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บทค ัด ย ่อ ภาษาไ ทย  

พรพิตรา ประเทศรัตน์ : ความหลากหลายทางพันธุกรรมบนยีน miR-149 , miR-499  
และ miR-101-1 ที่ส่งผลต่อการเกิดมะเร็งตับในผู้ป่วยไทยที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี
ชนิดเรื้อรัง. (SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNPS) ON MIR-149 , MIR-
4 9 9  AND MIR-1 0 1 -1  GENE RELATED TO DEVELOPMENT OF 
HEPATOCELLULAR CARCINOMA (HCC) IN THAI PATIENTS WITH CHRONIC 
HEPATITIS B VIRUS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. สัญชัย พยุงภร , อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. นพ. พิสิฐ ต้ังกิจวานิชย์, 66 หน้า. 

ไมโครอาร์เอ็นเอเป็นอาร์เอ็นเอที่ไม่แปลรหัสขนาดเล็กประมาณ 22 นิวคลิโอไทด์ ซ่ึงมี
บทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนและเก่ียวข้องกับกระบวนการต่าง ๆ ภายใน
เซลล์ ปัจจุบันมีการศึกษาจ านวนมากที่แสดงให้เห็นว่า single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) บนยีนของไมโครอาร์เอ็นเอ เช่น miR-149 (rs2292832), miR-499 (rs3746444) และ 
miR-101-1 (rs7536540) มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดมะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma, 
HCC) ในผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง (chronic hepatitis B, CHB) งานวิจัยนี้ เป็นการ
รายงานครั้งแรกที่ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs ดังกล่าวและการเกิดมะเร็งตับในประชากร
ไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง โดยผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ 
กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและเป็นมะเร็งตับ (CHB-related HCC) จ านวน 166 
ราย กลุ่มผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังแต่ไม่เป็นมะเร็งตับ (CHB without HCC) จ านวน 
159 ราย และกลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดี (healthy controls) จ านวน 167 ราย ส าหรับการหาจีโน
ไทป์ ของ  miR-14 9 (rs22 928 32)  และ miR-101 -1 (rs75 365 40)   ท าด้ วยวิ ธี allelic 
discrimination assays โดยอาศัยเทคนิค TaqMan real-time PCR ในขณะที่การหาจีโนไทป์
ของ miR-499 (rs3746444) ใชเ้ทคนคิ PCR-RFLP ผลการวิเคราะห์ข้อมูลพบว่าจีโนไทป์และอัลลี
ลของ miR-149 (rs2292832), miR-101-1 (rs7536540) และ miR-499 (rs3746444) ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มตัวอย่างและกลุ่มควบคุม (P>0.05) ดังนั้นจึงสรุปได้
ว่า SNPs ทั้ง 3 ต าแหน่งไม่เก่ียวข้องอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติต่อการเกิดมะเร็งตับ และไม่อาจใช้
เป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) ส าหรับมะเร็งตับในประชากรไทยได้ อย่างไรก็
ตามงานวิจัยนี้มีข้อจ ากัดคืออายุและเพศของผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยมีความแตกต่างกันในแต่ละ
กลุ่ม ซ่ึงเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อความถูกต้องของข้อมูล ดังนั้นจึงจ า เป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติม
โดยใช้ประชากรที่มีอายุและเพศสอดคล้องกันในแต่ละกลุ่ม เพ่ือยืนยันความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs 
ดังกล่าวและการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทยต่อไป 
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PORNPITRA PRATEDRAT: SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNPS) ON 
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MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs with approximately 22 
nucleotides in length which play an important role in regulation of gene 
expression and related with several processes of the cells. At the present time, 
several reports indicated that single nucleotide polymorphisms (SNPs) within 
miRNA genes such as miR-149 (rs2292832) , miR-499 (rs3746444) and miR-101 -1 
(rs7536540) were associated with the risk of hepatocellular carcinoma (HCC) 
development in patients with chronic hepatitis B (CHB). This study is the first 
report that describes the association between these SNPs and HCC in Thai 
patients with CHB. Subjects were categorized into 3 groups comprising CHB-related 
HCC (n=166), CHB without HCC (n=159) and healthy controls (n=167). Genotyping 
of miR-149 (rs2292832) and miR-101-1 (rs7536540) SNPs were performed by using 
allelic discrimination assays based on TaqMan real-time PCR whereas genotyping 
of miR-499 (rs3746444) was detected by PCR-RFLP. Data analysis revealed that 
genotypes and alleles of miR-149 (rs2292832), miR-101-1 (rs7536540) and miR-499 
(rs3746444) were not statistically different between case and control groups 
(P>0.05). In conclusion, these 3 SNPs were not significantly associated with the 
risks of HCC and might not be able to use as genetic markers for HCC 
development in Thai population.  However, the limitation of this study was 
unmatched of age and sex between case and control groups. Thus, further case-
control study with age and sex matched among each group is necessary in order 
to control confounding factors and confirm the association of these SNPs with the 
risk of HCC in Thai population. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความส าคญัและที่มาของปญัหา 

  โรคมะเร็งตับเป็นโรคมะเร็งชนิดหนึ่งที่มีความร้ายแรงต่อสุขภาพของประชากรทั่วโลก  ไวรัสตับ

อักเสบบีเป็นสาเหตุหนึ่งที่ส า คัญของโรคมะเร็งตับและเป็นปัญหาที่ส า คัญต่อสาธารณะสุขพบว่ามี
ประชากรที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีกระจายตามภูมิภาคต่าง ๆทั่วโลก การแพร่กระจายของเชื้อไวรัสตับ

อักเสบบีมีความชุกแถบทวีปแอฟริกา ภูมิภาคเอเชียตะวันออกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  ประเทศไทย
เป็นประเทศหนึ่งที่ได้รับผลกระทบจากการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  เชื้อไวรัสตับอักเสบบีเป็น
ไวรัสชนิดดีเอ็นเอขนาดเล็ก มีกลไกการเพ่ิมจ านวนโดยอาศัยการท างานของเอนไซม์พอลีเมอเรสและ รี

เวอร์ส ทรานสคริปเทส การก าจัดเชื้อไวรัสที่อยู่ในรูปแบบของดีเอ็นเอนั้นเป็นไปได้ยาก ผลคือผู้ ป่วยติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังรวมถึงการรักษาด้วยการใช้ยาต้านไวรัสที่มีการใช้ในปัจจุบันเป็นไปได้ยาก 

ปัจจุบันมีการศึกษาระบาดวิทยาระดับโมเลกุลเพ่ือจัดแบ่งสายพันธุ์ของเชื้อไวรัส 2 แบบ คือซีรัม
วิทยา และจีโนไทป์โดยที่ซีรัมวิทยาเป็นการตรวจจากแอนติบอดีที่ มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่อยู่บน  

surface protein หรือ HBsAg ซ่ึงพบว่าไวรัสตับอักเสบบีทุก serotype มีส่วน a  determinant ที่
เหมือนกัน แต่มีส่วนแอนติเจนอ่ืน  ๆที่ต่างกันไป ซ่ึงแบ่งได้เป็นทั้งหมด 4 Serotypes ได้แก่ adr, adw, 

ayr และ ayw ความแตกต่างของ serotype นั้นขึ้นกับกรดอะมิโนที่ต่ าแหน่งต่าง ๆ ของ  HBsAg ส าหรับ
การจ าแนกจีโนไทป์เป็นการแบ่งสายพันธุ์โดยใช้ความแตกต่างในส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของเชื้อ
ไวรัสโดยไวรัสต่างจีโนไทป์จะมีความแตกต่างอย่างน้อยร้อยละ 8 (1) ในปัจจุบันพบว่ามีอย่างน้อย 10 จีโน

ไทป์ได้แก่ A-J จากการศึกษาด้านระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสตับอักเสบบีในประเทศไทยพบซีรัมวิทยา
ประเภท adr และ จีโนไทป์ซีเป็นจ านวนมาก  

         ในช่วง 20 ปีที่ผ่านมาพบว่ามีอัตราการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจะลดลง อันเนื่องมาจากการได้รับ
วัคซีนป้องกันเชื้อไวรัสตับอักเสบบีต้ังแต่วัยเด็ก แต่ยังมีผู้ที่ได้รับเชื้อไวรัสตับอักเสบบีที่สามารถติดต่อได้

ทางโลหิต ซ่ึงส่งผลให้เกิดความรุนแรงต่อพยาธิสภาพของตับ อันได้แก่ โรคตับอักเสบเรื้อรัง โรคตับแข็ง 
โรคมะเร็งตับ   การด าเนินของโรคในผู้ป่วยแต่ละบุคคลมีความแตกต่างกันโดยมีปัจจัยต่าง ๆ  ทั้งจาก
ภายนอก ได้แก่ การได้รับเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี การด่ืมแอลกอฮอล์ พิษจากการรับ

เชื้ออะฟลาทอกซิน B1 และปัจจัยภายใน คือ พันธุกรรมของแต่ละบุคคล ด้วยเหตุนี้จึงเป็นสาเหตุท าให้
นักวิจัยสนใจศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบการ เปลี่ยนแปลงล าดับเบสเพียงหนึ่ง

ต าแหน่งบนสายนิวคลีโอไทด์ (Single Nucleotide Polymorphisms; SNPs) ว่ามีผลต่อกระบวนการ 
กลไก ที่เก่ียวข้องกับการด าเนินของโรคมะเร็ง การหายจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการอยู่รอด
ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับอย่างไร  
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ปัจจุบันมีการศึกษาวิจัยเก่ียวกับไมโครอาร์เอ็นเอ ไมโครอาร์เอ็นเอคืออาร์เอ็นเอโมเลกุลขนาดเล็ก
ประมาณ 20-22 นิวคลีโอไทด์ มีหน้าที่หลักคือควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเข้าไปจับกับสาย  mRNA 

ที่ต าแหน่งคู่สม ซ่ึงท าให้กระบวนการแปลรหัสจาก mRNA นั้นถูกยับยั้ง   ยีนไมโครอาร์เอ็นเอมีผลต่อ
กระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์มากมาย เช่น วัฏจักรเซลล์ (cell cycle) การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ (cell 

proliferation) สัญญาณภายในเซลล์  (signal pathway) พยาธิสภาพของโรค (pathogenesis) และ 
กระบวนการเกิดมะเร็ง (carcinogenesis) ดังนั้นการเกิด SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเออาจมีผลต่อการ
ท างานของไมโครอาร์เอ็นเอและส่งผลต่อกระบวนการภายในเซลล์  

จากการศึกษาก่อนหน้าพบ ความสัมพันธ์ของ SNPs miR-149 (rs2292832) และ  miR-101-1 
(rs7536540) กับการเกิดมะเร็งตับ  ขณะที่ miR-499 (rs3746444) พบความสัมพันธ์ที่ไม่แน่ชัดเม่ือ

ท าการศึกษาในกลุ่มที่แตกต่างกันในประเทศจีน เกาหลี ตุรกี แต่มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับใน
ประชากรเกาหลี อีกทั้งมีรายงานว่า miR-149 เป็น Tumor suppressor ในมะเร็งทางเดินอาหารมียีน

เป้าหมายคือ ZBTB2 ซ่ึงมีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ (2) และวัฐจักรเซลล์และเป็น  Tumor suppressor 
ในเซลล์มะเร็งสมองมียีนเป้าหมายคือ AKT1 ซ่ึงเก่ียวข้องกับการอยู่รอดของเซลล์ (3) การเพ่ิมจ านวนของ
เซลล์ miR-499 เก่ียวข้องกับการแพร่กระจายและการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งล าไส้โดยจะยับยั้งยีน 

forkhead box O4 (FOXO4) and programmed cell death 4 (PDCD4) (4) และ miR-101-1 อาจ
ยับยั้งการแสดงออกของ V-fos FBJ Murine Osteosacroma Viral Oncogene Homolog (FOS) ใน

มะเร็งตับ (5) ดังนั้นในการศึกษานี้มุ่งเน้นดูความสัมพันธ์ของ SNPs กับการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทย
ด้วยความสัมพันธ์ของ miRNA ที่มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง  

ดังนั้นงานวิจัยนี้มุ่งเน้นศึกษา SNPs miR-149 (rs2292832) miR-499 (rs3746444) และ miR-
101-1 (rs7536540) ซ่ึงเป็นการศึกษาครั้งแรกในประชากรไทยในกลุ่มประชากรโรคมะเร็งตับที่ ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังเปรียบเทียบกับกลุ่มประชากรที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและกลุ่ม
ประชากรที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวี ไม่มีประวัติเก่ียวกับโรค
ตับและโรคมะเร็งทุกชนิดเพ่ือดูความสัมพันธ์ของ SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอทั้งสามชนิดต่อการติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีและหรือการเกิดมะเร็งตับของประชากรไทยที่อาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ เพ่ือติดตาม
การด าเนินของโรคมะเร็งตับซ่ึงอาจจะเป็นประโยชน์อย่างมากทางการแพทย์ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ

และสามารถตรวจวัดได้ง่ายจากเซรั่มหรือพลาสมา 
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ค  าถามของการวจิยั 

1. ความหลากหลายทางพันธุกรรม (SNPs) miR-149 (rs2292832), miR-499 (rs3746444) และ miR-
101-1 (rs7536540) มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งตับในประชากรไทยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีหรือไม่อย่างไร 

2. ความถี่ของรูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว (SNPs) miR-149 (rs2292832), miR-

499 (rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) ในกลุ่มประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิด
เรื้อรังที่เป็นมะเร็งตับกับกลุ่มประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและกลุ่มผู้ที่ มีสุขภาพดีว่า
มีความแตกต่างกันหรือไม่ 

 

วัตถุประสงคข์องการวจิัย 

1. เพ่ือศึกษาหาความถี่ของรูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรร มแบบเด่ียว (SNPs) miR-149 

(rs2292832), miR-499 (rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) ในกลุ่มประชากรไทยที่มีการติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรังที่เป็นมะเร็งตับ ไม่เป็นมะเร็งตับและกลุ่มผู้ที่มีสุขภาพดี 

2. เพ่ือศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว (SNPs) miR-149 
(rs2292832), miR-499 (rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับ

ในประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง 

 

สมมติฐานของการวจิยั 

1. ความถี่ของความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว (SNPs) miR-149 (rs2292832), miR-499 
(rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) ในกลุ่มประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังที่

เป็นมะเร็งตับกับกลุ่มประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังแต่ไม่มีประวัติการตรวจพบมะเร็ง
ตับมีความแตกต่างกันและในกลุ่มประชากรไทยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังที่ เป็นมะเร็งตับกับกลุ่ ม
ผู้ที่มีสุขภาพดีมีความแตกต่างกัน 

2. ความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว (SNPs) miR-149 (rs2292832) miR-499 (rs3746444) 

และ miR-101-1 (rs7536540) มีความสัมพันธ์กับโอกาสการเกิดโรคมะเร็งตับในประชากรไทยที่ติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 

 



 4 

ขอบเขตของงานวจิยั 

 งานวิจัยนี้ตรวจหาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทาง พันธุกรรมแบบ เด่ียวหรือกา ร
เปลี่ยนแปลงล าดับเบสเพียงหนึ่งต า แหน่งของ rs2292832 miR-149 rs3746444 miR-499 และ 
rs7536540  miR-101-1   จากกลุ่มประชากรดังนี้ 

1. กลุ่มกรณีศึกษาคือกลุ่มประชากรที่เป็นโรคมะเร็งตับและติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง ได้รับการ

วินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็นโรคมะเร็งตับ เข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์สภากาชาดไทย  

2. กลุ่มประชากรควบคุมแบ่งเป็น กลุ่มประชากรที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง ได้รับการวินิจฉัย

และเข้ารับการรักษาจากแพทย์โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และกลุ่มประชากรที่มีสุขภาพดี
ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวีไม่มีประวัติโรคที่เก่ียวกับตับและ
โรคมะเร็ง 

 

ข้อจ ากัดในงานวจิยั 

1. การเก็บตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังร่วมด้วยมีข้อจ ากัดของ
อายุและเพศส่งผลให้มีความเป็นไปได้ยากที่กลุ่มตัวอย่างศึกษาและกลุ่มควบคุมจะมีช่วงอายุและเพศ
ใกล้เคียงกัน 

2. การศึกษาเพ่ือดูความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสเพียงหนึ่งต า แหน่งบน
ไมโครอาร์เอ็นเอ miR-149 (rs2292832), miR-499 (rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) ใน

ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง ผู้ที่ มี
สุขภาพดีไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวีไม่มีประวั ติโรคที่เก่ียวกับ

ตับและโรคมะเร็ง เป็นแนวทางการศึกษาเบื้องต้นเพ่ือดูความสัมพันธ์เชิงความแตกต่างของ  SNPs กับการ
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการเกิดโ รคมะเร็งตับ อาจจ ะสามารถน ามาเป็ นตัวบ่งชี้ทางชีวภา พ 
(Biomarker) เพ่ือคัดกรองผู้ป่วยโรคมะเร็งตับเบื้องต้น แต่ไม่สามารถบอกผลการยับยั้งของยีนเป้าหมาย

หรืออธิบายกลไกการยับยั้งของไมโครอาร์เอ็นเอต่อยีนเป้าหมายได้ 
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การ ใหค้  านิยามเชงิปฏบิตัิทีใ่ชใ้นงานวจิยั  

 Hepatocellular Carcinoma หมายถึง โรคมะเร็งตับมาจากเซลล์ต้นก าเนิด Hepatocyte ซ่ึง
เป็นเซลล์ส่วนใหญ่ของตับมี 2 ลักษณะ 

1.มีลักษณะก้อนใหญ่ก้อนเดียว 

2.มีลักษณะหลายก้อนกระจายไปตามเนื้อตับโดยมะเร็งส่วนใหญ่จะเป็นลักษณะนี้ 

 Chronic hepatitis B virus infection หมายถึง เป็นการอักเสบของตับที่เกิดจากการติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีโดยเชื้อไวรัสจะบุกเข้าสู่เซลล์ตับก่อให้เกิดการอักเสบส่งผลให้เกิดการท าลายตับ 

 

ค  าย่อหรอืค  าส าคญัในการวจิยั 

Chronic Hepatitis B Infection (CHB) 

Hepatocellular Carcinoma (HCC) 

Hepatitis B virus (HBV) 

microRNAs (miRNAs) 

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 

 

 

 

 

 

  



 6 

ขอบเขตงานวจิยั 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 1 ขอบเขตงานวิจัย 

 

ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว miR-149, miR499 และ miR-101-1ในผู้ป่วยไทยที่ติดเช้ือไวรัส 

ตับอักเสบบีแบบเร้ือรัง ซ่ึงอาจมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทย 

กลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยที่ติดเช้ือไวรัส 

ตับอักเสบบีแบบเร้ือรังและเป็น 

มะเร็งตับจ านวน 166 ราย  

(HCC Case) 

 

กลุ่มควบคุมที่ติดเชื้อไวรัส 
ตับอักเสบบีแบบเร้ือรังแต่ไม่เป็นมะเร็งตับ 

จ านวน 159 ราย (Non-HCC Control) 

(Hepatocellular carcinoma) 

กลุ่มควบคุมที่มีสุขภาพดีจ านวน 

167ราย (Healthy Control) 

(Healthy control) 

สกัด DNA จาก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ของผู้ป่วยด้วย

วิธี phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction 

 

การตรวจความหลากหลาย 

ทางพันธุกรรมของยีน 

 miR-149 โดยวิธี PCR-RFLP  

 miR-499 โดยวิธี Real-time PCR 

 miR-101-1 โดยวิธี Real-time PCR 
 

วิเคราะห์ผลทางสถิติสถิติโดยใช้ Unpair t-test และ Chi-square 
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ระเบยีบวธิวีจิยั 

 โครงการวิจัยจะได้รับการพิจารณาจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB No. 361/56) 

1. การคัดเลือกผู้ป่วยกรณีกลุ่มผู้ป่วยตัวอย่างที่เป็นโรคมะเร็งตับและมีการติดเชื้ อไวรัสตับอักเสบบี
ชนิดเรื้อรังร่วมด้วย ที่เข้ารับการรักษาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์สภากาชาดไทย  

2. การคัดเลือกกลุ่มควบคุมที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังที่ เข้ารับการรักษาจากโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์สภากาชาดไทย กลุ่มควบคุมที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบี ไวรัสตับอักเสบซี 

ไวรัสเอชไอวี ไม่มีประวัติการเป็นโรคเก่ียวกับตับและโรคมะเร็ง 

3. เตรียมตัวควบคุมผลบวก (Positive control) สกัดจากอาหารเลี้ยงเซลล์ Hela A549 และ HepG2 

จากนั้นโคลนเข้า TA cloning vector ส่งตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

4. สกัดดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวโดยวิธี Phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction 

5. เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของ miRNA-499 โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) 

6. ตรวจสอบ SNPs miRNA-499 (rs3746444) โดยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะตัด (Restriction 
fragment length polymorphism; RFLP) 

7. การตรวจสอบ SNPs miRNA-149 (rs2292832) และ miRNA-101-1 (rs7536540) โดยวิธี Real-

time PCR     

8. รวบรวมข้อมูลผลอัลลีล  SNPs miRNA-499 (rs3746444), miRNA-149 (rs2292832) และ 

miRNA-101-1 (rs7536540) เพ่ือน ามาหาค่าทางสถิติดูความสัมพันธ์ต่อการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี
และ/หรือการเกิดโรคมะเร็งตับในผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดเรื้อรัง 
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ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดร้บัจากการวจิยั  
 

1. เพ่ือศึกษารูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสเพียงหนึ่งต่ า
แหน่งหรือ SNPs miR-149 (rs2292832) miR-499 (rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) ใน
ผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง, ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง , ผู้

ที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวี ไม่เป็นโรคที่เก่ียวข้องกับโรค
ตับและโรคมะเร็งในประชากรไทย 

2. เพ่ือทราบถึงความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสเพียง
หนึ่งต่ าแหน่งหรือ SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอ miR-149, miR-499, miR-101-1 ที่อาจเป็นแนวทางใน

การน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ (Biomarker) เพ่ือติดตามคัดกรองความรุนแรงของโรคมะเร็งตับ
ในประชากรไทยต่อไปได้ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

มะเร็งตับเป็นโรคมะเร็งที่พบในเพศชายเป็นล าดับที่ห้าโดยเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตเป็น

ล าดับที่สอง พบในเพศหญิงเป็นล าดับที่เจ็ดโดยมีผู้เสียชีวิตเป็นล าดับที่หกของประชากรทั่วโลก กา ร
เพ่ิมขึ้นของประชากรพบอัตราการเกิดมะเร็งตับในผู้ชายมากกว่าในผู้หญิงคิดเป็นสองเท่า พบ
ประชากรที่เป็นมะเร็งตับมากบริเวณเอเชียตะวันออก เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ แอฟริกากลางและ

แอฟริกาตะวันออกขณะที่พบประชากรที่เป็นมะเร็งตับน้อยในแทบเอเชียใต้ เอเชียตะวันตก ทางตอน
เหนือและตะวันออกของยุโรป Hepatocellular carcinoma (HCC) เป็นมะเร็งตับชนิดหนึ่งที่พบมาก

ประมาณร้อยละ 70-85 เม่ือเทียบกับผู้ป่วยมะเร็งตับที่เสียชีวิตทุกชนิดทั่วโลก (6) 

อัตราของผู้ที่เป็น HCC สูงในแทบเอเชียและแอฟริกาโดยมากมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อไวรัส

ตับอักเสบบีโดยมีประชากรบริเวณพ้ืนที่เอเชียและแอฟริกามากกว่าร้อยละ 8 ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ
บีชนิดเรื้อรังและมีอัตราผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ (Liver cancer) ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีประมาณร้อย
ละ 60 เม่ือค านวณจากกลุ่มประชากรในประเทศที่ก าลังพัฒนา และประมาณร้อยละ 23 จากกลุ่ม

ประเทศที่พัฒนาแล้ว นอกจากนี้ยังพบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและได้รับพิษจากอะฟลา
ทอกซินจะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับ(8)ขณะที่บริเวณอเมริกา ประเทศทางตะวันตกมีความ

เสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีน้อย แต่มักมีสาเหตุอ่ืน อาทิ การด่ืม
เครื่องด่ืมแอลกอฮอล์ เกิดจากความผิดปกติของโรคที่เก่ียวข้อ งกับไขมันสะสมตับ  (fatty liver) 
สัมพันธ์กับโรคอ้วน (Obesity) ซ่ึงจะเป็นสาเหตุหลักของการเกิดมะเร็งตับในประชากรประเทศ

อเมริกาและประเทศทางตะวันตก (9) อัตราผู้ป่วยโรคมะเร็งตับทั่วโลกเพ่ิมมากขึ้นในอดีตที่ผ่านมา 
จนกระทั่งทางปี ค .ศ. 1992 องค์การอนามัยโลก (World Health Organization) ประกาศให้ฉีด

วัคซีนป้องกันไวรัสตับอักเสบบีของเด็กแรกเกิด เพ่ือลดจ านวนประชากรที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีจาก
การรับเชื้อจากมารดาโดยเริ่มให้วัคซีนเม่ือปีค.ศ.1995 (10, 11) 

Hepatocellular carcinoma (HCC) เป็นชนิดของมะเร็งตับที่เกิดจากความผิดปกติของ

เซลล์ตับพบได้มากที่สุด HCC มีความแตกต่างจากมะเร็งตับชนิดอ่ืนๆ มีไวรัสตับอักเสบบีเป็นปัจจัย
เสี่ยงที่ส าคัญ พบผู้ป่วยมะเร็งตับ (HCC) ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและมีภาวะของโรคตับ

แข็ง (Cirrhosis) ประมาณร้อยละ 70-90 ร่วมกับปัจจัยอ่ืนๆ อาทิ การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี การด่ืม
เครื่องด่ืมที่ มีแอลกอฮอล์ และโรคที่เกิดจาก Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) (12, 13) 
นอกจากนี้พิษจากอะฟลาทอกซินที่ปนเปื้อนในอาหารภาวะของโรคเบาหวาน น้ าหนักเกิน และสภาวะ
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ผิดปกติของร่างกายจากโรคทางพันธุกรรม อาทิ hemochromatosismetabolic disorders บาง
ประเภท (12, 14, 15) ดังรายละเอียด 

 

ร ูปที่ 1 แสดงอตัราของชว่งอายุผู้ปว่ยมะเรง็ตับต่างเพศและพืน้ที่ (7) 

 

ปัจจัยที่เกี่ยวข้องในการเกดิโรคมะเรง็ตับ 
 1. ภาวะตับแข็ง เป็นปัจจัยเสี่ยงเบื้องต้นของการพัฒนาไปเป็น HCC สาเหตุหลักมาจากการ
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี จากจ านวนผู้ป่วย HCC ทั่วโลกพบว่ามีประมาณร้อยละ  50 

ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ร้อยละ 25 ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซี (16) ภาวะตับแข็งที่เกิดขึ้นจะเริ่มจาก
เซลล์ตับถูกท าลาย ความสามารถในการสร้างเซลล์ตับลดลง (17) เม่ือเซลล์ตับที่ ดีตาย เซลล์ตับ

โดยรอบจะมีเนื้อเยื่อพังพืดดังรั้งเซลล์ตับส่วนที่ ดีจนเกิดเป็น Cancerous nodules ที่ มีลักษณะผิว
ตะปุ่มตะป ่า มีเลือดอุดตัน ความดันในตับสูงส่งผลให้การท างานในตับลดลง (18) เนื่องจากภาวะตับ
แข็งเก่ียวเนื่องกับความรุนแรงของการอักเสบในตับที่สามารถพัฒนาไปเป็นมะเร็ง สามารถใช้วินิจฉัย

และประเมินการรักษาโรคได้ ปัจจุบัน การศึกษากลไกการท างานระดับเซลล์ที่ส่งผลกระตุ้นให้เกิด
มะเร็งตับ พบว่า การสูญเสียการท างานของเทโลเมียร์และการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมภายใน

เซลล์พบว่าเป็นปัจจัยที่ท าให้เกิดการกระตุ้นการเจริญของเซลล์ (9) การสูญเสียการท างานของเทโล
เมียร์ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย อาทิ ชนิดของเซลล์ ยีน p53 ซ่ึงเป็นยีน tumor suppressor (19) เม่ือให้
สารกระตุ้นการเกิดมะเร็งในหนูทดลองจะส่งผลให้เพ่ิมการแสดงออกของยีน p53 (20) ลักษณะที่
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ส าคัญของภาวะตับแข็งคือการสร้างเซลล์พังพืดจากเซลล์ stellate cells ส่งผลให้ปริมาณ cytokine 
growth factor และอนุมูลอิสระเพ่ิมมากขึ้น (21) 

 2. การติดเช ื้อไวร ัสตับอักเสบบี เป็นสาเหตุท าให้เกิดการติดเชื้อมีอยู่  2 ลักษณะคือแบบ
เฉียบพลันและแบบเรื้อรัง การติดเชื้อแบบเรื้อรังจะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับประมาณ 100 

เท่า (22) พบผู้ป่วยมะเร็งตับ แถบแอฟริกา เอเชีย และทางตะวันตกของแปซิฟิกที่ติดเชื้อมากกว่าร้อย
ละ  50 เ ม่ือ เปรี ยบ เที ยบ กับประชา กรทั้ งหมด (23) ไว รั ส ตับ อัก เสบบี จัดอยู่ ใ น  family 
Hepadnaviridae genus Orthohepadnavirus มีจีโนมมีลักษณะเป็นวงกลมสายคู่ไม่สมบูรณ์ การ

ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีผลต่อวิถีการเกิดมะเร็งทั้งทางตรงและทางอ้อมโดยไวรัสตับอักเสบบีจะ
ท าลายเซลล์ตับท าให้เซลล์ตับเกิดการอักเสบ ตามด้วยการสร้างเซลล์ขึ้นมาใหม่ เกิดพังพืดเป็นภาวะ

ตับแข็ง การสร้างเซลล์ขึ้นมาทดแทนเซลล์ท่ีถูกท าลายเกิดซ้ าไปมาและเกิดการกลายพันธุ์มากขึ้นของ
จีโนมเจ้าบ้าน อาทิ genetic alterations, chromosomal rearrangements กระตุ้นการท างาน
ของยีนก่อมะเร็ง (tumor gene) และการยับยั้งการท างานของยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor) 

(24) ไวรัสตับอักเสบบีสามารถแทรกเข้าไปในจีโนมเจ้าบ้านท าให้เกิด  Secondary chromosomal 
rearrangement และท าให้ความเสถียรของจีโนมลดลง (22) 

3. การติดเช ื้อไวร ัสตับอักเสบซ ี เป็นสาเหตุท าให้เกิดการอักเสบชนิดเรื้อรัง ท าให้เกิดการ
ตายของเซลล์ และเกิดภาวะตับแข็ง (24) ความเสี่ยงของการเป็นมะเร็งตับจากผู้ที่ ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบซีจะเพ่ิมประมาณ 17 เท่า (25) พบผู้ป่วยมะเร็งตับที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบซีแถบทางตอน
เหนือ กลางของแอฟริกาสูงประมาณร้อยละ 31 จากประชากรทั่วโลก (23) 

4. การติดเช ือ้เอชไอวรีว่มดว้ยกบัการติดเช ื้อไวร ัสตับอักเสบ  ผู้ป่วยที่เป็นตับแข็งที่ติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบซีและติดเชื้อเอชไอวีร่วมกันจะเพ่ิมความรุนแรงส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตลดลง (26) 

และเพ่ิมความรุนแรงของการด าเนินของโรคมะเร็งตับ (27) 

5. โรคทีเ่กี่ยวกบัระบบภมูิค ุ้มกันบกพร ่องของตับ  เป็นสภาวะที่ไม่รู้ที่มาและสาเหตุที่แน่ชัด 

ลักษณะของโรคจะเพ่ิมความรุนแรง หากเริ่มมีพังพืด จะเพ่ิมความรุนแรงของการด าเนินโรคไปสู้ภาวะ
ตับแข็งโดยการท าลายเซลล์ตับ มีรายงานพบผู้ป่วยที่เป็นโรคภูมิคุ้มกันบกพร่องจะพบในผู้ป่วยมะเร็ง
ตับน้อยกว่าร้อยละ 1 แต่พบว่าจะพบมากในผู้ป่วยที่เป็น  Autoimmune hepatitis หรือโรคตับ

อักเสบ ซ่ึงเป็นผลพวงมาจากระบบภูมิต้านทานท าลายเซลล์ของตับโดยตรงและในผู้ป่วยที่เป็นตับแข็ง 
(28-30) เป็นที่สนใจว่า ระบบภูมิคุ้มกันบกพร่องในตับอาจมีกลไกที่ป้องกันการเป็นมะเร็ง จาก

สมมุติฐานหนึ่งคือสารกดภูมิคุ้มกันในผู้ป่วยสามารถยับยั้งไซโตไคน์ที่ท าหน้าที่สื่อสารระหว่างเซลล์
อาทิ interleukin 1 beta, TNF alpha ซ่ึงมีบทบาทส าคัญของการเพ่ิมจ านวนและการเจริญของ
เซลล์มะเร็ง หากลดจ านวนไซโตไคน์เหล่านี้จะมีผลให้ลดการเกิดมะเร็ง (30) 
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6. โรคตับค ั่งไขมัน เป็นภาวะที่มีไขมันสะสมพบมากในประชากรแถบประเทศตะวันตก (31) 

ในผู้ป่วยที่ไม่ด่ืมสุรา ลักษณะของภาวะไขมันพอกตับคือมีไขมันบางส่วนที่ท าให้เกิดการอักเสบในตับ
เกิดเป็น hepatic steatosis เซลล์ตับถูกท าลาย (32) ระบาดวิทยาพบว่าโรคไขมันพอกตับเก่ียวข้อง

กับโรค Metabolic syndrome หรือกลุ่มโรคที่มีความผิดปกติเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจและโรคหลอด
เลือด เก่ียวข้องกับโรคเบาหวานประเภทที่ 2 ความสัมพันธ์ของโรคภาวะพร่องไขมันในตับกับโรค
ความผิดปกติ (Metabolism syndrome) มีแนวโน้มเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคตับอักเสบเรื้อรัง 

โรคตับแข็งและโรคมะเร็งตับ (33) ปัจจุบันมีการรายงานว่าโรคภาวะไขมันพอกตับเป็นปัจจัยเสี่ยงที่
ส าคัญหลักของการเกิดมะเร็งตับ 

7. การปนเปื้อนของเช ื้อในอาหาร  การปนเปื้อนของเชื้อ Alplatoxin B1 (34) ซ่ึงเป็น
สารพิษเกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ประเภทเชื้อรากลุ่ม Aspergillusfungus ในอาหาร เชื้ออะฟลาทอกซิน

เจริญได้ดีในสภาพอากาศอบอุ่นและชื้น (9) เม่ือเข้าสู่ร่างกายแล้วจะเปลี่ยนรูปแบบให้เป็น AFB1-
exo-8,9-epoxide ซ่ึงจะเข้าจับกับสายดีเอ็นเอและท าให้เกิดการกลายพันธุ์ 

8. การดื่มเคร ื่องดื่มที่มีส่วนผสมแอลกอฮอล์ในช่วง 50-70 กรัมต่อวัน เป็นสาเหตุที่ท าให้
เกิดภาวะตับแข็ง (35) 

9. พันธ ุกร รม เป็นปัจจัยภายในที่ส าคัญ ปัจจุบันมีการศึกษายีนที่เก่ียวข้องกับวิถีการเกิดโรค
มากขึ้นปัจจัยทางพันธุกรรมอาจเกิดขึ้นได้จากการกระตุ้นโดยสภาพแวดล้อมต่างๆ อาทิ สารเคมี รังสี 

การได้รับพิษ หรือการควบคุมจากกลไกภายในสิ่งมีชีวิต อาทิการกลายพันธุ์ (mutation), ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว SNPs (genetic variation) 
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ความหลากหลายทางพนัธกุรรมแบบเดี่ยว (Single nucleotide polymorphisms, SNPs)  

เป็นความหลากหลายทางพันธุกรรมของแต่ละบุคคลในมนุษย์โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับ
นิวคลีโอไทด์เพียงหนึ่งต่ าแหน่ง โดยความแตกต่างนี้จะต้องมีความถี่ที่พบในประชากรมากกว่าร้อยละ  
1 ความแตกต่างนี้ไม่ได้มีผลโดยตรงต่อสาเหตุของโรค แต่อาจมีผลต่อการเกิดโรคหากมีความผิดปกติ

หลายๆต าแหน่งและจะส่งผลมากหากบริเวณที่มี SNPs เป็นบริเวณยีนเป้าหมายที่ส า คัญของวิถีและ
กระบวนการต่างๆของร่างกายหรือเป็นบริเวณโครงสร้างไมโครอาร์เอ็นเอที่ส่งผลต่อการจับกันระหว่าง

ไมโครอาร์เอ็นเอและยีนเป้าหมาย การศึกษาที่ผ่านมาพบ SNPs บริเวณยีนเป้าหมายของไมโครอาร์
เอ็นเอและ SNPs บริเวณไมโครอาร์เอ็นเอ มีผลต่อการสร้างไมโครอาร์เอ็นเอที่สมบูรณ์ (Mature 
miRNAs)  SNPs จึงเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้นักวิทยาศาสตร์พยายามศึกษาค้นคว้ามากขึ้นโดยมี

สมมุติฐานที่ว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบล าดับนิวคลีโอไทด์เปลี่ยนไปหนึ่งต าแหน่งมีผล
เก่ียวข้องกับกระบวนการสร้างมะเร็ง หรือการยับยั้งกระบวนการสร้าง เพ่ือเป็นแนวทางการพัฒนา

ร่วมวินิจฉัยโรคมะเร็งตับ อาจใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพ (Biomarker) การศึกษากลไกการท างานของ
ไมโครอาร์เอ็นเอและ SNPs ภายในเซลล์เป็นอีกแนวทางที่ส า คัญอาจน ามาเป็นแนวทางการรักษา
โรคมะเร็งได้ในอนาคต 

โดย SNPs ที่เกิดขึ้นสามารถเกิดได้ในบริเวณ (36) ดังนี้  

 SNPs บริเวณ coding region ท าให้เกิดการเปลี่ยนกรดอะมิโนส่งผลให้โครงสร้างโปรตีนและ
การท างานเปลี่ยนไป  

 SNPs บริเวณ regulatory region เป็นบริเ วณควบคุม เช่น promoter, operator, 
enhancer ซ่ึงมีผลต่อการแสดงออกของยีน  

 SNPs บริเวณ non-coding region เป็นส่วนของอาร์เอ็นเอ ที่ไม่ได้ใช้ในการแปลรหัสเป็น

โปรตีนเช่น ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA)  
 

ไมโครอารเ์อ็นเอ (miRNA) 

ไมโครอาร์เอ็นเอเป็นอาร์เอ็นเอที่สร้างขึ้นภายในเซลล์ไมโครอาร์เอ็นเอชนิดแรกที่ถูกค้นพบ

ชื่อ lin-4 และ let-7 ในหนอนตัวกลมท าหน้าที่ควบคุมการพัฒนาของ Caenorhabditis elegans 
เม่ือศึกษาพบว่าไมโครอาร์เอ็นเอมีลักษณะสายเด่ียว (37, 38) ต่อมาพบว่าไมโครอาร์เอ็นเอพบได้ทั้ง

สิ่งมีชีวิตประเภท พืช สาหร่ายสีเขียว ไวรัส และสัตว์ต่างๆ (39) การศึกษาไมโครอาร์เอ็นที่มากขึ้น
อย่างต่อเนื่องในปัจจุบันพบว่าไมโครอาร์เอ็นเอมีบทบาทท่ีส าคัญเก่ียวข้องกับกระบวนการภายในเซลล์ 
ควบคุมการท างานของยีนที่มีผลต่อกระบวนการต่างๆ อาทิการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ การเจริญของ

เซลล์ การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ การตายของเซลล์ กระบวนการเมตาบอลิซึมและพัฒนาการของเซลล์ 



 14 

(40) โดยเข้าจับบริเวณ 3´UTR (Untranslated region) ของสายแมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอ (mRNA) 
เป้าหมายส่งผลให้เกิดการยับยั้งการแปลรหัสหรือการสลายสาย mRNA  

กระบวนการสังเคราะหไ์มโครอารเ์อ็นเอ 

ไมโครอาร์เอ็นเอจะใช้ RNA polymerase II หรือ RNA polymerase III ในการถอดรหัส ได้
เป็น primery-miRNA สายยาว จากนั้นเกิดกระบวนการภายในนิวเคลียสโดยอาศัย Drosha and 

DGCR8 (microprocessor complex) เพ่ือให้อยู่ในรูป stem loop มีความยาวประมาณ 70 นิวคลี
โอไทด์เรียกว่า precursor miRNAs (pre-miRNAs) และเคลื่อนตัวออกจากนิวเคลียสโดยอาศัย
โปรตีน exportin 5     ที่บริเวณเมมเบรนของนิวเคลียสไปยังไซโตพลาสซีม บริเวณไซโตพลาสซึมจะ

เกิดกระบวนการตัดโดย RNase III endonuclease (Dicer) ให้ได้ไมโครอาร์เอ็นเอที่สมบูรณ์ 
(mature miRNAs) ขนาดประมาณ 22 นิวคลีไทด์จากนั้นจะเคลื่อนที่ไปยัง RNA induced silencing 

complex (RISC) ก่ อนที่จะแยกเป็นสายเด่ียว (รูปที่ 2) ไมโครอาร์เอ็นเอที่ไ ด้สามารถเข้า คู่ 
(hybridization)  เพ่ือเข้าคู่กับสาย messenger RNA (mRNA) ผลของการเข้าคู่มี 2 ลักษณะ คือ             

 Translational repression คือไมโครอาร์เอ็นเอจับได้บางส่วนกับสาย mRNA ส่งผลให้ยับยั้ ง

การท างานของยีนบริเวณนั้นเนื่องจากไม่สามารถแปลรหัสให้ได้โปรตีนเพ่ือท าหน้าที่ ต่อไปได้
ลักษณะเช่นนี้mRNAจะไม่ถูกท าลาย 

 mRNA clevage คือไมโครอาร์เอ็นเอจับได้สมบูรณ์กับสาย RNA ส่งผลให้ mRNA ถูกท าลาย 

(41)  
 

 จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า SNPs บนไมโครอารเอ็นเอและ  SNPs บนยีนเป้าหมายมี
ความสัมพันธ์กับมะเร็งหลายประเภท ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นศึกษา SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอที่เก่ียวข้อง
กับโรคมะเร็งตับ งานวิจัยปัจจุบันที่เผยแพร่ SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอบางชนิดเพ่ือดูความสัมพันธ์กับ

โรคมะเร็งตับมี หมายเลข SNPs rs3859501 บนไมโครอาร์เอ็นเอ miR-371-373 (43) rs2292832 
miR-149c (44) มีความสัมพันธ์ลักษณะลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็ง rs7536540 miR-101-

1rs12375841 miR-101-2 (45) rs4938723 miR-34b/c (45) rs999885 miR-106b-25 cluster 
(46) มีความสัมพันธ์ในลักษณะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับ rs3746444 miR-499a (44 , 47 , 
48) พบความสัมพันธ์ลักษณะที่ไม่มีความสัมพันธ์ต่อการลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็ง และเพ่ิม

ความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งจากการศึกษาในกลุ่มประชากรที่มีรายงานมาแล้วนั้นพบเชื้อชาติส่งผลต่อ 
SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอ การศึกษาวิจัยนี้จึงเป็นจุดเริ่มต้นของการพัฒนาทางการแพทย์เพ่ือหาตัว

บ่งชี้ทางชีวภาพต่อไปในอนาคตเพ่ือใช้เป็นตัววัดชีวภาพประกอบการวินิจฉัยเบื้องต้นว่าหา กจะเลือก 
SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอมาเป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพในประเทศไทยเพ่ือใช้ติดตามผู้ป่วยที่ ติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ  
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ร ูปที่ 2 ภาพแสดงกระบวนการสรา้งไมโครอารเ์อ็นเอ  (42) 

 

ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบการ

เปลี่ยนแปลงเบสหนึ่งต าแหน่งหรือ SNPs ที่อาจมีความสัมพันธ์ในประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีชนิดเรื้อรัง ประชากรไทยที่เป็นโรคมะเร็งตับที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและ
ประชากรที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวี การเป็นมะเร็งและ

การเป็นโรคที่เก่ียวกับตับความหลากหลายทางพันธุกรรม (SNPs) miR-149 (rs2292832), miR-499 
(rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) 
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มีรายงานว่า miR-149 อาจเป็นยีน Tumor suppressor โดยอาจจะท าหน้าที่ เก่ียวของกับ
การยับยั้งการเพ่ิมจ านวน (Proliferation) และการหยุดชะงักของวัฏจักรเซลล์โดยเข้าจับกับยีน

เป้าหมาย ZBTB2 (2) ในมะเร็งทางเดินอาหาร และ miRNA-149 อาจเก่ียวข้องกับการเพ่ิมจ านวน
และการแพร่กระจายของเนื้องอกในสมอง (Glioma cell) (3) โดยเข้ายับยั้ง AKT ซ่ึงเป็นสัญญาณ
ภายในเซลล์ท่ีส าคัญเก่ียวข้องกับการอยู่รอดของเซลล์ การตายของเซลล์ การซ่อมแซมดีเอ็นเอ ดังนั้น

การเปลี่ยนแปลงของล าดับเบสบนไมโครอาร์เอ็นเออาจส่งผลต่อกระบวนการต่างๆภายในเซลล์ที่
เก่ียวข้องและส่งผลต่อกระบวนการเกิดมะเร็ง 

การศึกษา miRNA-149 (rs2292832) ในกลุ่มประชากรเกาหลีที่ได้รับการวินิจฉัยแล้วว่าเป็น

โรคมะเร็งตับจ านวน 159 ราย และกลุ่มประชากรที่ คัดกรองว่าไม่มีปัญหาด้านสุขภาพเก่ียวกับ
โรคมะเร็งและความผิดปกติที่เก่ียวกับสุขภาพจ านวน 201 ราย พบว่าเม่ือเปรียบเทียบกลุ่มผู้ป่วย

โรคมะเร็งตับและกลุ่มผู้ที่มีสุขภาพดี จีโนไทป์ CC+TC และ TC  มีแนวโน้มที่จะลดความเสี่ยงต่อการ
เป็นมะเร็งตับเม่ือเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ TT (Wild type)โดยการใช้ค่าความเชื่อม่ันร้อยละ 95 (44) 
และเม่ือวิเคราะห์โดยดูจีโนไทป์ของmiRNA-149 (rs2292832) อัตราการอยู่รอดของผู้ป่วยมะเร็งตับ

ใช้ Kaplan–Meier survival estimates แสดงจีโนไทป์ของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่เป็นแบบ CC หรือ 
CT จะมีโอกาสรอดชีวิตสูงกว่าผู้ป่วยที่มีจีโนไทป์แบบ TT การศึกษาในกลุ่มประชากรเกาหลีสามารถ

สรุปผลได้ว่า miR-149 (rs2292832) มีแนวโน้มที่จะป้องกันหรือลดความเสี่ยงการเป็นมะเร็งตับ  

มีรายงาน miR-499 มีผลในการยับยั้งการกระจายตัวและการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งโดย

เข้ายับยั้งการท างานของยีนเป้าหมาย  forkhead box O4 (FOXO4) and programmed cell 
death 4 (PDCD4) ในมะเร็งล าไส้ โดย FOXO4 เป็นแฟกเตอร์ในการลอกรหัสและก าหนดการสร้าง

โปรตีนต่างๆจากยีน ซ่ึงประกอบด้วย โปรตีนที่เก่ียวข้องกับการควบคุมการตายของเซลล์ การ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอ โปรตีนที่หยุดวงจรการเพ่ิมจ านวนเซลล์ ดังนั้นการเข้า คู่ของ miR-499 จึงเป็นผลที่
เก่ียวข้องกับกระบวนการเกิดมะเร็งหากเกิดความผิดปกติหรือการเกิด SNPs อาจส่งผลต่อการเข้าจับ

กับยีนเป้าหมาย (4)  

การศึกษา miR-499 (rs3746444) ที่ผ่านมาในกลุ่มประชากรเกาหลีที่ได้รับการวินิจฉัยแล้ว

ว่าเป็นโรคมะเร็งตับจ านวน 159 ราย กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง
และกลุ่มประชากรที่ คัดกรองว่าไม่มีปัญหาด้านสุขภาพเก่ียวกับโรคมะเร็งและมีความผิดปกติที่

เก่ียวกับสุขภาพจ านวน 201 ราย พบว่าเม่ือเปรียบเทียบกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับและกลุ่มผู้ที่ มีสุขภาพ
ดี จีโนไทป์ CT+CC มีแนวโน้มลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งเม่ือเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ TT และ
เม่ือเปรียบเทียบของผู้ป่วยโรคมะเร็งตับกับผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิด

เรื้อรังพบว่า จีโนไทป์ CT+CC มีแนวโน้มลดความเสี่ยงต่อการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีอย่างมีนัยส าคัญ
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ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ จีโนไทป์ TT จากการศึกษาในกลุ่มประชากรเกาหลี สามารถสรุปได้ว่า 
miRNA-149 (rs3746444) มีความสัมพันธ์กับการป้องกันการเป็นมะเร็งตับ (44) 

miR-499 (rs3746444) ในกลุ่มประชากรจีนที่ได้รับการวินิจฉัยแล้วว่าเป็นโรคมะเร็งตับ
จ านวน 100 ราย ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 27 ราย กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี

ชนิดเรื้อรัง 100 ราย กลุ่มประชากรที่คัดกรองว่าไม่มีปัญหาด้านสุขภาพ 100 ราย โดยผู้ป่วยที่มีอัลลีล 
C มีความเสี่ยงสูงต่อการเป็นมะเร็งตับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่มีความแตกต่างกันระหว่างสองกลุ่ม
น้อยกว่า 0.001 เม่ือเปรียบเทียบกับอัลลีล T และอัลลัล C มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัสตับอัก

สบบีในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับสูงกว่าอัลลัล T สามารถสรุปได้ว่า miRNA-149 (rs3746444) มี
ความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและการเกิดมะเร็งตับในกลุ่มประชากรจีน (48) ใน

ขณะเดียวกันมีการศึกษาในกลุ่มประชากรจีนที่เป็นโรคมะเร็งตับ 185 รายและกลุ่มประชากรสุขภาพ
ดี 203 ราย พบ SNPs จีโนไทป์ CC ลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งเม่ือเปรียบเทียบกับจีโนไทป์  TT 
(49) และในกลุ่มประชากรทางตะวันตกของจีนไม่พบความแตกต่า งกันอย่างมีนัยส าคัญของ SNPs  

miR-499 (rs3746444)ระหว่างผู้เป็นโรคมะเร็งตับ 186 ราย และผู้ที่มีสุขภาพดี 483 ราย (50) miR-
499 (rs3746444) ในกลุ่มประชากรตุรกีไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญระหว่างกลุ่ม

ประชากรที่เป็นมะเร็งตับ 222 ราย และกลุ่มผู้ที่มีสุขภาพดี 222 ราย (47)  

miR-101-1 (rs7536540) อยู่บนโครโมโซม 1p31.3 เป็นปัจจัยที่ส า คัญของปฎิสัมพันธ์

ระหว่างมนุษย์กับไวรัส มีการศึกษาความสัมพันธ์ของ miR-101-1  กับการพัฒนาของเซลล์มะเร็งตับ 
พบว่า miR-101-1  จะแสดงออกน้อยลงในเซลล์มะเร็งตับ (Hepatoma cell line) และเนื้อมะเร็ง 
(Human HCC cell line) โดย miR-101-1  มีแนวโน้มที่อาจจะยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและ

กระตุ้นการตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งตับได้ (Hepatoma cell line) โดยการกระตุ้นจากยา
เคมีบ าบัด (Chemotherapeutic drug) (51) พบการแสดงออกของ miR-101-1  ลดลง มี

ความสัมพันธ์กับอัตราการการรอดชีวิตที่ต่ าลงในผู้ป่วยมะเร็งตับ  (52) นอกจากนี้ มีรายงานว่า miR-
101-1 จะควบคุมการแสดงออกของ V-fos FBJ Murine Osteosacroma Viral Oncogene 
Homolog (FOS) หรือ ยีนมะเร็งในมะเร็งตับ (5) 

การแสดงออกของระดับไมโครอาร์เอ็นเอ miR-101-1  ลดลงจากปกติประมาณ 2 เท่าในเนื้อ

มะเร็ง และพบว่าการระดับการแสดงออกของ miR-101-1   มีผลยับยั้งการรุกรานการแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็งตับในอาหารเลี้ยงเซลล์ (5) โดยรวมรายงานวิจัยที่ เก่ียวข้อง miR-101-1 อาจเป็น
สาเหตุการเกิดมะเร็งตับและการติดเชื้อไวรัส ความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบ

เปลี่ยนล าดับเบส 1 ต าแหน่งหรือการเกิด SNPs บน miR-101-1 กับการก าจัดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี
และความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับยังไม่เป็นที่แน่ชัด  
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 การศึกษา SNPs  miR-101-1 (rs7536540) ในประชากรเกาหลีเพ่ือดูความสัมพันธ์กับการ
ก าจัดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ความสัมพันธ์กับการพัฒนาของโรคตับแข็งและมะเร็งตับ จ านวน 1439 

รา ย ปร ะกอบ ด้วยกลุ่มควบคุมคือผู้ ที่ห ายจา กการ ติด เชื้ อไ วรั สตับอักเสบบีโ ดยธร รมชา ติ 
(Spontaneously recovered)  404 รายกลุ่มกรณีศึกษา แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือผู้ ติดเชื้อไวรัสตับ

อักเสบบีชนิดเรื้อรัง 313 ราย ผู้ที่เป็นโรคตับแข็ง 305 ราย และผู้ที่เป็นมะเร็งตับ 417 รายผลพบว่า 
miR-101-1 (rs7536540) อาจจะมีความสัมพันธ์การเกิดตับแข็งเม่ือเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังที่ไม่เป็นตับแข็งและกลุ่ มผู้ที่ เป็นตับแข็งและการเกิดมะเร็งตับโดย

เปรียบเทียบการเกิดมะเร็งตับกับผู้ป่วยที่เป็นไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังและเป็นตับแข็ง (45) 

 แม้ว่าความสัมพันธ์ระหว่างชนิด SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอกับการเกิดมะเร็งตับนั้นยังไม่เป็น

ที่แน่ชัดด้วยปัจจัยหลายประการอาทิ ชนิดมะเร็ง เชื้อชาติ อายุ เพศ ปัจจัยภายนอกต่างๆ แต่ด้วย
บทบาทหน้าที่ของไมโครอาร์เอ็นเอที่ควบคุมกระบวนการทางชีวภาพต่างๆ  ของร่างกายนั้นเป็น

จุดส าคัญที่ท าให้ความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเปลี่ยนต าแหน่งเบสหนึ่งต าแหน่ง หรือ SNPs 
อาจมีผลต่อการท างานของไมโครอาร์เอ็นเอส่งผลให้กระบวนการทางชีวภาพที่เก่ียวข้องกับการเกิด
มะเร็งต่างๆเปลี่ยนไป ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยมีจุดประสงค์หลักเพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างความ

หลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียว (SNPs) miR-149 (rs2292832), miR-499 (rs3746444) และ 
miR-101-1 (rs7536540) กับความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ

บีเรื้อรัง อาจจะใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพเพ่ือใช้ในการท านายโรคมะเร็งตับได้ในผู้ป่วยไทย 



 
 

บทที่ 3 
วิธ ีด าเนินงานวิจัย 

ร ูปแบบงานวจิัย 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาวิจัยแบบ  Case-control study เพ่ือวิเคราะห์ปัจจัยเสี่ยงในกลุ่ม

ประชากรเปรียบเทียบกันเพ่ือหาความสัมพันธ์เชิงเหตุและผล ทดสอบสมมุติฐานหาความสัมพันธ์ของ
ปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรค เปรียบเทียบปัจจัยเสี่ยงระหว่างกลุ่มที่ เป็นโรคและ ไม่เป็นโรคเพ่ือย้อนหา

สาเหตุของการเกิดโรค โดยผ่านการพิจารณาและอนุมัติโดยคณะกรรมการจริยธรรมจากคณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย IRB No. 361/56 

ประชากรทีใ่ชศ้กึษา 

กลุ่มประชากรออกเป็น 2 กลุ่มคือ 

กลุ่มกรณีศ ึกษา คือ กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง (HCC) ซ่ึงเป็นผู้ป่วยที่

เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทยวินิจฉัยโดยการตรวจพบ HBsAg และสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV DNA) โดยการสุ่มเลือกน าตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่ ติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังกรณีกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจะได้รับการยืนยันผลการวินิจฉัยทางรังสี

วิทยาและ/หรือใช้การวินิจฉัยทางพยาธิสภาพจากชิ้นเนื้อจ านวน 166ราย 

กลุ่มควบคมุ แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่  

 กลุ่มผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดเรื้อรัง (CHB) ซ่ึงเป็นผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทยจ านวน 159 รายวินิจฉัยโดยตรวจ HBsAg และสารพันธุกรรม

ของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  

 กลุ่มประชากรสุขภาพดี (Healthy) เป็นผู้ที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี  ไวรัสตับ
อักเสบซี  ไวรัสเอชไอวีและไม่มีประวัติโรคตับ ซ่ึงเข้าบริจาคเลือดที่สภากาชาดไทย จ านวน 

167 ราย 

เกณฑ ์ทีใ่ชใ้นการคดัเลอืกเข้าเพือ่ศกึษา 

1.ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีซ่ึงตรวจพบ HBsAg และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

(HBV DNA) โดยใช้การสุ่มเลือกน าตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและ
กรณีกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับจะต้องได้รับการยืนยันผลการวินิจฉัยทางรังสีวิทยาและ /หรือใช้การ
วินิจฉัยทางพยาธิสภาพจากชิ้นเนื้อ (ผู้ป่วยที่คัดเลือกเข้ามีทั้งเพศหญิงและชายโดยอายุของผู้ป่วยจะ

อยู่ระหว่างช่วงอายุประมาณ 40-70 ปี) 
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2. กลุ่มผู้ที่มีสุขภาพที่ดี ต้องเป็นผู้ที่ได้รับการยืนยันแล้วว่าไม่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีไวรัสตับ
อักเสบซีไวรัสเอชไอวี ไม่มีประวัติโรคตับและไม่เป็นมะเร็ง 

3. ให้ความยินยอมในการเข้าร่วมงานวิจัย 

ขนาดของประชากรตัวอย่าง (Sample size) 

จากการศึกษาในงานวิจัยนี้เป็นลักษณะการศึกษาแบบ Case control study โดยแบ่งกลุ่มประชากร
ออกเป็น 2 กลุ่มจ านวนโดยเป็นอิสระต่อกัน สูตรที่ใช้ค านวณหาจ านวนประชากรของกลุ่มตัวอย่าง 
(case) และกลุ่มควบคุม (control) ให้มีจ านวนเท่ากัน  (53)  

N =
[Z𝛼 2p 1− p + 𝑍𝛽 p1 1− p1 + p2 1− p2 ]

2

(p1 − p2)
2

 

 

N หมายถึง ประชากรที่ศึกษาในแต่ละกลุ่ม 
 P2 หมายถึง โอกาสที่กลุ่มควบคุมจะมีปัจจัยเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับเท่ากับ 0.3 
 OR หมายถึง odd ratio เท่ากับ 3.630 (48) 

 P1 หมายถึง อัตราที่คาดว่าประชากรกลุ่ม case จะมีปัจจัยที่ผู้วิจัยสนใจ 

โดย P1มีค่าเท่ากับ     =0.60872 

 P  มีค่าเท่ากับ      = 0.45436 

 Zα ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 1 แบบ two-tail test โดย 

Zα/2 = 1.96เม่ือก าหนด = 0.05 

 Zβ ค่าสถิติมาตรฐานใต้โค้งปกติแทนความคลาดเคลื่อนชนิดที่ 2 โดย Zβ =1.28 

แทนค่าในสมการข้างต้นจะได้ว่า 

 = 53 ราย 

หมายเหตุ ตัวอย่างเลือดกลุ่มประชากรเป้าหมายและกลุ่มควบคุมทั้งหมดที่ใช้ในงานวิจัยต้องมีจ านวน
ตัวอย่างในแต่ละกลุ่มอย่างน้อย 53 รายเพ่ือความถูกต้องและมีความคลาดเคลื่อนทางค่าสถิติจึงได้
วิเคราะห์กลุ่มจากกลุ่มประชากรเป้าหมายทั้งสิ้นจ านวน 166 ราย กลุ่มประชากรควบคุมกลุ่มละ 326 

ราย 
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วัสดุอุปกรณแ์ละเคร ือ่งมือ 

1. วัสดุและอปุกรณ์ทัว่ไปส าหรบังานวจิยั 

 Heat box (Bioer Technology) 

 Mini spin Centrifuge (Eppendorf) 

 ตู้บ่ม 37°C (Biosan) 

 MicroCentrifuge Tube ขนาด 0.1, 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร (Axygen) 

 Tip ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Neptune) 

 Pipette ขนาด 3, 10, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Biohit) 

 Parafin (American Nation Can, USA) 

 Stirring-magnetic bar  

 Polypopylene conical tube 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 

 Reagent bottle 100 ml 250 ml 500 ml และ 1000 ml(Duran) 

 Autoclave  

 Freezer -20°C (Sanyo, Japan) 

 Freezer -70°C (Forma, Scientific, USA) 

 
2. สาร เคมีส าหรบัการเกบ็เลือดแยกเซลลเ์ม็ดเลอืดขาวและสกดัดีเอ็นเอ  

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

 Lysis buffer (100 ml) (รายละเอียดดังแสดงในส่วนภาคผนวก) 

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

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

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

 Mercaptoethanol  

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

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

 Isoamyl alcohol (Carlo Erba Reagenti, Italy) 

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

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

 Absolute ethanol (Merck, Germany; Cat No. 1009832500) 

 Tris-HCl (Sigma, Singapore; Cat No. T5941) 
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3. สาร เคมีส าหรบัท าดีเอ็นเอใหบ้รสิุทธ ิ ์ 

 RBC HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (RBC 

Bioscience, Taiwan; Cat No. YDF300) 

4. สาร เคมีส าหร ับการท า DNA cloning 

 RBC TA cloning vector kit (RBC Bioscience, Taiwan; Cat No. RC013) 

 Ampicillin (General Drugs House, Thailand) 

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

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

 Agar (BD, USA; Cat No. RC013) 

 Potassium chloride (KCl) 

 Yeast extract (BD, USA; Cat No. 210934) 

 Tryptone (BD), USA; Cat No. 223000) 

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

6. สาร เคมีส าหร ับสกัดพลาสมิด 

 RBC Real Genomics HiYieldTM Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, 
Taiwan;  

Cat No. YPD300) 

7. สาร เคมีและอุปกรณ์ส าหร ับใช ้ตรวจสอบไมโครอาร ์เอ็นเอโดยวิธ ี PCR 

 เครื่อง PCR Eppendorf master cycler ®Gradient (Eppendorf) 

 Autoclaved distilled water 

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

 10X PCR Buffer, Minus Mg         

 50 mM Magnesium Chloride        

 10mM dNTPmixture (ThermoScientific,USA;Cat No. R0181) 

 Primer (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

8. สาร เคมีและอุปกรณ์ส าหร ับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 BClI (Thermo Sciencetific, Cat no. ER0721) 5 U/µL 

 10X Buffer Tango™ (Thermo Sciencetific) 
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9. สาร เคมีและอุปกรณ์ส าหร ับ Agarose gel electrophoresis 

 100 bp DNA ladder H3 (GeneDireX, Taiwan; Cat No. DM003-R500) 

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

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

 Tris base (Promega, USA) 

 Boric acid (Fisher Scientific, UK) 

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

   
10. สาร เคมีและอุปกรณ์ส าหร ับ Real time PCR  

 TaqMan SNP Genotyping Assay Rs2292832 miR-149 (Gene Plus, Cat 

No.11533078_1) 

 TaqMan SNP Genotyping Assay Rs7536540 miR-101-1 (GenePlus, 
Cat No.26137992_10) 

 TaqMan Universal PCR Master Mix (2X) 

 StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) 

 ABI master mix (Applied Biosystems)  

 SNP genotyping assay (Applied Biosystems)  
 

โปรแกรมทีใ่ชว้เิคราะหข์้อมูล 

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

 T-test (http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest) 

 BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.4.1) 
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วิธ ีด าเนนิงานวจิยั 

1. การ เกบ็สิง่ตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่ได้รับการยินยอมการเข้าร่วมโครงการวิจัยครั้งนี้ โดยเจาะโลหิต
จากหลอดเลือดด าบริเวณรอยพับข้อศอก (Cubital fossa) ด้วยเข็มที่ปลอดเชื้อโดยเทคนิคที่ปลอด
เชื้อ (Aseptic technique) โดยพยาบาลผู้ช านาญการ จากนั้นจัดเก็บโลหิตลงในหลอดที่มีสารป้องกัน

เลือดแข็งตัวชนิด EDTA ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และหลอดที่ไม่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (Clot 
blood) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นปั นแยกซีรั่มแล้วน ามาตรวจวิทยาภูมิคุ้มกันเพ่ือหา HBsAg, 

HBeAg และAnti-HBc หลังจากนั้นเก็บรักษาซีรั่มและพลาสมาที่ปั นแยกโดยใช้ Lymphocyte 
separation media (Wisent Inc., Quebec, Canada) แยกออกมาเป็ น peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) แล้วละลายในสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS) 

2.  สกัดดีเอ็นเอจาก PBMC โดยใชเ้ทคนคิ Phenol-chloroform-isoamyl alcohol  

2.1 ใช้ตัวอย่าง PBMC ปริมาตร 100 µ l ใส่ในหลอด microcentrifuge tubeจากนั้นเติม lysis 
buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1 M EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) ปริมาตร 400 µ l 

หลังจากนั้นเติม proteinase K (20 mg/ml) ปริมาตร 10 µl แล้วบ่มปฏิกิริยาที่ 50°C 

2.2 เติมสา รละลาย  phenol ปริมาตร 250 µ l และ  Chlorofrom:isoamyl alcohol (49:1) 

ปริมาตร 250 µl จากนั้นน ามาปั นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C  เป็นเวลา 30 
นาทีเพ่ือให้เกิดการแยกชั้น 

2.3 จากนั้นเตรียมหลอด microcentrifuge  อันใหม่โดยการเติม glycogen ปริมาตร 4 µ l 
absolute ethanol ปริมาตร 800 µlและ 2M Sodium acetate (NaOAc) ปริมาตร 40 µl จากนั้น

ดูดสารละลายจากขั้นที่ 2 เฉพาะส่วนใส (supernatant) ใส่ลงในหลอด microcentrifuge แล้วผสม
ให้เข้ากันโดยใช้ vortex 

2.4 น าไปบ่มที่ -70°C เป็นเวลา 30 นาที  

2.5 จากนั้นน ามาปั นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 30 นาที แล้วท า

การดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง จากนั้นน าส่วนตะกอนที่เหลือมาล้างด้วย 70 % ethanol ปริมาตร 1 
ml และน ามาปั นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 5 นาที 

2.6 ดูดสารละลายส่วนใสทิ้งให้เหลือเพียงตะกอนสีขาวท่ีก้นหลอด microcentrifuge เท่านั้นจากนั้น 
น าไปท าให้แห้งโดยเครื่อง Vacuum ประมาณ 15 นาที 
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2.7 น าตะกอนที่ได้มาละลายด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ (sterile distilled water) ปริมาตร 30 µ l 
จากนั้นเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -20°C 

3. เพิ่มปรมิาณดเีอน็เอด้วยวธิ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) 

ตารางที่ 1 แสดงสารเคมแีละปรมิาณทีใ่ชใ้นการท า PCR ต่อ 1 ปฏ ิกริยิา 

 ส่วนประกอบ                                         ปริมาณ (µl/reaction)          Final conc. 

10X PCR Buffer minus Mg                             2.5                          1X 
Taq DNA Polymerase (5 U/uL)                       0.125                       1.0-2.5 unit 

 10 mM dNTPs mixture                                0.5                          0.2 mM each    
 50 mM MgCl2                                               0.75                           1.5 mM each 
 Forward  Primer      (10 µM)                        1.25                        0.5 µM each   

 Reverse   Primer      (10 µM)                       1.25                         0.5 µM each 
 DNA template (50-500 ng/µl)                         1              

 Distilled water                                         18.75                              - 

 Total volume                                          25 

 

ตารางที่ 2 แสดงอุณหภูมิที่ใช ้ในการท า PCR 

   ขั้นตอน                            อุณหภูมิ (°C)                        เวลา 

Initial denaturation                  94                               5   นาที 
Denaturation                          94                              30  วินาที 

Annealing                              59                              30  วินาที 
Extension                              72                              45  วินาที 

Final extension                       72                               7   วินาที 

 

  

40รอบ 
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ตารางที่ 3 แสดงไ พร ์เมอร ์แ ละขนาดของผลิตภัณฑ ์ miR-149 (rs2292832), miR-499 
(rs3746444) และ miRNA-101-1 (rs7536540) 

ไพร์เมอร์       ชนิด             ล าดับเบส                                               ขนาดผลิตภัณฑ์ (bp)     อ้างอิง 
miR-149_       F       5′-CTG GCT CCG TGT CTT CAC TC-3′                             263                (44) 
miR-149_       R       5′-TGA GGC CCG AAA CAC CCG TA-3′           
miR-499_       F       5′-CAA AGT CTT CAC TTC CCT GCC A-3′                        146                (44) 
miR-499_       R       5′-GAT GTT TAA CTC CTC TCC ACG TGA TC-3′ 
miR-101-1_     F      5′-CAG CAA GTG GTG AGG CTG AAA-3′                           371               (45) 
miR-101-1_     R      5′-AGC AGT TTT GAA TGT TTG GCA GA-3′   

4. Agarose gel electrophoresis 

น า PCR product มาตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel  

 กรณีตรวจสอบผลิตภัณฑ์โดยใช้ agarose gel ที่มีความเข้มข้น 2 % (w/v) ด้วยแรงเคลื่อน
กระแสไฟฟ้า100 Volt เวลา 40 นาที และใช้ 100 bp DNA ladder ในการอ้างอิงขนาดของ 

DNA โดยน าไปย้อมด้วย ethidium bromide ก่อนน าไปส่องภายใต้แสง UV 

 กรณีการท า RFLP-PCR ใช้ agarose gel ที่มีความเข้มข้น 3 % (w/v)ด้วยแรงเคลื่อน
กระแสไฟฟ้า100 Volt เวลา 40 นาที และใช้ 100 bp DNA ladder ในการอ้างอิงขนาดของ 

DNA โดยน าไปย้อมด้วย ethidium bromide ก่อนน าไปส่องภายใต้แสง UV 
 

5. การท าช ิน้ส่วนดีเอน็เอให้บรสิุทธ ิ ์ด้วยชดุ HiYieldTM Gel Extraction 

5.1 ตัดเจลบริเวณที่มีขนาดของชิ้น DNA ที่ต้องการใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

5.2 เติม DF buffer ลงใน microcentrifuge tube และผสมให้เข้ากันด้วยการ vortex  
5.3 บ่มที่อุณหภูมิ 55°C ประมาณ 15 นาที โดยน าหลอดมาพลิกเป็นระยะๆจนกว่าเจลจะละลายหมด

จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วยการ vortex 
5.4 น าสารละลายที่ได้ใส่ใน DF column ซ่ึงสวมเข้ากับ collecting tube  
5.5 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

5.6 ทิ้งของเหลวใน collecting tube และใส่ DF column กลับไปใน collecting tube อีกครั้ง  
5.7 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที  

5.8 น า DF column ใส่ลงใน 15mlmicrocentrifuge tube อันใหม่ 
5.9 เติม Elution buffer 35 µl ใส่ลงใน DF column  
5.10 บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที 

5.11ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเก็บดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิที่ -20 °C 
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6. การ เช ือ่มนวิคลโีอไทด์เข้ากับ TA vector (RBC) เพื่อเตรยีม positive control 

ตารางที่ 4 แสดงสารเคมีทีใ่ชใ้นการท า ligation 

-บ่มที่อุณหภูมิ 4 °C ข้ามคืน 

7. การน าพลาสมิดทีไ่ดเ้ข้าสู ่Competent cell (Transformation) มีขั้นตอนดังนี้ 

7.1 น า competent cell (E.coli) 50 µl ผสมกับสารละลาย ligation 5 µl  

7.2 แช่เย็นบนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที  

7.3 บ่มที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาท ี(Heat shock) จากนั้นน าไปแช่บนน้ าแข็งต่ออีก 
2 นาที 

7.4 เติมสารละลายที่ประกอบด้วย SOC medium (แสดงดังรายละเอียดในภาคผนวก)  950 µl 2M 
MgCl2 10 µl และ 2M Glucose 10 µl 

7.5 น าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที  

7.6 ปั นเหวี่ยง 4,000 rpm นาน 5 นาที แล้วเทส่วนใสทิ้ง 

7.7 น าส่วนที่มีตะกอนไปเกลี่ยให้ทั่วบน LB agar ที่มี ยา ampicillin 2.5 µg X-gal 15 µl และ 200 
mg/ml IPTG 5 µl  

7.8 เกลี่ยให้ทั่วจน plate แห้งแล้วจึงน าไปบ่มที่ 37°C   

7.9 ท าการเลือก white colonyที่คาดว่ามียีน miRNA 

7.10 จากนั้นน ามาเพาะต่อใน  LB broth ปริมาตร 1.5 ml ที่มียา ampicillin 1.5 mg และบ่มที่

อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 จากนั้นจึงท าการสกัด plasmid DNA จาก culture (ปริมาตร 1.5 ml) โดยใช้ชุด HiYield 
TM Plasmid kit 

สารที่ใช้                                                                        ปริมาตรที่ใช้ (µl) 

 10X Ligation buffer                                                               1 
 DNA Ligase                                                                         1 

 TA-vector (RBC)                                                                   2       
 Purified PCR product                                                            6     

 Total volume                                                                    10 
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8. การสกดัพลาสมดิโดยใชช้ดุ HiYieldTM Plasmid Mini kit 

8.1น า culture ที่บ่มไว้เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube 

8.2 ปั นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วท้ิงส่วนใสออก 

8.3เติมสารละลาย PD1 Buffer 200 µl และน าไป vortex 

8.4 เติมสารละลาย PD2 Buffer 300 µl จากนั้นพลิกหลอดไปมา 

8.5 เติมสารละลาย PD3 Buffer 300 µl จากนั้นพลิกหลอดไปมา 

8.6 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

8.7 เตรียม PD column ลงใน 2 ml Collecting tube และถ่ายส่วนใสลงใน PD column 

8.8 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

8.9 ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน collecting tube แล้วใส่ PD column กลับเข้าไปใหม่  

8.10 เติม W1 Buffer 400 µl ลงในPD column 

8.11 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที  

8.12 ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน collection tube แล้วใส่ PD column กลับเข้าไปใหม่ 

8.13 เติม wash buffer 600 µl PD column 

8.14 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที  

8.15 ทิ้งสารละลายที่อยู่ใน collection tube แล้วใส่ PD column กลับเข้าไปใหม่ 

8.16 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที 

8.17 น า PD column ใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube  

8.18 เติม Elution Buffer 50 µl  

8.19 ปั นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 
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9.  การค  านวณจ านวนชดุของพลาสมิดเพือ่เตรยีม Positive control 

ตัวอย่างการวัดจ านวนชุดของพลาสมิดที่มี miRNA-101-1 
9.1 วัดปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดจากเครื่องนาโดรอป ได้เป็นความเข้มข้นหน่วย ng/µl ของ 
พลาสมิดที่มีอัลลีลเป็น Homozygous แบบ CC และ GG 

miRNA101-1   [GG] มีความเข้มข้น      275.9  ng/µl 
miRNA101-1   [CC] มีความเข้มข้น      193.1   ng/µl 

 
จากสูตร 

 
 

จ านวนชุดของพลาสมิดจีโนไทป์ GG 

 
              

จ านวนชุดของพลาสมิดจีโนไทป์ CC    

 
9.2 การเจือจางพลาสมิด 

 
  C1 = ความเข้มข้นของพลาสมิดต้ังต้น 

C2= ความเข้มข้นของพลาสมิดที่ต้องการโดยท าให้เป็นความเข้มข้น106 

  V1 = ปริมาตรของพลาสมิดต้ังต้น 
  V2 = ปริมาตรพลาสมิดเจือจางที่ต้องการ 80 µl   

 
พลาสมิดจีโนไทป์ CC     

 
เติมน้ า DW เท่ากับ 80 – 9.38 = 70.62 µl โดยที่พลาสมิดมีความเข้มข้น 1010 
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พลาสมิดจีโนไทป์ GG              

 
เติมน้ า D.W 80 – 14.05 = 65.95 µl  โดยที่พลาสมิดมีความเข้มข้น1010 

ต้องการเจือจางพลาสมิดให้ได้ความเข้มข้น 106เพ่ือเตรียม Positive control 

จึงต้องเติมน้ า 99 µl ใส่พลาสมิด 1 µl ได้ความเข้มข้น 108 

จึงต้องเติมน้ า 99 µl ใส่พลาสมิด 1 µl ได้ความเข้มข้น 106 

ดังนั้นจะได้พลาสมิดจีโนไทป์ CC ที่มีความเข้มข้น 106 ปริมาตร 100 µl 

ดังนั้นจะได้พลาสมิดจีโนไทป์ GG ที่มีความเข้มข้น 106 ปริมาตร 100 µl 

 

9.3 การเตรียม Heterozygous 

โดยแบ่งพลาสมิดจีโนไทป์ allele 1 และจีโนไทป์ allele 2 มาอย่างละ 35 µl รวมจะมีปริมาตร 70 
µlส าหรับ Heterozygous 

หมายเหตุ เจือจางพลาสมิดเพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมผลบวกทั้ง 3 ยีน 

 

10. การตรวจความหลากหลายทางพันธกุรรม 

การตรวจล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) เพื่อยืนยัน Positive control 

 น าพลาสมิดที่ได้จากการท า  Cloning ส่งตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ (1 Base) และ

วิเคราะห์ข้อมูลโครมาโตแกรมด้วยโปรแกรม Bioedit 

 การตรวจสอบความหลากหลายทา งพันธุกร รมล าดับนิวคลีโอ ไทด์ของ  miRNA-499 
(rs2292832) จากกลุ่มตัวอย่างและกลุ่มควบคุมโดยใช้วิธี  Restriction fragment length 

polymorphism(RFLP) สารเคมีและเอนไซม์แสดงดังตารางที่ 5-6 

 การตรวจสอบความหลากหลายพันธุกรรมล าดับนิวคลีโอไทด์ของไมโครอาร์เอ็นเอ  miR-149 
(rs2292832) และ miR-101-1 (rs7536540) โดยใช้เทคนิค Real-time PCR สารที่ใช้แสดง

ดังตารางที่ 7-8 
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ตารางที่ 5 แสดงผลอลัลลี SNPs ของmiR-499 (rs3746444) โดยการใชเ้อนไซม์ตัดจ าเพาะตัด 

 ยีน ขนาดยีน (bp) เอนไซม์ แอลลีล ขนา ดผลิ ตภัณ ฑ์
(bp) 

miRNA-499 

 

146 

 

BclI 

 

A 

G 

120,26 

146 

     
 

ตารางที่ 6 แสดงสารเคมีทีใ่ชใ้นการท า RFLP ส าหร ับ miR-499 (rs3746444) 

  สารที่ใช้                                                                    ปริมาตรที่ใช้ (µl) 

Distilled water                                                                  7                                                                                                         

10X Buffer                                                                       2                         
PCR product                                                                   10 

Restriction Enzyme  ( 5 units/uL )                                         1 
 

  Total                                                                            20  
 

 น า PCR product มารันใน agarose gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ที่มีความ
เข้มข้น 3% (w/v) และใช้ 100 bp DNA ladder ในการอ้างอิงขนาดของ DNA โดยน าไปย้อมด้วย 
Ethidium bromide ก่อนน าไปส่องภายใต้แสง UV 

 

ตารางที่ 7 แสดงสารเคมีทีใ่ชใ้นการท า Real time PCR ส าหร ับ  miR-149 (rs2292832) 

  สารที่ใช้                                                               ปริมาตรที่ใช้ (µl) 

ABI buffer  2X master mix                                               7.5                                                                                                    P Assay 

40X primers & probes mix                                          0.25                         
DNA template                                                          1.0 

 

 Total                                                                      20 
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ตารางที่ 8 แสดงสาร เคมีที่ใช ้ในการท า Real time PCR ส าหร ับ  miR-101-1 (rs7536540) 

 สารที่ใช้                                              ปริมาตรที่ใช้ (µl)                 Final conc. 

10X PCR Buffer                                      2.0                          1X       
Taq DNA Polymerase (5units/ µl)               0.125                       1.0-2.5 units 

10 mM dNTPs mixture                            0.4                          0.2 mM each 
50 mM MgCl2                                        0.6                          1.5 mM each 
SNPs miR-101-1 (rs7536540) 40X               0.5                          1X  

DNA template (50-500 ng/µl)                    1                      
Distilled water                                     15.375                                                          

 

 Total                                                  20 

 

ตารางท่ี 9 แสดงสภาวะท่ีใช้ในการท า Real time PCR ส าหรับ miR-101-1 (rs7536540) และ 
miR-149 (rs2292832) 

ขั้นตอน                              อุณหภูมิ (°C)                            เวลา 

Hold                                      95                                 10  นาที 

Denaturation                           92                                 15 วินาที 
Annealing/ Extension                 60                                 60 วินาที 

 

11. การวเิคราะหข์้อมูลและคา่ทางสถติิ 

รวบรวมข้อมูลของอัลลีล SNPs และจีโนไทป์ miR-149 (rs2292832), miR-499 (rs3746444) 

และ miR-101-1 (rs7536540) ของกลุ่มประชากรเพ่ือน าไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งตับของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิด

เรื้อรังในกลุ่มประชากรไทยโดยใช้โปรแกรม Med Calc โดยใช้การวิเคราะห์การถดถอยโลจิสติกส์ 
ด้วยความเชื่อม่ันทางสถิติที่ร้อยละ 95 

40 รอบ 



 
 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคร าะห์ข้อมูล 

การวิเคราะหผ์ลข้อมูลเบือ้งตน้ของกลุม่กรณศีกึษาและกลุม่ควบคมุ  

การวิจัยนี้ เป็นงานวิจัยเชิงกลุ่มประชากร  (Analytical control study) และได้ผ่านการ

พิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ( Chulalongkorn University 
Ethics Committee) ผู้เข้าร่วมงานวิจัยทุกคนได้ให้ความยินยอมในการเข้าร่วมงานวิจัยโดยก่อนเก็บ
เลือดผู้ที่เข้าร่วมโครงการจะต้องลงลายมือชื่อลงในใบยินยอม (informed consent) ก่อนที่จะเข้าร่วม

โครงการวิจัย ข้อมูลจะเป็นความลับที่ไม่เปิดเผยถึงตัวบุคคลเนื่องจากจะใช้  code ในการระบุแทนชื่อ
บุคคลผู้ป่วยได้รับรายละเอียด เอกสารชี้แจงข้อมูลพร้อมทั้งวัตถุประสงค์ในการวิจัยแล้วทั้งหมด 3 
กลุ่ม ดังตารางที่ 10 ซ่ึงประกอบด้วย 

1. กลุ่ม HCC คือ ผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและเป็นมะเร็งตับ ทั้งหมด 166 ราย 

2. กลุ่ม CHB คือผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังแต่ไม่เป็นมะเร็งตับทั้งหมด 159 ราย 
3. กลุ่ม Healthy เป็นผู้ที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัส

เอชไอวี ไม่มีภาวะของโรคที่เก่ียวกับตับและโรคมะเร็งทั้งหมด 167 ราย 

กลุ่มที่ 1 กลุ่ม HCC คือ ผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังและเป็นมะเร็งตับ ทั้งหมด 166 ราย เข้า

รับการรักษาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย พบว่า เป็นผู้ชายจ านวน 144  ราย คิดเป็น
จ านวนร้อยละ 86.75     หญิง  22  ราย คิดเป็นจ านวนร้อยละ 13.25   ค่าอายุเฉลี่ย 58.16 ปีและ
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  10.14 ปี ค่าเฉลี่ย เอนไซม์ Alanine transaminase (ALT) 63.39 IU/L 

ค่าเฉลี่ยเอนไซม์ Aspartate transaminase (AST) 88.05 IU/L 

กลุ่มที่ 2 กลุ่ม CHB คือผู้ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังแต่ไม่เป็นมะเร็งตับ ทั้งหมด 159 ราย 

เข้ารับการรักษาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย พบว่า เป็นผู้ชายจ านวน 94 ราย คิด
เป็นจ านวนร้อยละ 59.12 หญิง  65  ราย คิดเป็นจ านวนร้อยละ 40.88 ค่าอายุเฉลี่ย 43.67 ปีและค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 14.30 ปี ค่าเฉลี่ยเอนไซม์ ALT 47.20 IU/L ค่าเฉลี่ยเอนไซม์ AST 36.65 IU/L 

กลุ่มที่ 3 กลุ่ม Healthy เป็นผู้ที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอ

วี ไม่เป็นโรคที่เก่ียวกับตับและโรคมะเร็งทั้งหมด 167 ราย เข้าบริจาคโลหิต ณ สภากาชาดไทย พบว่า 
เป็นผู้ชายจ านวน 95 ราย คิดเป็นจ านวนร้อยละ 55.23 หญิง 72 ราย คิดเป็นจ านวนร้อยละ  43.11 

ค่าอายุเฉลี่ยอายุ 47.93 ปีและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 5.25 ปี  

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Alanine_transaminase&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Aspartate_transaminase&action=edit&redlink=1
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ตารางที่ 10 แสดงอาย ุเพศและเอนไซม์ในตับของประชากรไทยทีใ่ชใ้นการศกึษา 

Characteristic 
 

 

HCC cases 
N = 166 

(%) 
 

CHB 
subjects 

N = 159 
(%) 

P value Healthy 
subjects 

N = 167 
(%) 

P value 

Age (years) 

mean 
 

Male sex 

 
AST (IU/L) 

 
 

ALT (IU/L) 

 

58.16 

±10.14 
 

144 (86.75) 

 
88.05 ± 

(76.80) 
 

63.39 ± 

(66.42) 

43.67 ± 

14.30 
 

94 (59.12) 

 
36.65 ± 

(38.20) 
 

47.20 ± 

(68.56) 

<0.0001 

 
 

<0.0001 

 
<0.0001 

 
 

0.0372 

47.93 ± 

5.25 
 

95 (55.23)  

 
 

 
 

 

<0.0001 

 
 

<0.0001 

 
 

 
 
 

จากการใช้ t-test เปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติ พบว่าอายุ เพศ มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ค่า p value น้อยกว่า 0.05)ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับกับกลุ่มผู้ ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง และ กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับกับกลุ่มผู้ที่ มีสุขภาพดี พบความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ค่า p value น้อยกว่า 0.05) ของค่าเอนไซม์ AST (IU/L) และ ALT (IU/L) 
ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับกับกลุ่มผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 

 
ความหลากหลายทางพันธ ุกร รมแบบนิวคลีโอไทด์เดี่ยวที่อาจส่งผลต่อการ เกิดมะเร ็งตับ 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบนิวคลีโอไทด์เด่ียวที่อาจส่งผลต่อการเกิด
มะเร็งตับในผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง การศึกษานี้ มุ่งเน้นศึกษา miR-499 

(rs3746444), miR-149 (rs2292832) และ miR-101-1 (rs7536540) ดังนี้ 

1. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ miR-499 (rs3746444) 

1.1 ดีเอ็นเอที่ใช้น ามาจากเซลล์ HepG2 โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ า เพาะต่อยีน miR-499 (48) ได้ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 146 bp จากนั้นโคลนเข้าสู่  TA cloning vector จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเพ่ือส่งหา

ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Direct sequencing) ดังรูปที่ 3จากนั้นน าผลมา  Alignment เทียบกับ 
Reference SNPs miR-499 (rs3746444) ดังรูปที่ 4 จากรูปที่ 4  พบว่า Positive control มี 

Allele T เพ่ือใช้เป็น Positive control ในการหา SNPs Genotyping ต่อไป 



 35 

 
 

 

 

 

 

ร ูปที่ 3 แผนภาพโครมาโตแกรมแสดงล าดับดีเอ็นเอ  

 

 

 

ร ูปที่  4  แ สด งล าดับนิ วค ลี โ อ ไ ทด์ ของ  reference SNPs เมื่ อน ามาเ ทียบ กับล าดั บ 

นิวคลีโอไทด์ที่ได้จาก positive control ด้วยโปรแกรม Bioedit 

1.2 การหา SNPs Genotyping ของยีน miR-499 (rs3746444) ใช้หลักการของเทคนิค PCR-RFLP 
พบว่า T allele สามารถตัดได้ด้วยเอนไซม์ BclI ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือ 120 และ 26 bp ในขณะที่ C 

allele ไม่สามารถตัดได้ด้วยเอนไซม์ BclI ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 146 bp จากนั้นเม่ือน าไปแยกด้วย
เทคนิค electrophoresis โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ ใน 3% agarose gel แล้วย้อมด้วย 

ethidium bromide แล้วส่องภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตดังรูปที่ 5จากนั้นน า positive control 
มาเพ่ือหา genotyping ในกลุ่มประชากรที่ศึกษา ได้แก่ HCC, CHB และ Healthy ดังรูปที่ 6 

 

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 5 การตรวจสอบ SNPs miR-499 (rs3746444) ด้วยเทคนคิ PCR-RFLP ใน 3% Agarose 

gel; M ค ือ 100 bp DNA marker (หมายเหตุ จากภาพไม่เหน็ผลิตภณัฑข์นาด 26 bp) 

T allele 

T allele 

M CC     TT     CT  

100bp 

200 bp 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

146 bp 
120 

bp 

Genotyping 
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ร ูปที่ 6 การตรวจสอบ SNPs  miR-499 (rs3746444) ด้วยเทคนคิ PCR-RFLP ในกลุ่มประชากร

ที่ศ ึกษา; M ค ือ 100 bp DNA marker, ตัวเลข 1-5 แสดงตัวอยา่งทีใ่ชใ้นการศกึษา, N ค ือ 

Negative control 

1.3 การหาความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของ SNPs  miR-499 (rs3746444) ในการจ าแนกกลุ่ม 3 

กลุ่ม เปรียบเทียบโดยใช้ค่า odd ratios (OR) และ 95% confidence interval (CI) โดยใช้จีโน
ไทป์ TT เป็น reference แล้วแปลผลความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือ P value < 
0.05 ผลการตรวจสอบ SNPs miR-499 (rs3746444) ได้ผลดังนี้ ตารางที่ 11 

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม HCC พบว่ามีจีโนไทป์ TT จ านวน  121 ราย จี
โนไทป์ CC จ านวน 14 รายและจีโนไทป์ TC จ านวน 31 รายพบอัลลีล T จ านวน 273 ราย 
อัลลีล C จ านวน 59 ราย 

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียวในกลุ่ม CHB พบว่ามีจีโนไทป์ TT  จ านวน 115 
ราย จีโนไทป์ CC  จ านวน 16 ราย จีโนไทป์ TC จ านวน 28 ราย พบอัลลีล T จ านวน 258 
ราย อัลลีล C จ านวน 60 ราย  

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมในกลุ่ม Healthy พบว่ามีจีโนไทป์ TT จ านวน 111 ราย จี
โนไทป์ CC  จ านวน 22 รายจีโนไทป์ TC จ านวน 34 ราย พบอัลลีล T จ านวน 256 ราย อัล
ลีล C จ านวน 78 ราย  

 

 

 

M    CC    TT      1       2       3       4       5      N 

100bp 

200 bp 

500 bp 
400 bp 

300 bp 

146 bp 
120 bp 

Positive                  Sample 
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 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ CHB ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT พบว่า OR=0.83, 95% CI=0.39-1.78 และ P =  0.635 

 จีโนไทป์ CT เทียบกับ TT พบว่า OR= 1.06 ,95% CI= 0.59-1.86และ P = 0.861 

 จีโนไทป์ CC+CT เทียบกับ TT พบว่า OR=0.97, 95% CI= 0.6-1.58 และ P =  0.909  

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT+TC พบว่า OR=0.82, 95% CI= 0.39-1.75 และ P = 0.612  

 อัลลีล C เทียบกับ T พบว่า  OR=0.93, 95% CI = 0.62-1.38 และ P =  0.718 

 พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ Healthy ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับTT พบว่า OR=0.58, 95% CI=0.28-1.20 และ P =0.142 

 จีโนไทป์  CT เทียบกับ TT พบว่า OR=0.84, 95% CI= 0.48-1.45 และ P = 0.525  

 จีโนไทป์  CC+CT เทียบกับ TT พบว่า OR=0.74, 95%CI =0.46-1.18 และ P = 0.203 

 จีโนไทป์  CC เทียบกับ TT+TC พบว่า OR=0.61, 95% CI=0.3-1.23 และ P= 0.167 

 อัลลีล C เทียบกับT พบว่า OR= 0.71, 95% CI= 0.49-1.04 และ P =  0.076 

พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ CHB + Healthy ได้ผลดังนี้ 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT พบว่า OR=0.69, 95% CI=0.36-1.32 และ P = 0.261 

 จีโนไทป์ CT เทียบกับ TT พบว่า OR=0.93, 95% CI=0.57-1.52 และ P = 0.782 

 จีโนไทป์ CC+CT เทียบกับ TT พบว่า OR=0.84, 95% CI=0.55-1.27 และ P= 0.412 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT+TC พบว่า OR=0.7, 95% CI=0.37-1.33 และ P = 0.274 

 อัลลีล C เทียบกับ T พบว่า OR=0.81, 95% CI=0.57-1.13 และ P = 0.209 
พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

 

 



 
 

ตารางที่ 11 แสดงความถีข่องอัลลีลและจโีนไทป์ของ miR-499 (rs374644) 

SNP 
rs3746444 

HCC  
N =166 

(%) 

CHB 
 N =159 

(%) 

Healthy 
N =167 

(%) 

CHB + Health 
(%) 

HCC vs. CHB HCC vs. Healthy HCC vs. CHB + Healthy 

OR (95% CI)      P  values OR (95% CI)   P  values OR (95% CI)   P  values 

Genotype 
TT 
 

CC 
 

CT 
 

Allele 
Major T 

 
Minor C 

 
Dominant 

TT 
 

CC+CT 
 

Recessive 
TT+TC 

 
CC 

 

 
121 (72.89) 

 
14 (8.43) 

 
31 (18.67) 

 
 

273 
 

59 
 
 

121 
 

45 
 
 

152 
 

14 

 
115 (72.33) 

 
16 (10.06) 

 
28 (17.61) 

 
 

258 
 

60 
 
 

115 
 

44 
 
 

143 
 

16 
 

 
111 (66.47) 

 
22 (13.17) 

 
34 (20.36) 

 
 

256 
 

78 
 
 

111 
 

56 
 
 

145 
 

22 

 
226 (69.33) 

 
38 (11.66) 

 
62 (19.02) 

 
 

514 
 

138 
 
 

226 
 

100 
 
 

288 
 

38 
 

 
1.00 
 
0.83 (0.39-1.78)             0.635 
 
1.06 (0.59-1.86)             0.861 
 
 
1.00 
 
0.93 (0.62-1.38)             0.718 
 
 
1.00 
 
0.97 (0.6-1.58)              0.909 
 
 
1.00 
 
0.82 (0.39-1.75)             0.612 

 
1.00 
 
0.58 (0.28-1.2)           0.142 
 
0.84 (0.48-1.45)          0.525 
 
 
1.00 
 
0.71 (0.49-1.04)          0.076 
 
 
1.00 
 
0.74 (0.46-1.18)          0.203 
 
 
1.00 
 
0.61 (0.3-1.23)           0.167 

 

 
1.00 
 
0.69 (0.36-1.32)          0.261 
 
0.93 (0.57-1.52)          0.782 
 
 
1.00 
 
0.81 (0.57-1.13)          0.209 
 

 
1.00 
 
0.84 (0.55-1.27)          0.412 
 
 
1.00 
 
0.7 (0.37-1.33)           0.274 

 

38 
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2. ความหลากหลายทางพันธุกรรม miR-149 (rs2292832) 

2.1 ดีเอ็นเอที่ใช้น ามาจากเซลล์ HepG2 ใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน miR-149(48)ได้ขนาดผลิตภัณฑ์ 
263 pb จากนั้นโคลนเข้าสู่ TA vector cloning จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเพ่ือส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(Direct sequencing) ดังรูป 7 จากนั้นน าผลมา  alignment เทียบกับ reference SNPs miR-149 

(rs2292832) ดังรูปที่ 8 จากรูปที่ 8 พบว่า positive control มี allele C เพ่ือใช้เป็น positive 
control ในการหา SNPs Genotyping ต่อไป 

 

 

 

 

ร ูปที่ 7 แผนภาพโครมาโตแกรมแสดงล าดับดีเอ็นเอ  

 

 

 

ร ูปที่ 8 แสดงล าดับนวิคลโีอไทดข์อง reference SNPs เมื่อน ามาเทียบกบัล าดับนวิคลโีอไทดท์ีไ่ด้

จาก positive control ด้วยโปรแกรม Bioedit 

ดีเอ็นเอที่ใช้น ามาจากเซลล์ Hela ใช้ไพร์เมอร์ที่จ า เพาะต่อยีน miR-149 (48)ได้ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 263 pbจากนั้นโคลนเข้าสู่ TA vector cloning จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเพ่ือส่งหาล าดับนิ
วคลีโอไทด์ (Direct sequencing) ดังรูป 9จากนั้นน าผลมา  alignment เทียบกับ reference SNPs 

miR-149 (rs2292832) ดังรูปที่ 10 จากรูปที่ 10 พบว่า positive control มี allele T เพ่ือใช้เป็น 
positive control ในการหา SNPs Genotyping ต่อไป 

 

 

 

 

ร ูปที่ 9 แผนภาพโครมาโทแกรมแสดงล าดับดีเอ็นเอ  

C allele 

C allele 

T allele 
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ร ูปที่ 10 แสดงล าดบันวิคลโีอไทดข์อง reference SNPs เมื่อน ามาเทียบกบัล าดับนวิคลโีอไทดท์ี่

ได้จาก positive control ด้วยโปรแกรม Bioedit 

2.2 การหา SNPs Genotyping ของยีน miR-149 (rs2292832) โดยใช้หลักการของเทคนิค real-
time PCR โดยอาศัย TaqMan probes จ านวน 2 probes ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงต่างกัน 
และจะมีความจ าเพาะต่ออัลลีลแต่ละอัลลีล เช่น probe ที่จ าเพาะต่ออัลลีล T จะติดฉลากด้วย

สารเรืองแสง VIC ในขณะที่ probe ที่จ าเพาะต่ออัลลีล C  จะติดฉลากด้วยสารเรืองแสง  FAM 
ซ่ึงสามารถแปลผลจาก discrimination plot (รูปที่ 11) เพ่ือหา SNPs genotyping ได้ดังนี้ 

 ตัวอย่างที่มีจีโนไทป์เป็นแบบ TT จะสามารถตรวจวัดการเรืองแสงของ FAM ได้ใน
ปริมาณสูง และการเรืองแสงของ FAM ได้ในปริมาณต่ า  

 ตัวอย่างที่มีจีโนไทป์เป็นแบบ CC  จะสามารถตรวจวัดการเรืองแสงของ VIC ได้ใน
ปริมาณสูง และการเรืองแสงของ VIC ได้ในปริมาณต่ า  

 ตัวอย่างที่มีจีโนไทป์ Heterozygous CT จะสามารถตรวจวัดการเรืองแสงของทั้ง FAM 
และ VIC ในปริมาณสูงใกล้เคียงกัน 

  

T allele 
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ร ูปที่ 11 แสดงแผนภาพ Discrimination plot เพื่อแ สดงผล SNPs genotyping miR-149 

(rs2292832) โดยใช ้ TaqMan Probe Real-time PCR 

2.3 การหาความสัมพันธ์ระหว่างของจีโนไทป์ของ SNPs  miR-149 (rs2292832) ในการจ าแนก
กลุ่ม 3 กลุ่ม เปรียบเทียบใช้ค่า odd ratios (OR) และ 95% confidence interval (CI) โดยใช้จี

โนไทป์ TT เป็น reference แล้วแปลผลความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือ p value < 
0.05 ผลการตรวจสอบ SNPs miR-149 (rs2292832) ได้ผลดังนี้ (ตารางที่ 12) 

 

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม HCC ที่มีจีโนไทป์ TT จ านวน  101 รายจีโน
ไทปC์C   จ านวน 19 รายและจีโนไทป์ CT  จ านวน  46 รายพบอัลลีล T จ านวน 248 ราย 

อัลลีล C จ านวน 84 ราย  

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม CHB ผู้ที่มีจีโนไทป์ TT  จ านวน 109 ราย จีโน
ไทป์ CC  17 รายจีโนไทป์ CT 33 ราย พบอัลลีล T จ านวน 251 ราย อัลลีล C จ านวน 67 

ราย  

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม Healthy ที่มีจีโนไทป์ TT จ านวน 105 ราย จี
โนไทป์ CC  20 รายจีโนไทป์ CT 42 ราย พบอัลลีล T จ านวน 252 ราย อัลลีล C จ านวน 82 

ราย  
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 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ CHB ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT  พบว่า OR=1.20, 95% CI= 0.59-2.45 และ P =0.603 

 จีโนไทป์ CT เทียบกับ TT พบว่า OR=1.50, 95% CI= 0.89-2.53 และ P =0.126 

 จีโนไทป์ CC+CT เทียบกับ TT พบว่า OR=1.40, 95% CI= 089-2.22 และ P = 0.150 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT+TC พบว่า OR= 1.08, 95% CI= 0.54-2.16 และ P = 0.83 

 อัลลีล C เปรียบเทียบ T พบว่า OR=1.27, 95%CI=0.88-1.83และ P = 0.200 

      พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน
ร้อยละ 95 

 

  เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ Healthy ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT พบว่า OR=0.99, 95% CI=0.50-1.96 และ P =0.972 

 จีโนไทป์ CT เทียบกับ TT พบว่า OR=1.14, 95% CI=0.69-1.88 และ P =0.610 

 จีโนไทป์ CC+CT เทียบกับ TT พบว่า OR=1.09, 95% CI= 0.70-1.7 และ P =0.70 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT+TC พบว่า OR=0.95, 95% CI=0.49-1.85 และ P = 0.88 

 อัลลีล C เทียบกับ T พบว่าOR=1.04, 95% CI= 0.73-1.48 และ P =  0.82 

พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน
ร้อยละ 95 

 

 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลของกลุ่ม HCC และ CHB + Healthy ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT พบว่า OR=1.09, 95% CI= 0.6-2.0 และ P =0.783 

 จีโนไทป์ CT เทียบกับ TT พบว่าOR=1.3, 95% CI=0.84-2.01 และ P =0.240 

 จีโนไทป์ CC+CT เทียบกับ TT พบว่า OR=1.23, 95% CI=0.84-1.81 และ P = 0.290 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ TT+TC พบว่า OR=1.01, 95% CI= 0.56-1.82 และ P = 0.970 

 อัลลีล C เทียบกับ T พบว่า OR=1.14, 95% CI =0.84-1.55 และ P =0.390 

พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน
ร้อยละ 95 



 
 

     ตารางท่ี 12 แสดงความถ่ีของอัลลีลและจีโนไทป์ของ miR-149 (rs2292832) 

SNP  
rs2292832 

HCC  
N =166 

(%) 

CHB 
 N =159 

(%) 

Healthy 
N =167 

(%) 

CHB + Health 
(%) 

HCC vs. CHB HCC vs. Healthy HCC vs. CHB + Healthy 

OR (95% CI)       P  values OR (95% CI)        P  values OR (95% CI)      P  values 

  Genotype 
TT 
 

CC 
 

CT 
 

Allele 
Major T 

 
Minor C 

 
Dominant 

TT 
 

CC+CT 
 

Recessive 
TT+TC 

 
CC 

 

 
101 (60.84%) 

 
19 (11.45%) 

 
46 (27.71) 

 
 

248 
 

84 
 
 

101 
 

65 
 
 

147 
 

19 
 

 
109 (68.55%) 

 
17 (10.69%) 

 
33 (20.75%) 

 
 

251 
 

67 
 
 

109 
 

50 
 
 

142 
 

17 
 

 
105 (62.87) 

 
20 (11.98) 

 
42 (25.15) 

 
 

252 
 

82 
 
 

105 
 

62 
 
 

147 
 

20 

 
214 (65.64)  

 
37 (11.35) 

 
75 (23.01) 

 
 

503 
 

149 
 
 

214 
 

112 
 
 

289 
 

37 
 

 
1.00 
 
1.20 (0.59-2.45)           0.603 
 
1.50 (0.89-2.53)           0.126 
 
 
1.00 
 
1.27 (0.88-1.83)            0.2 
 
 
1.00 
 
1.40 (089-2.22)            0.15 
 
 
1.00 
 
1.08  (0.54-2.16)          0.83 

 

 
1.00 
 
0.99 (0.50-1.96)         0.972 
 
1.14 (0.69-1.88)         0.610 
 
 
1.00 
 
1.04 (0.73-1.48)          0.82 
 
 
1.00 
 
1.09 (0.70-1.7)            0.70 
 
 
1.00 
 
0.95 (0.49-1.85)          0.88 

 

 
1.00 
 
1.09 (0.6-2.0)            0.783 
 
1.3 (0.84-2.01)          0.240 
 
 
1.00 
 
1.14 (0.84-1.55)         0.39 
 
 
1.00 
 
1.23 (0.84-1.81)         0.29 
 
 
1.00 
 
1.01 0.56-1.82)          0.97 

43 
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3. ความหลากหลายทางพันธุกรรม miR-101-1 (rs7536540) 

3.1 ดีเอ็นเอที่ใช้น ามาจากเซลล์ A549 โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ า เพาะต่อยีน miR-101-1 (45) ได้ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 371 pb จากนั้นโคลนเข้าสู่ TA vector cloning จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเพ่ือส่งหาล าดับนิ
วคลีโอไทด์ (Direct sequencing) ดังรูปที่ 12จากนั้นน าผลมา  alignment เทียบกับ reference 

SNPs miR-101-1 (rs7536540) ดังรูปที่ 13จากรูปที่ 13 พบว่า positive control มี Allele G เพ่ือ
ใช้เป็น positive control ในการหา SNPs Genotyping ต่อไป 

 
 
 

 
 

ร ูปที่ 12 แผนภาพโครมาโทแกรมแสดงล าดับดีเอ็นเอ  

 

 

ร ูปที่ 13 แสดงล าดบันวิคลโีอไทดข์อง reference SNPs เมื่อน ามาเทียบกบัล าดับนวิคลีโอไทด์ที่

ได้จาก positive control ด้วยโปรแกรม Bioedit 

ดีเอ็นเอที่ใช้น ามาจากเซลล์ A549 โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน miR-101-1 (45) ได้ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 371 pb จากนั้นโคลนเข้าสู่ TA vector cloning จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเพ่ือส่งหาล าดับนิ

วคลีโอไทด์ (Direct sequencing) ดังรูป 14จากนั้นน าผลมา alignment เทียบกับ reference SNPs 
miR-101-1 (rs7536540) ดังรูปที่ 15 จากรูปที่ 15 พบว่า positive control มี Allele C เพ่ือใช้เป็น 

positive control ในการหา SNPs Genotyping ต่อไป 
 
 

 
 

 

ร ูปที่ 14 แผนภาพโครมาโทแกรมแสดงล าดับดีเอ็นเอ  

G allele           

e 

G allele 

C allele 
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ร ูปที่ 15 แสดงล าดบันวิคลโีอไทดข์อง reference SNPs เมื่อน ามาเทียบกบัล าดับนวิคลโีอไทดท์ี่

ได้จาก positive control ด้วยโปรแกรม Bioedit 

3.2 การหา SNPs Genotyping ของยีน miR-101-1 (rs7536540) โดยใช้หลักการของเทคนิค real-
time PCR โดยอาศัยTaqMan probes จ านวน 2 probes ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงต่างกัน และ
จะมีความจ าเพาะต่ออัลลีลแต่ละอัลลีล เช่น probe ที่จ าเพาะต่ออัลลีล G จะติดฉลากด้วยสารเรือง

แสง FAM ในขณะที่ probe ที่จ าเพาะต่ออัลลีล C จะติดฉลากด้วยสารเรืองแสง VIC ซ่ึงสามารถแปล
ผลจาก Discrimination plot (รูปที่ 16) เพ่ือแสดงผล SNPs genotyping ได้ดังนี้ 

 

ร ูปที่ 16 แสดงแผนภาพ Discrimination plot เพื่อแสดงผล SNPs genotyping miR-101-1 

(rs7536540) โดยใช ้ TaqMan Probe Real-time PCR 

 

 

C allele 
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3.3 การหาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์ของ SNPs  miR-101-1(rs7536540) ในการจ าแนกกลุ่ม 3 
กลุ่ม เปรียบเทียบใช้ค่า Odd ratios (OR) และ 95% confidence interval (CI) โดยใช้จีโนไทป์ 

GG เป็น Reference แล้วแปลผลความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือ P value < 0.05 
ผลการตรวจสอบ SNPs miR-101-1 (rs7536540) ได้ผลดังนี้ (ตารางที่ 13) 

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม HCC ที่มีจีโนไทป์ GG จ านวน  53 ราย จีโน

ไทป์ CC  จ านวน 24 รายและจีโนไทป์ CG จ านวน  89 รายพบอัลลีล G จ านวน 195 ราย 
อัลลีล C จ านวน 137 ราย  

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม CHB ผู้ที่มีจีโนไทป์ GG จ านวน 47 ราย จีโน
ไทป์ CC 30 รายจีโนไทป์ CG 82 ราย พบอัลลีล G จ านวน 176 ราย อัลลีล C จ านวน 142 
ราย  

 ความหลากหลายทางพันธุกรรมเด่ียวในกลุ่ม Healthy จีโนไทป์ GG จ านวน 67 ราย จีโน
ไทป์ CC 23 รายจีโนไทป์ CG 77 ราย พบอัลลีล G จ านวน 211 ราย อัลลีล C จ านวน 123 
ราย  

 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ CHB ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับ GG พบว่า OR=0.71, 95% CI =0.36-1.38 และ P = 0.312 

 จีโนไทป์ GC เทียบกับ GG พบว่า OR=0.96, 95% CI=0.59-1.58 และ P =0.880  

 จีโนไทป์ CC+CG เทียบกับ GG พบว่า OR=0.89, 95% CI=0.56-1.43 และ P =0.644 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ GG+CG พบว่า OR=0.73, 95% CI = 0.40-1.31 และ P =0.287 
 อัลลีล Cเทียบกับ G OR=0.87, 95% CI=0.64-1.19 และ P = 0.383 

พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้ อย

ละ 95 

 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ Healthy ได้ผลดังนี้ 
 จีโนไทป์ CC เทียบกับ GG พบว่า OR=1.32, 95% CI=0.67-2.59 และ P = 0.422  

 โนไทป์ GC เทียบกับ GG พบว่า OR=1.46, 95% CI=0.91-2.34 และ P = 0.115  

 จีโนไทป์ CC+CG เทียบกับ GG พบว่า OR= 1.43, 95% CI= 0.91-2.24 และ  P = 

0.120  

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ GG+CG พบว่า OR=1.06, 95% CI=0.57-1.96 และ P = 0.858  
 อัลลีล Cเทียบกับ G OR=1.21, 95% CI=0.88-1.65 และ P =0.241 
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 พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน

ร้อยละ 95   

 เม่ือเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม HCC และ CHB + Healthy ได้ผลดังนี้ 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ GG พบว่า OR=0.97, 95% CI=0.54-1.74 และ P = 0.929   
 โนไทป์ GC เทียบกับ GG พบว่า OR=1.07, 95% CI=0.70-1.62 และ P = 0.750 

 จีโนไทป์ CC+CG เทียบกับ GG พบว่า OR=1.15, 95% CI =0.77-1.71 และ P = 0.500 

 จีโนไทป์ CC เทียบกับ GG+CG พบว่า OR=0.87, 95% CI=0.52-1.47 และ P = 0.604 

 อัลลีล C เทียบกับ G OR=1.06, 95% CI=0.81-1.39 และ P = 0.662 

พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างข้อมูลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อย

ละ 95   

 



 
 

ตารางที่ 13 แสดงความถีข่องอัลลีลและจโีนไทป์ของ miR-101-1 (rs7536540) 

SNP  
rs7536540 

HCC  
N =166 

(%) 

CHB  
N =159 

(%) 

Healthy   
N =167 

(%) 

CHB Health 
(%) 

HCC vs. CHB HCC vs. Healthy HCC vs. CHB + Healthy 

OR (95% CI)       P  values OR (95% CI)        P  values OR (95% CI)      P  values 

Genotype 
GG 
 

CC 
 

CG 
 

Allele 
Major G 

 
Minor C 

 
Dominant 

GG 
 

CC+CG 
 

Recessive 
GG+CG 

 
CC 

 
53 (31.93) 

 
24 (14.46) 

 
89 (53.61) 

 
 

195 
 

137 
 
 

53 
 

113 
 
 

142 
 

24 

 
47 (29.56) 

 
30 (18.87%) 

 
82 (51.57%) 

 
 

176 
 

142 
 
 

47 
 

112 
 
 

129 
 

30 
 

 
67 (40.12) 

 
23 (13.77) 

 
77 (46.11) 

 
 

211 
 

123 
 
 

67 
 

100 
 
 

144 
 

23 

 
114 (34.97) 

 
53 (16.26) 

 
179 (54.91) 

 
 

387 
 

265 
 
 

114 
 

212 
 
 

273 
 

53 
 

 
1.00 
 
0.71  (0.36-1.38)           0.312 
 
 0.96 (0.59-1.58)           0.880 
 
 
1.00 
 
0.87 (0.64-1.19)            0.383 
 
 
1.00 
 
0.89 (0.56-1.43)            0.644 
 
 
1.00 
 
0.73 (0.40-1.31)            0.287 
 

 
1.00 
 
1.32 (0.67-2.59)         0.422 
 
1.46 (0.91-2.34)         0.115 
 
 
1.00 
 
1.21 (0.88-1.65)         0.241 
 
 
1.00 
 
1.43 (0.91-2.24)         0.120 
 
 
1.00 
 
1.06 (0.57-1.96)          0.858 

 
1.00 
 
0.97 (0.54-1.74)          0.929 
 
1.07 (0.70-1.62)          0.750 
 
 
1.00 
 
1.06 (0.81-1.39)          0.662 
 
 
1.00 
 
1.15 (0.77-1.71)          0.500 
 
 
1.00 
 
0.87 (0.52-1.47)          0.604 
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บทที่ 5 

สร ุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ  

 

การศึกษา SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอในปัจจุบันมีความส าคัญต่อการแพทย์เป็นอย่างมาก 
เนื่องจากมีงานวิจัยที่กล่าวถึงความสัมพันธ์กับกระบวนการทางชีวภาพที่ส าคัญหลายประการ ทั้งนี้อาจ

เพ่ือเป็นแนวทางที่จะอธิบายการเกิดโรค ติดตามอาการ วินิ จฉัยโรคร่วมกับการตรวจสารต่างๆใน
ร่างกายงานวิจัยนี้ศึกษาดูความสัมพันธ์ระหว่าง SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอ (miR-149, miR-499 และ 

miR-101-1) กับการเกิดมะเร็งตับจากการค านวณขนาดกลุ่มประชากรที่จ า เป็นต้องใช้ในงานวิจัย 
พบว่าต้องมีจ านวนตัวอย่างในแต่ละกลุ่มอย่างน้อย 53รายเพ่ือให้เกิดความถูกต้องและมีน่าเชื่อถือทาง
สถิติ ซ่ึงในงานวิจัยนี้ศึกษาในกลุ่มประชากรไทยที่เป็นมะเร็งตับและติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 

(HCC) จ านวน 166 ราย (ผู้ชาย 144 ราย ผู้หญิง 22 ราย) กลุ่มผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิด
เรื้อรัง (CHB) จ านวน 159 ราย (ผู้ชาย 94 ราย ผู้หญิง 65 ราย) และกลุ่มผู้ที่ไม่มีประวัติการติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวี ไม่มีภาวะการณ์ป่วยของโรคที่เก่ียวข้องกับตับและ
โรคมะเร็ง (Healthy) จ านวน 167 ราย (ผู้ชาย 95 ราย ผู้หญิง 72 ราย)  ซ่ึงจะเห็นได้ว่ามีการใช้
จ านวนตัวอย่างของแต่ละกลุ่มมากกว่าที่ค านวณไว้ ประมาณ 3 เท่า ดังนั้นจึงมีความเพียงพอในด้าน

ขนาดประชากร อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าสัดส่วนของเพศในผู้ป่วยแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (P< 0.05) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่ม HCC จะมีผู้ป่วยเพศชายมากกว่า เพศหญิงคิดเป็น

สัดส่วน (7:1) ทั้งนี้ความแตกต่างของเพศจะส่งผลกระทบในแง่ของฮอร์โมน และพฤติกรรมการ
ด ารงชีวิต เช่น การด่ืมแอลกอฮอล์ การสูบบุหรี่ และภาวะโภชนาการ เป็นต้น ดังนั้นความแตกต่างใน
แง่สัดส่วนของเพศที่แตกต่างกันจึงเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อผลการศึกษา (confounding factor) ซ่ึงอาจ

ท าให้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษามีความถูกต้องและความน่าเชื่อถือลดลง 

นอกจากนี้เม่ือพิจารณาข้อมูลในแง่อายุของประชากรในแต่ละกลุ่ม พบว่ากลุ่ม HCC มีค่าอายุ
เฉลี่ย 58 ปี กลุ่ม CHB มีค่าอายุเฉลี่ย 43 ปีในขณะที่กลุ่ม Healthy มีค่าอายุเฉลี่ย 47 ปี ซ่ึงจะเห็นได้
ว่าอายุเฉลี่ยในแต่ละกลุ่มนั้นมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.05) ทั้งนี้ความ

แตกต่างของอายุจะส่งผลกระทบในแง่ของความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและความผิดปกติต่างๆ ของ
ร่างกายเม่ือมีอายุมากขึ้น เนื่องจากระบบภูมิคุ้มกันที่เสื่อมลง และการสะสมของก ารกลายพันธุ์ที่
เพ่ิมขึ้น เป็นต้น ดังนั้นความแตกต่างในแง่อายุจึงเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อผลการศึกษา (confounding 

factor) ซ่ึงอาจท าให้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษามีความถูกต้องและความน่าเชื่อถือลดลงเช่นกัน 

66 
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เม่ือ พิจ า รณา ค่า เอน ไซม์  alanine transaminase (ALT) และ เอน ไซ ม์  aspartate 
transaminase (AST) ซ่ึงเป็นเอนไซม์จากตับและจะมีการหลั่งออกมามากเม่ือเซลล์ตับถูกท าลายโดย

ค่าปกติ (normal range) ของเอนไซม์ AST ไม่เกิน 40 U/L และ  ALT ไม่เกิน 56 U/L (54) จาก
การศึกษาในงานวิจัยนี้พบว่าผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งตับและติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง (HCC) มี

ค่าเฉลี่ยของเอนไซม์ทั้งสองชนิดสูงกว่าในผู้ป่วยที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง  (CHB) อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซ่ึงสามารถกล่าวได้ว่าระยะการด าเนินของโรคในผู้ป่วย HCC และ CHB ต่างกันจริง 
ยิ่งไปกว่านั้นเม่ือเปรียบเทียบสัดส่วน AST/ALT  ในผู้ป่วยมะเร็งตับจะมีค่าสูงกว่าในผู้ป่วยที่ ติดเชื้อ

ไวรัสตับอักเสบบีมากสามารถบอกสภาวะของการเกิดตับแข็ง อย่างไรก็ตามควรเพ่ิมข้อมูลเก่ียวกับ
ผู้ป่วย เช่น ประวัติการสูบบุหรี่ การด่ืมแอลกอฮอล์ ประวัติการเป็นโรคมะเร็งภายในครอบครัว  ระดับ 

albumin และ ระดับ α-Fetoprotein เป็นต้น เพ่ือความสมบูรณ์ของข้อมูลทางคลินิก  

การศึกษา SNPs ส าหรับ miR-499 (rs3746444) โดยใช้เทคนิค PCR-RFLP เนื่องจากการใช้
ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อ miR-499 สามารถเพ่ิมจ านวนยีน และเม่ือใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะตัดบริเวณ

ต าแหน่ง SNPs miR-499 (rs3746444) สามารถอ่านผลของจีโนไทป์ได้อย่างชัดเจนเม่ือน าไปแยก
ด้วย 3% agarose ในขณะที่ SNPs miR-101-1 (rs7536540) ไม่สามารถใช้เทคนิค PCR-RFLP ได้ 

เนื่องจากเอนไซม์ตัดจ าเพาะส าหรับ SNPs miR-101-1 (rs7536540) เป็นเอนไซม์ท่ีหายากและเม่ือ
น ามาค านวณค่าใช้จ่ายพบว่าการใช้เอนไซม์มีราคาแพงกว่าการใช้ TaqMan Probe Real-time PCR 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงใช้เทคนิค Real-time PCR ในการหา SNPs miR-101 -1 (rs7536540) ส่วน SNPs 

miRNA-149 (rs2292832) ไม่สามารถใช้เทคนิค PCR-RFLP ได้เนื่องจากการใช้ไพร์เมอร์ที่ใช้ให้ผล 
PCR product ที่ไม่จ าเพาะ (non-specific bands) ท าให้ไม่สามารถอ่านผลจีโนไทป์ได้อย่างถูกต้อง 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้เทคนิค TaqMan Probe Real-time PCR ในการหา SNPs miRNA-149 

(rs2292832) เช่นกัน 

โดยสรุป การใช้เทคนิค PCR-RFLP มีความเหมาะสมในการหา SNPs เนื่องจากเป็นเทคนิคที่
มีค่าใช้จ่ายน้อย แต่มีข้อจ ากัดคือจะต้องสามารถเพ่ิมจ านวนยีนได้ด้วยเทคนิค PCR และมีเอนไซม์ตัด
จ าเพาะที่สามารถตัดบริเวณ SNPs แล้วท าให้อ่านผลได้อย่างชัดเจน ส่วนการใช้เทคนิค TaqMan 

Probe Real-time PCR จะมีค่าใช้จ่ายสูงขึ้น แต่มีความเหมาะสมในกรณีที่ไม่มีเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่
สามารถตัดบริเวณต าแหน่ง SNPs นอกจากนี้ข้อดีส าหรับเทคนิค TaqMan Probe Real-time PCR 

คือ สามารถท าได้อย่างรวดเร็วเม่ือเปรียบเทียบกับการใช้เทคนิค PCR-RFLP และไม่ก่อให้เกิด non-
specific band เนื่องจากการตรวจสอบสัญญาณ florescence บน probe ในการอ่านและวิเคราะห์
ผลอย่างไรก็ตามปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคการหา SNPs มากมาย (57) เช่น  

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Aspartate_transaminase&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Aspartate_transaminase&action=edit&redlink=1
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 MALDI-TOF mass spectrometry เป็นเทคนิคที่ใช้ความแตกต่างของมวลดีเอ็นเอ ข้อดี
คือมีความไวสูง รวดเร็ว ใช้สารปริมาณน้อย ดีเอ็นเอที่ใช้ไม่จ าเป็นต้องบริสุทธิ์มาก 

วิเคราะห์ได้จ านวนมากๆในเวลาเดียวกันแต่เครื่องมือมีราคาแพง  

 Fluorescence resonance energy transfer เป็นการตรวจล าดับเบสที่สนใจของดีเอ็น
เอโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณของการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนส์

ตัวอย่างเช่นการติดสารฟลูออเรสเซนส์บางชนิดที่ปลายสายของ probe ที่ทราบล าดับ
เบสที่แน่นอนในการตรวจล าดับเบสของดีเอ็นเอ โดยการน ามาใช้ร่วมกับแคทไออนิกพอลิ
เมอร์เรืองแสงและอาศัยหลักการของ FRET (Fluorescent Resonance Energy 

Transfer) และ ใช้ เทค นิ ค ฟลู อ อ เ ร ส เซน ส์ ส เปค โต รส โ คปี  ( Fluorescence 
spectroscopy) ตรวจวัดการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนส์นั้น  

 Chemiluminescence เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจวัด PPI ไพโรฟอสเฟตเพ่ือหาล าดับนิวคลี
โอไทด์ เม่ือเกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวน PPI ที่ถูกปล่อยออกมาท าให้เกิดแสง เหมาะสม
กับการตรวจวัดเชิงปริมาณ ตรวจวัดได้เร็ว แต่อาจมีข้อจ ากัดในการวิเคราะห์ SNPs ที่มี

ความซับซ้อนมากขึ้น  

ความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียวหรือ SNPs miR-499 (rs3746444) เก่ียวข้องใน

หลายกระบวนการที่ส าคัญของการเกิดมะเร็ง อาทิ การตายของเซลล์แบบมีแบบแผน (apoptosis) 
การเคลื่อนตัวของเซลล์ (migration) การแก่ของเซลล์ (cell senescence) และการอักเสบ 
(inflammation) (4, 55, 56) มีงานวิจัยที่กล่าวถึง miR-499 (rs3746444) แถบเอเชียได้แก่ จีน 

เกาหลี ในประชากรผิวขาว ชาวตุรกี พบว่าผลของความสัมพันธ์ระหว่าง cmiR-499 (rs3746444) กับ
การเกิดมะเร็งตับไม่มีความชัดเจนเนื่องจากการศึกษาพบทั้งที่มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับและ

ไม่มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับดังรายละเอียดต่อไปนี้ 

ปี ค.ศ. 2012 รายงานการศึกษา SNPs miR-499 (rs3746444) ในประชากรเกาหลี  กลุ่ม

ผูป้่วยโรคมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 159 ราย และ กลุ่มประชากรที่ คัดกรองว่าไม่
มีปัญหาด้านสุขภาพเก่ียวกับโรคมะเร็งและมีความผิดปกติที่เก่ียวกับสุขภาพจ านวน 201 ราย พบว่าจี

โนไทป์ TC+CC (AOR=0.603, 95% CI=0.370–0.984, P=0.043) มีแนวโน้มลดความเสี่ยงต่อการ
เป็นมะเร็งเม่ือเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ TT เม่ือเปรียบเทียบในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับและกลุ่มผู้ มีสุขภาพ
ดี จีโนไทป์ TC+CC (AOR=0.561, 95% CI=0.331–0.950, P=0.032) มีแนวโน้มลดความเสี่ยงต่อ

การติดเชื้ อไวรัสตับอักเสบบีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเ ม่ือเปรียบเ ทียบกับ จีโนไทป์ TT เม่ือ
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เปรียบเทียบในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับกับผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังใน
ประชากรเกาหลี miRNA-449 (rs3746444) มีความสัมพันธ์กับการป้องกันการเป็นมะเร็งตับ (44) 

ปี ค.ศ. 2012 ประชากรจีนมีการรายงานผล SNPs miR-499 (rs3746444) กับความสัมพันธ์

กับโรคมะเร็งตับแตกต่างออกไปดังนี้ เม่ือคัดผู้ป่วย โรคมะเร็งตับจ านวน 100 ราย ติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี 27 ราย กลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 100 ราย กลุ่ม
ประชากรที่คัดกรองว่าไม่มีปัญหาด้านสุขภาพ 100 ราย พบว่าอัลลีล C มีความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็ง

ตับ (OR=3.630, 95% CI=1.545–8.532) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ มีค่าความแตกต่างทางสถิติ
ระหว่างสองกลุ่มน้อยกว่า 0.001เม่ือเปรียบเทียบกับอัลลีล T และอัลลีล C มีความสัมพันธ์กับการติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบีในกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับสูงกว่าอัลลีล T (OR=3.133, 95% CI=1.248–7.861) 

(48) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยในประชากรจีน ในปี ค.ศ. 2013 พบว่าเม่ือศึกษาในผู้ป่วยโรคมะเร็งตับ 
185 รายและกลุ่มประชากรสุขภาพดี 203 ราย พบ SNPs จีโนไทป์ CC มีแนวโน้มลดความเสี่ยงต่อ

การเป็นมะเร็งเม่ือเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ TT (AOR=0.74, 95%CI=0.24-0.96) (49) 

อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยศึกษาพบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่าง miR-499 (rs3746444) และ

การเกิดโรคมะเร็งตับ เช่น ในปี ค.ศ. 2012 งานวิจัยในกลุ่มประชากรทางตะวันตกของจีนไม่พบความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ระหว่างผู้เป็นโรคมะเร็งตับ 186 ราย และผู้ที่มีสุขภาพดี 483 ราย (50) 

นอกจากนี้ในปี ค.ศ. 2011 งานวิจัยในประชากรชาวตุรกีไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ระหว่าง
ผู้ป่วยมะเร็งตับ 222 ราย และกลุ่มผู้ที่มีสุขภาพดี 222 ราย (47) 

ในงานวิจัยนี้เม่ือศึกษาในประชากรไทยในผู้ป่วยมะเร็งตับที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง 
166 ราย ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 159 ราย ผู้ที่ไม่ติดเชื้อไม่เป็นมะเร็ง 167 ราย
ของประชากรไทย เพ่ือดูความสัมพันธ์ของ miR-499 (rs3746444) กับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี

และมะเร็งตับพบว่าจีโนไทป์ TT มากกว่าจีโนไทป์ CC ซ่ึงสอดคล้องเป็นไปตามฐานข้อมูลของ SNPs 
database NCBI ที่รายงานว่า T เป็น major allele คือพบได้ในจีโนมและในกลุ่มประชากรมากกว่า

อีกอัลลีลคือ C allele เป็น minor allele และเม่ือเปรียบเทียบจีโนไทป์และอัลลีลของ  miR-499 
(rs3746444) ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ยิ่งไปกว่านี้การวิเคราะห์ข้อมูลรวมผล
จากข้อมูลย่อยเพ่ือประมวลผล (meta-analysis) (55, 57)ความสัมพันธ์ของ miR-499 (rs3746444) 

กับมะเร็ งตับผล คือไม่มีความสั มพันธ์ร ะหว่าง  miR-499 (rs3746444) กับกา รเกิดมะเร็งตับ 
เปรียบเทียบความสัมพันธ์ miR-499 (rs3746444) กับการเกิดมะเร็งตับของประเทศไทยและ

ต่างประเทศสรุปดังตาราง 
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ตารางท่ี 14 แสดงการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ miR-499 (rs3746444) กับการเกิดมะเร็งตับ
ของประเทศไทยและต่างประเทศ 

 
MicroRNA 

(SNPs) 

Country Ethnicity Number 

Case / control  

Odd 

ratio 

95% CI       P value Association Allele/ 

genotype 

 
miR-499 

(rs3746444) 

 
Korean 
China 
China 

Turkey 
China 

Thailand 

 
Asian 
Asian 
Asian 

Caucasian 
Asian 
Asian 

 
159 /  201 
100 / 100 
186 / 483 

222/  222 
186/  203 
166/  167 

  
0.603 
3.630 

 

 
0.74 

 

 
(0.370–0.984)      0.043  
(1.545–8.532)    < 0.001 
                       > 0.05 

                       > 0.05 
(0.24-0.96)         < 0.05 
                       > 0.05         

 
Reduce risk 
Increase risk 

- 

- 
Reduce risk 

- 

 
CC+CT 

C 
 

 
CC 

 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมแบบเด่ียวหรือ  SNPs miRNA-149 (rs2292832) ปี ค.ศ. 
2012 ที่ผ่านมาในประชากรเกาหลีในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งตับจ านวน 159 ราย และกลุ่มประชากรที่ คัด

กรองว่าไม่มีปัญหาด้านสุขภาพเก่ียวกับโรคมะเร็งและความผิดปกติที่เก่ียวกับสุขภาพจ านวน 201 ราย
พบจีโนไทป์ CC+TC (AOR=0.536, 95% CI=0.335–0.858, P=0.009) และ TC (AOR=0.542, 

95% CI=0.332–0.886, P=0.015) มีแนวโน้มที่จะลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับเม่ือเปรียบเทียบ
กับจีโนไทป์ TT โดยการใช้ค่าความเชื่อม่ันร้อยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งตับและ
กลุ่มผู้ที่มีสุขภาพดี จีโนไทป์CC+TC ( AOR=0.536, 95% CI=0.335–0.858, P=0.009) และ TC ( 

AOR=0.542, 95% CI=0.332–0.886, P=0.015) มีแนวโน้มที่จะลดความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งตับ
เม่ือเปรียบเทียบกับจีโนไทป์ TT (44) 

เม่ือศึกษาในประชากรไทยในผู้ป่วยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง 166 ราย ผู้ป่วย
ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 159 ราย ผู้ที่ไม่ติดเชื้อไม่เป็นมะเร็ง 167 รายของประชากรไทย 

เพ่ือดูความสัมพันธ์ของ SNPs การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและมะเร็งตับพบว่าประชากรที่ ศึกษามีจีโน
ไทป์ TT มากกว่าจีโนไทป์ CC ซ่ึงสอดคล้องเป็นไปตามฐานข้อมูลของ  SNPs database NCBI และ

เม่ือเปรียบเทียบจีโนไทป์และอัลลีลของ miRNA-149 (rs2292832) เพ่ือดูความสัมพันธ์กับการเกิด
มะเร็งตับผลคือไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  เปรียบเทียบความสัมพันธ์ miRNA-
149 (rs2292832) กับการเกิดมะเร็งตับของประเทศไทยและต่างประเทศสรุปดังตาราง  
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ตารางที่ 15 แสดงการเปรยีบเทยีบความสมัพันธ ์miRNA-149 (rs2292832) กับการ เกิดมะเร ็ง

ตับของประเทศไทยและต่างประเทศ  

MicroRNA 
(SNPs) 

Country Ethnicity Number 
Case / control  

Odd 
ratio 

95% CI    P value Association Allele/ 
genotype 

 
miR-149  

(rs2292832) 

 
Korean 

 

Thailand 

 
Asian 

 

Asian 
 

  
159 / 201 

  

   166 /  167 

  
0.536 
0.542 

  
(0.335–0.858)  0.009 
(0.332–0.886)  0.015 

                    > 0.05  

 
Reduce risk 
Reduce risk 

- 
 

 
CC+TC 

TC 

miR-101-1 (rs7536540) มีรายงานการแสดงออกของระดับไมโครอาร์เอ็นเอ  miR-101-1  
ลดลงจากปกติประมาณ 2 เท่าในเนื้อมะเร็ง และพบว่าการระดับการแสดงออกของ  miR-101-1   มี

ผลยับยั้งการรุกรานการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งตับในอาหารเลี้ยงเซลล์ (5) โดยรวมรายงานวิจัยที่
เก่ียวข้อง miR-101-1 อาจเป็นสาเหตุการเกิดมะเร็งตับและการติดเชื้อไวรัส ความสัมพันธ์ของความ

หลากหลายทางพันธุกรรมแบบเปลี่ยนล าดับเบส 1 ต าแหน่งหรือการเกิด SNPs บน miR-101-1 กับ
การก าจัดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งตับยังไม่เป็นที่แน่ชัด  

การศึกษา miR-101-1 (rs7536540) ในประชากรเกาหลีเพ่ือดูความสัมพันธ์กับการก าจัดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบี ความสัมพันธ์กับการพัฒนาของโรคตับแข็งและมะเร็งตับ จ านวน 1,439 ราย 

ประกอบด้วยกลุ่มควบคุมคือผู้ที่หายจากการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีโดยธรรมชาติ (Spontaneously 
recovered)  404 รายกลุ่มกรณีศึกษา แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือผู้ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 
313 ราย ผู้ที่ เป็นโรคตับแข็ง 305 ราย และผู้ที่ เป็นมะเร็งตับ 417 รายผลพบว่า miR-101-1 

(rs7536540) อาจจะมีความสัมพันธ์การเกิดตับแข็ง  (P = 0.02, OR = 0.63 in the dominant 
model) เม่ือเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรังที่ไม่เป็นตับแข็งและกลุ่มผู้

ที่เป็นตับแข็งและการเกิดมะเร็งตับ  (P = 0.02, OR = 0.79 in the co-dominant model ; P = 
0.003, OR = 0.63 in the dominant model) โดยเปรียบเทียบการเกิดมะ เร็งตับกับผู้ป่วยที่เป็น
ไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังและเป็นตับแข็ง (45) 

เม่ือศึกษาในประชากรไทยในผู้ป่วยมะเร็งตับที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรัง 166 ราย ผู้ป่วย
ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเรื้อรัง 159 ราย ผู้ที่ไม่ติดเชื้อไม่เป็นมะเร็ง 167 รายของประชากรไทย 

เพ่ือดูความสัมพันธ์ของ miR-101-1 (rs7536540) กับการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและมะเร็งตับพบว่า
เม่ือเปรียบเทียบจีโนไทป์และอัลลีลของ SNPs miR-101-1 (rs7536540) ไม่พบความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เปรียบเทียบความสัมพันธ์ miR-101-1 (rs7536540) กับการเกิดมะเร็งตับ
ของประเทศไทยและต่างประเทศสรุปดังตาราง  
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ตารางที่ 16  แสดงการเปรยีบเทยีบความสมัพนัธ ์miR-101-1 (rs7536540) กับการเกิดมะเรง็ตบั

ของประเทศไทยและต่างประเทศ  

MicroRNA 
(SNPs) 

year Country Ethnicity Number 
Case control  

Odd 
ratio 

95% CI    p value Association Allele/ 
genotype 

 
miR-101-1  
(rs7536540) 

 
2012 

 

 

 
Korean 

 

Thailand 

 
Asian 

 

Asian 
 

  
404 / 1,035 

  

 166  / 167 

  
0.79 

 

0.63 

  
 (0.65–0.97)   0.02 
 (0.46–0.85)   0.003 

                  > 0.05 

 
Reduce risk 
Reduce risk 

- 

 
CG vs CC+GG 
GG vs CC+CG 

 

แม้ว่าความสัมพันธ์ของ SNPs miRNA-149 (rs2292832) miR-499 (rs3746444) และ 
miR-101-1 (rs7536540) เม่ือน ามาค านวณหาค่า Chi-square จะไม่พบค่านัยส าคัญทางสถิติ แต่เม่ือ

พิจารณาจากค่าการค านวณช่วงความเชื่อม่ันปกติร้อยละ 95 (95% confidence interval) โดยที่
ความกว้างของช่วงจะบ่งชี้ความเที่ยงของการศึกษาโดยจะครอบคลุมค่าจริงของประชากร หากช่วงค่า  
95% CI คร่อม 1 จะพบว่าค่า p value มากกว่า 0.05 คือเม่ือท าการศึกษา  miRNA-149 

(rs2292832) พบว่ามีแนวโน้มจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคมะเร็งตับมากสุด โดยมีค่า  95% CI 
ใกล้เคียง 1 มากกว่า miR-499 (rs3746444) และ miR-101-1 (rs7536540) และควรดูค่า P value 

ประกอบการพิจารณา 

หากในอนาคตจะเลือก SNPs บนไมโครอาร์เอ็นเอเพ่ือศึกษาความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง

ตับ ควรพิจารณาจากว่า 95% CI, ค่า Odd ratio พิจารณายีนเป้าหมายของไมโครอาร์เอ็นเอเพ่ือดู
ความเก่ียวข้องกับกระบวนการภายในเซลล์ที่ เก่ียวข้องและน าไปสู่การเกิดมะเร็ง นอกจากนี้อาจ
เปลี่ยนกลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษาให้มีความแตกต่างจากกลุ่มประชากรที่ท าการศึกษาในประเทศ

อ่ืน ๆ เพ่ือลดปัจจัยในด้านขนาดกลุ่มประชากร อาจท าได้โดยการเปลี่ยนมาท าการศึกษาในกลุ่ม
ประชากรที่เป็นมะเร็งตับชนิดเดียวโดยอาจแบ่งเป็นขั้นของการเป็นมะเร็งหรือเลือกกลุ่มประชากรที่มี

เง่ือนไขที่ยังไม่ค่อยมีการศึกษาในกลุ่มประชากรอ่ืน เช่น การพิจารณาผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี
เรื้อรังและผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเรื้อรังและเป็นตับแข็งให้ชัดเจน และยิ่งไปกว่านั้นหากศึกษา  
SNPs หลายตัวท่ีมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับอาจเป็นประโยชน์อย่างมากต่อการใช้เป็นตัวชี้วัด

ทางชีวภาพร่วมกัน 
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โดยสรุปงานวิจัยนี้ท าการศึกษา  SNPs genotyping ของ miR-499 (rs3746444) , miRNA-
149 (rs2292832) และ miR-101-1 (rs7536540) เพ่ือหาความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งตับในกลุ่ม

ผู้ป่วยไทยที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี โดยเปรียบเทียบกับผู้ป่วยที่ ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีชนิดเ รื้อรัง 
(CHB) และผู้ที่มีสุขภาพดีไม่มีประวัติการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ไวรัสตับอักเสบซี ไวรัสเอชไอวี ไม่มี

ประวัติโรคมะเร็งและโรคที่เก่ียวกับตับ (Healthy) ซ่ึงจัดได้ว่าเป็นงานวิจัยแรกที่ศึกษายีน miR-499 
(rs3746444), miRNA-149 (rs2292832) และ miR-101-1 (rs7536540) ในประชากรไทย แต่จาก
ผลการศึกษาพบว่า ทั้ง 3 SNPs ไม่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดมะเร็งตับในประชากรไทยที่ระดับความ

เชื่อม่ัน 95 % อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังมีข้อจ ากัดในการศึกษาด้านอายุ และเพศที่มีความแตกต่าง
กันระหว่างกลุ่ม case และ control (P value < 0.05) จึงเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อผลการศึกษา 

(confounding factor) ท าให้ข้อมูลที่ได้มีความถูกต้องและความน่าเชื่อถือลดลง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
เป็นเพียงข้อมูลเบื้อ งต้นส าหรับการศึกษา SNPs ของ miR-499 (rs3746444), miRNA-149 
(rs2292832) และ miR-101-1 (rs753654) ที่อาจจะไม่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการติดตามการ

ด าเนินของโรคมะเร็งตับได้ในประชากรไทย ดังนั้นข้อเสนอแนะในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 
SNPs และการเกิดโรคมะเร็งตับ คือควรคัดเลือกประชากรทุกกลุ่มให้มีอายุ และเพศ สอดคล้องกัน 

รวมทั้งมีการซักประวัติการสูบบุหรี่ การด่ืมแอลกอฮอล์ ประวัติการเป็นโรคมะเร็งภายในครอบครัว
และประวัติทางคลินิก เพ่ือลดปัจจัยที่ส่งผลต่อผลการศึกษาซ่ึงจะเพ่ิมความถูกต้องและความน่าเชื่อถือ
ของข้อมูลที่ได้จากการศึกษา  
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ภาคผนวก 

การ เตร ียมสาร เคมี 

การ เตรยีมสาร 

 1 LB Agar 

 Agar   3.75  กรัม 

 Yeast Extract  1.25  กรัม 

 Tryptone  2.5  กรัม 

 NaCl   1.25  กรัม 

 น้ ากลั่น 250 มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121.5 °C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2. LB Broth 

 Yeast Extract  0.5  กรัม 

 Tryptone  1.0  กรัม 

 NaCl   0.5  กรัม 

 น้ ากลั่น   100  มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121.5 °C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

3. SOC Medium 

 Yeast Extract  0.5  กรัม 

 Tryptone  1.0  กรัม 

 NaCl   0.5  กรัม 

 น้ ากลั่น  100  มิลลิลิตร 
 น าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121.5 °C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาทีและใส่ 

2 โมลาร์ของ Mg2+, 2 โมลาร์ Glucose และ 1 โมลาร์ KCl 
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4. การ เตรยีม 5X TBE (Tris-Borate-EDTA Buffer) 

 Tris   54  กรัม 

 Boric Acid  27.5  กรัม 

 EDTA   4.16  กรัม 

 น้ ากลั่น   1000  มิลลิลิตร 
 

5. การ เตรยีม 2% (w/v) agarose gel 

 Agarose gel                 4     กรัม 

 1XTBE                        200  มิลลิลิตร 
ละลายด้วยความร้อนผสมให้เข้ากันจนกว่า agarose gel  
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย) :  นางสาวพรพิตรา  ประเทศรัตน์ 

เกิด :     30 มกราคม 2533 

สถานที่เกิด :    เชียงใหม่ 

E-mail address:  pornpitrapie@gmail.com 

ประวัติการศึกษา : 

 พ.ศ. 2551-2554  วิทยาศาสตร์บัณฑิต (วท.บ.) ภาควิชาชีวเคมี  

    คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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    หลักสูตรชีวเคมีทางการแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ 
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การเสนอผลงานรูปแบบ proceeding 

• หัวข้อ “Single Nucleotide Polymorphisms (rs3756444) on microRNA-499 
gene related to development of Hepatocellular carcinoma (HCC) in Thai patients 

• ชื่ อ ผู้ นิ พ น ธ์  Pornpitra Pratedrat, Jarika Makkoch, Kesmanee 
Praianantathavorn, Natthaya Chuaypen, Pisit Tangkijvanich, Sunchai Payungporn 

• น าเสนองานวิจัยในงานประชุม The 4th International Biochemistry and 
Molecular Biology Conference 2 0 1 4  “Bridging ASEAN Biochemical Research 
Communities” วั นที่ 2 -3  เมษา ยน 255 7 ณ โ รงแรม Rama Gardens Hotel & Resort 
กรุงเทพมหานคร 
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