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บทคัดยอ 
 
  ออทิซึมเปนภาวะที่จําแนกไดจากความผิดปกติ 3 ดานหลัก ไดแก ภาษาและ
การสื่อสาร การสรางสัมพันธภาพระหวางบุคคล และพฤติกรรมและความสนใจแบบจําเพาะซ้ํา
เดิม พันธุกรรมเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดภาวะออทิซึมจากการศึกษาในพี่นองและฝาแฝด 
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (Fragile X syndrome) ที่มีสาเหตุจากการเพิ่มขึ้นของจํานวน
ซํ้า CGG ในยีนเอฟเอ็มอาร 1 (FMR1) พบวามีความเกี่ยวของกับออทิซึม เน่ืองจากผูปวยกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะบางรายมีพฤติกรรมของออทิซึม และพบการผาเหลาของยีน 
FMR1 ในผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึมและ PDD-NOS การตรวจวินิจฉัยทางคลินิกอาจไม
สามารถจําแนกพฤติกรรมระหวางกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะและออทิซึมไดในบางราย 
ในการศึกษาครั้งน้ีไดมีการตรวจกรองผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS ทั้งผูหญิงและผูชายทั้งหมด
151 ราย ดวยวิธีพีซีอารสําหรับทดสอบจํานวนซ้ํา CGG และวิธีเมธิลเลช่ันสเปซิฟกพีซีอาร 
(Methylation-Specific PCR) ผลการศึกษาไมพบผูปวยที่มีความผิดปกติของการเพิ่มขึ้นของ
จํานวนซ้ํา CGG ในยีน FMR1 แตพบผูปวย 3 ราย ที่มีอัลลีลอยูในชวงอินเตอรมีเดียด 
(intermediate) คือ 44 46 และ 52 ซํ้า และในการศึกษานี้ไดทดสอบจีโนไทปของสนิปสที่
ครอบคลุมทั้งยีน FMR1 (WEX44-WEX70-WEX82-WEX5-ATL1-rs25702) ดวยวิธีไบอัลลีลลิก
อารมพีซีอาร (Bialleic-ARMS PCR) เพ่ือศึกษาความสัมพันธของแตละสนิปสและแฮพโพลไทป
จําเพาะผูชายในกลุมผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS 128 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 
ราย   ผลการทดสอบความสัมพันธแตละสนิปสไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P > 
0.05)   แตการทดสอบความสัมพันธแฮพโพลไทปพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติใน
แฮพโพลไทป TGAG (WEX82-WEX5-ATL1-rs25702) ซ่ึงพบในผูปวย 4 ราย (รอยละ 3.1) แต
ไมพบในกลุมควบคุม (P = 0.0282, Pcorrected = 0.039) ซ่ึงความแตกตางดังกลาวอาจเกิดขึ้น
โดยบังเอิญและควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป ในการศึกษาครั้งนี้จึงยังสรุปไมไดวายีน FMR1 
เปนปจจัยสงเสริมที่ทําใหเกิดภาวะออทิซึมในคนไทย 
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ABSTRACT 
  

 Autism is a common neurodevelopmental disorder characterized by 
impairments in communication, social interactions, and repetitive and stereotypic 
behaviors. The presence of a genetic contribution to autism has been indicated by 
sibling and twin studies. Fragile X syndrome (FXS) is one of the most common single 
gene defects associated with autism. Some patients diagnosed as having autism or 
PDD-NOS have had FXS with expanded CGG repeats in the FMR1 gene. Normally, 
FXS patients show some autistic behaviors and may be difficult to distinguish at a 
young age from autistic children. In an attempt to elucidate these connections, we 
screened 151 unrelated patients with autism and PDD-NOS using PCR for CGG repeats 
and Methylation-Specific PCR. No positive FXS was found in individuals diagnosed with 
autism. However, we found three autistic patients with intermediate CGG repeats (42, 
44 and 52 CGG repeats). SNP haplotypes of the FMR1 gene were analyzed (WEX44-
WEX70-WEX82-WEX5-ATL1-rs25702) using Biallelic-ARMS PCR in 128 male patients 
with autism and PDD-NOS, comparing them to 152 normal male controls. No statistically 
significant differences between cases and controls were found in single SNPs 
associations (P > 0.05). A significant haplotype-based association was detected in a 
rare haplotype (TGAG, WEX82-WEX5-ATL1-rs25702) which was found in four autistic 
patients, but in no controls (P = 0.0282, Pcorrected = 0.039). This may have been 
simply a chance finding and further studies will be required to confirm an association.  

Consequently, we could not conclude from this study that the FMR1 gene is a 
susceptible genetic factor in Thai autistic patients. 
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8. ตําแหนงสนิปสบนยีน FMR1 33 
9. สภาวะและขนาดของผลติภัณฑของพีซีอาร 38 
10. การเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูชายคนไทยปกติ

จากภาคกลาง ภาคใต ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และภาคเหนือดวยการทดสอบ 
Chi square 

48 

11. การเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ระหวางผูปวยผูชายทั้งหมด 
128 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมของคนไทยทั้งหมด 200 ราย ดวยการ
ทดสอบ Chi-square 

49 

12. คาเฉลี่ยของ non verbal IQ ในแตละกลุมของจํานวนซ้ํา CGG ในผูปวยผูชาย
ทั้งหมด 

50 

13. ผลการทดสอบฮารดี-ไวนเบิรกและความถี่อัลลลีของแตละสนิปส 58 
14. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)บน

ยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช
โปรแกรม Haploview 

60 

15. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)บน
ยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทิซึมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช
โปรแกรม Haploview 

61 
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รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่ หนา 
16. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)บน

ยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

62 

17. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)บน
ยีน FMR1 ในผูปวยผูชายทัง้หมดที่มีประวัติพัฒนาการทางดานภาษาลาชาใน
ครอบครัวเปรียบเทียบกับลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

63 

18. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคมุโดยใชโปรแกรม Haploview 

65 

19. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทิซึม
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

66 

20. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดที่มี non-
verbal IQ นอยกวา 80 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

67 

21. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีประวตัิ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัวเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช
โปรแกรม Haploview 

68 

22. ลักษณะทางคลินิกของผูปวยออทิซึมที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในชวง intermediate 79 
23. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมผูชาย 80 
24. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG เปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยผูชายทั้งหมด 128 

ราย กับกลุมควบคุมทั้งหมด 663 ราย 
81 

25. ความถี่อัลลีลของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ 87 
26. การเปรียบเทียบความถี่อัลลีลแตละเชื้อชาต ิ 88 
27. ประวัตขิองผูปวยออทิซึม และ PDD-NOS ที่มีแฮพโพลไทป TGAG 92 
28. ความชุกของออทิซึมในแตละประเทศ 110 
29. ยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึม 112 
30. ตําแหนงสนิปสบนยีน FMR1 114 
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รายการภาพประกอบ 
 

รูปที่  หนา 
1.  ความถี่ของผูปวยชายทีมี่พฤติกรรมออทิซึมซ่ึงตรวจพบการผาเหลาในยีน FMR1

และผูปวยชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มีพฤติกรรมออทซึิม 
16 

2.  แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวย
ออทิซึม 

27 

3.  แผนผังแสดงขั้นตอนวิธกีารศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 

28 

4.  ภาพแสดงตําแหนงที่ตองการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อทดสอบจํานวนซ้ําของ CGG       29 
5.  ภาพแสดงตําแหนงของที่ถูกเพิ่มปริมาณดวยวิธ ีMethylation-Specific PCR 31 
6.  ตําแหนงสนิปสที่ครอบคลุมทั้งยีน FMR1  34 
7.  ภาพแสดงไพรเมอร 4 ตาํแหนงในการทดสอบดวยวธิี Biallelic-ARMS PCR 36 
8.  ภาพแสดงหนาจอหลักของโปรแกรม Haploview V4.0 42 
9.  ฟลมแสดงตัวอยางผลการตรวจกรองจํานวนซ้ําดวยวิธีพีซีอารสําหรับการทดสอบ 

จํานวนซ้ํา CGG (Brown et al., 1993) 
45 

10. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของตัวอยางผูชายที่มีจํานวนซ้ํา CGG อยูในชวง 
intermediate ที่ถายทอดจากแมดวยวิธีฟลูออเรสเซนต 

46 

11. การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูชายทั้งหมด 128 ราย 47 
12. ภาพแสดงผลเจลอะกาโรสของวิธี Methylation-Specific PCR 51 
13. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX44   52 
14. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX70 53 
15. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX82 54 
16. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX5   55 
17. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ ATL1   56 
18. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ rs25702 57 
19. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (linkage disequilibrium map, LD) บนยีน FMR1 59 
20. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา CGG 29 ซํ้า 70 
21. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา CGG 36 ซํ้า 71 
22. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา CGG 52 ซํ้า 72 
23. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX44 73 
24. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX70 74 
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รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 

รูปที่  หนา 
25. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX82 75 
26. การเปรียบเทียบผลของจีโนไทปของสนิปส WEX44 WEX70 และ WEX82    

กับสนิปสในฐานขอมูล rs1868140 rs45631657 และ rs5904648 โดยใช
โปรแกรม ClustalX 

76 

27. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทยผูชายทีเ่ปนกลุมควบคุม 
ทั้งหมด 663 อัลลีล  

82 

28. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ที่พบบอย 83 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

APS  = ammonium persulfate 
ARMS  = amplification refractory mutation system 
AGG  = adenosine-adenosine-guanine 
bp  = base pair(s) 
BSA  = bovine serum albumin 
°C  = degree Celsius 
CGG  = cytosine-guanine-guanine 
CpG  = cytosine preceding guanine 
dATP  = deoxyadenosine-5’-triphosphate  
dCTP  = deoxycytidine-5’-triphosphate 
dGTP  = deoxyguanosine-5’-triphosphate 
7-deaza-dGTP =  7-deaza- deoxyguanosine-5’-triphosphate 
dTTP  = deoxythymidine-5’-triphosphate 
dNTPs  = dATP+ dCTP+ dGTP+ dTTP 
DMSO  = dimethyl sulfoxide 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
EDTA  = ethylenediamine tetra-acetic acid, disodium salt 
et al.  = et ali (Latin) and others 
FM  = full mutation 
FMR1  = fragile X mental retardation 1 
FMRP  = fragile X mental retardation protein 
FXS  = fragile X syndrome 
Het  = heterozygosity 
IQ  = intelligence quotient 
Kb  = kilobase pair (s) 
LD  = linkage disequilibrium 
M  = molar 
MAF  = minor allele frequency  
min  = minute (s) 
µl  = microliter 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 
ml  = milliliter 
µM  = micromolar 
mM  = millimolar 
MR  =  mental retardation 
mRNA  = messenger ribonucleic acid 
ng  = nanogram 
OD  = optical density 
PCR  = polymerase chain reaction 
PM  = premutation 
RNA  = ribonucleic acid 
rpm  = rovolution per minute 
sec  = second (s) 
SDS  = sodium dodecyl sulfate 
SNP  = single nucleotide polymorphism 
TAE  = tris acetate, EDTA 
Taq  = Thermus aquaticus 
TBE  = tris borate, EDTA 
TEMED  = N, N, N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine 
U  = unit (s) 
UTR  = untranslated region 
UV  = ultraviolet 
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บทที่  1 
บทนํา 

 
บทนําตนเร่ือง 
 
 ออทิซึมเปนภาวะความผิดปกติทางสมองที่ทําใหมีความบกพรองของพัฒนาการ
สามดานหลัก ไดแก ภาษาและการสื่อสาร การสรางสัมพันธภาพระหวางบุคคล  รวมถึงความ
สนใจและพฤติกรรมที่จําเพาะซ้ําเดิม  อาการเหลานี้เกิดในชวงตนของชีวิตมักเริ่มมีอาการกอน
อายุ 3 ขวบ ในปจจุบันยังไมสามารถระบุสาเหตุที่แนชัดของออทิซึมได แตจากการศึกษาในพี่
นอง และฝาแฝดพบวาพันธุกรรมที่เกิดจากหลายยีนนาจะเปนสาเหตุสําคัญที่เกี่ยวของกับการ
เกิดภาวะออทิซึมรวมถึงอาจมีปจจัยจากสิ่งแวดลอมรวมดวย จากการตรวจสอบระดับพันธุกรรม
ในผูปวยออทิซึมพบความผิดปกติที่มีสาเหตุจากยีนเดี่ยวหลายโรค เชน กลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะ กลุมอาการเรตต และทูเบอรรัสสเครอโรซิส เปนตน 
 กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะเกิดจากการผาเหลาที่มีการเพิ่มขึ้นของจํานวน
ซํ้า CGG ในยีน FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) และมีการเติมหมูเมธิลที่มากเกิน
ปกติที่ตําแหนงโปรโมเตอร (CpG island) จึงยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน FMRP (fragile X 
mental retardation protein) ซ่ึงสงผลตอการสื่อของเซลลประสาท (synapticity) การศึกษา
พฤติกรรมในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะพบวารอยละ 16-47 มีอาการที่ครอบคลุม
ตามเกณฑวินิจฉัยของออทิซึม และการตรวจกรองผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึมพบวาประมาณ
รอยละ 1.9-12 มีสาเหตุมาจากการผาเหลาของยีน FMR1  
 จากลักษณะทางคลินิกที่คลายคลึงกันในดานพฤติกรรมบางอยางระหวางกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะและออทิซึม ภาวะออทิซึมมีจํานวนผูชายที่เปนโรคมากกวาผูหญิง 
ขอมูลสนับสนุนจากการศึกษาการถายทอดในครอบครัวผูปวยออทิซึม (linkage study) ที่
ครอบคลุมตําแหนง Xq27.3 ผลการศึกษาจีโนมไวดสแกนที่พบในบริเวณ Xq รวมถึงมีรายงาน
การผาเหลาของยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึม เปนประเด็นที่นาสนใจวายีน FMR1 อาจเปนยีน
หน่ึงในการสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึมแบบพหุปจจัย ซ่ึงที่ผานมามีเพียงรายงานเดียวที่ศึกษา 
สนิปสหน่ึงตําแหนงในยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึม 
  การศึกษาในครั้งน้ีเปนครั้งแรกที่ศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 กับออทิซึม 
โดยใชสนิปสที่ครอบคลุมทั่วทั้งยีนในการศึกษากลุมผูปวยออทิซึมคนไทยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม 
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การตรวจเอกสาร 
 
ออทิซึม 
 
 ออทิซึม (Online Mendelian in Man, OMIM 209850) เปนภาวะทีมี่พฤติกรรม
ซํ้าซอน (pervasive developmental disorder) จําแนกไดจากความผิดปกติจากการสื่อสาร ดาน
สังคม และพฤติกรรมและความสนใจทีจํ่าเพาะซ้ําเดิม นอกจากนั้น Pervasive developmental 
disorder not otherwise specified (PDD-NOS) เปนภาวะที่มีอาการไมครบทัง้สามดานหรือมี
แสดงอาการเมื่ออายุมากกวาสามขวบ พ้ืนฐานของการวินิจฉัยดังกลาวมาจากอาการชักในผูปวย
ประมาณรอยละ 30 และการมีภาวะปญญาออนจากการทดสอบระดับสติปญญาโดยไมใชภาษา 
(non verbal  IQ) ที่พบประมาณ รอยละ 70 ของผูปวยทั้งหมด รวมถึงโรคเกี่ยวกับระบบ
ประสาทอื่นๆ (Simonoff et al., 1996) ผูปวยออทซึิมสวนใหญมีพัฒนาการลาชาในระดับปาน
กลางถึงรุนแรง แตพบวาประมาณรอยละ 20 ของผูปวยออทิซึมมี IQ ในชวงปกติ จากการ
ประเมินดวย standard cognitive tests และเรียกกลุมน้ีวา high functioning autism (HFA) 
(Fombonne, 2003)  
 ในป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Fombonne ไดรวบรวมและวิเคราะหขอมูลการ
สํารวจความชกุของออทิซึมทั่วโลกเริ่มตั้งแตป พ.ศ. 2539 (ค.ศ. 1966) พบวา มีความชุกของ
ออทิซึมสูงเพ่ิมมากขึ้นตั้งแตกลางป พ.ศ. 2523 (ค.ศ. 1980) จาก 3-5 คน เปน 10 คน ตอ
ประชากร 10,000 คน และพบในผูชายมากกวาผูหญิงในอัตราสวน 4:1 (Fombonne, 2002) การ
เพ่ิมขึ้นอาจมาจากการเปลีย่นเกณฑการวินิจฉัยใหครอบคลุมอาการของโรคมากขึ้น รวมถงึมี
ผูสนใจศึกษาอยางแพรหลาย  ปจจุบันเกณฑการวนิิจฉัยที่ใชเปนมาตรฐาน ไดแก Autism 
Diagnostic Interview (ADI) Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) และ Autism 
Diagnostic Observation Schedule (ADOS) เปนตน นอกจากนั้นมาตรฐานการวินิจฉัย 
American Psychiatric Association Manual of Psychiatric Diseases, 4th edition (DSM-IV) 
เปนมาตรฐานที่ใชกันทัว่ไป (Clifford, 2007)  สําหรับในประเทศไทยมีการรายงานความชุกของ
ออทิซึม 9.9 คน ตอประชากร 10,000 คน (Poolsuppasit et al., 2005) โดยใชอางอิงตามเกณฑ 
DSM-IV และผลการสํารวจความชุกแตละประเทศตามรายละเอียดทีแ่สดงในภาคผนวก ก 
  สาเหตุของออทิซึมแบงเปนที่ไมทราบสาเหตุ (idiopathic) รอยละ 90-95 และ
จากปจจัยอ่ืน (secondary) รอยละ 5-10 ออทิซึมที่ไมทราบสาเหตุอาจมาจากพันธุกรรมหรือ
ความเสี่ยงจากสิ่งแวดลอมหรือทั้งสองปจจัยรวมกัน การศึกษาในฝาแฝดไขรวมใบที่มียีนรวมกัน 
รอยละ 100 เปนออทิซึมเหมือนกัน (concordance rates) รอยละ 60-90  (Bailey et al., 1995) 
และการศึกษาอัตราการเปนซํ้าในพี่นอง (recurrence rate) ประมาณรอยละ 2-8 และอัตรา
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พันธุกรรม (heritability) มากกวารอยละ 90  (Bailey et al., 1998; Cook, 2001; Le Couteur et 
al., 1996; Freitag, 2007) เปนหลักฐานวาออทิซึมเปนภาวะที่มีปจจัยทางพันธุกรรมคอนขางสูง 
 การศึกษาทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุลสําหรับผูปวยออทิซึมที่ไมทราบสาเหตุ
ใชวิธีการวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว (linkage analysis) และการวิเคราะหความสัมพันธ 
(association study)  การวิเคราะหการถายทอดในพี่นองที่เปนออทิซึมในครอบครัวมี
วัตถุประสงคเพ่ือหาตําแหนงของยีนที่กอใหเกิดโรค โดยศึกษาแนวโนมของอัลลีลที่ใกลเคียงกนัมี
การถายทอดไปดวยกัน เชน การศึกษาทั้งจีโนมโดยใชเครื่องหมายพันธุกรรมที่หนาแนน
ครอบคลุมทุกโครโมโซม หรือศึกษาเฉพาะตําแหนงที่สนใจ จากการศึกษาการถายทอดใน
ครอบครัวพบวามีหลายโครโมโซมที่เกี่ยวของกับออทิซึม เชน 1q 2q 7q 13q 16q 17q และ 19q 
เปนตน (International Molecular Genetic Study of Autism Consortium (IMGSAC), 1998; 
Collaborative Linkage Study of Autism (CLSA), 1999; Risch et al., 1999; Buxbuam et al., 
2001; Liu et al., 2001; Auranen et al., 2000: Duvall et al., 2007) และพบหลักฐานอางอิง
ของออทิซึมกับโครโมโซมเอกซในตําแหนง Xp และ Xq (Philippe et al., 1999; Shao et al., 
2002; Yonan et al., 2003; Vincent et al., 2005) 
 การวิเคราะหความสัมพันธใชหลักการของเครื่องหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับ
ตําแหนงที่เสี่ยงตอการเกิดโรค (disease-risk variant) ที่มีการถายทอดไปดวยกันเพ่ือหายีนที่มี
ความนาจะเปนที่กอใหเกิดโรค (susceptibility gene) การวิเคราะหความสัมพันธในประชากร
ทั่วไป (population-based) เปนการทดสอบวาพบเครื่องหมายพันธุกรรมที่จําเพาะในคนที่เปน
โรคบอยกวาในประชากรปกติ แตหากการเลือกกลุมประชากรที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรม
ใกลเคียงกันและแฝงอยูในประชากรที่ศึกษาโดยไมทราบมากอน (population stratification) อาจ
ทําใหผลการทดสอบมีกําลังลดลง ซ่ึงกําลัง (power) เปนความนาจะเปนของความถูกตองของ
การทดสอบความสัมพันธ และการวิเคราะหความสัมพันธในครอบครัว (family-based) เปน
วิธีการที่ไมมีขอผิดพลาดจากการเลือกกลุมควบคุม โดยการวิเคราะหอัลลีลของพอและแมที่
ถายทอดใหลูกที่เปนโรค (transmitted) เปรียบเทียบกับอัลลีลที่ไมไดถายทอดเปนกลุมควบคุม 
(not transmitted) ซ่ึงใชในการศึกษาการถายทอดยีนที่เสี่ยงตอการเกิดโรคได และมีการใชวิธีน้ี
อยางแพรหลายในการศึกษาโรคที่มีความซับซอน เชน เบาหวาน มะเร็งเตานม และอัลไซเมอร 
เปนตน แตวิธีการนี้จะลดกําลังของการทดสอบเนื่องจากตองเลือกตัวอยางพอแมที่เปนเฮทเทอโร
ไซกัส และขาดขอมูลการศึกษาในตัวอยางที่เปนโฮโมไซกัส รวมถึงอาจไดขอมูลจีโนไทปของพอ
และแมไมครบในกรณีที่ศึกษาโรคที่แสดงอาการตอนอายุมาก (late onset disorder)  (Cardon 
et al., 2001) 
 การศึกษาความสัมพันธของภาวะออทิซึมและยีนตางๆ มีที่มาจากการศึกษา 
จีโนมไวดสแกน การศึกษาหนาที่ของยีน (functional study) หรือการศึกษาในสมองผูปวย เปน
ตน จากรายงานที่ผานมามีหลายยีนที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบระหวาง
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กลุมผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุมโดยใชสนิปสเปนเครื่องหมายพันธุกรรม เชน ยีน CNTNAP2 
(contactin associated protein-like 2) ตาํแหนง 7q35 ซ่ึงมีการเลือกตัวอยางผูปวยออทิซึมโดย
ใชเกณฑอายทุี่พูดคําแรก (age at first word) (Alarcon et al., 2008) ยีน MET (met proto-
oncogene) ตําแหนง 7q31 ที่ศึกษาสนิปสในตําแหนงโปรโมเตอร และไดมีการศึกษาการ
แสดงออกของยีน MET พบวามีการสรางโปรตีนลดลงในผูปวยออทซึิม (Campbell et al., 2006) 
นอกจากนั้นการศึกษาในยนี RELN (reelin) ตําแหนง 7q22 พบวาจํานวนซ้าํของ GGC ใน
ตําแหนง 5’ UTR ที่มีจํานวนซ้ํามากกวา 10 ซํ้า เกี่ยวของกับการแสดงออกของโปรตีนที่ลดลง 
(Persico et al., 2006) เปนตน  

 สําหรับปจจัยอ่ืน (secondary autism) ที่เปนสาเหตุของการแสดงพฤติกรรม
ออทิซึมพบในโรคที่เกิดจากพันธุกรรม เชน กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (fragile X 
syndrome) ซ่ึงที่พบบอยที่สุดประมาณรอยละ 1.9-12 และกลุมอาการเรตต (Rett syndrome) 
พบประมาณรอยละ 0.5 สําหรับทูเบอรรัส สเครอโรซิส (tuberous sclerosis) นิวโรไฟโบรมาโต
ซิส (neurofibromatosis) ฟนิลคีโตนเูรีย (phenylketonuria) และความผิดปกติของโครโมโซม 
(chromosomal abnormalities) เชน การมีจํานวนซ้ําเพิ่มขึ้นของโครโมโซม 15q (duplication) 
พบประมาณรอยละ 1-2 (Freitag, 2007; Abrahams et al., 2008) นอกจากนั้นสาเหตุอ่ืนของ
ออทิซึมที่ไมเกี่ยวของกับพันธุกรรม เชน การรับประทานยาทาลิโดมายด กรดวาลโพรอิก การ
ด่ืมอัลกอฮอลหรือการติดเชื้อไวรัสขณะทีม่ารดาตั้งครรภ ซ่ึงสาเหตุเหลานี้พบไดนอยในกลุมออทิ
ซึม อยางไรก็ตามสภาวะเหลานี้อาจเปนปจจัยที่เกี่ยวของเน่ืองมาจากมีพฤติกรรมที่เหมือนกัน
กับออทิซึม (phenocopies) (Moore et al., 2000; Williams et al., 2001; Fombonne, 2003) 
 จากขอมูลของลักษณะทางคลินิก ลักษณะทางกายวิภาคของสมอง และขอมูล
ของแตละรายงานที่พบวามีหลายยีนที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะออทิซึม มีการตั้งสมมุติฐานของ
การเกิดภาวะออทิซึมวาเกี่ยวกับการทํางานรวมกันของยีน (gene-gene interaction) และยีนกับ
สิ่งแวดลอม (gene-environment interaction) ซ่ึงยีนที่สัมพันธกับออทิซึมโดยสวนใหญจะ
เกี่ยวของกับพัฒนาการของสมองและการสื่อของเซลลประสาท กลุม Neurotransmitter 
transporter เชน ยีน SLC6A4 ผลิต serotonin transporter (5-HHT) ที่ทําหนาที่ในการสื่อของ
เซลลประสาทกับเซลลอ่ืน และ GABA (γ-aminobutyric acid) ทําหนาที่ยับยั้งการสื่อของเซลล
ประสาทในสมองของมนุษย สวนยีนที่เกี่ยวของกับ secreted molecules เชน RELN ที่ผลิต
โปรตีน reelin ซ่ึงทําหนาที่สําคัญในการเคลื่อนที่และการเชื่อมตอของประสาท นอกจากนั้นยีนที่
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงรูปรางของโครมาตินและการควบคุมการถอดรหัสที่พบในยีนบน
โครโมโซมเอกซ ไดแก MeCP2 และ FMR1 เปนสาเหตุของกลุมอาการเรตตและกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะตามลําดับ เปนสาเหตุหน่ึงที่พบในผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึม (Persico 
et al., 2006) โดยขอมูลของยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึมทั้งจากการศึกษาความสัมพันธ 
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การถายทอดไปดวยกัน (transmission disequilibrium) การวิเคราะหโดยใชสนิปส และการผา
เหลาของยีนดังรายละเอียดที่แสดงในภาคผนวก ก 
 
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 

กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ เปนภาวะปญญาออนที่ถายทอดทาง
พันธุกรรมที่พบบอยที่สุด ความชุกในผูชาย 1:4,000-6,000 และผูหญิง 1:8,000 (Youings et 
al., 2000) ผูปวยมีภาวะปญญาออนในระดับปานกลางถึงรุนแรง  คาเฉลี่ยระดับสติปญญา (IQ) 
ประมาณ 20-60 ลักษณะทางคลินิกในเดก็ชายอายุนอยหรือผูหญิงอาจจะไมชัดเจน แตในผูชาย
จะเห็นไดชัดเม่ือยางเขาวัยรุน ลักษณะทัว่ไปที่พบ ไดแก หนายาว หูกาง และอัณฑะโต ผูปวย
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะมีพฤตกิรรมคลายออทิซึม เชน ซนอยูไมน่ิง เรียนรูไดยาก และ
มีปญหาดานภาษา เปนตน (Oostra et al., 2001; Hatton et al., 2006)  ชื่อของกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ มีที่มาจากจุดแตกหักปรากฏที่ปลายโครโมโซมเอกซจากการตรวจ
โครโมโซม (Cytogenetic analysis) เรียกวา FRAXA (Fragile site, X chromosome, A site) 
อยูบนตําแหนง Xq27.3 (Jin and Warren, 2000) สาเหตุหลักที่กอใหเกิดกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะ (รอยละ 99) เน่ืองมาจากการเพิ่มของจํานวนซ้ําของไตรนิวคลีโอไทด CGG มาก
เกินปกติ (มากกวา 200 ซํ้า) ที่ตําแหนง 5΄ UTR ของเอกซอนแรกในยีน FMR1 ซ่ึงสัมพันธกับ
การเติมหมูเมธิลมากเกินปกติในตําแหนง CpG island ซ่ึงเปนโปรโมเตอรทําใหไมสามารถสราง
โปรตีน FMRP (fragile X mental retardation 1 protein) (Verkerk et al., 1991)    

จํานวนซ้ํา CGG ในคนปกติอยูในชวง 6-40 ซํ้า คนที่มีอัลลีลในชวงอินเตอรมี
เดียด (intermediate) มี 41-54 ซํ้า และคนทีเ่รียกวาเปนพาหะ (premutation) มี 55-200 ซํ้า 
นอกจากนี้พบวาผูปวยประมาณรอยละ 40 มีความผิดปกติแบบโมเซอิก (mosaicism) ที่อาจมีอัล
ลีลทั้งในชวงเปนโรค พาหะ และปกติ หรือมีทั้งอัลลีลในชวงที่เปนโรคที่ถูกเมธิลเลชั่น และไมถกู
เมธิลเลชั่น ถงึแมวาคนที่เปน premutation มีเมธิลเลชั่นที่ปกติในยีน FMR1 แตจํานวนซ้ําของ 
CGG อาจมีการเพิ่มมากขึ้นเม่ือมีการถายทอดในรุนถดัไปผานทางมารดา (Feng et al., 1995; 
Jin and Warren, 2000)  ซ่ึงโอกาสที่มารดาเปน premutation มีความเสี่ยงที่กลายเปนโรค
ขึ้นกับขนาดของจํานวนซ้ํา   หากจํานวนซ้ํา CGG เกิน 100 ซํ้า มีโอกาสใกลรอยละ 100 ที่จะมี
บุตรทีเ่ปนโรค (Full mutation) แตจากการรายงานของ Nolin และคณะ (2003) พบวาจํานวนซ้าํ 
59 ซํ้า มีจํานวนซ้ําต่ําสุดทีเ่พ่ิมขึ้นจนกลายเปนโรคในชวงรุนเดียว  จากรายงานพบวาคนที่มีอัล
ลีลในชวง intermediate ประมาณรอยละ 10-30 อาจมีโอกาสเพิ่มจํานวนซ้ําเม่ือถายทอดเหมือน
คนที่เปนพาหะ (premutation) (Nolin et al., 2003)  และผูหญิงที่เปนพาหะรอยละ 21 
ประจําเดือนจะหมดกอนอายุ 40 ป (Premature ovarian failure, POF) (Sullivan et al., 2005) 
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และในผูชายมีภาวะทางระบบประสาทมีอาการความจําเสื่อมและสั่นคลายโรคพารคนิสัน เรียกวา 
Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS) จากการศึกษาการทํางานของระบบ
ประสาทระดับโมเลกุลในผูปวย FXTAS พบวาเอ็มอารเอ็นเอที่มี CGG ที่ยาวทําใหการเคลื่อนที่
ของ 40S ribosomal subunit ชาลง ทําใหไดระดับโปรตีนต่าํซึ่งจะสงสัญญาณใหเพ่ิมการ
ถอดรหัสของยีน เม่ือมีการสะสมของเอ็มอารเอ็นเอเพิ่มมากขึ้นอาจมีการสะสมในสมอง ซ่ึงสงผล
ใหมีความผิดปกติในระบบประสาท (neurodegeneration) (Oostra and Willemsen, 2003) 

การศึกษาจํานวนซ้ําของ CGG บนยีน FMR1 ในคนปกติพบวามี AGG คั่นใน
ทุกตําแหนง 9 หรือ 10 ของจํานวนซ้ํา CGG และทีป่ลายทางดาน 3’ จะเปนจํานวนซ้ํา CGG ที่
ยาว ผลของการขาดการคั่นของ AGG มีผลสําคัญตอการผาเหลาที่มีโอกาสเพิ่มจํานวนซ้ําสูงขึ้น
จนเปนพาหะหรือเปนโรค  อัลลีลในชวงที่เปนพาหะจะไมมี  AGG หรือมีเพียง 1 ตําแหนง ที่
ปลายทางดาน 5’ และทีป่ลาย 3’ มีจํานวน CGG ที่มีความยาวมากกวา 34 ซํ้า  ดังน้ัน 
โครงสรางของจํานวนซ้ํา AGG จึงมีบทบาทสําคญัในการรักษาเสถียรภาพขณะการสังเคราะหดี
เอ็นเอ (DNA replication) เพ่ือปองกันการโปงของดีเอ็นเอ  (DNA slippage) ในชวงไมโอซิสหรือ
กอน embryonic development (Eichler et al., 1996; Crawford et al., 2000; Jin and 
Warren, 2000) 

ชวงเวลาและกลไกที่เกิดเมธิลเลชั่นในยีน FMR1 ยังไมทราบชัดเจน การศึกษา
กอนหนานี้มีรายงานวาอัลลีลของ intact ovaries ของตัวออนระยะฟตัส (fetus) ที่เปนกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะมีจํานวนซ้ํา CGG ที่อยูในชวงเปนโรคแตยังไมมีการเมธิลเลช่ัน 
และจากการศึกษาในชิ้นเนื้อรกในชวงเวลาของการพัฒนาที่แตกตางกันพบวามีความแตกตาง
ของแตละระดับของเมธิลเลช่ัน ซ่ึงบงบอกไดวาเวลาการเกิดเมธิลเลช่ันเกิดในชวงกวางและมี
ความตอเน่ือง ยกตัวอยางเชนการศึกษาตัวออนระยะฟตัส (fetus) ผูชายที่เปนกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะไมพบเมธิลเลชั่นในชิ้นเนื้อรก (chorionic villi) ที่มีอายุ 10 สัปดาห แตพบ
เมธิลเลชั่นในเนื้อเยื่อของตัวออน (Sutherland et al., 1991) ซ่ึงไมแตกตางจากการศึกษาของ 
Sutcliffe และคณะ (1992) ที่พบเมธิลเลชั่นไมครบทุกเซลล (mosaic methylation pattern) ใน
ชิ้นเนื้อรกของฟตัสผูชายที่เปนกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะอายุ 11 สัปดาห    แตจากการ
ตรวจชิ้นเนื้อฟตัสในตัวอยางเดียวกันเม่ืออายุ 13 สัปดาห พบเมธิลเลชั่นแบบสมบูรณ และ
รายงานของ Willemsen และคณะ (2002) ที่ศึกษาปริมาณโปรตีน FMRP พบวามีการแสดงออก
ปกติในชิ้นเนื้อรกในฟตัสผูชายที่เปนกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะอายุ 10 สัปดาห แต
โปรตีนหายไปเมื่ออายุ 12.5 สัปดาห และในผูหญิงที่เปนโรคตรวจพบทั้งชิ้นเนื้อรกที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน FMRP และไมมีการแสดงออกเมื่ออายุมากกวา 13 สัปดาห ซ่ึงเกิดจาก
การกดการทํางานของโครโมโซมเอกซแบบสุม (random X-inactivation) กลไกของเมธิลเลชั่นใน
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะจากการศึกษาที่ผานมาพบวาเม่ือมีการเติมหมูเมธิลที่คารบอน
ตําแหนงที่ 5 บนวงแหวนไซโตซีนในตําแหนงที่ C ติดกับ G (CpG) โดยเอนไซม DNA 
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methyltransferase โปรตีน MeCP2 (methyl CpG binding protein 2)     จะเขาไปจับกับหมู
เมธิลบนดีเอ็นเอ และมีการเปลี่ยนแปลงโปรตีนฮิสโตนโดย histone deacetylase และ histone 
methyltransferase ทําใหโครมาตินมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางและมีการจับกันแนนขึ้นระหวางดี
เอ็นเอและโปรตีน รวมถึงการจับของ transcriptional repressor สงผลให transcription factor 
ไมสามารถเขามาจับที่ตําแหนงโปรโมเตอรจึงยับยั้งการแสดงออกของยีน (Costello and Plass, 
2001; Fuks et al., 2003; Wade, 2005)  

โปรตีน FMRP มีความสาํคัญตอการพฒันาของสมอง (brain development) 
เน่ืองจากเกี่ยวของกับการสื่อของเซลลประสาท (synaptogenesis) ใน cerebral cortex 
cerebellum hippocampus และ synaptic pruning  (Comery et al., 1997; Irwin et al., 2000; 
Oostra and Willemsen, 2003) ดังน้ันพัฒนาการลาชาในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะมีสาเหตุเบื้องตนจากการขาดโปรตนี FMRP และในผูหญิงจะมีการแสดงอาการที่นอยกวา
ผูชายเนื่องจากมีโครโมโซมเอกซ 2 แทง ซ่ึงอาจมียีน FMR1 ที่ปกติอยูบนโครโมโซมเอกซที่
ทํางาน (active) จึงมีการสรางโปรตีน FMRP ไดบาง ดังน้ันผูหญิงที่เปนโรคเพียงรอยละ 50-71 
ที่พบความบกพรองของสติปญญาที่แสดงออกอยางชัดเจน (de Vries et al., 1996)  

มีรายงานนอยกวารอยละ 1 ที่พบความผิดปกติของกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะที่เกิดจากการผาเหลาแบบ point mutation หรือการขาดหายไปในยีน FMR1  (de Boulle 
et al., 1993; Lugenbeel et al., 1995; Wöhrle et al., 1992; Meijer et al., 1994; Trottier et 
al., 1994; Hirst et al., 1995; de Graaff et al., 1995; Quan et al., 1995; Parvari et al., 
1999) ดังรายละเอียดในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1. การผาเหลาในตําแหนงทีแ่ปลงเปนโปรตีน และการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอใน
ยีน FMR1 ที่ทําใหเกิดกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 

ผูรายงาน การผาเหลา 
de Boulle et al., 1993 Exon 11 

c.38395 A>T  
p.Ile367Asn 
Exon 5 
c.30814delA  
p.Thr125fs 

Lugenbeel et al., 1995 

Exon 2 
g.23714_23715GG>TA 

Wöhrle et al., 1992 การขาดหายไป ~250 kb ครอบคลุมตั้งแต 5’ UTR ถึง
เอกซอนที่ 5 

Meijer et al., 1994 การขาดหายไป 1.6 kb ครอบคลุมตําแหนงโปรโมเตอร
ถึงตําแหนง CGG repeat 

Trottier et al., 1994 
 

การขาดหายไปของบางสวนในยีน FMR1 และสวน 
upstream ของโปรโมเตอร 70-100 kb  

Hirst et al., 1995 การขาดหายไป 660 bp ครอบคลุมตําแหนงโปรโมเตอร
ถึงตําแหนง CGG 

 การขาดหายไปของยีน 25 kb ครอบคลุมตั้งแต 5’ UTR 
ถึงเอกซอน 11 

de Graaff et al., 1995 การขาดหายไป 75-53 bp ใกลกับตําแหนง CGG 
repeat  

Quan et al., 1995 การขาดหายไป 9 Mb ตําแหนง Xq26.3-Xq28 
Parvari et al., 1999 การขาดหายไป 8.5 Mb ตําแหนง Xq27.1-Xq28 

del: deletion 
fs: frameshift mutation 
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ยีน FMR1   
 
ยีน FMR1 ประกอบดวย 17 เอกซอน ความยาวประมาณ 38 กิโลเบส อยูบน

โครโมโซมเอกซตําแหนง Xq27.3 และพบตําแหนง splicing หลายตําแหนงทางดาน 3’ จํานวน
ซํ้าของ CGG อยูในเอกซอนแรกของ 5’ UTR ซ่ึงอยูหางจาก CpG island ที่เปนโปรโมเตอรของ
ยีน FMR1 ประมาณ 250 คูเบส (Verkerk et al., 1991; Eichler et al., 1993) การศึกษา
ตําแหนงการควบคุมการถอดรหัส (transcription regulation) โดยใชวธิี footprint analysis 
พบวามีหลายตําแหนงบนดีเอ็นเอที่ transcription factor เขาจับ ไดแก α-PAL/NRF Sp1 
H4TF1/Sp1-like และ c-myc เปนตน ซ่ึงอยูในชวงประมาณ 91 คูเบส (-131 ถึง -30) ของ    
โปรโมเตอรที่ตั้งอยูทางดานบนหางจากตําแหนง transcription start site ประมาณ 40 คูเบส ซ่ึง
อาจเปนสวนของ cis-regulatory element ในการแสดงออกของยีน (Drouin et al., 1997) จาก
การศึกษาของ Beilina และคณะ (2004) ใชวธิี 5’ RLM-RACE (RNA ligase-mediated rapid 
amplification of cDNA ends) เพ่ือทดสอบวาจํานวนซ้ํา CGG มีผลตอตําแหนงที่เริ่มตนการ
ถอดรหัส (transcription site) พบวามีหลายตําแหนงที่อยูในชวงความยาวประมาณ 50 คูเบส  
ซ่ึงอยูกอนตําแหนงจํานวนซ้ํา CGG ประมาณ 130 คูเบส ซ่ึงถาเปนอัลลีล CGG ปกติจะมีจุดเริ่ม
การถอดรหัสตําแหนงเดียวกัน หากเปนอัลลีลในชวง premutation ตําแหนงการเริ่มตนการ
ถอดรหัสจะอยูกอนหนาตําแหนงปกติ จากผลการศึกษานี้ CGG อาจจะเปน enhancer หรือ 
modulator ของการถอดรหัส 

ยีน FMR1 มีสวนอนุรักษคอนขางสูงเม่ือเปรียบเทียบแตละสปชีส     พบความ
เหมือนกันของนิวคลีโอไทดระหวางมนุษยและหนูรอยละ 95 ในตําแหนงที่มีการถอดรหัส (open 
reading frame, ORF) และมีกรดอะมิโนเหมือนกันรอยละ 97 เชนเดียวกับที่ศึกษาในไก 
Xenopus leavis และลิงที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในตําแหนง 5’ UTR เชนกันแตมีจํานวนซ้ํานอยกวา
ที่พบในมนุษย จากการศึกษาความเหมอืนกันระหวางสปชีสในตําแหนง 5’ UTR และ 3’ UTR 
พบวาเปนตําแหนงที่ควบคมุการทํางานของยีน (regulatory function) (reviewed in Oostra and 
Chiurazzi, 2001) 

เอ็มอารเอ็นเอมีขนาด 4.4 กิโลเบส และโปรตีน FMRP มีหลายไอโซฟอรมซ่ึงมี
ความยาวสูงสดุ 632 กรดอะมิโน มวล 70-80 กิโลดาลตัน (reviewed in Oostra and Chiurazzi, 
2001) กรดอะมิโนประกอบดวย RNA-binding motif 2 แบบ ไดแก ribonucleoprotein K 
homology domains และ arginine glycine glycine residues (RGG boxes) โดย 
ribonucleoprotein K homology domains มีทั้ง nuclear localization signal (NLS) และ 
nuclear export signal (NES) FMRP จึงเคลื่อนที่ระหวางนิวเคลียสและไซโทพลาสซมึ 
การศึกษาการผาเหลาของโปรตีน FMRP ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง 304 จาก 
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Isoleucine เปน Asparagine (Ile304Asn) ที่อยูใน KH domain ตําแหนงที่ 2 ทําใหมีการมวน
ผิดปกติของตาํแหนง  KH domain (de Boulle et al., 1993)  

โปรตีน FMRP จับกับอารเอ็นเอในรูปของ messenger ribonucleoprotein 
complex ที่จับกับ polyribosome (Schaeffer et al., 2003) จากการศึกษาของ Sung และคณะ 
(2000) พบ mRNA ของสมองที่จับกับ FMRP ไดแก NT2 EST และ Tip60a และการศึกษาของ 
Brown และคณะ (2001) โดยใช microarray พบการจับของโปรตนี FMRP กับ mRNA ของ
โปรตีนที่สําคญัในสมอง เชน semaphorin Microtubule-associated protein (MAP1B) และ 
NAP22 เปนตน ซ่ึงพบในปลายของแอกซอนและ dendritic spines ซ่ึงโปรตีน FMRP ยัง
เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีนอ่ืน (post-transcriptional control) เชน จาก
การศึกษาเมื่อไมมี FMRP การแปลรหัสของ human Elongation Factor-1A จะถูกยับยั้ง (Sung 
et al., 2003) 

โปรตีน FMRP พบในหลายอวัยวะแตพบสวนใหญในระบบประสาทสวนกลาง
และอัณฑะ โดยถูกสังเคราะหมากใน dendritic spine เพ่ือตอบสนองตอการสื่อของเซลลประสาท 
(synaptic activity) โดย metabotropic glutamate agonist ซ่ึงมีการเพิ่มขึ้นของการจับกันของ 
polyribosome และกระตุนการสรางโปรตีน FMRP และจากการศกึษาของ Comery และคณะ 
(1997) พบ dendritic spine ที่มีขนาดยาวและรูปรางผอมผิดปกติในผูปวยกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะและในหนูทดลอง (Knockout mice) 
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ความสัมพันธของออทิซึมและกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 
พฤติกรรมของผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่คลายคลึงกับออทิซึม

ไมสามารถจําแนกผูปวยบางรายโดยเฉพาะในเด็กเล็ก ไดแก ปญหาทางดานภาษา ไมชอบการ
สัมผัส ไมสบตา การตื่นกลัวสังคม และการทํามือซํ้าๆ เปนตน (Bailey et al., 1998; Feinstein 
et al., 1998; Hatton et al., 2006; Rogers et al., 2001; Roberts et al., 2007) การศึกษา
ความสัมพันธระหวาง IQ และพฤติกรรมออทิซึมในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะพบ
ขอมูลที่แตกตางในแตละการศึกษา บางการศึกษารายงานวาผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะที่มีพฤติกรรมออทิซึมรวมดวยมักมี IQ ต่ํากวา (Kau et al., 2004) หรือมีพัฒนาการลาชา
กวาผูปวยที่เปนกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะอยางเดียว (Bailey et al., 2000; Rogers et 
al., 2001)  แตการศึกษาของ Mazzocco และคณะ (1997) ที่ศึกษาในคนที่เปนกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ ไมพบความสัมพันธระหวาง IQ กับพฤติกรรมออทิซึม แตผูปวยออทิซึมที่
ไมทราบสาเหตุมีพฤติกรรมการปรับตัว (adaptive behaviour) ผิดปกตินอยกวาผูปวยกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มีออทิซึมรวมดวยเม่ือเปรียบเทียบในอายุที่ใกลเคียงกัน (Kau et 
al., 2004) นอกจากนั้น Bailey และคณะ (2001) ไมพบความสัมพันธระหวางระดับโปรตีน 
FMRP และพฤติกรรมออทิซึมในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ ซ่ึงเปนหลักฐานวาอาจ
มีหลายยีนหรือปจจัยจากสิ่งแวดลอมที่เกี่ยวของกับยีน FMR1 ตอพฤติกรรมออทิซึม  

ความถี่ของพฤติกรรมออทิซึมในผูชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะมีการ
รายงานครั้งแรกโดย Brown และคณะ (1982) พบประมาณรอยละ 18.5 (reviewed in Brown et 
al., 1986) ตอมามีการสนใจศึกษาเพิ่มมากขึ้น จากการรายงานพบกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะในเด็กผูชายมีพฤติกรรมออทิซึมที่ครบทั้ง 3 ดานหลักประมาณรอยละ 16-47 ดังแสดงใน
ตารางที่ 2 (Brown et al., 1982; Hagerman et al., 1986; Reiss and Freund, 1990; Bailey 
et al., 1998; Rogers et al., 2001; Demark et al., 2003; Kaufmann et al., 2004; Hatton et 
al., 2006; Clifford et al., 2007) และในผูหญิงที่มีกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะพบรอยละ 
3-9.7 (Mazzocco et al., 1997; Bailey et al., 1993; Clifford et al., 2007) ซ่ึงนอยกวาที่มีการ
รายงานในผูชาย อาจจะเนื่องจากเปนกลุมอาการ X-linked แตอยางไรก็ตาม แตละการศึกษามี
ความหลากหลายของวิธีการในการทดสอบกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะและออทิซึม ซ่ึงไม
สามารถเปรียบเทียบผลระหวางการศึกษาได 
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ตารางที่ 2. ความถี่ของผูปวยผูชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มพีฤติกรรมออทิ
ซึม  
 

ผูรายงาน รอยละที่พบความ
ผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย
ออทิซึม 

การตรวจพบกลุม
อาการโครโมโซม

เอกซเปราะ 
Brown et al., 1982 18.5 (5/27) N/A รอยละ 3 ของเซลล

จากการตรวจ
โครโมโซม 

Hagerman, 1986 16 (8/50) DSM-III, ABC, 
E2 

รอยละ 3 ของเซลล
จากการตรวจ
โครโมโซม 

Reiss and Freund, 1990 17.6 (3/17) DSM-III-R N/A 
Bailey et al., 1998 25 (14/ 57) CARS การทดสอบดีเอ็นเอ 
Rogers et al., 2001 33 (8/24) ADOS-G, ADI-R, 

DSM-IV 
การทดสอบดีเอ็นเอ 

Demark et al., 2003 47 (7/15) CARS การทดสอบดีเอ็นเอ 
Kaufmann et al., 2004 25 (14/56) ADI-R เซาทเทิรนบลอท 
Hatton et al., 2006 25.9 (33/129) CARS การทดสอบดีเอ็นเอ 
Clifford et al., 2007 18 (6/33) ADOS-G, ADI-R การทดสอบดีเอ็นเอ 

ABC: Autism Behaviour Checklist 
ADI-R: Autism Diagnostic Interview-Revised 
ADOS-G: Autism Diagnostic Observation Schedule-Generic 
CARS: Childhood Autism Rating Scale 
DSM: the diagnostic and statistical manual of mental disorders 
E2: Diagnostic Checklist for Behaviour Disturbed Children 
N/A: not available 
การทดสอบดีเอ็นเอ: ในรายงานที่อางอิงไมไดระบุวธิีการทดสอบที่ชดัเจนในการตรวจสอบกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะวาเปนวิธีพีซีอารหรือเซาทเทิรนบลอทหรือวิธีอ่ืนๆ 
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ในขณะเดียวกันมีการศึกษาความถี่ของผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึมที่มีสาเหตุ
จากกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะดวยวิธีการตรวจโครโมโซม ดังแสดงในตารางที่ 3 แตการ
ทดสอบดวยวิธีดังกลาวมีความนาเชื่อถือนอยและไมสามารถเปรียบเทียบระหวางการศึกษาได 
เน่ืองจากการกําหนดเกณฑการตรวจสอบแตกตางกันในแตละการศึกษา เชน บางการศึกษา
กําหนดการพบตําแหนงโครโมโซมเอกซเปราะ FRAXA รอยละ 1 ของเซลลทั้งหมด ในขณะที่
บางการศึกษากําหนดเปนรอยละ 4 ของเซลลทั้งหมด 

 
ตารางที่  3.  ความถี่ของผูปวยผูชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมจากสาเหตุความผิดปกติของ
โครโมโซมตาํแหนง Xq27.3 ดวยวิธีการตรวจโครโมโซม  
 

ผูรายงาน รอยละที่พบ
ความผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย
ออทิซึม 

การตรวจโครโมโซมพบ
โครโมโซมเอกซเปราะ

คิดเปนรอยละ 
Blomquist et al., 1985 16 (13/83) DSM-III 1  
Brown et al., 1986 

 
7.7  (47/ 614) DSM-III 3 

Fisch et al., 1986  12.5 (18/144) DSM-III 1 
McGillivray et al., 1986 7.3 (3/41) DSM-III N/A 
Ho and Kalousek, 1989 2.2 (1/45) DSM-III 4 
Payton et al., 1989 2.4 (2/85) DSM-III 1 
Piven et al., 1991  2.6 (2/75) 

1.3 (1/75) 
DSM-III-R 40 

1 
Li et al.,  1993 

 
7.7  (8/ 104) DSM-III 1-46 

(ยืนยันดวยวธิี  
เซาทเทิรนบลอท)* 

Bailey et al., 1993 1.6 (2/125) ADI 4 
Estecio et al., 2002  11 (2/19) DSM-IV N/A 

(ยืนยันดวยวธิีพีซีอาร)* 
* การยืนยันผลดวยวิธีเซาทเทิรนบลอทและพีซีอารทดสอบในบางตัวอยางที่พบโครโมโซมเอกซ  
เปราะที่พบมากในเซลล เชน พบรอยละ 46 
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วิธีการตรวจในระดับดีเอ็นเอ เชน พีซีอาร (PCR) และเซาทเทิรนบลอท 
(Southern blot) ถูกนํามาใชแทนการตรวจความผดิปกติโครโมโซมเนื่องจากใหผลที่ถูกตอง
มากกวา จากการศึกษาดวยวธิีน้ีพบความผิดปกติของยีน FMR1 ในผูชายที่เปนออทิซึม
ประมาณรอยละ 1.9-12 (Gurling et al., 1997; Reddy, 2005; Brown et al., 2004) ดัง
รายละเอียดในตารางที ่ 4 แตอยางไรก็ตามมีหลายการศกึษาที่ไมพบความผิดปกติของยีน 
FMR1 ในออทิซึม (Hallmayer et al. 1994; Holden et al., 1996; Gurling et al., 1997; Klauck 
et al., 1997; Poon et al., 1998) 

 
ตารางที่  4. ความถี่ของผูปวยผูชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมที่มีสาเหตุจากความผิดปกติ
ของยีน FMR1 ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ 
 

ผูรายงาน รอยละที่พบความ
ผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย 
ออทิซึม 

การตรวจสอบกลุม
อาการโครโมโซมเอกซ

เปราะ 
ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ 

Gurling et al., 1997 12 
(3/ 25) 

N/A เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

 
Reddy, 2005 2.2 

(7/ 316) 
N/A เซาทเทิรนบลอท 

และพีซีอาร 
 

Brown et al., 2004 1.9 
(6 ครอบครัวใน 312 
ครอบครัว AGRE) 

N/A พีซีอาร  

Hallmayer et al., 
1994 

0 
(0 ครอบครัว ใน 35 
ครอบครัว multiplex)  

ADI ADOS 
และ ICD 10 

 

เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

 
Holden et al., 1996 0 

(0 ครอบครัว ใน 19 
ครอบครัว multiplex) 

ADI ADOS 
และ ABC 

เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 
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ตารางที่  4. ความถี่ของผูปวยผูชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมที่มีสาเหตุจากความผิดปกติ
ของยีน FMR1 ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ (ตอ) 
 

ผูรายงาน รอยละที่พบความ
ผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย 
ออทิซึม 

การตรวจสอบกลุม
อาการโครโมโซมเอกซ

เปราะ 
ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ 

Gurling et al., 1997 0 
(0 ครอบครัว ใน 25 
ครอบครัว multiplex) 

N/A เซาทเทิรนบลอท 
 

Klauck et al., 1997 0 
(0 ครอบครัว ใน 105 
ครอบครัว  simplex 
และ 18 ครอบครัว

multiplex) 

ADI และ 
ADOS 

เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

 

Poon et al., 1998 N/A N/A เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

ครอบครัว simplex: ครอบครัวที่มีบตุรออทิซึม 1 คน 
ครอบครัว multiplex: ครอบครัวที่มีบตุรออทิซึมมากกวา 1 คน ขึ้นไป 
AGRE: autism genetic resource exchange 

 
ในปจจุบัน การตรวจระดบัดีเอ็นเอของความผิดปกติในยีน FMR1 เปนการตรวจ

กรองเบื้องตนในผูปวยที่มีพฤติกรรมออทซึิมเน่ืองจากเปนวิธทีี่เชื่อถอืได และสะดวกกวาการ
ตรวจโครโมโซม และไดสรุปการรายงานความถี่ของสัมพันธระหวางออทิซึมและความผิดปกติ
ของยีน FMR1 ในผูชายดังรูปที่ 1 
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รูปที่ 1.  ความถี่ของผูปวยชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมซึ่งตรวจพบการผาเหลาในยีน FMR1 
และผูปวยชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มพีฤติกรรมออทิซึม 
 
ความสัมพันธของออทิซึมและยีน FMR1 
 
  การศึกษาความผิดปกติของยีน FMR1 ที่อาจเปนสาเหตุของออทิซึม
นอกเหนือจากการศึกษาการเพิ่มขึ้นของจํานวนซ้ํา CGG และการเมธิลเลชัน่ที่ผิดปกติในยีน 
FMR1 แลว ยังมีการศึกษาการถายทอดในครอบครัว (linkage study)  โดย Hallmayer และ
คณะ (1994) ศึกษาการถายทอดของยีน FMR1 ใน 35 ครอบครัวที่เปนออทิซึม โดยใช         
ไมโครแซตเทลไลท 6 ตําแหนง ไดแก DXS548 FRAXAC1 FRAXAC2 CGG repeat DXS998 
และ DXS1126 ไมพบหลักฐานวายีน FMR1 เปนสาเหตุของออทิซึม และในป พ.ศ. 2539 (ค.ศ. 
1996) Vincent และคณะ ไดการศึกษาการผาเหลาโดยใชวิธเีอสเอสซีพี (single-stranded 
conformation polymorphism, SSCP) ทั้ง 17 เอกซอน แตไมพบความสัมพันธ ตอมาในป พ.ศ. 
2547 (ค.ศ. 2004) ไดศึกษาความสัมพันธ (association study) ของสนิปส IVS10 ในอินทรอน
10 ในผูปวยออทิซึม AGRE ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทั้งการศึกษาในครอบครัวและ
ในประชากรทัว่ไป (Vincent et al., 2004) นอกจากนั้น Shinahara และคณะ (2004) มี
การศึกษาโดยใชวธิ ี polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism 
(PCR-SSCP) ในทุกเอกซอนของยีน FMR1 gene ในคนญี่ปุนทีเ่ปนออทิซึมพบเพียงวามีการ 
ผาเหลาการแทนที่ของเบส A เปน C ที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด 879 ในเอกซอน 9 ซ่ึงอยูใน
ตําแหนง splicing ที่อาจสงผลใหผลติโปรตีนที่ผิดปกต ิ แตยังไมใชหลักฐานทีส่ําคญัที่บงชีว้ายีน 
FMR1 สัมพันธกับออทิซึม แตอยางไรก็ตามการศึกษาความสัมพันธโดยใชสนิปสในยีน FMR1    
กับออทิซึมมีการรายงานนอยมาก จากการสืบคนขอมูลพบเพียงรายงานของ Vincent และคณะ 
(2004) เทานั้น 

ผูปวยมี 
พฤติกรรมออทิซึม 

กลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะ  

(การผาเหลาของยีน FMR1) 

รอยละ 16-47  
(เกณฑการตรวจวินิจฉัย

สําหรับออทิซึม) 

รอยละ 1.9-12 
(การตรวจระดับดีเอ็นเอ) 

ผูปวยกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะ  

(การผาเหลาของยีน FMR1) 

ผูปวยมี 
พฤติกรรมออทิซึม 
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เครื่องหมายพันธุกรรม 
 
  ในปจจุบันไดมีการนําเครื่องหมายพันธุกรรม เชน ไมโครแซทเทลไลท      
และสนิปส มาใชในการศกึษาหาสาเหตุของโรคหรือตําแหนงที่นาจะกอใหเกิดโรค สนิปสมีขอ
ดีกวาไมโครแซทเทลไลท คือ มีอัตราการผาเหลานอยกวาและมีจํานวนทีค่รอบคลุมในยีนที่
หนาแนนมากกวา และวิธีการศึกษาจีโนไทปของสนิปสยังเปนวิธีที่งายและประหยัดคาใชจาย 
เชน PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) และ Biallelic-ARMS PCR เปน
ตน (Ye et al., 2001; Brightwell et al., 2002a) นอกจากนี้ Brightwell และคณะ (2002b) ได
สรางแผนที่สนิปสที่ครอบคลุมตําแหนง FRAX ความยาวประมาณ 2.6 เมกกะเบส   พบสนิปส
ทุกประมาณ 1024 คูเบส โดยฐานขอมูลของสนิปสมีการรายงานในเวบ็ไซตของ National 
Center for Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) ดังแสดง
ในภาคผนวก ก 

สําหรับการศกึษาสนิปสในยีน FMR1 ที่ผานมาสวนใหญนําไปใชในการหา
สาเหตุของกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ เชน ตาํแหนงของ cis acting factor ที่อาจ
เกี่ยวของกับความไมเสถียรทําใหเพ่ิมจํานวนซ้ํา CGG (Ennis et al., 2007) หรือแฮพโพลไทปที่
จําเพาะกับคนที่เปนโรค (Gunter et al., 1998; Crawford et al., 2000)    การศึกษาสนิปสแฮพ
โพลไทปในคนไทยโดย Limprasert และคณะ (2001) ใชทั้งไมโครแซทเทลไลท             
(DXS548 FRAXAC1 และ FRAXE) และสนิปส (ATL1 และ IVS10+14C/T) แตไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะและกลุมควบคุม
การศึกษาตอมาในป พ.ศ. 2550 (ค.ศ. 2007) Thanakitgosate ไดเลือกสนิปสเพ่ิมเติม ไดแก 
WEX5 ในตําแหนง 5’ UTR และ rs25731 rs25702 และ rs25723 ในอินทรอน 3 13 และ 16 
ตามลําดับ  แตยังไมพบความสัมพันธของสนิปสแฮพโพลไทปของยีน FMR1 กับกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ ซ่ึงการศกึษาดังกลาวมีประโยชนในการนําสนิปสที่มีรายงานแลววามี
ความหลากหลายทางพันธกุรรม (polymorphism) ในคนไทยและมีการถายทอดไปดวยกัน 
(linkage disequilibrium)  มาศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 กับออทิซึม โดยในการศึกษานี้
ไดเลือกสนิปสเพ่ิมเติมในตาํแหนง 5’ UTR ที่คาดวาอาจมีผลตอการควบคุมการแสดงออกของ
ยีน ซ่ึงการศึกษาครั้งน้ีเปนครั้งแรกที่ศึกษายีน FMR1 ที่อาจเปนปจจัยที่สงเสริมในการทําใหเกดิ
ออทิซึมในผูปวยผูชายคนไทยที่มีภาวะออทิซึมโดยใชสนิปสที่ครอบคลุมทัว่ทั้งยีน 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพ่ือตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึม 
 
2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของสนิปสและแฮพโพลไทปของยีน FMR1 ในผูปวยออทซึิม  
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 
วัสด ุ
 
ตัวอยางผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุม  
 

ตัวอยางผูปวย 
 
เก็บขอมูลทางคลินิกรวมทั้งประวัติเชื้อชาติและภูมิลําเนา 3 ชั่วรุนในตัวอยาง

ผูปวยโดยกุมารแพทยดานพัฒนาการเด็กจาก 2 สถาบันที่เขารวมวิจัยคือโรงพยาบาลรามาธิบดี
และมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ผูปวยทั้งหมด 151 ราย ประกอบดวย ผูปวยออทิซึมจํานวน 108 
ราย และผูปวย PDD-NOS จํานวน 43 ราย โดยผูปวยทุกรายในโครงการเปนตามขอกําหนด
ดังน้ี 

(1) ผานการตรวจตามเกณฑ Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders, 4th Edition (DSM-IV) วาเปนผูปวยออทซึิม หรือ PDD-NOS 
(Pervasive developmental disorder-not otherwise specified) 

(2) ไมมีประวัตคิลอดผิดปกติ และไมมีประวตัิการติดเชื้อทางสมอง 
(3) ไมมีลักษณะทางคลินิกเขาไดกับกลุมอาการที่ชัดเจน เชน กลุมอาการดาวน 

Prader-Willi syndrome และ Tuberous sclerosis  
(4) ทุกรายมีผลการตรวจโครโมโซมปกติ ในผูชายที่มีอาการชักมีผลการตรวจ 

common mutation ในยีน ARX ปกต ิ
(5) ในผูหญิงมีผลการตรวจ common mutation ในยีน MECP2 ปกต ิ 
(6) ผูปกครองยินยอมเขารวมโครงการ และมี Informed consent  

 ผูปวยทั้งหมดมีอายุเฉลี่ยของ 4 ป 3 เดือน ± 2 ป 3 เดือน และผูปวยไดผานการ
ตรวจวัดพฤตกิรรมโดยใช Vineland Adaptive Behaviour Scales (VABS) และมีผลทดสอบ 
non-verbal IQ (Binet-V) จํานวน 115 ราย ไดผลเฉลีย่ 65.21 ± 16.83  
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ตัวอยางกลุมควบคุม  
 
ตัวอยางกลุมควบคุมนํามาจากคลังเลือดของโรงพยาบาลธรรมศาสตรและ

โรงพยาบาลสงขลานครินทร จํานวน 212 ราย  โดยทุกรายผานการซักประวัติวาไมมีปญหาทาง
จิตเวชและพัฒนาการผิดปกติที่ชัดเจนใน 3 รุน โดยพิจารณาวาไมมีประวัติการรักษาใน
โรงพยาบาลอยูอยางตอเน่ืองหรือตองทานยาเพื่อลดปญหาสุขภาพจิตหรือปญหาเรื่องเรียน
หนังสือไมได นอกจากนี้ยังเก็บประวัติภูมิลําเนาและเชื้อชาติตั้งแตปูยาตายายลงมาเพื่อใหได
กลุมควบคุมที่มีพ้ืนฐานใกลเคียงกับกลุมผูปวยมากที่สุดและตองมีอัตราสวนระหวางผูปวยชาย
ตอผูหญิงเปนสัดสวนใกลเคียงกับตัวอยางผูปวยที่ใชในการศึกษา  แตไมจําเปนตองมีการจับคู
อายุระหวางผูปวยและกลุมควบคุม (age match) เพราะกลุมควบคุมในการศึกษานี้ตองการผูที่
ไมเปนออทิซึมจึงเลือกผูที่มีอายุผานจุดที่จะมีโอกาสเกิดออทิซึมได (beyond age of onset) 
เน่ืองจากออทิซึมมีอาการตั้งแตวัยเด็ก จึงเลือกกลุมที่สามารถให consent ไดเองคือมากกวาหรือ
เทากับ 18 ป  ลักษณะยีนที่ใชในการศึกษาจะไมเปลี่ยนแปลงตามอายุ (แมจะมีโอกาสเกิด 
mutation ไดแตเปนสวนนอยมาก ในทางทฤษฎีถือวายอมรับไดและในการปฏิบัติไมมีกลุม
ควบคุมที่ดีที่สุดแตจะเลือกที่ทําไดมากที่สุดในการคัดเลือกเทานั้น)  
  นอกจากนั้นไดมีการเก็บตัวอยางเลือดของผูชายที่ไมเปนโรคที่มีภูมิลําเนาใน
ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคใต และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคละ 50 คน เพ่ือนํามาศึกษาการ
กระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทย 
 ตัวอยางเลือดทั้ งกลุมผูปวยและกลุมควบคุมนํามาสกัดดี เ อ็นเอตามวิธี
มาตรฐานฟนอล-คลอโรฟอรม 
 
ตารางที่ 5. จํานวนผูปวยออทิซึม ผูปวย PDD-NOS และกลุมควบคุม 
 

เพศ (ราย) 
ตัวอยาง 

ชาย หญิง 
ทั้งหมด 

ผูปวยออทิซึม 89 19 108 
ผูปวย PDD-NOS 39 4 43 
ผูปวยทั้งหมด 128 23 151 
กลุมควบคุม 152 60 212 
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ไพรเมอร 
 
 ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอประกอบดวย 2 ชุดหลัก ไดแก ชุดที่ 1 
ใชสําหรับการตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 3 วิธี ไดแก พีซีอารสําหรับทดสอบ
จํานวนซ้ํา CGG แบบใชโพรบไฮบริไดสเซชั่นตามวธิีการของ Brown และคณะ (1993) และ
ฟลูออเรสเซนตออกแบบโดย Sripo และคณะ (2007)  การทดสอบดวยวิธีเมธิลเลชั่นสเปซิฟก
พีซีอาร (Methylation-Specific PCR) อางอิงตาม Zhou และคณะ (2004) นอกจากนี้มีไพรเมอร
อีก 1 คู ที่ใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพื่อยืนยันผลการทดสอบจํานวนซ้าํ CGG โดยวิธีหาลําดบัเบส 
(DNA sequencing) ดังรายละเอียดในตารางที่ 6  
 ไพรเมอรชุดที่ 2 ใชสําหรับการศึกษาจีโนไทปในแตละตําแหนงสนิปสที่ออกแบบ
เพ่ือทดสอบดวยวธิีไบอัลลลีลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS PCR) โดย WEX44 และ WEX82 
ไดออกแบบในการศึกษานี ้WEX70 อางอิงจาก Ennis และคณะ (2007) WEX5 และ rs25702 
ออกแบบโดย Thanakitgosate (2007) ATL1 จาก Brightwell และคณะ (2002a) ยกเวน     
ไพรเมอร ATL1GR อางอิงจาก Curlis และคณะ (2005) ดังรายละเอียดในตารางที่ 7 
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ตารางที่ 6. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจ
กรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 
ลําดับ
ที่ 

ชื่อ ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการ
ทดสอบ 

1 1 GACGGAGGCGCCGCTGCCAGG  
2 3 GTGGGCTGCGGGCGCTCGAGG  

พีซีอารสําหรับ
ทดสอบจํานวน

ซ้ํา CGG 
3 FRAXA-

PSUF 
6FAM-CAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTCA 
GTG 

4 FRAXA-
PSUR 

GATGGGGCCTGCCCTAGAGCCAAGTA 

พีซีอารฟลูออ
เรสเซนต

สําหรับทดสอบ
จํานวนซ้ํา 

CGG 
5 mTP-F GCCGCTACCAAAAAACGTACGACAACGCG 
6 mTP-R TACCGATACGCATCCCAGTTTGTCAGC(TCG)8 
7 Tail-R TACCGATACGCATCCCAGTTTGTCAGC 

MS-PCR 
(mTP-PCR) 
สําหรับทดสอบ

ผูหญิง 
8 FRAXA-

PSUF 
CAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTCAGTG 

9 FRAXA-
PSUR 

GATGGGGCCTGCCCTAGAGCCAAGTAC 
DNA 

sequencing 
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ตารางที่ 7. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับทดสอบจีโน
ไทปของสนิปส 
 
ลําดับ
ที่ 

ชื่อ ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) ออกแบบโดย 

1 WEX44F CTATCTGGGGGCAAATGAACCATAG การศึกษานี ้
2 WEX44R CTCTGAGTTTACGCTCCCCAG  
3 WEX44TF ACAGTATAGACCATGATGGAAACACCT  
4 WEX44GR GAGAATAGTTTCAGTTTCTCAGTTTAAATTC  
5 WEX70F GGAGTTATTGTCCTATACAGCAGTTGTCCC  
6 WEX70R GATGGGAGATGATTTTGGGATAAAATT  Ennis et al., 
7 WEX70TF CTGTCAGATCATCAGGCATTAAATTTTAAT 2007 
8 WEX70CR AGTTCACGATAGGGTTTACACGCATG  
9 WEX82F GACAACCCATAATCTGTCATTGG การศึกษานี ้
10 WEX82R CCACCAGTACTTCCTAATGATA  
11 WEX82CF TATAACCATGTAAAAAGATCTTCAATC  
12 WEX82TR CCTCTGATTATTAATTTATTAATGCA  
13 WEX5F GAATGTGGCCCTAGATCCAC Thanakitgosate, 
14 WEX5R GTGCTAACGAGAAATCGGTG        2007 
15 WEX5CF CTTATCACAGCTGCAACTACAC  
16 WEX5GR CAAATTGTCAGACAAGTAAACC  
17 ATL1F ACCCTGATGAAGAACTTGTATCTCT Brightwell et 

al., 2002a 
18 ATL1R GAAATTACACACATAGGTGGCACT  
19 ATL1AF TGTACATTTTCCAAATGCAAAGA  
20 ATL1GR2 TTTATAAGAGACACAGAATCATAAGTCC Curlis et al., 

2005 
21 702F ACTCAGTTTAGGCAATCCTG Thanakitgosate, 
22 702R CACAGCTAGTTCATTTGCTG 2007 
23 702AF TCAGTTTAGTTAGTGTGATGTA  
24 702GR GAAATTTTAAGGAGGCATAATC  
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สารเคม ี
 
  Acrylamide/Bis solution 
 Agarose 
  Ammonium persulfate 
 Betaine  
 BigDye Terminator v3.1 (AB) 
 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 
 Hybridization buffer (Amercham Pharmacia Biotech) 
 Hydroquinone (Sigma) 
 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 
 Xylene cyanol FF 
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อุปกรณ 
 
  เครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (3130 Genetic Analyzer, AB) 
  เครื่องถายภาพยูวี (Bioimaging system SynGene) 
 ตูไฮบริไดส (Robin Scientific)  
 ฟลมเอกซเรย 8X10 น้ิว พรอมคาสเซททสําหรับวางฟลม 
 อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวนอนพรอมเครื่องจายกระแสไฟฟา (GelMate2000, 
TOYOBO)  
  เครื่องเพ่ิมสารพันธุกรรม (PTC200, MJ Research) 
 เครื่องเพ่ิมสารพันธุกรรม (2720 Thermal cycler, AB) 
 เมมเบรนไนลอนประจุบวก (Hybond-N) 
 เซมิ-ดราย อิเล็กโตรบลอท (Biorad) 
 อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวตัง้พรอมเครื่องจายกระแสไฟฟา (Protean II Xi cell, 
20X20 cm, Biorad) 
  
 
สารเคมีอ่ืนๆ 
 
 องคประกอบและปริมาณของสารเคมี ตามรายละเอียดในภาคผนวก ข 
  25% Ammonium persulfate 
  6% denatured polyacrylamide gel solution 
  2.5 mM dNTP Mix 
 2.5 mM dNTP Mix with 50% 7-Deaza dGTP 
 2.5 mM dNTPs Mix with 100% 7-Deaza dGTP 
 6X Gel loading buffer 
  Loading dye (for denature gel electrophoresis) 
  Loading dye (for non-denature gel electrophoresis) 
  8% Polyacrylamide gel 
  50X TAE 
 10X TBE 
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วิธีดําเนินการ 
 
  การศึกษาครั้งน้ี แบงเปน 2 ขั้นตอนหลัก ไดแก 

1. การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยทั้งหมด (ออทิซึม
และ PDD-NOS) ทั้งในผูปวยผูชายและผูหญิง 

2. การศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 ในกลุมผูปวยชายออทิซึมและ  
PDD-NOS เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม 

 
การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-
NOS) 
 

ผูปวยทั้งผูชายและผูหญิงทัง้หมด 151 ราย ที่ผานการตรวจกรองความผิดปกติ
ของโครโมโซม การกลายพันธยีน ARX ในผูปวยทีมี่ประวัติการชกั และยีน MECP2 ในผูปวย
ผูหญิง นํามาตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะดวยวิธีพีซีอารทดสอบจํานวนซ้าํ 
CGG ซ่ึงสามารถใชวธิีการของ Brown และคณะ (1993) และวธิีเทคนคิฟลูออเรสเซนตดวย
เครื่องอัตโนมัติ Genetic Analyzer หากผลการทดสอบจํานวนซ้ํา CGG มีผลทีน่าสงสัย กลาวคือ
ไมปรากฏผลติภัณฑพีซีอาร ปรากฏไมชัดเจน (smear) หรือปรากฏเปนแถบเดียวในตวัอยาง
ผูหญิง ตองทดสอบตัวอยางตอดวยวธิีเมธิลเลชั่นสเปซฟิกพีซีอาร (Methylation-Specific PCR) 
ดังรายละเอียดในรูปที่ 2 
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*ผลที่นาสงสัย: ไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอ หรือไมชัดเจน (smear) และผูหญิงที่เปนโฮโมไซกัส
ที่ปรากฏเปนแถบเดียว 
 
รูปที่ 2. แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวย
ออทิซึม 
 

การศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 กับออทิซึมจะศึกษาจําเพาะผูชายใน
ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS)  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเน่ืองจากเปนการ
วิเคราะหขอมูลความถีข่องแฮพโพลไทปบนโครโซมเอกซ  และในการวิเคราะหฮารดี-ไวนเบิรก 
(Hardy-Weinberg equlilibrium) เพ่ือศึกษาสมดุลของประชากรตองใชขอมูลจีโนไทปของทัง้
ผูชายและผูหญิง การวิเคราะหความสัมพันธระหวางยีนและออทิซึมใชโปรแกรมแฮพโพลวิว  
(Haploview) โดยแบงกลุมของผูปวยตามลักษณะทางคลินิก ไดแก ออทิซึม หรือ PDD-NOS 
หรือตาม endophenotype ซ่ึงเปนการวัดลักษณะที่รายงานเปนตัวเลขได ไดแก non-verbal IQ 
นอกจากนั้นยังแบงกลุมผูปวยตามประวตัิครอบครวัของผูปวยที่พบบอย ไดแก ประวัติ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัว โดยการทดสอบนี้จะไมนํากลุมผูปวยที่มีจํานวนนอย 
มาศึกษาความสัมพันธ เชน ผูปวยจําเพาะ PDD-NOS ที่มีจํานวนเพียง 39 ราย ดังรายละเอียด
ที่แสดงในรูปที่ 3 
  นอกจากนั้นในการศึกษานีมี้การนําขอมูลของจํานวนซ้ํา CGG มาศึกษา
ความสัมพันธกับ non-verbal IQ  
 

ผลที่นาสงสัย*  

ผูปวยออทิซึม 151 ราย  
(ผูชาย 128 รายและผูหญิง 23 ราย) 

ผูปวยผานการตรวจกรองความผิดปกติของโครโมโซม ยีน ARX และยีน MECP2 

พีซีอารสําหรับทดสอบจํานวนซ้ํา CGG หรือ  
พีซีอารฟลูออเรสเซนต  

เมธิลเลชั่นสเปซิฟกพีซีอาร 
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รูปที่ 3. แผนผังแสดงขั้นตอนวิธีการศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 ในผูปวย
ทั้งหมดเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 

 
 

ศึกษาจีโนไทปดวยวธิีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร 
WEX44 WEX70 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 

การวิเคราะหฮารดี-ไวนเบิรก ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมดและกลุม
ควบคุมทั้งผูหญิงและผูชาย ดวยโปรแกรมแฮพโพลวิว  

กลุมควบคุม 212 ราย 
ผูชาย 152 รายและผูหญิง 60 ราย 

 

ผูปวยออทิซึม 151 ราย 
(ผูชาย 128 รายและผูหญิง 23 ราย) 
ผูปวยผานการตรวจกรองความผิดปกติ
ของโครโมโซม ยีน ARX ยีน MECP2 

และยีน FMR1 

การวิเคราะหความสัมพันธทั้งสนิปสเดียวและแฮพโพลไทป 
ดวยโปรแกรมแฮพโพลวิวจําเพาะผูชายระหวาง 

กลุมผูปวยกบักลุมควบคุม จํานวน 152 ราย โดยมีการแบงกลุมผูปวย ดังน้ี 
- ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) จํานวน 128 ราย 
- ผูปวยจําเพาะออทิซึม จํานวน 89 ราย 
- ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 

จํานวน 76 ราย 
- ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ที่มีประวตัิพัฒนาการทางดานภาษา

ลาชาในครอบครัว จํานวน 75 ราย 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ดวยวิธีพีซีอาร 
 

วิธีน้ีใชเพ่ือทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูปวย เปนการตรวจกรองขั้นตน
ในการทดสอบผูปวยกลุมโครโมโซมเอกซเปราะ ตามวิธีการของ Brown และคณะ (1993) และมี
การดัดแปลงบางสวน ไพรเมอรถูกออกแบบใหเพ่ิมปรมิาณตําแหนงที่มีจํานวนซ้ํา CGG ดังรูปที ่
4 การอานผลการทดสอบจะเทียบกบัตัวอยางที่ทราบจํานวนซ้ําในการทดสอบครั้งเดียวกัน 

 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4. ภาพแสดงตําแหนงที่ตองการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อทดสอบจํานวนซ้ําของ 
CGG 
  
 ปฏิกิริยาพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50-100 นาโนกรัม 1X 
Buffer (Invitrogen) MgCl2 0.75 มิลลิโมลาร ไพรเมอร 1 และ 3 1.25  ไมโครโมลาร dNTP (7-
deaza dGTP) 0.2  มิลลิโมลาร DMSO 10% และ Taq polymerase 0.25  ยูนิต เพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอดวยเครื่อง  MJ thermal cycler ในสภาวะดังน้ี 95 องศาเซลเซียส 4 นาที 1 รอบ 95 
องศาเซลเซียส 1 นาที 65 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที 30 รอบ และ 
72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ ผลติภัณฑพีซีอารถูกแยกในเจลอะคริลาไมด 6% ดวย 1X 
TBE buffer ที่สภาวะ 6 วตัต 3 ชั่วโมง จนกระทั่งสี xylene cyanol FF          อยูเหนือเจล 
ประมาณ 1 เซนติเมตร โอนยายดีเอ็นเอลงเมมเบรนไนลอนดวยเครื่อง semi-blot ที่ 500 มิลลิ
แอมป 30 นาที ทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพดวย NaOH 0.4 นอรมอล และทําใหเปนกลางใน 2X 
SSC อบที่ 80 องศาเซลเซียส 30 นาที เมมเบรนถกูพรีไฮบริไดสดวยน้ํายา wash A 10 นาท ี
และไฮบริไดสดวยโพรบ (CGC)n ที่ 56 องศาเซลเซียส 20 นาที ลางโพรบที่เกินออกที่ 56 องศา
เซลเซียส ดวยน้ํายา wash A 30 มิลลลิติร 20 นาที และน้ํายา wash B 30 มิลลิลติร 20 นาที 
ตรวจสอบผลดวยวธิีการเคมิลูมิเนสเซนท (chemiluminescent) ใช 1X Quick Light buffer 
Lumiphos-480 (Quick Light genome mapping probe kit; Orchid Diagnostics) และวางฟลม  
0.5-1 ชั่วโมง 

(CGG) n 5’ 3’ 

Primer 1 

3’ 5’ (GCC) n 

Primer 3 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ดวยวิธีพีซีอารฟลูออเรสเซนต  
 

วิธีน้ีใชสําหรับทดสอบจํานวนซ้ําของ CGG เชนเดียวกับวิธขีางตนแตทดสอบ
ดวยเทคนคิฟลูออเรสเซนต ดวยไพรเมอรติดฉลากดวยฟลูออเรสเซนต (FAM) ที่ปลาย 5’ 
วิธีการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเออางอิงตาม Sripo และคณะ (2007) และมีการดัดแปลงเล็กนอย และ
ทดสอบดวยเครื่อง Genetic analyzer ตามคูมือการใชเครื่องของบริษัทผูผลิต (ABI 3130) โดย
ในการทดสอบทุกครั้งมีการทดสอบตวัอยางที่ทราบจํานวนซ้ําควบคูดวย 

 ปฏิกิริยาพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 25 นาโนกรัม 1X PCR 
Buffer MgCl2 1 มิลลิโมลาร dNTPs (100% 7-deaza dGTP) 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 0.2 
ไมโครโมลาร Hot start Taq DNA polymerase (Immolase) 0.5 ยูนิต นําสารละลายเพิ่ม
ปริมาณดวยเครื่อง MJ thermal cycler ในสภาวะดังน้ี 95 องศาเซลเซียส 10 นาที 68 องศา
เซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซยีส 1 นาที 1 รอบ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 66 องศา
เซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ 

ผลิตภัณฑพีซีอาร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั HiDi-formamide 10 ไมโครลิตร และ
สารมาตรฐาน LIZ500 0.2  ไมโครลิตร ทําใหเสียสภาพที่ 95  องศาเซลเซยีส  5 นาที และ 4  
องศาเซลเซียส  2 นาที ตัวอยางทดสอบดวยเครื่องทดสอบสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (ABI 
3130) ใชโพลีเมอร POP4 polymer สภาวะในการทดสอบ 15 กิโลโวลท อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 40  นาที ขอมูลถูกเก็บดวยซอฟแวร data collection software และ
วิเคราะหดวยซอฟแวร GeneMapper v3.2  

 
เมธิลเลชั่นสเปซิฟกพีซีอาร (Methylation-Specific PCR, MS-PCR) แบบ mTP-PCR 
(methylation triplet primed PCR) 

 
 วิธีน้ีใชในการทดสอบตวัอยางที่มีจํานวนซ้ําของ CGG สูง ซ่ึงไมปรากฏแถบ

ผลิตภัณฑพีซีอารหรือไมชัดเจน (smear) และใชสําหรบัทดสอบผูหญิงที่มีจํานวนซ้ําโฮโมไซกัส
ซ่ึงปรากฏเปนแถบเดียวจากการทดสอบจํานวนซ้ํา CGG โดยใชไบซัลไฟตเปลีย่นเบส C ไปเปน 
U ที่ไมถูกเมธิลเลชั่น สวน C ที่ถูกเมธลิเลชั่นจะไมมีการเปลี่ยนแปลง (Clark et al., 1994) ซ่ึง
สามารถตรวจสอบภาวะเมธลิเลชั่นดวยไพรเมอรที่เหมาะกับดีเอ็นเอตั้งตนที่มีการเปลี่ยนแปลง
ได ในการทดสอบนี้ใชไพรเมอรถูกออกแบบใหเพ่ิมปริมาณตําแหนงที่มีจํานวนซ้ํา CGG ที่ถูก
เมธิลเลชั่นของดีเอ็นเอตั้งตนเสน antisense โดยลักษณะสเมียรเกดิจากการมีผลิตภัณฑพีซีอาร
ที่มีขนาดแตกตางกันเนื่องจากการจับแบบสุมของไพรเมอร mTPR  และ Tail R โดยมี mTPF 
เปนไพรเมอรหลัก ดังรูปที่ 5 ซ่ึงใชวธิีน้ีสําหรับทดสอบแยกคนปกตอิอกจากคนที่เปนพาหะและ
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เปนโรค และเหมาะกับการทดสอบผูหญิงที่มีจํานวนซ้ํา CGG เปนโฮโมไซกัสเพื่อศึกษา
โครโมโซมแทงที่ไมทํางาน (inactive) ซ่ึงถูกเมธิลเลชั่น การตรวจสอบผลในคนปกติมีแถบ
ผลิตภัณฑพีซีอารที่เปนสเมียร (smear) สูงไมเกิน 300 คูเบส และผูปวยทีเ่ปนพาหะและเปนโรค
ปรากฏเปนสเมียรสูงเกิน 300 คูเบส  อางอิงวิธีการตาม Zhou และคณะ (2004) โดยมีการ
ดัดแปลงเล็กนอย 

 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 5. ภาพแสดงตําแหนงของ CGG ที่ถูกเพิ่มปริมาณดวยวิธี Methylation-Specific 
PCR 

 
 การเตรียมดเีอ็นเอดวยโซเดียมไบซัลไฟต 
 

ดีเอ็นเอ 2 ไมโครกรัม ละลายในน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ทําให
เสียสภาพดวย 3 โมลาร NaOH 5.5 ไมโครลิตร และตมที ่98 องศาเซลเซยีส  6 นาที เติม 10  
มิลลิโมลาร hydroquinone 30 ไมโครลติร และ 3 โมลาร sodium bisulphate 520 ไมโครลิตร 
ซ่ึงทั้ง hydroquinone และ sodium bisulphate ตองเตรียมใหมทุกครั้ง บมที่ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 ชั่วโมง โดยหยด mineral oil บนผิวหนาเพื่อปองกันการระเหย นําดีเอ็นเอที่ไดทําให
บริสุทธิ์ดวยชดุ DNA purification resin (GE) ตามรายละเอยีดของผูผลิต ดีเอ็นเอจะถูก 
desulphonated ดวย 3 โมลาร NaOH 5.5 ไมโครลิตร และบมที่อุณหภูมิหอง 10 นาที 
ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธ ี Sodium acetate/ ethanol ละลายดเีอ็นเอดวย TE buffer 20 
ไมโครลิตร และใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนในการทําปฏิกิริยาพีซีอารหรือเก็บที ่–70 องศาเซลเซยีส 

 
 การเพิ่มปริมาณ (mTP-PCR amplification) 
 

ปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 15 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 400 นาโนกรัม 
1X Buffer MgCl2 (Qiagen) 1.5 มิลลิโมลาร dNTP 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร mTP-F และ 
Tail-R 0.4 ไมโครโมลาร mTP-R 0.02 ไมโครโมลาร 1.5X Q solution (Qiagen) และ Hot start 

3’ 5’ (GCT) n 
3’ 5’ 

mTP-F 

mTP-R 

5’ 

3’ 

Tail-R 
5’ 

3’ 
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Taq DNA polymerase (Qiagen) 2.5 ยูนิต เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ thermal cycler 
ที่สภาวะ 95 องศาเซลเซียส 15 นาที 1 รอบ  98 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี62 องศาเซลเซียส 1 
นาที และ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที 30 วินาท ี 40 รอบ 72 องศาเซลเซยีส 10 นาที  นํา
ผลิตภัณฑพีซีอารแยกดวยเจลอะกาโรส 1.5% ยอมดวย ethidium bromide และดูภาพภายใต 
UV transluminator 

 
การเลือกเครื่องหมายพันธุกรรม 
 
 ในการศึกษานี้เลือกสนิปส WEX5 ATL1 และ rs25702 อยูในตําแหนง       5’ 
UTR อินทรอน 1 และ อินทรอน 13 ตามลําดับ ซ่ึงมีการรายงานแลววามีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในคนไทยและเปนตัวแทนสนิปสบนยีน FMR1 (Thanakitgosate, 2007) และเลือก
เพ่ิมเติมอีก 3 ตําแหนงใน 5’ UTR ที่คาดวาเปนตําแหนงที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางาน
ของยีน (regulartory sequence) เพ่ือใหครอบคลุมยนีเกือบทั้งหมด ไดแก WEX44 WEX70 
และ WEX82 โดย WEX44 และ WEX82 นํามาจากฐานขอมูลของเว็บไซต NCBI Brightwell 
และคณะ (2002b) และ Ennis และคณะ (2007)  ที่มีคา heterozygosity ใกลเคียง 0.5 ซ่ึงมีการ
รายงานในคนเอเชีย (จีน และญี่ปุน) สําหรับ WEX70 นํามาจากการรายงานของ Ennis และ
คณะ (2007) ที่คาดวาเปนตําแหนงที่เปน cis acting factor ที่เกีย่วของกับความไมเสถียรของ
จํานวนซ้ํา CGG ในยีน FMR1 ที่ศึกษาในคอเคเชยีน แตสนิปสตําแหนงน้ียังไมมีการรายงานใน
ประชากรอื่น       การศึกษานี้ไมไดเลือกสนิปสในตําแหนง 3’ UTR เน่ืองจากไมมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในคนเอเชีย รายละเอียดของสนิปสดังแสดงในตารางที ่8 และรูปที่ 6 
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ตารางที่ 8. ตาํแหนงสนิปสบนยีน FMR1 
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WEX44 
(rs1868140) 

G/T 5΄ UTR -100907 -114.7 0.484 G 0.727 
T 0.273 

G 0.452 
T 0.548 

WEX70a 
(rs45631657) 

C/T 5΄ UTR -40079 -53.9 - - - 

WEX82 
(rs5904648) 

C/T 5΄ UTR -7561 -21.4 0.484 C 0.647 
T 0.353 

C 0.545 
T 0.455 

WEX5b 
(rs1805420) 

C/G 5΄ UTR 12570 -1.3 0.352 C  0.471 
G  0.529 

C  0.576 
G  0.424 

FRAXA CGG 
repeat 

exon 1 13833 0 - - - 

ATL1c 
(rs4949) 

A/G intron 1 19445 +5.6 0.481 A  0.250 
G  0.750 

A  0.500 
G  0.500 

rs25702d A/G intron 13 42950 
 

+29.1 0.419 A  0.667 
G  0.333 

A  0.500 
G  0.500 

a ความถี่อัลลลีในคอเคเชียนในกลุมควบคุม Atlanta T 0.488 และ C 0.512  และ Wessex T  
0.514 และ C 0.486   (Ennis et al., 2007) 
b ความถี่อัลลลีในคนไทยกลุมควบคุม C 0.632 และ G 0.368 (Thanakitgosate, 2007) 
c ความถี่อัลลลีในคนไทยกลุมควบคุม A 0.312 และ G 0.688 (Limprasert et al., 2001) 
และ A 0.361 และ G 0.639 (Thanakitgosate, 2007) 
d ความถี่อัลลลีในคนไทยกลุมควบคุม A  0.609 และ G  0.391 (Thanakitgosate, 2007) 
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  The FMR1 gene    
  SNP 
  Exon 
 
รูปที่ 6. ตําแหนงสนิปสทีค่รอบคลุมทัง้ยีน FMR1 (ระยะทางระหวางสนิปสแสดงในหนวยกิโล
เบส) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kb 
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การออกแบบไพรเมอร (Ye et al., 2001; Brightwell et al., 2002a) 
 
 การทดสอบจีโนไทปโดยวิธ ี Biallelic-ARMS PCR เปนวิธีการทดสอบสนิปสได 
2 อัลลีลในปฏิกิริยาเดียว ในปฏิกิริยาพซีีอารประกอบดวยไพรเมอร 4 เสน มีไพรเมอร 2 เสนที่
จําเพาะในตําแหนงสนิปส (inner primer forward และ reverse) และมีไพรเมอรดานนอก 1 คู 
(outer primer forward  และ reverse) ที่มีระยะหางจากตําแหนงสนิปสที่ไมเทากัน เพ่ือใหได
ขนาดของผลติภัณฑพีซีอารของแตละสนปิสที่แตกตาง รวมถึงเปน internal control ในปฏิกิริยา
พีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 7 ไพรเมอรที่ออกแบบใหมในการศึกษาครั้งน้ีใชวธิีการออกแบบไพร
เมอรแบบดวยตัวเอง (manual) และมีการตรวจสอบคุณสมบัตขิองไพรเมอรโดยใชโปรแกรม 
OlicoCal (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) และนําไปเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลใน NCBI โดยใชโปรแกรม blastn (nucleotide-nucleotide BLAST) เพ่ือพิจารณา
ถึงความจําเพาะของลําดับดีเอ็นเอและมีหลักการออกแบบไพรเมอรตามรายละเอียดดังน้ี 

1. ความยาวควรอยูประมาณ 18 – 30 เบสเพื่อใหมีการจับที่จําเพาะ 
2. หลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มีการจับกันเอง (dimers) การขดเปนหวง 

(palindrome) ที่ทําใหเกิดโครงสรางที่จับกันเอง (secondary structures) 
3. หลีกเลี่ยงนวิคลีโอไทดที่ซํ้า โดยเฉพาะมี G มากกวา 4 ตําแหนง 
4. ปริมาณ G-C ควรอยูในชวง 30-80% ที่เหมาะสม ควรอยูในชวง 50-55% 
5. ไพรเมอรที่เปนตําแหนงดานนอก (outer primer) ทั้งสองขางควรอยูใน

ตําแหนงที่ไมสมมาตรจากตําแหนงสนิปส 
6. ไพรเมอรที่ตําแหนงจําเพาะกับสนิปสตองมีทิศทางทีต่รงกันขาม 
7. ขนาดของผลติภัณฑพีซีอารควรมีขนาดที่แยกเห็นชัดเจนในการทดสอบ

ดวยเทคนคิอิเล็กโทรฟอริซิสควรอยูในชวง 100-500 คูเบส 
8. ตําแหนงปลายสุดดาน 3’ ของแตละไพรเมอรที่ตําแหนงจําเพาะกับสนิปส

ตองจับ (complementary) กับอัลลลีสนิปสบนดีเอ็นเอตัง้ตน 
9. ตําแหนง -1 หรือ -2 จากปลายดาน 3’ ตองออกแบบใหไมสามารถจับกับ 

ดีเอ็นเอตั้งตนได  (mismatch) เพ่ือเพ่ิมความจําเพาะของอัลลีล 
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รูปที่ 7. ภาพแสดงไพรเมอร 4 ตําแหนงในการทดสอบดวยวิธี Biallelic-ARMS PCR  
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การศึกษาสนิปสดวยวิธี Biallelic-ARMS PCR 
  
 ปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1 
X PCR buffer dNTP 200 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.5 ยูนิต สําหรับ
ความเขมขนของ MgCl2 ปริมาณของไพรเมอรและสาร adjuvant ขึ้นกับแตละปฏิกิริยา ตาม
รายละเอียดในตารางที่ 9 สารละลายพีซีอารถูกเพิ่มปริมาณดวยเครื่อง MJ thermal cycler 
ภายใตสภาวะ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ  95 องศาเซลเซียส 1 นาที (ยกเวน ATL1 และ 
rs25702 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที)  อุณหภูมิ annealing ของสนิปสแตละตําแหนง ตาม
รายละเอียดในตารางที่ 9 และอุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที (ยกเวน ATL1 
และ rs25702 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที)  35 รอบ และอุณหภูมิ final extension 72 องศา
เซลเซียส 10 นาที 1 รอบ  นําผลิตภัณฑพีซีอารไปแยกในเจลโพลีอะคริลาไมด 6% ดวย 1X 
TBE ที่สภาวะ 100 โวลท เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนําไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide 
และถายภาพภายใต UV transluminator อัลลีลของแตละรายจะอานตามขนาดของผลิตภัณฑพีซี
อาร และในทกุตัวอยางจะมแีถบของ internal standard เพ่ือตรวจสอบผลของปฏิกิริยาพีซีอาร 
ดังแสดงในตารางที่ 9   
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ตารางที่ 9. สภาวะและขนาดของผลิตภัณฑของพซีีอาร 
 

ไพรเมอร ตําแหนง 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

ขนาด
ผลิตภัณฑ
พีซีอาร (bp) 

WEX44 44F 0.08 1.5 BSA 65 
 44R 0.08  0.13 mg/ml  
 44TF 7    

 
44GR 6.18 

   

Control 
(334) 

T allele 
(130) 

G allele 
(260) 

WEX70 70F 0.2 2.5 Betaine 62 
 70R 0.2  0.6 M  
 70TF 1    

 
70CR 1 

   

Control  
(297) 

T allele 
(152) 

C allele 
(194) 

WEX82 82F 0.08 2.5 Betaine 62 
 82R 0.08  0.6 M  
 82CF 3    

 
82TR 7.84 

   

Control  
(398) 

C allele 
(152) 

T allele 
(295) 

WEX5 WEX5F 0.1 1.25 BSA 60 
 WEX5R 0.1  0.13 mg/ml  
 WEX5CF 1    

 
WEX5GR 3 

   

Control  
(361) 

C allele 
(143) 

G allele 
(261) 
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ตารางที่ 9. สภาวะและขนาดของผลิตภัณฑของพซีีอาร (ตอ) 
 

ไพรเมอร ตําแหนง 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

ขนาด
ผลิตภัณฑ
พีซีอาร (bp) 

ATL1 ATL1F 0.1 1.5 BSA 53 
 ATL1R 0.1  (0.13 mg/ml)  
 ATL1AF 3    

 
ATL1GR 0.1 

   

Control 
(302) 

A allele 
(107) 

G allele 
(245) 

rs25702 702F 0.15 1.5 BSA 55 
 702R 0.15  (0.13 mg/ml)  
 702AF 3    

 
702GR 2.8 

   

Control 
(379) 

A allele 
(148) 

G allele 
(274) 
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การทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) 
 
  การยืนยันความถูกตองของจํานวนซ้ํา CGG และอัลลลีในสนิปสที่ไมเคยมี
การศึกษามากอนในคนไทย ไดแก WEX44 WEX70 และ WEX82 มีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ
ในบางตวัอยาง 

 ปฏิกิริยาพีซีอารสําหรับการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนของการทดสอบจํานวนซ้ํา 
CGG ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1X PCR Buffer MgCl2 1 
มิลลิโมลาร dNTPs (100% 7-deaza dGTP) 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร 
DMSO 10% BSA 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  Hot start Ta DNA polymerase (Immolase) 
2.5 ยูนิต เพ่ิมปริมาณดวย MJ thermal cycler ในสภาวะดังน้ี 95 องศาเซลเซียส 9 นาที 1 รอบ 
95 องศาเซลเซียส 1 นาที 64 องศาเซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 35 รอบ และ 
72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ ผลิตภัณฑพีซีอารทั้งหมดถูกทําใหบริสุทธิ์โดยใช QIAquick 
PCR ตามคูมือของบริษัท  

ปฏิกิริยาพีซีอารสําหรับการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนของการทดสอบอัลลีลใน
ตําแหนงสนิปสอางอิงตามรายละเอียดของการทดสอบดวย Biallelic-ARMS PCR ยกเวน เติม
เฉพาะไพรเมอรในตําแหนงดานนอก (Outer forward และ reverse) เพ่ือเพ่ิมดีเอ็นเอให
ครอบคลุมตําแหนงสนิปส และทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี Gel extraction ดังน้ี หลังจากทําแยกดีเอ็น
เอดวยเจลโพลีอะคริลาไมดแลวตัดเจลเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเติม Elution buffer ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร เพ่ือชะดีเอ็นเออกมาจากเจล บมที่ 37 องศาเซลเซียส 16-18 ชั่วโมง ปนที่ 
12,000 รอบตอนาที จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธี sodium acetate/ ethanol  ละลายดีเอ็น
เอดวยน้ําปราศจากประจุ (Deionized water) 

การเตรียมปฏกิิริยาสําหรับทดสอบลําดับดีเอ็นเอทั้งการทดสอบจํานวนซ้ํา CGG 
และอัลลลีของสนิปสดวยเทคนิค DNA sequencing  ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพร
เมอรที่เปน forward หรือ reverse 1.6 พิกโกโมล BigDye terminator v1.1 ready reaction 
premix 1X และบัฟเฟอร BigDye terminator sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย
เครื่อง Thermal cycler 2720  สภาวะการทําปฏิกิริยา ไดแก 96 องศาเซลเซียส 1 นาที 1 รอบ 
96 องศาเซลเซียส 10 วินาที 50 องศาเซลเซียส 10 วินาท ี60 องศาเซลเซยีส  4 นาที 25 รอบ 
ตกตะกอนผลติภัณฑพีซีอารดวยวธิี sodium acetate/ ethanol  ละลายผลติภัณฑพีซีอาร 1 
ไมโครลิตร ดวย HiDi-formamide 12 ไมโครลิตร นําไปทดสอบดวยเครื่องทดสอบพันธุกรรม 
(Genetic Analyzer) รุน 3130 และตวัอยางดีเอ็นเอบางสวนสงทดสอบที่ Macrogen ประเทศ
เกาหล ี
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

การวิเคราะหความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (Pearson’s chi-square test) 
 

ในการเปรียบเทียบขอมูลเชงิกลุม (categorical data) ใชการวิเคราะหดวย   
ไคสแควร (Chi-square analysis) ซ่ึงเปนการทดสอบสมมติฐานหลัก (null hypothesis) ที่
ความถี่จากคาที่สังเกตไดเปนไปตามการกระจายที่คาดหวัง คาความนาจะเปน  (probability) 
ของไคสแควร นอยกวาหรือเทากับ 0.05 หมายความวาปฏิเสธสมมุติฐานหลัก คาไคสแควร
คํานวณจากคาความแตกตางของคาความถี่ที่คํานวณไดกับคาทางทฤษฎียกกําลังสอง และหาร
ดวยคาความถี่ตามทฤษฎี ตามสูตร ดังน้ี 

 

 
 

Oi = ความถีท่ี่สังเกตได (an observed frequency)  
Ei = ความถี่ทีค่าดหวัง (คาทางทฤษฎี) (an expected frequency) 

 
การวิเคราะหความสัมพนัธดวยโปรแกรมแฮพโพลววิ (Haploview) (Barrett et al., 2005) 
 

การศึกษาความสัมพันธในการศึกษานี้ใชโปรแกรมแฮพโพลวิว (Haploview)  
ซ่ึงเปนโปรแกรมที่ใชงานที่ไมยุงยาก และการนําเสนอขอมูลของโปรแกรมที่เขาใจงาย สามารถ
ดาวนโหลดผานอินเตอรเนต การเตรยีมขอมูลจีโนไทปแตละสนปิสของทั้งกลุมผูปวยและกลุม
ควบคุมใชโปรแกรม Excel ประกอบดวยขอมูลทั้งหมดอยางนอย 7 คอลัมน ดังน้ี 

1. การตั้งคาของครอบครัว (family ID) เชน AR1-3 เปนตน 
2. การตั้งคาของผูปวย (individual ID) กําหนดเปนรหัส 201 
3. การตั้งคาของบิดา (Paternal ID) กําหนดเปน 0 ในการศึกษาทีใ่ชประชากร

ที่ไมไดเกี่ยวของกับผูปวยเปนกลุมควบคมุ 
4. การตั้งคาของมารดา (Maternal ID) กําหนดเปน 0 ในการศึกษาที่ใช

ประชากรที่ไมไดเกี่ยวของกบัผูปวยเปนกลุมควบคุม 
5. การตั้งคาของเพศ ผูชายกําหนดเปน 1 และผูหญิงกําหนดเปน 2 
6. การตั้งคาสถานะ กลุมควบคุมกําหนดเปน 1 และกลุมผูปวยกําหนดเปน 2 
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7. จีโนไทปของแตละสนิปสแยกตามคอลัมน โดยกําหนดเปน A T C และ G 
หรือ 1 2 3 และ 4  เชน ในกรณีที่เปนโครโมโซมเอกซผูชายที่เปนเฮมิ
ไซกัสอัลลีล A ระบุเปน A A และผูหญิงที่เปนโฮโมไซกัสและเฮทเทอโร
ไซกัส ระบุเปน  A A และ A G ตามลําดับ โดยมีการเวนวางระหวางอัลลีล 

หลังจากบันทกึขอมูลในโปรแกรม Excel แปลงเปนไฟลนามสกุล .ped โดย
เลือกชนิดของไฟลเปน text (tab delimited) ซ่ึงสามารถเปดดวยโปรแกรม Notepad เพ่ือลบ
หัวขอคอลัมนและลบไฟลบรรทัดสุดทายที่เวนวางออกใหเหลือจําเพาะขอมูลที่ใชวเิคราะหดวย
โปรแกรม Haploview และสรางแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนโดยใชโปรแกรม Notepad 
โดยสนิปสตําแหนงแรกกําหนดเปนตําแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 100) และสนิปสตาํแหนงอ่ืนๆ เปน
ระยะทางหางจากตําแหนงอางอิง ตั้งชื่อแผนที่สนิปสเปนไฟลนามสกุล .dat และการวเิคราะห
ความสัมพันธเลือกพารามิเตอรที่เปน case-control บนโครโมโซมเอกซ ดังแสดงหนาจอหลัก
ของโปรแกรมในรูปที่ 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8. ภาพแสดงหนาจอหลักของโปรแกรม Haploview V4.0 
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ผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรม Haploview มีดังน้ี 
- ความถี่อัลลีล  
โลคัสที่มีอัลลลีเทากับหรือมากกวาสอง และมีความถี่อยางนอยรอยละ 1 ใน

ประชากร จะเรียกวามีความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิเคราะหความถี่อัลลีลคํานวณมา
จากความถี่ของแตละอัลลลีที่พบในประชากร โปรแกรมจะไมนําสนิปสที่มีคา minor allele 
frequency นอยกวา 0.05 มาศึกษาความสัมพันธ 

- ความสมดุลของประชากร ตามกฎฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg) 
โปรแกรมคํานวณคา Heterozygosity ที่สังเกตไดกับคาคาดหวัง ซ่ึงคาคาดหวัง

คํานวณจาก 2*MAF*(1-MAF) คา P ของ Hardy-Weinberg เปนความนาจะเปนของการ
เบี่ยงเบนจากภาวะสมดุลที่เกิดขึ้นโดยบังเอิญ หากคา P > 0.05 ถือวาเขาสูสมดุลของประชากร 
และวธิีน้ีเปนการควบคุมคุณภาพวาไมมีการเลือกกลุมควบคุมที่หลากหลายเปนตวัแทนของ
ประชากรที่ทาํใหเกิดภาวะไมสมดุล (population stratification) 

-  การถายทอดไปดวยกัน (linkage disequilibrium, LD) 
การศึกษาวาเครื่องหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกันมีโอกาสถายทอดไปดวยกัน

มากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง ซ่ึงพิจารณาจากคา Lewontin’s coefficient (D’) ที่คํานวณจาก
ระยะทางและความถี่อัลลีลของแตละคูสนิปส หากคา D’ มากกวา 0.8 หมายความวา มีการ
ถายทอดไปดวยกันของคูเครื่องหมายพันธุกรรม การสรางบล็อกมาจากการเลือกพารามิเตอร 
solid spine ซ่ึงโปรแกรมจะเลือกตําแหนงที่มีการถายทอดไปดวยกันสูง (strong LD) ของสนิปส
ตัวแรกและตัวสุดทาย ใน LD chart และสนิปสที่อยูใน LD เรียกวา haplotype block 

- การศึกษาความสัมพันธ (association study) 
ซอฟแวรจะคาํนวณไคสแควร (chi-square) เพ่ือเปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล

และแฮพโพลไทประหวางกลุมผูปวยกบักลุมควบคุม หากขอมูลที่ไดมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (P < 0.05) สามารถเลอืกทดสอบการประเมินนัยสาํคัญของคาทีไ่ด (significant 
testing) ดวยการทดสอบเปอรมิวเทชั่น (Permutation test) ซ่ึงเปนการเปลี่ยนลาํดับของขอมูล
ความสัมพันธหลายครั้งเพ่ือลดความโนมเอียงของขอมูล หากคา P < 0.05 หมายความวามี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  การคํานวณทางสถิติทัว่ไป เชน การเฉลี่ย คาเบีย่งเบนมาตรฐาน ใชการ
คํานวณในโปรแกรมเอกเซล (Excel) 
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บทที่  3 
ผลการวิจัย 

 
การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS 
 
  ผลการตรวจกรองดวยวิธีพีซีอารสําหรับหาจํานวนซ้ํา CGG ของผูปวยผูชาย
ออทิซึมและ PDD-NOS ทั้งหมด 128 ราย อยูในชวง 20-52 ซํ้า ดังแสดงตัวอยางผลการทดสอบ
ในรูปที่ 9 และพบผูปวยที่มีจํานวนซ้ําอยูในชวง intermediate 3 ราย คือ 44 46 และ 52 โดย
ไดรับการถายทอดจากมารดาและไมมีการเปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ํา ดังแสดงผลการทดสอบ
ดวยวธิีฟลูออเรสเซนตของผูปวยชายที่มีจํานวนซ้ํา 52 ที่ถายทอดจากมารดาในรูปที่ 10 การ
กระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตวัอยางผูปวยผูชายทัง้หมด มีจํานวนซ้ํา CGG 29 30 และ 36 
คิดเปน 59 คน (รอยละ 46.1) 35 คน (รอยละ  27.3) และ 11 คน (รอยละ 8.6) ตามลําดับ ดัง
แสดงในรูปที ่11 
  การศึกษาในครั้งนี้ไดทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทยผูชายปกติภาคกลาง
ภาคใต ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคละ 50 ราย นํามาเปรียบเทียบการกระจาย
ของจํานวนซ้ําแตละภาค โดยการจัดกลุมที่มีจํานวนซ้ําหลักเปน 29 30 และ 36 และรวมจํานวน
ซํ้าที่พบนอยไวดวยกันเพ่ือเหมาะตอการทดสอบดวยไคสแควร พบวาในแตละภาคไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 10 จึงรวบรวมขอมูลเปนกลุมคนไทย
ทั้งหมดเปนกลุมควบคุมเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ   
(P > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 11 

ผลการทดสอบ CGG ผูปวยผูหญิงทั้งหมดจํานวน 23 ราย พบวาจํานวนซ้ํา 
CGG ที่เปนเฮทเทอโรไซกัสมีจํานวน 8 ราย และผูหญิงที่มีจํานวนซ้ําเปนโฮโมไซกัสจํานวน 15 
ราย เม่ือทดสอบดวยวธิีเมธิลเลชั่นสเปซิฟกพีซีอารพบวาไมมีภาวะเมธลิเลชั่นที่ผิดปกติโดยมี
แถบเสมียรต่ํากวา 300 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 12 
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รูปที่ 9. ฟลมแสดงตัวอยางผลการตรวจกรองจํานวนซ้ําดวยวิธีพีซีอารสําหรับการ
ทดสอบจํานวนซ้ํา CGG (Brown et al., 1993) แถว N (Negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน 
แถว 52 36 30 และแถว 36 30 เปนเครื่องหมายที่ทราบจํานวนซ้ํา แถว S1-S6 เปนตัวอยาง
ผูชาย ผลจํานวนซ้ํา CGG คือ 31 29 36 30 33 และ 29 ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 

       52 
       36                                                  36 
N    30    S1   S2    S3   S4   S5    S6   30      

52 repeats 

36 repeats 

30 repeats 

36 repeats 

30 repeats 

31    29     36    30    33    29                (repeats) 
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รูปที่ 10. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของตัวอยางผูชายที่มีจํานวนซ้ํา CGG อยูในชวง 
intermediate ที่ถายทอดจากแมดวยวิธีฟลูออเรสเซนต ตัวอยาง AR54-2 เปนตัวอยางแมที่
มีจํานวน CGG 30,52 ซํ้า และตัวอยาง AR54-3 เปนผูปวยชายที่มีจํานวน CGG 52 ซํ้า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AR54-2 

AR54-3 

52 repeats 

52 repeats 30 repeats 
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รูปที่ 11. การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูปวยผูชายทั้งหมด 128 ราย 
จํานวนซ้ํา CGG ตั้งแต 20-52 โดยมีจํานวนซ้ําที่พบบอยในประชากร ไดแก 29 30 และ 36 
จํานวน 59 ราย (รอยละ 46.1) 35 ราย (รอยละ 27.3) และ 11 ราย (รอยละ 8.6) ตามลําดับ 
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ตารางที่ 10. การเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูชายคนไทย
ปกติจากภาคกลาง ภาคใต ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือดวยการทดสอบ 
Chi-square 
 

ภาคกลาง ภาคใต ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

ภาคเหนือ จํานวน 
ซํ้า 

 CGG จํานวน 
(ราย)  

รอยละ จํานวน 
(ราย)   

รอยละ จํานวน 
(ราย)   

รอยละ จํานวน 
(ราย)   

รอยละ 

17-28 2 4 9 18 3 6 3 6 
29 26 52 26 52 29 58 26 52 
30 8 16 10 20 11 22 11 22 

31-35 6 12 2 4 4 8 3 6 
36 6 12 2 4 1 2 5 10 

37-52 2 4 1 2 2 4 2 4 
รวม 50 100 50 100 50 100 50 100 

 
ภาคกลาง vs ภาคใต: Chi square = 9.0101, df = 5, P = 0.1087  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคกลาง vs ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ: Chi square = 4.8087, df = 5, P = 0.4397  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคกลาง vs ภาคเหนือ: Chi square = 1.7646, df = 5, P = 0.8807  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคใต vs ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ: Chi square = 4.5446, df = 5, P = 0.4739  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคใต vs ภาคเหนือ: Chi square = 4.8667, df = 5, P = 0.4324  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ vs ภาคเหนือ: Chi square = 2.9732, df = 5, P = 0.7041  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
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ตารางที่ 11. การเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ระหวางผูปวยผูชาย
ทั้งหมด 128 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมของคนไทยทั้งหมด 200 ราย ดวยการ
ทดสอบ Chi square 
 

ผูปวยทั้งหมด 
(ออทิซึมและ PDD-NOS) 

กลุมควบคุม 
 จํานวนซ้ํา CGG 

จํานวน 
(ราย) 

รอยละ จํานวน 
(ราย) 

รอยละ 

17-28 9 7.0 17 8.5 
29 59 46.1 107 53.5 
30 35 27.3 40 20 

31-35 9 7.0 15 7.5 
36 11 8.6 14 7 

37-52 5 3.9 7 3.5 
รวม 128 100 200 100 

 
ผูปวยทั้งหมด  vs กลุมควบคุม: Chi square = 3.2179, df = 5, P = 0.6664  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
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การศึกษาความสัมพันธระหวางคา non-verbal IQ เฉลี่ยและจํานวนซ้ํา CGG 
ในผูปวยผูชายทั้งหมดพบวาไมมีความสัมพันธกัน ผูปวยที่มีจํานวนซ้ํา 37-52  มีคา non-verbal 
IQ เฉลี่ย 75.60 ซ่ึงสูงกวาผูปวยที่มีจํานวนซ้ํา 20-28 ซํ้า ที่มีคา non-verbal IQ  เฉลี่ย 60.63 
ดังตารางที่ 12 แตอยางไรก็ตามผูปวยบางรายไมมีขอมูล non-verbal IQ การทดสอบจึงเปน
คาเฉลี่ยจากขอมูลที่เก็บได  

 
ตารางที่ 12. คาเฉลีย่ของ non-verbal IQ ในแตละกลุมของจํานวนซ้ํา CGG ในผูปวย
ผูชายทั้งหมด  

 

จํานวนซ้ํา CGG 

จํานวนผูปวย 
ที่มีขอมูล 

non-verbal IQ 
(ราย) 

จํานวนผูปวย 
ที่ไมมีขอมูล 

non-verbal IQ 
(ราย) 

คาเฉลี่ย  
non-verbal IQ 

20-28 8 1 60.63 
29 43 16 64.70 
30 22 13 62.45 

31-35 7 2 61.86 
36 8 3 66.88 

37-52 5 0 75.60 
รวม 93 35  
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รูปที่ 12. ภาพแสดงผลเจลอะกาโรสของวิธี Methylation-Specific PCR แถว M เปน
เครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P1 (positive control) เปนตัวอยางของผูหญิงที่เปนโรค (30,>200) 
แถว S1 S3 และ S6 เปนตัวอยางผูหญิงที่เปนเฮทเทอโรไซกัส (จํานวนซ้ํา 29,30 29,30 และ 
30,35 ซํ้า ตามลําดับ) แถว S2 S4 และ S5 เปนตวัอยางผูหญิงที่โฮโมไซกัส (จํานวนซ้ํา 30,30 
29,29 และ 30,30 ซํ้า ตามลําดับ) แถว P2 เปนตวัอยางผูชายที่เปนโรค (>200)  แถว S7 เปน
ตัวอยางผูชายปกติ (จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า)  แถว N (negative control) เปนตวัอยางที่ไมมีดีเอ็นเอ
ตั้งตน ผลของการทดสอบในตวัอยางที่เปนโรคมีแถบสเมียรสูงเกิน 300 คูเบส (Pre/ full 
mutation, PFM) และตวัอยางของคนปกติมีแถบสเมียรที่ต่ํากวา 300 คูเบส (Normal, NL) และ
เน่ืองจากไพรเมอรจะจับกับกันเอง (primer-dimer) จึงปรากฏเปนแถบในแถวตวัอยางผูชายที่
ปกติและในแถวที่ไมเติมดีเอ็นเอตั้งตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

100 bp 
300 bp 
500 bp 

PFM    NL     NL      NL      NL     NL     NL    PFM    NL      

    M         P1        S1       S2       S3        S4       S5        S6      P2       S7       N         M 
                FM     29,30   30,30   29,30   29,29  30,30  30,35    FM       29 
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การศึกษาจีโนไทปของสนิปส 
 
  การศึกษาจีโนไทปแตละสนปิสดวยวธิี Biallelic-ARMS PCR ผลของแตละอัล
ลีลพิจารณาตามขนาดของผลิตภัณฑพีซีอาร ดังภาพที่แสดงในรูปที่ 13-18  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX44 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S6 เปน
ตัวอยางผูชาย แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏกิิริยาพีซีอาร 
มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 334 คูเบส เปน internal control อัลลีล G มีขนาด 260 คูเบส และอัล
ลีล T มีขนาด 130 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control 334 bp 
G allele 260 bp 

T allele 130 bp 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

M        P      S1     S2     S3     S4    S5      N       P        S6 

GT      G       T       T       G       G                GT     G       
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รูปที่ 14. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX70 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S5 เปน
ตัวอยางผูชาย และแถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซี
อาร มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 297 คูเบส เปน internal control อัลลีล C มีขนาด 194 คูเบส 
และอัลลลี T มีขนาด 152 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CT       C         T         T         T        T        

Control 297 bp 

C allele 194 bp 
T allele 152 bp 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

M         P       S1       S2       S3      S4       S5        N     
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รูปที่ 15. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX82 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1 S4 S8 
และ S9 เปนตัวอยางผูหญิงที่เปนโฮโมไซกัส แถว S2 S3 S5 S6 และ S7 เปนตัวอยางผูชาย
แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซีอาร มีผลิตภัณฑ
พีซีอารขนาด 398 คูเบส เปน internal control อัลลีล T มีขนาด 295 คูเบส และอัลลลี C มี
ขนาด 152 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control 398 bp 
T allele 295 bp 

C allele 152 bp 

500 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

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

TC   CC   C     T               CC    T      C      C    CC   CC 
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รูปที่ 16. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX5 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลีลแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S3 และ S5-S9 
เปนตวัอยางผูชาย แถว S4 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว N (negative 
control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซีอาร มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 361 คู
เบส เปน internal control อัลลีล G มีขนาด 261 คูเบส และอัลลลี C มีขนาด 143 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control 361 bp 
G allele 261 bp 

C allele 143 bp 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

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

GC   G     C      C    GC    G      C     C      C     C 
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รูปที่ 17. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ ATL1 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลีลแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S3 และ S5-S6 
เปนตวัอยางผูชาย แถว S4 เปนตวัอยางผูหญิง แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน 
การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซีอาร มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 302 คูเบส เปน internal control 
อัลลีล G มีขนาด 245 คูเบส และอัลลลี A มีขนาด 107 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control 302 bp 
G allele 245 bp 

A allele 107 bp 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

M       S1       S2        P        S3       S4       S5      S6     N 

 G        G       GA       G        GA      G          G 
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รูปที่ 18. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ rs25702 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S9 เปน
ตัวอยางผูชาย แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏกิิริยาพีซีอาร 
มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 379 คูเบส เปน internal control อัลลีล G มีขนาด 274 คูเบส และอัล
ลีล A มีขนาด 148 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Control 379 bp 
G allele 274 bp 

A allele 148 bp 

500 bp 
300 bp 
200 bp 

100 bp 

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

 GA   A    G      A     A      G    G               -      A     G        



      

58  

การศึกษาความสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberg equilibrium) ในกลุมผูปวย
ทั้งหมด (ออทิซึมและ  PDD-NOS) และกลุมควบคุม 
 

จากการประมวลผลจีโนไทปทุกสนิปสในตัวอยางผูปวยและกลุมควบคุมทั้ง
ผูหญิงและผูชายดวยโปรแกรม Haploview ความสําเร็จในการทดสอบจีโนไทปเกือบทุกสนิปส 
รอยละ 100 ยกเวน ตําแหนง WEX44 ที่ไมปรากฏแถบผลิตภัณฑพีซีอารในผูปวย 3 ราย คิด
เปนรอยละ 98.9 และจากการศึกษาพบวา WEX70 มีคา MAF ของอัลลีล C 0.004 ไมมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทย (MAF < 0.05) จึงนําออกจากการศึกษา และในสนิปส
ตําแหนง WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 มีคา MAF 0.301 (T) 0.260 (T) 0.412 
(C) 0.242 (A) และ 0.306 (G) ตามลําดับ การศึกษาความสมดุลของประชากรทุกสนิปสอยูใน
ภาวะสมดุลตามกฎของฮารดี-ไวนเบิรก (P > 0.05) โดยมีคา P ของฮารดี-ไวนเบิรก (HWpval) 
ของสนิปส WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 คือ 0.4217 0.8001 0.5638 0.7205 
และ 0.0707 ตามลําดับ ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 13  
 
ตารางที่ 13. ผลการทดสอบฮารดี-ไวนเบิรกและความถี่อัลลลีของแตละสนิปส WEX44 
WEX70 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 ดวยโปรแกรม Haploview 
 

ชื่อ ตําแหนง ObsHET PredHET HWpval MAF อัลลีล 
WEX44 100 0.393 0.421 0.4217 0.301 (T) G:T 
WEX70 60928 0.012 0.009 1 0.004 (C) T:C 
WEX82 93446 0.398 0.385 0.8001 0.26 (T) C:T 
WEX5 113577 0.44 0.485 0.5638 0.412 (C) G:C 
ATL1 120415 0.321 0.367 0.7205 0.242 (A) G:A 

rs25702 143922 0.333 0.425 0.0707 0.306 (G) A:G 
ObsHET: คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Observed Heterozygosity)  
PredHET: คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ที่คาดหวัง (Predicted Heterozygosity)  
HWpval: คา P ของฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P value) 
MAF: คาความถี่อัลลีลคานอย (Minor allele frequency) 
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การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสในยีน FMR1 
 
  การวิเคราะห LD เพ่ือศึกษาวาอัลลีลทีอ่ยูคนละตําแหนงบนโครโมโซมเดียวกัน
มีโอกาสถายทอดไปดวยกนัมากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง ในการศึกษาพบวามี 1 บล็อก ของ 
LD ประกอบดวยสนิปส WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 มีความยาวประมาณ 50 กิโลเบส 
และไมไดถายทอดไปดวยกบั WEX44 ซ่ึงอยูหางจาก WEX82 ประมาณ 93 กิโลเบส ดัง
รายละเอียดทีแ่สดงใน รูปที่ 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD) บนยนี FMR1 
ในตวัอยางผูชายทั้งผูปวยและกลุมควบคมุ โดยใชโปรแกรม Haploview การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’ ≥ 0.8 (โดยในรูปแสดงเปนรอยละ) 
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การศึกษาความถี่ของแตละสนิปสบนยีน FMR1 กับออทิซึมในผูปวยออทิซึมและกลุม
ควบคุม 
 

การศึกษาความถี่ของอัลลลีแตละสนิปสบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยและกลุม
ควบคุม โดยศึกษาในผูปวยชายเทานัน้เพราะยีน FMR1 อยูบนโครโมโซมเอกซ จากการ
แบงกลุมผูปวยเปน 

1. ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS)  
2. ผูปวยจําเพาะออทิซึม  
3. ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80  
4. ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ที่มีประวตัิพัฒนาการทางดาน

ภาษาลาชาในครอบครัว  
ซ่ึงผลการทดสอบของแตละกลุมการศึกษาไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

(P > 0.05) ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 14-17 
 

ตารางที่ 14. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม 
Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส อัลลีล จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่

Chi 
square 

P value 

WEX44* T 37 0.296 43 0.283 0.057 0.8107 
 G 88 0.704 109 0.717   

WEX82 T 38 0.297 37 0.243 1.012 0.3143 
 C 90 0.703 115 0.757   

WEX5 C 54 0.422 65 0.428 0.009 0.9227 
 G 74 0.578 87 0.572   

ATL1 A 36 0.281 36 0.237 0.717 0.397 
 G 92 0.719 116 0.763   

rs25702 G 41 0.32 45 0.296 0.192 0.6611 
 A 87 0.68 107 0.704   
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* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 125 ราย จากผูปวยผูชายทั้งหมด 128 ราย เน่ืองจาก ไม
ปรากฏผลิตภัณฑพีซีอาร 3 ตัวอยาง ไดแก AR28-3 AR55-3 และ AR58-3 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายออทิซึมและ PDD-NOS 128 ราย 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
 
ตารางที่ 15. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทิซึมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช
โปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส อัลลีล จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่

Chi 
square 

P value 

WEX44* T 28 0.322 43 0.283 0.402 0.5261 
 G 59 0.678 109 0.717   

WEX82 T 31 0.348 37 0.243 3.049 0.0808 
 C 58 0.652 115 0.757   

WEX5 C 42 0.472 65 0.428 0.446 0.5043 
 G 47 0.528 87 0.572   

ATL1 A 30 0.337 36 0.237 2.836 0.0922 
 G 59 0.663 116 0.763   

rs25702 G 33 0.371 45 0.296 1.432 0.2314 
 A 56 0.629 107 0.704   

* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 87 ราย จากผูปวยผูชายออทซึิม 89 ราย (ไมรวม PDD-
NOS) 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายออทิซึม 89 ราย เปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
 
 
 
 



      

62  

ตารางที่ 16. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทัง้หมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 เปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส อัลลีล จํานวน  

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่

Chi 
square 

P value 

WEX44* T 22 0.297 43 0.283 0.05 0.8224 
 G 52 0.703 109 0.717   

WEX82 T 22 0.289 37 0.243 0.56 0.4542 
 C 54 0.711 115 0.757   

WEX5 C 30 0.395 65 0.428 0.226 0.6348 
 G 46 0.605 87 0.572   

ATL1 A 20 0.263 36 0.237 0.189 0.6634 
 G 56 0.737 116 0.763   

rs25702 G 25 0.329 45 0.296 0.258 0.6117 
 A 51 0.671 107 0.704   

* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 74 ราย จากผูปวยผูชายทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 
80 จํานวน 75 ราย 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทีมี่ non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 76 
ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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ตารางที่ 17. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีประวตัิพัฒนาการทางดานภาษาลาชาใน
ครอบครัวเปรียบเทียบกับลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส อัลลีล จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่

Chi 
square 

P value 

WEX44* T 22 0.306 43 0.283 0.122 0.7271 
 G 50 0.694 109 0.717   

WEX82 T 20 0.267 37 0.243 0.144 0.704 
 C 55 0.733 115 0.757   

WEX5 C 31 0.413 65 0.428 0.042 0.8375 
 G 44 0.587 87 0.572   

ATL1 A 20 0.267 36 0.237 0.24 0.6239 
 G 55 0.733 116 0.763   

rs25702 G 23 0.307 45 0.296 0.027 0.8696 
 A 52 0.693 107 0.704   

* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 72 ราย จากผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีขอมูลรายงานประวัติ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัว 75 ราย 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของจํานวนผูปวยที่มีขอมูลรายงานประวัติพัฒนาการ
ทางดานภาษาลาชาในครอบครัว 75 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) 
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
 
  จากผลการศกึษาการถายทอดไปดวยกนัของยีน FMR1 ตัง้แตตําแหนง 
WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 เม่ือนํามาศึกษาความถีข่องแฮพโพลไทปในกลุมควบคุม
พบแฮพโพลไทปหลัก 3 แบบ ไดแก CGGA 84 ราย (รอยละ 54) TCAG 33 ราย (รอยละ 22) 
และ CCGA 20 ราย (รอยละ 13) ตามลําดับ 

การเปรียบเทียบความถี่แฮพโพลไทปในกลุมผูปวยผูชายและกลุมควบคุมใช
โปรแกรม Haploview มีการแบงกลุมยอยของกลุมผูปวยเหมือนกับการทดสอบแตละสนิปส 
ไดแก  

1. ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS)  
2. ผูปวยจําเพาะออทิซึม (ไมรวม PDD-NOS)  
3. ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80  
4. ผูปวยทั้งหมดที่มีประวัติพัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัว  
จากการทดสอบพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการทดสอบผูปวย

ทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) จําเพาะผูปวยออทิซึม ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอย
กวา 80 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (P < 0.05) ในแฮพโพลไทป TGAG โดยมีคา P และ 
Pcorrected คือ 0.0282 (0.039) 0.0227 (0.035) และ 0.0131 (0.028) ตามลําดับ แตการ
ทดสอบกลุมผูปวยทั้งหมดที่มีประวัติพัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัวเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมที่ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 18-21 
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ตารางที่ 18. ความถีข่องแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมด
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม แฮพโพล
ไทป 

(82-5-A-
702) 

จํานวน 
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน 
(ราย) 

ความถี ่ Chi 
square 

P value Pcorrected 

CGGA 66 0.516 84 0.553 0.383 0.5362 1 
TCAG 29 0.227 33 0.217 0.036 0.8494 1 
CCGA 17 0.133 20 0.132 0.001 0.9758 1 
CCGG 4 0.031 8 0.053 0.774 0.3789 1 
TGAG 4 0.031 0 0 4.819 0.0282 0.039 
TCGG 2 0.016 1 0.007 0.536 0.4639 1 
ทั้งหมด 122 0.954 146 0.962    
หมายเหตุ:  

1. การจัดเรียงของสนิปสในแฮพโพลไทป 82-5-A-702 คือ WEX82-WEX5-ATL1-rs25702 
2. โปรแกรม Haploview จะไมรายงานแฮพโพลไทปที่มีความถีต่่ํา เชน ในกรณีน้ีผูปวยมี

ทั้งหมด 128 ราย แตโปรแกรมรายงาน 122 ราย และกลุมควบคุมทั้งหมดทั้งหมด 152 
ราย แตโปรแกรมรายงาน 146 ราย การคํานวณความถี่ทั้งหมด จึงรายงานไมครบรอย
ละ 100 ไดแก ในผูปวยรายงานรอยละ 95.4 และในกลุมควบคุมรอยละ 96.2  

 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทยีบกับกลุมควบคมุในแฮพโพล
ไทป TGAG P value = 0.0282 Pcorrected = 0.039 โดยพบแฮพโพลไทป TGAG จําเพาะใน
ผูปวย 4 ราย ที่เปนผูปวยออทิซึม 3 ราย และ PDD-NOS 1 ราย แตไมพบในกลุมควบคุมเลย 
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ตารางที่ 19. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทซิึม
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม แฮพโพล
ไทป 

(82-5-A-
702) 

จํานวน 
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน 
(ราย) 

ความถี ่ Chi 
square 

P value Pcorrected 

CGGA 40 0.449 84 0.553 2.393 0.1219 0.433 
TCAG 25 0.281 33 0.217 1.25 0.2635 0.73 
CCGA 13 0.146 20 0.132 0.1 0.7522 1 
CCGG 2 0.022 8 0.053 1.284 0.2572 0.703 
TGAG 3 0.034 0 0 5.188 0.0227 0.035 
ทั้งหมด 83 0.932 152 0.955    
 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายออทิซึม 89 ราย (ไมรวมผูปวย PDD-NOS) 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 152 ราย ในแฮพโพลไทป TGAG P value = 0.0227 Pcorrected 
= 0.035 โดยพบแฮพโพลไทป TGAG ในผูปวยออทิซึม 3 ราย แตไมพบในกลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 20. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทัง้หมดที่มี non-
verbal IQ นอยกวา 80 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม แฮพโพล
ไทป 

(82-5-A-
702) 

จํานวน 
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน 
(ราย) 

ความถี ่ Chi 
square P value Pcorrected 

CGGA 40 0.526 84 0.553 0.141 0.7069 1 
TCAG 15 0.197 33 0.217 0.119 0.7304 1 
CCGA 9 0.118 20 0.132 0.079 0.7786 1 
CCGG 4 0.053 8 0.053 0 1 1 
TGAG 4 0.053 0 0 8.143 0.0043 0.009 
รวม 72 0.946 145 0.955    

 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีขอมูลรายงาน non-verbal IQ นอย
กวา 80 จํานวน 76 ราย เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 152 ราย ในแฮพโพลไทป TGAG P 
value 0.0043 Pcorrected = 0.009 โดยพบแฮพโพลไทป TGAG ในผูปวยทีมี่รายงาน non-
verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 4 ราย มาจากผูปวยออทิซึม 3 ราย และ PDD-NOS 1 ราย แต
ไมพบในกลุมควบคุม 
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ตารางที่ 21. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทัง้หมดที่มีประวตัิ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัวเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม 
Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
แฮพโพลไทป 
(82-5-A-702) จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน 

(ราย) 
ความถี ่ Chi square P value 

CGGA 39 0.52 84 0.553 0.215 0.6426 
TCAG 17 0.227 33 0.217 0.027 0.8701 
CCGA 11 0.147 20 0.132 0.097 0.7555 
CCGG 3 0.04 8 0.053 0.174 0.6768 
รวม 70 0.934 145 0.955     

 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทัง้หมดที่มีพัฒนาการทางดานภาษาลาชา 
75 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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การยืนยันผลจํานวนซ้ํา CGG และอัลลีลของสนิปส 
 
  การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG และอัลลลีของสนิปสทีไ่มมีการทดสอบมากอนใน
คนไทย ไดแก WEX44 WEX70 และ WEX82 เพ่ือยืนยันความถูกตองของผลการทดสอบใช
วิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) โดยเลือกตวัอยางผูชายที่มีจํานวนซ้ํา CGG 
29 36 และ 52 พบวา ไดผลการทดสอบลําดับดีเอ็นเอตรงกับการอานจีโนไทปทั้งการทดสอบ
ดวยวธิีพีซีอารสําหรับทดสอบจํานวนซ้ํา (Brown et al., 1993) และวธิีฟลูออเรสเซนต ดังแสดง
ในรูปที ่ 20-22 และจากการเลือกตวัอยางผูหญิงที่เปนเฮทเทอโรไซกัสและผูชายของสนิปสทั้ง 3 
ตําแหนงที่ทดสอบดวยวธิี Biallelic-ARMS PCR พบวาผลของจีโนไทปจากการทดสอบลําดบัดี
เอ็นเอของสนิปสตรงกัน ดังแสดงในรูปที่ 23-25 นอกจากนั้นไดเปรียบเทียบระหวางผลจีโนไทป
ของสนิปสและสนิปสในฐานขอมูล NCBI ดวยโปรแกรมคลัสตลัเอกซ (ClustalX) พบวาถูกตอง
ตรงกัน ดังแสดงในรูปที่ 26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                                    

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 20. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา CGG 29 ซ้ํา 
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     รูปที่ 21. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา CGG 36 ซ้ํา 
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รูปที่ 22. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา CGG 52 ซ้ํา 
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รูปที่ 23. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX44 ในตวัอยาง S1 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัล
ลีลเปนเฮทเทอโรไซกัส  G/T และในตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูชายที่มีอัลลีล G และ T 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 24. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX70 ในตวัอยาง S1 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัล
ลีลเปนเฮทเทอโรไซกัส  C/T และในตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูชายที่มีอัลลีล C และ T 
ตามลําดับ 
 
 

S2 

S1 

S3 

C/T 

C 

T 



      

75  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 25. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX82 ในตวัอยาง S1 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัล
ลีลเปนเฮทเทอโรไซกัส  C/T และในตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูชายที่มีอัลลีล C และ T 
ตามลําดับ 
 
 
 

S1 

S2 

S3 

C/T 

C 

T 



      

76  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 26. การเปรียบเทยีบผลของจีโนไทปของสนิปส WEX44 WEX70 และ WEX82     
กับสนิปสในฐานขอมูล rs1868140 rs45631657 และ rs5904648 โดยใชโปรแกรม 
ClustalX     * ระบุตําแหนงที่มีเบสเหมือนกัน ตําแหนงลูกศรและแถบแรเงาระบุตําแหนงสนิปส 
(K = G/T และ Y = C/T) 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ 

 
การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึม 
 

การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะมีความจําเปนในการวินิจฉัย
ผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึม ในปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจกรองเพื่อใหไดผลการทดสอบที่
ถูกตอง รวดเร็ว และประหยัดคาใชจาย การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ดวยวิธีพีซีอารเปนขั้นตอน
แรกที่ใชในผูปวย แตวิธีการทําพีซีอารแลวนําไปไฮบริไดสดวยโพรบ (Brown et al., 1993) เปน
วิธีที่ยุงยากและไดจํานวนตัวอยางนอย (12 ตัวอยาง/ 2 วัน) (จากประสบการณของหนวยพันธุ
ศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) จึงมีการใชเทคนิคฟลูออเรสเซนตดวย
เครื่องทดสอบอัตโนมัติ เปนวิธีที่สะดวก รวดเร็วและมีความถูกตองสูงกวา (Houdayer et al., 
1999; O’Connell et al., 2002; Saluto et al., 2005) เน่ืองจากสารมาตรฐานผสมกับตัวอยางใน
หลุมเดียวกัน ถึงแมจะมีคาใชจายที่สูงกวาวิธีเดิมแตสามารถทดสอบตัวอยางไดปริมาณมากกวา 
(96 ตัวอยาง/ 2 วัน) จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบทั้งสองวิธีพบวามีผลบวกปลอม 
(artifact) ที่มีลักษณะเปนแถบที่มีขนาดใหญกวาและเล็กกวาตําแหนงใกลกับผลิตภัณฑพีซีอาร
จริง สันนิษฐานวาอาจเกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขณะทําปฏิกิริยาพีซีอาร       ผลิตภัณฑ
พีซีอารที่มีขนาดใหญกวานาจะเกิดจากมีการโปง (Slippage) ของดีเอ็นเอ และในกรณีที่มีแถบ
ขนาดเล็กกวาเกิดจากการสังเคราะหขามจํานวนซ้ํา   ขนาดของผลิตภัณฑพีซีอารที่ทดสอบดวย 
Capillary electrophoresis        มีขนาดเล็กกวาขนาดจริงจากการยืนยันดวยการทดสอบลําดับ
ดีเอ็นเอ สอดคลองกับการทดสอบของ Saluto และคณะ (2005) สาเหตุอาจเนื่องมาจากการ
เคลื่อนที่ผิดปกติภายใตเจล ผลิตภัณฑพีซีอารที่มีขนาดเล็กแสดงผลการอานจํานวนซ้ําที่ถูกตอง
มากกวาขนาดใหญ เชน จํานวนซ้ําจริง 52 ซํ้าแตรายงาน 53 ซํ้า (O’Connell et al., 2002) 
ดังน้ัน การรายงานดวยวิธีน้ีอาจมีความผิดพลาด ±1 ซํ้า จากผลบวกปลอมที่อาจเกิดจากการ
ทดสอบ (Saluto et al., 2005) ในการทดสอบครั้งน้ียังไมไดยืนยันขนาดสูงสุดที่ทดสอบได แตทั้ง
สองวิธีไมสามารถทดสอบจํานวนซ้ําที่สูงไดเน่ืองจากดีเอ็นเอมีปริมาณ G-C สูง แตชวยลด
จํานวนของตัวอยางในการทดสอบจาก 151 ราย เหลือเพียงผูหญิงที่เปนปรากฏแถบเดียวซึ่ง
ตองทดสอบตอเพียง 15 ราย 
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การทดสอบดวยวธิีเมธลิเลชั่นสเปซิฟกพซีีอารแบบ methylation triplet primed 
PCR (mTP-PCR) ใชไบซัลไฟตเปลี่ยนอัลลีลจาก C ที่ไมถูกเมธลิเลชั่นเปน U แตอัลลลี C ที่ถูก
เมธิลเลชั่นไมมีการเปลี่ยนแปลง (Clark et al., 1994) ใชไพรเมอรที่ออกแบบจับกับดีเอ็นเอตั้ง
ตนที่ถูกเมธิลเลช่ัน 3 เสน ไดแก mTP-F mTP-R และ Tail-R โดย Tail-R จับกับไพรเมอร  
mTP-R ซ่ึงสวนหนึ่งของ mTP-R จับกบัดีเอ็นเอทุกจํานวนซ้ําของ CGG 8 ซํ้า ในการศึกษานีใ้ช
วิธี mTP-PCR สําหรับตรวจสอบโครโมโซมเอกซขางที่ถูกกดไมใหทํางาน (inactive) ในผูหญิงที่
มีจํานวนซ้ําโฮโมไซกัสเพื่อยืนยันวาไมมีจํานวนซ้ําของ CGG สูงและไมมีภาวะเมธิลเลช่ัน
ผิดปกติ (hypermethylation) คนปกติมีแถบพีซีอารสเมียรสูงไมเกิน 300 คูเบส (Normal, NL)  
คนที่เปนพาหะและคนที่เปนโรคจะมีสเมียรเกิน 300 คูเบส (Pre/ Full mutation, PFM) 
เน่ืองจากมีผลิตภัณฑพีซีอารที่มีหลายขนาดจากการจับแบบสุมของไพรเมอร mTP-R ซ่ึงวิธีน้ีใช
แยกคนที่ปกติออกจากคนที่เปนพาหะและเปนโรคได แตไมสามารถแยกคนปกติมีจํานวนซ้ํา 
CGG สูง เชน 50 ซํ้า และคนที่เปนพาหะที่มีจํานวนซ้ํา CGG ต่ํา เชน 60 ซํ้า นอกจากนั้นวิธีน้ี
ไมสามารถแยกผูปวยทีเ่ปนพาหะในชวง premutation และ Full Mutation ได เน่ืองจากสเมียรมี
ลักษณะใกลเคียงกัน ตองใชไพรเมอรที่ออกแบบใหครอบคลุมตําแหนง CGG ที่เหมาะกับดีเอ็น
เอตั้งตนทีถู่กเมธิลเลชั่นและไมถูกเมธิลเลชั่น เพ่ือเปรียบเทยีบผลและขนาดที่ปรากฏของ
ผลิตภัณฑพีซีอารในการยืนยันผล (Zhou et al., 2004) หรือใชวิธีเซาทเทิรนบลอททีเ่ปนวธิี
มาตรฐาน    แตอยางไรก็ตามวิธีน้ีชวยลดขั้นตอน (ประมาณ 2 วัน) ลดคาใชจายและประหยัดดี
เอ็นเอไดกวา 5 เทา (2 ไมโครกรัม)ในการทดสอบภาวะเมธิลเลชั่น เม่ือเปรียบเทียบกับการ
ทดสอบดวยวธิีเซาทเทิรน บลอททีใ่ชระยะเวลาทดสอบนาน  (ประมาณ 5 วัน) และใชปริมาณดี
เอ็นเอสูง (10 ไมโครกรัม) (Charalsawadi et al., 2005)  

ในการศึกษานี้ไมพบกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะจากการตรวจกรองผูปวย
ออทิซึมจํานวน 151 ราย จํานวนผูปวยมีมากเพียงพอเม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาอื่นที่ไมพบ
ผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยที่วินิจฉัยเปนออทิซึมซ่ึงมีจํานวนผูปวย 19-123 
ครอบครัว (Hallmayer et al. 1994; Holden et al., 1996; Gurling et al., 1997; Klauck et al., 
1997; Poon et al., 1998) การพบความถี่ของกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิ
ซึมนอยอาจเนื่องมาจากผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึมมีความนาจะเปนนอยที่มีการผาเหลาของยีน 
FMR1 ซ่ึงจากการรายงานที่ผานมาพบกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึมเพียง
รอยละ 1.9-12 (Gurling et al., 1997; Reddy, 2005; Brown et al., 2004) ทั้งน้ีขึ้นกับกลุม
ตัวอยางที่ศึกษาเนื่องจากหากผูปวยมีความผิดปกติของลักษณะทางคลินิกที่สัมพันธกับกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะรวมกับพฤติกรรมออทิซึม แพทยจะสงตรวจกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะดวยเพ่ือการวินิจฉัยตามขอชี้บงทางคลินิก 

 
 



   

   

79

การศึกษานี้พบผูปวยผูชาย 3 ราย ที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในชวง intermediate 
ไดแก AR77-3 TM40-3 และ AR54-3 โดยมีจํานวนซ้ํา CGG เทากับ 44 46 และ 52 ตามลําดบั 
ซ่ึงไดรับการถายทอดจากทางมารดาโดยมีการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้าํ จากการทดสอบลําดับดี
เอ็นเอในผูปวยที่มีจํานวนซ้าํ CGG 52 ซํ้า พบวามี 5 AGG คั่นตําแหนงที่ 10 20 27 37 และ 44 
โดยมีโครงสราง เปน (CGG)9-AGG-(CGG)9-AGG-(CGG)6-AGG-(CGG)9-AGG-(CGG)6-
AGG-(CGG)8 ซ่ึงมีความเสถียรของจํานวนซ้ํา CGG สูงเนื่องจากมี AGG คั่นหลายตําแหนง
ทางดานปลาย 3’ (Eichler et al., 1996; Crawford et al., 2000) แฮพโพลไทปของผูปวย คอื 
CCGA TCAG และ CGGA ตามลําดับ ซ่ึงเปนแฮพโพลไทปที่พบบอยทั้งในกลุมผูปวยและกลุม
ควบคุม โดยพบรอยละ 13 22 และ 51 ในกลุมผูปวย ตามลําดับ ผูปวยทุกรายในกลุมน้ีมีประวัติ
พัฒนาการภาษาลาชาในครอบครัว และลักษณะทางคลินิกของจากการสังเกตพฤติกรรมใน
ผูปวยเองพบปญหาพัฒนาการดานภาษาลาชาและซนอยูไมน่ิงซ่ึงเปนลักษณะที่พบในผูปวย   
ออทิซึมทั่วไป ผูปวยมี non verbal IQ คือ 61 64 และ 59 ซ่ึงอยูในเกณฑต่ําระดับนอย (Mildly 
impaired or delayed) (From: Categories of  IQ scores for Standford-Binet Intelligence 
Scale: Fifth Edition) ซ่ึงไมมีความแตกตางจากคา non verbal IQ เฉลี่ยของผูปวยทั้งหมด 
65.21 ± 16.83 ขอมูลทางคลินิกผูปวยที่มีอัลลีลในชวง intermediate ดังแสดงในตารางที่ 22 
การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ Aziz และคณะ (2003) ที่รายงานลักษณะทางคลินิกของ
ผูปวยที่มีอัลลลีในชวง intermediate และ premutation  มีความแตกตางกันในผูปวยแตละคน
และไมมีความสัมพันธกับจํานวนซ้ํา CGG และการศึกษาของ Ennis และคณะ (2006)    ไมพบ
ความสัมพันธของพฤติกรรมและระดับสติปญญากับผูปวยที่มีอัลลีลในชวง intermediate เชนกัน 
 
ตารางที่ 22. ลักษณะทางคลินิกของผูปวยออทิซึมที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในชวง 
intermediate 
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AR77-3 3 0 44 61 Yes Yes No No No Yes No Yes No Yes 

TM40-3 3 0 46 64 No Yes Yes Yes Yes Yes No No No No 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมผูชายจากภาคกลาง ภาคใต 
ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รวมทั้งสิ้น 200 ราย พบวาจํานวนซ้ําในแตละภาคไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ (P > 0.05) จึงไดรวบรวมขอมูลทั้งหมดเปนกลุม
เดียวกันและผนวกกับขอมูลที่ไดมีการรายงานจํานวนซ้ําในคนไทยจากการตรวจกรองผูปวยที่มี
ภาวะปญญาออนและพัฒนาการลาชาตั้งแตป พ.ศ. 2532 – 2549 จํานวน 337 ราย ที่รายงาน
โดย Limprasert และคณะ (1999) และมีการเก็บขอมูลเพ่ิมเติมทีย่ังไมไดรายงานอีก 27 ราย 
รวมเปน 364 ราย และจากการเก็บขอมูลเพ่ิมเติมจากโรงพยาบาลรามาธิบดีและโรงพยาบาล
สงขลานครินทร ในป พ.ศ. 2550-2551 จํานวน 50 ราย และ 49 ราย ตามลําดับ นํามาเปนขอมูล
การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ของคนไทยรวมทัง้หมด 663 ราย  การเปรียบเทยีบการ
กระจายของ CGG ในคนไทยที่มีการรายงานมาแลวโดย Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) 
จํานวน 75 อัลลีล พบวาไมมีแตกตางความอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.0833) ดังรายละเอียดตาราง
ที่ 23 และการเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ของกลุมผูปวยทั้งหมด 128 ราย 
และกลุมควบคุมทั้งหมด 663 ราย ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 24 และการกระจายของ CGG ในกลุมควบคุมผูชายแสดงทัง้ 663 ราย แสดงในรูปที่ 27 
 
ตารางที่ 23. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมผูชาย เปรียบเทยีบจากการศึกษานี้ 
663 อัลลีล กบัการรายงานในคนไทยโดย Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) 75 อัลลีล 
 

การศึกษานี ้ Rerkamnuaychoke  
และคณะ (1998)  จํานวนซ้ํา

CGG จํานวน 
(อัลลีล) 

รอยละ จํานวน 
(อัลลีล) 

รอยละ 

Chi square 

17-28 39 5.9 3 4.0 
29 325 49.0 40 53.3 
30 179 27 17 22.7 

31-35 43 6.5 7 9.3 
36 51 7.7 6 8 

37-50 26 3.9 2 2.7 
รวม 663 100 75 100 

Chi-square = 9.7276 
df = 5 

P-value = 0.0833 
ไมมีความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญ 

หมายเหตุ: การศึกษาของ Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) รายงานเปนจํานวนอัลลลีซ่ึงมี
ตัวอยางทั้งผูหญิงและผูชาย ในการศึกษานี้เลือกจําเพาะผูชายซึ่งมีคาจํานวนรายเทากับอัลลีล 
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ตารางที่ 24. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG เปรียบเทยีบระหวางกลุมผูปวยผูชายทั้งหมด 
128 ราย กับกลุมควบคุมทั้งหมด 663 ราย 
 

กลุมผูปวย 
(ออทิซึมและ 
PDD-NOS) 

กลุมควบคุม 

 จํานวนซ้ํา
CGG 

จํานวน 
(ราย) 

รอยละ จํานวน 
(ราย) 

รอยละ 

Chi square 

17-28 9 7 39 5.9 
29 59 46.1 325 49.0 
30 35 27.3 179 27 

31-35 9 7.0 43 6.5 
36 11 8.6 51 7.7 

37-50 5 3.9 26 3.9 
รวม 128 100 663 100 

Chi-square = 0.5872 
df = 5 

P-value = 0.9886 
ไมมีความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญ 
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รูปที่ 27. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทยผูชายที่เปนกลุม
ควบคุมทั้งหมด 663 อัลลีล จํานวนอัลลีลที่พบบอยในคนไทย คือ 29 30 และ 36 จํานวน 325 
ราย (รอยละ 49) 175 ราย (รอยละ 27) และ 51 ราย (รอยละ 7.7) ตามลําดับ 
 
  อัลลีลที่พบบอยในคนไทย ไดแก จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า (รอยละ 49) 30 ซํ้า (รอยละ 
27) และ 36 ซํ้า (รอยละ 7.7) ไมแตกตางจากการศึกษาของ Limprasert และคณะ (1999) คือ 
จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า (รอยละ 46.8) 30 ซํ้า (รอยละ 31.4) และ 36 ซํ้า (รอยละ 9.5) และ 
Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) คือ จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า(รอยละ 53) 30 ซํ้า (รอยละ 22.7) 
และ 36 ซํ้า (รอยละ 8) ดังแสดงในรูปที่ 28 
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รูปที่ 28. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ที่พบบอย ไดแก 29 30 และ 36
เปรียบเทียบขอมูลจากการศึกษานี ้Limprasert และคณะ (1999) และ Rerkamnuaychoke และ
คณะ (1998) ในคนไทย 

 
การเลือกเครื่องหมายพันธุกรรม 
 

สนิปส (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) เปนเครื่องหมายพันธุกรรม
ที่พบบอยในจีโนมประมาณ 1 สนิปสตอ 1000 เบส (Wang et al., 1998) สนิปสอาจเกี่ยวของกับ
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน หนาที่ของโปรตีนหรือการถอดรหัสโปรตีน (transcription 
initiation) ซ่ึงอาจสงผลตอลักษณะที่ปรากฏของแตละกลุมประชากร สนิปสหลายตําแหนงที่อยู
บนโครโมโซมเดียวกันที่ มีการถายทอดไปดวยกันหรือเรียกวาแฮพโพลไทป ใชบงบอก
วิวัฒนาการที่ถายทอดมาจากบรรพบุรุษที่ใหขอมูลที่ชัดเจนกวาสนิปสในตําแหนงใดตําแหนง
หน่ึง แฮพโพลไทปในแตละยีนของแตละกลุมประชากรมีขนาดแตกตางกันขึ้นอยูกับการครอสซิ่ง
โอเวอร (crossing over) ในชวงไมโอซิส บางตําแหนงในจีโนมมีอัตราของการรีคอมบิเนชั่นสูง
(recombination hotspot) โดยโอกาสเกิดรีคอมบิเนชั่นในตําแหนงตางๆ ยังไมทราบชัดเจน และ
ขนาดของแฮพโพลไทป (haplotype block) ที่แตกตางกันอาจมีสาเหตุมาจากปจจัยพันธุกรรม
ของประชากร เชน การเปลี่ยนแปลงโดยบังเอิญ (genetic drift) หรือเปนประชากรในกลุมยอย 
(population subdivision) ที่สงผลใหมีรูปแบบของความหลากหลายในยีนที่แตกตางกัน สนิปสที่
อยูใกลกันมากมีโอกาสถายทอดไปดวยกันสูงเนื่องจากมีโอกาสการเกิดรีคอมบิเนชั่นนอยหรือ
เรียกวาอยูใน Linkage disequilibrium (LD) ปจจุบันการศึกษาสนิปสแฮพโพลไทปมีประโยชนใน
การศึกษาความสัมพันธของพันธุกรรมกับความเสี่ยงของโรคหรือลักษณะที่ปรากฏ เน่ืองจาก
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ตําแหนงที่มีการผาเหลา (mutation) จะพบในแฮพโพลไทปที่จําเพาะและมีการถายทอดอยูใน
ประชากร (Cardon et al., 2001) 

จากการศึกษาสนิปสในตําแหนง FRAXA โดย Brightwell และคณะ (2002a) 
พบความถีป่ระมาณ 1 สนิปสตอ 1024 เบส การศึกษาสนิปสของยีน FMR1 ในคนไทย 
Thanakitgosate และคณะ (2007) พบวาตั้งแตอินทรอน 3-16 (rs25731-IVS10-rs25702-
rs25723) มีการถายทอดไปดวยกัน (D’=1) จึงสามารถเลือกสนิปสใดสนิปสหน่ึงในการศึกษา
แฮพโพลไทป สําหรับการศึกษานี้เลือกสนิปสในตําแหนง rs25702 (อินทรอน 13)         
เพ่ือใหสนิปสกระจายครอบคลุมทางดาน 3’ นอกจากนี้เลือกสนปิสที่อยูใกลกบัจํานวนซ้ําของ 
CGG  ไดแก WEX5 (5’ UTR) และ ATL1 (อินทรอน 1) ซ่ึงมีการถายทอดไปดวยกันนอยกวา
หรืออาจเปนตําแหนงที่เกิดรีคอมบิเนชั่นสงูกวาตําแหนงดานหลัง CGG (D’ = 0.95) แตอยางไร
ก็ตามอาจถือไดวายีน FMR1 มีการถายทอดไปดวยกันครอบคลุมทั้งยีนที่ศึกษา และสนิปสทกุ
ตําแหนงมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทย  

การศึกษานี้ไดเลือกสนิปสเพ่ิมเติมในตําแหนง 5’ UTR ของยีนเนื่องจากอาจจะ
เปนตําแหนงดีเอ็นเอที่ทําหนาที่เปน enhancer ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางานของยีน 
ไดแก WEX70 ที่มีการรายงานในประชากรคอเคเชียนวาอาจเปน cis acting factor ที่เกี่ยวของ
กับความไมเสถียรของจํานวนซ้ําของ CGG ในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ     
พบอัลลลี C บอยบนโครโมโซมเอกซที่ผิดปกติ (Ennis et al., 2007)  แตการศึกษานี้ไดนําสนิปส 
WEX70 มาศึกษาความสมัพันธของยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึมพบวา WEX70 ไมมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทยเนื่องจากมีคา MAF ของอัลลลี C 0.004     พบอัลลีล T 
เกือบรอยละ 100 ในประชากร อัลลีล C พบในผูชาย 1  คน และเฮทเทอโรไซกัส (C/T) พบใน
ผูหญิง 1 คนในกลุมควบคุม จึงนําสนิปสตําแหนงน้ีออกจากการศึกษาและคาดวาตําแหนงน้ี
อาจจะไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรเอเชีย นอกจากนั้นไดเลือก WEX44 และ 
WEX82 ที่มีการรายงานวามีความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรเอเชีย คือ จีนและญี่ปุน 
(NCBI)  

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium) พบวา WEX82 
มีการถายทอดกับตําแหนงอ่ืนในยีน FMR1 แต WEX44 อยูนอก LD ซ่ึงพิจารณาจากตําแหนง
พบวา WEX44 มีระยะทางที่ไกลจากตําแหนงอ่ืนในยีนและหางจาก WEX82 ประมาณ 93 กิโล
เบส จากการศึกษานี้ LD ที่ตําแหนง FRAXA มีขนาดประมาณ 50 กิโลเบส ไมแตกตางจาก
รายงานของ Mathews และคณะ (2001) ที่ความยาวประมาณ 45 กิโลเบส และ Ennis และคณะ 
(2007) ประมาณ 55 กิโลเบส ที่ครอบคลุม WEX70 ทั้งน้ีความยาวของ LD ขึ้นกับจํานวน
ตัวอยางและวธิีการที่ใชวิเคราะห รวมถึงการศึกษาของ Ennis และคณะ (2007) ใชจํานวนสนปิส
ที่ถี่มากกวาและมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในคนคอเคเชียน จากระยะของ LD ทีไ่ม
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แตกตางกันนีน้าจะสรุปไดวาตําแหนง FRAXA ที่ครอบคลุมบริเวณ CGG มีการถายทอดไป
ดวยกันสูงและม ีโอกาสเกิดรีคอมบิเนชั่นนอยในยีน (Mathews et al., 2001) 
     
วิธีการศึกษาความสัมพันธ 
 

การศึกษาความสัมพันธเปนการเปรียบเทียบความถี่อัลลีลของเครื่องหมาย
พันธุกรรม จีโนไทป หรือแฮพโพลไทปในผูปวยกับกลุมควบคุม วิธีการศึกษาแฮพโพลไทปที่มี
การจําแนกกลุมผูปวยตามลักษณะที่ปรากฏหรือ endophenotype จะทําใหขอมูลมีความ
นาเชื่อถือมากกวาการเลือกกลุมผูปวยที่ครอบคลุมเกณฑกวางๆ ซ่ึง endophenotype เปน
ลักษณะที่ไมไดปรากฏแตสามารถวัดได เชน ระดับสติปญญา (IQ) ระดับฮอรโมน หรือปริมาณ
นํ้าตาลในเลือด เปนตน แฮพโพลไทปแตละรูปแบบมีผลตอการแสดงออกหรือลักษณะของบุคคล
ที่แตกตางกัน (Gottesman et al., 2003) 

ในการศึกษานี้ศึกษาในตวัอยางผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS และมีการ
แบงกลุมยอยของผูปวยตามลักษณะทางคลินิก ไดแก จําเพาะผูปวยออทิซึมซ่ึงมีจํานวนเพียงพอ
ในการวิเคราะห (89 ราย) แตในการศึกษานี้ไมไดวิเคราะหผูปวยจําเพาะ PDD-NOS เน่ืองจากมี
จํานวนตวัอยางนอย (39 ราย) นอกจากนั้นมีการแบงกลุมผูปวยตามระดับสติปญญาแบบไมใช
ภาษา (non verbal IQ) และผูปวยที่มีประวตัิพัฒนาการดานภาษาลาชาในครอบครัว ซ่ึงพบวา
การแบงกลุมดังกลาวใหคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เชน เม่ือเปรียบเทียบกลุมผูปวย
ทั้งหมดกับกลุมควบคุมพบวาแฮพโพลไทป TGAG มีคา P หลังทดสอบ permutation เทากบั 
0.039 ซ่ึงมากกวาการเปรยีบเทียบจําเพาะผูปวยที่มี non verbal IQ นอยกวา 80 ที่มีคา P 
เทากับ 0.009  

ในการศึกษานี้เลือกกลุมควบคุมที่เปนประชากรทั่วไป (population-based) 
เน่ืองจากเปนการทดสอบยีน FMR1 ที่อยูบนโครโมโซมเอกซ และศึกษาจําเพาะผูชายเนื่องจาก
จํานวนผูปวยผูชายมีมากกวาผูหญิง (128 ราย: 23 ราย) จํานวนตัวอยางของผูหญิงที่มีนอยไม
เพียงพอในการวิเคราะหแบบที่ใชกลุมควบคุมเปนครอบครัว ซ่ึงขอควรระวังในการศึกษาที่ใช
ประชากรทั่วไปคือการเลือกกลุมควบคุมที่ตองมีพ้ืนฐานพันธุกรรมที่ใกลเคียงกับกลุมที่ศึกษา 
(Ennis et al., 2001)     เน่ืองจากหากเลือกกลุมประชากรที่มีความถี่อัลลีลแตกตางกันอาจทําให
เกิดผลบวกปลอม (false positive) ในการศึกษานี้เลือกกลุมตัวอยางและกลุมควบคุมจากภาค
กลาง โดยมีการซักประวัติของผูปวย 3 รุน ตั้งแตปูยาตายายลงมาเพื่อใหตัวอยางที่นํามาศึกษามี
พ้ืนฐานพันธุกรรมที่ใกลเคียงกัน แตอายุระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุมที่แตกตางกันไมมีผล
ตอการทดสอบเนื่องจากอายุไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ และกลุม
ควบคุมไมมีประวัติทางจิตเวชจึงไมมีความโนมเอียงของขอมูลจากการเลือกกลุมควบคุม ใน
การศึกษาความสัมพันธครั้งนี้ใชโปรแกรม Haploview ซ่ึงสามารถวิเคราะหการถายทอดไป
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ดวยกันของยีน (Linkage disequilibrium) การสราง Haplotype block การรายงานความถี่ของ
แฮพโพลไทปที่พบในประชากร การศึกษาความสัมพันธทั้งแบบสนิปสเดียวและแฮพโพลไทป 
และรายงานนัยสําคัญของความสัมพันธดวยการทดสอบ permutation ที่ทําใหมีความนาเชื่อถือ
ของขอมูลมากขึ้น (Barrett et al., 2005) ซ่ึงผลการศึกษาการเขาสูภาวะความสมดุลของ
ประชากรตามกฎของฮารดี-ไวนเบิรก  (Hardy-Weinberg equilibrium) ในกลุมควบคุมเปนการ
ควบคุมคุณภาพวาไมมีประชากรที่มีความถี่อัลลีลแตกตางที่ทําใหไมเขาสูภาวะสมดุล โดยการ
ทดสอบ Hardy-Weinberg equilibrium  ของโครโมโซมเอกซตองใชสนิปสจีโนไทปทั้งผูหญิงและ
ผูชาย  
 
การกระจายของความถี่อัลลีลของสนิปส 
 
  เพ่ือพิจารณาความเหมือนและความแตกตางของความถี่อัลลีลและการกระจาย
ของทุกสนิปส เปรียบเทียบระหวางการศึกษาปจจุบันและการรายงานที่ผานมาในแตละเชื้อชาติ 
พบวาความถี่อัลลีลในคนไทยในการศึกษานี้เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Thanakitgosate 
(2007) พบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในตําแหนง WEX5 (P = 0.0018) ที่การศึกษาใน
คนไทยครั้งน้ีรายงานคา MAF (C) 0.412 แตกตางจากการรายงานของ Thanakitgosate (2007) 
ที่มี MAF (G) 0.368 ซ่ึงอาจจะเกิดจากการเลือกประชากรตางกลุมกัน โดย Thanakitgosate 
(2007) ไดศึกษาประชากรสวนใหญจากภาคใตหรืออาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ แตสนิปสในตําแหนง
อ่ืนไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) และเม่ือเปรียบเทียบระหวางการศึกษาในคน
ไทยครั้งน้ีกับคนจีนไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในทุกตําแหนงสนิปส (P > 0.05) 
อาจจะเนื่องจากคนไทยบางคนมีบรรพบุรุษที่อพยพมาจากประเทศจีน  แตพบวามีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) จากการเปรียบเทียบความถี่ของอัลลีลระหวางคนไทยกับคนญี่ปุน 
และคนยุโรป ตามลําดับ  แตสําหรับคน Sub-Saharan African มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
เกือบทุกตําแหนงสนิปส ยกเวน ATL1 (P = 0.1886) ขอมูลความถี่อัลลีลแตละสนิปสดังแสดง
ตารางที่ 25 และการทดสอบไคสแควรเปรียบเทียบแตละเชื้อชาติดังแสดงในตารางที่ 26 
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ตารางที่ 25. ความถี่อัลลลีของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ
 

WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 rs25702 Population 
G T C T C G A G A G 

Thai (2008) 0.699 0.301 0.740 0.260 0.412 0.588 0.242 0.758 0.694 0.306 
Thai (2007) - - - - 0.632 0.368 0.361 0.639 0.609 0.391 

Chinese 0.727 0.273 0.647 0.353 0.471 0.529 0.250 0.750 0.667 0.333 
Japanese 0.452 0.548 0.545 0.455 0.576 0.424 0.500 0.500 0.500 0.500 
European 0.100 0.900 0.278 0.722 0.967 0.033 0.767 0.233 0.089 0.911 

Sub-Saharan 
African 

0.383 0.617 0.843 0.157 0.967 0.033 0.167 0.833 0.111 0.889 

- Thai (2008): การศึกษานี ้
- Thai (2007): Thanakitgosate, 2007   
- Chinese Japanese European Sub-Saharan African: NCBI 
- WEX70 มีรายงานเฉพาะคนคอเคเชียน ความถี่อัลลลีของ Atlanta T 0.488 และ C 0.512 และ Wessex T 0.514 และ C 0.486 (Ennis et al., 
2007) แตยังไมมีการรายงานในฐานขอมูล NCBI และในการศึกษาในคนไทยครั้งนี้พบวา WEX70 ไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรม 
ความถี่อัลลีล T 0.996 และ C 0.004 
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ตารางที่ 26. การเปรียบเทียบความถีอ่ัลลีลแตละเชื้อชาติ ระหวางคนไทย (2008) กับการศึกษาในคนไทย (2007) คนจนี ญี่ปุน ยโุรป และอัฟรกินั ใน
ตําแหนงสนิปส WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 
 

WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 rs25702 Population 
Chi 

square 
P value Chi 

square 
P value Chi 

square 
P value Chi 

square 
P value Chi 

square 
P value 

Thai (2008) vs  
Thai (2007) - - - - 9.6988 0.0018* 3.3621 0.0667 1.5911 0.2072 

Thai (2008) vs  
Chinese 0.2858 0.5929 2.0345 0.1538 0.7059 0.4008 0.0173 0.8954 0.1676 0.6823 

Thai (2008) vs  
Japanese 

11.8986 0.0006* 8.2773 0.0040* 5.3800 0.0204* 14.2621 0.0002* 7.8216 0.0052* 

Thai (2008) vs  
European 73.6723 0.0000* 42.7026 0.0000* 71.9383 0.0000* 55.1295 0.0000* 76.8225 0.0000* 

Thai (2008) vs  
Sub-Saharan 

African 
19.3923 0.0000* 3.2143 0.0730 71.9383 0.0000* 1.7289 0.1886 70.6648 0.0000* 

   
* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (P < 0.05)
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ความสัมพันธของสนิปสในยีน FMR1 และออทิซึม 
 

จากการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน FMR1 และออทิซึม แตละสนิปสไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของทุกตําแหนงสนิปส ซ่ึงจากการศึกษาของ Vincent และคณะ 
(2004) ที่ทดสอบจีโนไทปในตําแหนงสนิปส IVS10 ไมพบความสัมพันธของยีน FMR1 ในออทิ
ซึมเชนกัน ถึงแมวาในการศึกษานี้เลือกศึกษาตําแหนง rs25702 แทน IVS10 แตผลการทดสอบ
จะไมแตกตางกัน เน่ืองจากสนิปสสองตาํแหนงน้ีมีการถายทอดไปดวยกัน (Thanakitgosate, 
2007) การศึกษาสนิปสตําแหนง WEX82 เปนตําแหนงที่นาสนใจเนือ่งจากมีคา P = 0.0808 ใน
การทดสอบจําเพาะกลุมผูปวยออทิซึมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม การทดสอบตวัอยางที่มาก
ขึ้นทั้งในกลุมผูปวยและกลุมควบคุมอาจเห็นความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เน่ืองจาก WEX82 
อยูในตําแหนง 5’ UTR ใกลกับ WEX70 (Ennis et al., 2007) โดยมีระยะหางประมาณ 32.5 
กิโลเบส สนิปสตําแหนงน้ีอาจเปนตําแหนงที่ควบคุม (regulatory sequence) หรือเปน 
enhancer ที่มีความสําคัญตอการถอดรหัส (transcription) ในยีน FMR1 ซ่ึงมีหลายรายงานที่
ศึกษาในสนิปสในตําแหนง 5’ UTR ที่มีผลตอการแสดงออกของยีน เชน  

1. การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับออทิซึมที่พบวาจํานวนซ้ําของ 
GGC (มากกวาหรือเทากบั 10 ซํ้า) พบบอยในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งการศกึษาแบบ case-
control และ family-based และจากการศึกษาการแสดงออกของยีน RELN โดยใช luciferase 
เปนยีน reporter พบวามีปริมาณลดลงเมื่อจํานวนซ้ําเพิ่มขึ้น (Percico et al., 2001; Chen et 
al., 2002; Skaar et al., 2005)  

2. การศึกษาความสัมพันธของยีน MET พบวาทีต่ําแหนงสนิปส rs1858830 
พบอัลลลี C    บอยในผูปวยออทิซึมกวาในกลุมควบคุมที่เปนประชากรทัว่ไปและในครอบครวั 
และการแสดงออกของยีน MET ลดลงในโปรโมเตอรที่เปนอัลลลี C เน่ืองจากการเขาจับของ 
transcription factor ที่แตกตางกันจากการศึกษาดวยวิธี Electrophoretic Mobility Shift and 
Antibody Supershift Assay (EMSAs) (Campbell et al., 2006)  

3. พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนิปส rs4906902 ในยีน GABRB3 
(the GABA receptor beta3 subunit) ในเด็กที่มีภาวะชัก (P = 0070) และพบวาเม่ือเปลี่ยน   
อัลลีล T เปน C ทําใหโปรโมเตอรสูญเสยีความในการจับกับ transcription activator (N-Oct-3) 
ซ่ึงจําเพาะในระบบประสาททั้งจากการยืนยันดวยการวิเคราะหโครงสรางของโปรตีน และการจับ
ของโปรตีนดวยวธิ ีEMSAs (Urak et al., 2006) เปนตน 
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ความสัมพันธระหวางสนปิสแฮพโพลไทปในยีน FMR1 และออทิซึม 
 

การวิเคราะหแบบแฮพโพลไทปมีกําลังมากกวาการวิเคราะหสนิปสตําแหนง
เดียวเนื่องจากมีจํานวนสนิปสมากกวา (Browning et al., 2007) ในการศึกษานี้วิเคราะหสนิปส
แฮพโพลไทปในบล็อกที่มีการถายทอดไปดวยกัน 4 ตําแหนง ไดแก WEX82-WEX5-ATL1-
rs25702 พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในแฮพโพลไทป TGAG (P < 0.05)  จากขอมูลแต
ละกลุมการศึกษาเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ไดแก ผูปวยออทิซึมทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-
NOS) ผูปวยจําเพาะออทิซึม และผูปวยออทิซึมทั้งหมดที่มี non verbal IQ ต่ํากวา 80 โดยมี P 
value (Pcorrected) เทากับ 0.0282 (0.039) 0.0227 (0.035) และ 0.0043 (0.009) ตามลําดับ 
ซ่ึงแฮพโพลไทป TGAG พบในผูปวยเพียง 4 ราย แตไมพบในกลุมควบคุม 
  ผูปวยที่มีแฮพโพลไทป TGAG ไดแก AR16-3 AR38-3 AR44-3 และ TM14-3 
โดยมีผูปวย PDD-NOS 1 ราย และออทิซึม 3 ราย ทุกรายมีจํานวนซ้ํา CGG 30 ซํ้า และมีภาวะ
ปญญาออนในระดับนอยกวา 60 (Mildly impaired or delayed) (From: Categories of  IQ 
scores for Standford-Binet Intelligence Scale: Fifth Edition) คือ 53 46 47 และ 42 
ตามลําดับ จากประวตัิในครอบครัวของผูปวยที่มีแฮพโพลไทปดังกลาวพบวาผูปวยทุกรายมีการ
พูดที่ไมสื่อความหมาย (No any meaningful word) และไมมีประวัติออทิซึมในครอบครัว ผูปวย 2 
ราย (AR16-3 และ AR38-3) มีประวตัิพูดชาในครอบครัว ผูปวยทัง้ 4 ราย มีอาการที่เกี่ยวของ
กับออทิซึมแตกตางกันไป เชน AR44-3 มีเรื่องเดินดวยปลายเทา  AR16-3 มีปญหาเรื่องการกิน 
AR38-3 ไมมีอาการที่เกี่ยวของ สวน TM14-3 มีอาการซนอยูไมน่ิง สมาธิสั้น และเดินดวยปลาย
เทา รายละเอียดของประวตัิและลักษณะทางคลินิกแสดงในตารางที ่27 

มีการศึกษาความสัมพันธของหลายยีนที่เกี่ยวของกับพัฒนาการดานภาษาใน     
ผูปวยออทิซึม ไดแก ยีน WNT2 โปรตีนที่สรางยีนนี้ทําหนาที่เกี่ยวกับการเจริญเติบโต (growth 
factor-like proteins) โดยใชสนิปส 2 ตําแหนง (McCoy et al., 2001) ยีน DYX1C1 บน
โครโมโซม 15q เกี่ยวของกับการอาน (dyslexia) และอาจเกี่ยวของกับทางดานภาษา 
(Ylisaukko-Oja et al., 2005) แตยังไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทั้งสองรายงาน และ
จากการศึกษาของ Alarcon และคณะ (2005) พบวายีน the contactin associated protein-like 
2 (CNTNAP2) ตําแหนง 7q35 เปนยีนในกลุม neurexin  พบสนิปสที่จําเพาะในกลุมผูปวย   
ออทิซึมที่มีความผิดปกติทางดานภาษาเดนชัดมากกวาที่พบในกลุมควบคุม ซ่ึงในการศึกษานี้มี
ผูปวยที่มีประวัติพัฒนาการดานภาษาลาชาในครอบครัวประมาณรอยละ 60 (75 รายในผูปวย
ชายทั้งหมด 128 ราย) นอกจากนี้ผูปวยที่มีแฮพโพลไทป TGAG 4 ราย เปนผูปวยที่มีปญหา
ดานการพูดและมีภาวะปญญาออนที่มี non verbal IQ นอยกวา 60 
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จากการรายงานแฮพโพลไทปที่พบนอยในกลุมผูปวยที่ผูวิจัยสนใจศึกษาโดย
ปจจัยดังกลาวอาจเปนภาวะเสี่ยงตอการเกิดโรค เชน ในการศึกษายีน MDR1 (multidrug 
resistance-1) ที่ผลิตโปรตีน membrane transpoter P-glycoprotein (P-gp) ในผูปวยมะเร็งเม็ด
เลือดขาวแบบเฉียบพลัน (acute lymphoblastic leukemia, ALL) ซ่ึงไดมีการรายงานมาแลววา
การเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในเอกซอน 2 (C3435T) ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน แตมีผล
ตอความจําเพาะตอยาอันเนื่องมาจากการมวนพับของโปรตีนซึ่งทําใหมีอัตราการแปลรหัสที่
แตกตางกัน และในการศึกษาเพิ่มเติมพบวาแฮพโพลไทปที่มีอัลลีล T ซ่ึงพบนอยในประชากรมี
ความเสี่ยงสูงตอการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบเฉียบพลัน ในขณะแฮพโพลไทปที่พบบอยไมมี
ผลตอการเกิดโรค (Semsei et al., 2008) นอกจากนี้ Liu และคณะ (2005) รายงานการศึกษาใน
ภาวะกระดูกพรุนโดยใชสนิปส 29 ตําแหนง ในตัวอยางผูปวย 1873 ราย พบวาแฮพโพลไทปที่
พบนอยในยีน parathyroid hormone และ vitamin D receptor ความถี่รอยละ 1.1 และ 2.9 
ตามลําดับ มีความสัมพันธตอภาวะกระดูกพรุน 

การพบแฮพโพลไทป TGAG ที่พบนอยในผูปวย 4 รายจากผูปวยชายทั้งหมด 
128 ราย (ประมาณรอยละ 3.1) แตไมพบเลยในกลุมควบคุม อาจเปนความสัมพันธของยีน 
FMR1 ในผูปวยออทิซึมหรือการเกิดขึ้นโดยบังเอิญ แตควรจะมีการศึกษาในผูปวยออทิซึมที่มาก
ขึ้นเพ่ือยืนยันวาการพบความสัมพันธน้ีวาเปนจริงหรือไม การศึกษานี้ยังสรุปไมไดวายีน FMR1 
เปนปจจัยสงเสริมภาวะออทิซึมในเด็กไทย  
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           ตารางที่ 27. ประวตัิของผูปวยออทิซึม และ PDD-NOS ที่มีแฮพโพลไทป TGAG  
 

อายุ ประวัติครอบครัว อาการที่เกี่ยวของ  
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AR16-3 3 5 53 PDD-NOS No Yes No No No 
No any 

meaningful 
word 

No No No Yes No 

AR38-3 3 5 46 Autism No Yes No No No 
No any 

meaningful 
word 

No No No No No 

AR44-3 3 3 47 Autism No No No No No 
No any 

meaningful 
word 

No No Yes No No 

TM14-3 6 7 42 Autism No No No No No 
No any 

meaningful 
word 

Yes Yes Yes No No 

N/A: Not available  
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บทที่ 5 
บทสรุป 

 
 การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในการศึกษานี้ไมพบการผา
เหลาของยีน FMR1 จากการเพิ่มขึ้นของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมผูปวยทีว่ินิจฉัยทางคลินิกวา
เปนออทิซึมและ PDD-NOS พบเพียงผูปวยชาย 3 ราย ที่มีจํานวนซ้ํา CGG อยูในชวง 
intermediate ไดแก 44 46 และ 52 ตามลําดับ และไดรับการถายทอดผานแมโดยจํานวนซ้ําไมมี
การเปลี่ยนแปลง จากขอมูลการประเมินพฤติกรรมออทิซึมดวย DSM-IV ทั้งสามรายมีลักษณะที่
พบในออทิซึมทั่วไป ไดแก พัฒนาการทางดานภาษาลาชา ซนอยูไมน่ิง และสมาธิสั้น แตไมมี
ลักษณะทางคลินิกของกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ ในการศึกษานี้ไดเปรียบเทียบความถี่
การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมคนไทยผูชาย 4 ภาค ไดแก ภาคกลาง 
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P > 0.05)   จึงไดรวบรวมขอมูลจากทุกภาคผนวกกับขอมูลที่ไดมีการรายงานมาแลวโดย 
Limprasert และคณะ (1999) เปนกลุมควบคุมในคนไทยนํามาเปรยีบเทียบกับการกระจายของ
จํานวนซ้ํา CGG ในผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P > 0.05) และจากการศึกษาระดบัสติปญญาแบบไมใชภาษา (non verbal IQ) กับจํานวน
ซํ้าของ CGG พบวาไมมีความสัมพันธกัน 

   การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน FMR1 และออทซึิมโดยใชสนิปสที่
ครอบคลุมทั้งยีนพบวามีการถายทอดไปดวยกันของสนิปส WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 
ในระยะทางประมาณ 50 กิโลเบส การศกึษาความสัมพันธแตละสนปิสในยีน FMR1 กับออทิซึม 
พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในทุกตําแหนงสนิปส แตการศึกษาในแฮพโพลไทป
ของสนิปสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ
แฮพโพลไทปแบบ TGAG ทั้งกอนและหลังการทดสอบนัยสําคัญดวยเปอรมิวเทชั่น ไดแก กลุม
ผูปวยออทิซึมทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) กลุมผูปวยที่ไดรับการวนิิจฉัยเปนออทิซึม
เทานั้น และกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมดที่มี non verbal IQ ต่ํากวา 80 เปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม มีคา P (Pcorrected) เทากับ 0.0282 (0.039) 0.0227 (0.035) และ 0.0043 (0.009) 
ตามลําดับ แตความถี่ของแฮพโพลไทปแบบ TGAG ที่พบนอยในประชากร (ประมาณรอยละ 
3.1) มีแนวโนมสัมพันธกับระดับสติปญญาแบบไมใชภาษาที่นอยกวา 60 ในผูปวยออทิซึม หรือ
อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ  

ดังน้ันการศึกษานี้ยังไมสามารถสรุปไดวายีน FMR1 เปนปจจัยสงเสริมในภาวะ
ออทิซึมในคนไทยซึ่งควรจะมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ 28. ความชุกของออทิซึมในแตละประเทศ  
 

Year Authors Country Area Size of 
target 

population 

Number 
of 

subjects 
with 

autism 

Diagnostic 
Criteria 

1966 Lotter UK Middlesex 78,000 32 Rating scale 
1970 Brask Denmark Aarhus County 46,500 20 Clinical 
1970 Treffert USA Wisconsin 899,750 69 Kanner 
1976 Wing et al. UK Camberwell 25,000 17a 24 Items rating 

scale of  Lotter 
1982 Hoshino et al. Japan Fukushima- Ken 609,848 142 Kanner’s criteria 
1983 Bohman et al. Sweden County of 

Västerbotten 
69,000 39 Rutter criteria 

1984 McCarthy et al. Ireland East 65,000 28 Kanner 
1986 Steinhausen et 

al. 
Germany West Berlin 279,616 52 Rutter 

1987 Burd et al. USA North Dakota 180,986 59 DSM-III 
1987 Matsuishi et al. Japan Kurume City 32,834 51 DSM-III 
1988 Tanoue et al. Japan Southern Ibaraki 95,394 132 DSM-III 
1988 Bryson et al. Canada Part of Nova-

Scotia 
20,800 21 New RDC 

1989 Sugiyama et 
Abe 

Japan Nagoya 12,263 16 DSM-III 

1989 Cialdella et 
Mamelle 

France Department 
(Rhône) 

135,180 61 DSM-III like 

1989 Ritvo et al. USA Utah 769,620 241 DSM-III 
1991 Gillberg et al. Sweden South-West 

Gothenburg+ 
BohuslänCounty 

78,106 74 DSM-III-R 

1992 Fombonne et 
du Mazaubrun 

France 4 régions14 
départements 

274,816 154 Clinical- ICD-10 
like 

1992 Wignyosumarto 
et al. 

Indonesia Yogyakarita  
(SE of Jakarta) 

5,120 6 CARS 

1996 Honda et al. Japan Yokohama 8,537 18 ICD-10 
1997 Fombonne et 

al. 
France 3 department 325,347 174 Clinical ICD-10-

like 
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ตารางที่ 28. ความชุกของออทิซึมในแตละประเทศ (ตอ) 
 

Year Authors Country Area Size of 
target 

population 

Number 
of 

subjects 
with 

autism 

Diagnostic 
Criteria 

1997 Webb et al. UK South 
Glamorgan, 
Wales 

73,301 53 DSM-III-R 

1997 Arvidsson et al. Sweden 
(West 
coast) 

Mölnlycke 1,941 9 ICD-10 

1998 Sponheim and 
Skjeldal 

Norway Akershus 
County 

65,688 34 ICD-10 

1999 Taylor et al. UK North Thames 490,000 427 ICD-10 
1999 Kadesjö et al. Sweden 

(Central) 
Karlstad 826 6 DSM-III- R/ICD-

10Gillberg’s 
criteria(Asperger 
syndrome) 

2000 Baird et al. UK South-East 
Thames 

16,235 50 ICD-10 

2000 Powell et al. UK West Midlands 25,377 62 Clinical/ ICD10/ 
DSM-IV 

2000 Kielinen et al. Finland North  
(Oulu& Lapland) 

152,732 187 ICD-8/ ICD-9/ 
ICD-10 

2001 Bertrand et al. USA Brick Township, 
New Jersey 

8,896 36 DSM-IV 

2001 Fombonne et 
al. 

UK Angleterre & 
Pays de Galles 

10,438 27 DSM-IV/ ICD-10 

2001 Magnússon and 
Saemundsen 

Iceland Whole Island 43,153 57 Mostly ICD-10 

2001 Chakrabarti et 
Fombonne 

UK 
(Midlands) 

Staffordshire 15,500 26 ICD10/ DSM-IV 

ที่มา: Fombonne (2003) 
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ตารางที่ 29. ยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึม (Candidate genes) รวบรวมจากการศึกษา
การถายทอด ความสัมพันธ การถายทอดไปดวยกัน (transmission disequilibrium) การ
วิเคราะหดวยสนิปส และการผาเหลาของยีน 
 

Chromosome 
locus 

Gene Gene/ protein function 

2q24 SLC25A12 Mitochondrial aspartate/glutamate carrier 
6p21 GLO1 Zinc metalloenzyme scavenges oxoaldehydes 
6q21 GRIK2 Glutamate receptor 6 involved in neural 

development 
7p15-p14.2 HOXA1 Homeobox gene involved in hindbrain 

development 
7q22.1 RELN Signaling protein involved in neuron migration 
7q31 WNT2 Signaling proteins involved in embryonic 

patterning, cell proliferation and cell 
determination 

7q31 FOXP2 Transcription factor involved in embryogenesis 
and neural functioning 

7q32 UBE2H Ubiquitin-dependent proteolytic system enzyme 
7q36.2 EN2 Homeobox gene involved in midbrain and 

cerebellum development 
10q23.31 PTEN Tumor suppressor 
11p15.5 HRAS Oncogene GTPase involved in cell division, 

differentiation and apoptosis 
12q14- q15 AVPR1A Arginine vasopressin receptor involved in social 

behavior 
15q11-q13 UBE3A Angelman syndrome causative gene encodes 

ubiquitin protein ligase 
15q11.2-q12 ATP10C Phospholipid transporter involved in CNS 

signaling 
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ตารางที่ 29. ยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึม (ตอ) 
 

Chromosome 
locus 

Gene Gene/ protein function 

15q11.2-q12 GABRB3, 
GABRA5, 
GABRG3 

GABA receptor subunits 

17q11.1-q12 SLC6A4 Serotonin transporter 
17q11.2 NF1 Ras protein regulation 

17q21-q22 HOXB1 Homeobox gene involved in hindbrain 
development 

19q13.2 APOE2 Lipoprotein receptor involved in neuronal 
migration and lipid transport 

20q13.12 ADA Purine metabolism and immune response 
Xq13 NLGN3 Neural synapse formation 

Xp22.3 NLGN4X Neural synapse formation 
Xp22.13 ARX Homeobox gene 

Xq28 MECP2 Methyl-CpG-binding  protein-2 
ที่มา: Miles และคณะ (2005) 
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ตารางที่ 30. ตําแหนงสนปิสบนยีน FMR1  
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rs2218611  
- 

A/T 5΄ 
UTR 

-686029 -699.86 
0.499 

A - 
T - 

A - 
T - 

rs555559 WEX54 A/G 5΄ 
UTR 

-384194 -398.68 
N.D 

A 1.0 
G 0.0 

A 1.0 
G 0.0 

rs17312728 WEX28 A/C 5΄ 
UTR 

-170417 -184.25 
0.202 

A 1.0 
C 0.0 

A 1.0 
C 0.0 

rs236024 WEX83 C/T 5΄ 
UTR 

-145811 -159.64 
0.161 

C 0.011 
T 0.098 

C 0.0 
T 1.0 

rs1868140 WEX44 C/G 5΄ 
UTR 

-100998 -114.83 
0.484 

C 0.636 
G 0.364 

C 0.570 
G 0.430 

rs4824253 WEX88 A/G 5΄ 
UTR 

-61468 -75.30 0.437 A 1.0 
G 0.0 

A 1.0 
G 0.0 

rs45631657 WEX70 C/T 5΄ 
UTR 

-39758 -51.94 N/A N/A N/A 

rs2121749 WEX74 A/G 5΄ 
UTR 

-39941 -53.77 0.461 A 0.679 
G 0.321 

A 0.602 
G 0.398 

rs2197711 - A/G 5΄ 
UTR 

-35725 -49.56 0.487 A 0.614 
G 0.386 

A 0.580 
G 0.420 

rs5904647 WEX106 A/G 5΄ 
UTR 

-21856 -35.69 0.487 A 0.389 
G 0.611 

A 0.420 
G 0.580 

rs5904648 WEX82 C/T 5΄ 
UTR 

-7563 -21.40 0.484 C 0.611 
T 0.389 

C 0.580 
T 0.420 
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ตารางที่ 30. ตําแหนงสนปิสบนยีน FMR1 (ตอ) 
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rs25705 WEX85 C/T 5΄ 
UTR 

780 -13.05 0.100 C 1.0 
T 0.0 

C 1.0 
T 0.0 

rs10521868 
WEX1 A/C 5΄ 

UTR 
11768 -2.07 0.156 A 0.0 

C 1.0 
A 0.0 
C 1.0 

rs18054201 WEX5, 
FMR12570 C/G 5΄ 

UTR 
12570 -1.26 0.352 C  0.523 

G  0.477 
C  0.523 
G  0.477 

rs28902 ATL4 C/G 5΄ 
UTR 

13304 - 0.53 0.049 C  - 
G - 

C - 
G - 

FRAXA - CGG Exon 1 13833 0 - - - 
rs49492 ATL1 A/G Intron 

1 
19445 +5.6 0.481 A  0.375 

G  0.625 
A  0.409 
G  0.591 

rs257143 IVS10 C/T Intron 
10 

38410 
 

+24.6 0.415 C  0.378 
T  0.622 

C  0.488 
T  0.512 

rs257024 - A/G Intron 
13 

42950 
 

+29.1 0.419 G  0.375 
A  0.625 

G  0.477 
A  0.523 

ที่มา: Brightwell และคณะ (2002) Ennis และคณะ (2007) และ dbSNP (NCBI) 
 
1  ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Thanakitgosate (2007): C 0.632 และ G 
0.368 
2 ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Limprasert และคณะ (2001): A 0.312 
และ G 0.688  
3 ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Limprasert และคณะ (2001): C 0.304 
และ T 0.696  
4  ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Thanakitgosate (2007): A 0.609 และ G 
0.391 
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ภาคผนวก ข 
 
         
25% Ammonium persulfate (1 ml) 
 APS        0.25 g 
 Deionized distilled water     1 ml 
6% denatured polyacrylamide gel solution 
 Urea        63 g 
 10XTBE       15 ml 
 40% acrylamide      22.5 ml 
 Sterile water up to 150 ml    
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 
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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 
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  

6X 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 
6% Polyacrylamide gel (30 ml) 
 6% Acrylamide solution     30  ml 
 TEMED       50 µl 
 25% APS       50 µl 

Mix well 
50XTAE (1,000 ml) 
 Tris base       242.28 g 
 Glacial acetic acid      57.1 ml 
 EDTA        18.61 g 

Deionized distilled water to 1,000 ml, store at 4 °C 
 
 
 
 



   

 

118

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 
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