในขณะท่ีผลผลิต PCR 

ของ VNTR บน Intron 3 จะถกูแยกในวุ้นอะกาโรสท่ีมีความเข้มข้น 2% ภายใต้ความตา่งศกัย์ 100 โวลต์

เป็นเวลา 50 นาที ซึง่ภายหลงัจากการแยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าเรียบร้อยแล้ว แผ่นวุ้นจะถกูนําไป

ย้อมสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์แล้วถ่ายภาพใน UV transluminator เพ่ือเก็บข้อมลูแถบดีเอ็นเอมา

วิเคราะห์ผลตอ่ไป 
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ตารางที่ 3.1 แสดงรายช่ือและลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการศึกษาความหลากหลายทาง 

พนัธุกรรมของยีน hDAT 

ตําแหน่งของยีน ไพร์เมอร์ Annealing และ Mg2+ 

-844T/C ψ 

(rs2652511) 

hDAT-691*  : 5’- GCACTCGCCTAAGAAAACCA-3’ 

hDAT-962   : 5’- AATTGGTACCATCGAGGGTACACGGGG-3’ 
63oC / 2 mM 

63bp-repeat 

VNTR (Intron 3)  

Intron3-F**   : 5’-GAAGTTGGCTGGTTGGTGAG-3’ 

Intron3-R**   : 5’-ACCAGAGTCCCCCTTACCAA-3’ 
61oC / 2 mM 

หมายเหต ุ * Rubie (2001) [21]; ** Franke (2008) [103]; ψ อ้างอิงตําแหน่งตาม AF115382 

3.4 การวิเคราะห์ผลความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน hDAT ในตาํแหน่งที่สนใจ 

 การกระจายตวัของจีโนไทป์ (Genotypic distribution) ของแต่ละกลุ่มประชากรจะถกูเก็บและ

นํามาหาความถ่ีอลัลีล (Allele frequency) ซึง่หาได้จาก  

 ความถ่ีอลัลีล P = จํานวนอลัลีล P ท่ีนบัจากผลการกระจายตวัจีโนไทป์ 

 ซึง่ผลของความถ่ีอลัลีลและการกระจายตวัของจีโนไทป์จะใช้เป็นคา่ในการคํานวณสมดลุฮาร์ดีไวน์

เบร์ิก (Hardy-Weinberg) ตามสมการ 

   P + Q   = 1 

 และ  P2 + 2PQ + Q2  = 1 

 โดย P และ Q คือความถ่ีอลัลีลของอลัลีลชนิดตา่งๆ ในท่ีนีคื้อการคํานวณของความหลากหลายท่ี

มีชนิดของอลัลีลเพียงสองชนิด ในขณะท่ีค่า P2 และ Q2 คือการกระจายตวัจีโนไทป์ของ P/Q แบบโฮโม

ไซกสั ในขณะท่ี 2PQ คือการกระจายตวัจีโนไทป์แบบเฮเทโรไซกสั 

 คา่การกระจายตวัจีโนไทป์ตามทฤษฎี (Expected genotype) และตามท่ีเก็บข้อมลูได้ (Observed 

genotype) จะถกูนํามาเปรียบเทียบด้วยสถิติ Chi square test (χ2) ซึง่หากคา่ p > 0.05 จึงถือว่าผลท่ีเก็บ

ข้อมลูได้และผลท่ีคํานวณได้ตามทฤษฎีไมมี่ความแตกตา่งกนั 

 ผลของความถ่ีอัลลีลจะถูกนําไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์กับการเกิดโรคซึมเศร้าทัง้ในแบบ 

Single marker ด้วยชดุคําสัง่ EpiCalc 2000 Version 1.02 (Joe Gilman and Mark Myatt, 1998) และ 
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Haplotype รวมถึง Linkage disequilibrium (LD) ด้วยชุดคําสัง่ HaploView™ Version 4.1 

(http//www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) [104] 

3.5 การสร้างชิน้ส่วนดเีอน็เอเพื่อการโคลน การตกตะกอนและการเช่ือมดเีอน็เอกับพลาสมิด 

 ดีเอ็นเอจากจีโนมจะถกูเพิ่มจํานวนโดยการทํา PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ hDAT-962-KpnI : 5’-

AATTGGTACCATCGAGGGTACACGGGG-3’ และ hDAT+41-HindIII : 5’-CTTAAAGCTTCGAGAG 

CGTTCCGCG-3’ ด้วยสภาวะท่ีมีแมกนีเซียมซลัเฟต 1 mM โดยปฏิกิริยา PCR จะเร่ิมด้วย Initial 

denaturation 94oC 5 นาที ตามด้วย Denaturation 94oC 30 วินาที, Annealing 62oC 30 วินาที และ 

Extension 70oC 2 นาที เป็นจํานวน 40 รอบและจบปฏิกิริยาด้วย Final extension ท่ี 72oC 15 นาที โดย

ในการทําปฏิกิริยา PCR นีจ้ะใช้เอนไซม์ Taq DNA polymerase (NEB) 2 สว่นตอ่ Pfu DNA polymerase 

1 สว่นซึง่ Pfu polymerase (Fermentas) จะมีฤทธ์ิ 3’→5’ Exonuclease (Proofreading) อยูด้่วย 

 ดีเอ็นเอจากการทํา PCR ในข้างต้นจะถกูตกตะกอนโดย 3M CH3COONa (pH 5.5) ปริมาตร 10% 

ของดีเอ็นเอและ Absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เท่าของดีเอ็นเอ จากนัน้ Incubate ท่ี -20 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 30 นาทีจงึนําไปป่ันท่ีความเร็ว 13,500 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 10 นาทีแล้วจึงล้างตะกอนท่ีได้ด้วย 

70% Ethanol แล้วละลายด้วย 20 ไมโครลติรของนํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 

 ดีเอ็นเอท่ีผ่านการตกตะกอนแล้วจะเช่ือมกบัพลาสมิด pGEM®-T Easy vector (Promega) ด้วย

นํา้ยา LigaFast™ Rapid DNA Ligation System (Promega) เป็นเวลา 24 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิห้องแล้วจึง

นําเข้าสูเ่ซลล์แบคทีเรียด้วยกระแสไฟฟ้า จากนัน้จึงสกดั pGEM®-T Easy vector ในโคโลนีท่ีมีชิน้สว่นท่ี

ต้องการ (hDAT promoter)  แล้วจึงนําพลาสมิดนัน้มาตดัเอนไซม์จําเพาะ Kpn I (NEB) และ Hind III 

(NEB) จงึนํามาเช่ือมกบัพลาสมิด pGL3-Basic (Promega) ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์จําเพาะ Kpn I และ Hind 

III มาก่อนแล้วด้วยนํา้ยา LigaFast™ จงึนําเข้าสูเ่ซลล์แบคทีเรียด้วยกระแสไฟฟ้า 
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ภาพที่ 3.2 พลาสมิด pGEM®-T Easy vector สําหรับโคลน PCR product โดยพลาสมิดมีปลาย T 

overhang จึงเหมาะสมกบั PCR product ท่ีเกิดจากการใช้ Taq DNA polymerase ท่ีมี

การเตมิ A overhang ท่ีปลายด้าน 3’ 

 

ภาพที่ 3.3 พลาสมิด pGL3-Basic vector สําหรับการโคลน Promoter โดยมีตําแหน่ง Multiple 

cloning site สําหรับโคลน ณ บริเวณ 5-53 ของพลาสมิดซึง่เป็นตําแหน่งท่ี Promoter ของ

ยีน Firefly luciferase ขาดหายไป 

 บฟัเฟอร์ของนํา้ยา LigaFast™ มีความเข้มข้น 2X ซึ่งประกอบด้วยสารจําเป็นสําหรับการทํา 

Ligation ครบแล้ว เช่น 10% PEG4000 หรือ 2 mM ATP ก็ตาม โดยเอนไซม์ท่ีใช้กบั LigaFast™ คือ T4 

DNA ligase นัน่เอง สดัสว่นการทํา Ligation ด้วยนํา้ยา LigaFast™ คือพลาสมิด 3 สว่นตอ่ดีเอ็นเอ 1 สว่น
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ในนํา้ยา 2X LigaFast™ buffer ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายคือ 1X และเอนไซม์ T4 DNA ligase 3 U แล้วจึง 

Incubate ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.6 การส่งพลาสมิดเข้าแบคทเีรียด้วยวิธี Electroporation 

 การทํา Electroporation เป็นการกระตุ้นให้เกิดรูบนผนงัเซลล์ (Cell wall) ของเซลล์แบคทีเรียด้วย

กระแสไฟฟ้าสง่ผลให้เซลล์แบคทีเรียสามารถรับดีเอ็นเอพลาสมิดเข้าสูเ่ซลล์ได้ชัว่ขณะท่ีมีกระแสไฟฟ้า 

 แบคทีเรียท่ีถกูเตรียมเป็น Competent cell จะถกูละลายท่ีอณุหภมูิห้องและผสมกบัดีเอ็นเอให้เข้า

กนัแล้วจึงถ่ายไปใส่ใน Cuvette ท่ีมีขัว้ไฟฟ้าท่ีมีช่องว่างระหว่างขัว้ทัง้สอง 1 มิลลิเมตรแล้วชอร์ตด้วย

กระแสไฟฟ้าท่ีมีความต่างศกัย์ 1,800 โวลต์เป็นเวลา 3 วินาที จากนัน้ให้รีบเติม TB broth เข้าไป 1 

มิลลิลิตรแล้วรีบนําแบคทีเรียไปเลีย้งท่ี 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมงก่อนท่ีจะแบ่งแบคทีเรียออกมา

ละเลง (Spread) ให้ทัว่ LB agar + Ampicillin จนแห้งแล้วจึง Incubate นาน 16-18 ชัว่โมงท่ี 37 องศา

เซลเซียส 

3.7 การคัดเลือกโคโลนีแบคทเีรียด้วยวิธี Colony PCR 

 การทํา Colony PCR นัน้จะใช้ไพร์เมอร์ท่ีจําเพาะตอ่พลาสมิดท่ีถกูสง่เข้าแบคทีเรียตวันัน้ โดยหาก

เป็นการตรวจสอบ pGEM-T Easy vector (Promega) จะใช้ไพร์เมอร์ SP6 promoter และ T7 promoter 

ในขณะท่ีการตรวจสอบ pGL3-Basic (Promega) จะใช้ไพร์เมอร์ RV3 และ GL2 ซึง่รายละเอียดอณุหภมูิ 

Annealing ท่ีใช้และความเข้มข้น Magnesium ได้แสดงไว้ในตารางเบือ้งลา่ง 

ตารางที่ 3.2 แสดงรายช่ือไพร์เมอร์และลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการทํา Colony PCR สําหรับพลาสมิด 

pGEM®-T Easy vector และ pGL3-Basic 

พลาสมดิ ไพร์เมอร์สําหรับปฏิกิริยา P C R  Annealing และ Mg2+ 

pGEM-T Easy 

vector 

SP6     :   5’-ATTTAGGTGACACTATAG-3’ 

T7       :   5’-TAATACGACTCACTATAGG-3’ 
50.1oC / 2mM 

pGL3-Basic 
RV3    :   5’-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3’ 

GL2   :    5’-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3’ 
51.9oC / 2 mM 
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 ปฏิกิริยา PCR จะเร่ิมด้วย Initial denaturation 94oC 5 นาที ตามด้วย Denaturation 94oC 30 

วินาที, Annealing อณุหภมูิท่ีเหมาะสม 30 วินาที และ Extension 70oC 1 นาทีตอ่กิโลเบส เป็นจํานวน 35 

รอบและจบปฏิกิริยาด้วย Final extension ท่ี 72oC 5 นาที  

 ภายหลงัการทํา PCR แล้ว ผลผลิต PCR จะถกูนํามาแยกบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2% โดย

ผลผลิตพลาสมิดท่ีไม่มีการแทรกชิน้สว่นท่ีสนใจจะมีความยาว 176 คูเ่บสและ 184 คูเ่บสสําหรับ pGEM-T 

Easy vector และ pGL3-Basic ตามลําดบั โดยหากพลาสมิดมีชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีสนใจแทรกอยู่ความยาว

ของผลผลิต PCR ท่ีแยกได้จะมีขนาดเป็นผลผลิต PCR ของพลาสมิดท่ีไม่มีชิน้สว่นดีเอ็นเอแทรกบวกด้วย

ขนาดของดีเอ็นเอท่ีแทรกเข้าไป 

3.8 การสกัดพลาสมิดด้วยวิธีการ Alkaline lysis 

 หลงัจากการตรวจสอบหาโคโลนีแบคทีเรียท่ีต้องการด้วยวิธี Colony PCR แล้ว โคโลนีแบคทีเรียท่ี

ต้องการจะถกูนําไปเลีย้งเพิ่มจํานวนใน LB broth + Ampicillin เป็นเวลา 3 คืน 

 เซลล์แบคทีเรียจะถกูแยกออกจาก LB broth ด้วยการป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 8,500 รอบตอ่นาที

เป็นเวลา 5 นาทีจากนัน้ตะกอนแบคทีเรียจะถกูทําให้เป็นเนือ้เดียวกบัสารละลายบฟัเฟอร์หมายเลข 1 (10 

mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) 300 ไมโครลติรและตามด้วยบฟัเฟอร์หมายเลข 2 ท่ีถกูอุ่น (0.2 M 

NaOH, 10% SDS) 380 ไมโครลิตรผสมกนัจนกว่าสารละลายจะใส (ผสมโดยการ Inversion mix ไม ่

vortex) แล้วตามด้วยบฟัเฟอร์หมายเลข 3 ท่ีเย็นจดั (3M CH3COOK pH 5.5) 380 ไมโครลิตรลงไปแล้วแช่

เย็น 15 นาที ครบเวลาแล้วตัง้ไว้ให้ละลายแล้วนําไปป่ันแยกท่ี 13,500 รอบต่อนาที 10 นาที ท่ี 4 องศา

เซลเซียสแล้วจงึถ่ายสว่นใสใสห่ลอดทดลอง 2 หลอดเท่าๆกนัแล้วจึงเติม Isopropanol 1 มิลลิลิตรท่ีเย็นจดั

ลงไป ตัง้ทิง้ไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียสนาน 10 นาทีจึงไปป่ันแยกท่ี 13,500 รอบต่อนาที 10 นาที ท่ี 4 องศา

เซลเซียสจะได้ตะกอนดีเอ็นเอพลาสมิด ให้ล้างตะกอนนีด้้วย 70% Ethanol 1 มิลลิลิตรแล้วไปป่ันอีกครัง้

หนึ่งจึงตากให้แห้งแล้วจึงละลายพลาสมิดด้วยนํา้กลัน่ท่ีมีเอนไซม์ RNase A (Sigma) ผสมอยู่จากนัน้ 

Incubate ท่ี 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาทีแล้วจงึตกตะกอนซํา้ด้วย Isopropanol และล้างด้วย 70% 

Ethanol อีกครัง้หนึง่จงึละลายพลาสมิดด้วยนํา้กลัน่บริสทุธ์ิ 35 ไมโครลติร 

 เพ่ือเป็นการทดสอบว่าอาร์เอ็นเอไม่ได้ปนเปื้อนมาในพลาสมิดท่ีสกัดได้ ให้นําพลาสมิด 3 

ไมโครลติรไปแยกบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 0.7% จะพบเฉพาะพลาสมิดอยา่งเดียวท่ี 3,000 คูเ่บสขึน้ไป
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อาจเป็นสเมียร์ (Smear) กองอยู่เหนือแถบเด่ียวก็ได้ซึ่งเกิดจากพลาสมิดบางส่วนยังคงรูปแบบของ 

Supercoiled อยู ่โดยอาร์เอ็นเอท่ีปนเปือ้นมาจะมีแถบเป็นสเมียร์อยุร่ะหวา่ง 250-1,000 คูเ่บส  

3.9 การตรวจสอบพลาสมิดด้วยการตดัเอนไซม์จาํเพาะและการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ 

 พลาสมิดท่ีสกัดได้จะถูกนําทดสอบด้วยการตัดเอนไซม์จําเพาะอีกครัง้หนึ่งเ พ่ือทดสอบ

ความจําเพาะของแถบดีเอ็นเอก่อนนําไปใช้งานตอ่ไป ซึง่เอนไซม์ท่ีใช้ทดสอบในท่ีนีคื้อ Kpn I และ Hind III 

โดยพลาสมิด 2 ไมโครกรัมจะถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 50 U เป็นเวลา 24 ชัว่โมงภายในบฟัเฟอร์

หมายเลข 2 และ BSA ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ภายหลงัจากการตดัเอนไซม์จําเพาะแถบดีเอ็น

เอพลาสมิดจะถกูแยกภายใต้วุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1% ซึง่จะพบแถบของดีเอ็นเอจากพลาสมิดในระดบั

ประมาณ 3,000 คูเ่บสสําหรับ pGEM®-T Easy vector หรือ 4,000 คูเ่บสสําหรับ pGL3-Basic ร่วมกบั

แถบของดีเอ็นเอท่ีเป็น Insertion element ท่ี 1,000 คูเ่บส 

 หลงัจากสกดัพลาสมิด pGEM®-T Easy vector แล้วพลาสมิดจะถกูนําไปหาลําดบันิวคลีโอไทด์

และนําลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI โดยใช้ AF115382 หรือ 

NT006576.15 เป็นฐานข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์อ้างอิงสําหรับลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการโคลนครัง้นี ้

 

ภาพที่ 3.4 ผลของการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากพลาสมิดกบัฐานข้อมลู NCBI พบว่า

ตรงกนั 99.6% โดยสว่นท่ีแตกตา่งกนัอาจเกิดจากความผิดพลาดในการอา่นผลหรือ ความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมเม่ือเทียบกบัฐานข้อมลูก็ได้ 

สําหรับกรณีของ pGL3-Basic จะใช้เพียงการตดัเอนไซม์เพ่ือดลูายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยการใช้เอนไซม์ 

Xba I (NEB) และ Bsp1286I (NEB) จากการทํา Colony PCR ร่วมด้วย 

3.10 การขนส่งพลาสมิดเข้าสู่เซลล์เพาะเลีย้ง (Transfection) 

 Recombinant plasmid จะถกูขนสง่เข้าเซลล์ด้วยชดุนํา้ยา Lipofectamine 2000™ (Invitrogen) 

เข้าไปในเซลล์เพาะเลีย้ง โดยเซลล์เพาะเลีย้งดงักลา่วคือ HeLa (Human cervical cancer), SH-SY5Y 
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(Human neuroblastoma) และ HaCaT (Human keratinocyte) ซึง่ใช้ปริมาณเซลล์ตัง้ต้น 50,000 เซลล์

สําหรับ HeLa และ HaCaT ในขณะท่ี SH-SY5Y จะใช้ 200,000 เซลล์ใน 96 well plate และนํามา 

Incubate เลีย้งท่ี 37 องศาเซลเซียสจนกระทัง่เซลล์เจริญหนาแน่น 90-95% ของพืน้ท่ีในหลมุเลีย้ง 

 ก่อนการขนสง่เซลล์จะถกูล้างด้วย Serum free medium  1 ครัง้แล้วเติม Serum free medium ลง

แต่ละหลมุเลีย้งปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วตาม Recombinant plasmid 200 นาโนกรัมร่วมกบั pRL-

CMV co-transfection vector (Promega) ความเข้มข้น 20 นาโนกรัมท่ีผสมกนัในนํา้ยา Lipofectamine 

2000™ (Invitrogen) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตรลงไปในแตล่ะหลมุแล้วผสมให้เข้ากนั แล้ว Incubate ท่ี 37 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 ชัว่โมงจึงนํามาเปลี่ยน Medium ด้วยการล้างกบับฟัเฟอร์ PBS 2 ครัง้และเติม 

Medium with serum ไปในแต่ละหลมุ โดยอาหารดงักล่าวนีส้ามารถผสมสารเคมีท่ีต้องการทดสอบกบั

เซลล์ได้ด้วย ในท่ีนีคื้อยา Dexamethasone (Sigma) ท่ีความเข้มข้น 10-4, 10-6 และ 10-8 โมลตอ่ลิตร [105] 

จากนัน้นําไป Incubate ตอ่อีก 24 ชัว่โมงจงึนํามาทดสอบ Reporter assay 

 

ภาพที่ 3.5 พลาสมิด pRL-CMV ซึง่เป็นพลาสมิดท่ีใช้ในการ co-transfection โดยตวั pRL-CMV จะมี

ยีน Renilla luciferase พร้อมด้วย CMV Immediate Early Enhancer/Promoter ด้วย 

 

3.11 Reporter gene assay 

 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน Firefly luciferase เพ่ือศกึษา Promoter activity ของยีน 

hDAT ในสภาวะปกติและในสภาวะท่ีมียา Dexamethasone ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกนั ในขัน้ตอนนีใ้ช้
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นํา้ยา Dual-Glo™ Luciferase assay system (Promega) ซึง่จะวดัปริมาณของ Firefly luciferase จาก 

Recombinant-pGL3-Basic-hDAT promoter และ Renilla luciferase จาก pRL-CMV control vector ท่ี

ถูกขนส่งเข้าเซลล์ไปร่วมกับพลาสมิดท่ีต้องการทดสอบ โดยการนําเซลล์ท่ีต้องการตรวจวดัมาเติมนํา้ยา 

Dual-Glo™ Luciferase reagent (Buffer and substrate) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอ่หลมุของ 96 well 

plate โดยผสมแล้วตัง้ทิง้ไว้ 10 นาทีโดยหลีกเล่ียงการได้รับแสงโดยตรง จากนัน้วดั Firefly luciferase 

activity โดยเคร่ือง VICTOR3 Luminometer (PerkinElmer) จากนัน้ให้เติมนํา้ยา Dual-Glo™ Stop&Glo 

reagent  (Firefly luciferase stop reagent และ Renilla luciferase substrate) อีก 100 ไมโครลิตรแล้ว

ตัง้ทิง้ไว้อีก 10 นาทีจากนัน้นําไปวดั Renilla luciferase activity คา่ท่ีได้จากการทดลองนีจ้ะถกูนําประมวล

โดยเทียบเป็นสดัสว่นของ Firefly luciferase activity ตอ่ Renilla luciferase activity (F/R ratio) 

 ข้อมลูท่ีได้จากการทดสอบ Luciferase activity ของพลาสมิดจะอยูใ่นรูปของ F/R ratio ดงัท่ีได้

กลา่วไปในข้างต้นแล้ว ซึง่คา่ F/R ของพลาสมิดท่ีมีการ Recombinant ด้วย Promoter ของ hDAT จะถกู

เปรียบเทียบกบั pGL3-Basic ท่ีไมมี่การ Recombinant ของ Promoter จะได้เป็น Fold over pGL3-Basic  

 ซึง่ Fold over pGL3-Basic ของหลมุท่ีมีการ Treat ยา Dexamethasone จะถกูนํามาเทียบกบั

หลมุท่ีไม่มีการ Treat ยาในรูปของ Fold over untreated recombinant pGL3-Basic โดยให้คา่ของ Fold 

over pGL3-Basic ในหลมุท่ีไม่มีการ Treat สารมีค่าเท่ากับ 1.00 (หนึ่ง) โดยค่าท่ีได้จะถูกนํามา

เปรียบเทียบในรูปแบบของ Student’s T-test ซึง่หากค่า p-value มีค่าต่ํากว่า 0.05 จะถือว่ามีความ

แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั 

3.12 การสกัด RNA ด้วยนํา้ยา Trizol® (Invitrogen, Carlsband, CA, USA) [106] และการทดสอบ

คุณภาพ RNA 

 ก่อนใสนํ่า้ยา Trizol® เซลล์เพาะเลีย้งชนิดเกาะตดิจะถกูเลีย้งในจานเพาะเลีย้งชนิด 6 หลมุและดดู

เอาอาหารเลีย้งเชือ้ออกให้หมด ในขณะท่ีเซลล์ชนิดแขวนลอยจะนําไปป่ันแยกตะกอนเซลล์ออกจากอาหาร 

จากนัน้เซลล์ทกุ 10 ล้านเซลล์จะถกูผสมกบักบันํา้ยา Trizol® 1 มิลลิลิตรและรอจนนํา้ยาใสแจ๋วจึงถ่าย

นํา้ยามายงัหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรและผสมคลอโรฟอร์มลงไป 200 ไมโครลิตรต่อ Trizol® 1 

มิลลิลิตรแล้วทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 15 นาที เม่ือครบเวลาจะถกูป่ันแยกท่ีความเร็ว 12,000 G เป็นเวลา 15 

นาทีท่ี 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นําส่วนใสชัน้บนสุดถ่ายมาหลอดใหม่โดยไม่ให้กระทบกระเทือนกับชัน้

กลางขุน่แลชัน้ลา่งพิงค์ เติมไอโซโพรพานอลท่ีเย็นจดัลงไปในหลอดใหม่ท่ีมีชัน้บนใสอยุ่ 500 ไมโครลิตรตอ่ 
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Trizol® 1 มิลลิลิตรแล้ว Incubate ท่ี -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลานําไปป่ันแยกท่ี

ความเร็ว 12,000 G เป็นเวลา 15 นาทีท่ี 4 องศาเซลเซียสแล้วเทส่วนใสทิง้ ซบัให้แห้งและเติม 75% 

เอธานอลท่ีมีนํา้ DEPC เป็นตวัเจือจาง 1 มิลลลิติรเพ่ือล้างตะกอนโดยการป่ันแยกท่ีความเร็ว 7,500 G เป็น

เวลา 5 นาที สดุท้ายให้ตากตะกอนให้แห้งแล้วละลายตะกอนในนํา้ท่ีปราศจาก RNase (ในท่ีนีคื้อนํา้ท่ีทํา

การเตมิ DEPC) ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที สารละลาย RNA นีส้ามารถเก็บได้ท่ี –80 องศา

เซลเซียส 

 

ภาพที่ 3.6 ชัน้ตา่งๆ ของ Trizol® ในการสกดัอาร์เอ็นเอ [106] 

 หากต้องการเก็บ RNA ใน -20 องศาเซลเซียส ให้เก็บ RNA ใน 75% เอธานอลท่ีมีนํา้ DEPC เป็น

ตวัเจือจาง ซึง่สามารถเก้บไว้ได้อยา่งน้อย 1 ปี 

 วุ้นอะกาโรสสําหรับแยกอาร์เอ็นเอจะถูกเตรียมโดยการต้มวุ้นอะกาโรส 1 กรัมในนํา้กลัน่ 72 

มิลลิลิตรจากนัน้ให้ต้มจนวุ้นละลายแล้วเติม 10X MOPS 10 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากนัแล้วทิง้ไว้ให้อุ่นจึงเติม

สารละลายฟอร์มาลิน (ศกึษาภณัฑ์พาณิชย์, ประเทศไทย) 18 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วเททนัทีเพ่ือรอ

วุ้นแข็งแล้วจงึแช่ใน 1X MOPS ก่อนทําการทดลอง 

 อาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้จะถกูแบง่มาผสมกบั Loading dye ท่ีผสมฟอร์มาลินแล้ว Incubate ท่ี 70 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาทีแล้วช็อคด้วยการแช่นํา้แข็งทนัทีก่อนท่ีจะนําไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้าใน

วุ้นอะกาโรสท่ีมีฟอร์มลัดีไฮด์ผสมอยู ่ 

 แถบอาร์เอ็นเอท่ีได้จากการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าควรจะปรากฏแถบของ 28S และ 18S rRNA 

อยา่งชดัเจน โดยอาจจะพบแถบของอาร์เอ็นเอชนิดมวลโมเลกลุต่ําจําพวก 5.8S และ 5S rRNA ได้ อาร์เอ็น

เอท่ีคณุภาพสงูความเข้มของแถบ 28S rRNA ควรจะมีความเข้มเป็นสองเท่าของแถบ 18S rRNA และไม่
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ควรมีเสมียร์อยู่ระหว่างแถบทัง้สองนี ้โดยแถบ 28S rRNA จะมีขนาดประมาณ 4,700 คูเ่บสในขณะท่ี 18S 

rRNA มีขนาดประมาณ 1,900 คูเ่บส [107] 

 

ภาพที่ 3.7 แสดงภาพการแยกอาร์เอ็นเอบนวุ้นอะกาโรสท่ีมีฟอร์มัลดีไฮด์ จะพบแถบอาร์เอ็นเอท่ี

ชดัเจน 2 แถบคือ 28S rRNA (4,700 bp) และ 18S rRNA (1,900 bp) 

 การแสดงออกของยีน hDAT โดยการทํา RT-PCR จากอาร์เอ็นเอจากเซลล์เพาะเลีย้ง 7 ชนิดคือ 

A549, HaCaT, HeLa, HEK293, Jurkat, K562 และ SH-SY5Y 

3.13 การทดสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี RT-PCR 

 การทดสอบการแสดงออกของยีนในรูปแบบของ Messenger RNA (mRNA) จะต้องทําการเปล่ียน 

mRNA ให้อยู่ในรูปของ Complementary DNA (cDNA) หรือดีเอ็นเอคู่สม ด้วยเอนไซม์ Reverse 

transcriptase ก่อนแล้ว cDNA จงึถกูเพิ่มจํานวนด้วยปฏิกิริยา PCR โดยยีนท่ีใช้ทดสอบในการทดลองนีคื้อ

ยีนบีต้าแอคติน (Beta actin, β-actin) และยีนตวัขนส่งโดพามีน (hDAT) ซึง่ใช้สมมติฐานท่ีว่า β-actin 

เป็นยีนท่ีจําเป็นตอ่การดํารงชีวิตของเซลล์ดงันัน้ทกุเซลล์จะมีการแสดงออกสม่ําเสมอกนั เม่ือนัน้ยีน hDAT 

ซึง่มีการแสดงออกไม่เท่ากนัในแตล่ะเซลล์จะถกูเทียบเป็นอตัราสว่นกบั β-actin เพ่ือวดัหาปริมาณสมัพนัธ์

ของ hDAT ในแตล่ะเซลล์ 

 อาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้จะถกูทําลายดีเอ็นเอส่วนเกินด้วยการ Incubate กับเอนไซม์ DNase I 

(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada) ท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ซึง่ 

DNase I จะทําลายดีเอ็นเอสายคู่ด้วยการตดัท่ีใช้แมกนีเซียมไอออนเป็นโคแฟกเตอร์ ภายหลงัการ 
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Incubate เอนไซม์ DNase I จะถกูยบัยัง้ด้วยการเติม EDTA ซึง่เป็น Metal chelator และ Incubate ท่ี 65 

องศาเซลเซียส 10 นาทีเพ่ือทําลายฤทธ์ิของ DNase I อยา่งสมบรูณ์ 

 อาร์เอ็นเอท่ีผ่านการ Incubate กบั DNase I มาแล้ว 400 นาโนกรัมจะถกู Incubate กบั Primer 

Oligo-dT (dT-17) เป็นเวลา 5 นาทีท่ี 65 องศาเซลเซียสเพ่ือให้ Oligo-dT จบักบัปลาย poly-A ท่ีด้าน 3’ 

ของ mRNA ได้เป็นอยา่งดี (ในขัน้นีจ้ะเป็นการคดัเลือก mRNA ออกจากอาร์เอ็นเอชนิดอ่ืน) จากนัน้อาร์เอ็น

เอจะถกูผสมกบั RT mixture ท่ีมีแมกนีเซียมไอออนอยุ่ 3.2 มิลลิโมลต่อลิตรและเอนไซม์ ImProm™ II 

Reverse Transcriptase  (Promega, Madison, WI, USA) เป็นเวลา 60 นาทีท่ี 50 องศาเซลเซียสจากนัน้

เอนไซม์ RT จะถกูยบัยัง้ท่ี 75 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ซึง่หลงัจากขัน้ตอนนี ้cDNA จะพร้อมในการ

เพิ่มจํานวนด้วย PCR  

 โดยยีน hDAT (195 คูเ่บส) [108] และ β-actin (656 คูเ่บส) [109] จะถกูเพิ่มจํานวนโดยปฏิกิริยา 

PCR ด้วยไพร์เมอร์ดงัต่อไปนีคื้อ ACβ1 : 5’-ACGGGTCACCCACACTGTGC-3’, ACβ2 : 5’-

CTAGAAG CATTTGCGGTGGACGATG-3’, hDAT-RT1 : 5’-GTCACCAACGGTGGCATCTA-3’ และ 

hDAT-RT2 : 5’-GCTGACCAGCTTCCAGCA-3’ [108] โดย Initial Denaturation 95oC 2 นาที ตามด้วย 

40 รอบของ Denaturation 95oC 30 วินาที Annealing (hDAT 48oC, β-actin 58oC) 30 วินาที Extension 

72oC 30 วินาที ปิดท้ายสดุด้วย Final extension 72oC 10 นาที อนัมีส่วนประกอบของ Taq DNA 

polymerase with standard buffer (NEB, Beverly, MA, USA) และนํา้ยาท่ีเก่ียวข้องซึง่มีสว่นประกอบคือ 

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.2 uM Primers (each), 

1.25U Taq DNA polymerase 

 โดยผลท่ีได้จะอยู่ในรูปของ hDAT/β-actin ratio ซึง่จะใช้การวดัจากวุ้นอะกาโรส 3 ครัง้เพ่ือหา

ความเข้มข้นท่ีแท้จริงในรูปของค่าเฉล่ียและเพ่ือลดผลข้างเคียงจากพืน้หลงัมากท่ีสุด โดยค่า hDAT/β-

actin ratio จะถกูนํามาเปรียบเทียบด้วยสถิติแบบ Student’s T-test โดยให้ p-value น้อยกว่า 0.05 จะมี

ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ

3.14 การทาํนายหา CpG dinucleotide และหา Transcription factor binding site เพื่อทดสอบ DNA 

methylation ในบริเวณที่เหมะสม 
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 ดาวน์โหลดลําดบันิวคลีโอไทด์ในช่วง Promoter ของยีน hDAT จากฐานข้อมลูใน NCBI 

Database ซึง่ในท่ีนีใ้ช้ AF115382 เป็นลําดบัเบสในช่วงของ Promoter จนถึง Exon 2  

 ในการศึกษานีไ้ด้ให้ความสนใจต่อการเติมหมู่เมทิลท่ีอยู่ ณ บริเวณ CpG dinucleotide ของ 

CCGG โดยจากการทํานาย Transcription factor ในคณิตกรณ์ด้วยชดุคําสัง่ PROMO 3.0 Version 8.3 

[110] พบว่าตําแหน่งท่ีเป็น CpG dinucleotide เป็น Binding site ของ GCF ซึง่การเปล่ียนแปลงรูปแบบ

ของการเตมิหมูเ่มทิล ณ บริเวณ C อาจทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงความสามารถในการจบักบั GCF ซึง่เป็น 

Transcription factor ได้ 

3.15 การทดสอบการเตมิหมู่เมทลิ ณ บริเวณ CpG dinucleotide ด้วยเทคนิค Methylation specific 

isoschizomers 

 เอนไซม์ Msp I (NEB, Beverly, MA, USA) และ Hpa II (Fermentas Life Sciences, Burlington, 

ON, Canada) 50 U จะถกูผสมกบัดีเอ็นเอท่ีได้จากจีโนมของเซลล์ 500 นาโนกรัมโดยแยกหลอดกนั ซึง่ทัง้ 

Msp I และ Hpa II จะสามารถตดัท่ีลําดบันิวคลีโอไทด์จําเพาะคือ CCGG ได้ทัง้คู ่แต ่Hpa II จะไม่

สามารถตดัลําดบันิวคลีโอไทด์นีไ้ด้หาก CpG dinucleotide นีมี้การเติมหมู่เมทิล [95] ทําให้สามารถอาศยั

ความแตกตา่งนีใ้นการทดสอบหาปริมาณของการเตมิหมูเ่มทิล ณ ตําแหน่งนีบ้นดีเอ็นเอได้ 

 

ภาพที่ 3.8 เปรียบเทียบแถบของดีเอ็นเอภายหลงัการตดัเอนไซม์ Msp I และ Hpa II เพ่ือทดสอบ

ระดบัการเติมหมู่เมทิล แสดงให้เห็น (A) มีการเติมหมู่เมทิล 100% เน่ืองจาก Hpa II ไม่

สามารถตดัดีเอ็นเอนีไ้ด้เลย (B-C) แสดงถึงการมีการเติมหมู่เมทิลท่ีระดบัแตกตา่งกนั (D) 

ไมมี่การเตมิหมูเ่มทิลเน่ืองจากเอนไซม์ Hpa II สามารถตดัดีเอ็นเอได้ 100%  
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 ความเข้มข้นสดุท้ายของสารเคมีในปฏิกิริยา PCR จะประกอบด้วย 2X Taq DNA polymerase 

buffer (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada) และ 4 mM MgSO4 (Fermentas Life 

Sciences, Burlington, ON, Canada) โดยมีอณุหภมูิในการทําปฏิกิริยาคือ Initial Denaturation 92oC 3 

นาทีและตามด้วยรอบของปฏิกิริยาคือ Denaturation 92oC 15 วินาที, Annealing 62oC 15 วินาทีและ 

Extension 70oC 20 วินาทีจํานวน 35 รอบโดยมี Final extension 72oC 5 นาที 

 ผลผลติ PCR ท่ีได้จะถกูนํามาแยกบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 4% แรงเคล่ือนไฟฟ้า 70 โวลต์โดย

จะแยกควบคูก่บั DNA ladder ขนาด 10 คูเ่บสและ 25 คูเ่บส 

 

ภาพที่ 3.9 แสดงถึงตําแหน่งท่ีใช้ในการศกึษาการเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็นเอบริเวณ Promoter ของยีน 

hDAT ซึง่ในตําแหน่งท่ีการศกึษานีส้นใจได้เลือกใช้ไพร์เมอร์ 3 เส้นในการศกึษาคือ hDAT-

MSP-844F (1), hDAT-MSP-844F2 (2) และ hDAT-MSP-844R (3) โดย 1+3 ใช้ศกึษา

การเติมหมู่เมทิลและ 2+3 ใช้เป็น Control สําหรับการทํา PCR แตล่ะครัง้ (2+3 จะขึน้ทกุ

ครัง้ท่ีทํา PCR ไมว่า่จะตดัด้วย Msp I หรือ Hpa II ในขณะท่ี 1+3 จะทํา PCR ขึน้ก็ตอ่เม่ือ

มีการเตมิหมูเ่มทิลบริเวณท่ีสนใจ) 
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ภาพที่ 3.10 แสดง PCR product สําหรับกรณีการเติมหมู่เมทิลในรูปแบบตา่งๆ โดย 1 และ 2 เป็นการ

ตดัเอนไซม์ Hpa II สว่น 3 และ 4 เป็นการตดัเอนไซม์ Msp I ซึง่ 1 และ 3 จะใช้ไพร์เมอร์ห

มายเลข (2+3) ในขณะท่ี 2 และ 4 จะใช้ไพร์เมอร์หมายเลข (1+3) ซึง่จาก (A) จะพบว่ามี

การเตมิหมูเ่มทิลมากกวา่ (B) สว่น (C) ไมมี่การเตมิหมูเ่มทิล 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน hDAT และโรคซมึเศร้า 

4.1.1 ผลการวิเคราะห์หาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน hDAT 

 จากท่ีได้กล่าวไปในขัน้ต้นแล้วว่าการวิเคราะห์ SNP ณ ตําแหน่ง rs2652511 จะได้รูปแบบการ

กระจายตวัจีโนไทป์ 3 แบบคือ TT, TC และ CC โดยรูปแบบท่ีมีแอลลีล T จะพบชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาด 

ในขณะท่ีรูปแบบท่ีมีแอลลีล C จะพบชิน้สว่นดีเอ็นเอขนาด จากการตดัด้วยเอนไซม์ Msp I บนวุ้นอะกา

โรสความเข้มข้น 4%  

 

ภาพที่ 4.1 แสดงผลการวเิคราะห์หาความหลากหลายของยีน hDAT ณ SNP rs2652511 โดยแถว L 

เป็น 25 bp DNA step ladder  

 ผลการกระจายจีโนไทป์ของ rs2652511 ในกลุม่ควบคมุ 182 รายซึง่มีอายเุฉล่ีย 42.1+9.84 ปี พบ

จีโนไทป์แบบ TT จํานวน 112 ราย (61.54%) แบบ TC 64 ราย (35.16%) และ CC 6 ราย (3.30%) ซึง่

ประกอบด้วยความถ่ีแอลลีล T 288 แอลลีล (79.12%) และ C 76 แอลลีล (20.88%) ในขณะท่ีกลุม่ผู้ ป่วย 
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161 รายซึง่มีอายเุฉล่ีย 45.1+13.94 ปี พบจีโนไทป์แบบ TT จํานวน 107 ราย (66.46%) แบบ TC 48 ราย 

(29.81%) และ CC 6 ราย (3.73%) ซึง่ประกอบด้วยความถ่ีแอลลีล T 262 แอลลีล (81.37%) และ C 60 

แอลลีล (18.63%) ซึง่ได้สรุปไว้ในตารางท่ี 4.1-4.3 

ในสว่นของการวิเคราะห์ VNTR ชนิด 63bp- repeat บน Intron 3 จะได้รูปแบบการกระจายตวัจีโน

ไทป์ 3 แบบคือ 7/7, 7/8 และ 8/8 โดยรูปแบบท่ีมีแอลลีล 7 จะพบชิน้สว่นดีเอ็นเอขนาด ในขณะท่ีรูปแบบท่ี

มีแอลลีล 8 จะพบชิน้สว่นดีเอ็นเอขนาด จากการแยกบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2%  

 

ภาพที่ 4.2   แสดงผลการวเิคราะห์หาความหลากหลายของยีน hDAT ชนิด 63bp-repeat VNTR บน 

Intron 3 โดยแถว L เป็น 100 bp DNA step ladder แถว 1 และ 2 คือความหลากหลาย

ชนิด 7/8 heterozygous (596 และ 659 bp) แถวท่ี 3 คือ 8/8 homozygous (659 bp) 

และแถวท่ี 4 คือ 7/7 homozygous (596 bp) 

 ผลการกระจายจีโนไทป์ของ 63bp-repeat VNTR บน intron 3 ในกลุม่ควบคมุ 164 รายซึง่มีอายุ

เฉล่ีย 42.2+9.96 ปี พบจีโนไทป์แบบ 7/7 จํานวน 52 ราย (31.71%) แบบ 7/8 79 ราย (48.17%) และ 8/8 

33 ราย (20.12%) ซึง่ประกอบด้วยความถ่ีแอลลีล 7R 183 แอลลีล (55.79%) และ 8R 145 แอลลีล 

(44.21%) ในขณะท่ีกลุม่ตวัอย่าง 150 รายซึง่มีอายเุฉล่ีย 43.9+12.81 ปี พบจีโนไทป์แบบ 7/7 จํานวน 47 

ราย (31.33%) แบบ 7/8 64 ราย (42.67%) และ 8/8 39 ราย (26.00%) ซึง่ประกอบด้วยความถ่ีแอลลีล 7R 

158 แอลลีล (52.67%) และ 8R 142 แอลลีล (47.33%) ซึง่ได้สรุปไว้ในตารางท่ี 4.1-4.3 
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 จากข้อมูลการกระจายจีโนไทป์และความถ่ีแอลลีลขัน้ต้นทําให้สามารถหาสมดุลของฮาร์ดี-ไวน์

เบิร์กโดยใช้ Chi-square test ในการทดสอบสมมติฐาน ซึง่พบว่าหลากหลายทัง้สองชนิดของกลุม่ตวัอย่าง

ทัง้สองท่ีทดสอบได้เข้าหลกัสมดลุฮาร์ดี-ไวน์เบร์ิกดงัผลในตารางท่ี 4.1 A และ B 

ตารางที่ 4.1 การกระจายจีโนไทป์ ความถ่ีอัลลีลและสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กของความหลากหลาย

พนัธุกรรมของยีน hDAT ณ ตําแหน่ง rs2652511 และ 63bp-repeat VNTR ในกลุ่ม

อาสาสมคัรสขุภาพดีและกลุม่ตวัอยา่งผู้ ป่วยโรคซมึเศร้า 

Markers Allele 
Allele 

Frequencies Genotype Observed Expected χ2 p-value* 
                
Healthy controls 
 - rs2652511 (-844C/T) T 0.8041 TT 112 114 
   (n = 182) TC 64 60 0.43 0.805 
  C 0.1959 CC 6 8 

 - Intron 3 63-bp VNTR 7R 0.5412 7R/7R 52 51 
  (n = 164) 7R/8R 79 81 0.05 0.975 

8R 0.4588 8R/8R 33 32 
                

MDD patients 
 - rs2652511 (-844C/T) T 0.8269 TT 107 107 
   (n = 161) TC 48 49 0.10 0.950 
  C 0.1731 CC 6 5 

 - Intron 3 63bp- VNTR 7R 0.5231 7R/7R 47 42 
   (n = 150) 7R/8R 64 75 1.49 0.475 

8R 0.4769 8R/8R 39 34 

                
*p-value < 0.05 ถือวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 

4.1.2 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง rs2652511 และ 63bp-VNTR บน intron 3 กับ 

โรคซมึเศร้าในรูปแบบของ Single marker 

ภายหลงัการทดสอบสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กจากกลุ่มประชากรทัง้กลุ่มควบคุมและตวัอย่างแล้ว 

ข้อมลูการกระจายตวัจีโนไทป์จะถกูนะมาเปรียบเทียบทัง้สองกลุม่พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งของการกระจาย

ตวัจีโนไทป์ระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่มผู้ ป่วยโรคซึมเศร้าดงัตารางท่ี 4.2 ส่วนความถ่ีแอลลีลชนิดต่างๆ

ของความหลากหลายทัง้สองได้ถกูคํานวณเปรียบเทียบในรูปแบบของ Single polymorphism ด้วย Chi-

square test และ Odd’s ratio พบว่าทัง้ความหลากหลาย ณ ตําแหน่ง rs2652511 และความหลากหลาย 



62 

 

ณ intron 3 ชนิด 63bp-VNTR ไม่มีความสมัพนัธ์กนัทางสถิติ (p > 0.05; 95%CIrs2652511 (0.59-1.27); 

95%CIintron3 (0.83-1.55)) ดงัคา่ท่ีแสดงในตารางท่ี 4.3 

ตารางที่ 4.2 ความแตกตา่งของการกระจายตวัจีโนไทป์ระหวา่งกลุม่ควบคมุและกลุม่ผู้ ป่วย โรคซมึเศร้า 

Markers Genotypes  
Genotype distributions 

χ2 p-value* 
Healthy controls MDD patients 

rs2652511 TT 112 (61.54%) 107 (66.46%) 

(-844 promoter) TC 64 (35.16%) 48 (29.81%) 1.12 0.57 

CC 6 (3.30%) 6 (3.74%) 

            

63bp-VNTR 7R/7R 52 (31.71%) 47 (31.33%) 

(Intron 3) 7R/8R 79 (48.17%) 64 (42.67%) 1.71 0.42 

8R/8R 33 (20.12%) 39 (26.00%) 

            
*p-value < 0.05 ถือวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 
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ตารางที่ 4.3 ความถ่ีแอลลีลและความสมัพนัธ์ระหวา่งโรคซมึเศร้าและความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

ของยีน hDAT ณ ตําแหนง่ rs2652511 และ 63bp-repeat VNTR 

    Allele frequencies   

  

rs2652511 Intron 3 63bp-VNTR 

T C 7R 8R 

          

Healthy controls  288 (0.79) 76 (0.21) 183 (0.56) 145 (0.44) 

MDD patients 262 (0.81) 60 (0.19) 158 (0.53) 142 (0.47) 

________________________________________________________________________ 

χ2 (Yate’s correction) 0.42 0.50 

p-value 0.52 0.48 

Odd's ratio 0.87 1.13 
95% Confidence 
interval 0.59-1.27 0.83-1.55 

          

*p-value < 0.05 ถือวา่แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 

 

4.1.3 ผลการวิเคราะห์ Linkage disequilibrium (LD) และ Haplotype 

 จากตารางท่ี 4.3 ไม่พบความแตกต่างของ Haplotype แตล่ะชนิดระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่ม

ผู้ ป่วยโรคซมึเศร้า (p-value > 0.05) โดยทัง้สองตําแหน่งของความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ีได้ศกึษามี

ระยะทางห่างกนัประมาณ 3 กิโลเบสและมีคา่ r2 กบั D’ คือ 0.06 และ 0.537 ตามลําดบั ซึง่จะสงัเกตได้ว่า 

Haplotype ท่ีเป็นแบบ T-7R และ T-8R เป็น Haplotype ท่ีมีในกลุม่ตวัอยา่งสว่นใหญ่ 
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ตารางที่ 4.4 แสดงคา่ท่ีได้จากการวิเคราะห์ Haplotype ด้วยโปรแกรม Haploview 4.1 

  Haplotype Case:Control Case:Control 
χ2 

p-
value* 

Empirical 

  
Frequencies ratio counts frequencies p-value

rs2652511             
and intron3 

            

T-8R 0.414 153.5 : 208.5, 149.9 : 220.1 0.424 : 0.405 0.264 0.9348 No significant 

T-7R 0.387 140.6 : 221.4, 142.7 : 227.3 0.388 : 0.386 0.005 1.0000 No significant 

C-7R 0.157 52.0 : 310.0, 62.7 : 307.3 0.144 : 0.169 0.924 0.6882 No significant 

C-8R 0.042 16.0 : 346.0, 14.7 : 355.3 0.044 : 0.040 0.098 0.9841 No significant 

              
หมายเหต ุ *  วิเคราะห์ด้วยสถิติ Chi-square test  ** วิเคราะห์หลงัจากการทํา Permutations 100,000 ครัง้  

4.1.4 การวิเคราะห์ทาง Bioinformatics สาํหรับ rs2652511 

 จากการวิเคราะห์ด้วยชดุคําสัง่สําหรับการวิเคราะห์ Transcription factor binding site สําหรับ

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมบริเวณ rs2652511 พบวา่ในอลัลีล C จะสามารถจบัได้กบั GC-rich DNA-

binding factor (GCF) ในขณะท่ีอลัลีล T จะสามารถจบัได้กบั Activating protein (AP)-2α และ Leading 

binding protein (LBP)-1 จากการศกึษาด้วย TESS ในขณะท่ีการศกึษาด้วย PROMO 3.0 พบว่าอลัลีล C 

สามารถจบัได้กบั E2F-1 และอลัลีล T สามารถจบัได้กบั AP-2α และ Glucocorticoid receptor (GR)-α 

ดงัภาพท่ี 4.3 

 

ภาพที่ 4.3 ภาพสรุปการทํานาย Transcription factor binding site ของ rs2652511 ด้วยชดุคําสัง่ 

PROMO® และ TESS 
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4.1.5 ความหลากหลายแบบ rs2652511 ของยีน hDAT ในชนชาตอ่ืิน 

ตารางที่ 4.5  ความถ่ีอลัลีลของความหลากหลายตําแหน่ง rs2652511 ของยีน hDAT จากการศกึษาใน

ชนชาตติา่งๆ 

Reference Ethnics Major 
Allele 

Allele frequencies 

Disease Cases Controls 

C T C T 

This report Thai T 0.17 0.83 0.21 0.79 MDDI 

Rubie, 2001 [21] German C 0.55 0.45 - - BipolarII 

Xu, 2009 [111] English C 0.53 0.47 - - ADHDIII (TdTIV) 
Taiwanese C 0.52 0.48 - - 

Van de Giesse, 
2009 [112] Dutch C - - 0.60 0.40 
Brooke, 2008 
[113] 

Mixed 
Caucasian T 0.41 0.59 - - ADHD (TdT) 

Genro, 2007 [114] Brazilian C 0.55 0.45 - - ADHD (TdT) 
Genro, 2008 [115] Brazilian C 0.55 0.45 - - ADHD (TdT) 

Zhou, 2008 [116] 
Mixed 

Caucasian T 0.41 0.59 - - ADHD (TdT) 
Stober, 2006 
[117] German C 0.59 0.41 0.54 0.46 Bipolar 
Kelada, 2005 [118, 
119] Non-Hispanic T 0.46 0.54 - - PDV 

Caucasian (Case and control) 
 NCBI N. American          T    -         -   0.46   0.54           N = 24 
 NCBI European           C    -     -    0.64   0.36           N = 184 

 

หมายเหตุ  (I) MDD; Major depressive disorder, (II) Bipolar; Bipolar disorder, (III) ADHD; Attention deficit hyperactive disorder, 

(IV) TdT; Transmission disequilibrium test และ (V) PD; Parkinson’s disease 

4.2 การศึกษาบทบาททางพันธุกรรมของยีน hDAT 

4.2.1 การเตรียมชิน้ส่วนดเีอน็เอสาํหรับการโคลนด้วยปฏิกิริยา PCR 

 ผลของการเตรียมดีเอ็นเอชิน้สว่นสําหรับการโคลนเพ่ือทดสอบความสามารถในการแสดงออกด้วย

วิธี Reporter assay ได้ทดสอบโดยการแยกด้วยวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2% โดยแถบดีเอ็นเอท่ีพบจะมี

ความยาว 1,015 คูเ่บส (-962 จนถึง +41 รวมกบั Restriction site ท่ีเตมิเข้าไปในไพร์เมอร์)  
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ภาพที่ 4.4 ผลของปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ -962 ถึง +41 ของยีน hDAT ท่ี

ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) ตา่งๆ จากภาพ L คือ 100 bp DNA step 

ladder และ 1-5 คือความเข้มข้นของ MgSO4 ตัง้แต ่ 0.75, 1.0, 1.25, 1.50 และ 1.75 

mM ตามลําดบั 

4.2.2 Colony PCR และการสกัดพลาสมิดเพื่อทาํ RFLP 

1) pGEM®-T Easy vector  

ภายหลงัการเช่ือมชิน้สว่นดีเอ็นเอกบัพลาสมิด pGEM®-T Easy vector จึงคดัเลือกโคโลนีของ

แบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดท่ีต้องการโดยเทคนิค Colony PCR เพ่ือคดัเลือกโคลนของแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดท่ีมี

โครงสร้างตรงความต้องการ  

 

ภาพที่ 4.5 ผลของปฏิกิริยา PCR ในการทํา Colony PCR ของพลาสมิด pGEM®-T Easy vector 

ด้วยไพร์เมอร์ Sp6 และ T7 เพ่ือตรวจสอบ Insertion โดย L คือ 1 kb step DNA ladder; 

1 และ 2 คือ PCR product ของ pGEM®-T Easy vector ท่ีไม่มี Insertion (176 bp); 3 
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และ 4 คือ PCR product ของ pGEM®-T Easy vector ท่ีมี Insertion (176+1025 bp) 

และ 5 คือ Negative 

 

2) pGL3-Basic 

ภายหลงัการตดัตอ่ชิน้สว่นดีเอ็นเอจากพลาสมิด pGEM®-T Easy vector เข้าไปยงั pGL3-Basic 

จึงคดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดท่ีต้องการโดยเทคนิค Colony PCR เพ่ือคดัเลือกโคลนของ

แบคทีเรียท่ีมีพลาสมิดท่ีมีโครงสร้างตรงความต้องการ 

 

ภาพที่ 4.6 ผลของปฏิกิริยา PCR ในการทํา Colony PCR ของพลาสมิด pGL3-Basic ด้วยไพร์เมอร์ 

RV3 และ GL2 เพ่ือตรวจสอบ Insertion (ภาพทัง้สองส่วนเกิดจากการทํา 

Electrophoresis บนวุ้นอะกาโรสเดียวกนั) 

4.2.3 ผลการทดสอบการ T rea t  dexamethasone ของเซลล์ที่ถูก T rans fec t  ด้วย  

Recombinant pGL3-Basic  

 ผลการศกึษา Promoter activity ของยีน hDAT เม่ือผา่นการ Treat สาร Dexamethasone ท่ีความ

เข้มข้น 100 μM, 1 μM และ 10 nM เป็นดงัภาพท่ี 4.6 
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หมายเหต ุ * คือมีความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัท่ี p-value < 0.01 ** p-value < 0.05 

ภาพที่ 4.7 การแสดงออกของยีน Firefly luciferase ในเซลล์เพาะเลีย้งชนิดตา่งๆ โดยแสดงในรูปของ

จํานวนเท่าของเซลล์ท่ีไมมี่การ Treat ยา Dexamethasone 
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ตารางที่ 4.6 แสดงความสมัพนัธ์และความแตกตา่งระหวา่งระดบัความเข้มข้นยา Dexamethasone ท่ี

ใช้ Treat เซลล์ชนิดตา่งๆ ในการทดลองนี ้ 

 

*คา่ p-value ท่ีถือวา่ผลการทดลองมีนยัสําคญัทางสถิติคือน้อยกวา่ 0.05 

 โดยพบวา่คา่เฉลี่ยของจํานวนเท่าของ Firefly/Renilla luciferase activity เม่ือเทียบกบั Untreated 

cell lines ของแตล่ะเซลล์นัน้มีการตอบสนองต่อ Dexamethasone ท่ีความเข้มข้นต่างๆแตกต่างกนัไป 

โดยเฉพาะในเซลล์ HaCaT และ SH-SY5Y ท่ีมีนัยสําคญัทางสถิติในการแสดงออกของยีน Firefly 

luciferase ซึง่เซลล์ HaCaT ให้ผลการทดลองท่ีมีนยัสําคญัท่ีความเข้มข้นของยา Dexamethasone 10-4 M 

สว่นเซลล์ SH-SY5Y มีการแสดงออกของยีน Firefly luciferase ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p-value 
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< 0.05) ท่ีความเข้มข้น 10-8 M และมีการเพิ่มขึน้ของการแสดงออกอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p-value < 

0.01) ท่ี 10-4 M 

4.2.4 ผลการทดสอบการ Treat dexamethasone ต่อเซลล์โดยวธีิ RT-PCR 

 ถึงแม้ว่าเซลล์ท่ีให้ผลอย่างมีนยัสําคญัได้สองเซลล์คือเซลล์ SH-SY5Y และเซลล์ HaCaT แต่

อย่างไรก็ดีเซลล์ท่ีผลการแสดงออกจากการทดลอง Reporter gene assay ไม่พบนยัสําคญัทางสถิติแต่มี

การแสดงออกของยีน hDAT แบบ Endogenous คือเซลล์ HeLa ดงันัน้สําหรับเซลล์ HeLa จึงมีการศกึษา

ผลของการแสดงออกของยีน hDAT หลงัจากการ Treat ยา Dexamethasone ด้วย 

 

ภาพที่ 4.8 การแสดงออกของยีน hDAT ของเซลล์ HeLa และ SH-SY5Y (U/T = untreated; M = 

mole/dm3) 

 

ภาพที่ 4.9 การแสดงออกของยีน hDAT ของเซลล์ HeLa ท่ีผ่านการ Treat ยา Dexamethasone ท่ี

ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นจํานวนเท่าตอ่เซลล์ HeLa ท่ีไมไ่ด้ Treat ยา Dexamethasone 

4.3 การศึกษาบทบาทการควบคุมของยีน hDAT ทาง Epigenetics   
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4.3.1 การแสดงออกของยีน hDAT ในเซลล์เพาะเลีย้งชนิดต่างๆ 

 จากการทดสอบการแสดงออกของยีน hDAT พบว่าเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีการแสดงออกของยีน 

hDAT ท่ีสามารถตรวจระดบัการแสดงออกได้ด้วยเทคนิค RT-PCR คือเซลล์ A549 เซลล์ HEK293 เซลล์ 

HeLa และเซลล์ Jurkat โดยคา่ความเข้มข้นของแถบ PCR product ของยีน hDAT จะถกูเปรียบเทียบกบั

แถบ PCR product ของยีน β-actin ซึง่เป็นตวั Normalize คา่ได้คา่ดงัตารางท่ี 

 

ภาพที่ 4.10 ผลของปฏิกิริยา PCR เพ่ือทดสอบการแสดงออกของยีน hDAT ซึ่งจะแยกบนวุ้นอะกา

โรสความเข้มข้น 2% แล้วเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยีน β-actin 

ตารางที่ 4.7 แสดงระดบัการแสดงออกของยีน hDAT ของเซลล์เพาะเลีย้งตา่งๆ 

Cell lines β-actin intensity hDAT intensity hDAT/β-actin ratio 
        

A549 11703713 2521314 0.22 
HaCaT 13007286 N/A N/A 
HEK293 12869272 6406638 0.50 
HeLa 10500712 4997835 0.48 
K562 12779320 N/A N/A 
Jurkat 8056142 3806216 0.47 
SH-SY5Y 12819749 N/A N/A 
        

    หมายเหต ุN/A คือการแสดงออกของยีน hDAT เป็นลบ ไมมี่การวดัแถบ PCR product  
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4.3.2 ผลของการทดสอบการเตมิหมู่เมทลิบนดเีอน็เอของ Promoter ของยีน hDAT 

 จากการศึกษาไม่พบการเติมหมู่เมทิลบริเวณท่ีต้องการศึกษาจากการศึกษาด้วยวิธี Methylation 

specific PCR โดยได้ทดสอบเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งท่ีได้จากเลือดครบด้วย 

 

ภาพที่ 4.11 แสดงการแยก PCR product จากการทํา Methylation specific isoschizomers ด้วยวุ้นอะกาโรสค

วามเข้มข้น 4% โดยแถบควบคมุท่ีสามารถให้ผลบวกจากทัง้ท่ีมีการเติมหมู่เมทิลและไม่มีการเติมหมู่

เมทิลคือแถบดีเอ็นเอขนาด 80 คู่เบส ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอขนาด 110 คู่เบสไม่ปรากฏในเซลล์ชนิดใด 

(L = 25bp step DNA ladder)  

 

ภาพที่ 4.12 แสดงการแยก PCR product จากการทํา Methylation specific isoschizomers ด้วยวุ้นอะกาโรสค

วามเข้มข้น 4% แสดงให้เห็นแถบควบคมุ (Short) ท่ี 80 คู่เบส แถบตรวจสอบการเติมหมู่เมทิล (Long) 

ท่ี 110 คู่เบส และ C คือ Indigested DNA พบ non-specific ท่ีประมาณ 100 คู่เบส (L = 25bp DNA 

step ladder) 
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการทดลอง 

 

5.1 การแสดงออกของยีน hDAT ในเซลล์เพาะเลีย้งต่างๆ และ DNA methylation 

 จากการทดสอบการแสดงออกในรูปแบบ Messenger RNA ของยีน hDAT พบว่าการแสดงออก

พบในเซลล์ท่ีได้จากมะเร็งปอด (A549) เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเซลล์ที (Jurkat) เซลล์มะเร็งปาก

มดลกู (HeLa) และเซลล์ไตของตวัอ่อน (HEK293) ซึ่งพบว่ามีผลไปในทางเดียวกบัการทํา eNorthern 

(Electronic northern blot) คือเซลล์ Jurkat กบัตอ่มไทมสั เซลล์ HEK293 กบัไตและเซลล์ A549 กบัปอด  

 อยา่งไรก็ดีพบผลไมต่รงกบั eNorthern สองเซลล์คือเซลล์ HeLa ซึง่เป็นเซลล์มะเร็งปากมดลกูกลบั

มีการแสดงออกของยีน hDAT ท่ีสงู อยา่งไรก็ดีเซลล์ HeLa ตา่งจากเซลล์เพาะเลีย้งท่ีได้จากมนษุย์ทัว่ไปคือ

มีโครโมโซม 82 แท่ง นอกจากเซลล์ HeLa แล้ว SH-SY5Y ซึง่เป็นเซลล์จากระบบประสาทแตไ่ม่ได้มาจาก

สมองคือได้มาจาก Neuroblastoma ก็ไม่มีการแสดงออกของ hDAT ซึ่งเซลล์นีเ้ป็นNeuroendocrine 

tumor ท่ีเกิดจากส่วนท่ีพฒันามาจากส่วนของ Neural crest  ของระบบประสาทซิมพาเทติก 

(Sympathetic nervous system) 

 

ภาพที่ 5.1 การทดสอบการแสดงออกของยีน hDAT ในเซลล์ตา่งๆด้วยวิธี Electronic northern blot 

(http://www.genecards.org) 

 จากการทดสอบ DNA methylation บริเวณ CpG dinucleotide ณ ตําแหน่ง –942 คู่เบสจาก 

Transcription initiation ของยีน hDAT พบว่าไม่มีการเกิด DNA methylation จากการทดสอบด้วยวิธี 
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Methylation-specific isoschizomers ด้วยเอนไซม์ MspI / HpaII ซึง่จากการศกึษาท่ีบริเวณใกล้เคียงด้วย

วิธีเดียวกนัของด้วยเทคนิค Real-Time PCR พบว่าเกิด DNA hypermethylation บน Promoter ของยีน 

hDAT อยา่งมีนยัสําคญักบัการตดิเหล้าจากการประเมินเทียบกบั Obsessive compulsive drinking scale 

(OCDS) [120]  

5.2 การทดสอบผลของยา Dexamethasone ต่อการควบคุมการแสดงออกของยีนบน Promoter 

 การทดสอบการ Treat ยา Dexamethasone กับเซลล์ต่างๆแสดงให้เห็นถึงตวัยาสามารถ

เปล่ียนแปลง Activity ของ Promoter ของยีน hDAT ใน pGL3-Basic construct อยู่ โดยจากการทดสอบ

ในเซลล์เพาะเลีย้ง HaCaT, HeLa และ SH-SY5Y พบว่าการเปล่ียนแปลง Activity ในการส่งเสริม

แสดงออกของ Promoter นัน้เซลล์ HaCaT กบัเซลล์ SH-SY5Y ให้ผลการแสดงออกของ Firefly luciferase 

ท่ีมีความสมัพนัธ์กบัระดบัความเข้มข้นของยา Dexamethasone อยา่งมีนยัสําคญั 

 Glucocorticoid receptor ปกติหรือ GR-α ดงัท่ีได้กลา่วไปแล้วมี Isoform ท่ีเกิดจาก Alternative 

splicing ของยีน NR3C1 เรียกว่า Glucocorticoid receptor beta (GR-β) [121] ซึง่ทัง้สองตวันีมี้ด้าน N-

terminus ท่ีเกิดจาก 8 exon แรกเหมือนกนัทัง้หมดแตต่า่งกนัท่ีด้าน C-terminus ซึง่พบว่า GR-β นัน้ไม่มี 

Glucocorticoid binding site และไม่เกิด Heterodimer กบั GR-α รวมทัง้ไม่จบักบั Glucocorticoid 

response element บน Promoter [122-124] พบว่าการแสดงออกของยีน GR-β ท่ีมากเกินไปจะกดการ

สง่เสริมการแสดงออกของยีนผ่าน GR-α [125] โดย GR-α มีการแสดงออกในเกือบทกุเซลล์ของร่างกาย

รวมถึงเซลล์เพาะเลีย้งดงักลา่วด้วย แตอ่าจตา่งท่ีการแสดงออกของยีน GR-β  

Diamond และ Mittal พบว่า Dexamethasone และ Transcription factor AP-1 มีฤทธ์ิเสริมการ

แบบ Synergy จากการศกึษากบั Construct ท่ีมี Glucocorticoid receptor response element (GRE) 

และ AP-1 binding site [126, 127]  

Transcription factor AP-1 มีความสมัพนัธ์กบั CREB ดงัท่ีได้กลา่วไปแล้วในบทท่ี 2 ว่า CREB มี

บทบาทในการเกิดโรคซมึเศร้าอย่างไร อาจมี Transcription factor ร่วมอีกตวัหนึ่งคือ CREB binding 

protein (CBP) ซึง่มีฤทธ์ิ Histone acetyltransferase ทําหน้าท่ีในการสง่เสริมการแสดงออกของยีน ซึง่ 

CREB จะถกูกระตุ้นใน Nucleus accumbens โดยผ่านยาหรือความเครียด [60] การให้สารกลโูคคอร์ติ

คอยด์เช่นยา Dexamethasone จะเสริมฤทธ์ิของ AP-1 อนัส่งผลให้ CREB ทํางานมากขึน้ พบว่าการ
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ทํางานของ CREB ท่ีสงูขึน้สง่ผลให้เกิดอาการ Anhedonia-like [62] ดงันัน้การให้ยา Dexamethasone ใน

เซลล์เพาะเลีย้งต่างๆ จึงเปรียบได้กบัการเหน่ียวนําให้เซลล์ตกอยู่สภาวะใกล้เคียงสภาวะท่ีมีความเครียด

อนัเป็นหนึ่งในสาเหตท่ีุทําให้เกิดโรคซึมเศร้า ผลของเซลล์ท่ีตอบสนองต่อความเครียดในรูปแบบของการ

แสดงออกของ mRNA ของยีน hDAT ท่ีสามารถตรวจสอบได้ในเซลล์ HeLa เท่านัน้แสดงให้เห็นว่าท่ีความ

เข้มข้นต่ําของยา Dexamethasone เซลล์มีการผลิต hDAT ลดลงเล็กน้อย (10-8 – 10-6 M) (ไม่มีนยัสําคญั

ทางสถิต)ิ แล้วก็มีการเพิ่มขึน้ของ hDAT ในความเข้มข้นท่ี 10-4 M  

Bromberg-White และ Meyer ได้ทําการย้อมสี Immunostaining ของโปรตีน GR-α พบวา่ GR-α 

มีในเซลล์ HeLa มีการ Localize เข้าไปในนิวเคลียสแต่ในเซลล์ HaCaT พบว่าไม่มีการ Localize เข้า

นิวเคลียสแตก่องกนัในไซโทพลาซมึ [128] ดงัภาพ 

  

ภาพที่ 5.2 การ Localize ของโปรตีน GR-α ท่ีแตกตา่งกนัของเซลล์ HeLa และ HaCaT โดยโปรตีน 

GR-α นัน้มีการ Localize เข้าไปในนิวเคลียสสําหรับเซลล์ HeLa สว่นเซลล์ HaCaT ไม่มี

การ Localize เข้านิวเคลียสแตย่งัอยูใ่นไซโทพลาซมึ [128] 

 จากข้อมลูนีอ้าจใช้เป็นคําอธิบายท่ีการแสดงออกของ FLUC ของ pGL3-Basic construct ใน

เซลล์ HaCaT ไม่มีแนวโน้มท่ีชดัเจน (ไม่เป็นเส้นตรงและ Trend) เพราะ GR-α-ligand complex ไม่ได้เข้า

ไปในนิวเคลียสเพ่ือสง่เสริมการแสดงออก ในขณะท่ีเซลล์ HeLa มีการนําพา GR-α เข้าไปในนิวเคลียสทํา

ให้การแสดงออกของยีนเป็นไปในลกัษณะของ Dose dependent ได้ แต่อย่างไรก็ดีการแสดงออกของ 

Firefly luciferase ในเซลล์ SH-SY5Y ท่ีไปในทิศทางตรงกนัข้ามกบัเซลล์ HeLa คือมีแนวโน้มเพิ่มขึน้เม่ือมี

การเพิ่มยา Dexamethasone ระดบันัน่หมายความว่าเซลล์ SH-SY5Y ซึง่เป็นเซลล์ท่ีมีลกัษณะฟีโนไทป์

เป็น Dopaminergic neuron มีการตอบสนองต่อยา Dexamethasone โดยความเข้มข้นของยา 

Dexamethasone ท่ีเพิ่มสงูขึน้ก็เปรียบได้กบัการมีระดบัคอร์ตซิอลท่ีสงูขึน้ในระบบประสาทอนันําไปสูภ่าวะ

เครียดเรือ้รังและโรคซมึเศร้าได้ ตวั Promoter ของยีน hDAT ท่ีเป็นสว่นหนึ่งของ pGL3-Basic construct 
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จงึถกู Promote ให้มีการแสดงออกเพิ่มขึน้ อยา่งไรก็ดีบน Promoter ของยีน hDAT ท่ีอยู่ในเซลล์ SH-SY5Y 

ก็ไม่สามารถส่งเสริมการแสดงออกได้อยู่ดี จึงอาจเป็นผลมาจากการเกิด DNA methylation บริเวณ 

Promoter ของยีน hDAT ท่ีทําให้โครมาทินไมส่ามารถคลายตวัได้ก็เป็นได้ 

เน่ืองจากการลดลงของ MEK ส่งผลให้ตวัขนส่งโดพามีนทํางานมากขึน้โดยไม่มีการเพิ่มปริมาณ

ของตวัขนสง่โดพามีนบนเย่ือหุ้นเซลล์ (เพิ่ม Vmax) ดงันัน้ยา Dexamethasone ซึง่ Yang พบวา่ยานีส้ามารถ

ยบัยัง้หรือลดการทํางานของ MEK1/2 ซึง่ MEK1/2 [30] มีบทบาทสําคญัในการเกิด Phosphorylation ของ

ตวัขนสง่โดพามีนท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ดงัท่ีกลา่วไปแล้วในบทท่ี 2 การลดการเกิด Phosphorylation ผา่น MEK1/2 

จะทําให้ตวัขนส่งโดพามีนขนส่งโดพามีนกลบัเข้าสู่เซลล์ประสาทหรือเซลล์รอบข้างได้มากขึน้ส่งผลให้มี

ระดบัของโดพามีนในไซแนปส์น้อยลง ซึ่งการลดลงของความสามารถของตวัขนส่งโดพามีนทําให้เซลล์ท่ี

สามารถสร้างตวัขนส่งโดพามีนได้จําเป็นต้องมีการแสดงออกของตวัขนส่งโดพามีนมากขึน้เพ่ือให้มีการคง 

Activity หรือความสามารถในการขนสง่โดพามีนไว้ได้ใกล้เคียงภาวะปกติท่ีสดุ ดงันัน้การแสดงออกของตวั

ขนสง่โดพามีนในรูปแบบของ mRNA ของเซลล์ HeLa จึงเพิ่มขึน้เล็กน้อยแตไ่ม่มีนยัสําคญัเน่ืองจากไม่มีโด

พามีนซึง่เป็นสบัสเตรทสําหรับตวัขนสง่โดพามีนเป็นตวัคอยกําหนดการแสดงออกของยีน hDAT  

5.3 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน hDAT  

จากการวิเคราะห์ด้วยชดุคําสัง่สําหรับการวิเคราะห์ Transcription factor binding site สําหรับ

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมบริเวณ rs2652511 พบวา่ในอลัลีล C จะสามารถจบัได้กบั GC-rich DNA-

binding factor (GCF) และ E2F-1 ซึง่ GCF เป็น Transcription factor ประเภท Repressor ซึง่อาจสง่ผล

ทําให้อลัลีล C มีการแสดงออกของยีน hDAT น้อยกว่าอลัลีล T ได้ [129] สว่น E2F-1 นัน้สามารถจบักบั 

Transcription factor Sp1 ได้โดยสง่ผลแบบ Synergistic promotion ซึง่จะมีฤทธ์ิสงูสดุในช่วงการแบ่ง

เซลล์ระยะ G1 แสดงให้เห็นว่า E2F-1 มีผลตอ่การเจริญของเซลล์โดย E2F-1 จะกระตุ้น Initiation และ 

Elongation ของ Transcription [130] ซึง่จากการทดสอบ Transcription factor binding site ของ 

Nakamura [18] พบว่า Promoter ของยีน hDAT ถึงแม้จะไม่มี TATA box หรือ CAAT box แตก็่มีลําดบันิ

วคลีโอไทด์สําหรับการจบักบั Sp1 อยู่หลายตําแหน่ง [18] อย่างไรก็ดีการท่ี E2F-1 มีการแสดงออกมาก

ในช่วงการแบง่ตวัแบบ G1 phase นัน้ แตเ่ซลล์สมองใน Adult นัน้มีอตัราการเจริญและเพิ่มจํานวนต่ํามาก 

[131] ดงันัน้ E2F-1 จงึไมน่่ามีผลตอ่การแสดงออกของยีน hDAT ในวยัผู้ใหญ่ 



77 

 

ในขณะท่ีอลัลีล T จะสามารถจบัได้กบั Activating protein (AP)-2α, Leading binding protein 

(LBP)-1 และ Glucocorticoid receptor (GR) ซึง่จากการทดสอบให้ยาต้านซมึเศร้ากลุ่ม SSRI คือ 

Citalopram มีการลดลงของการแสดงออกของยีน AP-2α และ AP-2β อย่างมีนยัสําคญั ในขณะท่ีการให้

ยาต้านซมึเศร้ากลุม่ Tricyclic คือ Imipramine จะสง่ผลตอ่ AP-2α โดยตรงซึง่หากมีผลให้ AP-2α ลดลง

แล้วอาจทําให้มีระดบัการแสดงออกของยีน hDAT ลดลงได้ ซึง่หมายความว่ายาต้านซมึเศร้าทัง้สองกลุม่นี ้

อาจจะเป็นประโยชน์คอ่นข้างมากในกลุม่ผู้ ป่วยโรคซมึเศร้าท่ีมีอลัลีลแบบ T ท่ีทําให้ยีน hDAT แสดงออก

น้อยลงผ่านการยบัยัง้ Transcription factor AP-2α [132] GR-α จะเป็น Classical GR ซึง่เป็น Ligand-

dependent transcription factor หมายความว่าเม่ือมีลิแกนด์หรือสารกลุ่มกลโูคคอร์ติคอยด์มาจบักบั 

GR-α ตวั GR-α-ligand complex เกิดเป็น Homodimer แล้วเคล่ือนตวัจากไซโทพลาซึมเข้าไปใน

นิวเคลียสแล้วไปจบักบั GR-α response element บน Promoter และสง่เสริมให้เกิดการแสดงออกของยีน 

[133]  

สว่น LBP-1 เป็น Transcription factor ท่ีทําหน้าท่ีเป็น Activator ในหลายยีนของมนษุย์แตก็่พบ

บทบาทท่ีเป็น Repressor ด้วยในการทําหน้าท่ีเป็น Repressor protein สําหรับการแสดงออกของยีนของ

เชือ้ HIV โดยยบัยัง้การจบัของ TATA binding protein (TBP) ทําให้ TFIID complex มาจบักบั TATA box 

ไม่ได้ จึงเกิดการยบัยัง้การ Elongation เกิดขึน้ [134] ซึง่สําหรับยีน hDAT นัน้ LBP-1 ไม่น่าส่งผลใน

รูปแบบเดียวกบั Promoter ของเชือ้ HIV แตน่่าจะสง่ผลแบบเดียวกนักบัยีนอ่ืนๆทัว่ไปมากกวา่ 

นอกจากนีก้ารท่ี rs2652511 มีจีโนไทป์แบบ Heterozygous มากกว่าแบบ Homozygous 

เล็กน้อยในกลุม่ควบคมุอาจเป็นเพราะว่า rs2652511 มี Heterozygote advantage สําหรับในโรคซมึเศร้า

ทําให้การกระจายจีโนไทป์ของ Heterozygous มีในกลุม่ควบคมุมากกวา่กลุม่ผู้ ป่วย 

สําหรับ 63bp-VNTR บน Intron 3 นัน้ยงัมีการศกึษาไม่มากนอกจากการศกึษาของ Franke [103] 

ท่ีไม่ได้กลา่วอะไรไว้มาก แต ่VNTR นีไ้ม่ได้ตัง้อยู่บริเวณ Intronic-exon boundary จึงไม่น่าส่งผลให้เกิด

การ Alternative splicing ของยีนนีแ้ตอ่ย่างใด [135] อย่างไรก็ดี VNTR ของ Intron อาจก่อให้เกิด RNA 

folding ท่ีเปล่ียนแปลงสง่ผลให้การ Splicing เกิดขึน้ได้ยากและอาจทําให้เกิดการสร้างโปรตีนจาก RNA ท่ี

ถอดรหสัออกมาจากยีนได้น้อยเน่ืองจากไมมี่ mRNA เป็นต้นแบบในการแปลรหสัสายโพลีเพพไทด์ 
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การพบ Heterozygous เป็นจีโนไทป์หลกัของ Intron 3 VNTR นีอ้าจเป็นเน่ืองจาก Intron 3 VNTR 

นีเ้กิด Heterozygote advantage ในกลุม่ประชากรมนษุย์ก็เป็นได้ เช่น การมี VNTR แบบ 7 repeat หรือ 8 

repeat เพียงอยา่งเดียวอาจเป็นผลร้ายตอ่มนษุย์หรือเซลล์มากกวา่ผลดีก็เป็นได้  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



79 

 

รายการอ้างองิ 

[1] Kessler RC, Berglund P, Demler O, Jin R, Koretz D, Merikangas KR, et al. The epidemiology 

of major depressive disorder: results from the National Comorbidity Survey 

Replication (NCS-R). JAMA 18 (June 2003): 3095-105. 

[2] Laura A, Jorge JC-a, Patricia B, Rob VB, Ron De G, Wilma V, et al. The epidemiology of 

major depressive episodes: results from the International Consortium of Psychiatric 

Epidemiology (ICPE) surveys  (2003): 3-21. 

[3] Kessler RC, Berglund P, Demler O, Jin R, Merikangas KR, Walters EE. Lifetime Prevalence 

and Age-of-Onset Distributions of DSM-IV Disorders in the National Comorbidity 

Survey Replication  (2005): 593-602. 

[4] Murphy JM, Laird NM, Monson RR, Sobol AM, Leighton AH. A 40-Year Perspective on the 

Prevalence of Depression: The Stirling County Study  (2000): 209-15. 

[5] Mathers CD, Loncar D. Projections of Global Mortality and Burden of Disease from 2002 to 

2030. PLoS Med 11 (2006): 442. 

[6] Benes FM. Carlsson and the discovery of dopamine. Trends in pharmacological sciences 22 

(January 2001): 46-7. 

[7] Iversen SD, Iversen LL. Dopamine: 50 years in perspective. Trends in neurosciences 30 

(May 2007): 188-93. 

[8] Marinelli M, Piazza PV. Interaction between glucocorticoid hormones, stress and 

psychostimulant drugs. The European journal of neuroscience 16 (August 2002): 

387-94. 

[9] Kahlig KM, Binda F, Khoshbouei H, Blakely RD, et al. Amphetamine induces dopamine efflux 

through a dopamine transporter channel (2005): 3495-500. 

[10] Sacchetti P, Brownschidle LA, Granneman JG, Bannon MJ. Characterization of the 5'-

flanking region of the human dopamine transporter gene. Brain research 10 

(December 1999): 167-74. 

[11] Oswald LM, Wong DF, McCaul M, Zhou Y, et al. Relationships among ventral striatal 

dopamine release, cortisol secretion, and subjective responses to amphetamine. 

Neuropsychopharmacology 30 (April 2005): 821-32. 



80 

 

[12] McArthur S, McHale E, Gillies GE. The size and distribution of midbrain dopaminergic 

populations are permanently altered by perinatal glucocorticoid exposure in a sex- 

region- and time-specific manner. Neuropsychopharmacology 32 (July 2007): 1462-

76. 

[13] Perona MT, Waters S, Hall FS, Sora I, Lesch KP, Murphy DL, et al. Animal models of 

depression in dopamine, serotonin, and norepinephrine transporter knockout mice: 

prominent effects of dopamine transporter deletions. Behavioural pharmacology 19 

(September 2008): 566-74. 

[14] Fatemi SH, Earle JA, McMenomy T. Reduction in Reelin immunoreactivity in hippocampus 

of subjects with schizophrenia, bipolar disorder and major depression. Molecular 

psychiatry 5 (November 2000): 654-63, 571. 

[15] Costa E, Davis J, Grayson DR, Guidotti A, Pappas GD, Pesold C. Dendritic spine 

hypoplasticity and downregulation of reelin and GABAergic tone in schizophrenia 

vulnerability. Neurobiology of disease 8 (October 2001): 723-42. 

[16] Polesskaya OO, Sokolov BP. Differential expression of the "C" and "T" alleles of the 5-HT2A 

receptor gene in the temporal cortex of normal individuals and schizophrenics. 

Journal of neuroscience research 15 (March 2002): 812-22. 

[17] Fahn S. Levodopa in the treatment of Parkinson's disease. Journal of neural transmission 71 

(2006): 1-15. 

[18] Kawarai T, Kawakami H, Yamamura Y, Nakamura S. Structure and organization of the gene 

encoding human dopamine transporter. Gene 11 (August 1997): 11-8. 

[19] Kouzmenko AP, Pereira AM, Singh BS. Intronic sequences are involved in neural targeting 

of human dopamine transporter gene expression. Biochemical and biophysical 

research communications 26 (November 1997): 807-11. 

[20] Lee KH, Kwak YD, Kim DH, Chang MY, Lee YS, Lee YS. Human zinc finger protein 161, a 

novel transcriptional activator of the dopamine transporter. Biochemical and 

biophysical research communications 23 (January 2004): 969-76. 

[21] Rubie C, Schmidt F, Knapp M, Sprandel J, Wiegand C, Meyer J, et al. The human 

dopamine transporter gene: the 5'-flanking region reveals five diallelic polymorphic 

sites in a Caucasian population sample. Neuroscience letters 12 (January 2001): 

125-8. 



81 

 

[22] Bamne MN, Talkowski ME, Chowdari KV, Nimgaonkar VL. Functional Analysis of Upstream 

Common Polymorphisms of the Dopamine Transporter Gene. Schizophrenia 

bulletin. (March 2009) 9. 

[23] Cargill M, Altshuler D, Ireland J, Sklar P, Ardlie K, Patil N, et al. Characterization of single-

nucleotide polymorphisms in coding regions of human genes. Nature genetics 22 

(July 1999): 231-8. 

[24] Lin JJ, Yueh KC, Chang DC, Chang CY. The homozygote 10-copy genotype of variable 

number tandem repeat dopamine transporter gene may confer protection against 

Parkinson's disease for male, but not to female patients. Journal of the neurological 

sciences 15 (May 2003): 87-92. 

[25] Grunhage F, Schulze TG, Muller DJ, et al. Systematic screening for DNA sequence 

variation in the coding region of the human dopamine transporter gene (DAT1). 

Molecular psychiatry 5 (May 2000): 275-82. 

[26] Mazei-Robison MS, Couch RS, Shelton RC, Stein MA, Blakely RD. Sequence variation in the 

human dopamine transporter gene in children with attention deficit hyperactivity 

disorder. Neuropharmacology 49 (November 2005): 724-36. 

[27] Mazei-Robison MS, Blakely RD. Expression studies of naturally occurring human dopamine 

transporter variants identifies a novel state of transporter inactivation associated 

with Val382Ala. Neuropharmacology 49 (November 2005): 737-49. 

[28] Michelhaugh SK, Fiskerstrand C, Lovejoy E, Bannon MJ, Quinn JP. The dopamine 

transporter gene (SLC6A3) variable number of tandem repeats domain enhances 

transcription in dopamine neurons. Journal of neurochemistry 79 (December 2001): 

1033-8. 

[29] Spanagel R, Weiss F. The dopamine hypothesis of reward: past and current status. Trends 

in neurosciences 22 (November 1999): 521-7. 

[30] Moron JA, Zakharova I, Ferrer JV, Merrill GA, Hope B, Lafer EM, et al. Mitogen-activated 

protein kinase regulates dopamine transporter surface expression and dopamine 

transport capacity. J Neurosci 17 (September 2003): 8480-8. 

[31] Zdenek BP, Fortunata M, Fang L, Heng YM, Frank JSL, Yu TW, et al. Protein kinase-

mediated bidirectional trafficking and functional regulation of the human dopamine 

transporter.  (1998): 79-87. 



82 

 

[32] Schwienbacher I, Fendt M, Richardson R, Schnitzler HU. Temporary inactivation of the 

nucleus accumbens disrupts acquisition and expression of fear-potentiated startle 

in rats. Brain Res 19 (November 2004): 87-93. 

[33] Olds J, Milner P. Positive reinforcement produced by electrical stimulation of septal area 

and other regions of rat brain. Journal of comparative and physiological psychology 

47 (December 1954): 419-27. 

[34] Dale J, Sorour E, Milner G. Do psychiatrists perform appropriate physical investigations for 

their patients? A review of current practices in a general psychiatric inpatient and 

outpatient setting. Informa Healthcare (2008): 293 - 8. 

[35] Orengo CA, Fullerton G, Tan R. Male depression: a review of gender concerns and 

testosterone therapy. Geriatrics 59 (October 2004): 24-30. 

[36] Sadock BJ, Kaplan HI, Sadock VA. Kaplan & Sadock's synopsis of psychiatry: behavioral 

sciences/clinical psychiatry: Lippincott Williams & Wilkins (2007). 

[37] American Psychiatric Association. Task Force on D-I. DSM-IV: diagnostic and statistical 

manual of mental disorders. American Psychiatric Association Washington, DC 

(1994). 

[38] Parker G, Hadzi-Pavlovic D. Melancholia: a disorder of movement and mood: a 

phenomenological and neurobiological review: Cambridge University Press (1996). 

[39] Kuehner C. Gender differences in unipolar depression: an update of epidemiological 

findings and possible explanations.  (2003): 163-74. 

[40] Eaton WW, Anthony JC, Gallo J, Cai G, Tien A, Romanoski A, et al. Natural history of 

Diagnostic Interview Schedule/DSM-IV major depression. The Baltimore 

Epidemiologic Catchment Area follow-up. Archives of general psychiatry 54 

(November 1997): 993-9. 

[41] Rickards H. Depression in neurological disorders: Parkinson's disease, multiple sclerosis, 

and stroke.  (2005): i48-52. 

[42] Weich S, Lewis G. Poverty, unemployment, and common mental disorders: population 

based cohort study. BMJ 11 (July 1998): 115-9. 

[43] Andrews G. Reducing the burden of depression. Canadian journal of psychiatry 53 (July 

2008): 420-7. 



83 

 

[44] Kessler RC, Nelson CB, McGonagle KA, Liu J, Swartz M, Blazer DG. Comorbidity of DSM-

III-R major depressive disorder in the general population: results from the US 

National Comorbidity Survey. The British journal of psychiatry 30 (June 1996): 17-

30. 

[45] Hirschfeld RM. The Comorbidity of Major Depression and Anxiety Disorders: Recognition 

and Management in Primary Care. Primary care companion to the Journal of clinical 

psychiatry 3 (December 2001): 244-54. 

[46] Grant BF. Comorbidity between DSM-IV drug use disorders and major depression: results 

of a national survey of adults. Journal of substance abuse 7 (1995): 481-97. 

[47] Hallowell EM, Ratey JJ. Delivered from distraction: Getting the most out of life with attention 

deficit disorder: Ballantine Books (2005). 

[48] Campbell S, MacQueen G. An update on regional brain volume differences associated with 

mood disorders. Current opinion in psychiatry 19 (January 2006): 25-33. 

[49] Konarski JZ, McIntyre RS, Kennedy SH. Volumetric neuroimaging investigations in mood 

disorders: bipolar disorder versus major depressive disorder. Bipolar disorders 10 

(Febuary 2008): 1-37. 

[50] Sheline YI, Gado MH, Kraemer HC. Untreated depression and hippocampal volume loss. 

The American journal of psychiatry 160 (August 2003): 1516-8. 

[51] Merens W, Booij L, Van Der Does AJ. Residual cognitive impairments in remitted 

depressed patients. Depression and anxiety 25 (2008): E27-36. 

[52] Charney DS, Manji HK. Life stress, genes, and depression: multiple pathways lead to 

increased risk and new opportunities for intervention. Sci STKE 23 (March 2004): 

re5. 

[53] Duman RS, Monteggia LM. A neurotrophic model for stress-related mood disorders. 

Biological psychiatry 15 (June 2006): 1116-27. 

[54] Sanacora G, Zarate CA, Krystal JH, Manji HK. Targeting the glutamatergic system to 

develop novel, improved therapeutics for mood disorders. Nature reviews 7 (May 

2008): 426-37. 

[55] Hasler G, van der Veen JW, Tumonis T, Meyers N, Shen J, Drevets WC. Reduced prefrontal 

glutamate/glutamine and gamma-aminobutyric acid levels in major depression 



84 

 

determined using proton magnetic resonance spectroscopy. Archives of general 

psychiatry 64 (Febuary 2007): 193-200. 

[56] Hasler G, Drevets WC, Manji HK, Charney DS. Discovering endophenotypes for major 

depression. Neuropsychopharmacology 29 (October 2004): 1765-81. 

[57] Tan CK, Yan J, Ananth C, Kaur C. Dexamethasone induces dendritic alteration but not 

apoptosis in the neurons of the hippocampus in postnatal rats. Neuroscience letters 

5 (July 2002): 206-10. 

[58] McArthur S, McHale E, Dalley JW, Buckingham JC, Gillies GE. Altered mesencephalic 

dopaminergic populations in adulthood as a consequence of brief perinatal 

glucocorticoid exposure. Journal of neuroendocrinology 17 (August 2005): 475-82. 

[59] Dunlop BW, Nemeroff CB. The role of dopamine in the pathophysiology of depression. 

Archives of general psychiatry 64 (March 2007): 327-37. 

[60] Barrot M, Olivier JD, Perrotti LI, DiLeone RJ, Berton O, Eisch AJ, et al. CREB activity in the 

nucleus accumbens shell controls gating of behavioral responses to emotional 

stimuli. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America 20 (August 2002): 11435-40. 

[61] Dudman JT, Eaton ME, Rajadhyaksha A, Macias W, Taher M, Barczak A, et al. Dopamine 

D1 receptors mediate CREB phosphorylation via phosphorylation of the NMDA 

receptor at Ser897-NR1. Journal of neurochemistry 87 (November 2003): 922-34. 

[62] Nestler EJ, Carlezon WA, Jr. The mesolimbic dopamine reward circuit in depression. 

Biological psychiatry 15 (June 2006): 1151-9. 

[63] Basso AM, Gallagher KB, Bratcher NA, Brioni JD, Moreland RB, Hsieh GC, et al. 

Antidepressant-like effect of D(2/3) receptor-, but not D(4) receptor-activation in the 

rat forced swim test. Neuropsychopharmacology 30 (July 2005): 1257-68. 

[64] Renard CE, Fiocco AJ, Clenet F, Hascoet M, Bourin M. Is dopamine implicated in the 

antidepressant-like effects of selective serotonin reuptake inhibitors in the mouse 

forced swimming test? Psychopharmacology 159 (December 2001): 42-50. 

[65] Volkow ND, Wang GJ, Fowler JS, Learned-Coughlin S, Yang J, Logan J, et al. The slow and 

long-lasting blockade of dopamine transporters in human brain induced by the new 

antidepressant drug radafaxine predict poor reinforcing effects. Biological 

psychiatry 15 (March 2005): 640-6. 



85 

 

[66] Bruce LL, Neary TJ. The limbic system of tetrapods: a comparative analysis of cortical and 

amygdalar populations. Brain, behavior and evolution 46 (1995): 224-34. 

[67] Zubieta JK, Stohler CS. Neurobiological mechanisms of placebo responses. Annals of the 

New York Academy of Sciences 1156 (March 2009): 198-210. 

[68] Dubrovsky BO. Steroids, neuroactive steroids and neurosteroids in psychopathology. 

Progress in neuro-psychopharmacology & biological psychiatry 29 (Febuary 2005): 

169-92. 

[69] Ehrlich M, Gama-Sosa MA, Huang LH, Midgett RM, Kuo KC, McCune RA, et al. Amount 

and distribution of 5-methylcytosine in human DNA from different types of tissues of 

cells. Nucleic Acids Research 10 (1982): 2709-21. 

[70] Coulondre C, Miller JH, Farabaugh PJ, Gilbert W. Molecular basis of base substitution 

hotspots in Escherichia coli. Nature 274 (978): 775-80. 

[71] Bird AP. CpG-rich islands and the function of DNA methylation. Nature 321 (1986): 209-13. 

[72] Lander ES, Linton LM, Birren B, Nusbaum C, Zody MC, Baldwin J, et al. Initial sequencing 

and analysis of the human genome. Nature 409 (2001): 860-921. 

[73] Venter JC, Adams MD, Myers EW, Li PW, Mural RJ, Sutton GG, et al. The Sequence of the 

Human Genome. Science (2001): 1304-51. 

[74] Larsen F, Gundersen G, Lopez R, Prydz H. CpG islands as gene markers in the human 

genome. Genomics 13 (1992): 1095-107. 

[75] Taylor SM, Jones PA. Multiple new phenotypes induced in 10T1/2 and 3T3 cells treated 

with 5-azacytidine. Cell 17 (1979): 771-9. 

[76] Maier H, Colbert J, Fitzsimmons D, Clark DR, Hagman J. Activation of the Early B-Cell-

Specific mb-1 (Ig-?) Gene by Pax-5 Is Dependent on an Unmethylated Ets Binding 

Site. Molecular and Cellular Biology 23 (2003): 1946-60. 

[77] Bell AC, Felsenfeld G. Methylation of a CTCF-dependent boundary controls imprinted 

expression of the Igf2 gene. Nature 405 (2000): 482-5. 

[78] Reik W, Walter J. Genomic imprinting: parental influence on the genome. Nat Rev Genet 2 

(January 2001): 21-32. 

[79] Reik W, Walter J. Evolution of imprinting mechanisms: the battle of the sexes begins in the 

zygote. Nature genetics 27 (March 2001): 255-6. 



86 

 

[80] Chen RZ, Pettersson U, Beard C, Jackson-Grusby L, Jaenisch R. DNA hypomethylation 

leads to elevated mutation rates. Nature 395 (1998): 89-93. 

[81] Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B. Genetic instability in colorectal cancers. Nature 10 

(April 1997): 623-7. 

[82] Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B. DNA methylation and genetic instability in colorectal 

cancer cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 

of America 94 (March 1997): 2545-50. 

[83] Jackson-Grusby L, Beard C, Possemato R, et al. Loss of genomic methylation causes p53-

dependent apoptosis and epigenetic deregulation. Nature genetics 27 (January 

2001): 31-9. 

[84] Surani MA. Imprinting and the initiation of gene silencing in the germ line. Cell 93 (May 

1998): 309-12. 

[85] Haig D, Graham C. Genomic imprinting and the strange case of the insulin-like growth 

factor II receptor. Cell 64 (March 1991): 1045-6. 

[86] Sleutel MR. Conducting survey research at nursing conferences. Nursing research 50 

(November-December 2001): 379-83. 

[87] Grunau C. Bisulfite genomic sequencing: systematic investigation of critical experimental 

parameters. Nucleic Acids Research 29 (2001): 65. 

[88] Fraga MF, Esteller M. DNA methylation: a profile of methods and applications. 

[89] Herman JG, Graff JR, Myohanen S, Nelkin BD, Baylin SB. Methylation-specific PCR: A novel 

PCR assay for methylation status of CpG islands. National Acad Sciences (1996): 

9821-6. 

[90] Rand K, Qu W, Ho T, Clark SJ, Molloy P. Conversion-specific detection of DNA methylation 

using real-time polymerase chain reaction to avoid false positives. Methods 27 

(2002): 114-20. 

[91] Clark SJ, Harrison J, Paul CL, Frommer M. High sensitivity mapping of methylated 

cytosines. Nucleic Acids Research 22 (1994): 2990-7. 

[92] Warnecke PM, Stirzaker C, Melki JR, Millar DS, Paul CL, Clark SJ, et al. Detection and 

measurement of PCR bias in quantitative methylation analysis of bisulphite-treated 

DNA. Nucleic Acids Research 25 (2002): 4422-6. 



87 

 

[93] Melki JR, Vincent PC, Clark SJ. Concurrent DNA Hypermethylation of Multiple Genes in 

Acute Myeloid Leukemia. AACR (1999): 3730-40. 

[94] Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assay. Nucleic 

Acids Research 25 (June 1997): 2532-4. 

[95] McClelland M. The effect of sequence specific DNA methylation on restriction 

endonuclease cleavage. Nucleic Acids Research 9 (November 1981): 5859-66. 

[96] Alam J, Cook JL. Reporter genes: application to the study of mammalian gene 

transcription. Analytical biochemistry 188 (August 1990): 245-54. 

[97] Crow JF. Hardy, Weinberg and language impediments. Genetics 152 (July 1999): 821-5. 

[98] Emigh TH. A Comparison of Tests for Hardy-Weinberg Equilibrium. Biometrics 36 (1980): 

627-42. 

[99] Papadimitriou A, Priftis KN. Regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. 

Neuroimmunomodulation 16 (2009): 265-71. 

[100] Kumar R, Thompson EB. The structure of the nuclear hormone receptors. Steroids 64 

(1999): 310-9. 

[101] Yang CH, Huang CC, Hsu KS. Behavioral stress modifies hippocampal synaptic plasticity 

through corticosterone-induced sustained extracellular signal-regulated 

kinase/mitogen-activated protein kinase activation. J Neurosci 24 (December 2004): 

11029-34. 

[102] Maggi R, Poletti A, Casulari LA, Pimpinelli F, Piva F, Zanisi MR, et al. Effects and 

metabolism of steroid hormones in human neuroblastoma cells. Steroids 63 (May-

June 1998): 257-62. 

[103] Franke B, Hoogman M, Arias Vasquez A, Heister JG, Savelkoul PJ, Naber M, et al. 

Association of the dopamine transporter gene 9-6 haplotype with adult ADHD. Am J 

Med Genet B Neuropsychiatr Genet 147B (December 2008): 1576-9. 

[104] Barrett JC, Fry B, Maller J, Daly MJ. Haploview: analysis and visualization of LD and 

haplotype maps. Bioinformatics 21 (January 2005): 263-5. 

[105] Oshima Y, Kuroda Y, Kunishige M, Matsumoto T, Mitsui T. Oxidative stress-associated 

mitochondrial dysfunction in corticosteroid-treated muscle cells. Muscle & nerve 30 

(July 2004): 49-54. 



88 

 

[106] Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium 

thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Analytical biochemistry 162 (April 1987): 

156-9. 

[107] Masek T, Vopalensky V, Suchomelova P, Pospisek M. Denaturing RNA electrophoresis in 

TAE agarose gels. Analytical biochemistry 336 (January 2005): 46-50. 

[108] Frankhauser P, Grimmer Y, Bugert P, Deuschle M, Schmidt M, Schloss P. Characterization 

of the neuronal dopamine transporter DAT in human blood platelets. Neuroscience 

letters 399 (May 2006): 197-201. 

[109] Fisker S, Hansen B, Fuglsang J, Kristensen K, Ovesen P, Orskov H, et al. Gene 

expression of the GH receptor in subcutaneous and intraabdominal fat in healthy 

females: relationship to GH-binding protein. European journal of endocrinology / 

European Federation of Endocrine Societies 150 (June 2004): 773-7. 

[110] Messeguer X, Escudero R, Farre D, Nunez O, Martinez J, Alba MM. PROMO: detection of 

known transcription regulatory elements using species-tailored searches. 

Bioinformatics 18 (Febuary 2002): 333-4. 

[111] Xu X, Mill J, Sun B, Chen CK, Huang YS, Wu YY, et al. Association study of promoter 

polymorphisms at the dopamine transporter gene in Attention Deficit Hyperactivity 

Disorder. BMC psychiatry 9 (2009): 3. 

[112] van de Giessen EM, de Win MM, Tanck MW, van den Brink W, Baas F, Booij J. Striatal 

dopamine transporter availability associated with polymorphisms in the dopamine 

transporter gene SLC6A3. J Nucl Med 50 (January 2009): 45-52. 

[113] Brookes KJ, Xu X, Anney R, Franke B, Zhou K, Wai C, et al. Association of ADHD with 

genetic variants in the 5prime-region of the dopamine transporter gene: Evidence 

for allelic heterogeneity. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet (2008): 1519-23. 

[114] Genro JP, Zeni C, Polanczyk GV, Roman T. A promoter polymorphism (-839 C > T) at the 

dopamine transporter gene is associated with attention deficit/hyperactivity disorder 

in Brazilian children. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 144B (March 2007): 

215-9. 

[115] Genro JP, Polanczyk GV, Zeni C, Oliveira AS, Roman T, Rohde LA, et al. A common 

haplotype at the dopamine transporter gene 5' region is associated with attention-



89 

 

deficit/hyperactivity disorder. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 147B 

(December 2008): 1568-75. 

[116] Zhou K, Chen W, Buitelaar J, Banaschewski T, Oades RD, Franke B, et al. Genetic 

heterogeneity in ADHD: DAT1 gene only affects probands without CD. Am J Med 

Genet B Neuropsychiatr Genet 147B (December 2008): 1481-7. 

[117] Stober G, Sprandel J, Schmidt F, Faul T, Jabs B, Knapp M. Association study of 5'-UTR 

polymorphisms of the human dopamine transporter gene with manic depression. 

Bipolar disorders 8 (October 2006): 490-5. 

[118] Kelada SN, Checkoway H, Kardia SL, Carlson CS, et al. 5' and 3' region variability in the 

dopamine transporter gene, pesticide exposure and Parkinson's disease risk: a 

hypothesis-generating study. Human molecular genetics 15 (October 2006): 3055-

62. 

[119] Kelada SN, Costa-Mallen P, Checkoway H, Carlson CS, Weller TS, Swanson PD, et al. 

Dopamine transporter 5' region haplotypes significantly affect transcriptional activity 

in vitro but are not associated with Parkinson's disease. Pharmacogenetics and 

genomics 15 (September 2005): 659-68. 

[120] Hillemacher T, Frieling H, Hartl T, Wilhelm J, Kornhuber J, Bleich S. Promoter specific 

methylation of the dopamine transporter gene is altered in alcohol dependence and 

associated with craving. Journal of psychiatric research 43 (January 2009): 388-92. 

[121] Gross KL, Cidlowski JA. Tissue-specific glucocorticoid action: a family affair. Trends in 

endocrinology and metabolism: TEM 19 (November 2008): 331-9. 

[122] Leung DY, Hamid Q, Vottero A. Association of glucocorticoid insensitivity with increased 

expression of glucocorticoid receptor beta. The Journal of experimental medicine 

186 (November 1997): 1567-74. 

[123] Oakley RH, Jewell CM, Yudt MR, Bofetiado DM, Cidlowski JA. The dominant negative 

activity of the human glucocorticoid receptor beta isoform. Specificity and 

mechanisms of action. The Journal of biological chemistry 274 (September 1999): 

27857-66. 

[124] Oakley RH, Sar M, Cidlowski JA. The human glucocorticoid receptor beta isoform. 

Expression, biochemical properties, and putative function. The Journal of biological 

chemistry 271 (April 1996): 9550-9. 



90 

 

[125] Bamberger CM, Bamberger AM, de Castro M, Chrousos GP. GR-beta, a potential 

endogenous inhibitor of GC action in humans. The Journal of clinical investigation 

95 (June 1995): 2435-41. 

[126] Diamond MI, Miner JN, Yoshinaga SK, Yamamoto KR. Transcription factor interactions: 

selectors of positive or negative regulation from a single DNA element. Science 249 

(September 1990): 1266-72. 

[127] Mittal R, Kumar KU, Pater A, Pater MM. Differential regulation by c-Jun and c-fos 

protooncogenes of hormone response from composite glucocorticoid response 

element in human papilloma virus type 16 regulatory region. Molecular 

endocrinology 8 (December 1994): 1701-8. 

[128] Bromberg-White JL, Meyers C. Comparison of the basal and glucocorticoid-inducible 

activities of the upstream regulatory regions of HPV18 and HPV31 in multiple 

epithelial cell lines. Virology 306 (Febuary 2003): 197-202. 

[129] Kageyama R, Pastan I. Molecular cloning and characterization of a human DNA binding 

factor that represses transcription. Cell 59 (1989): 815-25. 

[130] Lin SY, Black AR, Kostic D, Pajovic S, Hoover CN, Azizkhan JC. Cell cycle-regulated 

association of E2F1 and Sp1 is related to their functional interaction. Molecular and 

cellular biology 16 (April 1996): 1668-75. 

[131] Evans J, Sumners C, Moore J, Huentelman MJ, Deng J, Gelband CH, et al. 

Characterization of mitotic neurons derived from adult rat hypothalamus and brain 

stem. Journal of neurophysiology 87 (Febuary 2007): 1076-85. 

[132] Damberg M, Ekblom J, Oreland L. Chronic pharmacological treatment with certain 

antidepressants alters the expression and DNA-binding activity of transcription 

factor AP-2. Life sciences 68 (December 2000): 669-78. 

[133] Bledsoe RK, Montana VG, Stanley TB, et al. Crystal structure of the glucocorticoid 

receptor ligand binding domain reveals a novel mode of receptor dimerization and 

coactivator recognition. Cell 110 (July 2002): 93-105. 

[134] Parada CA, Yoon JB, Roeder RG. A novel LBP-1-mediated restriction of HIV-1 

transcription at the level of elongation in vitro. The Journal of biological chemistry 

270 (Febuary 1999): 2274-83. 



91 

 

[135] Lievers KJ, Kluijtmans LA, Heil SG, Boers GH, Verhoef P, van Oppenraay-Emmerzaal D, et 

al. A 31 bp VNTR in the cystathionine beta-synthase (CBS) gene is associated with 

reduced CBS activity and elevated post-load homocysteine levels. Eur J Hum Genet 

9 (August 2001): 583-9. 
 

 

 

 
 

 



92 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



93 

 

 

 
ภาคผนวก ก 

 
LB broth ประกอบด้วย Bacto-tryptone   5 g 

    Bacto-yeast extract   2.5 g 

    NaCl   5 g 

    เตมินํา้กลัน่ (DW) จนครบ 500 ml 

 

LB agar ประกอบด้วย LB broth   500 ml 

    Bacto agar   7.5 g 

 

LB agar/Amp+ ผสม Amplicilin 100 μg ตอ่ LB agar 1 ml 

 

Buffer P1 ประกอบด้วย 10mM Tris, pH 8.0 

   1mM EDTA, pH 8.0                

  100μg/ml RNase A 

 

Buffer P2 ประกอบด้วย 0.2M NaOH    

  10% SDS 

 

Tris-borate (TBE) Buffer ประกอบด้วย 0.045 M Tris-borate 

     0.001 M EDTA, pH 8.0                

   

DEPC-treated Water ประกอบด้วย 0.01 % (v/v) Diethylpyrocarbonate (DEPC)  

     ผสมกบันํา้ในภาชนะท่ีปราศจาก RNase  

     ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืนและนําไปอบฆา่เชือ้ (autoclave) 
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ภาคผนวก  ข 
 

Subject No…………. 

ใบยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจยั (Consent form) 

การศึกษาความสมัพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนต่างๆ 

และโรคซมึเศร้าในประชากรจงัหวดัเลย จงัหวดัหนองบวัลําภ ูและจงัหวดัใกล้เคียง  

วนัท่ีให้คํายินยอม วนัท่ี..........เดือน.............................พ.ศ............... 

 ก่อน ท่ีจะลงนามในใบยินยอมใ ห้ ทําการวิ จัย นี  ้ ข้ าพ เ จ้า  นาย /นาง /นางสาว

................................................................ได้รับการอธิบายจากผู้วิจยัถึงวตัถปุระสงค์ของการ

วิจยั อนัตรายหรือความเส่ียงท่ีอาจเกิดขึน้ รวมทัง้ประโยชน์ท่ีจะเกิดขึน้จากการวิจยัอย่างละเอียด 

และมีความเข้าใจดีแล้ว 

 ข้าพเจ้าได้ซกัถามและทําความเข้าใจเก่ียวกบัการศึกษาดงักล่าว โดยผู้ วิจยัรับรองว่าจะ

ตอบคําถามตา่งๆ ท่ีข้าพเจ้าสงสยัด้วยความเตม็ใจ ไมปิ่ดบงั ซอ่นเร้น จนข้าพเจ้าพอใจแล้ว 

 ข้าพเจ้าเข้าร่วมโครงการวิจยันีโ้ดยความสมคัรใจ และการบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจยันี ้

จะไมมี่ผลใดๆ ตอ่ข้าพเจ้า 

 ผู้วิจยัรับรองว่าจะเก็บข้อมลูเฉพาะเก่ียวกบัข้าพเจ้าเป็นความลบัและจะเปิดเผยได้เฉพาะ

ในรูปท่ีเป็นสรุปผลการวิจัย (หรือข้าพเจ้าอนุญาตให้ผู้ วิจัยเปิดเผยข้อมูลเก่ียวกับตวัข้าพเจ้าต่อ

หน่วยงานตา่งๆ ท่ีเก่ียวข้องตามท่ีผู้วิจยัเห็นสมควร 

 ในการวิจยัครัง้นี ้จะมีการเก็บเลือดเป็นจํานวนประมาณ 6 ซีซี เพียงหลอดเดียว 

 ผู้วิจยัได้อธิบายให้ข้าพเจ้าทราบและเข้าใจแล้วว่า การเก็บเลือดเพียงเล็กน้อย โดยทัว่ไป

จะไมเ่กิดอนัตรายใดๆ แก่ข้าพเจ้าเลย 

 

ลงนาม......................................................ผู้ให้การยนิยอม               วนัท่ี ........./........../.........                        
                                         

ลงนาม......................................................พยาน                             วนัท่ี........./........../.......... 
                                                                          

ลงนาม......................................................พยาน                   วนัท่ี........./........../.......... 
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ภาคผนวก ค 
 

แบบสอบถามการวิจัยเก่ียวกับความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ยีนต่างๆ และโรคซมึเศร้าในประชากรจังหวัดเลย จงัหวัดหนองบัวลาํภ ูและจังหวัด

ใกล้เคียง 
 

Subject No………… 

ช่ือ (นาย/นาง/น.ส)................................... นามสกลุ...........................เพศ................  

อาย.ุ.................ปี  วนั/เดือน/ปีเกิด...................................เบอร์โทรศพัท์...................... 

จํานวนสมาชิกในครอบครัวมีจํานวนทัง้หมด........คน เป็นชาย........คน เป็นหญิง........คน 

โรคประจําตวั...........................ยาท่ีรับประทานประจํา........................................... 

ให้ทําเคร่ืองหมาย  ในช่องวา่ง  ท่ีกําหนดให้ 

1. สถานะภาพ  โสด     สมรส 

 หยา่     แยกกนัอยู ่

2. อาชีพ  รับจ้าง    ค้าขาย 

   ข้าราชการ    พนกังานบริษัท 

   นกัเรียน/นกัศกึษา   อ่ืนๆระบ.ุ............................ 

3. วฒุกิารศกึษา  ต่ํากวา่ประถมศกึษา 

   ประถมศกึษา   มธัยมศกึษาตอนต้น 

 มธัยมศกึษาตอนปลาย  ปวส./ปวช./อนปุริญญา 

 ปริญญาตรี    สงูกวา่ปริญญาตรี 

4. รายได้  ต่ํากวา่หรือเท่ากบั 5,000 บาท 

   5,000 – 10,000 บาท  

   มากกวา่ 10,000 – 20,000 บาท 

   มากกวา่ 20,000 บาท 

5. ทา่นสบูบหุร่ีหรือไม ่    สบู   ไมส่บู 

6. ทา่นด่ืมเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์หรือไม ่  ด่ืม   ไมด่ื่ม 

 

หมายเหตอ่ืุนๆ..................................................................................................... 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

 นายรชตวรรธ บญุมาเลิศเกิดเม่ือวนัจนัทร์ท่ี 9 กนัยายน พทุธศกัราช 2528 ในช่ือของเอกวิทย์ บญุ

มาเลิศ สําเร็จการศึกษาชัน้มันยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนสาธิตมหาวิทยาลัยรามคําแหงเม่ือปี

การศึกษา 2545 และวิทยาศาสตร์บัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยัเม่ือปีการศกึษา 2549 ต่อมาได้เข้าศกึษาต่อในหลกัสตูรชีวเคมีคลินิกและอณทูางการแพทย์ 

คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยัในปีการศึกษา 2550 โดยได้รับทุนอุดหนุนค่าเล่าเรียนจาก

คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยัและทุนอุดหนุนการวิจัยจากบณัฑิตวิทยาลยั จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 
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