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บทคัด ย่อ ภาษาไทย 

นาวิน จันทรา : ความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 
และ STAT4 กับความเสี่ยงต่อการเกดิมะเร็งตับของผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี
แบบเรื้อรัง. (ASSOCIATIONS OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS IN 
STAT3 AND STAT4 FOR RISK OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA IN THAI 
PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. นพ.พิสิฐ 
ตั้งกิจวานิชย์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.สัญชัย พยุงภร, 85 หน้า. 

โปรตีน Signal transducers and activator of transcriptions (STATs) เป็นสมาชิก
ของตระกูล transcription factor ซึ่งท าหน้าที่ส าคัญในวิถีการส่งสัญญาณของไซโตไคน์ 
(cytokines) มีหลักฐานจ านวนมากที่แสดงให้เห็นว่า single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) บนยีน STATs เช่น rs2293152 และ rs1053004 บนยีน STAT3 และ rs7574865 บน
ยีน STAT4 มีความสัมพันธ์กับการเป็นมะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma, HCC) ในผู้ที่ติด
เช้ือไวรัสตับอักเสบบแีบบเรือ้รัง (chronic hepatitis B, CHB) งานวิจัยน้ีมีจุดมุ่งหมายที่จะอธิบาย
ความสัมพันธ์ของ SNPs เหล่านี้กับการเกิดมะเร็งตับในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบ
เรื้อรัง ซึ่งการศึกษาแบ่งผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบ
บีแบบเรื้อรังและเป็นมะเร็งตับ (CHB-related HCC) จ านวน 192 ราย กลุ่มผู้ที่ติดเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบีแบบเรื้อรังแต่ไม่เป็นมะเร็งตับ (CHB without HCC) จ านวน 200 ราย และกลุ่มควบคุม
ที่มีสุขภาพดี (healthy controls) จ านวน 190 ราย ส าหรับการหาจีโนไทป์ของ SNPs 
rs2293152 และ rs7574865 ท าโดยวิธี polymerase chain reaction – restriction 
fragment length polymorphism ส่วน SNP rs1053004 ท าด้วยวิธี allelic discrimination 
assays โดยอาศัย TaqMan real-time PCR ผลการวิเคราะห์ข้อมูลพบว่า การกระจายตัวของจี
โนไทป์ของ SNPs rs2293152 และ rs1053004 บนยนี STAT3 และ rs7574865 บนยีน STAT4 
อยู่ในสมดุลของ Hardy-Weinberg (P > 0.05) ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 
ต าแหน่ง SNP rs2293152 ไม่มีความสัมพันธ์กับการเป็นมะเร็งตับ (P > 0.05) ในขณะที่ SNP 
ต าแหน่ง rs1053004 จโีนไทป ์CC มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความเสี่ยงในการเป็นมะเรง็ตับอย่าง
มีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม CHB ที่ไม่เป็น HCC (odds ratio=1.85, 95% confidence 
interval=1.00-3.43, P=0.049) นอกจากนี้จีโนไทป์ของ SNP ต าแหน่ง rs7574865 บนยีน 
STAT4 (GG เทียบกับ TT+GT) มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งตับอย่างมี
นัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่ม healthy controls (odds ratio=1.71, 95% confidence 
interval=1.13-2.59, P=0.011) ดังนั้นการค้นพบเหล่านี้จึงเป็นหลักฐานส าคัญที่แสดงว่ายีน 
STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 มีความสัมพันธ์
กับความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งตับและอาจใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางพันธุกรรม ( genetic marker) 
ส าหรับการท านายการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทยได้ 
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KEYWORDS: HEPATITIS B VIRUS (HBV) / HEPATOCELLULAR CARCINOMA (HCC) / SIGNAL 
TRANSDUCER AND ACTIVATOR OF TRANSCRIPTION 3 (STAT3) / SIGNAL TRANSDUCER AND 
ACTIVATOR OF TRANSCRIPTION 4 (STAT4) / SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS 
(SNPS) 

NAWIN CHANTHRA: ASSOCIATIONS OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS IN 
STAT3 AND STAT4 FOR RISK OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA IN THAI 
PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B. ADVISOR: PROF. PISIT TANGKIJVANICH, 
M.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. SUNCHAI PAYUNGPORN, Ph.D., 85 pp. 

Signal transducers and activator of transcription (STAT) proteins, a family of 
transcription factors that play pivotal roles in cytokine signaling pathways. Several 
evidences indicated that single nucleotide polymorphisms (SNPs) in STATs gene such as 
rs2293152 and rs1053004 at STAT3 and rs7574865 at STAT4 have been associated with 
chronic hepatitis B (CHB) induced hepatocellular carcinoma (HCC). This study aims to 
describe the association between these SNPs and HCC in Thai patients with CHB. Study 
subjects were enrolled and divided into 3 groups including CHB-related HCC (n=192), 
CHB without HCC (n=200) and healthy controls (n=190). The rs2293152 and rs7574865 
SNPs were genotyped using polymerase chain reaction – restriction fragment length 
polymorphism whereas the rs1053004 SNP was genotyped using allelic discrimination 
assays based on TaqMan real-time PCR. Data analysis revealed that the distribution of 
rs2293152 and rs1053004 at STAT3 and rs7574865 at STAT4 genotypes were in Hardy-
Weinberg equilibrium (P > 0.05). rs2293152 SNP on STAT3 gene was not significantly 
associated with the risk of HCC (P > 0.05) whereas the CC genotype of rs1053004 SNP 
was significantly associated with an increased risk of HCC compared with the CHB 
without HCC (odds ratio=1.85, 95% confidence interval=1.00-3.43, P=0.049). In addition, 
the genotype of rs7574865 SNP at STAT4 (GG versus TT+GT) was significantly associated 
with a reduced risk of HCC when compared with the healthy controls (odds ratio=1.71, 
95% confidence interval=1.13-2.59, P=0.011). Therefore, these findings provided 
important evidence that the rs1053004 SNP at STAT3 and rs7574865 SNP at STAT4 were 
significantly associated with HCC risk and might be used as a novel genetic marker for 
HCC in Thai population. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

งานวิจัยน้ีจะส าเร็จลุล่วงไม่ได้หากปราศจากบุคคลผู้หน่ึงซ่ึงมีพระคุณเป็นอย่างสูงต่อการศึกษาใน
ระดับปริญญามหาบัณฑิตของข้าพเจ้า บุคคลผู้น้ันคือ ศาสตราจารย์ นายแพทย์พิสิฐ ตั้งกิจวานิชย์ อาจารย์        
ที่ป รึกษาวิทยานิพนธ์  นับตั้งแต่ข้าพเจ้าเข้ารับการศึกษาในภาควิ ชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์       
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อาจารย์คอยให้ความรู้และค าแนะน าสั่งสอนอย่างเอาใจใส่ รวมทั้งเป็นต้นแบบที่ดี
ในทุก ๆ ด้านมาโดยตลอด นอกจากน้ีอาจารย์ยังมอบทุนค่าเล่าเรียนและค่าครองชีพแก่ข้าพเจ้าตั้งแต่เร่ิมต้น
จนส าเร็จการศึกษา จึงประจักษ์ชัดแล้วว่าอาจารย์คือบุคคลที่ให้โอกาสทางการศึกษาและเป็นต้นแบบทาง
ความคิดของข้าพเจ้าอย่างแท้จริง ท าให้ข้าพเจ้ามีวันน้ี วันที่มีการศึกษาและอนาคตที่ดี ขอกราบขอบพระคุณ
อาจารย์เป็นอย่างสูงครับ 

การบรรลุสู่จุดหมายของงานวิจัย นอกจากต้นแบบทางความคิดแล้วยังจ าเป็นต้องอาศัยต้นแบบ
ทางกายหรือการกระท าด้วย ต้นแบบที่กล่าวถึงน้ีคือแบบอย่างที่ถกูต้องในการปฏิบัตกิารทดลอง ซ่ึงต้องได้รับ
การถ่ายทอดจากผู้เชี่ยวชาญ บุคคลผู้ที่เป็นต้นแบบทางกายของข้าพเจ้าคือ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สัญชัย 
พยุงภร อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ทุกคร้ังที่มีปัญหาในด้านเทคนิคการท าวิจัย อาจารย์จะแนะน าวิธี
แก้ปัญหาและทางออกที่ดีให้กับข้าพเจ้าเสมอ ท าให้ข้าพเจ้าไม่ย่อท้อต่ออุปสรรค และก้าวข้ามปัญหา          
ที่เกิดขึ้นมาสู่ความส าเร็จได้เป็นอย่างดี ขอกราบขอบพระคุณอาจารย์เป็นอย่างสูงครับ 

วิทยานิพนธ์จะบริบูรณ์พร้อมไม่ได้หากปราศจากคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ได้แก่ 
ศาสตราจารย์ ดร.นายแพทย์ สิทธิศักดิ์ หรรษาเวก ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ 
ดร.ณัฐนันท์ (ปัญจวรญาณ) ต. เทียนประเสริฐ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายนอกมหาวิทยาลัย และ              
รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์สมบัติ ตรีประเสริฐสุข กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายในมหาวิทยาลัย ซ่ึง     
คอยขัดเกลาส านวนภาษาและพิจารณาเน้ือหาให้ถูกต้อง ขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการสอบ
วิทยานิพนธ์ทุกท่านครับ 

ขอขอบคุณเจ้าของเลือดตัวอยา่งทุกท่านที่อุทิศตนเพื่องานวิจัยอันทรงคุณค่า และเป็นแรงผลักดัน
ให้เกิดการพัฒนาทางด้านวิทยาศาสตร์ของประเทศ ขอขอบคุณศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ที่
ให้ความร่วมมือในการเ ก็บเลือดตั วอย่ างมาใช้ ในงานวิจัย เป็นอย่ างดี  ขอขอบคุณทุน 90 ปี                   
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่สนับสนุนงบประมาณในการท าวิจัย และขอขอบคุณสมาชิกห้องปฏิบัติการ 724 
และหน่วยปฏิบัติการวิจัย Research Unit of Hepatitis and Liver Cancer ทุกคน ที่ให้ความช่วยเหลือ       
ในการท าวิ จั ย  นอกจาก น้ี  ขอขอบคุณคุณ เกษมณี  ไพรอนันตถาวร ที่ ช่ วย วิ เค ราะห์ ข้ อ มูล                          
น.ส.ณัฐธยาน์ ช่วยเพ็ญ และน.ส.อภิชญา คล้ายพึ่งสินธุ์ ที่ช่วยเก็บรวบรวมเลือดตัวอย่าง ขอบคุณครับ 

สุดท้ายน้ีขอขอบพระคุณบิดามารดาที่มอบโอกาสที่ดีในการศึกษาต่อระดับปริญญามหาบัณฑิต 
พร้อมทั้งให้ความรักความอบอุ่น และเป็นก าลังใจท่ีดีของข้าพเจ้าตลอดมา ข้าพเจ้าขอมอบความส าเร็จและ
ความภาคภูมิใจน้ีให้กับทุกท่านที่มีส่วนร่วมในความส าเร็จของข้าพเจ้า ขอบคุณครับ 
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บทที่ 1  

บทน า 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 

มะเร็งของเซลล์ตบัชนิด Hepatocellular carcinoma (HCC) เป็นโรคมะเรง็ตับปฐมภูมิ 

(primary liver cancer) ที่พบได้อย่างแพร่หลาย และจัดเป็นโรคมะเรง็ที่ท าให้ผูป้่วยโรคมะเร็ง

เสียชีวิตมากเป็นอันดับที่ 4 [1] ซึ่งคาดว่าในแต่ละปีอาจพบผู้ป่วยมะเร็งตับชนิด HCC รายใหม่

ประมาณ 250,000 ราย และพบว่ามีผูเ้สียชีวิตจากการเป็นมะเร็งชนิดนี้ในแต่ละปีประมาณ 500,000 

ถึง 600,000 ราย [2] ผู้ป่วยมะเรง็ตับร้อยละ 80 อยู่ในประเทศก าลังพฒันา ซึ่งพบมากในภูมิภาค

เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (South-east Asia) และภูมิภาคที่อยู่ทางตอนใต้ของทะเลทรายซาฮารา  

ทวีปแอฟรกิา (Sub-Sahara Africa) [3] มะเรง็ตับมกีารด าเนินของโรคที่รุนแรงและรกัษายาก เพราะ

ผู้ป่วยมักมาพบแพทย์ในระยะท้ายของโรค ดังนั้นจงึมผีู้เสียชีวิตจากการเป็นมะเร็งชนิดนี้จ านวนมากใน

แต่ละป ี [4] ประเทศไทยมีอบุัติการณ์ของโรคมะเร็งตับในเพศชายสูงเป็นอันดับที่หนึ่งและในเพศหญงิ

เป็นอันดบัทีส่าม [5, 6] มะเร็งตบัมีสาเหตมุาจากหลายปัจจัย เช่น ตับแข็ง (cirrhosis) ตับอักเสบ 

(hepatitis) การติดเช้ือไวรสัตับอักเสบบีแบบเรือ้รัง (chronic hepatitis B, CHB) หรอืติดเช้ือไวรัส

ตับอักเสบซีแบบเรื้อรงั (chronic hepatitis C, CHC) การได้รับสารอะฟลาทอกซิน (aflatoxin)    

การดื่มแอลกอฮอล์และการสบูบหุรี ่[7-9] จากปจัจัยดังกล่าวข้างต้น การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบ

เรื้อรังเป็นปัจจัยที่ได้รบัความสนใจเป็นอย่างมาก เนื่องจากไวรัสตับอักเสบบี (hepatitis B virus, 

HBV) มีโปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวข้องกับกลไกของการเกิดมะเร็งตับ โดยเฉพาะอย่างยิง่ X protien ที่มี

คุณสมบัติกระตุ้นการท างานของ signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 

ซึ่งเป็นโมเลกุลที่มีบทบาทส าคัญในวิถี Janus kinase (JAK)/STAT [10, 11] นอกจากนี้โปรตีน 

STAT3 สามารถจับกบั HBV enhancer 1 ได้ และกระตุ้นการแสดงออกของยีนใน HBV [12, 13] 

จากการศึกษาก่อนหน้าของ Xie J. และคณะ (2013) พบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs2293152 จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กบัการเพิม่ความเสี่ยงต่อการเป็น

มะเร็งตับอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมที่ไมเ่ป็นมะเร็งตบั ส่วนในเพศหญิงพบว่าความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs1053004 จีโนไทป์ CC มีความสัมพันธ์กบั  

การลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตบัอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคุมที่ไมเ่ป็นมะเร็งตบั 

[14]  
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นอกจากโปรตีน STAT3 แล้วยังมีโปรตีน STAT4 (signal transducer and activator     

of transcription 4) ที่เป็นสมาชิกของตระกูล STATs transcription factor ซึ่งมหีน้าทีส่ าคัญ         

ในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน โดยเป็นตัวส่งสัญญาณจาก interleukin-12 (IL-12) และ   

type I interferon (IFN-α หรือ IFN-β) เพื่อเหนี่ยวน าให้มีการผลิต type II interferon (IFN-γ)  

[15-17] IFN-γ เป็นไซโตไคน์ (cytokine) ที่มีหน้าที่ส าคัญในการปอ้งกันร่างกายจากการรุกรานของ

สิ่งแปลกปลอม การตายของเซลล์ตับแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) และการยับยัง้การเกิดมะเร็ง 

การสญูเสียความสามารถในการกระตุ้นการผลิต IFN-γ อาจจะท าใหล้ดความสามารถในการต้านทาน

ไวรัสและมะเร็งลง [18-20] ในขณะที่มีการแสดงออกของ IFN-γ มากเกินไป อาจท าใหเ้กิด 

autoimmune disease ได้ [21] จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า ความสมดุลในการแสดงออกของ

ยีน STAT4 มีความเกี่ยวข้องกับการเกิด autoimmune disease และมะเรง็ผ่านทางการตอบสนอง

ของการอกัเสบ จากการศึกษาของ Jiang D.K. และคณะ (2013) พบว่าความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน STAT4 ต าแหน่ง rs7574865 มีความสัมพันธ์กบัความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งตบั

อย่างมีนัยส าคัญ โดยอัลลลี (Allele) G มีความสัมพันธ์กบัระดับเอม็อารเ์อ็นเอของยีน STAT4 ที่ลดลง

อย่างมีนัยส าคัญทั้งในเนื้อเยือ่ที่เป็นและไม่เป็นมะเรง็ตับ แต่เนื้อเยื่อที่เป็นมะเรง็ตับจะมรีะดับของ 

การแสดงออกของยีน STAT4 ที่ต่ ากว่าเนื้อเยื่อที่ไมเ่ป็นมะเรง็ตับอย่างมีนัยส าคัญ [22] นอกจากนี้

การศึกษาของ Clark A. และคณะ (2013) ที่ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT4 

ต าแหน่ง rs7574865 ในประชากรเวียดนามใหผ้ลที่สอดคลอ้งกับการศึกษาของ Jiang D.K. และคณะ 

(2013) โดยพบว่าอัลลลี T มีความสัมพันธ์กับการลดความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตับ ส่วนแอลลลี G 

เป็นปจัจัยเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตับในผู้ป่วยเวียดนามที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรงัอย่างมี

นัยส าคัญ [23] 

จากหลักฐานดังกล่าวข้างต้น งานวิจัยน้ีจงึสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs2293152 และยีน STAT4 ต าแหน่ง rs7574865 กับ  

ความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับของผูป้่วยไทยที่ติดเช้ือไวรสัตับอักเสบบีแบบเรื้อรงั โดยการใช้เทคนิค 

Polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) และ

ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs1053004 

โดยการใช้เทคนิค TaqMan probe real - time PCR ซึ่งความรู้ที่ได้จากงานวิจัยน้ีอาจน าไปใช้เป็น

ตัวบ่งช้ีทางพันธุกรรม (genetic markers) เพื่อท านายการเกิดมะเร็งตบัส าหรบัผู้ติดเช้ือไวรัสตบั

อักเสบบีแบบเรือ้รังในประเทศไทยได ้  
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ค าถามของการวิจัย 
 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และ STAT4 ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรัส 

ตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง และผู้ที่มีสุขภาพดีมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับชนิด HCC หรือไม่ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และ STAT4 

ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีแบบเรื้อรงั และผู้ที่มสีุขภาพดีกับการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC 

สมมติฐานของการวิจัย 
 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และ STAT4 ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรัส 

ตับอักเสบบีแบบเรื้อรงัและผู้ทีม่ีสุขภาพดีมีความสัมพันธ์กบัการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC  



 

  

4 

กรอบแนวความคิดในการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพท่ี 1 กรอบแนวความคิดในการวิจัย  

วิธี Polymerase chain reaction- 

restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) ส าหรับยีน STAT3 rs2293152  

และยีน STAT4 rs7574865 

ศึกษาความสัมพันธ์ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเรง็ตับ โดยน าผลการทดลองมาค านวณด้วยโปรแกรมทาง

สรปุและวิจารณ์ผลการทดลองเพื่อน าข้อมลูมาประกอบการอธิบายร่วมกบัข้อมลูทางด้านอื่น ๆ 

ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และ STAT4 ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือ CHB 

ซึ่งอาจมีความสมัพันธ์กับความเสี่ยงของการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทย 

กลุ่มควบคุมที่ติดเช้ือ CHB แต่

ไม่เป็นมะเร็งตับ จ านวน  

200 ราย (Controls) 

กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเช้ือ CHB และ

เป็นมะเรง็ตับ จ านวน 200 ราย 

(Cases) 

สกัดดีดีเอ็นเอจาก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ของ

ประชากรตัวอย่างด้วยวิธี phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction 

การตรวจความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ 

ยีน STAT3 และ STAT4 

TaqMan probe real-time PCR 

ส าหรับยีน STAT3 rs1053004 

กลุ่มควบคุมที่มสีุขภาพดี  

จ านวน 200 ราย  

(Healthy controls) 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 

1. ผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีแบบเรื้อรงัและเป็นมะเร็งตบัที่เข้ารบัการรักษา ณ โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ส่วนใหญ่เป็นเพศชายและมีอายุมาก เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่

ติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบีแบบเรือ้รงัและกลุม่ควบคุมที่มสีุขภาพดี จึงยากต่อการทีจ่ะท าใหอ้ายุ

และเพศของประชากรในแต่ละกลุ่มมีความใกล้เคียงกัน 

2. ตัวอย่างเลือดบางตัวอย่างที่เกบ็ไว้นาน เมื่อน ามาสกัดดีเอน็เอจะท าให้ได้ดีเอ็นเอปริมาณน้อย

และคุณภาพไม่ดี จึงไม่สามารถหาจีโนไทป์ (Genotype) ของ Single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) บนยีน STAT3 และ STAT4 ได ้

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. Hepatocellular carcinoma หมายถึง มะเร็งตบัปฐมภูมิ ซึ่งเป็นมะเรง็ของเซลล์ตบัชนิด 

Hepatocellular carcinoma 

2. ผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีแบบเรื้อรงั หมายถึง บุคคลผูท้ี่ตรวจพบแอนติเจนชนิดผิวของ

เช้ือ HBV (HBsAg) ในกระแสโลหิตนานกว่า 6 เดือน หากไม่มี HBsAg แต่สามารถตรวจพบ 

ดีเอ็นเอของไวรัส HBV (HBV DNA) ก็จัดเป็นผู้ป่วยติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบีแบบเรื้อรัง 

3. กลุ่มควบคุมที่มสีุขภาพดี (Healthy controls) คือ กลุ่มประชากรที่ไม่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบี

และไม่เป็นมะเรง็ตับ 

ค าส าคัญ 

 Hepatitis B virus (HBV) 

 Hepatocellular Carcinoma (HCC) 

 Single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

 Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 

 Signal transducer and activator of transcription 4 (STAT4) 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั 

ท าให้ทราบความสมัพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และยีน 

STAT4 ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีแบบเรือ้รงักับการเกิดมะเร็งตบั และอาจจะน าไปใช้

เป็น genetic markers เพื่อท านายการเกิดมะเรง็ตับส าหรบัผู้ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีแบบเรื้อรงั ใน

ประเทศไทย



 

บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 โรคมะเร็งตบั (Liver cancer) เป็นโรคมะเร็งที่พบได้มากเปน็อันดับที่ 5 ในเพศชาย และเป็น

อันดับที่ 7 ในเพศหญงิประมาณรอ้ยละ 70 ถึง 85 ของโรคมะเรง็ตับเป็นมะเร็งชนิด HCC [24] โดย

เพศชายมีอัตราการเกิดมะเร็งตบัมากกว่าเพศหญิงสามเท่า [25] จากข้อมูลความชุกของการเป็นมะเร็ง

ตับชนิด HCC พบว่า ทวีปเอเชียตะวันออกเป็นบริเวณทีม่ีความเสี่ยงสงูทีสุ่ดในการเป็นมะเร็งชนิดนี้ 

โดยมีสาเหตหุลักคือ การติดเช้ือ HBV [26] 

 HBV เป็นไวรสัที่มสีารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอแบบสายคู่วงกลมที่ไมส่มบรูณ์ (Partially 

double-stranded DNA) (รูปที่ 1) อนุภาคของไวรัสทีส่มบูรณ์มรีูปร่างเป็นทรงกลมขนาดประมาณ 

40 ถึง 42 นาโนเมตร ประกอบด้วย envelope ห่อหุม้ nucleocapsid ที่มี core protein และ     

HBV DNA ซึ่ง HBV DNA ประกอบด้วยสายดีเอ็นเอ 2 สายคือ สายลบ (L หรือ minus strand) มี

ความยาวตลอดสายประมาณ 3,200 นิวคลีโอไทด์ และสายบวก  (S หรือ plus strand) มีขนาดไม่

แน่นอนโดยมีความยาวประมาณร้อยละ 20 ถึง 80 ของสายลบ [27, 28] 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

รูปท่ี 1 จีโนมของ HBV [28] 
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 HBV DNA ประกอบด้วย 4 open reading frames (ORFs) หลักซึ่งท าหน้าที่เป็นรหสั

พันธุกรรมในการสร้างโปรตีนต่าง ๆ ของไวรสั ดังนี้ S-ORF ท าหน้าทีส่ร้าง surface protein หรือ 

hepatitis B surface antigen (HBsAg) C-ORF ท าหน้าที่สร้าง core protein หรือ hepatitis B 

core antigen (HBcAg) P-ORF ท าหน้าทีส่ร้างเอนไซม์ DNA polymerase และ X-ORF ท าหน้าที่

สร้าง X protein หรือ hepatitis B x antigen (HBxAg) [27, 28] ดังแสดงในรูปที ่1 

 HCC เป็นโรคทีม่ีสาเหตมุาจากหลายปัจจัยร่วมกัน (รูปที ่ 2) ได้แก่ ปัจจัยภายในร่างกาย 

(Host factors) เช่น Single nucleotide polymorphisms (SNPs) อายุ และเพศ ปัจจัยของไวรสั 

(Viral factors) อาทิ การติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรงั การกลายพันธ์ุของ HBV (HBV 

mutation) และ X protein และปจัจัยสิ่งแวดลอ้ม (Environmental factors) ได้แก่ การได้รับ

สารอะฟลาทอกซิน การดื่มแอลกอฮอล์และการสบูบหุรีเ่ป็นต้น [1, 6, 14, 22, 29] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 ปัจจัยทีม่ีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC 

 ข้อมูลจากการศึกษาต่าง ๆ พบว่ากลไกการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC โดยการติดเช้ือ HBV อาจ

เกิดจากการเช่ือมต่อระหว่างดเีอ็นเอของไวรสัเข้ากับจีโนมของเซลล์ตับ ซึ่งน าไปสู่การเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างของโปรตีน ท าใหเ้กิดการกระตุ้นเซลล์ตับใหเ้ปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์มะเร็งได้ง่ายข้ึน เช่น     

X protein ของ HBV ที่มีการขาดหายไปของปลายคารบ์อกซสีามารถกระตุ้นการท างานของมะเร็ง 

ในขณะที่ X protein ที่ปกตมิีคุณสมบัติในการยบัยั้งการท างานของยีนที่กอ่ให้เกิดมะเรง็ [30] หรือ

อาจเกิดจาก X protein ของ HBV ไปกระตุ้นการท างานของโปรตีน STAT3 ซึ่งเป็นโมเลกลุทีส่ าคัญ

ในวิถี Janus kinase (JAK)/STAT [10, 11] โดยจะท าให้เกิดการอักเสบและน าไปสูก่ารเป็นมะเร็งตับ 

[1] 

 Aflatoxin exposure 

 Alcohol or Tobacco 
consumption 

Host factors 

 SNPs 

 Age 

 Sex 

 CHB  

 HBV mutation 

 X protein 

Viral factors 

Environmental factors 

HCC 
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 โปรตีน STATs ได้รับการค้นพบในป ีค.ศ. 1993 โดย James Darnell และคณะ [31] เมื่อ

โปรตีน STATs ได้รับการกระตุ้นจาก receptors บรเิวณเยื่อหุ้มเซลล์ จะท าหน้าที่เป็น secondary 

messengers เข้าสู่นิวเคลียสเพื่อกระตุ้นการถอดรหสั (transcription) ของยีนตา่ง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับ

การอักเสบ [31] โปรตีน STATs มีหน้าทีส่ าคัญในการส่งสัญญาณของไซโตไคน์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับ     

การควบคุมการเจรญิเติบโตของเซลล์ (cell growth) และการเปลี่ยนแปลงของเซลลเ์พื่อไปท าหน้าที่

ต่าง ๆ (differentiation) [32] ตระกูลของโปรตีน STATs มีสมาชิกทั้งหมด 7 ตัว ประกอบด้วย 

STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b และ STAT6 ในกลุ่ม STATs โปรตีน STAT3 

ได้รับความสนใจอย่างมากในช่วงเวลา 10 ปีที่ผ่านมา เนือ่งจาก STAT3 เกี่ยวข้องกบัการส่งสัญญาณ

ของ pro-inflamatory cytokines และ growth factors โดยมีส่วนร่วมกับกลไกการท าลายและ

ซ่อมแซมตับ [33-35] 

 Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 

ยีน STAT3 อยู่บนโครโมโซมที่ 17q21 ซึ่งแปลรหัสเป็นโปรตีน STAT3 ที่มีขนาดประมาณ 

92 กิโลดาลตันประกอบด้วย 770 กรดอะมิโน [36] โปรตนี STAT3 เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเรง็โดย

เช่ือมโยงกับ Intrinsic และ Extrinsic pathways (รูปที ่3) [17] Intrinsic pathway เป็นการกระตุ้น

จากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมภายในเซลล์ ส่งผลใหม้ีการแสดงออกของ growth factor 

receptor และ cytokine receptor เป็นจ านวนมาก ซึง่ receptors เหล่าน้ีเกี่ยวข้องกับ Janus 

kinase (JAK) family tyrosine kinase และ non-receptor tyrosine kinase ส่วน Extrinsic 

pathway เป็นปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมซึง่มีความเกี่ยวข้องกบัการเกิดมะเร็ง เช่น รังสีอลัตราไวโอเลต 

(ultraviolet) สารก่อมะเรง็ การติดเช้ือ ความเครียด และการสบูบหุรี่ โดยทั้งสองกลไกนีก้ระตุ้น   

การท างานของ tyrosine kinase ซึ่งท าหน้าทีเ่ติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ให้กับโปรตีน 

STAT3 ท าให้โปรตีน STAT3 ได้รับการกระตุ้น จากนั้นจงึรวมกันเป็น homodimer แล้วเคลื่อนย้าย

เข้าสู่นิวเคลียส เพือ่ควบคุมการแสดงออกของยีนก่อมะเรง็และ inflammatory factor นอกจากนี้ยัง

ท าให้เกิดการ up-regulation ของยีนทีเ่กี่ยวข้องกบัการแบ่งตัวของเซลลม์ะเร็ง (proliferation)    

การด ารงชีพ (survival) การเจรญิลุกลามแทรกเข้าไปในเนือ้เยื่ออื่น (invasion) และการแพร่กระจาย 

(metastasis) ของเซลล์มะเร็ง โปรตีน STAT3 สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของไซโตไคน์ 

เคโมไคน ์(chemokines) และ mediators อื่น ๆ เช่น interleukin-6 (IL-6) และ cyclooxygenase 

2 (COX-2) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการอกัเสบและในขณะเดียวกัน receptors ของสารเหล่าน้ีกเ็ป็น

ตัวกระตุ้นการท างานของโปรตีน STAT3 เช่นกัน [17] 



 

  

9 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 ความสัมพันธ์ของโปรตีน STAT3 กับการอักเสบและการเกิดมะเรง็ [17] 

 บทบาทของโปรตนี STAT3 ในการเปลีย่นแปลงเซลลป์กติไปสู่เซลล์มะเร็ง 

 โปรตีน STAT3 เกี่ยวข้องกับการท างานของเซลล์อย่างหลากหลาย เช่น การเจริญเติบโตของ

เซลล์ การด ารงชีพ และการแพร่กระจายของเซลล์ ซึง่ก่อให้เกิดการเริ่มต้นและพฒันาไปสูม่ะเร็งตบั 

[37] จากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน STAT3 ด้วยวิธี proteome microarray analysis 

พบว่าโปรตีน STAT3 มีการแสดงออกปริมาณมากในมะเรง็ตับปฐมภูมิ (primary hepatocellular 

carcinoma) [38] นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาก่อนหน้าที่แสดงให้เห็นว่า STAT3 antisense 

oligonucleotide สามารถลดปริมาณโปรตีน STAT3 ได้และสามารถยับยัง้การเจรญิของเซลล์มะเร็ง

ใน HCC cell line ที่ปลูกถ่ายเข้าสู่หนูทดลองได้เป็นอย่างด ี[39] 

 บทบาทของโปรตนี STAT3 ต่อการอักเสบ 

 โปรตีน STAT3 ท างานร่วมกบั nuclear factor kappa B (NF-κB) ในการตอบสนองต่อ 

การอักเสบ ซึ่งสนบัสนุนให้เกิดการพัฒนาและเจรญิของมะเร็ง NF-κB ไม่เพียงเกี่ยวข้องกบั pro-

carcinogenic inflammation เท่านั้น แต่ยังเกี่ยวข้องกบั anti-tumour immune response ด้วย 

ตระกลูของ NF-κB ประกอบด้วย REL และ RELA โดย REL ท าหน้าที่ควบคุมการถอดรหสัของ      

ไซโตไคน์และเคโมไคน์ทีเ่กี่ยวข้องกบัการต้านทานเช้ือกอ่โรคและมะเรง็ ในขณะที่ RELA มีหน้าที่

เหนี่ยวน าใหเ้กิดการอักเสบและมีผลต่อ pro-oncogene โปรตีน STAT3 สามารถเพิ่มการกระตุ้น 

NF-κB ในมะเร็ง และในการกระตุ้น STAT3 ก็ต้องอาศัย NF-κB (RELA) เช่นเดียวกัน เนื่องจากยีน

เป้าหมายของ RELA คือไซโตไคน์และ growth factors ซึ่งสามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีน 

STAT3 ได้เช่น IL-6 เป็นต้น [17]  
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 ในสภาวะปกติตัวยับยั้งของ NF-κB (IκBα) จะยับยั้ง NF-κB ให้อยู่ภายในไซโทพลาสซึมโดย

ที่ไม่มีการท างาน เมื่อเช้ือกอ่โรคหรือ proinflammatory cytokines กระตุ้น IκB kinase (IKKs) จะ

ท าให้ IκBα ได้รับการเตมิหมู่ฟอสเฟตและถูกย่อยสลายดว้ยกระบวนการ ubiquitylation (Ub)  

จากนั้น NF-κB จะเคลื่อนย้ายเข้าสู่นิวเคลียสเพื่อท าหน้าทีเ่ป็น transcription factor โดย NF-κB ที่

เป็น REL จะ up-regulate ยีนหลายชนิดทีเ่กี่ยวข้องกบัการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของ T helper 1 

(TH1) ซึ่งจ าเป็นส าหรบัการควบคุมเช้ือก่อโรคและต้านมะเรง็ ส่วนไซโตไคน์และ growth factors ที่

ควบคุมโดย NF-κB ที่เป็น RELA จะท าใหเ้กิดการกระตุ้นโปรตีน STAT3 (รูปที ่4) โปรตีน STAT3 ที่

ได้รับการกระตุ้นแล้วสามารถยับยัง้ IKK ได้ ท าให้ลดปรมิาณของ NF-κB ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกระตุ้น 

TH1 [17] 

 NF-κB-IκBα complexes สามารถผ่านเข้าออกนิวเคลียสได้โดยไม่ต้องได้รับการกระตุ้น ซึง่

อัตราการส่งออกจะมากกว่าการน าเข้านิวเคลียส แต ่ p300 จะท าให้ RELA ไม่สามารถออกจาก

นิวเคลียสได้ด้วยกระบวนการ acetylation ของ RELA เมือ่กิจกรรมของ STAT3 มีมากข้ึนในมะเรง็ 

RELA จะรวมกับ STAT3-p300 ท าให้มีการแสดงออกของยีนก่อมะเร็งและ inflammatory 

mediators ที่ควบคุมการกระตุ้นของโปรตีน STAT3 อีกครัง้หนึ่ง (รูปที่ 4) [17] 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4 ปฏิสัมพันธ์ระหว่าง STAT3 และ NF-κB [17]  
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 บทบาทของโปรตนี STAT3 ในการควบคุมการตายของเซลล์แบบ apoptosis 

 โปรตีน STAT3 มีส่วนร่วมในการเกิดมะเร็งตบั ผ่านการ up-regulation ของยีนทีเ่กี่ยวข้อง

กับการยบัยั้งการตายของเซลล์แบบ apoptosis เช่น Bcl-2, Bcl-xL, survivin, Mcl-1 และ XIAP   

ดังปรากฏในการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า การกระตุ้นโปรตีน STAT3 สามารถสนบัสนุนให้เซลล์มะเรง็

ด ารงอยู่ได้ผ่านการ up-regulation ของยีน Bcl-xL [1] เป็นต้น นอกจากนี้จากการศึกษาก่อนหน้า

พบว่า มีการแสดงออกของโปรตีน XIAP ใน HCC cell line ปริมาณมากอกีด้วย [1] 

 บทบาทของโปรตนี STAT3 ในวัฏจักรของเซลล์ (Cell cycle) 

 โปรตีน STAT3 ท าหน้าที่ในการควบคุมการถอดรหสัยีนที่เกี่ยวข้องกบัวัฏจักรของเซลล์ใน

ระยะ G1-S phase ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องกบัการพฒันาของมะเรง็ [40] จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า

ความไม่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนทีเ่กี่ยวข้องกบัวัฏจักรของเซลล์ เช่น cyclin D1, 

cyclin-dependent kinase 4 (Cdk4), cyclin E, cyclin A, p16 และ p27 ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญที่

เกี่ยวข้องกบัการเริม่ต้นและการพฒันาของมะเร็งตับ [1] โปรตีน STAT3 มีหน้าทีเ่ป็น negative 

regulator ในการถอดรหสัของยีน cyclin D1 ระหว่างการพัฒนาตบัของตัวอ่อนในครรภ์ (fetal 

liver) ในขณะที่เป็น positive regulator ในการแสดงออกของยีน cyclin D1 ในมะเรง็ของเซลล์ตบั 

(hepatoma cells) และระยะเริ่มต้นในการงอกใหม่ของตบั จากการค้นพบนี้แสดงใหเ้ห็นแล้วว่ายีน 

cyclin D1 คือยีนเป้าหมายของโปรตีน STAT3 [1] 

 บทบาทของโปรตนี STAT3 ในกระบวนการสร้างหลอดเลอืดใหม่ (Angiogenesis) 

 กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่เป็นหนึง่ในเครื่องหมายทีแ่สดงถึงการพฒันาสู่มะเร็ง เพราะ 

การสร้างหลอดเลือดใหมม่ีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเรง็ที่บริเวณเริ่มต้น และบริเวณ

ที่เซลลม์ะเร็งแพร่กระจายออกไป ในขณะทีเ่นื้อเยื่อเจริญเป็นอวัยวะ ทุกเซลล์ในเนื้อเยื่อจ าเป็นต้อง

อาศัยอยู่ใกล้กบัหลอดเลือดเพื่อรับสารอาหารและออกซเิจน เช่นเดียวกัน มะเรง็ส่วนมากไมส่ามารถ

เจริญเตบิโตได้โดยปราศจากออกซเิจนและสารอาหาร ในเซลล์มะเร็งจะเพิม่การผลิต vascular 

endothelial growth factor (VEGF) ซึ่งจะกระตุ้นเซลลบ์ุผิวหลอดเลือด (endothelial cell) ให้มี

การเพิม่จ านวนมากข้ึน โดย VEGF จะจับกบั tyrosine kinase receptor ของเซลล์บผุิวหลอดเลือด

ท าให้เกิดการกระตุ้นโปรตีน STAT3 ซึ่งสามารถควบคุมการแสดงออกของโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ เช่น basic FGF (bFGF) ที่เหนี่ยวน าการเพิม่จ านวนของเซลล์ และ

การเปลี่ยนแปลงของเซลลบ์ุผิวหลอดเลือดเพื่อไปท าหน้าที่ตา่ง ๆ นอกจากนี้โปรตีน STAT3 ยัง



 

  

12 

ควบคุมการถอดรหัสของยีน VEGF  ทางออ้มอีกด้วย โดยการควบคุมการแสดงออกของยีน hypoxia-

inducible factor (HIF)-1 ซึ่งเป็น transcription factor ของยีน VEGF [1] 

บทบาทของโปรตนี STAT3 ในการรุกรานเซลล ์(Cellular invasion) 

 จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าโปรตีน STAT3 มีผลตอ่การแพร่กระจายของมะเร็งตบัผ่านกล

ไกลของโมเลกลุต่าง ๆ เช่น โปรตีน STAT3 จะควบคุมการแสดงออกของ matrix 

metalloproteinases (MMP-2 และ MMP-1) ซึ่งมสี่วนเกีย่วข้องกับการรุกรานและการแพร่กระจาย

ของมะเร็ง อย่างไรก็ตาม STAT3 สามารถเพิม่การแสดงออกของ tissue inhibitors of 

metalloproteinase (TIMP-1) ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่ท าหน้าที่ขัดขวาง metalloproteinase และลด

การรกุรานในเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ได้อีกด้วย [1] จึงเป็นที่ประจักษ์แล้วว่า การสง่สญัญาณของ

โปรตีน STAT3 มีบทบาทที่ส าคัญต่อการรุกรานและแพร่กระจายของมะเร็งตับอย่างมาก 

 HBV กับการท างานของโปรตีน STAT3 

 การติดเช้ือ HBV เป็นปจัจัยที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก เพราะ HBV มีโปรตีนบางอย่าง

ที่เกี่ยวข้องกบักลไกการเกิดมะเร็งตบัโดยตรง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง X protein ที่มีคุณสมบัติกระตุ้น 

การท างานของโปรตีน STAT3 ซึ่งเป็นโมเลกลุทีส่ าคัญใน Janus kinase (JAK)/STAT signaling 

pathway [10, 11] โดยจะท าใหเ้กิดการอักเสบและเป็นมะเร็งตับในที่สุด [1] นอกจากนี้โปรตีน 

STAT3 ยังสามารถจบักับ HBV enhancer 1 ได้อย่างจ าเพาะ ซึ่งจะกระตุ้นการแสดงออกของยีน  

ต่าง ๆ ของ HBV ได้เป็นอย่างด ี[12, 13] 

 Signal transducer and activator of transcription 4 (STAT4) 

 นอกจากโปรตีน STAT3 แล้วยังมีโปรตีน STAT4 (signal transducer and activator of 

transcription 4) ที่เป็นสมาชิกของตระกลู STATs transcription factor ยีน STAT4 อยู่บน

โครโมโซมที่ 2 [22] ซึ่งมหีน้าทีส่ าคัญในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน โดยได้รบัสญัญาณจาก 

interleukin-12 (IL-12) และ type I interferon (Interferon-α, IFN-α หรอื Interferon-β, IFN-β) 

เพื่อเหนี่ยวน าให้มกีารผลิต type II interferon (Interferon-γ, IFN-γ) [15-17] IFN-γ เป็นไซโตไคน์

ที่มีหน้าทีส่ าคัญในการปอ้งกันร่างกายจากการรกุรานของสิง่แปลกปลอม [20] การสูญเสีย

ความสามารถในการกระตุ้นการผลิต IFN-γ ผ่านทาง STAT4 อาจจะท าใหล้ดความสามารถใน     

การต้านทานไวรัสและมะเร็งลงได ้ [18, 19] แต่ในทางตรงกันข้ามเมื่อมีการแสดงออกของ IFN-γ    
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ในปริมาณมากอาจท าให้เกิด autoimmune disease ได้เช่นกัน [21] นอกจากนี้ IFN-γ ยังเกี่ยวข้อง

กับการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กันต่อการติดเช้ือ HBV อีกด้วย 

 การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อการติดเช้ือ HBV ประกอบด้วยระบบต่าง ๆ ดังนี้ ระบบ

ภูมิคุ้มกันแบบไมจ่ าเพาะ (Innate immunity) เซลลท์ี่ท าหน้าที่ในระบบภูมิคุ้มกันนี้คือ Dendritic 

cells (DCs) และระบบภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (Adaptive immunity) เซลลท์ี่ท าหน้าที่ในระบบ

ภูมิคุ้มกันน้ีคือ CD4+ T lymphocytes และ CD8+ T lymphocytes การตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน

ด้านเซลล์ (Cellular immune response) เริ่มต้นข้ึนเมื่อ DC น าแอนติเจนของเช้ือ HBV เข้าสู่เซลล์ 

เพื่อน าเสนอให้กับ CD8+ T cells ผ่านทางโมเลกุลของ Major Histocompatibility Complex 

(MHC) class I (รูปที ่5) CD8+ T cells สามารถรับรู้แอนติเจนน้ีได้ และก าจัด HBV โดยอาศัยกลไก 

2 อย่างร่วมกันคือ [27, 41-44] 

1. การท าลายเซลล์ตับท่ีติดเชื้อไวรัส (Cytolytic mechanism) โดย CD8+ T cells 

ได้รับการกระตุ้นจาก core protein ของไวรัสและสามารถท าลายเซลล์ตบัที่ติดเช้ือ

โดยตรงด้วยการกระตุ้นการตายของเซลล์แบบ Apoptosis  

2. การก าจัดเชื้อไวรัสโดยไม่มีการท าลายเซลล์ตบั (Non-cytolytic machanism) 

เนื่องจาก CD8+ T cells สามารถหลัง่ IFN-γ และ Tumor necrosis factor-α   

(TNF-α) ซึ่งสามารถท าลายเช้ือไวรสัด้วยวิธีต่าง ๆ เช่น การยับยั้งการเพิม่จ านวนไวรัส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5 เซลล์ชนิดต่าง ๆ ที่มีส่วนร่วมในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน 

ต่อการติดเช้ือ HBV [27]  
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 มีการทดลองจ านวนมากที่แสดงให้เห็นว่า ระบบภูมิคุ้มกนัสามารถควบคุมการเกิดมะเรง็ได้ 

โดยเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันที่มีหน้าที่ควบคุมการเจริญของมะเรง็คือ innate immune cells ได้แก่ 

macrophages และ DCs ซึ่งสามารถท าลายเซลล์มะเร็งได ้เมื่อโปรตีน STAT1 ภายในเซลลเ์หล่าน้ัน

ได้รับการกระตุ้นโดยการเติมหมู่ฟอสเฟต (p-STAT1) DCs และ macrophages จะสามารถกระตุ้น

โปรตีน STAT4 (p-STAT4) ภายใน TH1 ท าให้ TH1 มีการผลิต IL-12 และ IFN-γ ซึ่งสง่ผลให้

เซลล์มะเร็งตาย แสดงใหเ้ห็นแล้วว่าการกระตุ้นโปรตีน STAT1 และ STAT4 ในเซลล์ระบบภูมิคุม้กันมี

ความส าคัญอย่างยิ่งในการควบคุมการเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเร็ง (รูปที่ 6) [17] 

 นอกจากนีเ้ป็นที่ทราบกันดีว่าการกระตุ้น STAT3 (p-STAT3) ภายใน tumour-associated 

macrophage (TAM) หรือเมื่อมีการกระตุ้น STAT3 (p-STAT3) และ STAT6 (p-STAT6) ภายใน 

myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) จะท าให้ TAM และ MDSCs หลั่ง growth factor 

และ angiogenic factor ซึ่งส่งผลให้เกิดการสร้างเซลล์บผุิวหลอดเลือดใหม่ไปหล่อเลี้ยงเซลล์มะเรง็

และสง่เสรมิใหเ้กิดมะเรง็ในที่สุด (รูปที่ 6) [17] 

 อย่างไรก็ตาม แมจ้ะมีการศึกษาหน้าที่ของโปรตีน STAT4 เป็นจ านวนมาก แต่ก็ยังไมท่ราบ

หน้าที่ของโปรตีนชนิดนี้อย่างแน่ชัด 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 6 โปรตีน STATs ต่าง ๆ ภายใน myeloid cells ที่เกีย่วข้องกับการต้านทาน 

และสง่เสรมิใหเ้กิดมะเรง็ [17]  



 

  

15 

จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 มีความสัมพันธ์

กับการเกิดมะเร็งและตอบสนองต่อการรักษาโรคมะเรง็หลายชนิด เช่น มะเรง็ไต มะเร็งปากมดลูก 

และมะเรง็ตับ [14, 45, 46] โดยการศึกษาของ Xie J. และคณะ (2013) พบว่าความหลากหลาย            

ทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs2293152 จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กับการเพิม่     

ความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไมเ่ป็นมะเร็งตบั ส่วนใน

เพศหญงิพบว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs1053004 จีโนไทป์ CC มี

ความสัมพันธ์กับการลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเรง็ตับอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมที่ไม่

เป็นมะเรง็ตับ [14] จากการศึกษาของ Jiang D.K. และคณะ (2013) พบว่าความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน STAT4 ต าแหน่ง rs7574865 มีความสัมพันธ์กบัความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งตบั

อย่างมีนัยส าคัญ โดยอัลลลี (Allele) G มีความสัมพันธ์กบัระดับเอม็อารเ์อ็นเอของยีน STAT4 ที่ลดลง

อย่างมีนัยส าคัญทั้งในเนื้อเยือ่ที่เป็นและไม่เป็นมะเรง็ตับ แต่เนื้อเยื่อทีเ่ป็นมะเร็งตบัจะมีระดับการ

แสดงออกของยีน STAT4 ที่ต่ ากว่าเนื้อเยือ่ที่ไมเ่ป็นมะเร็งตับอย่างมีนัยส าคัญ [22] นอกจากนี้ยังมี

การศึกษาของ Clark A. และคณะ (2013) ที่ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT4 

ต าแหน่ง rs7574865 ในประชากรเวียดนามใหผ้ลที่สอดคลอ้งกับการศึกษาของ Jiang D.K. และคณะ 

(2013) โดยพบว่าอลัลลี T มีความสัมพันธ์กับการลดความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตับ ส่วนแอลลลี G 

เป็นปจัจัยเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตับในผู้ป่วยเวียดนามที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรงัอย่างมี

นัยส าคัญ [23] 

จากหลักฐานดังกล่าวข้างต้น งานวิจัยน้ีจงึสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs2293152 และยีน STAT4 ต าแหน่ง rs7574865 กับ  

ความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับของผูป้่วยไทยที่ติดเช้ือไวรสัตับอักเสบบีแบบเรื้อรงั โดยการใช้เทคนิค 

Polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) และ

ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง rs1053004 

โดยใช้เทคนิค TaqMan probe real - time PCR ซึ่งความรู้ที่ได้จากงานวิจัยน้ีอาจน าไปใช้เป็น 

genetic markers เพื่อท านายการเกิดมะเร็งตับส าหรับผู้ติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบีแบบเรื้อรังใน

ประเทศไทยได ้  
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ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 

 PCR หรือ In vitro enzymatic gene amplification เป็นเทคนิคที่ใช้ส าหรบัเพิ่มจ านวน

ช้ินส่วนของดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (รูปที ่ 7) โดยมีองค์ประกอบทีส่ าคัญดงันี้ ดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 

Template) เอนไซม์ Taq (Thermus aquaticus) DNA polymerase ไพร์เมอร์ (Forward และ 

Reverse Primers) Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทั้งสี่ชนิด บัฟเฟอร์ และ

แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ปฏิกิริยาการสังเคราะห์จะเกดิต่อเนื่องซ้ ากันเป็นลกูโซ่ ซึง่ในแต่ละรอบ

ประกอบด้วยข้ันตอนต่าง ๆ ดังนี ้

1. ข้ันตอน Denaturation เป็นข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอแม่แบบจากสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว โดย

ใช้อุณหภูมิประมาณ 90-95 ºC 

2. ข้ันตอน Annealing เป็นข้ันตอนที่ท าให้ไพรเมอร์จบักับ DNA Template ตรงบริเวณล าดับ

นิวคลีโอไทด์คู่สม โดยการลดอุณหภูมิลงมาที่ 50-55 ºC 

3. ข้ันตอน Extension เป็นข้ันตอนการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ต่อออกจากไพรเมอร์โดยมี

ทิศทางจากปลาย 5' ไปยัง 3' อุณหภูมิที่ใช้จะอยู่ในช่วง 70-75 ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7 ข้ันตอนการเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยวิธี PCR  

5' 
Forward primer Reverse primer 

3' 

5' 3' 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

PCR product 

DNA Template  
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TaqMan probe real-time PCR 

 TaqMan probe เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทดส์ายเดี่ยว (single oligonucleotide) ที่บริเวณ

ปลาย 5' ของ probe จะติดฉลากด้วย reporter dye เช่น VIC และ FAM ส่วนปลายอีกด้านของ 

Probe จะติดฉลากด้วย quencher dye ซึ่งมีความสามารถในการดูดซับพลังงานแสงของ reporter 

dye เมื่อเข้าสู่กระบวนการของการท า PCR เพื่อสงัเคราะห์สายดเีอ็นเอสายใหม่ในข้ัน Extension 

5'endonucleolytic activity ของเอนไซม์ Taq DNA polymerase จะสามารถย่อยสาย single 

oligonucleotide probe ท าให้ reporter dye หลุดออกเป็นอสิระจาก quencher dye จึงท าให้

สามารถคายพลังงานแสงเมื่อไดร้ับการกระตุ้น (รูปที ่ 8) ส าหรับการตรวจหา Single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) โดยใช้ TaqMan probe ท าได้โดยอาศัย oligonucleotide probes 

จ านวน 2 สาย ที่ติดฉลากด้วย reporter dye ที่แตกต่างกัน probe จะมีความจ าเพาะต่อเบสที่

แตกต่างกัน ณ ต าแหน่งของ SNPs ที่สนใจ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8 ข้ันตอน Real-time PCR โดยอาศัย TaqMan probes

Denaturation 

Annealing 

Extension 

Oligonucleotide Probe 

Oligonucleotide Probe 

DNA Template 



 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย 

 งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาแบบ case-control study ซึ่งได้รบัการพจิารณาและผ่านการอนมุัติ

จริยธรรมจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

(Institutional Review Board, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University) โครงการวิจัย

หมายเลข (IRB No.) 360/56 

ประชากรท่ีศึกษา 

1. กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population) 

1.1. กลุ่มที่ท าการศึกษา (Cases) คือ กลุ่มผูป้่วยที่ติดเช้ือไวรสัตับอักเสบบีแบบเรือ้รัง ซึ่ง

ได้รับการวินจิฉัยจากแพทย์ว่าเป็นมะเร็งตบัชนิด HCC (CHB related HCC patients) 

ที่เข้ารบัการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

1.2. กลุ่มควบคุมที่ติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบีแบบเรื้อรัง (CHB ทีไ่ม่เป็น HCC) คือ กลุ่มที่ 

ติดเช้ือ HBV มานานกว่า 6 เดือน และไมเ่ป็นผู้ป่วยมะเรง็ตับ ทีเ่ข้ารับการรักษา ณ 

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

1.3. กลุ่มควบคุมที่มสีุขภาพดี (Healthy controls) คือ กลุ่มประชากรที่ไม่ติดเช้ือไวรสั 

ตับอักเสบบีและไม่เป็นมะเรง็ตับ จากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย  
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เกณฑ์ท่ีใช้ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา (Inclusion criteria) 

1. ผู้ป่วยที่ติดเช้ือ HBV คือ ผู้ที่ตรวจพบ HBsAg และตรวจพบ HBV DNA และกรณี 

CHB related HCC patients ต้องเป็นผู้ป่วยที่ได้รบัการวินิจฉัยทางรังสีวิทยา หรือ

ใช้การวินิจฉัยยืนยันทางพยาธิวิทยาจากช้ินเนื้อตับว่าเป็นมะเร็งตบั ตามหลกัเกณฑ์

สมาคมโรคตับของอเมริกา (American Association for the Study of Liver 

Disease, AASLD) [47] ที่เข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  

สภากาชาดไทย 

2. ส าหรับกลุ่ม Healthy controls ต้องเป็นผู้ที่ได้รับการยืนยันแล้วว่าไม่มีการติดเช้ือ 

HBV โดยตรวจ HBxAg และไม่มีการติดเช้ือไวรัสชนิดอืน่เช่น ไวรัสตับอักเสบซี 

(Hepatitis C virus) โดยตรวจ anti-HCV 

3. ผู้ทีล่งลายมือช่ือในใบยินยอมเข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

เกณฑ์ท่ีใช้ในการตัดออก (Exclusion criteria) 

1. ผู้ป่วยที่มปีระวัติการติดเช้ือ HBV ร่วมกับการติดเช้ือไวรสัชนิดอื่น เช่น ไวรัสตับ

อักเสบซี หรือเอชไอวี (Human immunodeficiency virus, HIV) 

2. ผู้ป่วยที่ไม่ยินยอมเข้าร่วมโครงการศึกษาวิจัย หรอืไม่สามารถลงลายมอืช่ือในใบ

ยินยอมเข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

3. ผู้ป่วยที่ได้รบัการวินิจฉัยยืนยันจากแพทย์ว่าเป็นมะเร็งชนิดอื่นร่วมด้วย 

น าข้อมูลของกลุม่ประชากรเป้าหมายทัง้หมดจับคู่กันระหว่างกลุม่ควบคุม (CHB ที่ไม่เป็น 

HCC และกลุ่ม Healthy controls) และกลุ่ม CHB related HCC patients ให้อายุและเพศของ

ประชากรในแต่ละกลุ่มมีความใกลเ้คียงกันมากทีสุ่ด  
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2. การค านวณขนาดของกลุ่มประชากรตัวอย่าง (Sample size) 

 เนื่องจากงานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาแบบ case-control study โดยกลุ่มประชากรเป้าหมายทั้ง 

3 กลุม่เป็นอิสระต่อกัน ดังนั้นจึงค านวณหาจ านวนประชากรเป้าหมายในแต่ละกลุ่มโดยใช้สูตรดงันี้ 

 

 N  หมายถึง ประชากรที่ศึกษาในแต่ละกลุ่ม 

 P2 หมายถึง โอกาสที่กลุ่มควบคุมจะมีปัจจัยเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับเท่ากับ 0.3 [14] 

 OR หมายถึง odds ratio เท่ากับ 2.04 [14] 

 P1 หมายถึง อัตราที่คาดว่าประชากรกลุม่ case จะมปีัจจัยทีผู่้วิจัยสนใจ  

โดย P1มีค่าเท่ากับ  

 P มีค่าเท่ากับ  

  ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 1 แบบ two-tail test โดย 

 เมื่อก าหนด  

  ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 2 โดย  

แทนค่าในสมการข้างต้น 

จะได้ว่า  

 ดังนั้นกลุ่มตัวอย่างที่ต้องการศึกษาในแต่ละกลุ่ม ต้องมีจ านวนอย่างน้อย  177 ราย เพื่อ   

ความถูกต้องและความน่าเช่ือถือของข้อมูล เนื่องจากมีเป้าหมายที่จะตีพิมพ์ผลงานวิจัยน้ีลงในวารสาร

ระดับนานาชาติ จึงต้องเก็บตัวอย่างให้มากที่สุดเท่าที่สามารถเก็บได้ โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1. กลุ่ม CHB related HCC patients ที่เข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

สภากาชาดไทย จ านวน 200 ราย 

2. กลุ่มควบคุม CHB ที่ไม่เป็น HCC ซึ่งเข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

สภากาชาดไทย จ านวน 200 ราย  

3. กลุ่ม Healthy controls จากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย จ านวน 

200 ราย  



 

  

21 

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 

1. วัสดุท่ีใช้ในงานวิจัย 
1.1. Cylinder ขนาด 250 ml และ 1,000 ml (K-EXAX, USA) 

1.2. Electrophoresis chamber set (Major Science, USA) 

1.3. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (GenFollower, China) 

1.4. Microwave oven (Sharp, Japan) 

1.5. Parafilm (Plastic Packaging, USA) 

1.6. PCR tube (Neptune, Maxico) 

1.7. Pipette rack (Biohit Oyj, Finland) 

1.8. Pipette tip ขนาด 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (Neptune, Maxico) 

1.9. Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml (GenFollower, China)  

1.10. Polypropylene conical tube ขนาด 50 ml (SPL lifesciences, Korea) 

1.11. Reagent bottle ขนาด 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Schott Duran, 

Germany) 

1.12. Real-time PCR tube (Kisker Biotech, Netherlands) 

1.13. Stirring-magnetic bar 

2. อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 
2.1. Autoclave (Hirayama, Thailand) 

2.2. Automatic adjustable micropipette ขนาด P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl),  

P20 (2-20 µl), P200 (20-200 µl) และ P1000 (100-1000 µl) (Biohit Oyj, Finland) 

2.3. Balance (Precisa, UK) 

2.4. Centrifuge Universal 320r (Hettich Centrifuge, UK) 

2.5. Environmental Shaker-Incubator ES-20 (Biosan, USA) 

2.6. Freezer -20 ºC (Sanyo, Japan) 

2.7. Freezer -70 ºC (Thermo Scientific, USA) 

2.8. Freezer -80 ºC (Panasonic, Japan) 

2.9. Gel Doc 1000 (Vilber Lourmat, Hong Kong) 

2.10. Heater block (Bioer Technology) 
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2.11. Mini Centrifuge (Eppendorf, Germany) 

2.12. Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, USA) 

2.13. PCR cabinet 

2.14. PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) 

2.15. Power supply model 250 (Major Science, USA) 

2.16. Refrigerator 4 ºC (Panasonic, Japan) 

2.17. StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA) 

2.18. UV transilluminator (Vilber Lourmat, Hong Kong) 

2.19. Vacuum (Schott Duran, Germany) 

2.20. Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 

3. สารเคมีท่ีใช้สกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
3.1. Absolute ethanol (Merck, Germany; Cat No. 1009832500) 

3.2. Chloroform (RCI Labscan, Thailand; Cat No. EP1027E) 

3.3. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma, Singapore; Cat No. E9884) 

3.4. Glycogen (USB, Hongkong; Cat No. G8170-41B1) 

3.5. Isoamyl alcohol (Carlo Erba Reagenti, Italy) 

3.6. Nuclease-free water 

3.7. Phenol (AMRESCO, USA; Cat No. 0945400ML) 

3.8. Proteinase K (Life Technologies, USA; Cat No. 25530-015) 

3.9. Sodium acetate (NaOAc) (Merck, Germany; Cat No. 567418) 

3.10. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (AMRESCO, USA; Cat No. 0227) 

3.11. Tris-HCl (Sigma, Singapore; Cat No. T5941) 

4. สารเคมีท่ีใช้เพ่ิมปรมิาณดีเอ็นเอด้วย PCR 
4.1. DNA template 

4.2. dNTPs ได้แก่ dATP, dTTP, dCTP และ dGTP (Thermo Scientific, USA;  

Cat No. R0181) 

4.3. Specific primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

4.4. Taq DNA polymerase, Recombination (Invitrogen, USA; Cat No. 11615-010) 
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5. สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction) 
5.1. RBC HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan; 

Cat No. YDF300) 

6. สารเคมีท่ีใช้ในการเชื่อมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector 
6.1. RBC TA cloning vector kit (RBC Bioscience, Taiwan; Cat No. RC013) 

7. สารเคมีท่ีใช้ในการเพ่ิมจ านวนพลาสมิดโดยอาศัยเทคนคิ Transformation 
7.1. Agar (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. RC013) 

7.2. Ampicillin (General Drugs House, Thailand) 

7.3. Distill water (DW) 

7.4. Glucose (Ajax Finechem, NZ; Cat No. 783) 

7.5. Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (AMRESCO, USA; Cat No. 0487) 

7.6. Potassium chloride (KCl) 

7.7. Sodium chloride (NaCl) (Merck, Germany; Cat No. 567440) 

7.8. Tryptone (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. 223000) 

7.9. X-gal (AMRESCO, USA; Cat No. 0428) 

7.10. Yeast extract (Becton, Dickinson and Company (BD), USA; Cat No. 210934) 

8. สารเคมีท่ีใช้ส าหรับสกัดพลาสมิด (Plasmid extraction) 
8.1. RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taiwan;  

Cat No. YPD300) 

9. สารเคมีท่ีใช้ตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ SNP rs2293152 บนยีน STAT3 
และ SNP rs7574865 บนยีน STAT4 ด้วยวิธี PCR-RFLP 
9.1. 10X buffer Tango (Thermo Scientific, USA) 

9.2. Nuclease-free water 

9.3. PCR reaction mixture 

9.4. เอนไซม์ HpaI ส าหรับยีน STAT4 (Thermo Scientific, USA; Cat No. ER1031) 

9.5. เอนไซม์ HpaII ส าหรับยีน STAT3 (Thermo Scientific, USA; Cat No. ER0511) 
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10. สารเคมีท่ีใช้ตรวจหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ SNP rs1053004 บนยีน STAT3 
ด้วยวิธี TaqMan probe real-time PCR  
10.1. Distill wayer (DW) 

10.2. DNA template 

10.3. dNTPs ได้แก่ dATP, dTTP, dCTP และ dGTP (Thermo Scientific, USA;  

Cat No. R0181) 

10.4. Taq DNA polymerase, Recombination (Invitrogen, USA; Cat No. 11615-010) 

10.5. TaqMan SNP Genotyping Assays [ID: C_1795285_1] (Applied Biosystems, CA) 

11. สารเคมีท่ีใช้ในการท า Agarose gel electrophoresis 
11.1. 100 bp DNA ladder H3 RTU (Ready-to-Use) (GeneDireX, Taiwan; Cat No. 

DM003-R500) 

11.2. Agarose (Invitrogen, USA; Cat No. 75510-019) 

11.3. Boric acid (Fisher Scientific, UK) 

11.4. Ethidium bromide (AMRESCO, USA; Cat No. 0.492) 

11.5. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma, Singapore, Cat No. E9884) 

11.6. Tris base (Promega, USA) 

12. โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลทาง Bioinformatics 
12.1. BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) 

12.2. Oligos. Microsoft Visual Studia (version 6.0 SP5, 2001) 

13. โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
13.1. GraphPad Software 

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD) 

13.2. Hardy-Weinberg Equilibrium (http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html) 

13.3. MedCalc Statistical Software Version 12.7.7 

(http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php)  

http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD
http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html
http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) จากเซลล์ HepG2, A549 และ HeLa 

การสกัดดีเอ็นเอโดยการใช้เทคนิค phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction มี

ข้ันตอนดังนี ้

1.1. น าเซลล์ HepG2, A549 และ HeLa ความเข้มข้น 800 cells/µl ปริมาตร 100 µl มาเติม

ด้วย lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) 

ปริมาตร 400 µl จากนั้นเติม proteinase K (20 mg/ml) ปริมาตร 10 µl แล้วบ่ม

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 ºC เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

1.2. เติมสารละลาย phenol ปริมาตร 250 µl และ chloroform: isoamyl alcohol (49:1) 

ปริมาตร 250 µl จากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็น

เวลา 30 นาที 

1.3. เตรียม microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม่โดยเติม glycogen ปรมิาตร 4 µl 

absolute ethanol ปรมิาตร 800 µl และ 2 M Sodium acetate ปรมิาตร 40 µl 

จากนั้นดูดสารละลายส่วนใสช้ันบนที่ได้จากข้ันตอนที่ 1.2. ใส่ลงใน microcentrifuge 

tube นี ้แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

1.4. น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ -70 ºC เป็นเวลา 30 นาที 

1.5. จากนั้นปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาที แล้วท า

การดูดสารละลายส่วนใสทิง้ น าส่วนตะกอนที่เหลอืมาล้างดว้ย 70% ethanol ปรมิาตร    

1 ml และน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที 

1.6. ดูดสารละลายส่วนใสทิง้ใหเ้หลือเพียงตะกอนสีขาวก้น microcentrifuge tube จากนั้น

น าไปอบให้แห้งโดยใช้เครื่อง vacuum เป็นเวลาประมาณ 15 นาท ี

1.7. น าตะกอนที่ได้มาละลายด้วยน้ ากลั่นปลอด Nuclease (Nuclease-free water) ปริมาตร 

30 µl จากนั้นเกบ็สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได ้ณ อุณหภูมิ -20 ºC 

1.8. วัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยการใช้เครื่อง Nanodrop spectrophotometer และบันทึกผล        

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอทีส่กัดได ้  
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2. การท า positive control ส าหรับ SNP rs2293152 บนยีน STAT3 และ SNP rs7574865 

บนยีน STAT4 

2.1. การเพ่ิมจ านวนชิ้นยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และยีน STAT4 ต าแหน่ง 

SNP rs7574865 ด้วยวิธี PCR 

น าสารละลายดเีอ็นเอของเซลล์ HepG2 และ A549 ที่สกัดได้มาเพิ่มจ านวนช้ินยีน STAT3 

ต าแหน่ง SNP rs2293152 และน าสารละลาย DNA ของเซลล์ HepG2 และ HeLa ที่สกัดได ้

มาเพิ่มจ านวนช้ินยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ สารเคมี 

ที่ใช้ท าปฏิกิริยา และสภาวะที่ใช้ท า PCR ดังแสดงในตารางที่ 1, 2 และ 3 ตามล าดับ 

ตารางท่ี 1 ล าดับนิวคลโีอไทด์ไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า PCR ส าหรบัยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs2293152 และ ยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 [48, 49] 

ช่ือไพรเมอร์ ชนิด ล าดับนิวคลีโอไทด ์(5'3') Tm (ºC) 
ขนาดผลติภัณฑ ์

(bp) 
STAT3_rs2293152_F Forward TCCCCTGTGATTCAGATCCC 62 

233 
STAT3_rs2293152_R Reverse CATTCCCACATCTCTGCTCC 62 
STAT4_rs7574865_F Forward AAAGAAGTGGGATAAAAAGAAGTTTG 68 

147 
STAT4_rs7574865_R Reverse CCACTGAAATAAGATAACCACTGT 66 

ตารางท่ี 2 สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกิริยา PCR 

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
Distill water (DW) 18.88 - 
10X PCR buffer minus Mg 2.50 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.50 0.2 mM 
50 mM MgCl2 0.75 1.5 mM 
10 µM Forward primer  0.63 0.25 µM 
10 µM Reverse primer  0.63 0.25 µM 
Taq DNA polymerase (5U/µl) 0.13 0.65 Units 
DNA template from DNA extraction 1 - 
Total volume 25 - 
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ตารางท่ี 3 สภาวะที่ใช้ท า PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา หมายเหต ุ
Initial denaturation 95 5 นาท ี  
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing 62 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 5 นาท ี

หลงัจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ไดจ้ากการท า PCR มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% agarose 

gel และย้อมเจลด้วย Ethidium bromide ส าหรับยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 จะตัด 

เจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 233 bp ส่วนยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 จะตัด 

เจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 147 bp จากนั้นน าช้ินเจลของทั้งสอง SNPs นีไ้ปสกัดดีเอ็นเอ

ออกจากเจลในข้ันตอนต่อไป 

2.2. การสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel extraction) 

Gel extraction โดยใช้ชุดสกัด RBC HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment Extraction 

Kit (RBC Bioscience, Taiwan) มีขั้นตอนดังนี้ 

2.2.1. น าช้ินเจลที่ตัดได้จากข้ันตอนที่ 2.1. ใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 

1.5 ml 

2.2.2. จากนั้นเตมิสารละลลาย DF buffer ปริมาตร 500 µl และผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 

vortex 

2.2.3. บ่มปฏิกริิยาที่อุณหภูมิ 55 ºC ประมาณ 15 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลายหมดโดย

ระหว่างบ่มนั้นควรกลับ microcentrifuge tube ทุก 2-3 นาที 

2.2.4. น าสารละลายที่ได้ใส่ลงใน DF column ที่ใส่อยู่ใน collection tube 

2.2.5. หลงัจากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

2.2.6. ทิ้งของเหลวใน collection tube และใส่ DF column กลับไปใน collection 

tube อีกครั้ง 

2.2.7. เติมสารละลาย Wash buffer ปริมาตร 600 µl ลงใน DF column 

2.2.8. หลงัจากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

40 รอบ 
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2.2.9. ทิ้งของเหลวใน collection tube และใส่ DF column กลับไปใน collection 

tube อีกครั้ง 

2.2.10. ท าซ้ าข้อ 2.2.7.-2.2.9. อีกครั้ง 

2.2.11. หลงัจากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

2.2.12. น า DF column ใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม ่

2.2.13. เติม Elution buffer ปรมิาตร 30 µl ลงใน DF column 

2.2.14. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 

2.2.15. หลงัจากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

2.2.16. เก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

2.3. การเชื่อมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector (Ligation) 

ในงานวิจัยน้ีใช้ RBC TA cloning vector kit ในการเช่ือมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่        

TA cloning vector โดยแสดงสารเคมีที่ใช้ในตารางที่ 4 

ตารางท่ี 4 สารเคมีที่ใช้ในการเช่ือมผลิตภัณฑจ์ากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร (µl) 
Ligation buffer A 1 
Ligation buffer B 1 
RBC TA cloning vector 2 
Insert (ดีเอ็นเอที่ได้จาก gel extraction ในข้ันตอนที่ 2.2.) 5 
T4 DNA ligase 1 
Total volume 10 

จากนั้นบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 22 ºC เป็นเวลา 30 นาที และบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 ºC 

ข้ามคืน  
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2.4. การเตรียม Competent cells 

2.4.1. น าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ

เหลว LB (1% (w/v) Tryptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl) 

ปริมาตร 50 ml โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

2.4.2. น าเช้ือ E. coli ในข้อ 2.4.1. มาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ปรมิาตร 200 ml 

และบ่มที่อุณหภูมิ 30 ºC เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 

2.4.3. วัดความขุ่นของ E. coli ที่ความยาวคลื่น 600 nm หากมีค่าความขุ่นประมาณ  

0.4 ถึง 0.6 จึงน ามาใช้ในข้ันตอนต่อไปได้ 

2.4.4. บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ที่เลี้ยง E. coli ใส่ลงใน conical tube ขนาด 50 ml และ

แช่ในน้ าแข็งประมาณ 30 นาที 

2.4.5. น าไปปั่นเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4 ºC ด้วยความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที 

2.4.6. เทสารละลายส่วนใสทิง้ จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ E. coli ด้วย 0.1 M CaCl2 

ปริมาตร 10 ml และแช่น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 

2.4.7. น ามาปั่นเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4 ºC ด้วยความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที 

2.4.8. เทสารละลายส่วนใสทิง้ จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ E. coli ด้วย 0.1 M CaCl2 ที่มี 

15% (w/v) กลีเซอรอล ปริมาตร 1 ml 

2.4.9. แช่ในน้ าแข็งประมาณ 2-3 ช่ัวโมง และแบ่งใส่ microcentrifuge tube หลอดละ 

100 µl 

2.4.10. เก็บที่อุณหภูมิ -80 ºC 

2.5. การถ่ายพลาสมิดเขา้สู่ E. coli โดยใช้ความร้อน (Transformation by heat shock) 

2.5.1. เติมสารละลาย Ligation ที่ได้จากข้ันตอนที่ 2.3. ปริมาตร 10 µl ลงในสารละลาย 

Competent cells ปริมาตร 50 µl จากนั้นแช่ในน้ าแข็งเปน็เวลา 30 นาที 

2.5.2. บ่มปฏิกริิยาที่อุณหภูมิ 42 ºC เป็นเวลา 90 วินาท ี จากนั้นแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา    

2 นาที 

2.5.3. เติม SOC medium ที่มี 2 M Mg2+ และ 2 M Glucose ปริมาตร 950 µl หลังจาก

นั้นน ามาเขย่าด้วยเครื่อง Environmental Shaker-Incubator ES-20 ที่อุณหภูมิ 

37 ºC ด้วยความเร็ว 200 rpm ประมาณ 1 ช่ัวโมง 30 นาที 

2.5.4. น ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
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2.5.5. เทสารละลายส่วนใสทิง้ใหเ้หลือปริมาตรประมาณ 50 µl 

2.5.6. จากนั้น Spread ลงบน LB agar plate ที่มี Ampicillin, IPTG และ X-gal เคลือบ

อยู่ และบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

2.5.7. เลือกโคโลนเีดี่ยวของแบคทเีรีย E. coli ที่มีสีขาวมาเลี้ยงตอ่ในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB 

ปริมาตร 2 ml ที่ม ี Ampicillin ปริมาตร 2 µl จากนั้นบม่ที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็น

เวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง 

2.6. การสกัดพลาสมิด (Plasmid extraction) 

Plasmid extraction โดยใช้ชุดสกัด RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit 

(RBC Bioscience, Taiwan) มีขั้นตอนดังนี้ 

2.6.1. น า E. coli ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ปริมาตร 2 ml จากข้ันตอนที่ 2.5.7.  

มาถ่ายลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

2.6.2. น ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิ้งสารละลายส่วน

ใสออก 

2.6.3. เติม PD1 buffer ปริมาตร 200 µl และน ามาผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex 

2.6.4. เติม PD2 buffer ปริมาตร 200 µl และกลับหลอด microcentrifuge tube 

ประมาณ 10 ครั้ง 

2.6.5. เติม PD3 buffer ปริมาตร 300 µl และกลับหลอด microcentrifuge tube 

ประมาณ 10 ครั้ง 

2.6.6. จากนั้นปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

2.6.7. เตรียม PD column ลงใน Collection tube ขนาด 2 ml จากนั้นถ่ายส่วนใสลงใน        

PD column 

2.6.8. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

2.6.9. ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน Collection tube แล้วใส่ PD column กลบัเข้าไปใน 

Collection tube อีกครั้ง 

2.6.10. เติม W1 buffer ปริมาตร 400 µl ลงใน PD column 

2.6.11. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

2.6.12. ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน Collection tube แล้วใส่ PD column กลบัเข้าไปใน 

Collection tube อีกครั้ง 
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2.6.13. เติม Wash buffer ปริมาตร 600 µl ลงใน PD column 

2.6.14. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

2.6.15. ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน Collection tube แล้วใส่ PD column กลบัเข้าไปใน 

Collection tube อีกครั้ง 

2.6.16. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาท ี

2.6.17. จากนั้นใส่ PD column ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

2.6.18. เติม Elution buffer ปรมิาตร 30 µl และปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 rpm 

เป็นเวลา   2 นาที  

2.6.19. เก็บพลาสมิดทีส่กัดได้ที่อุณหภูมิ -20 ºC 

2.7. การตรวจสอบพลาสมิดท่ีสกัดได้ด้วยวิธี PCR และ sequencing 

การตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดได้ด้วยวิธี PCR ท าเช่นเดียวกบัข้ันตอนการท า PCR ของยีน 

STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 (ข้ันที่ 2.1. ) 

โดยใช้พลาสมิดเจอืจาง 100 เท่า เป็น DNA template จากนั้นน าพลาสมิดส่ง sequencing 

เพื่อหาล าดับนิวลีโอไทด์ของ SNPs ต่าง ๆ และพิจารณาแอลลลีของ SNPs จากโครมาโทแกรม 

(chromatogram) ของแต่ละ พลาสมิด  
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2.8. การท า PCR-RFLP ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และยีน STAT4 

ต าแหน่ง SNP rs7574865 โดยใช้พลาสมิดเปน็ DNA template 

2.8.1. เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ดังตารางที่ 2 โดยใช้พลาสมดิเจือจาง 100 เท่า เป็น 

DNA template 

2.8.2. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ปริมาตร 10 µl มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% 

agarose gel และย้อมเจลด้วย Ethidium bromide หากปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

ขนาด 233 bp ส าหรบัยีน STAT3 และแถบดีเอ็นเอขนาด 147 bp ส าหรับยีน 

STAT4 จึงด าเนินการข้ันต่อไป 

2.8.3. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ที่เหลือมาตัดด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ ดังแสดงใน

ตารางที่ 5 ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ในรูปที่ 9 และสารเคมทีี่ใช้ในการตัด

ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ในตารางที่ 6 

ตารางท่ี 5 ขนาดผลิตภัณฑจ์ากการท า PCR-RFLP ส าหรบัยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ภายหลงัจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ยีน เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ 

แอลลลี ขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลงัจากการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (bp) 

STAT3 
rs2293152 

HpaII 
G (Major allele) 212 และ 21 
C (Minor allele) 132, 80 และ 21 

STAT4 
rs7574865 

HpaI 
G (Major allele) 147 
T (Minor allele) 122 และ 25 

 

 

 

 

รูปท่ี 9 ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ก. HpaII ข. HpaI  

ก. ข. 
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ตารางท่ี 6 สารเคมีที่ใช้ในการตัดผลิตภัณฑ์จากการท า PCR พลาสมิดส าหรบัยีน STAT3 ต าแหน่ง 

SNP rs2293152 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
PCR reaction mixture 10 - 
Nuclease-free water 7.5 - 
10X buffer B 2 1X 
STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 เอนไซม์ HpaII (10U/µl) 
STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 เอนไซม์ HpaI (10U/µl) 

0.5 5 Units 

Total volume 20 - 

 บ่มปฏิกริิยาที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง และหยดุปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 ºC เป็น

เวลา 20 นาที จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า โดยใช้ 3% agarose gel และย้อม

เจลด้วย Ethidium bromide 

3. การท า positive control ส าหรับ SNP rs1053004 บนยีน STAT3 

3.1. การเพ่ิมจ านวนชิ้นยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 ด้วยวิธี PCR 

น าสารละลายดเีอ็นเอของเซลล์ HepG2 และ A549 ที่สกัดได้มาเป็น DNA template 

ส าหรับการเพิ่มจ านวนช้ินยีน STAT3 rs1053004 ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร ์สารเคมทีี่ใช้ท า

ปฏิกิริยา และสภาวะที่ใช้ท า PCR แสดงในตารางที่ 7, 2 และ 8 ตามล าดับ 

ตารางท่ี 7 ล าดับนิวคลีโอไทด์ไพรเมอรท์ี่ใช้ในการท า PCR ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs1053004 [14] 

ช่ือไพรเมอร์ ชนิด ล าดับนิวคลีโอไทด ์(5'3') Tm (ºC) 
ขนาดผลติภัณฑ ์

(bp) 
STAT3_rs1053004_F Forward ACAGGTGAGGCAGAACAGC 60 

111 
STAT3_rs1053004_R Reverse AGAGGCAGCCCATCCAG 56 
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ตารางท่ี 8 สภาวะของปฏิกริิยาที่ใช้ท า PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา หมายเหต ุ
Initial denaturation 95 5 นาท ี  
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing 56 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 5 นาท ี

หลงัจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ที่ไดจ้ากการท า PCR มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% agarose 

gel และย้อมเจลด้วย Ethidium bromide ตัดเจลบรเิวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 111 bp 

จากนั้นน าช้ินเจลที่ตัดได้ไปสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลตามขั้นตอนที่ 2.2. ต่อไป 

3.2. การเชื่อมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR เข้าสู่ TA cloning vector (Ligation) 

การเช่ือมผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 เข้าสู่ TA 

cloning vector ท าเช่นเดียวกบัข้ันตอนที่ 2.3. 
 

3.3. การถ่ายพลาสมิดเขา้สู่ E. coli โดยใช้ความร้อน (Transformation by heat shock) 

3.3.1. การถ่ายพลาสมิดเข้าสู่ E. coli โดยใช้ความร้อนท าเช่นเดียวกับข้ันตอนที่ 2.5. 

จากนั้นเลือกโคโลนเีดี่ยวของแบคทเีรีย E. coli ที่มีสีขาวมาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยง

เช้ือเหลว LB ที่มี Ampicillin ปริมาตร 2 µl ผสมอยู่ และบม่ที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็น

เวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง 

3.3.2. จากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัด RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid 

Mini Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ตามขั้นตอนที่ 2.6. 
 

3.4. การตรวจสอบพลาสมิดท่ีสกัดได้ด้วยวิธี PCR และ sequencing 

การตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดได้ด้วยวิธี PCR ท าเช่นเดียวกบัข้ันตอนการท า PCR ของยีน 

STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 ตามขั้นตอนที่ 3.1. เพื่อตรวจสอบว่าพลาสมิดมีช้ินยีน STAT3 

อยู่หรือไม่ จากนั้นน าพลาสมิดที่ได้มาตรวจหาแอลลีลของยนี STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

(Major allele: T และ Minor allele: C) ทั้งสองแอลลีลทีแ่ตกต่างกัน ด้วยวิธี sequencing  

40 รอบ 
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3.5. การท า TaqMan probe real-time PCR พลาสมิด 

การท า TaqMan probe real-time PCR จ าเป็นต้องมี Positive control ส าหรบัจีไทป์

ต่าง ๆ ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 ดังนี้ จีโนไทป์ TT, TC และ CC ส าหรบั 

homologous genotype (TT และ CC) สามารถใช้พลาสมิดที่มี SNP ต าแหน่งนี้เป็นแอลลลี T 

และ C ตามล าดับ แต่ส าหรับจีโนไทป์ TC ต้องเตรียมจากพลาสมิดที่ม ี SNP ต าแหน่งนีเ้ป็นแอล

ลีล T และ C ผสมกัน โดย พลาสมิดที่น ามาผสมกันต้องมีความเข้มข้นที่เท่ากัน เพื่อให้คล้ายคลึง

กับสภาพทีพ่บในธรรมชาติมากที่สุด 

การเตรียม Positive control จีโนไทป์ TC ส าหรับยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

มีขั้นตอนดังนี ้

3.5.1. การค านวณส าหรับการเจือจางพลาสมิด 

3.5.1.1. เลือกพลาสมิดที่มีแอลลลีของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 เป็น T 

และ C มาอย่างละ 1 หลอด 

3.5.1.2. วัดความเข้มข้นพลาสมิดด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer 

3.5.1.3. จากนั้นค านวณจ านวน Copies ของพลาสมิดโดยใช้สูตรดังนี้ 

 

m  คือ มวล (g) 

N  คือ จ านวน Copies ของพลาสมิด (copies/µl) 

M.W.  คือ น้ าหนักโมเลกุลของ recombinant vector ซึ่งสามารถ

ค านวณได้ดังนี้ 

= [ความยาวของ TA cloning vector (2,723 bp) + Insert (111 bp)] × น้ าหนักโมเลกลุ

เฉลี่ยของคู่นิวคลีโอไทด์ (660)  
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3.5.1.4. เจือจางความเข้มข้นพลาสมิดใหม้ีความเข้มข้นเป็น 1010 copies/µl 

ปริมาตร 10 µl โดยใช้สูตรดังนี ้
 

 
 

C1 คือ ความเข้มข้นของพลาสมิดที่ยงัไม่ได้เจอืจาง 

V1 คือ ปริมาตรของของพลาสมิดที่ยงัไม่ได้เจอืจาง 

C2 คือ ความเข้มข้นของพลาสมิดภายหลังจากการเจอืจาง 

V2 คือ ปริมาตรของของพลาสมิดภายหลังจากการเจอืจาง 

3.5.1.5. เจือจางความเข้มข้นพลาสมิดจากความเข้มข้น 1010 copies/µl ให้มี  

ความเข้มข้นเป็น 106 copies/µl ปรมิาตร 100 µl ด้วยเทคนิค Serial 

dilution ซึ่งมีขั้นตอนดงันี ้

3.5.1.5.1. เจือพลาสมิดเข้มข้น 1010 copies/µl ให้เป็น 108 copies/µl 

(เจอืจาง 100 เท่า) โดยน าพลาสมิดเข้มข้น 1010 copies/µl 

ปริมาตร 1 µl มาผสมกบัน้ าปลอด DNase ปรมิาตร 99 µl 

3.5.1.5.2. เจือพลาสมิดเข้มข้น 108 copies/µl ให้เป็น 106 copies/µl 

(เจอืจาง 100 เท่า) โดยน าพลาสมิดเข้มข้น 108 copies/µl 

ปริมาตร 1 µl มาผสมกบัน้ าปลอด DNase ปรมิาตร 99 µl 

จากนั้นน าพลาสมิดที่มีแอลลลีของ SNP ต าแหน่งนีเ้ป็นแอลลลี T 

และ C ความเข้มข้น 106 copies/µl มาผสมกันอย่างละ 33 µl ส าหรับ      

จีโนไทป์ TC  
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3.5.1.6. สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกริิยา และสภาวะที่ใช้ท าปฏิกริิยาแสดงในตารางที่ 9 

และ 10 ตามล าดับ 

ตารางท่ี 9 สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกิริยา real-time PCR 

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
Distill water (DW) 7.21 - 
10X PCR buffer minus Mg 1 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.2 0.2 mM 
50 mM MgCl2 0.3 1.5 mM 
40X TaqMan SNP Genotyping Assays 0.25 1X 
Taq DNA polymerase (5U/µl) 0.04 0.2 Units 
Plasmid (106 copies/µl) 1 106 copies 
Total volume 10 - 

ตารางท่ี 10 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า TaqMan probe real-time PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา หมายเหต ุ
Hold 95 10   นาที  
Denaturation 92 10 วินาที 
Annealing/Extension 60 1 นาที 

จากนั้นพิจารณาผลการทดลองจากกราฟ Allelic Discrimination Plot 

หมายเหต ุ แอลลีล T ตรวจวัดได้จากสญัญาณ VIC fluorescence ส่วนแอลลลี C ตรวจวัดได้จาก

สัญญาณ FAM fluorescence  

40 รอบ 
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4. การเก็บตัวอย่างเลือด 

4.1. เก็บตัวอย่างเลอืดโดยการเจาะเลือดปริมาตร 5 ml บรรจลุงในหลอดที่มสีารกันการแข็งตัว

ของเลอืดชนิด EDTA (หลอดฝาสมี่วง) 

4.2. จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อแยกพลาสมา 

4.3. ดูดพลาสมาใส่ใน microcentrifuge tube และเก็บทีอุ่ณหภูมิ -70 ºC 

4.4. ใส่ Lymphocyte separation medium (Wisent Inc., Quebec, Canada) ที่แช่เย็น ณ 

อุณหภูม ิ 4 ºC ลงในหลอดประมาณ 1 ml จากนั้นดดูส่วน Buffy coat ใส่ลงบน 

Lymphocyte separation medium 

4.5. ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยก PBMCs 

4.6. เติมสารละลาย Red cell lysis buffer (RCLB) ประมาณ 3 ใน 4 ของหลอดทดลองอัน

ใหม ่

4.7. ดูดสารละลายส่วน PBMCs ลงในสารละลาย RCLB ข้อ 4.6 จากนั้นดูดสารละลายผสม   

ข้ึนลงเพือ่ท าใหเ้ม็ดเลือดแดงแตก 

4.8. น าไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

4.9. เทสารละลายส่วนใสทิง้และดีดหลอดเพื่อให้ PBMCs หลุดออกจากข้างหลอด 

4.10. เติม PBS ประมาณ 1-1.5 ml ลงในหลอด 

4.11. ผสมให้เข้ากันและเก็บ PBMCs ที่ได้ ณ อุณหภูมิ -70 ºC 

5. การสกัดดีเอ็นเอจาก PBMCs ของกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

การสกัดดีเอ็นเอจาก PBMCs ของกลุม่ประชากรเป้าหมายโดยใช้เทคนิค phenol-chloroform-

isoamyl alcohol extraction มีขั้นตอนดังนี ้

5.1. น า PBMCs ปริมาตร 100 µl มาเติมด้วย lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M 

EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) ปรมิาตร 400 µl เติม proteinase K (20 mg/ml) 

ปริมาตร 10 µl แล้วบ่มปฏิกริิยาที่อุณหภูมิ 50 ºC เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

5.2. เติมสารละลาย phenol ปริมาตร 250 µl และ chloroform: isoamyl alcohol (49:1) 

ปริมาตร 250 µl จากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็น

เวลา 30 นาที 

5.3. เตรียม microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม่โดยเติม glycogen ปรมิาตร 4 µl 

absolute ethanol ปรมิาตร 800 µl และ 2 M Sodium acetate ปรมิาตร 40 µl 
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จากนั้นดูดสารละลายส่วนใสช้ันบนที่ไดจ้ากข้ันที่ 5.2. ใสล่งใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 ml อันใหม่ แล้วผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

5.4. น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ -70 ºC เป็นเวลา 30 นาที 

5.5. จากนั้นน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาที 

แล้วดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นน าส่วนตะกอนที่เหลอืมาล้างด้วย 70% ethanol 

ปริมาตร 1 ml และน ามาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 

5 นาท ี

5.6. ดูดสารละลายส่วนใสทิง้ใหเ้หลือเพียงตะกอนสีขาวก้นหลอด microcentrifuge tube 

จากนั้นน าไปอบให้แหง้โดยใช้เครือ่ง vacuum เป็นเวลาประมาณ 15 นาที 

5.7. น าตะกอนที่ได้มาละลายด้วยน้ ากลั่นปลอด Nuclease (Nuclease-free water) ปริมาตร 

30 µl จากนัน้เกบ็สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้ทีอุ่ณหภูมิ -20 ºC 

5.8. วัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยการใช้เครื่อง Nanodrop spectrophotometer และบันทึกผล        

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอทีส่กัดได ้  
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6. การหาจีโนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และ STAT4 ต าแหน่ง SNP 

rs7574865 ในกลุ่มประชากรเปา้หมายด้วยวิธี PCR-RFLP 

6.1. เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ตามตารางที่ 11 ส่วนสภาวะที่ใช้ท า PCR ดังแสดงใน

ตารางที่ 12  

ตารางท่ี 11 สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกริิยา PCR 

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
Distill water (DW) 18.88 - 
10X PCR buffer minus Mg 2.50 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.50 0.2 mM 
50 mM MgCl2 0.75 1.5 mM 
10 µM Forward primer* 0.63 0.25 µM 
10 µM Reverse primer* 0.63 0.25 µM 
Taq DNA polymerase (5U/µl) 0.13 0.65 Units 
DNA template from PBMCs (50-500 ng/µl) 1 - 
Total volume 25 - 

หมายเหตุ *  ไพรเมอร์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP 

rs7574865 แสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 12 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า PCR 

  

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา หมายเหต ุ
Initial denaturation 95 5 นาท ี  
Denaturation 95 30 วินาที 
Annealing 59 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 5 นาท ี

40 รอบ 
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6.2. น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR มาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 2% agarose gel จากนั้น

ย้อมเจลด้วย Ethidium bromide หากผลิตภัณฑจ์ากการท า PCR ของยีน STAT3 

rs2293152 และ STAT4 rs7574865 ปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวขนาด 233 และ 

147 bp ตามล าดับ จึงด าเนินการข้ันต่อไป 

6.3. การท า PCR-RFLP ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และ STAT4 ต าแหน่ง SNP 

rs7574865 

6.3.1.ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152: น าผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ที่เหลือมา 

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ HpaII โดยขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลังจากตัดด้วยเอนไซม์  

ตัดจ าเพาะแสดงในตารางที่ 5 ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ในรูปที่ 9 (ก.) และ

สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกริิยาในตารางที่ 6 

6.3.2.ยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865: น าผลิตภัณฑจ์ากการท า PCR ที่เหลือมา 

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ HpaI โดยขนาดผลิตภัณฑ์ภายหลงัจากการตัดด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะแสดงในตารางที่ 5 ต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ในรูปที่ 9 (ข.) และ

สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกริิยาในตารางที่ 6  
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7. การหาจีโนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 ในกลุ่มประชากรเป้าหมายด้วยวิธี 

TaqMan probe real-time PCR 

เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา และใช้สภาวะของปฏิกิริยาตามตารางที่ 13 และ 14 ตามล าดับ 

ตารางท่ี 13 สารเคมีที่ใช้ท าปฏิกริิยา real-time PCR 

สารที่ใช้ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
Distill water (DW) 7.21 - 
10X PCR buffer minus Mg 1 1X 
10 mM dNTPs mixture 0.2 0.2 mM 
50 mM MgCl2 0.3 1.5 mM 
40X TaqMan SNP Genotyping Assays 0.25 1X 
Taq DNA polymerase (5U/µl) 0.04 0.2 Units 
DNA template from PBMCs (50-500 ng/µl) 1 - 
Total volume 10 - 

ตารางท่ี 14 สภาวะของปฏิกิริยาที่ใช้ท า TaqMan probe real-time PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา หมายเหต ุ
Hold 95 10   นาที  
Denaturation 92 10 วินาที 
Annealing/Extension 60 1 นาที 

จากนั้นพิจารณาผลการทดลองจากกราฟ Allelic Discrimination Plot 

หมายเหต ุ แอลลีล T ตรวจวัดได้จากสญัญาณ VIC fluorescence ส่วนแอลลลี C ตรวจวัดได้จาก

สัญญาณ FAM fluorescence   

40 รอบ 
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8. การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

เก็บรวบรวมข้อมูลที่ได้จากการทดลองโดยการจดลงสมุดบันทึกผลการทดลองและบันทึก

ข้อมูลลงในคอมพิวเตอร์ เพือ่น ามาวิเคราะห์ทางสถิติต่อไป 

9. การวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical analysis) 

9.1. ใช้โปรแกรม GraphPad Software ในการค านวณ Student’s t test เพื่อพิจารณา    

ความแตกต่างของลักษณะทางคลินกิระหว่าง case และ control 

9.2. เปรียบเทียบการกระจายตัวจีโนไทป์ของ SNPs ต่าง ๆ บนยนี STAT3 และ STAT4 ในกลุ่ม

ประชากรที่ศึกษา (Observed amount) กับค่าคาดหวัง (Expected amount) โดยใช้ 

Hardy-Weinberg Equilibrium จากเว็บไซต์ http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html 

9.3. ใช้โปรแกรม MedCalc Statistical Software Version 12.7.7 ค านวณความสัมพันธ์ 

(correlation) ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และ STAT4 กับ

ความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับ (Odds ratio, OR) โดยใช้สถิติ chi-square ที่ระดบั     

ความเช่ือมั่น 95% (P-value < 0.05) 

http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html


 

บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

1. การท า positive control ส าหรับ SNP rs2293152 บนยีน STAT3 

1.1. ผลการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากเซลล์ HepG2 และ A549 เป็น DNA 

template 

ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

เพียงแถบเดียวขนาด 233 bp ดังแสดงในรปูที่ 10 จากนั้นตัดเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

แล้วน าไปสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล และท าการเพิม่จ านวนช้ินยีนน้ีด้วยวิธี transformation 

ต่อไป 

ในงานวิจัยน้ีน าพลาสมิดทีม่ีช้ินยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 ที่ได้จาก          

การ transformation ไปหาล าดับนิวคลโีอไทด์ด้วยวิธี sequencing จากนั้นพิจารณาแอลลีลของ 

SNP ต าแหน่งนี้จาก chromatogram ของแต่ละพลาสมิด 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 10 ผลการท า PCR ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 จากเซลล์ HepG2 และ A549 

หมายเหต ุ

แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 
แถวที่ 2 และ 3 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอทีส่กัดได้จากเซลล์ HepG2 เป็น 

DNA template 
แถวที่ 4 และ 5 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอทีส่กัดได้จากเซลล์ A549 เป็น 

DNA template  

233 bp 

500 bp 

100 bp 

M 5 2 3 4 
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1.2. ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดท่ีมียีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

ด้วยวิธี sequencing 

ยีน STAT3 ต าแหน่ง rs2293152 มี Major และ Minor allele คือ G และ C ตามล าดับ 

จากผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์พลาสมิดพบว่า พลาสมิดที่มีช้ินยีนน้ีจากเซลล์ HepG2 เป็น 

แอลลลี C ส่วนเซลล์ A549 เป็นแอลลลี G ดังแสดงในรปูที ่ 11 ท าให้การหาจีโนไทปส์ าหรับ 

SNP ต าแหน่งนี้มี positive control ของทั้งสองแอลลีลครบตามต้องการ 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 11 ล าดับนิวคลโีอไทด์พลาสมิดที่มียีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

ก. แอลลลี C และ ข. แอลลลี G  

ก. 

ข. 
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1.3. การท า PCR-RFLP ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

จีโนไทป์ของยีน STAT3 rs2293152 มี 3 แบบ คือ GG, CC และ GC ดังนั้นการตรวจหา  

จีโนไทป์ของ SNP ต าแหน่งนีจ้ากกลุ่มประชากรเป้าหมายด้วยวิธี PCR-RFLP จึงสามารถปรากฏ

แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันเมื่อน ามาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 3% agarose gel ในการทดลอง

นี้จึงใช้พลาสมิดทีม่ีแอลลลีที่แตกต่างกันเป็น DNA template ในการท า PCR-RFLP เพื่อให้ผล     

จีโนไทปท์ี่แตกต่างกันทั้งสามแบบดังนี ้

พลาสมิดจากเซลล์ A549 ส าหรบัจีโนไทป์ GG 

พลาสมิดจากเซลล์ HepG2 ส าหรับจีโนไทป ์CC 

และพลาสมิดจากเซลล์ A549 ผสมกบั HepG2 ส าหรับจีโนไทป์ GC 

หากตัวอย่างที่น ามาศึกษาเป็นจีโนไทป์ GG ปรากฏแถบดีเอน็เอขนาด 212 และ 21 bp แต่

ถ้าเป็นจีโนไทป์ CC ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 132, 80 และ 21 bp ส่วนจีโนไทป์ CG ปรากฏ

แถบดีเอ็นเอขนาด 212, 132, 80 และ 21 bp บน 3% agarose gel ดังปรากฏใน 

รูปที ่12 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 PCR-RFLP ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

หมายเหต ุ

แถว M คือ 100 bp DNA Ladder  

500 bp 

100 bp 

212 bp 
132 bp 
80 bp 

21 bp 

M GG CC GC 

Genotype 
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2. การท า positive control ส าหรับ SNP rs7574865 บนยีน STAT4 

2.1. ผลการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากเซลล์ HepG2 และ HeLa เป็น DNA 

template 

ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

เพียงแถบเดียวขนาด 147 bp ดังแสดงในรปูที่ 13 จากนั้นตัดเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

แล้วน าไปสกัดดเีอ็นเอออกจากเจลและท าการเพิ่มจ านวนช้ินยีนน้ีด้วยวิธี transformation ต่อไป 

ในงานวิจัยน้ีน าพลาสมิดทีม่ีช้ินยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ที่ได้จาก          

การ transformation ไปหาล าดับนิวคลโีอไทด์ด้วยวิธี sequencing จากนั้นพิจารณาแอลลีลของ 

SNP ต าแหน่งนี้จาก chromatogram ของแต่ละพลาสมิด 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 13 ผลการท า PCR ยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 จากเซลล์ HepG2 และ HeLa 

หมายเหต ุ

แถว M คือ   100 bp DNA Ladder 
แถวที่ 2 และ 3 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอทีส่กัดได้จากเซลล์ HepG2 เป็น 

DNA template 
แถวที่ 4 และ 5 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเซลล์ HeLa เป็น 

DNA template 
  

147 bp 

500 bp 

100 bp 

M 5 2 3 4 
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2.2. ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดท่ีมียีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

ด้วยวิธี sequencing 

ยีน STAT4 ต าแหน่ง rs7574865 มี Major และ Minor allele คือ G และ T ตามล าดับ 

จากผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์พลาสมิดพบว่า พลาสมิดที่มีช้ินยีนน้ีจากเซลล์ HepG2 เป็น 

แอลลลี G ส่วนเซลล์ HeLa เป็นแอลลลี T ดังแสดงในรปูที ่ 14 ท าให้การหาจีโนไทปส์ าหรับ 

SNP ต าแหน่งนี้มี Positive control ของทั้งสองแอลลลีครบตามต้องการ 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 14 ล าดับนิวคลโีอไทด์พลาสมิดที่มียีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

ก. แอลลลี G และ ข. แอลลลี T   

ข. 

ก. 
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2.3. การท า PCR-RFLP ของยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

จีโนไทป์ของยีน STAT4 rs7574865 มี 3 แบบ คือ GG, TT และ GT ดังนั้นการตรวจหา   

จีโนไทป์ของ SNPs ต าแหน่งนี้จากกลุม่ประชากรเป้าหมายด้วยวิธี PCR-RFLP จึงสามารถปรากฏ

แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันเมื่อน ามาแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 3% agarose gel ในการทดลอง

นี้จึงใช้พลาสมิดทีม่ีแอลลลีที่แตกต่างกันเป็น DNA template ในการท า PCR-RFLP เพื่อให้ผล     

จีโนไทปท์ี่แตกต่างกันทั้งสามแบบดังนี ้

พลาสมิดจากเซลล์ HepG2 ส าหรับจีโนไทป์ GG 

พลาสมิดจากเซลล์ HeLa ส าหรบัจีโนไทป ์TT  

และพลาสมิดจากเซลล์ HepG2 ผสมกับ HeLa ส าหรบัจีโนไทป์ GT 

หากตัวอย่างที่น ามาศึกษาเป็นจีโนไทป์ GG ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 147 bp เพียงแถบ

เดียวแต่ถ้าเป็นจีโนไทป์ TT จะปรากฏแถบดเีอ็นเอขนาด 122 และ 25 bp ส่วนจีโนไทป์ GT 

ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 147, 122 และ 25 bp บน 3% agarose gel ดังปรากฏในรูปที ่15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 15 PCR-RFLP ของยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

หมายเหต ุ

แถว M คือ 100 bp DNA Ladder  

122 bp 

25 bp 

100 bp 
147 bp 

500 bp 

M GG TT GT 

Genotype 
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3. การท า positive control ส าหรับ SNP rs1053004 บนยีน STAT3 

3.1. ผลการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากเซลล์ HepG2 และ A549 เป็น DNA 

template 

ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

เพียงแถบเดียวขนาด 111 bp ดังแสดงในรปูที่ 16 จากนั้นตัดเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ

แล้วน าไปสกัดดเีอ็นเอออกจากเจล และท าการเพิม่จ านวนช้ินยีนน้ีด้วยวิธี transformation 

ต่อไป 

ในงานวิจัยน้ีน าพลาสมิดทีม่ีช้ินยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 ที่ได้จาก          

การ transformation ไปหาล าดับนิวคลโีอไทด์ด้วยวิธี sequencing จากนั้นพิจารณาแอลลีลของ 

SNP ต าแหน่งนี้จาก chromatogram ของแต่ละพลาสมิด 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 16 ผลการท า PCR ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 จากเซลล์ HepG2 และ A549 

หมายเหต ุ

แถว M คือ   100 bp DNA Ladder 
แถวที่ 2 และ 3 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอทีส่กัดได้จากเซลล์ HepG2 เป็น 

DNA template 
แถวที่ 4 และ 5 คือ  ผลิตภัณฑ์จากการท า PCR โดยใช้ดีเอ็นเอทีส่กัดได้จากเซลล์ A549 เป็น 

DNA template  

111 bp 

500 bp 

100 bp 

M 5 2 3 4 
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3.2. ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดท่ีมียีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

ด้วยวิธี sequencing 

ยีน STAT3 ต าแหน่ง rs1053004 มี Major และ Minor allele คือ T และ C ตามล าดับ 

จากผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์พลาสมิดพบว่า พลาสมิดที่มีช้ินยีนน้ีจากเซลล์ HepG2 เป็น   

แอลลลี T ส่วนเซลล์ A549 เป็น แอลลลี C ดังแสดงในรปูที ่17 ท าให้การหาจีโนไทป์ส าหรับ SNP 

ต าแหน่งนี้มี positive control ของทัง้สองแอลลลีครบตามต้องการ 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 17 ล าดับนิวคลีโอไทด์พลาสมิดที่มียีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004  

ก. แอลลลี T และ ข. แอลลลี C  

ก. 

ข. 
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3.3. การท า TaqMan probe real-time PCR ยีน STAT3 ต าแหน่งSNP rs1053004 

จีโนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 มี 3 แบบ คือ CC, TT และ TC การหา

จีโนไทป์ของยีนนี้ด้วยวิธี TaqMan probe real-time PCR อาศัยการตรวจวัดสัญญาณ 

ฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent signal) ที่เกิดข้ึนจากแต่ละรอบของการท า PCR โดย 

ฟลูออเรสเซนต์ดังกล่าวคือ FAM fluorescence ส าหรับแอลลลี C และ VIC fluorescence 

ส าหรับแอลลลี T ส าหรับการหาจีโนไทป์ของ SNP ต าแหน่งนี้ในกลุม่ประชากรเป้าหมาย 

จ าเป็นต้องอาศัย Positive control ของจีโนไทป์แต่ละแบบดังแสดงในรูปที่ 18 

จากกราฟ Allelic Discrimination Plot รูปที ่ 18 พบว่า จีโนไทป์ TT เครื่อง 

StepOnePlus Real-Time PCR System ตรวจวัดสัญญาณ VIC fluorescence ได้สูง แต่

สัญญาณ FAM fluorescence ต่ า ในขณะที่จีโนไทป ์CC ตรวจวัดสัญญาณ VIC fluorescence 

ได้ต่ า แต่สัญญาณ FAM fluorescence สูง ส่วนจโีนไทป ์ TC ตรวจวัดสัญญาณของ         

ฟลูออเรสเซนต์ทั้งสองได้ปรมิาณใกลเ้คียงกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 18 Allelic discrimination plot ของ positive control  

ส าหรับการหาจีโนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

หมายเหต ุ NTC คือ no template control  

Allele T (VIC) 

All

ele 

C 

(FA

M) 

CC 

TT 

TC 

NTC 
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4. การหาจีโนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 และ rs1053004 และยีน 

STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ในกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

ถ้าตัวอย่างที่น ามาศึกษามี SNP ต าแหน่งนีเ้ป็นจีโนไทป ์ GG ปรากฏแถบดเีอ็นเอขนาด    

212 และ 21 bp แต่ถ้าเป็นจีโนไทป์ CC จะปรากฏแถบดเีอ็นเอขนาด 132, 80 และ 21 bp ส่วน      

จีโนไทป์ CG ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 212, 132, 80 และ 21 bp บน 3% agarose gel ดังปรากฏ

ในรูปที ่19 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 19 ตัวอย่างผล PCR-RFLP ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

หมายเหต ุ

แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 
แถวที่ 2 และ 3 คือ Positive control ส าหรับจีโนไทป์ GG และ CC ตามล าดับ 

แถวที่ 4 ถึง 13 คือ  ผลการท า PCR-RFLP จากกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

  

M 

100 bp 

500 bp 

212 bp 

132 bp 
80 bp 

21 bp 

GG CC 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Clinical samples Positive 
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STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

ถ้าตัวอย่างที่น ามาศึกษามี SNP ต าแหน่งนีเ้ป็นจีโนไทป ์ GG ปรากฏแถบดเีอ็นเอขนาด    

147 bp เพียง แถบเดียวแต่ถ้าเป็นจีโนไทป์ TT ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 122 และ 25 bp ส่วน     

จีโนไทป์ GT ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 147, 122 และ 25 bp บน 3% agarose gel ดังปรากฏใน

รูปที ่20 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 20 ตัวอย่างผล PCR-RFLP ของยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

หมายเหต ุ

แถว M คือ  100 bp DNA Ladder 
แถวที่ 2 และ 3 คือ Positive control ส าหรับจีโนไทป์ GG และ TT ตามล าดับ 

แถวที่ 4 ถึง 13 คือ  ผลการท า PCR-RFLP จากกลุ่มประชากรเป้าหมาย 

  

100 bp 

500 bp 

122 bp 

25 bp 

147 bp 

M GG TT 4 5 6 7 8 9 11 12 13 

Clinical samples Positive 

10 
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STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

 จากกราฟ Allelic Discrimination Plot รูปที ่ 21 พบว่า ถ้าตัวอย่างที่น ามาศึกษามี SNP 

ต าแหน่งนี้เป็นจีโนไทป์ TT เครื่อง real-time (StepOnePlus Real-Time PCR System) ตรวจวัด

สัญญาณ VIC fluorescence ได้สูง แต่สัญญาณ FAM fluorescence ต่ า ในขณะที่จีโนไทป ์ CC 

ตรวจวัดสัญญาณ VIC fluorescence ได้ต่ า แต่สัญญาณ FAM fluorescence สูง ส่วนจโีนไทป ์TC 

ตรวจวัดสัญญาณของฟลูออเรสเซนต์ทั้งสองไดป้ริมาณใกล้เคียงกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 21 ตัวอย่างผล PCR-RFLP ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

หมายเหต ุ NTC คือ no template control 

  

Allele T (VIC) 

All
ele 
C 

(FA
M) 

CC 
TC 

TT 

NTC 
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5. ตัวอย่างตารางบันทึกผลการสกัดดีเอ็นเอและจีโนไทปข์องยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs2293152 และ rs1053004 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ในกลุ่มประชากร

เป้าหมาย 

ตารางท่ี 15 ตัวอย่างผลการสกัดดีเอ็นเอและจโีนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

และ rs1053004 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 ในกลุม่ประชากรเปา้หมาย 

No. OD260/280 

DNA 
Concentration 

(ng/µl) 

Genotype 
STAT3 

rs2293152 
STAT3 

rs1053004 
STAT4 

rs7574865 
1 1.67 97.1 GC TC GG 
2 1.74 69.7 GG TC TT 
3 1.56 121.3 CC TC GG 
4 1.79 246.7 GC TT GT 
5 1.41 86 GG CC TT 
6 1.63 58.2 GG TC GT 
7 1.72 356 GC TT GG 
8 1.67 82.3 GC TC GT 
9 1.58 145.4 GG TC GT 
10 1.63 116.9 GG CC GG 

จากข้อมลูทีบ่ันทึกลงในตารางที่ 15 สามารถท ามาใช้ในงานวิจัยได้ดังนี้ หมายเลขตัวอย่างที่

น ามาศึกษา สามารถน ามาใช้เพื่อหาข้อมลูอายุ เพศ และข้อมูลอื่น ๆ ของประชากรเป้าหมาย 

ค่า OD260/280 เป็นค่าที่แสดงถึงคุณภาพของดเีอ็นเอที่ได้จากการสกัด โดยอาศัยเทคนิค 

spectrophotometer เนื่องจากดีเอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

(OD260) การเปรียบเทียบความบริสทุธ์ิของสารละลายดเีอ็นเอท าได้โดยเปรียบเทียบค่า OD260 และ 

OD280 สารละลายดีเอ็นเอทีบ่รสิุทธ์ิควรมีอัตราส่วนของ OD260/OD280 อยู่ในช่วง 1.8-2.0 แต่ถ้ามีค่า  

ต่ ากว่า 1.8 เล็กน้อย แสดงว่ามีการปนเปื้อนโปรตีนและฟีนอล จากตารางที่ 15 แสดงให้เห็นว่า

สารละลายดเีอ็นเอทีส่กัดในการทดลองนี้มกีารปนเปือ้นโปรตีนและฟีนอล เนื่องจาก OD260/OD280    

มค่ีาต่ ากว่า 1.8  
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 ค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอแสดงถึงปริมาณดีเอ็นเอทีส่กัด ซึ่งมีความส าคัญในการใช้เป็น

ข้อมูลส าหรับการใส่ DNA template ลงในปฏิกริิยา PCR โดยในการทดลองนี้ใช้ DNA template 

ปริมาณ 50 ถึง 500 ng ในการท า PCR แต่ละปฏิกริิยา หากสารละลายดีเอ็นเอมปีริมาณมากกว่า  

500 ng จะท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วงทีก่ าหนด แต่ถ้าสารละลายดีเอ็นเอมปีรมิาณน้อย

กว่า 50 ng ก็จะเพิ่มปรมิาตรของ DNA template ที่ใช้ท า PCR ให้มากขึ้น โดยใหม้ีปริมาณดีเอ็นเอ

อยู่ในช่วง 50 ถึง 500 ng ในการท า PCR แต่ละปฏิกริิยา 

 ผลจีโนไทป์ของ SNPs ต่าง ๆ น าไปใช้หาความสัมพันธ์กับการเกิดมะเรง็ตับ โดยน ามา

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติต่อไป  
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6. ลักษณะทางคลินิกของกลุ่มประชากรเปา้หมายท่ีใช้ในงานวิจัย 

ผลการหาจีโนไทป์ของ SNPs ต่าง ๆ จากกลุม่ประชากรเปา้หมายทั้ง 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ติดเช้ือ

ไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังและเป็นมะเร็งตับ (HCC) จ านวน 200 ราย และกลุม่ควบคุม จ านวน  

400 ราย ซึ่งประกอบด้วยกลุม่ควบคุมที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรือ้รงัแต่ไม่เป็นมะเร็งตบั (CHB 

ที่ไม่เป็น HCC) จ านวน 200 ราย และกลุ่มควบคุมทีม่สีุขภาพดี (Healthy controls) จ านวน      

200 ราย พบว่ามีบางตัวอย่างที่ไมส่ามารถหาจีโนไทป์ของ SNPs ต่าง ๆ ได้ เนื่องจากตัวอย่างเลือด      

บางตัวอย่างอาจเกบ็ไว้เป็นระยะเวลานาน เมื่อน ามาสกัดดีเอ็นเอจึงท าให้ได้ดีเอ็นเอปริมาณน้อย    

และคุณภาพไม่ดี งานวิจัยน้ีจึงคัดตัวอย่างเหล่าน้ันออก ท าให้ได้จ านวนประชากรในแต่ละกลุม่ที่ใช้ใน   

การค านวณความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 และ STAT4 กับ

ความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับดงันี้ กลุ่ม HCC จ านวน 192 ราย กลุ่มควบคุมจ านวน 390 ราย 

ประกอบด้วยกลุ่ม CHB ที่ไม่เป็น HCC จ านวน 200 ราย และกลุ่ม Healthy controls จ านวน    

190 ราย และรวบรวมข้อมูลทางคลินกิของประชากรในแต่ละกลุ่มลงในตารางที่ 16 ดังนี ้

ตารางท่ี 16 ลักษณะทางคลินิกของกลุม่ประชากรเป้าหมายที่ใช้ในงานวิจัยน้ี 

HCC, Hepatocellular Carcinoma; CHB, Chronic Hepatitis B; ALT, Alanine Transaminase;  

AST, Aspartate Aminotransferase; ND, No Data. 
*เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม HCC และกลุ่มควบคุม CHB ที่ไมเ่ป็น HCC 
 †เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม HCC และกลุม่ควบคุม healthy controls 
‡เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม HCC และกลุ่มควบคุมทัง้สองกลุม่รวมกัน 

หมายเหต ุค านวณค่า P values ส าหรับ Student’s t test โดยใช้โปรแกรม GraphPad Software  

 
HCC  

(n=192) 
CHB without HCC 

(n=200) 
Healthy controls 

(n=190) 
P values 

Age (years)  57.64 ± 9.80 45.84 ± 14.04 47.83 ± 5.31 <0.001*,†,‡ 
Gender    

<0.001*,†,‡    Male (%)  164 (85.42) 140 (70.00) 112 (58.95) 
   Female (%) 28 (14.58) 60 (30.00) 78 (41.05) 
AST (IU/L)  87.04 ± 76.01 35.75 ± 35.15 ND <0.001* 
ALT (IU/L) 59.32 ± 55.57 45.31 ± 62.58 ND 0.023* 
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จากลกัษณะทางคลินิกของกลุ่มประชากรเป้าหมายแต่ละกลุม่ซึ่งปรากฏในตารางที่ 16 จะเห็นได้

ว่า ประชากรที่ใช้ในงานวิจัยน้ีกลุ่ม HCC มีอายุเฉลี่ยมากกว่าประชากรกลุม่ควบคุม CHB ที่ไม่เป็น 

HCC และกลุ่ม Healthy controls ประมาณ 12 และ 10 ปี ตามล าดับ สัดส่วนของเพศชายพบมาก

ที่สุดในกลุ่มประชากร HCC ซึ่งมีจ านวน 164 ราย คิดเป็น 85.42% ของประชากรกลุ่ม HCC และพบ

น้อยที่สุดในกลุ่ม Healthy controls ซึ่งมีจ านวน 112 ราย คิดเป็น 58.95% ของประชากรในกลุ่มนี ้

ในขณะที่สัดส่วนของเพศหญิงพบมากที่สุดในประชากรกลุ่ม Healthy controls มีจ านวน 78 ราย 

คิดเป็น 41.05% ของประชากรกลุ่ม Healthy controls และพบนอ้ยทีสุ่ดในกลุม่ HCC ซึ่งมีจ านวน 

28 ราย คิดเป็น 14.58% ของประชากรในกลุม่นี้ และพบว่ามีความแตกต่างของสัดส่วนเพศระหว่าง

กลุ่ม HCC และ กลุม่ควบคุมทั้งสองกลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P value < 0.001) นอกจากนี้   

ยังพบว่าค่าเอนไซม์ในตับ AST และ ALT ของประชากรกลุ่ม HCC มีค่าสูงกว่ากลุ่ม CHB ที่ไม่เป็น 

HCC อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P value <0.001 และ 0.023 ตามล าดับ) 

จากค่าเอนไซม์ในตับ AST และ ALT พบว่าผูป้่วยที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังแต่ไมเ่ป็น

มะเร็งตับมีค่าเอนไซม์ ALT สูงกว่า AST ในขณะที่กลุ่มผู้ปว่ยที่เป็นมะเร็งตับชนิด HCC มีค่าเอนไซม ์

AST สูงกว่า ALT แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ความแตกต่างของระดับเอนไซม์ทัง้สองนี้ในการติดตาม

การพัฒนามาสูก่ารเป็นมะเร็งตับในผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเรื้อรังได้  
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7. Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) 

สมดุลของ Hardy-Weinberg คือ ความสมดุลของความถ่ีจโีนไทป์และความถ่ีแอลลลี ซึ่งสามารถ

ถ่ายทอดจากประชากรรุ่นหนึ่งไปสู่ประชากรอีกรุ่นหนึ่งได้ เมื่อประชากรนั้นมีขนาดใหญ่ มีการผสม

พันธ์ุแบบสุม่ ไม่มีการกลายพันธ์ุ ไม่มีการอพยพของประชากร และไม่มีการคัดเลือกโดยธรรมชาติ 

งานวิจัยน้ีจงึทดสอบความเบี่ยงเบนความถ่ีจีโนไทป์ของ SNPs ต่าง ๆ จากสมดลุของ Hardy-

Weinberg เพื่อแสดงให้เห็นว่า กลุ่มประชากรที่ศึกษามีความถ่ีจีโนไทป์ทีส่มดลุไม่เอนเอียงไปใน      

จีโนไทป์ใดจีโนไทปห์นึ่ง ดังแสดงในตารางที่ 17 

ตารางท่ี 17 การเปรียบเทียบความถ่ีจโีนไทป์ของ SNPs ต่าง ๆ บนยีน STAT3 และ STAT4 ในกลุ่ม

ประชากรที่ศึกษากบัค่าคาดหวังโดยใช้สมดลุของ Hardy-Weinberg 

หมายเหต ุค านวณสมดุล Hardy-Weinberg โดยใช้เว็บไซต์ http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html 
†Pearson's goodness-of-fit chi-square 

จากตารางที่ 17 เมื่อเปรียบเทียบความถ่ีจโีนไทป์ของยีน STAT3 rs2293152 และ rs1053004 

รวมทั้งยีน STAT4 rs7574865 จากกลุ่มประชากรทีศึ่กษากับค่าคาดหวังที่ค านวณตามกฎของ 

Hardy-Weinberg พบว่า SNPs ทั้งสามต าแหนง่อยู่ในสมดลุของ Hardy-Weinberg แสดงใหเ้ห็นว่า

กลุ่มประชากรที่น ามาศึกษาเป็นกลุ่มประชากรตัวอย่างที่ดี และมีความน่าเช่ือถือของข้อมลู  

Gene Genotype 
Observed 
amount 

Expected 
amount 

Chi-square  
(P value)† 

STAT3 
rs2293152 

GG 169 167.79 
0.841 GC 287 289.41 

CC 126 124.79 

STAT3 
rs1053004 

TT 179 189.96 
0.064 TC 307 285.08 

CC 96 106.96 

STAT4 
rs7574865 

GG  232 237.13 
0.357 GT 279 268.73 

TT 71 76.13 

http://ihg.gsf.de/ihg/snps.html
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8. ความสัมพันธร์ะหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs2293152 และ rs1053004 และ STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 กับความเสี่ยงต่อ

การเกิดมะเร็งตบั 

8.1. ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

จากผลการหาจีโนไทปพ์บว่าความถ่ีจีโนไทป์ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 ใน

กลุ่มประชากร HCC เป็นดังนี้ จีโนไทป์ GG, GC และ CC คือ 56 (29.17%), 97 (50.52%) และ 

39 (20.31%) ตามล าดับ ส่วนในกลุ่มประชากร CHB ที่ไม่เป็น HCC คือ 60 (30.00%),         

95 (47.50%) และ 45 (22.50%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่ม Healthy controls มีความถ่ี        

จีโนไทปเ์ป็น 53 (27.89%), 95 (50.00%) และ 42 (22.11%) ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 18 

ส่วนความถ่ีแอลลลี G และ C ของ SNPs ต าแหน่งนี้ในประชากรกลุม่ HCC คือ 209 (54.43%) 

และ 175 (45.57%) ตามล าดับ และประชากรกลุ่ม CHB ที่ไม่เป็น HCC คือ 215 (53.75%) และ  

185 (46.25%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่ม Healthy controls มีความถ่ีของแอลลลีต่าง ๆ เป็น 

201 (52.89%) และ 179 (47.11%) ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 18 

การหาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs2293152 กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัในประชากรไทยที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบ

เรื้อรังและกลุ่ม Healthy controls พบว่า ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 ไม่มี

ความสัมพันธ์กับการเกิดมะเรง็ตับ เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุมทั้งสองกลุ่ม (P value>0.05)  
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8.2. ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

จากตารางที่ 19 พบว่าความถ่ีจีโนไทป ์ TT, TC และ CC ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs1053004 ในกลุ่มประชากร HCC เป็นดังนี้ 45 (23.44%), 108 (56.25%) และ 39 (20.31%) 

ตามล าดับ และในกลุ่มประชากร CHB ที่ไม่เป็น HCC คือ 62 (31.00%), 109 (54.50%) และ 

29 (14.50%) ตามล าดับ ในขณะที่กลุ่ม Healthy controls มีความถ่ีจีโนไทป์เป็น              

72 (37.89%), 90 (47.37%) และ 28 (14.74%) ตามล าดับ ส่วนความถ่ีแอลลีล T และ C ของ 

SNPs ต าแหน่งนี้ในประชากรกลุ่ม HCC คือ198 (51.56%) และ 186 (48.44%) ตามล าดับ และ

ประชากรกลุ่ม CHB ที่ไม่เป็น HCC คือ 233 (58.25%) และ 167 (41.75%) ตามล าดับ ในขณะ

ที่กลุม่ Healthy controls มีความถ่ีของแอลลลีต่าง ๆ เป็น 234 (61.58%) และ 146 (38.42%) 

ตามล าดับ 

การวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่างยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 กับความเสี่ยง

ต่อการเกิดมะเรง็ตับ พบว่าจีโนไทป์ CC มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความเสี่ยงต่อการเป็น   

มะเร็งตับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุม CHB ที่ไม่เป็น HCC (OR=1.85, 

95% CI=1.00-3.43, P=0.049) และมีความสัมพันธ์กับการเพิม่ความเสี่ยงต่อการเป็นมะเรง็ตับ

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุม Healthy controls (OR=2.23, 95%  

CI=1.21-4.11, P=0.010) และในขณะเดียวกันจโีนไทป์ CC ยังมีความสัมพันธ์กบัการเพิม่ความ

เสี่ยงตอ่การเป็นมะเร็งตบั เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่เปน็มะเร็งตับ (All controls; CHB ที่  

ไม่เป็น HCC และ Healthy controls) อีกด้วย (OR=2.04, 95% CI=1.20-3.46, P=0.008) 

นอกจากนี้พบว่าความถ่ีของแอลลีล C ของ SNPs นี้ มีความสัมพันธ์กบัความเสี่ยงในการเป็น

มะเร็งตับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม Healthy controls และ All controls อย่างมีนัยส าคัญ 

(OR=1.51, 95% CI=1.13-2.01, P=0.005 และ OR=1.40, 95% CI=1.10-1.79, P=0.007 

ตามล าดับ) และยงัพบความสัมพันธ์เช่นเดียวกันนี้ใน Dominant model เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม Healthy controls และตัวแปรควบคุมทัง้หมด (OR=1.99, 95% CI=1.28-3.11, 

P=0.002 และ OR=1.71, 95% CI=1.15-2.54, P=0.008 ตามล าดับ) แต่ไม่พบใน Recessive 

model   
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8.3. ยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

จากตารางที่ 20 พบว่าความถ่ีจีโนไทป ์TT, GT และ GG ของยีน STAT4 rs7574865 ใน

กลุ่มประชากร HCC เป็นดังนี้ 19 (9.90%), 86 (44.79%) และ 87 (45.31%) ตามล าดับ และ

ในกลุ่มประชากร CHB ที่ไม่เป็น HCC คือ 24 (12.00%), 93 (46.50%) และ 83 (41.50%) 

ตามล าดับ ในขณะที่กลุม่ Healthy controls มีความถ่ีจีโนไทปเ์ป็น 28 (14.74%),            

100 (52.63%) และ 62 (32.63%) ตามล าดับ ส่วนความถ่ีแอลลลี T และ G ของ SNPs 

ต าแหน่งนี้ในประชากรกลุ่ม HCC คือ 124 (32.29%) และ 260 (67.71%) ตามล าดับ และ

ประชากรกลุ่ม CHB ที่ไม่เป็น HCC คือ 141 (35.75%) และ 259 (64.75%) ตามล าดับ  

ในขณะที่กลุ่ม Healthy controls มีความถ่ีของแอลลีลต่าง ๆ เป็น 156 (41.05%) และ 224 

(58.95%) ตามล าดับ 

การวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่างยีน STAT4 rs7574865 กับความเสี่ยงต่อการเกิด 

มะเร็งตับพบว่า จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ เมือ่เทียบกบักลุม่ควบคุม Healthy controls (OR=2.07, 95% CI=1.06-4.03, 

P=0.033) และพบว่าความถ่ีของแอลลลี G ของ SNPs นี้ มีความสัมพันธ์กับความเสี่ยง 

ในการเกิดมะเร็งตบั เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม Healthy controls อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ

(OR=1.46, 95% CI=1.09-1.96, P=0.012) นอกจากนี้ Recessive model ของ SNPs นี ้

ยังมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตบัเช่นกัน เมื่อเทียบกบักลุม่ควบคุม Healthy controls 

(OR=1.71, 95% CI=1.13-2.59, P=0.011) แต่ไม่พบความสัมพันธ์ดงักล่าวข้างต้นเมื่อเทียบกับ

กลุ่มควบคุม CHB ที่ไม่เป็น HCC และตัวแปรควบคุมทัง้หมดรวมทั้ง Dominant model 
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ตารางท่ี 18 ความถ่ีจีโนไทป์และแอลลีลของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC 

 

HCC, hepatocellular carcinoma; CHB, chronic hepatitis B; CI, confidence interval; OR, odds ratio. 

* rs2293152 alleles are reported in reverse orientation to genome. 

† Between CHB patients and Healthy controls.  

STAT3 
rs2293152 

HCC  
(n=192) 

CHB without 
HCC (n=200) 

Healthy controls 
(n=190) 

HCC vs. CHB HCC vs. Healthy controls HCC vs. All controls† 

OR (95% CI) 
P 

values 
OR (95% CI) 

P 
values 

OR (95% CI) 
P 

values 
Genotype*          
GG 56 (29.17%) 60 (30.00%) 53 (27.89%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
GC 97 (50.52%) 95 (47.50%) 95 (50.00%) 1.09 (0.69-1.74) 0.703 0.97 (0.60-1.55) 0.887 1.03 (0.69-1.54) 0.885 
CC 39 (20.31%) 45 (22.50%) 42 (22.11%) 0.93 (0.53-1.63) 0.796 0.88 (0.49-1.56) 0.660 0.90 (0.55-1.48) 0.691 
Allele          
Major (G) 209 (54.43%) 215 (53.75%) 201 (52.89%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
Minor (C) 175 (45.57%) 185 (46.25%) 179 (47.11%) 0.97 (0.73-1.29) 0.849 0.94 (0.71-1.25) 0.671 0.96 (0.75-1.22) 0.725 
Dominant          
GG 56 (29.17%) 60 (30.00%) 53 (27.89%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
CG+CC 136 (70.83%) 140 (70.00%) 137 (72.11%)  1.04 (0.67-1.61) 0.857 0.94 (0.60-1.47) 0.783 0.99 (0.68-1.45) 0.962 
Recessive          
GG+CG 153 (79.69%) 155 (77.50%) 148 (77.89%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
CC 39 (20.31%) 45 (22.50%) 42 (22.11%)  0.88 (0.54-1.42) 0.598 0.90 (0.55-1.47) 0.668 0.89 (0.58-1.36) 0.583 
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ตารางท่ี 19 ความถ่ีจีโนไทป์และแอลลีลของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC 

 

HCC, hepatocellular carcinoma; CHB, chronic hepatitis B; CI, confidence interval; OR, odds ratio.  

* rs1053004 alleles are reported in reverse orientation to genome. 

† Between CHB patients and Healthy controls.  

STAT3 
rs1053004 

HCC  
(n=192) 

CHB without 
HCC (n=200) 

Healthy controls 
(n=190) 

HCC vs. CHB HCC vs. Healthy controls HCC vs. All controls† 

OR (95% CI) 
P 

values 
OR (95% CI) 

P 
values 

OR (95% CI) 
P 

values 

Genotype*          
TT 45 (23.44%) 62 (31.00%) 72 (37.89%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
TC 108 (56.25%) 109 (54.50%) 90 (47.37%) 1.37 (0.86-2.18) 0.192 1.92 (1.21-3.06) 0.006 1.62 (1.07-2.44) 0.022 
CC 39 (20.31%) 29 (14.50%) 28 (14.74%) 1.85 (1.00-3.43) 0.049 2.23 (1.21-4.11) 0.010 2.04 (1.20-3.46) 0.008 
Allele          
Major (T) 198 (51.56%) 233 (58.25%) 234 (61.58%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
Minor (C) 186 (48.44%) 167 (41.75%) 146 (38.42%) 1.31 (0.99-1.74) 0.060 1.51 (1.13-2.01) 0.005 1.40 (1.10-1.79) 0.007 

Dominant          
TT 45 (23.44%) 62 (31.00%) 72 (37.89%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
TC+CC 147 (76.56%) 138 (69.00%) 118 (62.11%)  1.47 (0.94-2.30) 0.094 1.99 (1.28-3.11) 0.002 1.71 (1.15-2.54) 0.008 
Recessive          
TT+TC 153 (79.69%) 171 (85.50%) 162 (85.26%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
CC 39 (20.31%) 29 (14.50%) 28 (14.74%)  1.50 (0.89-2.55) 0.130 1.47 (0.87-2.51) 0.153 1.49 (0.95-2.34) 0.083 
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ตารางท่ี 20 ความถ่ีจีโนไทป์และแอลลีลของยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC 

 

HCC, hepatocellular carcinoma; CHB, chronic hepatitis B; CI, confidence interval; OR, odds ratio. 

* rs7574865 alleles are reported in forward orientation to genome.  

† Between CHB patients and Healthy controls.  

STAT4 
rs7574865 

HCC  
(n=192) 

CHB without  
HCC (n=200) 

Healthy controls 
(n=190) 

HCC vs. CHB HCC vs. Healthy controls HCC vs. All controls† 

OR (95% CI) 
P 

values 
OR (95% CI) 

P 
values 

OR (95% CI) 
P 

values 

Genotype*          
TT 19 (9.90%) 24 (12.00%) 28 (14.74%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
GT 86 (44.79%) 93 (46.50%) 100 (52.63%) 1.17 (0.60-2.28) 0.649 1.27 (0.66-2.43) 0.475 1.22 (0.68-2.19) 0.505 
GG 87 (45.31%) 83 (41.50%) 62 (32.63%) 1.32 (0.68-2.59) 0.414 2.07 (1.06-4.03) 0.033 1.64 (0.91-2.96) 0.099 
Allele          
Minor (T) 124 (32.29%) 141 (35.75%) 156 (41.05%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
Major (G) 260 (67.71%) 259 (64.75%) 224 (58.95%) 1.14 (0.85-1.54) 0.382 1.46 (1.09-1.96) 0.012 1.29 (1.00-1.67) 0.054 

Dominant          
TT 19 (9.90%) 24 (12.00%) 28 (14.74%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
GT+GG 173 (90.10%) 176 (88.00%) 162 (85.26%) 1.24 (0.66-2.35) 0.506 1.57 (0.85-2.93) 0.152 1.40 (0.80-2.44) 0.235 
Recessive          
TT+GT 105 (54.69%) 117 (58.50%) 128 (67.37%) 1.00 - 1.00 - 1.00 - 
GG 87 (45.31%) 83 (41.50%) 62 (32.63%) 1.17 (0.78-1.74) 0.447 1.71 (1.13-2.59) 0.011 1.40 (0.99-1.99) 0.060 
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บทท่ี 5 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs2293152 

ยีน STAT3 อยู่บนโครโมโซมที่ 17q21 ซึ่งแปลรหัสเป็นโปรตีน STAT3 ที่มีการท างาน

เกี่ยวข้องกบัการเกิดมะเร็ง เมือ่โปรตีน STAT3 ได้รับการกระตุ้นโดยการเติมหมู่ฟอสเฟต โปรตีนนี้จะ

รวมกันเป็น homodimer แล้วเคลื่อนย้ายเข้าสู่นิวเคลียส เพื่อควบคุมการแสดงออกของยีนกอ่มะเรง็

และ inflammatory factor [17] จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า การเติมฟอสเฟตใหก้ับโปรตีน 

STAT3 จะเหนี่ยวน าใหเ้กิดการเจริญของมะเรง็อย่างควบคุมไม่ได้ [50] ในปัจจุบันน้ีมีงานวิจัย 

จ านวนมากที่แสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs ของยีน STAT3 กับการการพัฒนาไปสู่ 

การเป็นมะเรง็และการตอบสนองต่อการรกัษามะเร็งหลายชนิด หนึ่งในโรคมะเรง็เหล่าน้ันคือมะเร็งตบั

ชนิด HCC [14, 45, 46] การกระตุ้นการท างานของโปรตีน STAT3 มีความส าคัญในการสร้างเซลล์ตบั

ที่ตายไปและพฒันามาสู่การเกิดพงัผืดที่ตับและเกิดตับแข็ง ซึ่งเป็นปัจจัยเสี่ยงของการพฒันามาสู่ 

การเป็นมะเรง็ตับ [1] แม้โปรตีน STAT3 มีบทบาททีส่ าคัญต่อการเกิดมะเรง็ตับ แต่ปจัจบุันก็ยงัมี

การศึกษาที่เช่ือมโยงความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 กับการเกิดมะเรง็ตับจ านวนน้อย 

งานวิจัยนี้เป็นการรายงานครัง้แรกที่แสดงใหเ้ห็นความสมัพนัธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNPs rs2293152 และ rs1053004 กับการเกิดมะเร็งตบัในประชากรไทย

ที่ติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบีแบบเรื้อรัง 

งานวิจัยน้ีพบว่า SNP rs2293152 มีความถ่ีของแอลลลี G ในประชากรทั้ง 3 กลุม่ คือ HCC, 

CHB ที่ไม่เป็น HCC และ Healthy controls (54.43, 53.75 และ 52.89% ตามล าดับ) สูงกว่า 

แอลลลี C ซึ่งไม่สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของ ของ Xie J. และคณะ (2013) [14] ที่ศึกษา          

ในกลุ่มประชากรจีน โดยแบ่งกลุม่ประชากรออกเป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่ม HCC จ านวน 1,021 ราย CHB 

ที่ไม่เป็น HCC จ านวน 990 ราย และ Healthy controls จ านวน 1,012 ราย การศึกษาของ Xie J.  

และคณะ (2013) พบว่าประชากรในแต่ละกลุ่มมีความถ่ีของแอลลีล G (49.36, 47.41 และ 46.09% 

ตามล าดับ) น้อยกว่าแอลลลี C แสดงให้เห็นว่าในประชากรไทย SNP rs2293152 มีแอลลีล G เป็น 

major allele แต่ในขณะเดียวกันแอลลลีนี้เป็น minor allele ในประชากรจีน ความแตกต่างใน 

การกระจายตัวแอลลลีส าหรบั SNP ต าแหน่งนี้เป็นอีกนึง่หลักฐานส าคัญที่ช้ีใหเ้ห็นว่า เช้ือชาติมีผลต่อ 

การกระจายตัวของแอลลีลแตกต่างกัน 
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SNP rs2293152 เป็นความหลากหลายทางพันธุกรรมทีอ่ยูต่รงบริเวณอินตรอนที่ 11 ของยีน 

STAT3 และเป็น synonymous polymorphism ซึ่งไม่ได้ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงชนิดของ 

กรดอะมโินโดยตรง อย่างไรก็ตามมีการศึกษาเป็นจ านวนมากที่บ่งช้ีว่า SNPs ตรงบรเิวณอินตรอนและ 

synonymous polymorphism สามารถท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงการท างานของยีนนั้นได้ เช่น 

การศึกษาของ Griseri P. และคณะ (2011) แสดงให้เห็นว่า synonymous polymorphism  

ภายในยีน Tristetraprolin (TTP) มีความสัมพันธ์กับการแปลรหัสทางพันธุกรรมเป็นโปรตีนและ 

การตอบสนองต่อการรักษามะเร็งเต้านม [51] ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน Excision 

repair cross-complementation group 1 (ERCC1) มีการเหนี่ยวน าการเปลี่ยนแปลง codon 

AAC เป็น AAT ท าให้ลดการแสดงออกของยีน ERCC1 และการตอบสนองต่อการรักษาในผูป้่วยมะเรง็

ล าไส้ใหญ่ [52] นอกจากนี้ในงานวิจัยกอ่นหน้าของ Sato K. และคณะ (2009) รายงานว่า 

จีโนไทป์ CC ของ SNP rs2293152 มีความสัมพันธ์กบัการด าเนินของโรค Crohn's disease ซึ่ง 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 อาจท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงการท างานของโปรตีน 

STAT3 ได้ โดยกระตุ้นกลไกการอกัเสบ [48] แม้ว่า SNP rs2293152 เป็น synonymous 

polymorphism แต่ SNP ต าแหน่งนี้ก็อาจส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีน STAT3 และอาจมี

ผลกระทบในการพัฒนาไปสู่มะเร็งตบัชนิด HCC ได้ อย่างไรก็ตามยงัไม่ทราบกลไกแน่ชัดว่าความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีน STAT3 และการพัฒนา

มาสู่ HCC ได้อย่างไร ซึ่งยังต้องศึกษาในระดับโมเลกลุต่อไปในอนาคต 

แม้ว่ามีหลกัฐานจากงานวิจัยต่าง ๆ ดังกล่าวข้างต้นที่แสดงให้เห็นว่าความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน STAT3 มีความสัมพันธ์กบัการเกิดมะเรง็หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคมะเรง็

ตับชนิด HCC [14] ดังจะเห็นได้จากงานวิจัยของ Xie J. และคณะ (2013) พบว่า จีโนไทปด์ GG ของ 

SNP rs2293152 มีความสัมพันธ์กบัการเพิ่มความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตบัเมือ่เทียบกบักลุ่มที่ติด

เช้ือไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังแต่ไม่เป็นมะเรง็ตับ โดยพบความสัมพันธ์ดังกล่าวในประชากรผูห้ญิง 

(Adjusted odds ratio=2.04, 95% CI=1.15-3.61, P=0.015) แต่ส าหรบังานวิจัยน้ีไม่พบว่า SNP 

rs2293152 บนยีน STAT3 มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับ ในกลุ่มประชากรไทยที่ติดเช้ือไวรัส

ตับอักเสบบีแบบเรื้อรงั ไม่ว่าจะเป็น Allelic, Dominant และ Recessive models (P value>0.05) 

ทั้งนี้อาจเป็นเพราะงานวิจัยน้ีใช้กลุ่มประชากรตัวอย่างทีม่ีขนาดเล็ก เมื่อเปรียบเทียบกบัการศึกษา

ก่อนหน้า และเพศและอายุระหว่างกลุ่ม case และ control ไม่เท่ากัน  
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ยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP rs1053004 

 SNP rs1053004 เป็นความหลากหลายทางพันธุกรรมที่อยูบ่ริเวณ 3' untranslated region 

(3'-UTR) ของยีน STAT3 ซึ่งเป็นบรเิวณควบคุมการแสดงออกของโปรตีน STAT3 โดยอาจเป็นบรเิวณ

ที่จับของ microRNAs ที่จ าเพาะ ท าใหล้ดกจิกรรมของโปรตีน STAT3 ลง ผ่านกระบวนการ mRNA 

degradation [53] จากการศึกษาก่อนหน้าในประชากรจีนของ Xie J. และคณะ (2013) พบว่า SNP 

rs1053004 มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตบัโดยเฉพาะอย่างยิ่งในเพศหญงิ [14] อย่างไรก็ตาม  

ยังมีการศึกษาความสัมพันธ์ของ SNP ต าแหน่งนี้กับการเกิดมะเร็งตับในปรมิาณน้อย งานวิจัยน้ีจงึเป็น

รายงานแรกที่แสดงใหเ้ห็นความสมัพันธ์ของ SNP rs1053004 กับความเสี่ยงของการเกิดมะเร็งตบั

ชนิด HCC ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีแบบเรือ้รัง จากการศึกษาพบว่า ในกลุ่มประชากร

กลุ่ม HCC, CHB ที่ไม่เป็น HCC และ Healthy controls มีความถ่ีของแอลลลี T (51.56%, 58.25% 

และ 61.58% ตามล าดับ) สูงกว่าแอลลีล C แสดงให้เห็นว่า SNP rs1053004 ในประชากรไทยมี 

major allele เป็น T และ minor allele เป็น C ซึ่งสอดคล้องกบั การศึกษาของ Xie J. และคณะ 

(2013) ที่ศึกษาในประชากรจีน พบว่าในกลุม่ประชากร HCC, CHB ที่ไม่เป็น HCC และ Healthy 

controls มีความถ่ีของแอลลลี T (63.43%, 63.20% และ 65.63% ตามล าดับ) สูงกว่าแอลลีล C 

เช่นเดียวกัน [14] งานวิจัยน้ีจึงเป็นอกีหนึ่งหลักฐานส าคัญซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าการกระจายตัวของ 

แอลลลีส าหรับ SNP ต าแหน่งนี้ในประชากรไทยกับประชากรจีนไม่มีความแตกต่างกัน 

 การวิเคราะห์ความสมัพันธ์ระหว่าง SNP rs1053004 กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับใน 

ผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรงัพบว่า จีโนไทป์ CC มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความ

เสี่ยงตอ่การเป็นมะเร็งตบัชนิด HCC เมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุมที่ไม่เปน็มะเร็งตบั (CHB ที่ไม่เป็น HCC 

และ Healthy controls) (OR=2.04, 95% CI=1.20-3.46, P=0.008) และยังพบความสมัพันธ์

เช่นเดียวกันนี้เมือ่เทียบกบักลุม่ CHB ที่ไม่เป็น HCC ด้วย (OR=1.85, 95% CI=1.00-3.43, 

P=0.049) การค้นพบดงักล่าวข้างต้นแตกต่างจากการศึกษาก่อนหน้าของ Xie J. และคณะ (2013) 

พบว่า จีโนไทป์ CC มีความสัมพันธ์กบัการลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเรง็ตับในเพศหญงิ เมื่อเทียบกับ

กลุ่มควบคุมที่ไม่เป็นมะเรง็ตับ (CHB ที่ไม่เป็น HCC และ Healthy controls) (Adjusted odds 

ratio= 0.49, 95% CI=0.25-0.97, P=0.040) แต่ไม่พบความสัมพันธ์เช่นเดียวกันนี้เมือ่เทียบกบักลุ่ม 

CHB ที่ไม่เป็น HCC [14] ความแตกต่างระหว่างการศึกษาน้ียังไม่ทราบสาเหตุแน่ชัด อาจเกิดข้ึนจาก

ความแตกต่างของเพศในกลุ่มประชากรที่ศึกษา เนื่องจากประชากรที่ศกึษาในงานวิจัยน้ีส่วนใหญ่เป็น
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เพศชายในขณะที่การศึกษาของ Xie J. และคณะ (2013) พบความสัมพันธ์ของ SNP rs1053004 กับ

การเกิดมะเร็งตบัในเพศหญิง อาจเป็นเพราะความแตกต่างของเพศมีผลต่อการสง่สญัญาณของ

ฮอร์โมนเพศ การเพิม่การสัมผัสกับปัจจัยเสี่ยงทางสิ่งแวดลอ้มในการเกิดมะเรง็ เช่น การสูบบุหรี่และ

การดื่มแอลกอฮอล์ เป็นต้น มีการศึกษาทีพ่ิสจูน์แล้วว่า การดื่มแอลกอฮอล์และการสูบบุหรี่อย่างนัก

ส่งผลต่อการเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดมะเรง็ตับในเพศชาย [54-56] ส าหรบัประชากรไทยเพศชาย 

มีอัตราการสบูบหุรี่และดื่มแอลกอฮอลม์ากกว่าเพศหญงิ อยา่งไรก็ตาม มบีางงานวิจัยที่มีการเช่ือมโยง

การสง่สญัญาณของโปรตีน STAT3 กับฮอร์โมนเพศ เช่น การส่งสัญญาณของ interleukin-6/STAT3 

สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ receptor ของฮอรโ์มนแอนโดรเจน (androgen) ได้ ซึ่งมีส่วนร่วม

ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีนในเซลลม์ะเร็งต่อมลกูหมาก [57] จึงเป็นไปได้ว่า SNPs 

rs1053004 อาจส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีน STAT3 และมีความสัมพันธ์กบัการส่งสัญญาณ

ของฮอรโ์มนเพศ โดยอาจมีบทบาททั้งทางตรงและทางอ้อมในการท าใหเ้กิดมะเรง็ตับแตกต่างกัน

ระหว่างเพศชายกับเพศหญิง อย่างไรก็ตามปฏิสัมพันธ์ของ SNP rs1053004 และฮอร์โมนเพศกบัการ

เกิดมะเรง็ตับชนิด HCC ยังคงต้องได้รับการพสิูจนจ์ากการศึกษาในระดับโมเลกลุต่อไปในอนาคต 

 นอกจาก SNP rs1053004 มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับแล้ว ยังมีรายงานจาก

การศึกษาก่อนหน้าว่า SNP ต าแหน่งนี้มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความเสี่ยงของโรคภาวะแท้งซ้ าโดย

ไม่ทราบสาเหต ุ (idiopathic recurrent miscarriage) อีกด้วย [58] แต่อย่างไรก็ตาม ยงัไม่พบว่ามี

รายงานใดทีส่ามารถอธิบายความสัมพันธ์ระหว่าง SNP rs1053004 กับการแสดงออกและการท างาน

ของโปรตีน STAT3 ได้ จึงต้องมกีารพสิูจน์ความสัมพันธ์ของ SNP rs1053004 กับกลไกการ

เปลี่ยนแปลงการท างานของโปรตีน STAT3 ซึ่งน ามาสู่การเป็นมะเร็งตบัต่อไป  
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ยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 

SNPs rs7574865 อยู่บริเวณอินตรอนที่ 3 ของยีน STAT4 ซึ่งยีนนี้แปลรหสัเป็นโปรตีน 

STAT4 มีหน้าทีส่ าคัญในการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน โดยเป็นตัวสง่สญัญาณจาก interleukin-

12 (IL-12) และ type I interferon (IFN-α หรอื IFN-β) เพื่อเหนี่ยวน าให้มีการผลิต type II 

interferon (IFN-γ) [15-17] IFN-γ เป็นไซโตไคน ์(cytokine) ที่มีหน้าทีส่ าคัญในการป้องกันร่างกาย

จากการรุกรานของสิ่งแปลกปลอม การตายของเซลล์ตับแบบ apoptosis และยบัยั้งการเกิดมะเร็ง 

การสญูเสียความสามารถในการกระตุ้นการผลิต IFN-γ อาจจะท าใหล้ดความสามารถในการต้านทาน

ไวรัสและมะเร็งลง [18-20] ในขณะที่มีการแสดงออกของ IFN-γ มากเกินไป อาจท าใหเ้กิด 

autoimmune disease ได้ [21] แม้ว่าจะมีการศึกษาก่อนหน้าจ านวนมากที่พบว่าความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของยีน STAT4 มีความสัมพันธ์กับการเกิด autoimmune disease เช่น  

โรคขออักเสบรูมาตอยด (Rheumatoid arthritis) และโรคตับแข็งจากทางเดินน้ าดีชนิดปฐมภูมิ 

(primary biliary cirrhosis) [59-61] แต่ก็ยังมีโรคอกีเปน็จ านวนมากที่ยังไม่ทราบว่ายีนน้ีอาจจะมี

ความสัมพันธ์กับการพฒันาและการเกิดโรคได้เช่นกัน จนกระทั่งมีรายงานจากศึกษาด้วยวิธี 

genome-wide association study (GWAS) ของ Jiang D.K. และคณะ (2013) ที่ศึกษา

ความสัมพันธ์ของยีน STAT4 rs7574865 กับความเสี่ยงตอ่การเกิดมะเรง็ตับในประชากรจีนที่ติดเช้ือ

ไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง โดยกลุ่มประชากรที่ศึกษาประกอบด้วยชาวจีนจากมณฑลต่าง ๆ ดังนี้ 

Qidong, Suzhou, Shanghai, Nanjing, Beijing, Henan และ Guangxi จากการศึกษาน้ีพบว่ายีน 

STAT4 ต าแหน่ง rs7574865 จีโนไทป์ GG มีความสัมพันธ์กบัความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งตบั 

อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม CHB ที่ไม่เป็น HCC (OR=1.21, 95% CI=1.14-1.28,  

Pmet=2.48×10-10) [22] งานวิจัยดังกล่าว จึงเป็นการเช่ือมโยงความสัมพันธ์ทางด้านความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของยีน STAT4 กับการเกิดมะเรง็ตับเปน็ครั้งแรก และยงัต้องการการยืนยันจาก

การศึกษาในกลุม่ประชากรอื่นอีกเป็นจ านวนมาก 

ต่อมาได้มีรายงานการศึกษาในประชากรเวียดนามของ Clark A. และคณะ (2013) ซึ่ง

ท าการศึกษาในลกัษณะเดียวกับการค้นพบดงักล่าวข้างต้น โดยแบ่งกลุ่มประชากรออกเป็น 3 กลุม่ 

คือ CHB ที่ไม่เป็น HCC จ านวน 206 ราย กลุ่มที่เป็นตับแข็ง (Liver cirrhosis) จ านวน 222 ราย และ  

กลุ่ม HCC จ านวน 239 ราย โดยพบว่าอัลลีล T มีความสัมพันธ์กบัการลดความเสี่ยงของการเป็น

มะเร็งตับ (OR=0.84, 95% CI=0.70-0.99, P=0.048) สว่นแอลลลี G เป็นปัจจัยเสี่ยงของการเป็น
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มะเร็งตับในผู้ป่วยเวียดนามที่ติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบีแบบเรือ้รัง [23] ซึ่งการค้นพบของ Clark A. 

และคณะ (2013) สอดคล้องกับการศึกษาของ Jiang D.K. และคณะ (2013) ที่รายงานไว้ก่อนหน้า 

จากหลักฐานที่ส าคัญยิง่ดังกล่าว งานวิจัยน้ีจึงสนใจศึกษาความสัมพันธ์ของยีน STAT4 

ต าแหน่ง rs7574865 กับความเสี่ยงตอ่การเกิดมะเร็งตับของผูป้่วยไทยที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบี 

แบบเรื้อรัง จากการศึกษาพบว่าในกลุม่ประชากร Healthy controls มีความถ่ีแอลลีล G น้อยกว่า

กลุ่มประชากร HCC (OR=1.46, 95% CI=1.09-1.96, P=0.012) แสดงให้เห็นว่า แอลลลี G มี

ความสัมพันธ์ในการเพิ่มความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตบัชนดิ HCC ในขณะที่แอลลลี T ลดปัจจัยเสี่ยง

ของการเป็นมะเร็งตับชนิดนี้ในผู้ที่ไม่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบี ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าของ 

Jiang D.K. และคณะ (2013) ที่รายงานว่าพบความถ่ีของแอลลีล G ซึ่งเป็นแอลลลีทีส่่งผลให้เกิด

มะเร็งตับ (risk allele) ในกลุ่ม HCC มากกว่ากลุม่ Healthy controls [22]  

นอกจากความถ่ีของแอลลลีแล้ว งานวิจัยน้ียังแสดงใหเ้ห็นว่าความถ่ีของจีโนไทป์ในประชากร 

แต่ละกลุม่มีการกระจายตัวไมเ่ท่ากัน โดยพบว่ากลุ่ม Healthy controls มีจีโนไทป์ GG น้อยกว่า 

กลุ่ม HCC (OR=2.07, 95% CI=1.06-4.03, P=0.033) และยังพบความสัมพันธ์เช่นเดียวกันนี้ใน 

Recessive genetic model (GG เทียบกับ TT+GT) อีกด้วย (OR= 1.71, 95% CI=1.13-2.59, 

P=0.011) ซึ่งสัมพันธ์กับการศึกษากอ่นหน้าทีพ่บว่า ความแตกต่างของจโีนไทป์ของ SNP rs7574865 

มีผลต่อการแสดงออกของยีน STAT4 โดยจะมีการแสดงออกของยีน STAT4 ในเนื้อเยือ่มะเรง็น้อย

กว่าเนื้อเยื่อที่ไม่เป็นมะเรง็ [22] ดังนั้นจึงอาจเป็นไปได้ว่า ในประชากรไทยความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน STAT4 โดยเฉพาะอย่างยิ่งแอลลีล G ของ SNP rs7574865 มีผลท าให้ผูท้ี่ไม่ติด

เช้ือไวรัสตับอักเสบบีเพิม่ความเสี่ยงต่อการเกิดมะเรง็ตับชนดิ HCC ผ่านทางการเปลี่ยนแปลง 

การแสดงออกของยีน STAT4 อย่างไรก็ตาม SNP rs7574865 อยู่ตรงบรเิวณ non-coding region 

ของยีน STAT4 SNP จึงบ่งช้ีว่า SNP นี้อาจมผีลตอ่อัตราการแสดงออกของยีน STAT4 ในระดับ 

การถอดรหัสของยีน หรือส่งผลตอ่ RNA splicing [62] ซึ่งยังไมท่ราบความสัมพันธ์ของ SNP 

rs7574865 กับกลไกการแสดงออกของยีน STAT4 อย่างแน่ชัด จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม

ต่อไปในอนาคต 

อย่างไรก็ตามงานวิจัยน้ีไม่พบว่า SNP rs7574865 บนยีน STAT4 มีความสัมพันธ์กับการเกิด

มะเร็งตับในกลุ่มประชากรไทยที่ติดเช้ือไวรัสตบัอักเสบบเีรื้อรัง เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Chen K. 

และคณะ (2013) [26] ที่ศึกษาความสัมพันธ์ของ SNP ต าแหน่งนี้กบัการเกิดมะเร็งตับในประชากรจีน

ชาวฮั่น แม้จะมีรายงานจากการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่ายีน STAT4 มีส่วนร่วมในการพัฒนาเป็นมะเร็ง
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ตับชนิด HCC ในผู้ที่ติดเช้ือไวรสัตับอกัเสบบีเรื้อรงั [22, 23] งานวิจัยน้ีจึงเป็นอีกหนึ่งหลกัฐานที่แสดง

ให้เห็นว่า ความแตกต่างของเช้ือชาติ และขนาดของกลุ่มประชากรตัวอย่างมีผลต่อความแตกต่างทาง

พันธุกรรมเช่นกัน 

 งานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs2293152 ไม่มีความสัมพันธ์กบัการเป็นมะเร็งตบั ในขณะที่ SNP ต าแหน่ง rs1053004 จีโนไทป ์

CC มีความสัมพันธ์กบัการเพิม่ความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งตบัอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุม่ CHB 

ที่ไม่เป็น HCC นอกจากนี้จีโนไทป์ของ SNP ต าแหน่ง rs7574865 บนยีน STAT4 (GG เทียบกับ 

TT+GT) มีความสัมพันธ์กับการเพิ่มความเสี่ยงในการเปน็มะเร็งตับเมื่อเทียบกับกลุม่ healthy 

controls ดังนั้นการค้นพบเหล่าน้ีจงึเป็นหลักฐานส าคัญทีแ่สดงว่ายีน STAT3 ต าแหน่ง SNP 

rs1053004 และยีน STAT4 ต าแหน่ง SNP rs7574865 มีความสัมพันธ์กับความเสี่ยงในการเป็น

มะเร็งตับ และอาจใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางพันธุกรรมส าหรับการท านายการเกิดมะเร็งตบัในประชากรไทย

ได ้ อย่างไรก็ตามงานวิจัยน้ียังมีข้อจ ากัดในด้านของจ านวนประชากรที่ใช้ศึกษามีขนาดเลก็ และอายุ

และเพศระหว่างกลุม่ case และ control ไม่เท่ากัน เนือ่งจากประชากรกลุ่ม HCC ส่วนใหญเ่ป็น 

เพศชายและมีอายุมาก ดังนั้นในงานวิจัยต่อไปในอนาคตจึงต้องมีการเพิม่ขนาดประชากรที่ศึกษาให้

มากขึ้น และจบัคู่อายุและเพศระหว่างกลุ่ม case และ control ให้เท่ากัน เพื่อความสมบรูณ์และ

ความน่าเช่ือถือของข้อมูล
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ภาคผนวก ก. 

การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียม 5X Tris borate buffer (5X TBE buffer) ปริมาตร 1,000 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
Tris-base 54 g 
Boric acid 27.5 g 
0.5 M Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 20 ml 

 จากนั้นเตมิ Distill water ให้ได้ปริมาตร 1,000 ml แล้วผสมให้เข้ากัน เมื่อตอ้งการใช้งานให้

เตรียมเป็น 1X Tris borate buffer (1X TBE buffer) โดยตวง 5X TBE buffer ปริมาตร 100 ml 

จากนั้นเตมิ Distill water ลงไป 400 ml แล้วผสมให้เข้ากนั 

2. การเตรียม 2% (w/v) agarose gel ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
Agarose 2 g 
1X TBE buffer 100 ml 

3. การเตรียม 3% (w/v) agarose gel ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
Agarose 3 g 
1X TBE buffer 100 ml 

4. การเตรียม 10% Ethidium bromide 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร 
Ethidium bromide 30 µl 
Distill water 300 µl 
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5. สารละลาย lysis buffer ปริมาตร 50 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
Tris-HCl 0.1050 g 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0.1245 g 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.3350 g 

จากนั้นเตมิ Distill water ให้ได้ปริมาตร 50 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 

6. การเตรียมสารละลาย Red Cell Lysis Buffer (RCLB) ปรมิาตร 1,000 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาตร 
1M Tris-HCL pH 7.6 10 ml 
5M NaCl 2 ml 
1M MgCl2 5 ml 

จากนั้นเตมิ Distill water ให้ได้ปริมาตร 983 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 

7. LB agar ปรมิาตร 250 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
Agar 3.75 g  
Yeast extract 1.25 g  
Tryptone 2.5 g 
NaCl 1.25 g 

 เติม Distill water ให้มีปริมาตรสทุธิเป็น 250 ml แล้วน าไปผ่านกระบวนการฆ่าเช้ือด้วย 

วิธีการ autoclave จากนั้นรอให้อุณหภูมิลดลง แล้วจึงเติม ampicilin 100 mg/ml ปรมิาตร 250 µl

แล้วจึงเทใส ่plate ปริมาตร 35 ml/plate  
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8. LB broth ปริมาตร 250 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ 
Yeast extract 1.25 g 
Tryptone 2.5 g 
NaCl 1.25 g 

 เติม Distill water ให้มีปริมาตรสทุธิเป็น 250 ml แล้วน าไปผ่านกระบวนการฆ่าเช้ือด้วย

วิธีการ autoclave  

9. SOC medium ปริมาตร 100 ml 

สารเคมีที่ใช้ ปริมาณ  
Yeast extract 0.5 g 
Tryptone 2.0 g 
1M NaCl 1.0 ml 
1M KCl 0.25 ml 

 เติม Distill water ให้มีปริมาตรสทุธิเป็น 100 ml แล้วน าไปผ่านกระบวนการฆ่าเช้ือด้วย

วิธีการ autoclave รอให้อุณหภูมิลดลง จากนั้นเติม 2M Glucose และ 2M Mg2+ อย่างละ 1 ml 
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