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บทคัดยอ 
 
  ออทิซึม (Autism) เปนกลุมอาการที่มีความผิดปกตใินสามดานหลักคือ ดาน
สังคม ดานการสื่อสารทางภาษา และดานความสนใจที่จําเพาะซ้ําเดิม จากการศึกษา
ความสัมพันธและการถายทอดยีน GABRB3 บนแขนยาวของโครโมโซม 15 ตําแหนง q11-13 
ในผูปวยออทซึิม พบวายีน GABRB3 เปนปจจัยสงเสริมการเกิดภาวะออทิซึม ดังน้ันจึงศึกษา
ความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 144 ราย เทียบกับกลุม
ควบคุมจํานวน 251 ราย และศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 121 
ครอบครัว โดยผูปวยทุกรายตองผานการตรวจตามเกณฑการวินิจฉัย Diagnostic and 
Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition (DSM-ΙV) การศึกษานีเ้ลือกสนิปส 7 
ตําแหนงบนยนี GABRB3 (rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, 
rs4906683 และ rs2081648) ครอบคลุมบริเวณโปรโมเตอรถึงอินทรอน 8 การศึกษาแบง
ออกเปน 2 แบบคือ การศึกษาความสัมพันธระหวางสนิปสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม (Population base case control) และศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัว (Family 
based association) โดยใชวธิี Transmission Disequilibrium Test (TDT) การศึกษาโดยวธิ ี
Population base case control พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถี่อัลลีล 
และความถี่จีโนไทปของสนปิส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (อัลลลี: P 
= 0.004018; df = 1; จีโนไทป: P = 0.01347; df = 2) นอกจากนี้พบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317 (P = 0.04087; df = 2) และสนิปส 
rs3212333 (P = 0.0280; df = 2) ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม สวนการศึกษาการ
ถายทอดอัลลลีในครอบครัวไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของการถายทอดอัลลลี
ของสนิปสทุกตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม การศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิตขิองความถี่อัลลีล และความถี่จีโนไทปของสนปิสบางตําแหนงในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบ
กับกลุมควบคมุ แสดงใหเห็นวายีน GABRB3 อาจเปนยีนหนึ่งที่เปนปจจัยสงเสริมการเกิดภาวะ
ออทิซึมในเด็กไทย ในอนาคตควรศึกษาตัวอยางผูปวยที่มากขึ้นเพ่ือยืนยันผลการศึกษาในครั้งน้ี 
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ABSTRACT 
 

  Autism is a complex genetic neurodevelopmental disorder, characterized 
by impairment in social interactions and language and patterns of repetitive or 
stereotyped behaviors. Earlier association and linkage studies have shown that the γ-
aminobutyric acid type A receptor beta 3 subunit gene (GABRB3), located on the 
chromosome 15q11-q13, involved with autism. The aim of this study was to investigate 
the association study between GABRB3 gene and Thai children with autism. We 
analyzed SNPs of the GABRB3 gene in 144 patients with autism, comparing them to 
251 normal controls. Parents of 121 out of the 144 patients were also recruited into this 
study. The study used seven single-nucleotide polymorphisms (rs4906902, rs20317, 
rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 and rs2081648) from the promoter to 
intron 8 and two methods of association study, the population based case control 
method and the family based association based on the Transmission Disequilibrium Test 
(TDT). The population based case control study demonstrated that an allele at 
rs4542636 showed significant association with patients with autism (P = 0.004018; df = 
1). In genotypic distributions, there were significant differences between patients and 
controls at rs4542636 (P = 0.01347; df = 2). Moreover, genotypic distributions at 
rs20317 (P = 0.04087; df = 2) and rs3212333 (P = 0.0280; df = 2) were significant 
differences between patients and controls. The TDT found no significant association in 
autism families in all SNPs. Consequently, our findings suggest that the GABRB3 gene 
is associated with autism in Thai children. Further studies will be required to confirm an 
association.  
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104 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

ARX  = Aristaless Related Homeobox 
GABA  = γ-Amino Butyric Acid 
GABRA5 = γ-Amino Butyric Acid type A receptor alpha 5 
GABRG3 = γ-Amino Butyric Acid type A receptor grammar 3 
GABRB3 = γ-Amino Butyric Acid type A receptor beta 3 
PDDs  = Pervasive Developmental Disorders 
PDD-NOS = Pervasive Developmental Disorders-Not Otherwise  

    Specifide  
 APS  = ammonium persulfate 

ARMS  = amplification refractory mutation system 
RFLP  = Restriction Fragment Length Polymorphism 
dATP  = Deoxyadenosine triphosphate  
dCTP  = Deoxycytidine triphosphate  
dGTP  = Deoxyguanosine triphosphate 
dTTP  = Deoxythymidine triphosphate 
7-deaza-dGTP =  7-deaza- deoxyguanosine-5’-triphosphate 
dNTPs  = dATP+ dCTP+ dGTP+ dTTP 
DMSO  = dimethyl sulfoxide 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
EDTA  = ethylenediamine tetra-acetic acid, disodium salt 
PCR  = polymerase chain reaction 
RNA  = ribonucleic acid 
SNP  = single nucleotide polymorphism  
Taq  = Thermus aquaticus 
TAE  = Tris acetate, EDTA 
TBE  = Tris borate, EDTA 
et al.  = et ali (Latin) and others 
Het  = heterozygosity 
IQ  = intelligence quotient 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 

ml  = milliliter 
µM  = micromolar 
mM  = millimolar 
MR  =  mental retardation 
mRNA  = messenger ribonucleic acid 
ng  = nanogram 
OD  = optical density 
rpm  = rovolution per minute 
sec  = second (s) 
SDS  = sodium dodecyl sulfate 
TEMED = N, N, N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine 
U  = unit (s) 
UTR  = untranslated region 
MAF  = minor allele frequency  
min  = minute (s) 
µl  = microliter 
UV  = ultraviolet 
Kb  = kilobase pair (s) 
LD  = linkage disequilibrium 
M  = molar 
bp  = base pair(s) 
°C  = degree Celsius 
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บทที่  1 
บทนํา 

 
บทนําตนเรือ่ง 
 
  ออทิซึม (Autism) เปนภาวะความผิดปกติของสมองที่ทําใหเกิดความบกพรอง
ทางพัฒนาการในสามดานหลัก ไดแก ดานสังคม ดานภาษาและการสื่อสาร รวมถึงมีพฤติกรรม
และความสนใจจําเพาะซ้ําเดิม อาการเหลานี้เกิดในชวงตนของชวีิตมักเกิดกอนอายุ 3 ป 
อุบัติการณการเกิดโรคออทิซึมในคนไทยพบประมาณ 10 ในเด็ก 10,000 คน และมีแนวโนมจะ
เพ่ิมขึ้น ออทิซึมพบในเพศชายมากกวาเพศหญิงในอัตราสวน 4:1 จากการศึกษาพบรอยละ 75 
ของผูปวยออทิซึมมีภาวะปญญาออน และรอยละ 30 มีอาการชักรวมดวย ในปจจุบันยังไมทราบ
สาเหตุของการเกิดภาวะออทิซึมที่ชัดเจน แตพบรอยละ 10 ของผูปวยออทิซึมมีสาเหตุมาจาก
ความผิดปกตขิองยีนเด่ียว ความผิดปกตขิองโครโมโซม การติดเชื้อระหวางตั้งครรภ หรือปจจัย
ทางพันธุกรรมรวมกับสิ่งแวดลอม (Multifactorial inheritance) สวนรอยละ 90 ของผูปวยออทิ
ซึมยังไมทราบสาเหตุ (idiopathic) การศึกษาความสมัพันธของยีนกับการเกิดภาวะออทิซึม พบ
ยีนมากกวา 10 ตําแหนงที่เกี่ยวของ เชน ยีน FMR1, RELN, MECP2, GABRB3, NLGN3 และ 
NLGN4X เปนตน 
  การศึกษาสวนหนึ่งพบความไมสมดุลของสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง GABA 
neurotransmitter system ในผูปวยออทิซึม คือ มีปริมาณสารสื่อประสาทแบบยับยั้ง GABA 
(Gamma-Amino Butyric Acid) ในพลาสมาและสมองสูงกวากลุมควบคุม และพบการทํางานของ 
GABA receptors ในสมองของผูปวยออทิซึมลดลง เม่ือกลไกการทํางานของสารสื่อประสาทแบบ
ยับยั้งผิดปกตไิป สงผลใหสมองถูกกระตุนมากจนไมสามารถควบคุมกลไกการทํางานตามปกติ
ได จากการศึกษาพบยีน GABA  type A receptors บางตําแหนงเปน candidate gene ของ
ภาวะออทิซึมดวย GABA type A receptor เปน chloride channels ที่ทํางานรวมกับสารสือ่
ประสาทแบบยับยั้ง GABA ในระบบสมองสวนกลางของสัตวเลี้ยงลกูดวยนม เน่ืองจาก GABA 

type A receptor มีหลายหนวยยอย ที่สรางขึ้นจากยีนหลายตําแหนงบนโครโมโซม 4, 5, 6, 15 
และ X พบความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 บนแขนยาวของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-
13 กับภาวะออทิซึม คือ พบผูปวยออทิซึมรอยละ 1-5 มีการเพิ่มขึ้นของชิ้นสวนยีนตําแหนงน้ี
เปนสองเทา (Duplication) และพบการหักของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q13.3 แลวกลบัมา
เชื่อมตอกัน (Isodicentric chromosome 15) จากการศึกษาจีโนมไวดสแกน (Genome wide 
scans) การศึกษาความสัมพันธ (Association analysis) และการถายทอดในครอบครัว (linkage 
analysis) โดยใชไมโครแซทเทลไลท (microsatellite) และ สนิปส (single nucleotide 
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polymorphisms; SNP) สนับสนุนความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับการเกิดภาวะออทิซึม
มากขึ้น 

 การศึกษาครั้งน้ีจึงสนใจศึกษาความสัมพันธ (Association analysis) ของยีน 
GABRB3 ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม โดยแบงลักษณะของการศึกษาออกเปน 2 แบบ คือ 
การศึกษาความสัมพันธโดยการเปรียบเทียบความแตกตางของความถี่อัลลีล และความถี่ของจี
โนไทปในกลุมประชากรที่เปนโรคเทียบกับกลุมประชากรปกต ิ (Population base case control) 
และวเิคราะหการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึม (Family based association) โดย
วิธีการ Transmission Linkage Disequilibrium (TDT) ซ่ึงใชสนิปสที่ครอบคลุมทัว่ทั้งยีน 
GABRB3  
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การตรวจเอกสาร 
 
ออทิซึม 
 

 ออทิซึม (Online Mendelian in Man, OMIM 209850) เปนกลุมอาการที่มี
ความผิดปกตใิน 3 ดานหลัก คือ ดานสังคม ดานการสื่อสารทางภาษา และมีพฤติกรรมหรอื
ความสนใจจําเพาะซ้ําเดิม อาการดังกลาวขางตนมักแสดงออกกอนอายุ 3 ป สวนกลุมอาการที่มี
การแสดงออกของภาวะออทิซึมไมครบเกณฑวินิจฉัยทั้ง 3 ดานหลัก และมีการแสดงอาการเมื่อ
อายุมากกวา 3 ปขึ้นไป เรียกผูปวยในกลุมน้ีวา Pervasive developmental disorder not 
otherwise specified (PDD-NOS) ปจจุบันจึงมักเรียกกลุมอาการออทิซึมที่มีความรุนแรง
แตกตางกันวา Autism Spectrum Disorders (ASD) การศึกษาพบเด็กในกลุมอาการออทิซึม มี
ระดับความสามารถ หรือระดับสติปญญาตั้งแตต่ํากวาปกติมากไปจนถึงความสามารถสูงกวาคน
ทั่วไป 

 ในป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Fombonne ไดรวบรวมขอมูลความชุกของภาวะ
ออทิซึมทั่วโลกในชวงป พ.ศ. 2509 ถึงป พ.ศ. 2536 (ค.ศ. 1966-1993) มีคาเฉลีย่ของความชกุ
เทากับ 3-5 คน ตอประชากร 10,000 คน และในชวงป พ.ศ. 2537 ถึงป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 1994-
2003) พบคาเฉลี่ยของความชุกเพิ่มขึ้นเปน 7-10 คน ตอประชากร 10,000 คน และพบอัตรา
การเกิดภาวะออทิซึมในผูชายมากกวาผูหญิงในอัตราสวน 4:1 (Fombonne, 2003; Fombonne, 
2005) สําหรับในประเทศไทย กรมสุขภาพจิตไดศึกษาความเสี่ยงตอการเกิดภาวะออทิซึมในเดก็
อายุ 1 ป ถึง 5 ป ที่มาตรวจสุขภาพในคลินิกสุขภาพเด็กของโรงพยาบาลและสถานีอนามัยทั่ว
ประเทศ พบความชุกของการเกิดภาวะออทิซึม เทากับ 6 คน ตอประชากร 10,000 คน และมี
รายงานความชุกของภาวะออทิซึมในประเทศไทยประมาณ 10 คน ตอประชากร 10,000 คน 
(Poolsupasit et al., 2005) จะเห็นไดวาจํานวนผูปวยออทิซึมเพ่ิมขึ้น ซ่ึงอาจเกิดจากเกณฑการ
วินิจฉัยที่ครอบคลุมอาการของโรคมากขึ้น มีความแมนยําและรวดเร็ว รวมทั้งการใหความรูที่
แพรหลายมากกวาเดิม เกณฑในการวินิจฉัยกลุมอาการออทิซึมมีหลายแบบที่เปนมาตรฐาน เชน 
การวินิจฉัยดวยลักษณะทางคลินิกตามเกณฑของ American Psychiatric Association Manual 
of Psychiatric Diseases, 4th edition (DSM-IV) แบบสัมภาษณ Autism Diagnostic Interview-
Revises (ADI-R) หรือแบบสังเกตพฤติกรรม Autism Diagnostic Observation Schedule 
(ADOS) เปนตน  

 ในปจจุบันไมทราบสาเหตุของการเกิดออทิซึมที่ชัดเจน แตรอยละ 10 ของผูปวย
ออทิซึมมีสาเหตุมาจากความผิดปกติของยีนเด่ียว ความผิดปกตขิองโครโมโซม ความเสีย่ง
ระหวางการตัง้ครรภ หรือการคลอดของมารดา เชน มารดาเปนหัดเยอรมันในระยะตั้งครรภ มี
การบาดเจ็บกอนคลอด ระหวางคลอด หรือหลังการคลอด สวนรอยละ 90 ของผูปวยออทิซึมยัง
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ไมทราบสาเหตุ (idiopathic) โรคทางพันธุกรรมที่พบวามีอาการออทิซึมรวม คือ กลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ (Fragile X syndrome) กลุมอาการเรตต (Rett syndrome) กลุมอาการทู
เบอรัสสเครอโรซิส (Tuberous sclerosis complex) สาเหตุที่สําคัญของการเกิดภาวะออทิซึม คือ 
พันธุกรรมรวมกับสิ่งแวดลอม (Multifactorial inheritance) จากการศึกษาพบปจจัยทาง
พันธุกรรมเปนปจจัยสําคัญเกี่ยวของกับการเกิดภาวะออทิซึม เพราะพบออทิซึมในคูแฝดรวมไข 
(monozygotic twins) ทั้งสองคนมากถึงรอยละ 60-91 แตพบการเกดิภาวะออทิซึมในแฝดตางไข 
(dizygotic twins) ทั้งสองคนเพียงรอยละ 0-10 (Freitag et al., 2007) เน่ืองจากรอยละ 75 ของ
ผูปวยออทิซึมมีภาวะปญญาออน และรอยละ 30 มีภาวะชักรวมดวย การกลายพันธุของยีน ARX 
เปนสาเหตขุองภาวะปญญาออนรวมกับอาการชัก จึงเชื่อวาการกลายพันธุของยีน ARX อาจ
สัมพันธกับการเกิดภาวะออทิซึม การศึกษานี้จึงสนใจตรวจกรองการกลายพันธุของยีน ARX ใน
ผูปวยออทิซึมกอนทําการศกึษาในขั้นตอนตอไป 
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ยีน ARX 
 
  ยีน Aristaless Related Homeobox (ARX) เปนโปรตีนในกลุม paired class of 
homeoprotein ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1997 เกี่ยวของกับกลไกการควบคมุการแสดงออก
ของยีน (Activating or Repressing transcription) ในตอนตนของการพัฒนาการของสมอง และ
พัฒนาการของระบบประสาทสวนกลาง ยีน ARX พบบนแขนสั้นของโครโมโซมเอกซในตําแหนง 
22.1 (Xp22.1) มีขนาดประมาณ 12.5 กิโลเบส ประกอบดวย 5 เอกซอน ควบคุมการสราง
โปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 562 ตําแหนง จากการศึกษาดวยวิธี Northern blotting 
analysis พบโปรตีน ARX แสดงออกมากในสมองของเด็ก และลดลงในสมองผูใหญ นอกจากนี้
พบการแสดงออกของโปรตีนขางตนในอวัยวะอ่ืนๆ เชน หัวใจ กลามเนื้อ และตับ (Ohira et al., 
2002)  การศกึษาโดยหยุดการทํางานของยีน ARX (knockout) ในหนู พบหนูคลอดกอนกําหนด
และตายในเวลาถัดไป หนูมีขนาดสมองที่เล็กกวาปกติ รวมทั้งความผิดปกติของ Olfactory 
bulbs และ testes นอกจากนี้พบกระบวนการสรางสารสื่อประสาทแบบยับยั้งลดลงในตําแหนง 
ventricular zone ซ่ึงอาจสงผลตอการทํางานของกระบวนการสรางสารสื่อประสาทแบบยับยั้งใน 
GABAergic interneuron (Kitamura et al., 2002) 
  จากการศึกษาพบการกลายพันธุแบบการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนอะลานิน
จํานวน 8 ตัว ในตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 428 ถึง 451 (c.428_451 duplication; 24 bp) ในเอก
ซอน 2 ของยีน ARX เปนการกลายพันธุที่พบไดบอย (common mutation) ซ่ึงพบมากถึงรอยละ 
60 ของการกลายพันธุที่พบทั้งหมด และการกลายพันธุที่พบไดบอยน้ีพบรวมกับการกลายพันธุ
แบบอ่ืนๆ รวมถึงรอยละ 90 ในเอกซอน 2 ของยีน ARX การกลายพันธุของยีน ARX พบในกลุม
ผูปวยที่มีภาวะปญญาออน ผูปวยโรค Partington syndrome และผูปวย Infantile spasms ที่มี
การถายทอดในครอบครัว ซ่ึงผูปวยบางรายมีอาการออทิซึมรวมดวย (Stromme et al., 2002) 
(ดังแสดงในตารางที่ 1-3) สวนการกลายพันธุที่พบในเอกซอนอื่นๆ บนยีน ARX มักพบในผูปวย
กลุมที่มีโครงสรางสมองผิดปกติรวมกับอวัยวะเพศกํากวม (Sherr, 2003) เปนตน 
  เน่ืองจากผูปวยออทิซึมสวนใหญมีภาวะปญญาออนรวมดวย และการกลายพันธุ
ของยีน ARX เปนสาเหตุของการเกิดภาวะปญญาออน รวมทั้งพบผูปวยบางรายที่มีการกลาย
พันธุของยีน ARX มีอาการของออทิซึมรวมดวย จึงเชื่อวาการกลายพันธุของยีน ARX อาจ
สัมพันธกับการเกิดภาวะออทิซึม การกลายพันธุของยีน ARX เปนโรคพันธุกรรมยีนดอยบน
โครโมโซมเอกซ (X-Linked Recessive; XLR) กลาวคือผูปวยสวนใหญเปนเพศชายที่มีแม และ
ผูหญิงคนอ่ืนๆ ในครอบครัวเปนพาหะของโรค การศึกษานี้จึงสนใจตรวจการกลายพันธุใน      
เอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายทีมี่ภาวะออทิซึมกอนทําการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
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ตารางที่ 1. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ที่พบในผูปวยที่มภีาวะปญญาออน และมี
การถายทอดทางพันธุกรรมแบบยีนดอยบนโครโมโซมเอกซ (คัดลอกจาก Gecz J et al., 
2006) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

c.98 T>C NS-XLMR Missense 1 Gecz et al., 2006 1 
c.112 C>T NS-XLMR Missense 1 Gecz et al., 2006 
c.304 ins 
(GCG)3 

NS-XLMR Insertion 1 Gecz et al., 2006 

c.304 ins 
(GCG)2 

NS-XLMR Insertion 1 Gecz et al., 2006 

c.304 ins 
(GCG)1 

NS-XLMR Insertion 2 Gecz et al., 2006 

c.333_334 
ins(GCG)7 

XLMR Duplication 6 Gecz et al., 2006 

c.428_451 dup NS-XLMR Duplication 20 Gecz et al., 2006, 
Stromme et al.,2002 

c.428_451 dup XLMR Duplication 1 De Souza Gestinari-
Duarte et al., 2006 

c.428_451 dup XLMR Duplication 18 Szczaluba et al., 
2006 

c.428_451 dup NS-XLMR Duplication 2 Rujirabanjerd et al., 
2007 

c.429_452 del NS-XLMR Deletion 1 Gecz et al., 2006 

2 

c.431_454 del NS-XLMR Deletion 1 Gecz et al., 2006 
ตัวยอแสดง NS-XLMR; Non-Syndromic X-Linked Mental Retardation, XLMR; X-Linked 
Mental Retardation 
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ตารางที่ 1. (ตอ) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

c.488 A>G NS-XLMR Missense 1 Gecz et al., 2006 
c.448_456 del NS-XLMR Deletion 1 Gecz et al., 2006 

2 

c.856 G>A NS-XLMR Missense 1 Gecz et al., 2006 
c.1074-3T>C XLMR variant 1 De Souza Gestinari-

Duarte et al., 2006 
4 

c.1347C>T, 
(p.G449G) 

XLMR silent 2 De Souza Gestinari-
Duarte et al., 2006 

รวม - - - 61 - 
ตัวยอแสดง NS-XLMR; Non-Syndromic X-Linked Mental Retardation, XLMR; X-Linked 
Mental Retardation 
 
ตารางที่ 2. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ที่พบในผูปวย Partington syndrome 
(คัดลอกจาก Gecz J et al., 2006) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

2 c.428_451 dup PRTS Duplication 2 Gecz et al., 2006 
ตัวยอแสดง PRTS; Partington syndrome 
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ตารางที่ 3. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ที่พบในผูปวยโรคลมชักแบบ West 
syndrome/Infantile spasms X-linked syndrome (WS/ISSX) 
(คัดลอกจาก Gecz J et al., 2006) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

c.298_330 
dup(GCG)9 

Infantile 
epileptic 

Duplication 2 Kato et al., 2007 

c.304 ins 
(GCG)7 

ISSX Insertion 3 Gecz et al., 2006 

c.333_334 
ins(GCG)7 

ISSX Insertion 6 Guerrini et al., 2007 

c.335_336 
ins(GCG)7 

ISSX Insertion 1 Wallerstein et al., 
2008 

c.428_451 dup ISSX Duplication 2 Gecz et al., 2006 

2 

c.447G>C ISSX silent 2 Wallerstein et al., 
2008 

IVS 4-816_EX5701  
del 

ISSX Deletion 1 Gecz et al., 2006 4 

c.1465 delG 
(Fs491X) 

ISSX Nonsense 1 Wallerstein et al., 
2008 

รวม - - - 18 - 
 ตัวยอแสดง ISSX; Infantile Spasms X-linked syndrome 
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GABA receptors (Gamma-Amino Butyric Acid receptor) 
 
  การศึกษาสวนหนึ่งพบการทํางานที่ผิดปกติของระบบสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง 
GABA neurotransmitter system ในผูปวยออทิซึม คือ มีปริมาณ GABA (Gamma-Amino 
Butyric acid) ในพลาสมาและสมองสูงกวากลุมควบคมุ (Dhossche et al., 2002; Hussman, 
2001) และพบการทํางานของโปรตีน GABA type A receptors ในสมองของผูปวยออทิซึมลดลง 
(Fatemi et al., 2009; Blatt et al., 2001) สงผลใหสมองถูกกระตุนมากจนไมสามารถควบคุม
กลไกการทํางานตามปกติได รวมทั้งพบยีน GABA type A receptors บางตําแหนงเปน 
candidate gene ของออทิซึม เชนยีน GABA type A receptors beta 3 (GABRB3) และยีน 
GABA type A receptors alpha 4 (GABRA4) เปนตน 
  Gamma-Amino Butyric Acid receptor (GABA receptors) เปนโปรตีน 
receptor ที่พบบริเวณเยื่อหุมเซลลประสาทของ postsynaptic ทําหนาที่เปน Ion-channel-linked 
receptor หรือที่เรียกอีกอยางหนึ่งวา transmitter-gate ion channel โดยโปรตีน receptor 
ประเภทนี้มีกลไกการทํางานที่ไมซับซอน คือ ทําหนาที่ในการเคลื่อนยายสารสื่อประสาทใหผาน
เขาออก synapses อยางรวดเร็ว ในกรณขีองเซลลในระบบประสาท โปรตีน receptor ทําหนาที่
สงผานสัญญาณเคมีในรูปสญัญาณสื่อกระแสประสาท (neurotransmitter) ใหเคลื่อนไปตามเอก
ซอน (exon) กอนที่สัญญาณนั้นจะถูกเปลี่ยนใหมาอยูในรูปสัญญาณทางไฟฟา กอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงความตางศกัยในเยื่อหุมเซลลของเซลลเปาหมาย เม่ือสารสื่อประสาทจับกับโปรตีน 
receptor เกิดการกระตุนใหมีการปดและเปดของชองสําหรับไอออนอิสระแตละชนิด เชน Na+, 
K+, Ca2+ หรือ Cl- ใหสามารถผานเยื่อหุมเซลลเขาสูเซลลอยางรวดเร็ว GABA receptors ทํางาน
รวมกับสารสือ่ประสาทแบบยับยั้งที่พบในสมองและจอตา เรียกวา GABA (Gamma-Amino 
Butyric Acid) ซ่ึงเปนสารสื่อประสาทที่หลั่งออกมาจากปลายประสาทดาน presynaptic 
inhibition และรวมตัวกนัอยางจําเพาะกับสารสื่อประสาทแบบยับยั้ง GABA ที่สรางจาก
กระบวนการ decarboxylation ของกลูตาเมท โดยเอนไซม glutamate decarboxylase (GAD) 
(ดังแสดงในรูปที่ 1) ซ่ึงพบอยูในปลายประสาทของสมอง 
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รูปที่ 1. แสดงการสังเคราะหสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง GABA 
(www.rpi.edu/~bellos/new_page_2.htm) 
 
  GABA receptors แบงเปน 3 ชนิด คือ GABA type A receptors (GABAA) 
GABA type B receptors (GABAB) และ GABA type C receptors (GABAC) ดังแสดงในรูปที่ 2  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 Gamma-Amino Butyric Acid type A receptor (GABAA receptor) เปน 
GABA receptor ที่พบมากที่สุดในสมอง GABAA receptor เปน ionotropic receptor ซ่ึงมี
ลักษณะแบบ transmembrane heteroligomeric protein (ดังแสดงในรูปที่ 2) ทําหนาที่เปน
ทางผานของคลอไรดไอออนเขาสูเซลลประสาท (chloride ion channel) กระบวนการสังเคราะห
และรวมตัวกนัเปน GABAA receptor เกิดขึ้นในเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic 
reticulum) สงตอไปยังกอจิคอมเพลกซ (golgi apparatus) และขนสงไปยังเยื่อหุมเซลลประสาท

รูปที่ 2. แสดงลักษณะของ GABAA GABAC และ GABAB receptors 
(http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/physiol/GABA/GABAR_structure.htm) 

D 

ddddddddd  
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ตัวรบั กระบวนการนี้ตองอาศัยโปรตีนและกระบวนการตางๆ ที่ซับซอน GABAA receptor 
ทํางานรวมกับสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง GABA (inhibitory neurotransmitter) ที่เขาจับใน
ตําแหนงรอยเชื่อมตอระหวางหนวยยอยของ α และ β (Jacop et al., 2008) เม่ือเกิดการรวมตัว
กันสงผลกระตุนให receptor เปดออก คลอไรดไอออนไหลเขาสู postsynaptic ในปริมาณมาก
สงผลใหเกิดกระบวนการไฮเปอรโพลาไรเซชั่น (hyperpolarization) เกิดการยับยั้งการทํางาน
ของสารสื่อประสาทอยางรวดเร็ว GABAA receptor มีตาํแหนงจําเพาะตอการทํางานของสารเคมี
และยาในกลุม benzodiazepines, barbiturates, anesthetics และ alcohols (Ma DQ and 
DeLong R, 2005) ซ่ึงเปนยาที่ใชในการระงับประสาท ทําใหกลามเน้ือคลายตวั ระงับอาการชัก
และทําใหหลบัสบาย จากการศึกษาระดบัโมเลกุลพบ GABAA receptor เปน heteropentameric 
complex แบงเปน 8 กลุม คือ แอลฟา (α),  บีตา (β), แกมมา (γ),  เดลตา (δ), เอปไซลอน 
(ε), เซตา (θ),  พาย (π) และ โร (ρ) ที่มีทั้งหมด 19 หนวยยอย (ดังแสดงในตารางที่ 4) คือ 
α1−6, β1−3, γ1−3, δ, ε, θ, π และ ρ1-3 แมวา GABA receptor มีหลายหนวยยอย แต
สวนประกอบหลักของ GABAA receptor ที่พบมาก คือ  2 หนวยยอยของ α,  2 หนวยยอยของ 
β และ 1 หนวยยอยของ γ สวนรูปแบบอ่ืนที่พบรองลงมา คือ αβγ, αβε,  αβπ หรือ αβρ 
(Steiger JL. And Russek SJ., 2004) ดังแสดงในรูปที่ 3 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
โดยยีนที่สรางโปรตีนเหลานีอ้ยูบนโครโมโซมที่แตกตางกันแสดงในตารางที่ 4 (Glatt et al., 
1997) GABAA receptor ประกอบดวยหนวยยอยทีแ่ตกตางกัน โดยแตละหนวยยอยมีหนาที่
แตกตางกันและสรางขึ้นในชวงอายุการเจริญเติบโตทีแ่ตกตางกัน (Laurie et al., 1992)  
 
 
 
 

      a            b                c  
รูปที่ 3. แสดงรูปแบบ (isoforms) ของ GABAA receptor แบบตางๆที่พบในสมองของสัตว 
(http://www.biochemsoctrans.org/bst/034/0868/bst0340868f02.htm?resolution=HIGH) 
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ตารางที่ 4. แสดงยีนที่สรางโปรตีน GABAA receptor บนโครโมโซมในตําแหนงตางๆ 
 
โครโมโซม ตําแหนง หนวยยอยของยีน GABA receptor 
โครโมโซม 4 p14-q12 α2, α4, β1 และ γ1 
โครโมโซม 5 q31.1-q33.2 α1, α6, β1 และ γ2 
โครโมโซม 6 q14-q12 ρ1 และ ρ2 
โครโมโซม 15 q11-q13 α5, β3 และ γ3 
โครโมโซม X q28 α3, ε และ δ 

 
  Gamma-Amino Butyric Acid type B receptor (GABAB receptor) เปน G 
protein-coupled receptors (GPCRs) หรือ seven transmembrane domain receptors มี
โครงสรางหลักประกอบดวย polypeptide เพียงเสนเดียวทีข่ดตัวขึ้นลงในเยื่อหุมเซลลประสาทใน 
postsynaptic เปนจํานวน 7 ครั้ง ตัว GABAB receptor ไมไดเปนทางผานของไอออน แตมีการ
สงสัญญาณผาน second messenger (G-protein) เพ่ือไปควบคุมการปดและเปดชองไอออนตัว
อ่ืน GABAB receptor ประกอบดวย 2 หนวยยอย คอื GBR1 และ GBR2 พบไดทั้งในเยื่อหุม
เซลลประสาทตัวสง และเย่ือหุมเซลลประสาทตวัรับ โดยทําหนาที่เปนทางผานของ potassium 
ion ในเยื่อหุมเซลลประสาทตัวรบั และเปนทางผานของ calcium ion ในเยื่อหุมเซลลประสาทตัว
สง เน่ืองจาก GABAB receptor มีกลไกการทํางานที่ซับซอน จึงทํางานชากวา GABAA receptor 
การศึกษาพบการกลายพันธุของยีน GABAB receptor สัมพันธกับผูปวยที่มีอาการชักโดยไม
ทราบสาเหตุ (Idiopathic generalized epilepsy) (Simeone et al., 2003; Sander et al., 1999)  

 Gamma-Amino Butyric Acid type C receptor (GABAC receptor) เปนโปรตีน 
receptor ที่ถกูคนพบขึ้นใหม ทําหนาที่เปน chloride channels เชนเดียวกับ GABAA receptor 
แตกลไกการทํางานของ receptor ชนิดนี้ มีกลไกการทํางานชาเชนเดียวกบั GABAB receptor 
พบ GABAC receptor ประกอบดวย 3 หนวยยอย คอื ρ1-3 แสดงออกมากใน retinal neurons 
และบางตําแหนงในสมอง แตพบ GABAC receptor มีบทบาทสําคญัในกระบวนการสงสัญญาณ
ในเยื่อชั้นในของลูกตา (Qian and Dowling, 1994) จึงไมนาจะสัมพันธตอการเกิดออทิซึม 
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ยีน GABA type A receptor (GABRB3 GABRA5 และ GABRG3) บนโครโมโซม 15 
 

 จากการศึกษาโดยวิธี Cytogenetics พบการกลายพันธุแบบการเพิม่ชิ้นสวนของ
ยีนเปนสองเทาบนโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-13 (Duplication) ที่ถูกถายทอดมาจากแม 
และพบการหกัของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q13.3 แลวกลบัมาเชื่อมตอกันบนโครโมโซม 15 
(Isodicentric chromosome 15) ซ่ึงพบประมาณรอยละ 1-5 ในผูปวยออทิซึมทัง้หมด (Freitag 
CM, 2007; Koochek et al., 2006; Battaglia, 2005; Lord et al., 2000; Bass et al., 1999) 
นอกจากนี้พบการขาดหายของชิ้นสวนยนีบนโครโมโซม 15 ตําแหนง q11-13 สงผลใหกลไกการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนเปลี่ยนไป ขึ้นอยูกับวายีนที่ขาดหายไปนั้นไดรับมาจากบิดาหรือ
มารดาเปนสาเหตุสําคัญโรค Prader-Willi Syndrome (MIM 176270) และโรค Angleman 
Syndrome (MIM 105830) ซ่ึงพบผูปวยในกลุมดังกลาวขางตนมีอาการออทิซึมรวมดวย 
(Curran et al., 2006; McCauley et al., 2004) ยีน GABA receptor บนโครโมโซม 15q11-13 
ประกอบดวย 3 หนวยยอย คือ ยีน GABA type A receptor alpha 5 (GABRA5), ยีน GABA 
type A receptor grammar 3 (GABRG3) และยีน GABA type A receptor beta 3 (GABRB3) 
จากการศึกษาจีโนมไวดสแกน (Genome wide scans) (Philippe et al., 1999) การศึกษา
ความสัมพันธ (Association analysis) และการถายทอดในครอบครัว (linkage analysis) โดยใช
ไมโครแซทเทลไลท และสนิปส (ดังแสดงในรูปที ่ 4) สนับสนุนความสัมพันธระหวางยีน 
GABRB3 บนโครมโซม 15 กับภาวะออทซึิม  
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รูปที่ 4. แสดงตําแหนงไมโครแซทเทลไลต และสนิสปที่ใชในการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางยีน GABA receptor (GABRB3, GABRG3, GABRA5) บนโครโมโซม 15 กับภาวะ
ออทิซึม (คัดลอกจาก McCauley et al., 2004) 
 
  ยีน GABA type A receptor alpha 5 (GABRA5) อยูบนแขนยาวของโครโมโซม 
15 ในตําแหนง q11.2-q12 ประกอบดวย 11 เอกซอน มีความยาวประมาณ 86 กิโลเบส จาก
การศึกษาพบเอกซอน 1 ของยีน GABRA5 ประกอบดวย 3 สวนยอย คือ เอกซอน 1a, 1b, 1c 
โดยเอกซอน 2 ของยีนน้ีเปนบริเวณที่ไมมีรหัสการสรางโปรตีน (non-coding DNA) และมี
ตําแหนงที่เริ่มการสังเคราะหโปรตีนในเอกซอน 3 (Glatt et al., 1997) พบการแสดงออกของยีน 
GABRA5 มากใน Hippocampus แตไมพบใน Cerebellum ของเด็กและผูใหญ (Kim et al., 
2006; Laurie et al., 1992) จากการศกึษาความสัมพันธระหวางยีน GABA type A receptor 
(GABRB3, GABRA5 และ GABRG3) กับภาวะออทิซึม พบเฉพาะความสัมพันธระหวางยีน 
GABRB3 และ GABRA5 กับภาวะออทิซึม (McCauley et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบ
ความสัมพันธระหวางยีนตําแหนงน้ีกับโรคทางระบบประสาทอื่นๆ ดวยเชนกนั เชน โรค 
schizophrenia และ biopolar (Otani et al., 2005; Papadimitriou et al., 2001) 

 ยีน GABA type A receptor grammar 3 (GABRG3) ประกอบดวย 5 เอกซอน 
ที่มีความยาวประมาณ 52.33 กิโลเบส อยูบนแขนยาวของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-q13 
เชนเดียวกบัยนี GABRB3 และ GABRA5 โดยยีน GABRG3 หางจากยีน GABRA5 ประมาณ 
35 กิโลเบส และหางจากยีน GABRB3 ประมาณ 100 กิโลเบส จากการศึกษาพบการแสดงออก
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ของยีน GABRG3 เพียงเล็กนอยใน Hippocampus ทั้งในเด็กและผูใหญ (Laurie et al., 1992) 
การศึกษาความสัมพันธของยีน GABA receptor (GABRB3, GABRA5 และ GABRG3) บน
โครโมโซม 15 โดยใชสนิปส 3 ตําแหนงบนยีน GABRB3 สนิปส 4 ตําแหนงบนยีน GABRA5 
และสนิปส 9 ตําแหนงบนยีน GABRG3 กับผูปวยออทิซึม พบเฉพาะความสัมพันธของยีน 
GABRG3 กับผูปวยออทิซึม (Menold et al., 2001) นอกจากนี้พบความสัมพันธของยีนตําแหนง
น้ีกับโรคภาวะติดแอลกอฮอล (alcohol dependence) (Dick et al., 2004) 

 ยีน GABA type A receptor beta 3 (GABRB3) อยูบนแขนยาวของโครโมโซม 
15 ในตําแหนง q11.2-q12 ประกอบดวย 9 เอกซอน มีความยาวประมาณ 250 กิโลเบส จาก
การศึกษาพบโปรตีน GABRB3 มี 2 รูปแบบ (isoform) เน่ืองมาจากเอกซอน 1 ของยีน 
GABRB3 มี 2 สวน ประกอบดวย เอกซอน 1a และเอกซอน 1 (ดังแสดงในรูปที่ 5) การ
แสดงออกของโปรตีน GABRB3 ทั้งสองรูปแบบพบมากในสมองของมนุษย แต β3-mRNA 
isoform 2 ซ่ึงประกอบดวยเอกซอน 1a พบมากในสมองของทารก และพบไดนอยในสมองสวน 
hippocampus ของผูใหญ ในขณะที ่β3-mRNA isoform 1 พบกระจายทั่วไปในสมอง แสดงให
เห็นวา β3-mRNA isoform 2 มีความสําคัญตอการพฒันาการของสมองในวัยเด็ก จากการศึกษา
พบการแสดงออกของยีน GABRB3 ในสมองลดลง ทําใหจํานวนของ GABAA receptor ใน 
thalamic reticular neurons ลดลงดวย แสดงวา β3 subunit มีความสําคัญตอการสราง GABAA 
receptors ในชวงตนของการพัฒนาการของสมอง (Urak et al., 2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5. แสดง β 3-mRNA isoform 1 และ 2 ของยีน GABRB3 โดยกลองสีดํา คือ ตําแหนง
เอกซอน (ดัดแปลงจาก Urak et al., 2006) 

 

 
 
 
 
 

Genomic 

β 3-mRNA isoform 2 

β 3-mRNA isoform 1 a. 

b. 

1 1a 2 3 4 10 

1 1a 2 3 4 10 
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 จากการศึกษาความสัมพันธโดยใชสนิปสครอบคลุมทัว่ทั้งยีน GABA receptor 
(GABRB3, GABRG3 และ GABRA5) กับภาวะออทิซึม พบความสมัพันธระหวางยีน GABRB3 
กับภาวะออทซึิม (McCauley et al., 2004) เน่ืองจากยีน GABRB3 เกี่ยวของกับการพัฒนาการ
ของสมองในตอนตนของการเจริญเติบโต การศึกษาสวนมากเลือกศึกษาและพบความสัมพันธ
ระหวางยีนตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม (Curran et al., 2006; McCauley et al., 2004) 
นอกจากนี้พบความสัมพันธระหวางยีนตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึมในชาวเกาหลี (Kim et al., 
2006) 

 
การศึกษาความสัมพันธของยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึม 
 
  จากการศึกษายืนยันความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึม โดย
ใชไมโครแซทเทลไลท (microsatellite markers) จํานวน 9 ตําแหนง จากบริเวณกึ่งกลางถงึ
ปลายของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-13 ครอบคลุมตําแหนงของยีน GABRB3, GABRA5 
และ GABRG3 (ดังตารางที่ 5) กับผูปวยผูปวยออทิซึม โดยใชวิธี multiallelic transmission-
disequilibrium test (MTDT) ในการวิเคราะหหาความสัมพันธ พบไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 
marker บนตาํแหนงยีน GABRB3 สัมพันธกับภาวะออทิซึม (Buxbaum et al., 2002; Cook et 
al., 1998) 
  MTDT เปนรูปแบบการศกึษาเพื่อหาตาํแหนงบนโครโมโซมโดยใชเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรม (genetic marker) ที่คาดวามีการถายทอดไปกับยีนที่กอโรคในครอบครัวออทิซึม 
วิธีการนี้เปนวธิีที่ประยุกตมาจากวิธี Transmission disequilibrium test (TDT) เน่ืองจากวิธ ี
TDT ใชศึกษาความแตกตางของเครื่องหมายทางพันธุกรรมแค 2 แบบ แตวธิี MTDT ใชศึกษา
ความแตกตางของเครื่องหมายทางพันธุกรรมไดมากกวา 2 แบบขึน้ไป 
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ตารางที่ 5. แสดงการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับผูปวยออทิซึม โดยใช
ไมโครแซทเทลไลท และวิธี MTDT ในการศึกษา (คัดลอกจาก Cook et al., 1998) 
 
ไมโครแซทเทลไลท ระยะหางของไม

โครแซทเทลไลท 
(Kb) 

MTDT 
(χ2) 

df P-
value 

เอกสารอางอิง 

D15S128 300 6.72 8 0.5667 Christian et al. (in 
press), Sutcliffe et al. 
(1997) 

D15S1506 100 4.52 8 0.8074 Sutcliffe et al. (1997) 
UBE3A Intron 1 50 0.16 1 0.6892 Sutcliffe et al. (1997) 
D15S122 20 12.10 8 0.1466 Sutcliffe et al. (1997) 
D15S10 0.2 3.31 3 0.3458 Cook et al. (1994) 
UBE3A OP2 
3A/3B 1 

1,000 0.05 1 0.8231 Sutcliffe et al. (1997) 

D15S97 150 8.59 9 0.4763 Glatt et al. (1997) 
GABRB3 
155CA-2 

800 28.63 10 0.0014 Glatt et al. (1997), 
Robinson and Lalande 
(1995) 

D15S156  3.23 4 0.5193 Cook et al. (1994) 
* หมายเหตุ df = degree of freedom  
 
  แตบางการศกึษาไมพบความสัมพันธระหวางไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 กับ
ภาวะออทิซึม (Curran et al., 2005; Martin et al., 2000; Maestrini et al., 1999; Salmon et 
al., 1999) อาจเนื่องมาจากกลุมตวัอยางที่ใชในการศกึษาหรือวิธีการที่ใชในการคํานวณหาความ 
สัมพันธแตกตางกัน นอกจากนี้ออทิซึมเปนภาวะทีมี่ความซับซอนอาจเกิดจากการกลายพันธุ
ของยีนหลายตําแหนง (locus heterogeneity) ดังน้ันการศึกษาความสัมพันธของยีนในตําแหนง
เดียวกันในผูปวยออทิซึมคนละกลุม อาจพบความสัมพันธในกลุมตัวอยางหนึ่งแตไมพบความ 
สัมพันธน้ีในอีกกลุมตวัอยางหนึ่ง แม Buxbaum และคณะ ทําการศกึษาโดยใชวิธ ีMTDT ในการ
คํานวณหาความสัมพันธใหมในทุกการศกึษา แตไมพบความสัมพันธระหวาง 155CA-2 และกลุม
ผูปวยออทิซึมเชนเดิม (ดังแสดงในตารางที่ 6) แสดงวากลุมตวัอยางผูปวยที่ใชในการศึกษาอาจ
สงผลตอความสัมพันธตอการเกิดภาวะออทิซึมได (Buxbaum et al., 2002) จึงมีการศึกษาโดย



18 

การแบงผูปวยตามลักษณะอาการออกเปนกลุมยอย พบวาชวยเพิ่มความสัมพันธระหวางยีน 
GABRB3 กับออทิซึมมากขึ้น และพบการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับ
ครอบครัวออทิซึมที่มีลูกเปนโรคตั้งแต 2 คนขึ้นไป มากกวาในครอบครัวผูปวยออทิซึมที่มีลูก
เปนโรคเพียงคนเดียว (Buxbaum et al. 2002; Ma et al., 2005; Shao et al., 2003) 
 
ตารางที่ 6. การวิเคราะหหาความสัมพันธใหมระหวางไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 บน
ยีน GABRB3 กับออทิซึม โดยใชวิธี MTDT (คัดลอกจาก Buxbaum et al., 2002) 
 

การศึกษา จํานวนครอบครัว
(Multiplex/simplex) 

MTDT df P-value 

Cook et al, 1998 132 (6/126) 28.63 10 0.0014 
Maestrini et al, 1999  94 (86/8) 17.21 10 0.070 
Maestrini et al, 1999 94 (86/8) 13.79 9 0.13 
Salmon et al, 1999 139 (139/0) 17.57 11 0.092 
Buxbaum et al, 2002  80 27.67 9 0.0011 

 
 นอกจากการศึกษาดังกลาขางตน มีการศึกษาโดยใชสนิปส (Single nucleotide 

polymorphisms; SNP) บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม เน่ืองจากสนิปส (SNPs) เปนความ
แตกตางทางพันธุกรรมระหวางมนุษยแตละคน ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสบนสาย     
นิวคลีโอไทดเพียงตําแหนงเดียวที่กอใหเกดิความแตกตางกันทางกายภาพ โดยทั่วไปพบสนปิส
ในทุกๆ 300–1,000 เบสในจีโนมของมนุษย ซ่ึงพบประมาณ 3 พันลานเบส จากการศึกษา
ความสัมพันธโดยใชสนิปส rs2081648, rs1426217, rs754185, hCV8865209 และ rs2059574 
บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม ไมพบความสัมพันธระหวางสนปิสเหลานี้กับผูปวยออทิซึม 
แตเม่ือเลือกศกึษาเฉพาะในครอบครัวที่ลกัษณะทางคลนิิกคลายคลึงกัน (Ashley-Koch et al., 
2006; Ma et al., 2005) ในป ค.ศ. 2004 McCauley และคณะ ศกึษาสนิปสทั้งหมด 59 ตําแหนง 
กระจายครอบคลุมยีน GABAB3, GABRA5 และ GARG3 บนโครโมโซม 15 ที่มีความยาว
ประมาณ 1 เมกกะเบส ในครอบครัวผูปวยออทิซึมที่มีลูกเปนโรคตั้งแต 2 คนขึ้นไป (multiplex 
families) จํานวน 123 คอบครัว โดยใชวิธี Transmission disequilibrium test (TDT) พบสนิปส 
5 ตําแหนง กระจายอยูบนอินทรอน 6 ถึงบริเวณปลายของยีน GABRB3 (Intergenic) และสนปิส 
1 ตําแหนงบนอินทรอน 6 ของยีน GABRA5 สัมพันธกับภาวะออทซึิม และเม่ือศกึษาสนิปสแฮพ
โพลไทปบนตาํแหนงขางตน (สนิปสหลายตําแหนงบนยีนเดียวกัน) พบแฮพโพลไทป 2 แบบบน
ยีน GABRB3 และยีน GABRA5 สัมพันธกับภาวะออทซึิม (McCauley et al., 2004) นอกจากนี้
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มีการศึกษาสนิปสแฮพโพลไทปบนตําแหนง rs10519563, rs8037653, rs4906683, rs1897365 
และ rs768899 ของยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 123 ครอบครัว พบสนปิส
แฮพโพไทปแบบ G-T-G-T-C ของสนิปสแตละตําแหนงขางตน สัมพันธกับภาวะออทิซึม ดัง
แสดงในตารางที่ 7 (Curran et al., 2006)  
 
ตารางที่ 7. แสดงตําแหนงสนิปสแฮพโพลไทปที่ใชศึกษาความสัมพันธบนยีน GABRB3 
กับภาวะออทิซึม (คัดลอกจาก Curran et al., 2006) 
 
 สนิปส 1 สนิปส 2 สนิปส 3 สนิปส 4 สนิปส 5 P-value 
แฮพโพลไทป 1 C T A T T 0.21 
แฮพโพลไทป 2 C T A C C 0.0348 
แฮพโพลไทป 3 C T G T C 0.764 
แฮพโพลไทป 4 G T G T C 0.000019 
สนิปส 1 คือ rs10519563 (Intron 4), สนิปส 2 คือ rs8037653 (Intron 4), สนิปส 3 คือ 
rs4906683 (Intron 4), สนิปส 4 คือ rs1897356 (Intron 3), สนิปส 5 คือ rs768899 (Intron 3) 
 
จากการศึกษาที่กลาวมาขางตนทําใหทราบถึงบล็อก (ตําแหนงของสนิสปแฮพโพลไทปบนยีนที่
คาดวามีการถายทอดไปดวยกันในคนที่เปนโรค) บนยีน GABRB3 ที่สามารถนํามาใชใน
การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึมได 
  การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึมในประชากร
เอเซียมีนอย แตพบความสมัพันธของสนิปส rs2081648 ในอินทรอน 8 ของยีน GABRB3 กับ
ครอบครัวชาวเกาหลี (Trios families) จํานวน 104 ครอบครวั และพบสนิปสแฮพโพลไทปที่
กระจายอยูในอินทรอน 6 ถึงอินทรอน 8 ของยีน GABRB3 สัมพันธกับครอบครวัผูปวยที่มีภาวะ
ออทิซึมดวย จึงยืนยันสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึมมากขึ้น (Kim et al., 2006) 
เน่ืองจากพบความสัมพันธระหวางไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 ในอินทรอน 3 บนยีน 
GABRB3 กับภาวะออทิซึม จึงมีการศึกษาสนิปสรอบๆ ตําแหนงไมโครแซทเทลไลทน้ีในผูปวย
ออทิซึมชาวญี่ปุน แตไมพบความสัมพันธระหวางสนิปสตําแหนงขางตนกับภาวะออทิซึม 
(Tochigi et al., 2007)  

 นอกจากนี้มีการศึกษาสนิปสบนตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ในผูปวย
โรคลมชักโดยไมทราบสาเหตุ Childhood absence epilepsy (CAE) พบสนิปสแฮพโพลไทป
บางแบบ (ดังแสดงในรูปที ่ 6) มีผลลดกลไกการสังเคราะหอารเอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลล 
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(Urak et al., 2006) เน่ืองจากหนึ่งในสามของผูปวยออทิซึมมีภาวะชักรวมดวย จึงเลือกศึกษา 
สนิปสแฮพโพลไทปดังกลาวในกลุมผูปวยออทิซึม  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
*หมายเหตุ ตาํแหนง -897 คือสนิปส rs4906902, ตําแหนง -169 คือสนิปส rs4906901 และ
ตําแหนง -66 คือสนิปส rs20317 
 
รูปที่ 6. แสดงการศึกษาสนิปสบนตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ในผูปวยโรค 
Childhood absence epilepsy (CAE) จากการศึกษาการทํางานของยีน GABRB3 ที่มีสนิปส
แฮพโพลไทปบนตําแหนงโปรโมเตอร พบแฮพโพลไทปแบบที ่2 มีผลลดกลไกการสังเคราะหอาร
เอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลล เม่ือเทียบกับแฮพโพลไทปแบบที ่ 1 (คัดลอกจาก Urak et al., 
2006) 
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ตารางที่ 8. แสดงตําแหนงสนิปสที่ใชในการศึกษาบนยีน GABRB3 

1อางอิงตาม GenBank accession No. NT_026446 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บล็อก สนิปส ตําแหนง1 ระยะหางจากสนิปส
ตําแหนงแรก (bp) 

เอกสารอางอิง 

 rs4906902 โปรโมเตอร (-897) 0 Urak et al., 2006 
 rs4906901 โปรโมเตอร (-169) 728 Urak et al., 2006 

1 

 rs20317 โปรโมเตอร (-66) 831 Urak et al., 2006;  
Curran et al., 2006 

rs3212333 อินทรอน 3 5491 Curran et al., 2006 
rs1367959 อินทรอน 3 101,700 Curran et al., 2006 

2 

rs4542636 อินทรอน 3 150,000 McCauley et al., 2004 
P = 0.03 (TDT) 

3 rs4906683 อินทรอน 4 164,000 Curran et al., 2006  
P = 0.01 (TDT) 

4 rs2081648 อินทรอน 8 220,000 Ashley-Koch et al.,2006; 
Ma et al, 2005; 
McCauley et al., 2004; 
Kim et al., 2006  
P = 0.027 (TDT) 
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ตารางที่ 9. แสดงการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABGB3, GABRA5 และ GABRG3 
บนโครโมโซม 15 กับภาวะออทิซึม (Freitag, 2007) 
 

Gene/polymorphism จํานวน
ครอบครัว 

ลักษณะการศกึษา P-value เอกสารอางอิง 

GABRB3 / 2 ms 
Other / 5 ms 

13 parent-child 
pairs 
125 trios 

Family based 
association 
 

(155CA-2 in 
GABRB3)  
P = 0.0014 

Cook et al., 
1998 

GABRB3 / 7 ms 
including 155CA-2 

86 multiplex 
8 trios 

Family based 
association 

Non 
Significance 

Maestrini et 
al., 1999 

GABRB3 / 8 ms 
(including 155CA-2) 

139 multiplex  
 

Family based 
association 

Non 
Significance 

Salmon et al., 
1999 

GABRB3 / 2 ms 
GABRA5 / 1 ms 
GABRG3 / 2 ms 

63 multiplex  
 

Linkage analysis (D15S217)  
P = 0.03 

Bass et al., 
2000  

GABRB3 / 3 ms 
(including 155CA-2) 
GABRA5 / 1 ms 
 

54 trios 
13 parent-child 
pairs 
36 multiplex 

Family based 
association 

P = 0.03 Martin et al., 
2000 

GABRB3 / 3 SNPs 
GABRA5 / 4 SNPs 
GABRG3 / 9 SNPs 

91 multiplex 
135 trios 
 

Family based 
association 

(539C>T)  
P = 0.02  
(687T>C)  
P = 0.03 for 
GABRG3 

Menold et al., 
2001 

GABRB3 / 5 ms 
 

59 multiplex  
21 trios 

Family based 
association 

(155CA-2 ) 
P = 0.002 

Buxbaum et 
al., 2002 

*หมายเหตุ ms = microsatelites 
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ตารางที่ 9. (ตอ) 
 

Gene/polymorphism จํานวน
ครอบครัว 

ลักษณะการศกึษา P-value เอกสารอางอิง 

GABRB3 / 17 SNPs 
GABRA5 / 8 SNPs 
GABRG3 / 9 SNPs 

123 multiplex Family based 
association 

P < 0.05 for 
GABRB3 
hCV2911914 
rs1432007 
hCV2901140 
rs4542636 
rs878960 
P = 0.03 for 
hCV252720 

McCauley et 
al., 2004 

GABRB3 / 5 ms 
 

148 trios Family based 
association 

Non 
Significance 

Curran et al., 
2005 

GABRB3 / 5 SNPs 
GABRA5 / 4 SNPs 
GABRG3 / 5 SNPs 

265 multiplex  
205 trios 

Family based 
association and 
Interaction of 
genetic variants 

Non 
Significance 

Ashley-Koch 
et al., 2006 

GABRB3 / 4 SNPs 
 

104 trios Family based 
association and 
Interaction of 
genetic variants 

P = 0.027 
(rs2081648) 

Kim et al., 
2006 

GABRB3 / 6 SNPs 
GABRA5 / 2 SNPs 
GABRG3 / 3 SNPs 

166 patients Association Non 
Significance 

Tocigi et al., 
2007 

*หมายเหตุ ms = microsatelites 
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วิธีการศึกษาและเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 
  สําหรับภาวะหรือโรคที่ไมทราบวามีการกลายพันธุของยีน หรือความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมในตําแหนงใดตําแหนงหน่ึงบนยีนเปนสาเหตุหรือเกี่ยวของกับการเกิดโรค มี
วิธีการสบืหาที่นิยมใช คือ การทําแผนที่ยีนในบริเวณทีส่นใจซึ่งมักอาศัยเครื่องหมายทาง
พันธุกรรม (Genetic marker) ที่ใกลเคยีงกับยีนบริเวณที่คาดวาจะกอโรค โดยเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมสวนมากที่นิยมใชในการศึกษา เชน ไมโครแซทเทลไลท (คือสวนของดีเอ็นเอที่มีการ
เรียงตัวซํ้ากันประมาณ 2-7 เบส) และสนปิส ในปจจุบันมักนิยมใชสนิปส เน่ืองจากสนิปสมีอัตรา
การกลายพันธุนอยกวาไมโครแซทเทลไลท พบไดบอยครอบคลุมยีนที่สนใจศึกษาไดมากกวา มี
วิธตีรวจที่งาย และประหยัดคาใชจาย นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูลสนิปสที่มีการศึกษามาแลวใน
เว็บไซต NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) หรือเว็บไซตสนิปสของคนไทย http://thaisnp. 
biotec.or.th/db 
  โดยวิธีที่เลือกศึกษาความสมัพันธ (Association analysis) มีสองแบบ คือ  

1. Population base case control คือ การศึกษาหาความสัมพันธโดยการ
เปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล หรือความถี่ของจีโนไทป ในกลุมประชากรที่
เปนโรคเทียบกับกลุมประชากรปกติ ซ่ึงประชากรทั้งสองกลุมควรมีเชื้อชาติ 
เพศ และอายทุี่ใกลเคียงกัน 

2. Family based association โดยใชวิธี Transmission Disequilibrium Test 
(TDT) คือ การวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว โดยคาดวาเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมตําแหนงน้ันๆ มีการถายทอดจากพอ-แมไปสูลูกที่เปนโรคได
บอยกวาที่คาดไวทางสถติ ิ

  ขอดีขอเสียของแตละการศกึษาแสดงในตารางที่ 10 
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ตารางที่ 10. แสดงขอดีขอเสียของการศึกษาดวยวิธี Population base case control และ 
Family based association  
 

วิธีการศึกษา ขอดี ขอเสีย 
Population base 
case control  

1. เก็บตวัอยางไดงาย  
2. เปนวธิีการที่ใชในการคนหา

ยีนที่เปนปจจัยสงเสริมตอการ
เกิดโรค 

1. ถาพบความสัมพันธก็ไม
สามารถบอกไดวาเครื่อง 
หมายทางพันธุกรรมนั้นเปน
สาเหตุโดยตรงตอการเกิดโรค 

2. อาจพบผลบวกเทียมไดจาก
การเลือกกลุมตัวอยาง และ
ขนาดของกลุมตัวอยางเล็ก
เกินไป 

Family based 
association 

1. เปนวธิีที่ดีในการคนหายีน
หลักในการกอโรค 

2. ลดปญหาผลบวกเทียมจาก
การเลือกกลุมประชากรที่ใช
ในการศึกษา 

      เก็บตัวอยางใหครบทั้งครอบ  
      ครัวไดยาก และใชเวลานาน 
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วัตถุประสงค 
 
 เพ่ือหาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ตอการเกิดภาวะออทิซึมในเด็กไทย 
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บทที่  2 
วิธีการวิจัย 

 
วัสด ุ
 
ตัวอยางผูปวยออทิซึม และกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษา 
 
  ตัวอยางผูปวยออทิซึม 

 
เลือกตวัอยางผูปวยออทิซึม และ Pervasive developmental disorder not 

otherwise specified (PDD-NOS) ที่ใชในการศึกษาจํานวน 144 ราย โดยผูปวยทุกรายตอง
เปนไปตามขอกําหนดดังน้ี 

(1) ผานการตรวจตามเกณฑ Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders, 4th Edition (DSM-ΙV) วาเปนผูปวยออทิซึม หรือ PDD-NOS 

(2) ไมมีประวัติการคลอดผิดปกติหรือมีการตดิเชื้อทางสมอง 
(3) ไมมีลักษณะทางคลินิกเขาไดกับกลุมอาการที่ชัดเจน เชน กลุมอาการดาวน 

กลุมอาการพราเดอร-วิลลี่ และ กลุมอาการทูเบอร สเครอโรซิส (Tuberous 
sclerosis complex)  

(4) ผูปวยทุกรายมีผลการตรวจโครโมโซมและดีเอ็นเอของกลุมอาการโครโม 
โซมเอกซเปราะปกติ ในผูปวยชายตองมีผลการศึกษาการกลายพันธุในเอก
ซอน 2 ของยีน ARX เปนปกติ และผูปวยหญิงตองมีผลการศึกษาการกลาย
พันธุของยีน MECP2 เปนปกติเชนเดียวกัน 

(5) ผูปกครองยินยอมใหเขารวมโครงการมี Informs consent 
  ผูปวยออทิซึมที่ใชในการศึกษาจํานวน 144 ราย ประกอบดวยผูปวยออทิซึม
จํานวน 103 ราย และผูปวย PDD-NOS จํานวน 41 ราย จากโรงพยาบาลธรรมศาสตรจํานวน 
50 ราย (เปนผูปวยชายจาํนวน 41 ราย และผูปวยหญิงจํานวน 9 ราย) และจากโรงพยาบาล
รามาธิบดีจํานวน 94 ราย (เปนผูปวยชายจํานวน 80 ราย และผูปวยหญิงจํานวน 14 ราย) ดัง
แสดงในตารางที่ 11 ผูปวยทั้งหมดมีอายุเฉลี่ย 50.53 เดือน + 2.21 เดือน โดยผูปวยสวนใหญมี
ภูมิลําเนาภาคกลาง มีเชื้อสายไทย-จีน และผานการตรวจวัดพฤติกรรมโดยใช Vineland 
Adaptive Behaviour Scales (VABS) และตรวจวดัระดับสติปญญาโดยใชแบบทดสอบ non 
verbal IQ (Binet-V) จากการตรวจจํานวน 121 ราย มีผลการตรวจวัด IQ เฉลี่ย 54.94 + 2.40 
ในบางรายไมสามารถประเมินไดเพราะมีขอจํากัดในการใหความรวมมือของผูปวย 
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ตารางที่ 11. แสดงจํานวนผูปวยออทิซึม และ PDD-NOS ที่ใชในการศึกษา 

 
  ตัวอยางกลุมควบคุม 
 
  ตัวอยางกลุมควบคุมนํามาจากคลังเลือดของโรงพยาบาลธรรมศาสตร และ
โรงพยาบาลสงขลานครินทรจํานวน 251 ราย เปนผูชายจํานวน 174 ราย และผูหญิงจํานวน 77 
ราย โดยทุกตวัอยางตองผานการซักประวตัิวาไมมีปญหาทางจิตเวชและปญหาพัฒนาการผิด 
ปกติที่ชัดเจนใน 3 รุน ไมมีประวตัิการรักษาตวัในโรงพยาบาลอยางตอเน่ือง หรือตองทานยาเพื่อ
ลดปญหาสุขภาพจิต นอกจากนี้ยังเก็บขอมูล วันเดือนปเกิด ศาสนา โรคประจําตวั ประวัติการใช
ยาหรือสารเสพติด ประวตัภูิมิลําเนา และเชื้อชาตขิองบรรพบุรุษ (ในรุนปูยาตายายลงมา) เพ่ือให
ไดกลุมควบคมุที่มีพ้ืนฐานใกลเคียงกับกลุมผูปวยที่ใชในการศึกษามากที่สุด การเลือกจํานวน
กลุมควบคุมตองมีจํานวนไมนอยกวากลุมผูปวย หรือมากกวาเปนสองเทาของจํานวนผูปวย และ
ตองมีอัตราสวนระหวางผูชายตอผูหญิงเปนสัดสวนใกลเคียง แตการพิจารณาอายุระหวางกลุม
ควบคุมและกลุมผูปวยไมจําเปนตองใกลเคียงกัน (age match) เน่ืองจากเลือกกลุมควบคุมทีมี่
อายุผานจุดที่จะมีโอกาสเกิดออทิซึม (มีอายุมากกวาหรือเทากับ 18 ป) และลักษณะยีนของคน
ไมมีการเปลี่ยนแปลงไปตามอายุแมมีโอกาสเกิดการกลายพันธุ (mutation) ขึ้น แตเปนสวนนอย
มาก ดังน้ันในทางทฤษฎีถอืวายอมรับได และในทางปฏิบัติน้ันไมมีกลุมควบคุมที่ดีที่สุด แตการ
เลือกตองครอบคลุมรายละเอียดทั้งหมด โครงการนี้เปนสวนหนึ่งของชุดโครงการ การตรวจกรอง
และการศึกษาความสัมพันธของพันธุกรรมในผูปวยไทยที่เปนออทสิติก ที่ผานการประเมินของ
คณะกรรมการจริยธรรมของสถาบันที่เกีย่วของ 3 สถาบันแลว (คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, โรงพยาบาลรามาธิบดี และโรงพยาบาลธรรมศาสตร) 

 
 
 
 
 

เพศ (ราย) ตัวอยาง 
ชาย หญิง 

จํานวนทั้งหมด (ราย) 

ผูปวยออทิซึม 85 18 103 
ผูปวย PDD-NOS 36 5 41 
ผูปวยทั้งหมด 121 23 144 
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การเก็บตัวอยางเลือด 
 
เก็บตวัอยางเลือดผูปวยและกลุมควบคุม ประมาณ 5 ml ในหลอดปลอดเชื้อที่มี 

สารละลาย 0.5 M EDTA (500 µl of 0.5 M EDTA / 15 ml of blood sample) ซ่ึงเปนสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือด ผสมเลือดใหเขากับสารละลาย EDTA โดยการกลับหลอดขึ้นลง
เบาๆ 4-5 ครั้ง หลังจากนั้นแยกเอาเฉพาะเม็ดเลือดขาวโดยการเติมสารละลาย TE buffer ใหมี
ปริมาตรรวมประมาณ 14 ml แลวปนแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm เปนเวลา 20 นาที 
เทสวนใสทิ้ง ทําวิธีการเดิมอีกสองครั้ง หรือจนกวาสีแดงของฮีโมโกลบินในเลือดจะหายไป จึงนํา
เซลลเม็ดเลือดขาวที่ไดไปสกัดดีเอ็นเอ หรือเก็บเซลลไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ
นําไปสกัดดีเอ็นเอ 

 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากเลือด 

 
นําเซลลเม็ดเลือดขาวมายอยโดยการเติมสาร Solution A, 10% SDS และ 

Proteinase K (10 mg/µl) เพ่ือยอยเซลลเม็ดเลือดใหแตก บมในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส
ขามคืน หรือจนกวาเซลลเม็ดเลือดขาวจะยอยหมด ซ่ึงสกัดดีเอ็นเอดวยวธิี Phenol-chloroform 
โดยเติมสารละลาย saturated phenol chloroform และ isoamyl alcohol ในอัตราสวน 25:24:1 
เปนหนึ่งเทาของปริมาณสารละลายตั้งตน ผสมใหเขากันแลวนําไปปนที่ความเรว็ 3,500 rpm 
นาน 15 นาที ดูดสวนใสดานบนซึ่งมีดีเอ็นเอใสหลอดใหม ทําวิธีการเดิมซํ้าอีกครั้ง เติมสาร 
ละลาย chloroform และ isoamyl alcohol อัตราสวน 24:1 ในปริมาตรหนึ่งเทา ผสมใหเขากัน
แลวนําไปปนที่ความเรว็ 3,500 rpm นาน 15 นาที ดูดสวนใสดานบนใสหลอดใหม ตกตะกอน   
ดีเอ็นเอโดยการเติมเอธานอลบริสุทธิ์ที่เย็นในปริมาตรสองเทา ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด
ขึ้นลงเบาๆ จะเห็นตะกอนดีเอ็นเอ เขี่ยตะกอนดีเอ็นเอใสหลอดใหมที่มีรอยละ 70 เอธานอลเย็น 
ปนที ่12,000 rpm นาน 5 นาที เทเอธานอลทิ้ง ตากใหแหงในอุณหภูมิหองนาน 30 นาที ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอโดยใชสารละลาย TE buffer เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จนกวานํามาใช
งาน 
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สารเคม ี
 
  Acrylamide/Bis solution 
 Agarose 
  Ammonium persulfate 
 Betaine  
 BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) 
 Boric acid 
 Bovine serum albumin 
 Bromophenol blue 
 Chemiluminescent detection kit (Orchid Diagnostics) 
  dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 7-Deaza dGTP 
 Dimethylsulfoxide (DMSO) 
  EDTA 
 Ethidium bromide 
  Formamide 

 Gene Image AlkPhos Direct labeling and detection system (Amercham 
Pharmacia Biotech) 

 Glycerol 
 Hot start Taq DNA polymerase (Immolase, Bioline) 
 Hot start Taq DNA polymerase (QIAGEN) 
  QIAquick PCR purification kit (Qiagen) 
  Sodium bisulphate (Sigma) 
  Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
 TEMED 
 Tris 
  Urea 
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อุปกรณ 
 

1. เครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (3130 Genetic Analyzer, 
     Applied Biosystems) 
2. เครื่องถายภาพยูวี (Bioimaging system SynGene) 
3. ตูไฮบริไดส (Robin Scientific)  
4. อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวตัง้พรอมเครื่องจายกระแสไฟฟา (Protean II Xi 

cell, 20X20 cm, Biorad) 
5. เครื่องเพ่ิมสารพันธุกรรม (PTC200, MJ Research) 
6. เครื่องเพ่ิมสารพันธุกรรม (2720 Thermal cycler, Applied Biosystems) 

 
สารเคมีอ่ืนๆ 
 
 องคประกอบและปริมาณของสารเคมี ตามรายละเอียดในภาคผนวก ข 

1. 25% Ammonium persulfate 
2. 6% polyacrylamide gel solution  
3. 2.5 mM dNTP Mix 
4. 2.5 mM dNTP Mix with 50% 7-Deaza dGTP 
5. 2.5 mM dNTPs Mix with 100% 7-Deaza dGTP 
6. Loading dye (for non-denature gel electrophoresis)  
7. 8% Polyacrylamide gel  
8. 10X TBE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 32

วิธีการดําเนินงาน 
 
  การศึกษาครั้งน้ี แบงเปน 2 ขั้นตอนหลัก ไดแก 

1. ตรวจกรองการกลายพันธุ (Screening mutation) ในเอกซอน 2 ของยีน 
ARX โดยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 

2. การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึม 
โดยวิธี Population base case control และ Family based 
association โดยใชวธิ ีTransmission Disequilibrium Test (TDT) 

 
การตรวจสอบการกลายพันธุ (Screening mutation) ในเอกซอน 2 ของยีน ARX โดย
วิธีการหาลําดับนิวคลโีอไทด (DNA sequencing) 
 
  เน่ืองจากการกลายพันธุของยีน ARX เปนความผิดปกติแบบ X-linked 
recessive กลาวคือผูปวยสวนใหญเปนเพศชายที่มีแมเปนพาหะของโรค และพบการกลายพันธุ
ของยีน ARX มากถึงรอยละ 90 ในเอกซอน 2 ในการศึกษาจึงสนใจตรวจกรองการกลายพันธุใน
เอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายเทานั้น เลือกผูปวยชายออทซึิม และ PDD-NOS ทั้งหมด
ที่ใชในการศึกษาจํานวน 128 ตัวอยาง ที่มีผลการตรวจโครโมโซมและดีเอ็นเอของกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะปกต ิ นํามาตรวจกรองการกลายพันธุที่พบไดบอย (common mutation) 
ในเอกซอน 2 ของยีน ARX ประกอบดวยขั้นตอนหลัก คือการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยการทํา 
PCR (Polymerase chain reaction) ใหครอบคลุมทัว่ทั้งเอกซอน 2 ของยีน ARX นําผลพีซีอาร
มาแยกดวยวธิีโพลีอะครลิาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส แยกผลพีซีอารออกจากเจลโดยวิธ ี gel 
purification และนํามาหาลาํดับดีเอ็นเอดวยเครื่องมืออัตโนมัต ิ (Genetic Analyzer) รุน 3130 
เปรียบเทียบลาํดับดีเอ็นเอใน GenBank ตาม Accession No. NT_011757 (DNA) และ
NM_139058 (mRNA) 
 
ไพรเมอร 
 
  ไพรเมอรที่ใชในการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX แบง
ออกเปน 2 สวน เน่ืองจากเอกซอนตําแหนงน้ีมีขนาดใหญ ประกอบดวยสวน 2A (ใชไพรเมอร 
2P1F และ 2AR) และสวน 2B (ใชไพรเมอร 2BF และ 2P2R) ที่ออกแบบโดย Rujirabanjerd 
และคณะ (2007) ในเสน forward ตําแหนง 2A (2P1F) และเสน reverse ตําแหนง 2B (2P2R) 
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และใชไพรเมอรที่ออกแบบโดย Kato และคณะ (2004) ในเสน reverse ตําแหนง 2A (2AR) และ
เสน forward ตําแหนง 2B (2BF) ดังแสดงในรูปที ่7 และรายละเอียดตามตารางที ่12  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7. แสดงตําแหนงไพรเมอรทีใ่ชในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจกรอง
การกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
 
ตารางที่ 12. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจ
กรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX โดยวิธีการหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) 
 

ชื่อ ลําดับดีเอ็นเอของไพรเมอร (5’-3’) ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) 

ออกแบบโดย 

ARX2P1F ACGCCTGGGCCTAGGCACTG 443 Rujirabanjerd et al., 2007 
ARX2AR CTCGCGGTACGACTTGC  Kato et al., 2004 
ARX2BF CCTGGGACACGCTCAAGAT 653 Kato et al., 2004 
ARX2P2R TGCGCTCTCTGCCGCTGCGA  Rujirabanjerd et al., 2007 
 
 
 
 
 

Exon2 
5’ 3’ ARX2P1F 

ARX2BF 

ARX2AR 

ARX2P2R 

ARX gene 

443 bp 
653 bp 
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การหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 
  ปฏิกิริยาพีซีอารสําหรับการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนของการทดสอบการกลายพันธุ
ในเอกซอน 2 ของยีน ARX ประกอบดวยดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1X PCR Buffer MgCl2 0.75 
มิลลิโมลาร dNTPs (50% 7-deaza dGTP) 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 1.25 ไมโครโมลาร 
Betaine 1.2 โมลาร Hot start Taq DNA polymerase 0.25 ยูนิต เพ่ิมปริมาณดวย MJ thermal 
cycle ในสภาวะดังน้ี 96 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 61 
องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซยีส 
10 นาที จํานวน 1 รอบ นําผลพีซีอารทั้งหมดมาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี gel purification ดังน้ี 
หลังจากทําการแยกผลพีซีอารดวยเจลโพลีอะคริลาไมดแลว ตัดเจลเฉพาะในตําแหนงผลพีซีอาร
ที่ตองการ ใสลงในหลอดที่เติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพ่ือแยกผล
พีซีอารออกจากเจล บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 12-18 ชั่วโมง ดูดสารละลาย Elution buffer 
ออกใสหลอดใหม เติม Elution buffer จํานวน 100 ไมโครลิตร ในหลอดเดิม บมซํ้าที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ดูดสาร Elution buffer รวมกันในหลอดเดียว เติมเอธานอลบริสุทธิ์ทีเ่ย็น
จํานวน 800 ไมโครลิตร แชเย็นที่ -70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นตกตะกอนผลพซีี
อาร โดยนําไปปนที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที เทเอธานอลบริสุทธิ์ออก ตั้งทิ้งไวจนแหง
นาน 2 ชั่งโมง  

การเตรียมปฏกิิริยาสําหรับตรวจสอบการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพรเมอรที่เปน forward หรือ reverse 1.6 พิกโกโมล 
BigDye terminator v1.1 ready reaction premix 1X และบฟัเฟอร BigDye terminator 
sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครือ่ง Thermal cycler 2720 สภาวะการทํา
ปฏิกิริยา ไดแก 96 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 1 รอบ 96 องศาเซลเซียส 10 วินาที 50 
องศาเซลเซียส 10 วินาท ีและ 60 องศาเซลเซียส 4 นาที จํานวน 25 รอบ ตกตะกอนผลพีซีอาร
ดวยวธิี sodium acetate/ethanol ละลายผลพีซีอารดวยสารละลาย HiDi-formamide ปริมาตร 
12 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําไปหาลําดับดีเอ็นเอดวย
เครื่องมืออัตโนมัติ (Genetic Analyzer) รุน 3130 และตวัอยางดีเอ็นเอบางสวนสงทดสอบที่
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
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รูปที่ 8. แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
โดยวิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ในผูปวยออทิซึมเฉพาะผูชาย 
 
การศึกษาการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T โดยวธีิพีซีอาร-อารเอฟแอลพ ี
 
  เน่ืองจากพบนิวคลีโอไทดในตําแหนง 430 มีการเปลี่ยนเบสกวานินเปนเบส   
ไทมิน (c.430G>T) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM34-3) ไมสามารถสรุปไดวาเปนการผาเหลาใหม 
หรือเปนความแปรผันหลากหลายทางพนัธุกรรมที่พบไดนอย จึงทําการศึกษานวิคลีโอไทด
ตําแหนงน้ีในคนปกติ ซ่ึงเลือกจากกลุมควบคุมขางตนจํานวน 500 อัลลีล (ประกอบดวยผูปวย
หญิงจํานวน 185 ราย และผูปวยชายจํานวน 130 ราย) เพ่ือยืนยนัผลการศึกษา โดยตําแหนง 
c.430G>T ทําใหเกิดลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะกับการตัดของเอนไซม Ava II จึงเลือกทําการ 
ศึกษาดวยวธิพีีซีอาร-อารเอฟแอลพี โดยใชโปรแกรม Restriction mapper 3 (http://www. 
restrictionmapper.org/) ออกแบบการศกึษา มีตําแหนงตัดจําเพาะดังแสดงในรูปที่ 9 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9. แสดงตําแหนงนิวคลีโอไทดทีจ่ําเพาะตอการตัดของเอนไซม Ava II 

ผูปวยชายทั้งหมดจํานวน 128 ราย ที่ผานการตรวจกรองโครโมโซมและดีเอ็นเอของ
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะปรกต ิ

ตรวจสอบการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
โดยวิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) 

รายงานผลการศึกษา 

5’…GGTCC…3’ 
3’…CCAGG…5’ 
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  ในการศึกษาใชเอนไซม Ava II 2 ยูนิต ในการยอยผลพีซีอาร โดยบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 6-12 ชั่วโมง การทําพีซีอารใช 50% 7-deaza-dGTP เปนสวนเพิ่ม
ประสิทธิภาพของพีซีอารเน่ืองจากมี high CG DNA template สงผลใหผลพีซีอารทั้งหมดที่ได
จากการทําพีซีอารมีนิวคลีโอไทดกวานีน (G) ปกติประมาณครึ่งหน่ึง และนิวคลีโอไทด G ที่เปน 
7-deaza-dGTP อีกครึ่งหน่ึง แม 7-deaza-dGTP มีโครงสรางคลายกับนิวคลีโอไทด G แตมีผล
ขัดขวางตอการยอยของเอนไซม Ava II โดยผลพีซีอารที่ไดจากการทําพีซีอารมีขนาด 447 bp 
(Uncut) ถาตาํแหนง c.430 มีนิวคลีโอไทดเปน G (พบในคนปกต)ิ เอนไซม Ava II จะตัดผลพีซี
อารใหมีขนาด 270 bp (control) และ 177 bp (อัลลลี G) แตถามีการเติม 7-deaza-dGTP ใน
ตําแหนงขางตน เอนไซม Ava II ไมสามารถตัดผลพีซีอารบางสวนได ทําใหมีผลพีซีอารขนาด 
447 bp เหลอือยู ถาตําแหนง c.430 มีนิวคลีโอไทดเปนไทมิน (T) ซ่ึงพบในผูปวย (TM34-3) 
เอนไซม Ava ll จะตัดผลพีซีอารใหมีขนาด 270 bp (control), 107 bp (T Allele) และ 70 bp แต
ถาผลพีซีอารน้ันมีการเติม 7-deaza-dGTP เอนไซม Ava II ไมสามารถตัดผลพีซีอารบาง
ตําแหนงที่ควรตัดได สงผลใหผลพีซีอารที่ถูกตัดแบบสุมเพ่ิมอีก 3 แบบ คือ ที่มีขนาด 447, 340 
และ 177 bp ดังน้ันผลการตัดดวยเอนไซม Ava II ของอัลลีลแบบ “T” ในผูชาย (มีโครโมโซม
เอกซ 1 แทง) เปนแบบ 447, 340, 270, 177, 107 และ 70 bp (70 bp มองไมเห็นในโพลีอะคริ
ลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส) ทําใหไมสามารถแยกรูปแบบจากผูหญิงที่มีอัลลีล “T” ไดวาเปน
แบบโฮโมไซกัสหรือเฮเทอโรไซกัส ดังน้ันเม่ือมีขนาด PCR 107 bp ตองตรวจสอบซ้ําดวยวธิีการ
ทดสอบลําดับดีเอ็นเอตอไป (ดังแสดงในรูปที่ 10) 
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รูปที่ 10. แสดงผลพซีีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Ava II รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอาร
ที่ถูกตัดดวยเอนไซม Ava II รูป B แสดงภาพจําลองผลพีซีอารในเจลอะคริลาไมด 
(1) แสดงตัวอยางที่ไมถูกตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Uncut) 
(2) แสดงผลพีซีอารที่มี G allele ในตําแหนง c.430 (ขนาด 270 และ 177 bp) 
(3) แสดงผลพีซีอารที่มี G allele ในตําแหนง c.430 และเติมนิวคลีโอไทด G ที่เปน 7-deaza- 
    dGTP (ขนาด 477, 270 และ 177 bp) 
(4) แสดงผลพีซีอารที่มี T allele ในตําแหนง c.430 (ขนาด 270, 107 และ 70 bp) 
(5) แสดงผลพีซีอารที่มี T allele ในตําแหนง c.430 และเติมนิวคลีโอไทด G ที่เปน 7-deaza- 
    dGTP (ขนาด 477, 340, 270, 117, 107 และ 70 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

A 

(1) 
 
X 

c.430 (G>T)  
      X 

477 bp 

(2)                           G allele 

177 bp 270 bp 

 
X 

70 270 bp 107  

(4)                            T allele  
X X 

*หมายเหตุผลพีซีอารขนาด 70 bp 
มองไมเห็นในเจลอะคริลาไมด 

477 bp 

    (1)       (2)       (3)       (4)         (5)    

340 bp 

270 bp 

107 bp 
177 bp 

B 
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การศึกษาความสัมพันธของยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซมึ 
   

วิธีการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับออทิซึมแบงออกเปน 2 วิธ ี 
1. Population base case control คือ การศึกษาหาความสัมพันธโดยการ

เปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล หรือความถี่ของจีโนไทป ในกลุมประชากรที่
เปนโรคเทียบกับกลุมประชากรปกติ  

2. Family based association โดยใชวิธี Transmission Disequilibrium Test 
(TDT) คือ การวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว โดยคาดวาเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมตําแหนงน้ันๆ มีการถายทอดจากพอหรือแมไปสูลูกที่เปน
โรคไดบอยกวาที่คาดไวทางสถิต ิ

ในการศึกษาดวยวธิ ี Population base case control ซ่ึงใชกลุมควบคุมในการศึกษา อาจพบ
ผลบวกปลอมจากการเลือกกลุมควบคุมได ดังน้ันในการศึกษาจึงตองวิเคราะหการกระจายของ
ความถี่จีโนไทปของสนิปสทุกตําแหนงในกลุมควบคุมกอนนํามาศึกษา โดยความถี่ของจีโนไทป
ในกลุมควบคมุตองเปนไปตามทฤษฎีสมดุลของฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg equlilibrium) 
(P-value > 0.05) ศึกษาความสัมพันธระหวางสนิปสแตละตําแหนงกับออทิซึม และศึกษาความ 
สัมพันธของสนิปสแฮพโพลไทปกับออทิซึม โดยใชโปรแกรม PLINK และโปรแกรมแฮพโพลวิว 
(Haploview) เปรียบเทียบผลการศึกษาทีไ่ดจากโปรแกรมทั้งสอง เพ่ือใหไดผลการศึกษาถูกตอง
ที่สุด ในการศึกษาทําการแบงกลุมของผูปวยตามลกัษณะทางคลนิิก ไดแก ผูปวยออทซึิม
ทั้งหมด (ออทิซึม และ PDD-NOS) จํานวน 144 ราย ผูปวยออทิซึมทั้งหมดเฉพาะเพศชาย 
จํานวน 121 ราย และผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 121 ราย (ดังรายละเอียดที่
แสดงในรูปที่ 11) 
*หมายเหตุ ผูชายที่ใชในการศึกษาการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX มี
จํานวน 128 ราย แตจํานวนผูปวยชายที่ใชในการศกึษาความสัมพันธของยีน GABRB3 ใน
เด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมมีจํานวน 121 ราย เน่ืองจากตองคัดผูปวยชายที่ไมผานเกณฑการ
วินิจฉัยออกไป 7 ราย คือผูปวย 5 ราย มีปญหาการคลอด ผูปวย 1 ราย พบ c.430G>T บนยีน 
ARX และผูปวย 1 ราย มีปญหาทางเทคนิค  
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รูปที่ 11. แสดงแผนผังข้ันตอนการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ในผูปวย
ออทิซึมทั้งหมดเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม และการถายทอดในครอบครัวผูปวยออทิ
ซึม 

ศึกษาจีโนไทปดวยวธิ ี
(1) การหาลําดับดีเอ็นเอในตําแหนง rs49106901 และ rs20317 ใน 100 อัลลีลแรก 
(2) วิธีไบอัลลลีลกิอารมพีซีอารในสนิปสตําแหนง rs4542636 และ rs2081648 
(3) วิธีพีซีอารอารแอฟแอลพีในสนิปสตําแหนง rs4906902, rs20317 (ตวัอยางที่เหลือ), 

rs3212333, rs1367959 และrs4906683 

วิเคราะหคาฮารดีไวนเบิรก ในกลุมควบคมุ และกลุมผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดดวยโปรแกรม PLINK และแฮพโพลววิ  

กลุมควบคุม 251 ราย 
ผูชาย 174 รายและผูหญิง 77 ราย 

วิเคราะหความสัมพันธทั้งสนิปสเด่ียวและสนิปสแฮพโพลไทปในผูปวยออทิซึมเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคมุ และศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึม โดยใชโปรแกรม 
PLINK และแฮพโพลวิว โดยแบงผูปวยออทิซึมออกเปนกลุมๆ ดังน้ี 
1. Population base case control 

- ผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 144 ราย 
- ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 121 ราย 
- ผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 121 ราย 

2. Family based association 
- ครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 121 ครอบครวั 
- ครอบครัวผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 100 ครอบครัว 
- ครอบครัวผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 100 ครอบครัว 

ผูปวยออทิซึม 144 ราย 
(ผูชาย 121 รายและผูหญิง 23 ราย) ผูปวยมี
ผลการตรวจโครโมโซมปกติทุกราย ไมพบการ
ผาเหลาในยีน FMR1, ยีน ARX ในผูปวยชาย 

และยีน MECP2 ในผูปวยหญิง 
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การเลือกเครื่องหมายพันธุกรรม (ตําแหนงสนิปส) 
 
  สนิปสที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี เลือกจากตําแหนงสนิปสที่มีรายงานผลการศึกษา
มาแลว หรือสนิปสบางตําแหนงจากฐานขอมูล NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) โดยสนิปส
ที่เลือกตองมีการศึกษาในกลุมประชากรเอเชีย (จีนและญี่ปุน) หรือขอมูลการศกึษาสนิปสของคน
ไทย (http://thaisnp.biotec.or.th/db) เพ่ือใหทราบถึงความถี่ของอัลลลี หรือสนิปสบางตําแหนงที่
มีผลตอกลไกการทํางานของยีน สนิปสที่กระจายบนตาํแหนงโปรโมเตอร เอกซอน และอินทรอน 
ของยีนน้ันๆ 
  ตําแหนงสนิปสที่เลือกทําการศึกษาทั้งหมด 8 ตําแหนง คือ rs4906902, 
rs4906901, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 จาก
การศึกษาพบสนิปสตําแหนง rs4906901 ไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทย (Non-
polymorphic) จึงตัดออกจากการศึกษาเหลือสนิปสทั้งหมด 7 ตําแหนง ในการศึกษาครั้งน้ีเลือก
ศึกษาสนิปสใหกระจายครอบคลุมทัว่ทั้งยนี GABRB3 สนิปสในสองตําแหนงแรก (rs4906901 
และ rs20317) อยูบริเวณตําแหนงโปรโมเตอร สนิปสตําแหนงที่สาม สี่ และหา (rs3212333 
rs1367959 และrs4542636) อยูในอินทรอน 3 สนิปสตําแหนงทีห่ก (rs4906683) อยูในอิน
ทรอน 4 และสนิปสตําแหนงสุดทาย (rs2081648) อยูในอินทรอน 8 บนยีน GABRB3 ดังแสดง
ในตารางที่ 13 และรูปที่ 12 
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ตารางที ่13. แสดงตําแหนงสนิปสบนยีน GABRB3 ที่ใชในการศึกษา 
 

ความถี่อัลลีล (NCBI) สนิปส ตําแหนงนิวคลีโอไทด อัลลีล 
คนจีน คนญี่ปุน 

rs4906902a -897 in Promoter A/G A:0.689 
G:0.311 

A:0.656 
G:0.344 

rs4906901a -169 in Promoter A/C - - 
rs20317a, c -66 in Promoter C/G - - 
rs3212333c Intron 3 C/G - - 
rs1367959c Intron 3 C/T C:0.733 

T:0.267 
C:0.784 
T:0.216 

rs4542636 b Intron 3 C/T C:0.789 
T:0.211 

C:0.844 
T:0.156 

rs4906683 c Intron 4 A/G A:0.214 
G:0.786 

A:0.170 
G:0.830 

rs2081648 d Intron 8 A/G A:0.310 
G:0.690 

A:0.260 
G:0.740 

a เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ Urak et al., 2006 

b เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ McCauley JL et al., 2004 
c เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ Curran et al., 2006 
d เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ Ashley-Koch et al., 2007; Ma et al, 2005; Kim et 
al, 2006; McCauley JL et al., 2004 
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รูปที่ 12. แสดงตําแหนงสนิปสในยีน GABRB3 ที่ใชในการศึกษา  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                    อินทรอน 
 
  เอกซอน 
   
  ระยะทางระหวางสนิปสแสดงในหนวยเบส (ไมเปนสัดสวนที่ถูกตอง) 
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การออกแบบไพรเมอร (Primer) 
 
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปส ใชวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS 
PCR techniques) ซ่ึงเปนวิธีการทดสอบสนิปส 2 อัลลีลในปฏิกริิยาเดียว โดยในปฏิกิริยาพีซี
อารประกอบดวยไพรเมอร 4 เสน ไพรเมอร 2 เสน จําเพาะตอตําแหนงสนิปส (inner primer 
forward และ reverse) และไพรเมอรดานนอกอีก 2 เสน (out primer forward และ reverse) ซ่ึง
มีระยะหางจากตําแหนงสนิปสที่เลือกทําการศึกษาแตกตางกันไป สงผลใหผลพีซีอารที่ไดมีขนาด
แตกตางกัน จึงสามารถแยกความแตกตางของอัลลีล 2 แบบ ตามขนาดของผลพีซีอารที่ได 
รวมทั้งไพรเมอรดานนอกยังเปน internal control ในปฏิกิริยาพีซีอาร (ดังแสดงในรูปที่ 13) 
ออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรม Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/ input.htm) 
และตรวจสอบความถูกตองโดยใชโปรแกรม Oligocal (http://www.pitt.edu/~rsup/ OligoCalc 
.html) และโปรแกรม OligoAnalyzer (http://www.genelink.com/tools/gl-downloads. asp) ทาํ
การเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละไพรเมอรกับฐานขอมูล NCBI โดยใชโปรแกรม 
nucleotide blast; blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือใหไพรเมอรที่ออกแบบมี
ความจําเพาะตอตําแหนงนิวคลีโอไทดทีต่องการศึกษา มีหลักการออกแบบไพรเมอรตาม
รายละเอียดดังน้ี  

(1) ความยาวของไพรเมอรควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด 
(2) เลือกไพรเมอรที่มีการกระจายของเบสอยางสม่ําเสมอ (random base 

distribution) ไมควรมีลําดับเบสทีเ่รียงตัวซํ้า ๆ และพยายามหลีกเลี่ยง  
ไพรเมอรที่มีนิวคลีโอไทดกวานีน (polypurine) หรือนิวคลีโอไทดไซโตซีน 
(polypyrimidine) เรียงตัวซํ้าๆ กัน 

(3) ปริมาณนิวคลโีอไทดไซโตซีนและกวานีน (C+G contend) ของไพรเมอรแต
ละตําแหนงควรอยูในชวง 50%-60% ไมควรเลือกไพรเมอรที่มี CG 
contend ที่สูงมากเกินไป 

(4) ไพรเมอรที่เปนตําแหนงดานนอก (outer primer) ทั้งสองขางของตําแหนง 
สนิปสควรออกแบบใหไมสมมาตรกันเพ่ือใหไดขนาดของผลพีซีอารที่
แตกตางกัน จึงสามารถตรวจสอบผลได 

(5) ไพรเมอรที่จําเพาะตอตําแหนงสนิสปในแตละเสน ตองมีทิศทางตรงกันขาม
กัน 

(6) ควรออกแบบผลพีซีอารที่มีขนาดแตกตางกัน สามารถแยกความแตกตางได
ชัดเจน มีขนาดอยูในชวง 100-500 คูเบส 

(7) ตําแหนงปลายสุดดาน 3’ ของแตละไพรเมอรตองจําเพาะกับดีเอ็นเอตั้งตน 
(complementary) และออกแบบใหตําแหนง -1 หรือ -2 จากปลายดาน 3’ 
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ของไพรเมอรคูในไมสามารถจับกันไดดีกับดีเอ็นเอตั้งตน (mismatch) เพ่ือ
ความจําเพาะของอัลลีลทีศ่กึษา 

(8) หลีกเลี่ยงการออกแบบไพรเมอรที่สามารถเขาจับกันเองหรือจับกับไพรเมอร
ชิ้นอ่ืนๆ 

(9) คา Tm (melting temperature) ของแตละไพรเมอรควรออกแบบให
ใกลเคยีงกัน โดยทั่วไปยูในชวง 55-80 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13. แสดงการออกแบบไพรเมอรดวยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS 
PCR) 
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รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาสนิปสทุกตําแหนงแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางที่ 14. แสดงรายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษา
จีโนไทปของสนิปสในแตละตําแหนง  
 

สนิปส ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการศึกษา 
GABA-902F:GCCTCCTTCGGCTGTCATTAGAAGG RFLP; Tsp509 Ι rs4906902 

(A/G) GABA-902R:TTTATCTCTGAATTTTTCAGGTACTGCGGTACA  
GABA-901F*:CCAGGGTCCAGGAGAGCCAGATG Sequencing rs4906901 

(A/C) GABA-901R:GCCAGTAGCCTTCTAATGACAGCCG  
GABA-317F*:CCAGGGTCCAGGAGAGCCAGATG RFLP; BstU Ι rs20317 

(C/G) GABA-317R:CCAGTAGCCTTCTCGCGACAGCCG  
GABA-333F:CTTCATTAACTATCTGGTATTAGGGAC rs3212333 

(C/G) GABA-333R:CATTGTATGTTACCCAAAAGGAACTC 
RFLP; Hinf Ι 

GABA-959F:GTTTTCTCTCCTAGTCACTGTCTC rs1367959 
(C/T) GABA-959R:GTTTCTTCCTGCGTTCCTTGATTCTC 

RFLP; Dde Ι 

GABA-636F:CTTGTGGACAGCGAGAGATGGAGAG Biallelic- 
GABA-636R:CCCACAGGTTATTACTAGGCACAGAGC ARMS PCR 
GABA-636TR:CTTCTTGTGGCAAGCATCTGAAGACAAAGA  

rs4542636 
(C/T) 

 GABA-636CF:GGCTTAGGGACTGATAGAGGACCTC  
GABA-683F:GGGGAATGGGGCAATGATTATCAAATGG RFLP; Taq∞ Ι rs4906683 

(A/G) GABA-683R:GTAGACATGAATAGGGAAGATGGCTGAG  
GABA-648F:CATCTTCCACCTTTGATTATCTTC Biallelic- 
GABA-648R:CAATGTGTTCCTGTTCATTTGGG ARMS PCR 
GABA-648AF:GCTTACCATTTAAGTAGAACTGTGTA  

rs2081648 
(A/G) 

 GABA-648GR:GATTGTATTAGAATGTCCAGCATATC  
F = Forward primer, R = Reward primer 
GABA-636TR, GABA-636CF, GABA-648AF, GABA-648GR ตั้งชื่อตามตําแหนงอัลลลีที่
ศึกษาดวยวธิี Biallelic- ARMS PCR 
 
*หมายเหตุ เน่ืองจากสนิปส rs4906901 และ rs20317 มีระยะหางกันประมาณ 103 เบส จึงใช
วิธีการ Sequencing ในการศึกษาสนิปสทั้งสองตําแหนงในขั้นตอนแรก จากการศึกษาสนิปสทัง้
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สองตําแหนงครบ 100 อัลลีล พบสนิปสตําแหนง rs4906901 ไมมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในคนไทย (Non-polymorphic) คือ พบเฉพาะอัลลีล A เทานั้น (ไมพบอัลลลี C) จึงไม
ทําการศึกษาสนิปส rs4906901 ตอไป เลือกศึกษาเฉพาะสนปิส rs20317 โดยเปลี่ยนวิธี
การศึกษาเปนวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีแทน แตยังคงใช Forward primer เดิม และออกแบบ 
Reverse primer ใหม เพ่ือใหงายตอการทําการศึกษา  
 
การศึกษาสนิปสดวยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร 
 
  ปฎิกิริยาพีซีอารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม  
1X PCR Buffer dNTP 200 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.5 ยูนิต 
สําหรับความเขมขนของ MgCl2 ไพรเมอร และสาร adjuvant ขึ้นกับแตละปฏิกิริยา (ตาม
รายละเอียดในตารางที่ 15-21) ผลพีซีอารถูกเพิ่มปริมาณดวยเครือ่ง MJ thermal cycle ภายใต
สภาวะ 95 องศาเซลเซยีส 5 นาที จํานวน 1 รอบ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาท ีAnnealing temp 
ขึ้นกับแตละปฏิกิริยานาน 30 วินาท ีและ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที จํานวน 35 รอบ และ 72 
องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ นําผลพีซีอารที่ได แยกในโพลีอะคริลาไมดเจลรอยละ 6 
แลวอิเล็กโตรฟอรีซีสใน 1X TBE โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลท เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาท ี
นําไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide ถายภาพภายใต UV transluminator จีโนไทปแต
ละแบบแยกตามขนาดของผลพีซีอาร และในทุกตัวอยางตองมี internal control  
  แตในกรณีที่ไมสามารถศึกษาสนิปสดวยวิธีการไบอัลลลีลิกอารมพีซีอารได ใช
วิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีแทน เน่ืองจากเปนวธิีหน่ึงทีนิ่ยมใชศึกษาสนิปสเชนกัน 
 
วิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี (RFLP) 
 
  พีซีอาร-อารแอฟแอลพี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
คือ ความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอหรือผลพีซีอารที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(restriction endonuclease) เปนวิธีที่นํามาประยุกตใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (polymorphism) หรือการกลายพันธุ (mutation) ในจีโนม ซ่ึงเปนวิธทีี่นิยมใชใน
ปจจุบัน เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสทําใหเกิดตําแหนงที่จําเพาะตอการตัดของ
เอนไซม ทําใหไดขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือผลพีซีอารแตกตางกัน และสามารถแยกความ
แตกตางของขนาดชิ้นสวนได โดยวิธีการนี้มีขั้นตอนในการศึกษา 3 ขั้นตอนหลัก คือ เพ่ิมจํานวน
ดีเอ็นเอดวยวธิีพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ ตดัผลพีซีอารดวยเอนไซมตดัจําเพาะอาจใช
เอนไซมเพียงชนิดเดียวหรอืหลายชนิดก็ได หลังจากนั้นนําผลพีซีอารที่ไปแยกขนาดโดยใช



 47

กระแสไฟฟาผานเจล เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัด แตวิธีการนี้มี
ขอจํากัด คือ ถาเอนไซมที่เลือกใชในการศึกษาตัดผลพีซีอาร เม่ือมีอัลลีลแคแบบใดแบบหนึง่
เทานั้น เชน สนิปส rs20317 มีอัลลีลแบบ C/G ถาสนิปสตําแหนงน้ีเปนอัลลลี C จะมีตําแหนงที่
จําเพาะตอการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ แตถาสนิปสเปนอัลลลี G ไมมีตําแหนงที่จําเพาะตอ
การตัดของเอนไซมชนิดเดียวกัน (ดังแสดงในตารางที ่ 18 และรูปที่ 17) ทําใหยากตอการอาน
และแปรผลการศึกษา ดังน้ันในการศึกษาสนิปสโดยใชวธิน้ีีควรเลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะที่
สามารถตัดผลพีซีอารที่มีในอัลลีลทั้งสองแบบของสนปิสตําแหนงน้ันๆ เพ่ืองายตอการอานผล
การ ศึกษา เชน สนิปส rs4906902 มีอัลลีลแบบ G/A ถาสนิปสตาํแหนงน้ีเปนอัลลีล G ทําให
เกิดตําแหนงที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะหนึ่งตําแหนง ไดผลพีซีอารออกเปนสอง
ชิ้นที่มีขนาดแตกตางกัน แตเม่ือสนิปสตาํแหนงน้ีเปนอัลลีล A จะมีตําแหนงที่จําเพาะตอการตัด
ของเอนไซมไดสองตําแหนง ทําใหไดผลพีซีอารเปนสามชิ้นที่มีขนาดแตกตาง สามารถแยก
ความแตกตางของอัลลีลแบบตางๆ ของสนิปสตําแหนงน้ัน (ดังแสดงในตารางที่ 17 และรูปที่ 16) 
แตถาไมสามารถออกแบบดังกลาวขางตนได ในการศึกษาจึงควรเลอืกเอนไซมที่สามารถตัดผล
พีซีอารในตําแหนงอ่ืน เพ่ือใหเห็นความแตกตางของผลพีซีอารและตรวจสอบวาเอนไซมไมสูญ 
เสียสภาพการทํางาน  
  โดยยืนยันความถูกตองของผลการศึกษาสนิปส ดวยวิธวีิธีไบอัลลลีลิกอารมพีซี
อาร หรือวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี โดยใชวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ใน
การศึกษาครั้งน้ีใชวธิีไบอัลลลีลิกอารมพีซีอารในการศึกษาสนิปส rs4542636 (ดังแสดงในตาราง
ที่ 15 และรูปที่ 14) และสนิปส rs2081648 (ดังแสดงในตารางที่ 16 และรูปที่ 15) และใชวธิพีีซี
อาร-อารแอฟแอลพีในการศึกษาสนิปส rs4906902 (ดังแสดงในตารางที่ 17 และรปูที่ 16) สนิปส 
rs20317 (ดังแสดงในตารางที่ 18 และรปูที่ 17) สนิปส rs3212333 (ดังแสดงในตารางที่ 19 และ
รูปที่ 18) สนิปส rs1367959 (ดังแสดงในตารางที่ 20 และรูปที่ 19) และสนิปส rs4906683 (ดัง
แสดงในตารางที่ 21 และรูปที่ 20) 
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ตารางที่ 15. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4542636 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-636F 0.2 1.0 1.0 M  62 Control (462) 
GABA-636R 0.1  Betaine  C allele (299) 
GABA-636CF 0.25    T allele (222) 
GABA-636TR 0.25     

 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14. แสดงผลพซีีอารออกแบบโดยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs4542636  
รูป (A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มี
ขนาด 462 bp S1 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 462, 299 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ TT 
(ผลพีซีอารขนาด 462, 222 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ CT (ผลพีซีอารขนาด 462, 299, 222 bp) 
 
 

(A) 

          C allele 

299 bp 

                                    T allele 

222 bp 

Control   S1          S2            S3 

462 bp 

299 bp 

222 bp 

CC          TT          CT    

(B) 

(C>T) 
    

(Control) 

462 bp 
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ตารางที่ 16. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2081648 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) 

GABA-648F 0.1 2.0 - 62 Control (280) 
GABA-648R 0.05    G allele (122) 
GABA-648AF 0.35    A allele (223) 
GABA-648GR 0.15     

 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15. แสดงผลพซีีอารออกแบบโดยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2081648 
รูป (A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มี
ขนาด 280 bp S1 มีจีโนไทปแบบ AA (ผลพีซีอารขนาด 280, 223 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ GG 
(ผลพีซีอารขนาด 280, 122 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ CT (ผลพีซีอารขนาด 280, 223, 122 bp) 
 
 

                                    G allele 

122 bp 

(A) 

           A allele 

223 bp 

Control   S1          S2            S3 

280 bp 

223 bp 

122 bp 

AA          GG          AG    

(B) 

(A>G) 
    

(Control) 

280 bp 
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ตารางที่ 17. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4906902 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
902F 

0.5 2.0 1.0 M 
Betaine 

66 Tsp509 Ι Uncut (535) 
A allele (445, 77 และ13) 

GABA-
902R 

0.5  
 

  G allele (522,13) 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 16. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs4906902  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Tsp509 Ι รูป (B) แสดงผล
เจลอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 535 bp S1 มีจีโนไทปแบบ AA (ผลพีซี
อารขนาด 445, 77 และ 13 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอารขนาด 522 และ 13 bp) S3 
มีจีโนไทปแบบ AG (ผลพีซีอารขนาด 522, 445, 77 และ 13 bp) 
 

(A) 
Uncut (A>G)  

   X 
  
X 

535 bp 

X 
A allele 

77 bp 445 bp 
X 

13  

G allele 

13  522 bp 
X 

(B) 
Uncut      S1          S2            S3 

535 bp 

522 bp 

 77 bp 

445 bp 

 13 bp 

AA          GG          AG    
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ตารางที่ 18. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs20317 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
317F 

0.5 1.5 1.0 M 
Betaine 

64 BstU Ι Uncut (540) 
G allele (540) 

GABA-
317R 

0.5  
 

  C allele (418, 122) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 17. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs20317  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม BstU Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะคริ
ลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 540 bp S1 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอาร
ขนาด 540 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 418 และ 122 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ 
GC (ผลพีซีอารขนาด 540, 418 และ 122 bp) 
 
 

G allele 

540 bp 

122  

C allele 

418 bp 
X 

540 bp 

(A) 

(G>C) 
    X 

Uncut Uncut      S1          S2            S3 

540 bp 

418 bp 

 122 bp 

GG       CC          GC           

(B) 
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ตารางที่ 19. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs3212333 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
333F 

0.5 1.0 1.0 M 
Betaine 

60 Hinf Ι Uncut (244) 
C allele (201, 37, 6) 

GABA-
333R 

0.5  
 

  G allele (115, 86, 37, 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 18. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs3212333  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารทีถู่กตัดดวยเอนไซม Hinf Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด การอานผลจีโนไทป คอื Uncut มีขนาด 244 bp S1 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอารขนาด 
115, 86, 37, 6 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 201, 37, 6 bp) S3 มีจีโนไทป
แบบ GC (ผลพีซีอารขนาด 201, 115, 86, 37, 6 bp) 
 

(A) 
 
X 

244 bp 

Uncut  
X 

(G>C) 
    X 

(B) 

G Allele 

37 
X  X  X 

6 86 bp 115 bp 

C Allele 

201 bp 37 
X  X 

6 GG       CC       GC       

Uncut   S1       S2         S3 

244 bp 
201 bp 

 86 bp 

115 bp 

37 bp 
 6 bp 
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ตารางที่ 20. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs1367959 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
959F 

0.25 
 

1.0 
 

- 
 

60 
 

Dde Ι Uncut (351) 
C allele (250,101) 

GABA-
959R 

0.25 
    

 T allele (147, 103,101) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs1367959  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารทีถู่กตัดดวยเอนไซม Dde Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 351 bp S1 มีจีโนไทปแบบ TT (ผลพีซีอารขนาด 
147, 103, 101 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 250, 101 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ 
TC (ผลพีซีอารขนาด 250, 147, 103, 101 bp) 
 

(A) 
(T>C) 
   X 

  
X 

351 bp 

Uncut 

  

C allele 

101  250 bp 
X 

(B) 
Uncut      S1          S2            S3 

351 bp 

250 bp 

 103 bp 

147 bp 

 101 bp 

TT          CC          TC   

X 
T allele 

103 147 bp 
X 

101 
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ตารางที่ 21. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4906683 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซม
ตัดจําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
683F 

0.1 
 

1.0 
 

- 
 

64 
 

Taq∞ Ι Uncut (263) 
A allele (216,47) 

GABA-
683R 

0.1 
    

 G allele (124, 92 และ 47) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs4906683  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Taq∞ Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะคริ
ลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 263 bp S1 มีจีโนไทปแบบ AA (ผลพีซีอาร
ขนาด 216, 47bp) S2 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอารขนาด 124, 92, 47 bp) S3 มีจีโนไทป
แบบ AG (ผลพีซีอารขนาด 216, 124, 92, 47 bp) 
 
 

(A) 

(A>G) 
   X 

  
X 

263 bp 

Uncut 
(B) 

Uncut      S1          S2            S3 

263 bp 

216 bp 

  92 bp 

 124 bp 

  47 bp 

AA          GG          AG 

A allele 

216 bp 47 
X 

G allele 

124  47 
X X 

92 
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การหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 
  เพ่ือยืนยันความถูกตองของผลการศึกษาสนิปส ดวยวิธีไบอัลลลีลกิอารมพีซีอาร 
และวธิีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี ทําการสุมตัวอยางทีท่ําการศึกษาแลว มาทําการศึกษาซ้ําดวย
วิธีการหาลําดบันิวคลีโอไทด การเตรียมปฏิกิริยาสําหรับวธิีการหาลาํดับนิวคลีโอไทด ของสนิปส
แตละตําแหนงประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพรเมอรที่เปน forward หรือ reverse 1.6 
พิกโกโมล BigDye terminator v1.1 ready reaction premix 1X และบัฟเฟอร BigDye 
terminator sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครือ่ง Thermal cycler 2720 
สภาวะการทําปฏิกิริยา ไดแก 96 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ีจํานวน 1 รอบ 96 องศาเซลเซียส 
นาน 10 วินาที 50 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาท ีและ 60 องศาเซลเซียส นาน 4 นาท ีจํานวน 
25 รอบ ตกตะกอนผลพซีีอารดวยวิธ ี sodium acetate/ ethanol ละลายผลพีซีอาร ดวย
สารละลาย HiDi-formamide 12 ไมโครลิตร นําไปทดสอบดวยเครื่องทดสอบพันธุกรรม 
(Genetic Analyzer) รุน 3130  
 
การวิเคราะหผลการศึกษา (การวิเคราะหขอมูลทางสถิต)ิ 
 
การวิเคราะหความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (Pearson’s chi-square test) 
 
  ในการเปรียบเทียบขอมูลเชงิกลุม (Categorical data) ใชการวิเคราะหดวย  
ไคสแควร (Chi-square analysis) ซ่ึงเปนการทดสอบสมมติฐานหลัก (null hypothesis) ที่
ความถี่จากคาที่สังเกต เปนไปตามการกระจายความถี่ตามคาที่คาดหวังหรือไม โดยพิจารณาคา
ความนาจะเปน (probability) ของไคสแควร วามีคานอยกวาหรือมากกวา 0.05 (χ2 < 0.05) คา
ไคสแควรคํานวณจากคาความแตกตางของคาความถีท่ี่คํานวณได กับคาทางทฤษฎียกกําลังสอง 
และหารดวยคาความถี่ตามทฤษฎี ตามสตูร ดังน้ี 

 

 
 

Oi = ความถีท่ี่สังเกตได (an observed frequency)  
Ei = ความถี่ทีค่าดหวัง (คาทางทฤษฎี) (an expected frequency) 
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การวิเคราะหความสัมพนัธดวยโปรแกรมแฮพโพลววิ (Haploview) version 4.0 (คัดลอก
จากหนังสือวิเคราะหเจาะลกึจีโนมมนุษยดวยชีวสารสนเทศ) 
 
  โปรแกรมแฮพโพลวิว (Haploview) เปนโปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหผลทาง
สถิติทางดานพันธุศาสตรจากขอมูลจีโนไทปของตวัอยาง โปรแกรมสามารถแสดงคาทางสถิติได
หลายรูปแบบ เชน heterozygosity, HWE, %Genotype, Family Trio และยังมีความสามารถใน
การคํานวณ และวเิคราะหสราง LD และ Haplotype Blocks ไดจากขอมูลจีโนไทป โปรแกรม
แฮพโพลวิวเปนโปรแกรมที่ใชงานสะดวก และการนําเสนอขอมูลของโปรแกรมที่เขาใจงาย 
สามารถดาวนโหลดผานอินเตอรเน็ตได (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php) 
โดยโปรแกรมแฮพโพลวิวมีการติดตั้งคาตัวแปรมาตั้งแตตน (default parameter) ของแตละ
ฟงกชั่นของโปรแกรม 

1. โปรแกรมทําการคํานวณเฉพาะสถติิ pairwise LD สําหรับมารคเกอรที่มี
การกําหนดระยะหางระหวางมารคเกอรตั้งคาไวที่ 500 KB  

2. โปรแกรมไมทําการวิเคราะหขอมูลมารคเกอรที่มีผลจีโนไทปไมถึง 50% 
3. การศึกษา Association ผูใชสามารถเลือกฟงกชั่นการทํางานได 2 แบบ คือ 

case controls หรือการศึกษาในครอบครัว (family trios)  
 
ขอมูลที่สามารถ input เขาในโปรแกรมไดหลายลักษณะ แตที่นิยมใชแบบ standard linkage 
format โดยขอมูลที่นํามาศึกษานั้นตองประกอบดวย pedigree name (family ID), individual 
ID, Paternal ID, Maternal ID, sex, affectation status และ marker genotypes ดังแสดงในรูป
ที่ 21) 
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รูปที่ 21. แสดงขอมูล (input) นามสกุล .dat ที่ใชในการศึกษาดวยโปรแกรมแฮพโพลววิ 
 
 (a) pedigree name เปนตวัเลขแสดง individual family โดยตัวเลขจะเหมือนกันใน 
                                        กรณีที่เปนขอมูลที่มาจากครอบครัวเดียวกัน แตถาเปนขอมูล 
    ที่มาจากตางครอบครัวตวัเลขตองไมเหมือนกัน 
 (b) individual ID  เปนหมายเลขประจําตัวจําเพาะของแตละบุคคลในการศึกษา 
    โดยผูปวยกําหนดรหัสเปน 201 พอของผูปวยเปน 101 และแม
    ของผูปวยเปน 102 
 (c) Paternal ID  เปนหมายเลขประจําตัวจําเพาะของแตละบุคคลที่เปนบดิาของ
    บุคลนั้น ในกรณีการวิเคราะหแบบ Association analysis ไมใช
    ขอมูลครอบครัวจึงกําหนดคาบิดาเปน 0  
 (d) Maternal ID  เปนหมายเลขประจําตัวจําเพาะของแตละบุคคลที่เปนมารดา
    ของบุคลนั้น ในกรณีการวิเคราะหแบบ Association analysis 
    ไมใชขอมูลครอบครัวจึงกําหนดคามารดาเปน 0  
 (e) sex   เปนการระบุเพศของตวัอยางที่นํามาศึกษาใชเลข 1 แทนเพศ
    ชาย และใชเลข 2 แทนเพศหญิง และใหคาเปน 0 เม่ือไมทราบ
    เพศ 
 (f) affectation status เปนการระบุสภาวะที่มุงศึกษาและใชในการคํานวณ โดยเลข 0 
    แทนสภาวะทีไ่มทราบผลตอการศึกษา ใชเลข 2 แทนสภาวะ
    ที่เปนโรค และใชเลข 1 แทนสภาวะที่ไมเปนโรค 

 
   (a)       (b)      (c)       (d)        (e)        (f)         ------------------(g)--------------------- 
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 (g) marker genotype แตละ marker แสดงจีโนไทปของแตละสนิปส แยกตามคอลัมน 
    (แตละคอลัมนแสดงอัลลีล แตละอัลลีลแยกกันดวยชองวาง) 
    โดยกําหนดจีโนไทปเปนลําดับเบส A, T, C, G หรือหมายเลข 
    1-4 (1=A, 2=C, 3=G และ 4=T) และใชเลข 0 0 แทน marker 
    ที่ไมมีผลจีโนไทป 
ขอมูล input บันทึกลงในโปรแกรม Excel และแปลงเปนไฟลนามสกุล .dat โดยเลือกชนิดของ
ไฟลเปน text (tab delimited) ซ่ึงสามารถเปดดวยโปรแกรม Notepad หรือ Excel ขอมูลที่นํามา
วิเคราะหตองลบหัวขอคอลมัน และลบไฟลบรรทัดสุดทายที่เวนวางออกใหเหลือจําเพาะขอมูลที่
ใชวเิคราะหเทานั้น สรางแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนโดยใชโปรแกรม Notepad โดยสนิปส
ตําแหนงแรกกําหนดเปนตาํแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 100) และสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ เปนระยะหาง
จากตําแหนงที่อางอิง ตั้งชื่อแผนที่สนิปสเปนไฟลนามสกุล .dat เชนกัน 
 
การใชโปรแกรม HaploView v4.0 

1. เปดโปรแกรมแฮพโพลวิวขึน้มา โดยสามารถเรียกใชงานผาน shortcut ที่หนาจอ  
(Desktop) หรือจาก Start Manu > Programes > HaploView > HaploView ดัง
แสดงในรูปที่ 22 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 22. แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮพโพลววิ v4.0 
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2. เลือกไฟลขอมูลที่ตองการนํามาศึกษาโดยระบุนามสกุลเปนไฟล .dat เชน 
Sample.dat ใน Data File และแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีน เชน map.dat ใน 
Locus Information File โดยโปรแกรมจะทําการนําเขาไฟลทั้งสองแบบอัตโนมัต ิ

 
ผลการศึกษาจากโปรแกรม HaploView v4.0 มีดังน้ี 

 
1. การตรวจสอบคุณสมบัติของมารคเกอร (Check Markers) โปรแกรมจะทําการ

คํานวณขอมูลพ้ืนฐานของแตละมารคเกอร และรายงานผลสําหรับการตรวจสอบ
คุณสมบัตติางๆ เชน 

 - ObsHET คือ คาที่ไดจากการนับ observed heterozygosity 
 - PredHET คือ คาที่ไดจากการคํานวณ predicted heterozygosity  
    (2*MAF*(1- MAF)) 
 - HWpval คือ คา P-value ของ Hardy-Weinberg equilibrium ซ่ึงก็คือคา  
   โอกาสความนาจะเปนที่ขอมูลจีโนไทปน้ีมีการกระจายแบบสมดุล 
 - %Geno คือ คาเปอรเซ็นตของการศึกษาจีโนไทปทีไ่ดผลของแตละมารคเกอร 
 - FamTrio คอื จํานวนของครอบครัวที่มีผลจีโนไทปครบ 
 - MendErr คือ จํานวนครอบครัวที่มีผลจีโนไทปไมครบไมเปนไปตามกฎของ 
   Mendel 
 - MAF คือ คา minor allele frequency ของแตละอัลลลี 
 - Allele คือ แสดง Major และ Minor ของสนิปสแตละตําแหนง 
 - Rating คือ คาที่บอกใหโปรแกรมวิเคราะหผล ถามีเครื่องหมายถูกอยูแสดงวา
   มารคเกอรน้ันผานการทดสอบ แตถาไมมีเครื่องหมายถูกแสดงวามารคเกอร
   น้ันไมผานการทดสอบ 
2. หนาตางแสดง Linkage disequilibrium (LD Plot) การศึกษาวาเครื่องหมาย

พันธุกรรมที่อยูใกลกันมีโอกาสถายทอดไปดวยกันมากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง 
ซ่ึงพิจารณาจากคา Lewontin’s coefficient (D’) ที่คํานวณจากระยะทางและ
ความถี่อัลลีลของแตละคูสนิปส หากคา D’ มากกวา 0.8 หมายความวา มีการ
ถายทอดไปดวยกันของคูเครื่องหมายพันธุกรรม การสรางบล็อกมาจากการเลือก
พารามิเตอร solid spine ซ่ึงโปรแกรมจะเลือกตําแหนงที่มีการถายทอดไปดวยกนั
สูง (strong LD) ของสนิปสตัวแรก และตวัสุดทาย ใน LD chart และสนิปสที่อยูใน 
LD เรียกวา haplotype block ซ่ึงสีในแตละบลอ็กจะแสดงผลการศึกษาคา LD 
ขางตน แสดงดังตารางที่ 22 
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ตารางที ่22. แสดงสซีึ่งบอกการถายทอดไปดวยกันของคาLD (Standard Color Scheme) 
 
 D' < 1 D' = 1 
LOD < 2 white blue 
LOD > 2 Shades of pink/red bright red 
หมายเหตุ LOD เปนคา log of the likelihood odds ratio 
  D' เปนคา the value of D prime between the two loci 

 
3. หนาจอแสดง Blocks และ Haplotypes โปรแกรมจะสราง haplotype block ได

หลายแบบ ผูใชสามารถเลือกมารคเกอรที่ตองการออกจากลักษณะการเปน 
haplotype block โดยการคลิกที่ชื่อมารคเกอรน้ัน และสามารถสราง haplotype 
block เองไดโดยการใช drad and drop กับมารคเกอรที่ตองการ ดังแสดงในรูปที่ 
23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 23. แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรมแฮพโพลววิ v4.0 
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การศึกษาโดยใชโปรแกรม PLINK v1.00 
 
  โปรแกรม PLINK เปนโปรแกรมที่ทํางานบน command Prompt สั่งการทํางาน
ไดโดยจัดเตรียมโปรแกรม PLINK และขอมูล input ไวในคอมพิวเตอร โดยขอมูล input จะ
บันทึกลงในโปรแกรม Excel และแปลงเปนไฟลนามสกุล .dat แลวเก็บไวใน drive C: หรือ drive 
อ่ืนๆ แลวแตความสะดวกของผูใชงาน ซ่ึงไฟลขอมูล input ที่ใชในการศึกษาเปนไฟลขอมูล
เดียวกันที่ใชศึกษาในโปรแกรม Haploview v4.0 ได โปรแกรม PLINK สามารถวิเคราะหคา 
Hardy-Weinberg Equilibrium, Association analysis และ Family based association โดยวิธ ี
TDT ซ่ึงการเรียกคําสั่งที่ใชในการวิเคราะหขอมูลทั้งสามแบบนั้นมีขั้นตอนในการเรียกคําสั่งเชน 
เดียวกัน 
 
การใชโปรแกรม PLINK วิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium 
เปดหนาตาง Command Prompt โดยเลอืกไปที่ Start > Accessories > Command Prompt จะ
ปรากฏหนาตาง Command Prompt  

1. เปลี่ยนตําแหนงการทํางานไปที่ drive C: หรือ drive อ่ืนที่เก็บขอมูลขางตนไว โดย
ใชคําสั่ง cd\ เม่ือเขาสู drive C: เลือกไฟลวิเคราะหผลตามตําแหนงที่จัดเก็บ เชน 
ถาตองการวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ของขอมูลซ่ึงอยูใน drive C: 
ในโฟลเดอร Analyses ในโฟลเดอร GABAcasecontrl และในโฟลเดอร plinkhwe 
ใชคําสั่ง “cd Analyses\GABAcasecontrl\plinkhwe” (ดังแสดงในรูปที่ 24) 

2. เลือกวธิีในการวิเคราะหผล เลือกตวัอยางไฟล input และกําหนดไฟล output โดยใช
คําสั่งแตกตางกัน เชน  

2.1 คําสั่งเพ่ือวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ใชคําสั่ง plink --ped 
gaba.dat --map map.dat --hardy --nonfounders --out allhew 
gabacasecontrl.out (all sample) (ดังแสดงในรูปที ่24) 
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รูปที่ 24. แสดงการทํางานบน command line mode เพื่อเรียกใชโปรแกรม PLINK ในการ
วิเคราะหหาคา Hardy-Weinberg Equilibrium 

 
2.2 คําสั่งในการวเิคราะห Association analysis ใชคําสั่ง plink --ped gaba.dat 

--map map.dat --model --out gabacasecontrl (ดังแสดงในรูปที ่25) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 25. แสดงการทํางานบน command line mode เพื่อเรียกใชโปรแกรม PLINK เพือ่
วิเคราะห Association analysis 
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2.3 คําสั่งในการวเิคราะห Family based association โดยวิธี TDT ใชคําสั่ง 
plink --ped gaba.dat --map map.dat --tdt --out gabatdt (ดังแสดงในรูปที ่
26) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 26. แสดงการทํางานบน command line mode เพื่อเรียกใชโปรแกรม PLINK เพือ่
วิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT  
 
ผลการศึกษาจากโปรแกรม PLINK 
 
  การวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ผลการวิเคราะหแสดงเปนสอง
ไฟล คือ Command Prompt และ Notepad ดังแสดงในรูปที่ 27 และ 28 โดยผลการศึกษาแสดง
คาตางๆ เชน จํานวนผูปวยทั้งหมดที่ใชในการศึกษา จํานวนกลุมควบคุม จํานวนผูชาย และ
ผูปวยหญิงทีใ่ชในการศึกษา จํานวนผูปวยหรือกลุมควบคุมที่มีอานผลผิดหรือไมมีขอมูลจีโนไทป
ใน Command Prompt และผลการวิเคราะห แสดงคา P-value ของคา Hardy-Weinberg 
Equilibrium ในตวัอยางผูปวยรวมกับกลุมควบคุม (ALL) เฉพาะผูปวย (AFF) และเฉพาะกลุม
ควบคุม (UNAFF) ใน Notepad จากตัวอยางแสดงใหเห็นวาคา p-value มีคามากกวา 0.5 แสดง
วาขอมูลในกลุมประชากรทีนํ่ามาศึกษานีมี้การกระจายตัวแบบ Hardy-Weinberg Equilibrium 
(ในกรณีที่ตั้งคา significant P-value ไวที่ 0.05)  
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รูปที่ 27. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยโปรแกรม PLINK 
บน command line 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 28. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยโปรแกรม PLINK 
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  สวนการวเิคราะหคา Association analysis โปรแกรมจะเริ่มสรางไฟล output 
ไวสําหรับเกบ็ขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหขอมูล input ตามชื่อที่ผูใชงานทําการกําหนดไว เชน 
ตั้งชื่อ output เปน gabacasecontrl.out ผลการศึกษาจะแสดงทั้งใน Command Prompt ซ่ึงบอก
จํานวนผูปวยทั้งหมดที่ใชในการศึกษา จํานวนกลุมควบคุม จํานวนผูชาย และผูปวยหญิงทีใ่ชใน
การศึกษา จํานวนผูปวยหรือกลุมควบคุมที่มีการอานผลผิด หรือไมมีขอมูลจีโนไทป และอีกสาม
ไฟลยอยใน Notepad ที่แสดงผลการศึกษาดวยวิธีการตางๆ เชน  
 - GENO คือการวิเคราะหความแตกตางของจีโนไทปในกลุมผูปวยและกลุม 
   ควบคุม  
 - ALLELIC คือการวิเคราะหความแตกตางของอัลลีลในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม  
 - DOM  คือการวิเคราะหผลรวมจีโนไทปที่พบมาก (Homozygous major allele)  
   ตอจํานวนจีโนไทปที่พบนอย (Homozygous minor Allele+  
   Heterozygous) 
 - REC  คือการวิเคราะหจํานวนจีโนไทปที่พบนอย (Homozygous minor  
   Allele ตอผลรวมจีโนไทปทีพ่บมาก (Homozygous major Allele  
   + Heterozygous) 
นอกจากนี้โปรแกรมยังแสดงคา Chi-square test (CHISQ) คา degree of freedom (df) และคา 
P-value (P) ของสนิปสแตละตําแหนงและการวเิคราะหแบบตางๆ ดังแสดงในรูปที่ 29 และ 30 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 29. แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรม PLINK บน command line 
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รูปที่ 30. แสดงผลการวเิคราะห Association analysis จากโปรแกรม PLINK  
 
  สวนการวเิคราะหคา Family based association โดยวิธี TDT โปรแกรมจะ
สรางไฟล output ไวสําหรับเก็บขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหขอมูล input ตามชื่อที่ผูใชงานทาํการ
กําหนดไว เชน ตั้งชื่อ output เปน gabatdt.out ผลการศึกษาจะแสดงทั้งใน Command Prompt 
เชนเดียวกบัการวิเคราะห Association analysis คือบอกจํานวนครอบครัวผูปวยทั้งหมดที่ใชใน
การศึกษา จํานวนผูชาย และผูปวยหญงิที่ใชในการศกึษา จํานวนผูปวยที่มีอานผลผิดหรือไมมี
ขอมูลจีโนไทป และอีกสามไฟลยอยใน Notepad ที่แสดงผลการศึกษา เชน  
 - CHR  คือตําแหนงโครโมโซมที่ใชศึกษา   
 - SNP  คือตําแหนงสนิปส  
 - A1:A2  คือลักษณะอัลลลีลในสนิปสแตละตําแหนง 
 - T:U_TDT  คือถายทอด:ไมถายทอดอัลลีลแบบใดแบบหนึ่ง เชน G:A=60:49 คือ 
   ถายทอดอัลลลี G แตไมถายทอดอัลลีล A เทากับ 60 และถายทอด 
   อัลลีล A แตไมถายทอดอัลลีล G เทากับ 49 
 - CHISQ_TDT คือคา Chi-square test 
 - P_TDT คือคา P-value 
ดังแสดงในรูปที่ 31 
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รูปที่ 31. แสดงการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT จากโปรแกรม 
PLINK  
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บทที่  3 
 ผลการวิจัย  
 
การตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มภีาวะออทิซมึ
จํานวน 128 ราย  
 
  จากการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มี
ภาวะออทิซึมจํานวน 128 ราย พบการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง 430 จากเบสกวานินเปน
เบสไทมิน (c.430G>T) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM 34-3) สงผลใหกรดอะมิโนในตําแหนงแรก
บน polyalanine tract ที่ 2 เปลีย่นจากกรดอะมิโนอะลานินเปนเซอรีน (p.A144S) (ดังแสดงใน
รูปที่ 32) และจากการศึกษาในครอบครัวพบนิวคลีโอไทดตําแหนง c.430G>T ในแมเปนแบบ 
heterozygous ดังแสดงในรูปที่ 33 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 32. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T ในยีน 
ARX บนเสน reverse (3’    5’) ในผูปวย (TM34-3) แสดงในรูปดานบน และคนปกติแสดงในรปู
ดานลาง 
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5’ 3’ 
c.430G>T 

ผูปวย 
(TM34-3) 

 

5’ 3’ 
c.430G 

คนปกติ 
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หมายเหตุ * แสดงสมาชิกในครอบครัวทีไ่มไดตรวจลําดับเบส 
 
รูปที่ 33. แสดงการศึกษาการถายทอดในครอบครัวที่พบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทด 
c.430G>T ผูปวย (TM34-3) ไดรับการถายทอดนิวคลโีอไทด c.430G>T จากแม (TM34-2)  
 
 
 
 

มารดา (TM34-2) 
3’ 5’ 

 

TM34-1 TM34-2

TM34-3

F1

F2

F3
TM34-1 TM34-2

TM34-3

F1

F2

F3

* * 

* 

* 

บิดา (TM34-1) 
3’ 5’ 

 

ผูปวย (TM34-3) 
3’ 5’ 
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  เน่ืองจากการเปลี่ยนนิวคลีโอไทด c.430G>T ที่พบขางตน ไมมีรายงานมากอน
จึงไมสามารถสรุปไดวาเปนการกลายพันธุที่เกิดขึ้นใหม หรือความแปรผันหลากหลายทางพนัธุ
กรรมที่พบไดนอย จึงทําการศึกษาในคนปกติทั้งหมด 500 อัลลีล ดวยวธิีพีซีอาร-อารเอฟแอลพี 
(ดังแสดงในรูปที่ 34) ซ่ึงไมพบการเปลีย่นนิวคลีโอไทด c.430G>T ตําแหนงน้ีในคนปกติทั้ง 500 
อัลลีล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*หมายเหตุผลพีซีอารขนาด 70 bp มองไมเห็นในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 34. แสดงผลเจลอะคริลาไมดในการศึกษาการเปลี่ยนนวิคลีโอไทด c.430G>T โดย
วิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพ ีรูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Ava II 
รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิาไมด โดย M แสดงเครื่องหมาย 100 คูเบส S1, S2 แสดงคนปกติ 
(ผลพีซีอารขนาด 447, 270 และ 177 bp) P แสดงผูปวยออทิซึม (TM34-3) ที่พบการเปลี่ยนนิ
วคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T (ผลพีซีอารขนาด 447, 340, 270, 177, 107 bp) โดย 7-
deaza-GTP ที่ใชในการทําพีซีอารสงผลใหการยอยของเอนไซม Ava II ไมสมบูรณ แตไมมีผล
ตอการแปลผลการศึกษา

(A) 

      G allele 

177 bp 270 bp 

 
X 

70 270 bp 107  

      T allele  
X X 

 

500 bp 
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X 
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      X 
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(B) 
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การศึกษาจีโนไทปของสนิปส 
 
  การศึกษาจีโนไทปใชวิธไีบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร ในการศึกษาสนปิสตําแหนง 
rs4542636 และ rs2081648 (ดังแสดงรูปที่ 39 และ 41) และใชวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีใน
การศึกษาสนปิสตําแหนง rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959 และ rs4906683 (ดัง
แสดงในรูปที่ 35, 36, 37, 38 และ 40) โดยผลการศกึษาของแตละจีโนไทปพิจารณาตามขนาด
ของผลพีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 35-41 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
*หมายเหตุไมเห็นผลพีซีอารขนาด 77 และ13 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 35. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs4906902  
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถกูตัดดวยเอนไซม Tsp509 Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S3 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 มีจีโนไทป
เปนเฮเทอโรไซกัสแบบ AG แถว S2 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ AA และแถว S3 มีจีโนไทป
เปนโฮโมไซกัสแบบ GG 
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77 bp 445 bp 
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*หมายเหตุ ไมเห็นผลพีซีอารขนาด 122 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 36. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs20317  
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารทีถู่กตัดดวยเอนไซม BstU Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S4 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 มีจีโนไทป
เปนโฮโมไซกัสแบบ GG แถว S2 และ S4 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ CG และแถว S3 
มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC  
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*หมายเหตุไมเห็นผลพีซีอารขนาด 36 และ 6 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 37. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs3212333  
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถกูตัดดวยเอนไซม Hinf Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิาไมด 
แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางที่ยังไมถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(Uncut) แถว S1-S10 เปนตัวอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 S4 S6 S7 และ S9 
มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ CG แถว S2 และ S8 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ GG และ
แถว S3 S5 และ S10 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC  

A 
 
X 
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(P)  
X 
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    X 

(S2)                              G allele 

37 
X  X  X 

6 86 bp 115 bp 

(S4)                             C allele 

201 bp 37 
X  X 

6 

M    S1    S2    S3     S4    S5   S6    S7    S8    S9   S10    P 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

CG  GG   CC   CG    CC  CG   CG   GG   CG   CC       U 

B 

 

244 bp 

115 bp 

201 bp 

 86 bp 
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รูปที่ 38. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs1367959 
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Dde Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S10 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 S5 S8 และ 
S9 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC แถว S2 S3 S6 S7 และ S10 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโร
ไซกัสแบบ CT และแถว S4 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ TT 

A 

X 

(P) 

351 bp 

(T>C) 
   X X 

(S4)                              T allele 

 X 
147 bp 101 bp 

 X 
103 bp 

(S8)                             C allele 

101 bp 250 bp 

 

M     P    S1    S2    S3    S4   S5    S6    S7    S8    S9      S10     

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

U   CC    CT    CT   TT     CC    CT    CT   CC   CC    CT  

B 

351 bp 

147 bp 

250 bp 

103, 101 bp 
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รูปที่ 39. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีไบอัลลลีลิกอารมพซีีอารของสนิปส rs4542636 
รูป A แสดงผลพีซีอาร รูป B แสดงผลเจลอะคริลาไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
S1-S7 เปนตวัอยางผูปวย แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การอานผลจีโนไทป 
คือ internal control มีขนาด 462 คูเบส แถว S1 และ S4 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC 
แถว S2 S3 S5 และ S6 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ CT และแถว S7 มีจีโนไทปเปนโฮโม
ไซกัสแบบ TT 
 

(S1)           C allele 

299 bp 
(S7)                                               T allele 

222 bp 

 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

M S1 S2 S3 S4 

CC CT CT 

S5 S6 S7 N 

100 bp 

CC CT CT TT

B 

462 bp 

222 bp 
299 bp 

A 
(Control) 

462 bp 

(T>C) 
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*หมายเหตุไมเห็นผลพีซีอารขนาด 47 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 40. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs4906683  
รูป A แสดงตําแหนง x บนผลพีซีอารที่ถกูตัดดวยเอนไซม Taq∞ Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S6 เปนตัวอยางผูปวย แถว N ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน (negative control) 
การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 S2 และ S4 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ AG แถว S3 มี
จีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ AA และแถว S5 และ S6 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ GG  

 X 
(S3)                              A allele 

47 bp 216 bp 

(P) 

263 bp 
X 

(A>G) 
    X 

A 

(S5)                             G allele 

124 bp 47 
X 

92 bp 
X 

U AG AG AA AG GG GG

S3 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

M P S1 S2 S4 S5 S6 N 

 

B 

216 bp 

 92 bp 

263 bp 

124 bp 
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รูปที่ 41. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีไบอัลลลีลิกอารมพซีีอารของสนิปส rs2081648 
รูป A แสดงผลพีซีอาร รูป B แสดงผลเจลอะคริลาไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
S1-S5 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ internal control มีขนาด 280 คูเบส แถว S1 
S3 และ S5 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ AA แถว S2 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ AG 
และแถว S4 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ GG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

(S1)        A allele 

223 bp 

(S4)                             G  allele 

122 bp 

280 bp 

(Control) (A>G) 
    

GG 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

M S1 S2 S3 S4 S5 

 AA AA   AG 
 

AA 

B 

280 bp 
223 bp 

122 bp 
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ผลการวิเคราะหทางสถิต ิ 
 
1. การวิเคราะหความสัมพันธดวยวิธี Population base case control  
 
การศึกษาความสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberge quilibrium) ในกลุมควบคุม 
 
  ในการศึกษาแบบ Population base case control กลุมควบคุมทีนํ่ามาใชใน
การศึกษา ตองตรวจสอบการกระจายความถี่ของจีโนไทปใหเปนไปตามทฤษฎีสมดุลของฮารดี-
ไวนเบิรก (P > 0.05) คือ ในประชากรใดๆ ตองมีความถี่ของจีโนไทปคงที่ในทกุรุน ถาความถี่
ของจีโนไทปในกลุมควบคุมใดที่มีคา P < 0.05 เราจะไมนํากลุมควบคุมน้ันมาใชในการศึกษา 
เน่ืองจากพบความถี่ของจีโนไทปแบบใดแบบหนึ่งมากเกินไป สงผลใหพบผลบวกปลอมจากกลุม
ควบคุมขางตนได โดยกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 
100 (N = 251) จากการศึกษาการกระจายความถี่ของจีโนไทปตามทฤษฎีสมดลุของฮารดี-ไวน
เบิรกในกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK พบกลุมควบคุมที่นํามาศึกษาสนปิสทุกตําแหนง
เปนไปตามทฤษฎีสมดุลของฮารดี-ไวนเบริก โดยคา P-value ของฮารดี-ไวนเบิรก (P_HWD) 
ของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ 
rs2081648 มีคาเทากับ 0.8838, 0.3801, 0.6614, 0.2187, 1.000, 0.2084 และ 0.1977 
ตามลําดับ และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ (HET) คือ โอกาสที่จะพบอัลลีลแบบเฮเทอโรไซกัสใน     
สนิปสแตละตาํแหนงมีคาเทากับ 0.4200, 0.4278, 0.4352, 0.4800, 0.4118, 0.4032 และ 
0.4902 ตามลาํดับ ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที ่23 
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ตารางที่ 23. แสดงคาฮารดี-ไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซติี้ของสนิปสทุกตําแหนง 
(rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648) บน
ยีน GABRB3 ในกลุมควบคมุ (251) 
 

สนิปส จีโนไทป จํานวน(ราย) รอยละ P_HWD HET 
AA 119 49  
AG 107 40 0.4200 rs4906902 
GG 25 11 

0.8838 
HWE สมดุล 

 
GG 121 48  
CG 102 41 0.4278 rs20317 

 CC 28 11 

0.3801 
HWE สมดุล 

 
CC 119 47  
CG 105 42 0.4352 

 
rs3212333 
 GG 27 11 

0.6614 
HWE สมดุล 

 
CC 97 39  
CT 126 50 0.4800 rs1367959 

 TT 28 11 

0.2187 
HWE สมดุล 

 
CC 126 50  
CT 104 41 0.4118 rs4542636 

 TT 21 9 

1.000 
HWE สมดุล 

 
GG 126 50  
AG 110 44 0.4032 rs4906683 

 AA 15 6 

0.2084 
HWE สมดุล 

 
GG 76 30  
AG 134 57 0.4902 rs2081648 

 AA 41 13 

0.1977 
HWE สมดุล 

 
โดยสนิปสแตละตําแหนงศกึษาในกลุมควบคุมจํานวน 251 ราย 
 
P_HWD: คา P ของฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P-value) 
HET: คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ (Heterozygosity)  
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การศึกษาความถี่อัลลลีของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึม
เทียบกับกลุมควบคุม 
 
  จากการวิเคราะหหาความถี่ของอัลลีลในกลุมผูปวยเทยีบกับกลุมควบคุม พบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม (P = 0.004018; df = 1) เม่ือพิจารณาความถี่ของอัลลลีของสนิปสตาํแหนงดังกลาว 
พบความถีข่องอัลลีล C (major allele) ในกลุมผูปวยมากถึงรอยละ 80 ขณะที่พบความถี่ของอัล
ลีล C ในกลุมควบคุมรอยละ 71 และไมพบความสัมพันธขางตนของสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ จาก
การศึกษาพบความถี่ของอัลลีล A (major allele) ของสนิปส rs4906902 ในกลุมผูปวยรอยละ 65 
และกลุมควบคุมรอยละ 69 พบความถีข่องอัลลีล G (major allele) ของสนิปส rs20317 รอยละ 
67 ในกลุมผูปวยและกลุมควบคุมพบรอยละ 69 ของสนิปส rs3212333 พบความถี่ของอัลลีล C 
(major allele) ในกลุมผูปวยรอยละ 65 และกลุมควบคุมรอยละ 68 สนิปส rs1367959 พบ
ความถี่ของอัลลีล C (major allele) รอยละ 65 ในกลุมผูปวยและในกลุมควบคุมรอยละ 64 
สนิปส rs4906683 พบความถี่อัลลีล G (major allele) ในกลุมผูปวยรอยละ 76 และกลุมควบคุม
รอยละ 72 และพบความถีข่องอัลลีล G (major allele) ของสนิปส rs2081648 ในผูปวยรอยละ 
63 และกลุมควบคุมรอยละ 57 จากผลการศึกษาเห็นไดวาความถี่ของอัลลีลที่พบในสองกลุม
ประชากรมีคาใกลเคยีงกันมาก ยกเวนความถี่ของอัลลลีของสนิปส rs4542636 ดังรายละเอียดที่
แสดงในตารางที่ 24 
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ตารางที ่ 24. ความถี่อัลลีลของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยทัง้หมดเทียบกับ
กลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ทีมี่คา degree of freedom เทากับ 1  
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม สนิปส อัลลีล 
จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

Chi-
square 

P-value 

A 187 0.649 345 0.687 rs4906902 
G 101 0.351 157 0.313 

1.198 0.2737 
(NS) 

G 194 0.674 344 0.685 rs20317 
C 94 0.326 158 0.315 

0.1143 0.7353 
(NS) 

C 188 0.653 343 0.683 rs3212333 
G 100 0.347 159 0.317 

0.772 0.3796 
(NS) 

C 188 0.653 320 0.637 rs1367959 
T 100 0.347 182 0.363 

0.1873 0.6652 
(NS) 

C 231 0.802 356 0.709 rs4542636 
T 57 0.198 146 0.291 

8.276 
 

0.004018 
*** 

G 220 0.764 362 0.721 rs4906683 
 A 68 0.236 140 0.279 

1.726 
 

0.1889 
(NS) 

G 181 0.628 286 0.570 rs2081648 
 A 107 0.372 216 0.430 

2.614 0.106 
(NS) 

โดยสนิปสแตละตําแหนงศกึษาจากผูปวยทั้งหมด 144 ราย และกลุมควบคุม 251 ราย  
 
อธิบายสัญลกัษณ 
   *** = Significance 
  NS = Non Significance 
 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนปิส rs4542636 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (P < 0.05) แตไมพบความสัมพันธน้ีของสนิปสตาํแหนงอ่ืนๆ 
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การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยเทียบ
กับกลุมควบคุม 
 
  จากการวิเคราะหหาความถี่ของจีโนไทปในกลุมผูปวย เทียบกบักลุมควบคุม 
โดยแบงกลุมผูปวยตามลักษณะทางฟโนไทป คือ ผูปวยออทิซึมทัง้หมด (จํานวน 144 ราย) 
ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (จํานวน 121 ราย) และผูปวยออทิซึมทั้งหมดที่มี non-verbal IQ 
นอยกวา 80 (จํานวน 121 ราย) เทียบกบักลุมควบคุม (จํานวน 251 ราย) โดยกลุมผูปวยที่ใชใน
การศึกษาครั้งน้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (N = 144) พบความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317 ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 
0.04087; df = 2) และกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.03549; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม จากการพิจารณาความถี่ของจีโนไทปในกลุมผูปวยออทิซึม พบความถี่ของจีโนไทปแบบ 
CG มากที่สุด เม่ือเปรียบเทียบกับความถี่ของจีโนไทปแบบอ่ืน ๆ ในกลุมควบคมุพบความถีข่อง
จีโนไทปแบบ GG มากที่สุด และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตขิองความถี่จีโนไทป
ของสนิปส rs3212333 ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.028; df = 2) และกลุมผูปวยชายที่
มีภาวะออทิซึม (P = 0.04175; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยพบความถี่ของจีโนไทป
แบบ CG ในผูปวยออทิซึมมากที่สุด สวนในกลุมควบคุมพบความถีข่องจีโนไทปแบบ CC มาก
ที่สุด และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 
ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.01347; df = 2) และกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 
0.03217; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม เม่ือพิจารณาความถี่ของจีโนไทปในผูปวยออทิซึม 
และกลุมควบคุม พบความถี่ของจีโนไทปแบบ CC มากที่สุดเชนกัน แตมีความแตกตางของ
ความถี่จีโนไทปแบบ CC ในทั้งสองกลุม คือ พบความถี่ของจีโนไทปแบบ CC ในผูปวยออทซึิม
เทากับ 0.65 และกลุมควบคุมเทากับ 0.50 (ดังแสดงในตารางที่ 25, 26 และ 27) 
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ตารางที ่ 25. ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด
เทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ที่มีคา degree of freedom เทากับ 2  
 

พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317, rs3212333 และ 
rs4542636 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึมทัง้หมดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และไมพบ
ความสัมพันธน้ีของสนิปสตาํแหนงอ่ืนๆ  

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส 

 
จีโนไทป 

 
จํานวน
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน
(ราย) 

ความถี ่
Chi-

square 
P-value 

AA 56 0.39 119 0.47 
AG 75 0.52 107 0.43 rs4906902 
GG 13 0.09 25 0.10 

3.357 0.1866 
(NS) 

GG 59 0.41 121 0.48 
CG 76 0.53 102 0.41 rs20317 

 CC 9 0.06 28 0.11 
6.394 

 

0.04087 
*** 

CC 54 0.38 119 0.47 
CG 80 0.55 105 0.42 rs3212333 

 GG 10 0.07 27 0.11 
7.151 0.0280 

*** 

CC 59 0.41 97 0.39 
CT 70 0.49 126 0.50 rs1367959 

 TT 15 0.10 28 0.11 
0.2178 0.8968 

(NS) 

CC 94 0.65 126 0.50 
CT 43 0.30 104 0.41 rs4542636 

 TT 7 0.05 21 0.09 
8.615 0.01347 

*** 

GG 83 0.58 126 0.50 
AG 54 0.37 110 0.44 rs4906683 

 AA 7 0.05 15 0.06 
2.043 0.3600 

(NS) 

GG 54 0.38 76 0.30 
AG 73 0.51 134 0.53 rs2081648 

 AA 17 0.11 41 0.17 
2.855 0.2400 

(NS) 
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ตารางที ่ 26. ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิ
ซึมเทียบกบักลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ทีมี่คา degree of freedom เทากับ 2  
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส จีโนไทป จํานวน

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน

(ราย) 
ความถี ่

Chi-
square 

P-value 

AA 46 0.38 119 0.49 
AG 65 0.54 107 0.40 

 
rs4906902 
 GG 10 0.08 25 0.11 

4.045 0.1323 
(NS) 

GG 49 0.40 121 0.48 
CG 65 0.54 102 0.41 rs20317 

 CC 7 0.06 28 0.11 
6.677 

 

0.03549 
*** 

CC 46 0.38 119 0.47 
CG 67 0.53 105 0.42 rs2312333 

 GG 8 0.09 27 0.11 
6.352 0.04175 

*** 

CC 46 0.38 97 0.39 
CT 61 0.50 126 0.50 rs1367959 

 TT 14 0.12 28 0.11 
0.02159 0.9893 

(NS) 

CC 78 0.64 126 0.51 
CT 37 0.31 104 0.40 rs4542636 

 TT 6 0.05 21 0.09 
6.874 

 
0.03217 

*** 
GG 71 0.59 126 0.50 
AG 44 0.36 110 0.44 rs4906683 

 AA 6 0.05 15 0.06 
2.356 0.3079 

(NS) 

GG 40 0.33 76 0.30 
AG 66 0.55 134 0.53 rs2081648 

 AA 15 0.12 41 0.17 
1.064 0.5875 

(NS) 

พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317, rs3212333 และ 
rs4542636 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมเทียบกบักลุมควบคุม และไม
พบความสัมพันธน้ีของสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ  
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ตารางที ่ 27. ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยทัง้หมดที่มี non-
verbal IQ นอยกวา 80 เทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ที่มีคา degree of 
freedom เทากับ 2  
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส จีโนไทป 

 
จํานวน
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน
(ราย) 

ความถี ่
Chi-

square 
P-value 

AA 46 0.38 119 0.47 
AG 64 0.53 107 0.43 

 
rs4906902 

 GG 11 0.09 25 0.10 
3.559 0.1687 

(NS) 

GG 50 0.41 121 0.48 
CG 62 0.51 102 0.41 rs20317 

 CC 9 0.08 28 0.11 
4.058 

 

0.1315 
(NS) 

CC 47 0.39 119 0.47 
CG 65 0.54 105 0.42 rs2312333 

 GG 9 0.07 27 0.11 
4.796 0.09089 

(NS) 

CC 50 0.41 97 0.39 
CT 59 0.49 126 0.51 rs1367959 

 TT 12 0.10 28 0.10 
0.2984 0.8614 

(NS) 

CC 75 0.63 126 0.50 
CT 39 0.32 104 0.41 

 
rs4542636 
 TT 7 0.05 21 0.09 

4.6200 0.09927 
(NS) 

GG 66 0.55 126 0.50 
AG 48 0.39 110 0.44 rs4906683 

 AA 7 0.06 15 0.06 
0.6357 0.7277 

(NS) 

GG 41 0.34 76 0.30 
AG 64 0.53 134 0.53 rs2081648 

 AA 16 0.13 41 0.17 
0.857 0.6515 

(NS) 

ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของสนิปสทุกตําแหนงบนยีน GABRB3 ในผูปวย
ทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยเทียบ
กับกลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ 
 
  จากการศึกษาความถี่ของจีโนไทปในกลุมผูปวยที่แบงตามลักษณะทางฟโนไทป 
เทียบกบักลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ
ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 เม่ือทําการวเิคราะหผลแบบ Additive model ในกลุม
ผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.004903; df = 1) ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.01173; df = 
1) และผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 (P = 0.04108; df = 1) เทียบกบักลุม
ควบคุม และเม่ือทําการวิเคราะหผลแบบ dominant model พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ของความถี่จีโนไทปในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.003875; df = 1) ผูปวยชายที่มีภาวะ
ออทิซึม (P = 0.009989; df = 1) และผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 (P = 
0.033240; df = 1) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือ
วิเคราะหผลแบบ recessive model (ดังแสดงในตารางที่ 32) และไมพบความสัมพันธขางตน
ของสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 28, 29, 
30, 31, 33 และ 34) 
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ตารางที ่ 28. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs4906902 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model  

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.2627 (NS) 0.1014 (NS) 0.7624 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมดเพศ (121) 0.2812 (NS) 0.08825 (NS) 0.6002 (NS) 
ผูปวยที่มี non-verbal IQ นอย
กวา 80 (121) 0.2354 (NS) 0.08825 (NS) 0.7906 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG และ ½ ของ GA เปรียบเทียบกบั 
AA และ ½ ของ GA 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA เปรียบเทียบกับ GG, AG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทยีบกบั AA, AG  
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในสนิปส rs4906902 ในผูปวยออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 29. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs20317 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทียบกบักลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม 
PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.7305 (NS) 0.1651 (NS) 0.1120 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.7440 (NS) 0.1625 (NS) 0.1024 (NS) 
ผูปวยที่มี non-verbal IQ นอย
กวา 80 (121) 0.6624 (NS) 0.2125 (NS) 0.2649 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC และ ½ ของ CG เปรียบเทยีบกบั 
GG และ ½ ของ CG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทียบกับ CC, CG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทยีบกบั GG, CG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในสนิปส rs20317 ในผูปวยออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 30. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs3212333 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.3645 (NS) 0.05659 (NS) 0.2142 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.4622 (NS) 0.08825 (NS) 0.2038 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.4651 (NS) 0.1201 (NS) 0.3131 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG และ ½ ของ CG เปรียบเทียบกบั 
CC และ ½ ของ CG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทียบกับ GG, CG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทยีบกบั CC, CG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในสนิปส rs3212333 ในผูปวยออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม  
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ตารางที ่ 31. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs1367959 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.6517 (NS) 0.6489 (NS) 0.8206 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.8848 (NS) 0.9070 (NS) 0.9057 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.5853 (NS) 0.6208 (NS) 0.7182 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT และ ½ ของ CT เปรียบเทยีบกบั 
CC และ ½ ของ CT 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทียบกับ TT, CT 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT เปรียบเทียบกับ CC, CT 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปในสนิปส rs1367959 ในผูปวยออทิซึม
เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 32. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs4542636 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.004903 *** 0.003875 *** 0.1966 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.011730 *** 0.009989 *** 0.2405 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.04108 *** 0.033240 *** 0.3793 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT และ ½ ของ CT เปรียบเทยีบกบั 
CC และ ½ ของ CT 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทียบกับ TT, CT 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT เปรียบเทียบกับ CC, CT 
 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่ของจีโนไทปในสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิ
ซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยการวิเคราะหผลแบบ additive model และ dominant 
model (P < 0.05) แตไมพบความสัมพันธน้ีในการวเิคราะหแบบ recessive model 
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ตารางที่ 33. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs4906683 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.1739 (NS) 0.1544 (NS) 0.6424 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.1550 (NS) 0.1255 (NS) 0.6908 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.4985 (NS) 0.4322 (NS) 0.9417 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA และ ½ ของ AG เปรียบเทยีบกบั 
GG และ ½ ของ AG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทียบกับ AA, AG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA เปรียบเทียบกับ GG, AG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่ของจีโนไทปในสนิปส rs4906683 ในผูปวย
ออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม 
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ตารางที่ 34. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs2081648 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.09208 (NS) 0.1422 (NS) 0.2228 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.35870 (NS) 0.5879 (NS) 0.3212 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.36160 (NS) 0.4831 (NS) 0.4359 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA และ ½ ของ AG เปรียบเทยีบกบั 
GG และ ½ ของ AG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทียบกับ AA, AG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA เปรียบเทียบกับ GG, AG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปในสนิปส rs2081648 ในผูปวยออทิซึม
ทุกกลุมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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2. การวิเคราะหความสมัพันธดวยวธีิ Family based association โดยวิธี Transmission 
Disequilibrium Test (TDT) ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
 
  การประมวลผลจีโนไทปในตวัอยางครอบครัวผูปวยออทิซึม พบครอบครัวผูปวย
ออทิซึมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (N = 363 ประกอบ 
ดวยพอ แม ลกู คิดเปน 121 ครอบครวั) จากการวิเคราะหการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวย
ออทิซึม โดยโปรแกรม PLINK ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการถายทอดอัลลีลบน 
สนิปสทุกตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม (ดังแสดงในตารางที่ 35) 
 
ตารางที่ 35. คา P-value ของการถายทอดอัลลีลของสนิปส rs4906902, rs20317, 
rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส อัลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนอัลลลี) Chi square P-value 

rs4906902 G:A 62:51 1.0710 0.3008 (NS) 
rs20317 C:G 62:63 0.0080 0.9287 (NS) 
rs2312333 G:C 60:56 0.1379 0.7103 (NS) 
rs1367959 T:C 61:57 0.1356 0.7127 (NS) 
rs4542636 T:C 43:49 0.3913 0.5316 (NS) 
rs4906683 A:G 53:60 0.4336 0.5102 (NS) 
rs2081648 A:G 63:73 0.7353 0.3912 (NS) 

*คําอธิบาย ถายทอด:ไมถายทอด (62:51) คือ ถายทอดอัลลีล G แตไมถายทอดอัลลีล A เทากบั 
62 และถายทอดอัลลีล A แตไมถายทอดอัลลีล G เทากับ 51 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการถายทอดอัลลีลในสนิปสทุกตําแหนงในครอบครวั
ผูปวยทั้งหมด (P > 0.05) 
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การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสบนยีน 
GABRB3 
 
  การวิเคราะหหา Linkage disequilibrium (LD) เพ่ือศึกษาการถายทอดอัลลีลที่
อยูคนละตําแหนงบนโครโมโซมเดียวกัน ซ่ึงมีโอกาสที่จะถายทอดจากรุนหนึ่งไปยังรุนหนึ่ง
ดวยกัน ปรากฏการณที่พบสนิปสหลายตําแหนงถูกถายทอดไปดวยกันในกลุมประชากรบอย
กวาการที่พบโดยบังเอิญ เรียกกลุมสนิปสเหลานี้วามี Linkage disequilibrium ตอกัน ดังน้ัน
การศึกษาแฮพโพลไทปจึงมีความนาเชื่อถือในกาวิเคราะหหาความสัมพันธกับการเกิดโรค มาก 
กวาการศึกษาสนิปสแคตําแหนงเดียว การศึกษาครั้งน้ีสนใจศึกษาการถายทอดสนิปสแฮพโพล
ไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึม โดยใชโปรแกรม Haploview จากการศึกษาพบแฮพโพลไทป
บล็อก 2 ตําแหนง คือ แฮพโพลไทปบลอ็กที่หน่ึงประกอบดวยสนิปส rs4906902 และ rs20317 
มีความยาวประมาณ 831 เบส และแฮพโพลไทปบล็อกที่สองประกอบดวยสนปิส rs4542636 
และ rs4906683 มีความยาวประมาณ 16 กิโลเบส ดังรายละเอียดที่แสดงในรูปที่ 42 และตาราง
ที่ 36 จากการศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดแฮพโพลไทปแบบ AC 
ของสนิปส rs4906902 และ rs20317 จากพอหรือแมมาสูลูกที่เปนโรค เม่ือเปรียบเทยีบกบั
ความถี่ของแฮพโพลไทปแบบอ่ืนๆ เน่ืองจากพบความถี่ของแฮพโพลไทปขางตนในผูปวยออทิ
ซึมนอย ดังน้ันความสัมพันธที่พบขางตนอาจเกิดขึ้นไดโดยบังเอิญ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 42. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD) บนยีน 
GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมทัง้หมด โดยใชโปรแกรม Haploview การถายทอดไป
ดวยกันพิจารณาจากคา D’ ≥ 0.8  
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ตารางที ่ 36. ความถีข่องแฮพโพลไทลบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม
ทั้งหมด โดยใชโปรแกรม Haploview v4.0 
 
บล็อก แฮพโพลไทป 

 
ความถี ่

 
ความถี่ของการ

ถายทอด:ไมถายทอด 
Chi- 

Square 
P-value 

 
AG 0.621 59.9:60.0 0 0.9952 
GC 0.295 58.9:49.0 0.914 0.3389 
GG 0.046 12.1:11.0 0.049 0.8244 

1 
(902-317) 

AC 0.038 4.1:15.0 6.263 0.0123 *** 
CG 0.700 59.4:51.4 0.577 0.4474 
TA 0.189 37.4:42.4 0.313 0.5759 
CA 0.081 18.6:20.6 0.102 0.7491 

2 
(636-683) 

TG 0.030 6.6:7.6 0.071 0.7901 
1. โดยสนิปสแฮพโพลไทปแตละตําแหนงศกึษาในครอบครัวผูปวยทั้งหมด 144 ครอบครัว 
2. การจัดเรียงของสนิปสในแฮพโพลไทป 902-317 คือ สนิปส rs4906902-rs20317 และ 

636-683 คือ สนิปส rs4542636-rs4906683 
 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดแฮพโพลไทปแบบ AC ของสนิปสตําแหนง 
rs4906902 และ rs20317 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม (P = 0.0123) 
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การยืนยันผลการศึกษาจโีนไทปของสนิปสแตละตาํแหนง 
 
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงใชวธิีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร หรือ
วิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี เพ่ือยืนยันถึงความถกูตองในการอานผลจึงทําการทดสอบซ้ําดวย
วิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) โดยเลือกตวัอยางผูปวยหรอืกลุมควบคุมที่มี
ผลจีโนไทปที่เปนเฮทเทอโรไซกัส และโฮโมไซกัสทั้งสองแบบ มาทําการศึกษาซ้ําพบผล
การศึกษาจีโนไทปตรงกบัผลการทดสอบลําดับดีเอ็นเอของสนิปสทุกตําแหนง (ดังแสดงในรูปที่ 
43-45) นอกจากนั้นทําการเปรียบเทียบผลการศึกษาสนิปสกับฐานขอมูล NCBI ดวยโปแกรม 
nucleotide blast; blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบผลถูกตองตรงกันตาม 
Accession No. NT_026446 
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รูปที่ 43. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs3212333 ตัวอยาง S1 เปนตัวอยางผูปวย
ออทิซึมที่มีอัลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/G และตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูปวยที่
มีอัลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ G/G และ C/C ตามลําดับ 
 
 

S3 

C/C 

S2 

G/G 

 

 

 

S1 

C/G 
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รูปที่ 44. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs1367959 ตัวอยาง S1 เปนตัวอยางผูปวย
ออทิซึมที่มีอัลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/T และตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูปวยที่
มีอัลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ T/T และ C/C ตามลําดับ 
 

S3 

C/C 

S2 

T/T 

 

S1 

C/T 
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รูปที่ 45. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs4542636 ตัวอยาง S1 เปนตัวอยางผูปวย
ออทิซึมที่มีอัลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/T และตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูปวยที่
มีอัลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ C/C และ T/T ตามลําดับ 
 

S3 

T/T

S2 

C/C

 

S1 

C/T 
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บทที่  4 
บทวิจารณ 

 
การตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มภีาวะออทิซมึ 
 
  จากการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มี
ภาวะออทิซึมจํานวน 128 ราย พบการเปลี่ยนนวิคลีโอไทดในตําแหนง cDNA 430 จากเบส
กวานินเปนเบสไทมิน (c.430G>T) และสงผลใหเปลีย่นกรดอะมิโนในตําแหนง 144 จากอะลานิน
เปนเซอรีน (p.A144S) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM34-3) ประวัตขิองผูปวย คอื ผูปวยเปนลูก
คนเดียว ประวัติการตั้งครรภของแมปกติ คลอดดวยการผาตัดคลอดเพราะขนาดทารกไมเหมาะ 
สมกับเชิงกราน นํ้าหนักแรกคลอด 3,380 กรัม แรกคลอดปกติดี คว่ําไดตอนอายุ 4 เดือน น่ังได
อายุ 6 เดือน ยืนไดอายุ 1 ป เดินไดอายุ 2 ป 8 เดือน พูดคําแรกอายุ 3 ป 3 เดือน ผูปวยไมมี
ลักษณะใบหนาผิดปกติ ไมเคยชัก แพทยวินิจฉัยวาเปนออทิซึมจาก DSM-IV และมีภาวะปญญา
ออนระดับนอย (IQ = 64) จากการตรวจสอบระดับสติปญญาโดยไมใชภาษา (non verbal IQ 
test, Binet-V) นอกจากนี้ผูปวยมีการเจริญเติบโตชากวาปกตทิั้งขนาดเสนรอบศีรษะ นํ้าหนกั 
และสวนสูง (< 3 percentile) 
  เน่ืองจากการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T ไมมีรายงานมากอน 
จึงไมสามารถสรุปไดวาเปนการผาเหลาใหม (mutation) หรือเปนความแปรผันหลากหลายทาง
พันธุกรรมที่พบไดนอย (rare polymorphism) จึงศึกษาการถายทอดนิวคลีโอไทดในตําแหนง 
c.430G>T ในครอบครัวผูปวย พบนิวคลีโอไทดตําแหนง c.430 ในแมเปนแบบ heterozygous 
(มีจีโนไทปแบบ G/T) แสดงวาผูปวยไดรับการถายทอด c.430G>T มาจากแม สวนญาติคนอ่ืนๆ 
ปฏิเสธการตรวจ จึงไมสามารถตรวจการถายทอดนิวคลีโอไทดตําแหนงขางตนวาไดรับมาจากตา
หรือยาย และนองสาวของแมมีนิวคลีโอไทดแบบ c.430G>T ในตําแหนงน้ีหรือไม (ดังแสดงใน
รูปที่ 33) การศึกษาการเปลีย่นนิวคลีโอไทดแบบ c.430G>T ในคนปกติจํานวน 500 อัลลีล โดย
วิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพี (ดังแสดงในรูปที่ 34) ไมพบการเปลี่ยนนวิคลีโอไทด c. 430G>T น้ีใน
คนปกต ิ
  การจําลองการ Alignments โดยใชโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor ในตําแหนงกรดอะมิโนที่มีการเปลี่ยนไป (p.A144S) ซ่ึงอยูในตําแหนงแรกบน 
polyalanine tract ที่ 2 ของโปรตีน ARX ในสัตวเลีย้งลูกดวยนมหลายสปชีส พบกรดอะมิโน
ตําแหนงดังกลาวตรงกันในสัตวชั้นสูงทุกสปชีส (สุนัข, rat, mouse) แตใน zebrafish, Xenopus 
และ fly orthologs ไมมี polyalanine tract ตรงกับมนษุย (Gecz et al., 2006; Gronskov et al., 
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2004) (ดังแสดงในรูปที่ 46) แสดงวา polyalanine tract ในตําแหนงขางตนเปนกรดอะมิโน
อนุรักษในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม จึงนาจะมีความสําคัญตอหนาที่ของโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 46. แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณตําแหนง 144 (ลูกศรชี)้ ของ 
Polyalanine tract ที ่2 ของโปรตีน ARX ใน คน สุนัข หนู (rat และ mouse) 
 
  การจําลองโครงสรางตติยภูมิ (3-Dimension protein) ของโปรตีน ARX ที่พบ
การเปลี่ยนของกรดอะมิโนอะลานินเปนเซอริน (p.A144S) โดยใชโปรแกรม ExPASy 
(http://www.expasy.org/tools/) เน่ืองจากโปรแกรมไมสามารถจําลองโครงสรางโปรตีนใน
ตําแหนงดังกลาวได จึงไมเห็นความแตกตางของโครงสรางโปรตีนทีพ่บ p.A144S ขางตน ตอมา
จึงศึกษาโครงสรางทุติยภูมิ (2-Dimention Protein) ของโปรตีน ARX โดยโปรแกรม GOR IV 
secondary structure prediction method (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi/bin/npsa_automat. 
plpage=/NPSA/npsa_seccons.html) พบโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX ที่พบ p.A144S 
ในผูปวยแตกตางจากคนปกต ิ(ดังแสดงในรูปที ่47) คอื โครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนในคนปกติ
มีโครงสรางแบบ Helix ตั้งแตกรดอะมิโนไกลซิน (Gly) (ในตําแหนง 141; ลูกศรประ) แตโปรตีน
ของผูปวย (TM34-3) มีโครงสรางแบบ Helix ในตําแหนงกรดอะมิโนอะลานีน (Ala) ซ่ึงอยูถัดไป
อีกหนึ่งตําแหนง แสดงใหเห็นวาโปรตีน ARX ของผูปวยมีโครงสรางแบบ Helix สั้นลงหนึ่ง
ตําแหนงเม่ือเปรียบเทยีบกบัคนปกติ ซ่ึงอาจสงผลตอการทําหนาที่ของโปรตีน ARX ที่พบ 
p.A144S ขางตน 
 
 

Polyalanine tract 2 
 
H. sapiens (Normal)     
C. familiaris                  
M. muscullus                
R. Norvegicus     

 
 
ERPDGAGAAAAAAAAAAAAWD 
ERQDSAGAVAAAAAAAAWDTL 
ERQDSAGAVAAAAAAAWDTLK 
ERPDGAGAAVPAAAAAAAAWD 
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รูปที่ 47. แสดงแบบจําลองโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX (รูปแสดงโครงสรางกรดอะมิ
โนเพียงบางสวน) (a) แสดงโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX ในคนปกติ (b) แสดงโครงสราง
ทุติยภูมิของโปรตีน ARX ในผูปวย (TM34-3) พบลําดับกรดอะมิโนของคนปกตมีิโครงสรางแบบ 
Helix ตั้งแตกรดอะมิโนไกลซิน (Gly) ในตําแหนง 141 (ลูกศรประ) แตกรดอะมิโนของผูปวย 
(TM34-3) มีโครงสรางแบบ Helix ในตําแหนงกรดอะมิโนอะลานีน (Ala) ซ่ึงอยูถัดไปอีกหนึ่ง
ตําแหนง (142) แสดงใหเห็นวาโปรตีน ARX ของผูปวย มีโครงสรางแบบ Helix ที่สั้นลงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัคนปกติ  
* หมายเหตุ อักษร c แทนโครงสรางแบบ Coil และอักษร h แทนโครงสรางแบบ Helix  
 
  มีรายงานการศึกษาการทํางานของโปรตีน ARX โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก        
อะลานินเปนเซอรีนในตําแหนง polyalanine tract ที่ 4 ของโปรตีน ARX ซ่ึงเปนตําแหนงกรดอะ
มิโนอนุรักษ (conserve amino acid) พบการทํางานของโปรตีน ARX ซ่ึงทําหนาที่ยับยั้งการ
สังเคราะหเอ็มอารเอ็นเอ (transcription repression) ลดลงเพียงเล็กนอย เม่ือเทียบกับการ
ทํางานของโปรตีน ARX ปกติ และพบวาการทําให polyalanine tract ที่ 1 และ 2 ขาดหายไป 
(deletion) ไมมีผลตอหนาทีข่องโปรตีน ARX (McKenzie et al., 2007) เปนทีท่ราบกันวาการ
เปลี่ยนกรดอะมิโนจากอะลานินเปนเซอรีนอาจสงผลใหเกิดตําแหนง Phosphorylation ขึ้นใหมใน
ตําแหนงเซอรีน (Ilyas et al., 1997) จึงจําลองตําแหนง Phosphorylation ของโปรตีน ARX ที่
พบ p.A144S โดยใชโปรแกรม PredPhospho (http://pred.ngri.re.kr/PredPhospho.htm) ไม
พบตําแหนงทีเ่กิดกระบวนการ Phosphorylation ขึ้น บนโปรตีน ARX ที่พบ p.A144S (ดังแสดง
ในรูปที่ 48) 

 

 

 

 
 
  GERPDGAGAAAAAAAAAAAA                 GERPDGAGSAAAAAAAAAAA 
  ccccchhhhhhhhhhhhhhh            cccccchhhhhhhhhhhhhh 
 

Normal p.A144S  (a) คนปกติ (b) ผูปวย (TM34-3) 
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รูปที่ 48. แสดงแบบจาํลองการเกดิ Phosphorylation ในโปรตีน ARX บริเวณ 
polyalanine tract 2 รูป (a) และ (b) แสดงตําแหนงที่เกิดกระบวนการ Phosphorylation ของ
โปรตีน ARX ในคนปกติ และในผูปวย (TM34-3) ตามลาํดับ ซ่ึงไมพบตําแหนงทีเ่กิด 
Phosphorylation ที่กรดอะมิโนตําแหนง 144 แมจะมีการมีการเปลีย่นจากกรดอะลานินเปนเซอ
รีน (p.A144S) 
 
  การศึกษาพบการกลายพันธุแบบ c.428_451 dup เปนการกลายพันธุที่พบได
บอยในผูปวยออทิซึมที่มีภาวะปญญาออนรวมดวย (Stromme et al., 2002; Nawara et al., 
2006) แตมีรายงานไมพบการกลายพันธุของยีน ARX ในผูปวยออทิซึมชายจํานวน 226 ราย 
(Chaste et al., 2006) สวนในประเทศไทยมีการศึกษาการกลายพนัธุของยีน ARX ในผูปวยที่มี
พัฒนาการชาจํานวน 251 ราย พบการกลายพันธุแบบ c.428_451 dup ในเอกซอน 2 ของยีน 
ARX ซ่ึงเปนการกลายพันธุที่พบไดบอย (common mutation) ในผูปวย 2 ราย (Rujirabanjerd 
et al., 2007) เน่ืองจากการกลายพันธุของยีน ARX สงผลตอการเกิดโรคหรือความรุนแรงของ
โรคที่แตกตางกัน บางกรณีการผาเหลาแบบเดียวกันอาจสงผลตออาการของโรคตางกัน (Gezc 
et al., 2006) แสดงวาการเลือกตวัอยางที่ใชในการศึกษาอาจสงผลตอการพบการกลายพันธุ
แบบตางๆ บนยีน ARX จากขอมูลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงนีส้รุปไดดังตารางที่ 37 ผล
การศึกษายังไมสามารถสรุปไดวาการเปลี่ยนนิวคลีโอไทด c.430G>T (p.A144S) เปนการผา
เหลาใหมหรือเปนความแปรผันหลากหลายที่พบไดนอย จึงตองมีผลการศึกษาการทํางานของ
โปรตีน ARX ที่พบ p.A144S ขางตนเสียกอน และอาจศึกษากระบวนการเกิด Phosphorylation 
ในโปรตีน ARX เพ่ือหาขอสรุปการศึกษาที่ชัดเจนมากขึ้น 

 
 

 (a) คนปกติ 

(b) ผูปวย (TM34-3) 

Query                    GAGAAAAAAA AAAAAWDTLK ISQAPQVSIS   170  
Phospho_site                                                      P     P              P P   170 

Query                    GAGSAAAAAA AAAAAWDTLK ISQAPQVSIS   170  
Phospho_site                                                     P      P              P P   170 

Normal 

p.A144S 
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ตารางที่ 37. แสดงผลการศึกษายีน ARX ที่พบ c.430G>T (p.A144S) ในผูปวย (TM34-3) 
 

การศึกษา Variant ที่พบ c.430G>T (p.A144S) 
1. การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน  เปลี่ยนกรดอะมิโนอะลานินเปนเซอรีนในตําแหนง 144 

(p.A144S) 
2. ตําแหนงกรดอะมิโนอนุรักษในสตัว 
   ชั้นสูง 

ใช 

3. ศึกษาการถายทอดในครอบครัว แมเปนแบบ heterozygous (มีจีโนไทปในแมเปน G/T) 
และถายทอด c.430G>T มาสูลูก  

4. การศึกษาในกลุมประชากรทั่วไป ไมพบ c.430G>T ในคนปกติจํานวน 500 อัลลีล 
 
 การศึกษาครั้งน้ียังมีขอจํากัด คือ ไมไดตรวจกรองการกลายพันธุที่พบไดนอยใน

ตําแหนงโปรโมเตอร และเอกซอน 1, 3, 4, 5 ของยีน ARX แตอยางไรก็ตามสามารถสรุปไดวา
การกลายพันธุบริเวณเอกซอน 2 ของยีน ARX พบไดนอยในผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม ดังน้ัน
ยีน ARX จึงไมใชยีนอันดับตนๆ ในการตรวจกรองการกลายพันธุในผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

106

การเลือกเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 
  ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกศึกษาสนิปสทั้งหมด 8 ตําแหนง โดยสนิปส 3 ตําแหนง
แรก คือ rs4906902, rs4906901 และ rs20317 อยูบริเวณโปรโมเตอรของยีน GABRB3 เลือก
ตามการศึกษาของ Urak และคณะ (2006) ที่ศึกษาสนิปสจํานวน 14 ตําแหนง กระจายบนยนี 
GABRB3 ในผูปวยโรค Childhood absence epilepsy (CAE) จํานวน 50 ครอบครัว ที่มีลูกเปน
โรคเพียงหนึ่งคน พบสนิปสแฮพโพลไทปบางแบบของสนิปสทั้งสามตําแหนงขางตนมีผลลด
กลไกการสังเคราะหอารเอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลล เน่ืองจากอินทรอน 3 ของยีน GABRB3 
มีขนาดใหญ และพบความสัมพันธระหวางสนิปสตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม ดังน้ันในการศึกษา
จึงเลือกศึกษาสนิปสใหกระจายในอินทรอน 3 จํานวน 3 ตําแหนง คือ สนิปสตําแหนงที ่ 4 
rs3212333 อยูตอนตนบนอินทรอน 3 เลือกตามการศึกษาของ Curran และคณะ (2006) ที่
ศึกษาสนิปสบนยีน GABRB3 ในครอบครัวที่มีลูกเปนโรคเพียงหนึ่งคนจํานวน 123 ครอบครัว 
และครอบครวัที่มีลูกเปนโรคตั้งแตสองคนขึ้นไปจํานวน 25 ครอบครัว ผลการศึกษาพบสนปิส
ตําแหนงขางตนมีคา P-value เขาใกล 0.05 (P = 0.088) สนิปสตําแหนงที่ 5 คือ rs1367959 อยู
กลางอินทรอน 3 เลือกตามการศึกษาของ Curran เชนกัน สนิปสตําแหนงที่ 6 คือ rs4542636 
อยูบนปลายอนิทรอน 3 เลือกตามการศกึษาของ McCauley และคณะ (2004) ทีศ่ึกษาสนิปสบน
ยีน GABRB3, GABRA5 และ GABRG3 ในผูปวยออทิซึมจํานวน 123 ครอบครวั ที่มีลูกเปนโรค
ตั้งแตสองคนขึ้นไป พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนิปสตาํแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม (P 
= 0.03) สนิปสตําแหนงที่ 7 คือ rs4906683 อยูในอินทรอน 4 เลือกตามการศึกษาของ Curran 
ซ่ึงพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนิปสตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม (P = 0.01) สนิปส
ตําแหนงสุดทาย (ตําแหนงที่ 8) คือ rs2081648 อยูในอินทรอน 8 เลือกตามการศึกษาของ Kim 
และคณะ (2006) ที่ศึกษาสนิปสจํานวน 4 ตําแหนงบนยีน GABRB3 ใน 104 ครอบครัวชาว
เกาหลีที่มีลูกเปนโรคเพียงหนึ่งคน พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนปิสตําแหนงน้ี
เทานั้นกับภาวะออทิซึม (P = 0.027) โดยสนิปสทั้งหมดที่เลือกศึกษาคาดวาครอบคลุมทัว่ทั้งยีน 
GABRB3 จากการศึกษาสนิปส rs4906901 (A/C) จํานวน 100 อัลลีล พบสนิปสตําแหนงน้ีไมมี
ความแปรผันหลากหลาย (Non-polymorphic) ในคนไทย คือ พบเฉพาะอัลลลี A เทานั้น (ไม
พบอัลลลี G) จึงไมทําการศึกษาสนิปสตําแหนงน้ีตอไป ดังน้ันจํานวนสนิปสทีใ่ชในการศึกษา
ทั้งหมดจึงเหลือแค 7 ตําแหนง ดังแสดงในตารางที่ 8 
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วิธีการศึกษาความสัมพันธ (Association study) 
 
  ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกวธิทีําการวิเคราะหหาความสมัพันธ 2 แบบ คือ 
Population base case control และ Family based association ซ่ึงสองวิธีขางตนมีประโยชนใน
การศึกษาโรคหรือภาวะที่มีสาเหตุมาจากหลายปจจัย เชน โรคทางพนัธุกรรมที่เกดิจากยีนหลาย
ยีน ปจจัยจากสิ่งแวดลอม หรือทั้งสองปจจัยรวมกัน  
  การศึกษาแบบ Population base case control เปนการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางเครื่องหมายทางพันธุกรรมกับโรค โดยเปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล หรือความถี่ของจี
โนไทปในประชากรที่เปนโรคเทียบกบัประชากรปกต ิ หากความถี่ของอัลลีลหรือจีโนไทปของ
เครื่องหมายทางพันธุกรรมบนยีนตําแหนงน้ันๆ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิที ่
0.05 อาจบงชี้วาตําแหนงของเครื่องหมายทางพันธุกรรมนี้ใกลเคียงกับตําแหนงของยีนที่อาจกอ
โรค ซ่ึงการศึกษาขางตนจําเปนตองใชกลุมควบคุมที่มีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมใกลเคียงกับกลุม
ผูปวย เชน กลุมผูปวยที่ใชศึกษาเปนคนภาคกลาง ในการศึกษาจงึเลือกกลุมควบคุมสวนใหญ
เปนคนภาคกลางเชนกัน สวนอายุของกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษาที่แตกตางกบักลุมผูปวยไมมี
ผลตอการทดสอบ เน่ืองจากอายุไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงในระดบัดีเอ็นเอ แตถาการศึกษา
เลือกกลุมควบคุมกับกลุมผูปวยที่มีพ้ืนฐานทางพันธกุรรม เชื้อชาติ เพศที่แตกตางกันมาก ผล
การศึกษาทีไ่ดอาจพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ อาจเกิดจากผลบวกปลอมได 
(false positive)  
  การศึกษาการถายทอดในครอบครัว Family based association โดยใชวิธ ี
Transmission Linkage Disequilibrium Test (TDT) วิธีการนี้เปนการศึกษาเพื่อหาตําแหนงของ
เครื่องหมายทางพันธุกรรม ที่มีการถายทอดรวมไปกับยีนที่อาจกอใหเกิดโรค โดยการศึกษาการ
ถายทอดของเครื่องหมายพันธุกรรมในครอบครัวทีเ่ปนโรคเทียบกับคาความคาดหวัง เน่ืองจาก
วิธีการนี้ไมใชกลุมควบคุม จึงชวยลดปญหาการพบผลบวกปลอมได รวมทั้งผลการศึกษา
สามารถบอกวาเครื่องหมายทางพันธุกรรมบนยีนที่เลอืกศึกษานั้น มีความสัมพันธและถายทอด
ไปกับยีนที่กอโรคดวย  
 
การกระจายความถี่ของอัลลีลของสนิปสแตละตาํแหนง 
 
  การศึกษาครั้งน้ี พิจารณาความแตกตางของความถี่อัลลีลของสนิปสทุกตําแหนง
โดยศึกษาเปรยีบเทียบในกลุมประชากรเอเชียดวยกัน (จีนและญี่ปุน) และกลุมเชื้อชาติที่แตกตาง
กัน (ยุโรปและแอฟริกา) ดังแสดงในตารางที่ 38 และ 39 จากการเปรียบเทยีบความถี่ของอัลลีล
ในคนไทยกบัคนจีน ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของสนิปสทุกตาํแหนง (P > 
0.05) อาจจะเนื่องจากคนไทยมีบรรพบุรุษสวนหนึ่งที่อพยพมาจากประเทศจีนจึงมีเชื้อสาย
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ใกลเคยีงกัน แตพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบความถีข่อง   
อัลลีลระหวางคนไทยกับคนญี่ปุนของสนิปส rs1367959 จากการศึกษาความถีอั่ลลีลในคนไทย
พบคา MAF(T) เทากับ 0.347 แตกตางจากการรายงานที่พบในคนญี่ปุน MAF(T) เทากับ 0.216 
และสนิปส rs2081648 พบความถี่อัลลีลในคนไทยมีคา MAF(A) เทากับ 0.372 แตกตางจากการ
รายงานที่พบในคนญี่ปุน MAF(A) เทากับ 0.260 อาจเปนเพราะกลุมที่ใชในการศึกษามีเชื้อชาติ
แตกตางกัน และไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตขิองสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ สวนการ
เปรียบเทียบความถี่ของอัลลีลในคนไทยกับคนยุโรป และคนแอฟรกิา สวนมากมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญของสนิปสเกือบทุกตําแหนง เน่ืองจากกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาเปนคนละ
เชื้อชาติ และอาจมีปจจัยในเรื่องของจํานวนตวัอยางที่ใชในการศึกษารวมดวย  
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ตารางที่ 38. ความถี่อัลลลีของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ
 

rs4906902 rs4906901* rs20317 rs3212333 rs1367959 rs4542636 rs4906683 rs2081648 กลุมประชากร 
A G A C G C C G C T C T G A G A 

คนไทย (2008) 
การศึกษาครั้งนี้ 

0.649 
 

0.351 
 

1.000 0.000 0.674 
 

0.326 
 

0.653 
 

0.347 
 

0.653 
 

0.347 
 

0.802 
 

0.198 
 

0.764 
 

0.236 
 

0.628 
 

0.372 
 

คนจีน 0.689 0.311 - - - - - - 0.733 0.267 0.789 0.211 0.786 0.214 0.690 0.310 

คนญี่ปุน 0.656 0.344 - - - - - - 0.784 0.216 0.844 0.156 
 

0.830 0.170 0.740 0.260 

คนยุโรป 0.724 
 

0.276 
 

- - - - 0.835 
 

0.165 
 

0.692 0.308 0.579 0.421 
 

0.567 0.433 0.825 0.175 

คนแอฟริกา  
(Sub-Saharan) 

1.000 0.000 - - - - - - 1.000 0.000 0.814 0.186 - - - - 

- ขอมูลความถี่ของสนิปสในคนจีน คนญี่ปุน คนยุโรป และคนแอฟรกิา (Sub-Saharan) อางอิงจากฐานขอมูล NCBI 
- สนิปส rs4906901 และ rs20317 ไมมีรายงานในฐานขอมูล NCBI  
* จากการศึกษาสนิปส rs4906901 ในคนไทย จํานวน 100 อัลลีล ไมพบความหลากหลายทางพันธุกรรม พบเฉพาะอัลลีล A เทานั้น 
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ตารางที่ 39. การเปรียบเทียบความถีอ่ัลลีลแตละเชื้อชาติ ระหวางคนไทย (2008) คนจีน คนญี่ปุน คนยุโรป และคนแอฟริกา ของสนิปส rs4906902, 
rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 
 

rs4906902 rs3212333 rs1367959 rs4542636 rs4906683 rs2081648 ประชากร 
Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนจีน 

0.7098 0.3995 - 
 

- 
 

3.51998 
 

0.06063 
 

1.6966 
 

0.19273 
 

0.15219 
 

0.69653 
 

1.6830 
 

0.19452 
 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนญี่ปุน 

0.0007 0.9789 - 
 

- 
 

10.603 
 

0.00112 
*** 

1.47041 
 

0.22528 
 

2.5513 
 

0.11020 
 

6.28898 
 

0.01215 
*** 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนยุโรป 

2.7404 0.0978 
 

24.841 
 

0.00001 
*** 

0.8276 
 

0.36296 20.0368 
 

0.00000 
*** 

16.7849 
 

0.00004 
*** 

26.3376 
 

0.0000 
*** 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนแอฟริกา 

116.767 0.0000 
*** 

- 
 

- 
 

121.917 0.0000 
*** 

0.12945 
 

0.71905 
 

- - - 
 

- 
 

* แสดงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)
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ความสัมพันธระหวางสนปิสบนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม 
 
  สนิปสที่ใชในการศึกษาทั้งหมด 7 ตําแหนง คือ rs4906902 และ rs20317 
บริเวณตําแหนงโปรโมเตอร สนิปส rs3212333, rs1367959 และ rs4542636 ในอินทรอน 3 
สนิปส rs4906683 ในอินทรอน 4 และสนิปส rs2081648 ในอินทรอน 8 ของยีน GABRB3 จาก
การศึกษาพบกลุมควบคุมมีความถี่จีโนไทปของสนิปสทุกตําแหนงเปนตามทฤษฎีสมดุลของฮาร
ดีไวนเบิรก (P-value > 0.05) ดังแสดงในตารางที ่ 23 เพ่ือเปนการควบคุมคุณภาพวาไมมี
ประชากรที่มีความถี่ของจีโนไทปแตกตางกันมากจนทําใหไมเขาสูภาวะสมดุลได การศึกษาแบง
ผูปวยออทิซึมออกเปนกลุมตางๆ ตามลกัษณะทางคลนิิก ไดแก ผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 
144 ราย ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 121 ราย และผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 
80 (แบงตามระดับสติปญญาแบบไมใชภาษา) จํานวน 121 ราย กลุมควบคุมทีใ่ชในการศึกษา
จํานวน 251 ราย และครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 121 ครอบครัว เพ่ือใหทราบถึง
ลักษณะทางฟโนไทปที่อาจสัมพันธกับภาวะออทิซึมไดชัดเจนมากขึ้น ในการวิเคราะหหา
ความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับผูปวยออทิซึม ใช 2 วิธใีนการ คือ Population base 
case control และ Family based association โดยใชวิธ ี Transmission Disequilibrium Test 
(TDT) 
  จากการศึกษาแบบ Population base case control โดยใชสนิปส 7 ตําแหนงใน
ยีน GABRB3 เปรียบเทียบความถี่อัลลลี หรือความถี่จีโนไทป และการศึกษาโดยใชโมเดลแบบ
ตางๆ เปรียบเทียบกันระหวางกลุมผูปวยกับกลุมควบคุม พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติของความถี่อัลลีลในสนิปส rs4542636 (C/T) ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.004018; 
df = 1) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 24) โดยพบคา minor allele frequency 
(MAF) ในกลุมผูปวยออทิซึม MAF(T) เทากับ 0.198 เทียบกับกลุมควบคุมที่พบคา MAF(T) 
เทากับ 0.291 และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตขิองความถี่จีโนไทปของ สนิปส
ตําแหนงน้ีในผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.01347; df = 2) และกลุมผูปวยชายทีมี่ภาวะออทิซึม 
(P = 0.03217; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 25 และ 26) โดยพบ
ความถี่จีโนไทปแบบ CC ในกลุมผูปวยออทิซึมเทากับ 0.65 และในกลุมควบคุมเทากับ 0.50 
เม่ือพิจารณาความถี่จีโนไทปโดยใชโมเดลทางสถิติแบบตางๆ พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิตขิองความถี่จีโนไทปในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยทําการวิเคราะหผล
แบบ dominant model (ความถี่จีโนไทปแบบ major homozygous เทียบกบัผลรวมของความถี่
จีโนไทปแบบ heterozygous และ minor homozygous) ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 
0.003875; df = 1) ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.009989; df = 1) และผูปวยออทิซึมทีมี่ 
non-verbal IQ นอยกวา 80 (P = 0.033240; df = 1) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม และเม่ือทําการ
วิเคราะหผลแบบ additive model (ผลรวมของความถี่จีโนไทปแบบ major homozygous และ
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ครึ่งหน่ึงของ heterozygous เทียบกับผลรวมของความถี่จีโนไทปแบบ minor homozygous และ
ครึ่งหน่ึงของ heterozygous) ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.004903; df = 1) ผูปวยชาย
ที่มีภาวะออทซึิม (P = 0.011730; df = 1) และผูปวยออทิซึมที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 (P 
= 0.04108; df = 1) แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือวิเคราะหแบบ recessive 
model (ดังแสดงในตารางที ่32)  
  พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถีจี่โนไทปในสนิปส 
rs20317 (C/G) ในผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.04087; df = 2) และผูปวยชายที่มีภาวะออทิ
ซึม (P = 0.03549; df = 2) เทียบกับกลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 25 และ 26) โดยพบ
ความถี่จีโนไทปแบบ CG ในกลุมผูปวยออทิซึมมากที่สุด สวนในกลุมควบคุมพบความถี่จีโนไทป
แบบ GG มากที่สุด ไมพบความสัมพันธเม่ือทําการวิเคราะหความถี่อัลลีล และการใชโมเดลแบบ
ตางๆ แสดงวาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317 บนยีน 
GABRB3 ที่พบขางตน อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ
ของความถี่จีโนไทปของสนปิส rs3212333 (C/G) ในผูปวยออทิซึมทัง้หมด (P = 0.028; df = 2) 
และผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.04175; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคมุ (ดังแสดงใน
ตารางที่ 25 และ 26) โดยพบความถี่จีโนไทปแบบ CG ในกลุมผูปวยออทิซึมมากที่สุด ในกลุม
ควบคุมพบความถี่จีโนไทปแบบ CC มากที่สุด และไมพบความสัมพันธขางตนเม่ือวิเคราะห
ความถี่อัลลีล หรือการใชโมเดลแบบตางๆ เน่ืองจากพบเฉพาะความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ของความถี่จีโนไทปในกลุมผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตไมพบความสัมพันธเม่ือ
ทําการวิเคราะหผลแบบอ่ืนๆ แสดงวาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของ 
สนิปส rs3212333 บนยีน GABRB3 ที่พบขางตน อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญเชนกัน  
 
ความสัมพันธระหวางสนปิสบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
 
  จากการศึกษาขางตน พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่ 
อัลลีล และความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 (C/T) ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม เม่ือศึกษาสนิปสตําแหนงดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 121 ครอบครัว ไม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ีในครอบครัวผูปวย
ออทิซึม โดยพบการถายทอดอัลลีล C และอัลลีล T จากพอหรือแมมาสูลูกที่เปนโรคในอัตราสวน
ใกลเคียงกัน เ น่ืองจากการศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึมใชวิธี 
Transmission Disequilibrium Test (TDT) ซ่ึงวิธีการนี้เลือกศึกษาเฉพาะพอหรือแมที่มีจีโนไทป
แบบ heterozygous เทานั้น (สวนพอหรือแมที่มีจีโนไทปแบบ homozygous ไมสามารถนํามา
คํานวณหาความสัมพันธได เพราะไมทราบวาอัลลีลไหนถายทอดไปใหลูก) จึงทําใหจํานวน
ครอบครัวที่นํามาใชในการศึกษาลดลง สงผลใหอาจไมพบความสัมพันธดังกลาวในครอบครัว
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ออทิซึมคนไทย แตการศึกษาของ McCauley และคณะ (2004) พบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ีใน 123 ครอบครัวของผูปวยออทิซึม (P = 
0.03) โดยพบการถายทอดอัลลีล C (อานสนิปสจากเสน forward จาก 5’ ไป 3’) จากพอหรือแม
ไปสูลูกที่มีภาวะออทิซึมมากกวาการถายทอดอัลลีล T ผลการศึกษาขางตนที่แตกตางกัน อาจ
เน่ืองมาจากความแตกตางของเชื้อชาติ และลักษณะของครอบครัวผูปวยออทิซึมที่นํามาใชใน
การศึกษา คือ การศึกษาของ McCauley ใชครอบครัวผูปวยออทิซึมที่มีลูกเปนโรคตั้งแตสองคน
ขึ้นไป (multiplex families) แตการศึกษาครั้งน้ีใชครอบครัวออทิซึมที่มีลูกเปนโรคเพียงคนเดียว 
(Simplex families) การศึกษาในอนาคตควรเพิ่มจํานวนครอบครัวผูปวยออทิซึมเพ่ือเพ่ิม Power 
ในการคํานวณมากขึ้น เน่ืองจากพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่อัลลีล 
และความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวา 
สนิปส rs4542636 บนยีน GABRB3 สัมพันธกับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม  
  การศึกษาครั้งน้ีพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่จีโนไทป
ของสนิปส rs20317 (C/G) และ rs3212333 (C/G) ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
เม่ือศึกษา สนิปสตําแหนงดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึม ไมพบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึม เพราะพบการถายทอด   
อัลลีลทั้งสองแบบจากพอหรือแมมาสูลูกที่เปนโรคในอัตราสวนใกลเคียงกัน ลักษณะนี้คลายกับ
การศึกษาของ Curran และคณะ (2006) 
  การศึกษาความสัมพันธระหวางสนิปสบนยีน GABRB3 กับครอบครัวผูปวย
ออทิซึมในชาวเอเชียมีไมมากนัก แตมีการศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการ
ถายทอดอัลลีลของสนิปส rs2081648 ในครอบครัวออทิซึมชาวเกาหลีที่มีลูกผูปวยเปนโรคเพียง
หน่ึงคนจํานวน 104 ครอบครัว (P = 0.027) (Kim et al., 2006) แตกตางจากการศึกษาครั้งน้ีที่
ไมพบความสัมพันธของสนิปส rs2081648 (G/A) ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม กลาวคือไมพบ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่อัลลีล หรือความถี่จีโนไทปในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม นอกจากนี้จากการศึกษาการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ีในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมคนไทย ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ี
จากพอหรือแมไปสูลูกที่เปนโรค เน่ืองจากไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการศึกษา 
สนิปส rs2081648 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมคนไทย แตพบความสัมพันธน้ีในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมชาวเกาหลี แมวากลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาจะมีเชื้อชาติเอเชียเชนกัน และจํานวน
ครอบครัวใกลเคียงกัน แสดงวาการเลือกกลุมตัวอยางมีผลตอการศึกษา เน่ืองจากการเกิดภาวะ
ออทิซึมมีสาเหตุมาจากปจจัยทางพันธุกรรมรวมกับสิ่งแวดลอม และมียีนหลายตําแหนงสัมพันธ
กับภาวะออทิซึม เชน ยีน RELN (Skaar et al., 2005) ยีน MET (Campbell et al., 2006) เปน
ตน 
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ความสัมพันธระหวางสนปิสแฮพโพลไทปบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
 
  การวิเคราะหสนิปสแฮพโพลไทป มีความนาเชื่อถือมากกวาการวิเคราะหสนิปส
เพียงตําแหนงเดียว ในการศึกษาครั้งน้ีจึงศึกษาสนิปสแฮพโพลไทปที่มีการถายทอดไปดวยกนั
บนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม จากการศึกษาพบแฮพโพลไทปบล็อก 2 ตําแหนง 
บล็อกแรกพบบริเวณโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ประกอบดวยสนิปส rs4906902 และ 
rs20317 และบล็อกที่สองอยูในอินทรอน 3 ถึงอินทรอน 4 ของ ประกอบดวยสนปิส rs4542636 
และ rs4906683 ตามลําดับ (ดังแสดงในรูปที่ 42) จากการศึกษาพบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในการถายทอดแฮพโพลไทปบล็อกแบบ AC ของสนิปสตําแหนง rs4906902 และ 
rs20317 ตามลําดับ (บริเวณตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3) ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
(P = 0.0123) เน่ืองจากพบการถายทอดแฮพโพลไทปแบบ AC จากพอหรือแมไปสูลูก 5 ราย 
ซ่ึงนอยมาก แฮพโพลไทปขางตนอาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ และตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป
เพ่ือใหไดขอสรุปที่ดีขึ้น 
  จากการศึกษาของ Urak และคณะ (2006) พบแฮพโพลไทปแบบ CTG ของ 
สนิปส rs4906902, rs4906901 และ rs20317 ตามลาํดับ บริเวณโปรโมเตอรของยีน GABRB3 
มีผลลดการสงัเคราะหอารเอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลลที่สัมพันธตอการเกิดโรค Childhood 
absence epilepsy โดยพบอัลลลี C ของสนิปส rs4906902 (C/T) ทําใหโปรโมเตอรสูญเสยี
ความสามารถในการจับกับ transcription activator (N-Oct-3) ซ่ึงทําหนาที่จําเพาะในระบบ
ประสาท (Urak et al., 2006) จึงทําการเปรียบเทียบสนิปสแฮพโพลไทปดังกลาวกับการศึกษา
ครั้งน้ี จากผลการศึกษาพบสนิปส rs4906901 ซ่ึงอยูตรงกลางระหวางสนิปส rs4906902 และ 
rs20317 มีผลการศึกษาเปน Non-polymorphic (พบเฉพาะอัลลลี A) จึงไมสามารถเปรียบเทยีบ
ผลการศึกษาทั้งสองกลุมได การศึกษาสนิปส rs4906902 ซ่ึงอานผลอัลลลีเปน C/T บนสาย 
reverse ตามการศึกษาของ Urak และคณะ (2006) ตรงกับการศึกษาครั้งน้ีซ่ึงอานผลอัลลลีเปน 
G/A บนสาย forward จากการศึกษาสนิปส rs4906902 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมคนไทยพบ
การถายทอดอัลลีล G จํานวน 62 ครั้ง จากพอหรือแมไปสูลูกมากกวาการถายทอดอัลลีล A ที่
พบจํานวน 51 ครั้ง แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปส
ตําแหนงดังกลาว แสดงวาผูปวยออทิซึมสวนมากมีอัลลีล G ในสนิปส rs4906902 ซ่ึงอาจ
สอดคลองกับการศึกษาขางตน (Urak et al., 2006) ในอนาคตอาจเพิ่มจํานวนครอบครัวผูปวย
ออทิซึมเพ่ือวิเคราะหหาความสัมพันธดังกลาวใหมีความนาเชื่อถือทางสถิติมากขึ้น 
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บทที่  5 
บทสรุป 

 
  การตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่ไดรับ
การวินิจฉัยวาเปนออทิซึมจํานวน 128 ราย พบการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดจากกวานินเปนไทมินใน 
cDNA ตําแหนง 430 (c.430G>T) และสงผลใหเปลี่ยนกรดอะมิโนจากอะลานินเปนเซอรีนใน
ตําแหนง 144 (p.A144S) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM34-3) ผูปวยไดรับการถายทอด 
c.430G>T มาจากแมที่ปกติ แตไมพบ c.430G>T น้ีในคนปกติจํานวน 500 อัลลลี เน่ืองจากการ
เปลี่ยนนวิคลีโอไทด c.430G>T ยังไมมีการรายงานมากอน จึงไมสามารถสรุปไดวาเปนการผา
เหลาใหมหรือเปนความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบไดนอย จนกวาจะมีการตรวจการ
ทํางานของโปรตีน ARX ที่พบ p.A144S ขางตนเสียกอน แตอยางไรก็ตามสามารถสรุปไดวาการ
ผาเหลาบริเวณเอกซอน 2 ของยีน ARX พบไดนอยในผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม 
  การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับผูปวยออทิซึม โดยใชสนิปส 7 
ตําแหนง ครอบคลุมทัว่ทั้งยีน GABRB3 ตั้งแตตําแหนงโปรโมเตอรจนถึงอินทรอน 8 ประกอบ 
ดวยสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ 
rs2081648 เปนระยะทางประมาณ 220 กิโลเบส พบความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถติขิอง
ความถี่อัลลีล และความถีจี่โนไทปของสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถีจี่โนไทปของสนิปส rs20317 
และ rs3212333 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมเชนกัน แตจากการศึกษาการ
ถายทอดในครอบครัวไมพบความแตกตางอยางมีนัยทางสถิตใินการถายทอดอัลลีลของสนิปสทุก
ตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม  
  การศึกษาครั้งน้ีสรุปไดวายนี GABRB3 สัมพันธกับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม 
แตควรจะมีการศึกษาเพิ่มเตมิในผูปวยและครอบครวัผูปวยออทิซึมทีม่ากขึ้น เพ่ือใหไดความนา
เชื่อทางสถิตทิี่ดีขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ 40. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ในผูปวย X-linked lissencephaly with 
ambiguous genitalia (XLAG) and ACC–AG, agenesis of corpus callosum with 
abnormal genitalia  
 

เอก
ซอน 

การผาเหลา ลักษณะทาง
คลินิก 

ลักษณะของการผา
เหลา 

จํานวนผูปวย 
(ราย) 

IVS1+2 T>C XLAG Splice 1 1 
EX1_2 del XLAG Deletion 1 
c.232 G>T XLAG Nonsense 2 
c.335_368 del XLAG Deletion 1 
c.392_452 del XLAG Deletion 1 
c.420_451 del XLAG Deletion 1 
c.617 del C XLAG-HTD Deletion 1 
c.619_647 del  XLAG Deletion 1 
c.790 del C XLAG Deletion 2 
c.994 C>T XLAG Missense 1 
c.995 G>C XLAG Missense 1 
c.995 G>A XLAG Missense 1 
c.996_1001 del  XLAG Deletion 1 
c.1028 T>A XLAG Missense 1 
c.1058 C>G XLAG Missense 1 

2 

EX2_5del XLAG Deletion 1 
IVS3+1 G>C XLAG Splice 1 
c.1117 C>T HYD-AG Nonsense 1 
c.1105 G>T HYD-AG Nonsense 1 
c.1187_1199 insC XLAG Insertion 1 
c.1372 delG XLAG Deletion 2 

3 

c.1419_1420 insAC ACC-XLAG Insertion 1 
5 c.1561 G>A XLAG-LCH Missense 1 
รวม - - - 26 
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ตารางที่ 41. ยีนที่คาดวาสัมพันธกับภาวะออทิซึม รวบรวมจากการศึกษาความสัมพันธ การ
ถายทอดไปดวยกัน (transmission disequilibrium) (คัดลอกจาก (Abrahams and Geschwind, 
2008) Abrahams BSGeschwind DH 
 

ตําแหนงยีน ชื่อยีน การศึกษาความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
12q14–12q15 

 
AVPR1A 

 
A positional candidate for ASD and important in rodent social 
behavior. Interacts with OXTR. Association with affection status (P 
= 0.004) and a quantitative trait Vineland Subscale Score (P = 
0.007) 

7q35 
 

CNTNAP2 A positional candidate gene with observed mutations. mRNA 
distribution markedly different in human versus rodent species. 
Association with affection status (P = 2 x 10-5) and a quantitative 
trait age at first word (P = 0.05) 

1q42 
 

DISC1 A key gene in psychiatric disorders and functionally linked to 
neuroligin signalling. Associated with ASD in a Finnish isolate by 
family-based association (P = 0.0007) and a case–control analysis 
(P = 9 x 10-5) 

7q36 EN2 A positional candidate that is linked to cerebellar abnormalities in 
mutant mice. SNP and haplotype-based associations to affection in 
multiple cohorts (P = 5 x 10-6, 0.001 and 0.04) 

15q11–15q12 GABRB3 
 

A positional candidate; dysregulated in Rett syndrome, Angelman 
syndrome and autism brain25. Association with autism in multiple 
cohorts (P = 0.0014 and 0.0011) 

6q21 GRIK2 A positional candidate that is linked to neuroligin signalling by 
PSD95. A rare homozygous mutation in an Iranian pedigree results 
in non-syndromic mental retardation. Association with autism in 
Caucasian (P = 0.0002) and Chinese populations (P = 0.01) 

17q21 ITGB3 Positional candidate involved in regulation of serotonin. Evidence 
for functional interaction with SLC6A4. Association with whole-
blood serotonin levels in multiple populations (P = 0.01 and 
0.0055) and autism (P = 0.00076) 

 
 
 
 
 



   

 

128

ตารางที่ 41. (ตอ) 
 

ตําแหนงยีน ชื่อยีน การศึกษาความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
7q31 MET Positional candidate and reduced expression in brains of cases 

versus controls. Association between promoter variant and 
affection status in two large family-based cohorts (P = 0.0005 and 
0.001) and a case–control analysis (P = 0.001). A function 
difference was observed between the two alleles of the associated 
variant 

3p25 OXTR Important in rodent social behaviour, reduced in blood of cases 
versus controls and interacts with AVPR1A. Association with 
affection status (P = 0.0094 and 5 x 10-5) and a quantitative trait 
intelligence quotient (P = 0.0002) 

7q22 RELN Positional candidate and identification of rare variants among 
cases. Expression levels are reduced in brains of cases versus 
controls. Association with affection status by case–control analyses 
(P = 0.001) and family-based analyses (P = 0.001 and 0.002) 

2q24 SLC25A12 A positional candidate that is related to neurite outgrowth and is 
upregulated in the prefrontal cortex of autistic subjects. Association 
between affection status and both single SNPs (P = 0.0094 and 
0.02) and haplotypes (P = 5 x 10-5 and 0.03) 

17q11 SLC6A4 A positional candidate that is involved in the regulation of 
serotonin. Variation in SLC6A4 is linked to grey matter volume in 
the cortex. Evidence for functional interaction with ITGB3. Some 
clinical benefit is seen with SLC6A4 inhibitors. Association 
between promoter variant and both affection status (P = 0.007 and 
0.007) and cortical grey matter volume (P = 0.004). Rare variants 
transmitted to cases at greater than expected frequency 
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ตารางที่ 42. แสดงตําแหนง SNPs ที่มีการศึกษาบนยีน GABRB3 
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ุน 
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ิง 

rs4273008 24571401 A/C -1437 - - Urak et al., 2006 
rs3606068 24571125 -/G  - -  
rs4243768 24571054 C/T -1090 - - Urak et al., 2006 
rs4906902 24570861 A/G -897 A:0.69 

G:0.31 
A:0.65 
G:0.35 

Urak et al., 2006 

rs9672674 24570756 A/T  - -  
rs8179184 24570695 C/T -731 C:0.81 

T:0.19 
C:0.70 
T:0.30 

Urak et al., 2006 

rs8179185 24570637 A/G  - -  
rs35623625 24570521 -/C  - -  
rs7171660 24570505 A/G -541 - - Urak et al., 2006 
rs4363842 24570498 A/G -534 - - Urak et al., 2006 
rs4906901 24570133 A/C -169 - - Urak et al., 2006 
rs20317 24570030 C/G -66 - - Urak et al., 2006 
rs25409 24569934 C/T +31 

Exon1a 
A:1.00 
T:0.00 

A:1.00 
T:0.00 

Urak et al., 2006 

rs20318 24569890 C/T +75 
Exon1a 

- - Urak et al., 2006 
Ashley-Koch et al., 2007 

rs25407 
(AUTISM) 

24569025 C/G Intron1 - - G:0.92 C:0.08  
(NORTH-AMERICA) 

rs25408 
(AUTISM) 

24568630 C/T +1135 
Intron3 

- - Urak 2006  
C:0.835 T:0.165  
(NORTH-AMERICA) 

rs8179186 24568629 C/T Intron3 - -  
rs4906690 24567973 G/T Intron3 - -  
rs6576609 24567854 C/T Intron3 - -  
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
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rs3917081 
(AUTISM) 

24566224 -/GTT 
/TGT 

Intron3 - - -:0.05 GTT:0.95  
(NORTH-AMERICA) 

rs10642847 24566223 -/AAC Intron3 - -  
rs3212332 
(AUTISM) 

24565046 A/T +5491 
Intron3 

A:0.00 
T:1.00 

A:0.00 
T:1.00 

Urak et al., 2006 
 

rs35806648 24564994 -/G Intron3 - -  
rs3212333 
(AUTISM) 

24564474 C/G Intron3 - - C:0.84 G:0.16  
(NORTH-AMERICA) 

rs3917082 
(AUTISM) 

24564259 -/T Intron3 - - T:0.87 -:0.13  
(NORTH-AMERICA) 

rs3212334 24563936 G/T Intron3 G:0.30 
T:0.70 

G:0.35 
T:0.65 

 

rs35318489 24563809 -/C Intron3 - -  
rs12437535 24563761 C/T Intron3 C:0.70 

T:0.30 
C:0.65 
T:0.35 

 
 

rs8042939 24563664 A/G Intron3 - -  
rs4453447 24554565 C/G Intron3 C:0.30 

G:0.70 
C:0.35 
G:0.65 

Curran et al., 2006 

rs8024864 24548198 A/G Intron3 A:0.70 
G:0.30 

A:0.71 
G:0.29 

 

rs2059574 24548136 A/C Intron3 A:0.48 
C:0.52 

A:0.31 
C:0.69 

Ashley-Koch et al., 2007; 
Ma et al., 2005 

rs12898904 24548074 C/T Intron3 C:0.83 
T:0.17 

  

rs970408 24540078 C/T Intron3 C:0.63 
T:0.37 

C:0.72 
T:0.28 

Curran et al., 2006 
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
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rs10519566 24526963 A/G Intron3 A:0.83 
G:0.17 

A:0.94 
G:0.06 

Curran et al., 2006 

rs12592816 24516890 C/G Intron3 C:0.65 
G:0.35 

C:0.70 
G:0.30 

 

rs981778  24508333 A/G Intron3 A:0.24 
G:0.76 

A:0.20 
G:0.80 

 

rs1863464  24489581 A/G Intron3 A:0.03 
G:0.97 

A:0.08 
G:0.92 

 

rs754661  24485370 A/G Intron3 A:0.32 
G:0.68 

 

A:0.27 
G:0.73 

Curran et al.,2006 

rs878960  24480029 A/G Intron3 A:0.43 
G:0.57 

A:0.39 
G:0.61 

Curran et al., 2006 

rs982361  24473470 A/G Intron3 A:0.31 
G:0.69 

A:0.36 
G:0.64 

 

rs890317  24473294 A/C Intron3 A:0.6 
C:0.4 

A:0.57 
C:0.43 

Ashley-Koch et al., 2007; 
Ma et al., 2005;  
Kim et al., 2006 

rs1367959  24468251 C/T Intron3 C:0.73 
T:0.27 

 

C:0.78 
T:0.22 

Curran et al., 2006 

rs2194958  24458502 C/T Intron3 C:0.03 
T:0.97 

C:0.04 
T:0.96 

Curran et al., 2006 

rs754185  24438972 A/G Intron3 A:0.07 
G:0.93 

A:0.04 
G:0.96 

Ashley-Koch et al., 2007; 
Ma et al., 2005 

rs754186  24438907 C/T Intron3 C:0.94 
T:0.06 

C:0.95 
T:0.05 
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
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rs768899  24428917 C/T Intron3 C:0.84 
T:0.16 

C:0.82 
T:0.18 

Curran et al., 2006 

rs4542636  24419024 C/T Intron3 C:0.79 
T:0.21 

C:0.84 
T:0.16 

 

rs2315906  24418666 C/T Intron 3 C:0.21 
T:0.79 

C:0.16 
T:0.84 

 

rs1897356  24416628 C/T Intron3 C:0.06 
T:0.94 

C:0.03 
T:0.97 

Curran et al., 2006 

rs1426220  24406825 A/G Intron 4 A:0.73 
G:0.27 

A:0.81 
G:0.19 

 

rs4906683  24405714 C/G Intron 4 C:0.21 
G:0.79 

C:0.17 
G:0.83 

Curran et al., 2006 

rs1834533  24397677 C/T Intron 4 C:0.26 
T:0.74 

C:0.20 
T:0.80 

 

rs8037653  24395693 G/T Intron 4 G:0.00 
T:1.00 

G:0.00 
T:1.00 

Curran et al., 2006 

rs7166689  24385005 A/C  A:0.27 
C:0.73 

A:0.20 
C:0.80 

 

rs8024564  24384306 A/G  A:0.23 
G:0.77 

A:0.17 
G:0.83 

 

rs12912641  24395335 C/T  C:0.82 
T:0.18 

C:0.90 
T:0.10 

 

rs10519563  24374497 C/T  C:0.82 
T:0.18 

C:0.92 
T:0.08 

Curran et al., 2006 

rs11636988  24373907 A/G Intron 6 A:0.83 
G:0.14 

A:0.89 
G:0.11 
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
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rs1426217  24372218 A/G Intron6 A:0.13 
G:0.87 

A:0.09 
G:0.91 

Ashley-Koch et al., 2007 ;  
Ma et al., 2005 ; 
Kim et al., 2006 

rs8042482  24371348 C/T Intron6 C:0.89 
T:0.11 

C:0.89 
T:0.11 

 

rs4906679  24365866 C/T Intron6 C:0.26 
T:0.74 

C:0.2 
T:0.8 

 
 

rs7173108  24364412 A/G Intron6 A:0.08 
G:0.92 

A:0.06 
G:0.94 

 

rs7167688  24364230 C/T Intron6 C:0.79 
T:0.21 

C:0.82 
T:0.18 

 

rs981347  24362223 C/T Intron7 C:0.92 
T:0.08 

C:0.94 
T:0.06 

 

rs8042132  24362109 C/T Intron7 C:0.00 
T:1.00 

C:0.00 
T:1.00 

 

rs1432007  24361782 A/G Intron8 A:0.76 
G:0.24 

A:0.80 
G:0.20 

Curran et al., 2006 

rs1036132  24352894 A/C Intron8   Curran et al., 2006 
rs2081648  24349292 A/G Intron8 A:0.31 

G:0.69 
A:0.26 
G:0.74 

Ashley-Koch et al., 2007;  
Ma et al., 2005 ; 
Kim el al., 2006 

rs2928697  24348595 C/T  C:0.92 
T:0.08 

C:0.94 
T:0.06 

 

rs2928696  24348557 C/T  C:0.66 
T:0.34 

C:0.74 
T:0.26 

 

ที่มา: NCBI database, dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html) 
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ภาคผนวก ข 
   
2.5mM dNTPs Mix (400 µl) 
 100 mM dATP       10 µl 
 100 mM dCTP       10 µl 
 100 mM dGTP       10 µl 
 100 mM dTTP       10 µl 
 Deionized distilled water             360 µl 
  Mix well, store at -20 °C 
2.5mM dNTPs Mix with 50% 7-Deaza-dGTP (400 µl) 

100mM dATP       10 µl 
 100mM dCTP       10 µl 
 100mM dTTP       10 µl 
 100 mM dGTP         5 µl 
 10 mM 7-deaza-dGTP      50 µl 
 Deionized distilled water             315 µl 
  Mix well, store at -20 °C 
2.5mM dNTPs Mix with 100% 7-Deaza-dGTP (400 µl) 

100mM dATP       10 µl 
 100mM dCTP       10 µl 
 100mM dTTP       10 µl 
 100 mM 7-deaza-dGTP     10 µl 
 Deionized distilled water            360 µl 
  Mix well, store at -20 °C 
25% Ammonium persulfate (1 ml) 
 APS        0.25 g 
 Deionized distilled water     1 ml 
6% polyacrylamide gel solution (10 ml) 
 10XTBE       1 ml 
 40% acrylamide      1.5 ml 
 Sterile water up to 10 ml    
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6% Polyacrylamide gel (10 ml) 
 6% Acrylamide solution     10  ml 
 TEMED       20 µl 
 25% APS       20 µl 

Mix well 
10X TBE (1,000 ml) 
 Tris base              109.03 g 
 Boric acid                55.65 g 
 EDTA                   7.45 g 

Deionized distilled water up to 1,000 ml, store at room temperature 
1X TBE (1,000 ml) 
 10X TBE        100 ml 
 Deionized distilled water up to 1,000 ml 
Loading dye (for non-denature gel electrophoresis) 
 Glycerol       1.2  ml 
 Xylene cyanol FF      0.006 g 

Deionized distilled water     2.8 ml 
 Mix well, store at 4 °C 
Loading dye (for denature gel electrophoresis) 
 Formamide       9.5  ml  
 0.5 M EDTA, pH 8.0      400  µl 

Bromophenol Blue      0.005 g 
Xylene cyanol FF      0.005 g 
Deionized distilled water     100 µl 
Mix well, store at -20 °C  

Elution buffer (40 ml) 
 10 mM Ammonium acetate     2.5 ml 
 Sodium Acetate (3M, pH5.2)            136 µl 
 0.5 mM EDTA, pH8.2      80 µl 
 Deionized distilled water up to 40 ml  
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TE buffer (1,000 ml)  
 1M Tris-HCL, pH 8.0      10 ml 
 0.5 mM EDTA, pH 8.0                 2 ml 
 Deionized distilled water up to 1,000 ml 
 
1M Tris-HCl, pH 8.0 (1,000 ml) 
 Tris (FW 121.4 g/mol)      121.14 g 
 Deionized distilled water up to 1,000 ml 
 pH to 8.0 using NaOH 
10 mM Ammonium acetate (50 ml) 
 CH3COONH4       38.54 g 
 Deionized distilled water up to 50 ml 
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