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บทคัดยอ 
 
  ออทิซึมเปนภาวะที่จําแนกไดจากความผิดปกติ 3 ดานหลัก ไดแก ภาษาและ
การสื่อสาร การสรางสัมพันธภาพระหวางบุคคล และพฤติกรรมและความสนใจแบบจําเพาะซ้ํา
เดิม พันธุกรรมเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดภาวะออทิซึมจากการศึกษาในพี่นองและฝาแฝด 
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (Fragile X syndrome) ที่มีสาเหตุจากการเพิ่มขึ้นของจํานวน
ซํ้า CGG ในยีนเอฟเอ็มอาร 1 (FMR1) พบวามีความเกี่ยวของกับออทิซึม เน่ืองจากผูปวยกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะบางรายมีพฤติกรรมของออทิซึม และพบการผาเหลาของยีน 
FMR1 ในผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึมและ PDD-NOS การตรวจวินิจฉัยทางคลินิกอาจไม
สามารถจําแนกพฤติกรรมระหวางกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะและออทิซึมไดในบางราย 
ในการศึกษาครั้งน้ีไดมีการตรวจกรองผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS ทั้งผูหญิงและผูชายทั้งหมด
151 ราย ดวยวิธีพีซีอารสําหรับทดสอบจํานวนซ้ํา CGG และวิธีเมธิลเลช่ันสเปซิฟกพีซีอาร 
(Methylation-Specific PCR) ผลการศึกษาไมพบผูปวยที่มีความผิดปกติของการเพิ่มขึ้นของ
จํานวนซ้ํา CGG ในยีน FMR1 แตพบผูปวย 3 ราย ที่มีอัลลีลอยูในชวงอินเตอรมีเดียด 
(intermediate) คือ 44 46 และ 52 ซํ้า และในการศึกษานี้ไดทดสอบจีโนไทปของสนิปสที่
ครอบคลุมทั้งยีน FMR1 (WEX44-WEX70-WEX82-WEX5-ATL1-rs25702) ดวยวิธีไบอัลลีลลิก
อารมพีซีอาร (Bialleic-ARMS PCR) เพ่ือศึกษาความสัมพันธของแตละสนิปสและแฮพโพลไทป
จําเพาะผูชายในกลุมผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS 128 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 
ราย   ผลการทดสอบความสัมพันธแตละสนิปสไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P > 
0.05)   แตการทดสอบความสัมพันธแฮพโพลไทปพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติใน
แฮพโพลไทป TGAG (WEX82-WEX5-ATL1-rs25702) ซ่ึงพบในผูปวย 4 ราย (รอยละ 3.1) แต
ไมพบในกลุมควบคุม (P = 0.0282, Pcorrected = 0.039) ซ่ึงความแตกตางดังกลาวอาจเกิดขึ้น
โดยบังเอิญและควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป ในการศึกษาครั้งนี้จึงยังสรุปไมไดวายีน FMR1 
เปนปจจัยสงเสริมที่ทําใหเกิดภาวะออทิซึมในคนไทย 
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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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16. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)บน

ยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

62 

17. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)บน
ยีน FMR1 ในผูปวยผูชายทัง้หมดที่มีประวัติพัฒนาการทางดานภาษาลาชาใน
ครอบครัวเปรียบเทียบกับลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

63 

18. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคมุโดยใชโปรแกรม Haploview 

65 

19. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทิซึม
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

66 

20. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดที่มี non-
verbal IQ นอยกวา 80 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 

67 

21. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีประวตัิ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัวเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช
โปรแกรม Haploview 

68 

22. ลักษณะทางคลินิกของผูปวยออทิซึมที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในชวง intermediate 79 
23. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมผูชาย 80 
24. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG เปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยผูชายทั้งหมด 128 

ราย กับกลุมควบคุมทั้งหมด 663 ราย 
81 

25. ความถี่อัลลีลของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ 87 
26. การเปรียบเทียบความถี่อัลลีลแตละเชื้อชาต ิ 88 
27. ประวัตขิองผูปวยออทิซึม และ PDD-NOS ที่มีแฮพโพลไทป TGAG 92 
28. ความชุกของออทิซึมในแตละประเทศ 110 
29. ยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึม 112 
30. ตําแหนงสนิปสบนยีน FMR1 114 
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รายการภาพประกอบ 
 

รูปที่  หนา 
1.  ความถี่ของผูปวยชายทีมี่พฤติกรรมออทิซึมซ่ึงตรวจพบการผาเหลาในยีน FMR1

และผูปวยชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มีพฤติกรรมออทซึิม 
16 

2.  แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวย
ออทิซึม 

27 

3.  แผนผังแสดงขั้นตอนวิธกีารศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 

28 

4.  ภาพแสดงตําแหนงที่ตองการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อทดสอบจํานวนซ้ําของ CGG       29 
5.  ภาพแสดงตําแหนงของที่ถูกเพิ่มปริมาณดวยวิธ ีMethylation-Specific PCR 31 
6.  ตําแหนงสนิปสที่ครอบคลุมทั้งยีน FMR1  34 
7.  ภาพแสดงไพรเมอร 4 ตาํแหนงในการทดสอบดวยวธิี Biallelic-ARMS PCR 36 
8.  ภาพแสดงหนาจอหลักของโปรแกรม Haploview V4.0 42 
9.  ฟลมแสดงตัวอยางผลการตรวจกรองจํานวนซ้ําดวยวิธีพีซีอารสําหรับการทดสอบ 

จํานวนซ้ํา CGG (Brown et al., 1993) 
45 

10. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของตัวอยางผูชายที่มีจํานวนซ้ํา CGG อยูในชวง 
intermediate ที่ถายทอดจากแมดวยวิธีฟลูออเรสเซนต 

46 

11. การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูชายทั้งหมด 128 ราย 47 
12. ภาพแสดงผลเจลอะกาโรสของวิธี Methylation-Specific PCR 51 
13. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX44   52 
14. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX70 53 
15. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX82 54 
16. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ WEX5   55 
17. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ ATL1   56 
18. ภาพแสดงผลเจลอะครลิาไมดของ rs25702 57 
19. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (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 



     
(10)

รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 

รูปที่  หนา 
25. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX82 75 
26. การเปรียบเทียบผลของจีโนไทปของสนิปส WEX44 WEX70 และ WEX82    

กับสนิปสในฐานขอมูล rs1868140 rs45631657 และ rs5904648 โดยใช
โปรแกรม ClustalX 

76 

27. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทยผูชายทีเ่ปนกลุมควบคุม 
ทั้งหมด 663 อัลลีล  

82 

28. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ที่พบบอย 83 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

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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สัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 
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 

 
บทนําตนเร่ือง 
 
 ออทิซึมเปนภาวะความผิดปกติทางสมองที่ทําใหมีความบกพรองของพัฒนาการ
สามดานหลัก ไดแก ภาษาและการสื่อสาร การสรางสัมพันธภาพระหวางบุคคล  รวมถึงความ
สนใจและพฤติกรรมที่จําเพาะซ้ําเดิม  อาการเหลานี้เกิดในชวงตนของชีวิตมักเริ่มมีอาการกอน
อายุ 3 ขวบ ในปจจุบันยังไมสามารถระบุสาเหตุที่แนชัดของออทิซึมได แตจากการศึกษาในพี่
นอง และฝาแฝดพบวาพันธุกรรมที่เกิดจากหลายยีนนาจะเปนสาเหตุสําคัญที่เกี่ยวของกับการ
เกิดภาวะออทิซึมรวมถึงอาจมีปจจัยจากสิ่งแวดลอมรวมดวย จากการตรวจสอบระดับพันธุกรรม
ในผูปวยออทิซึมพบความผิดปกติที่มีสาเหตุจากยีนเดี่ยวหลายโรค เชน กลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะ กลุมอาการเรตต และทูเบอรรัสสเครอโรซิส เปนตน 
 กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะเกิดจากการผาเหลาที่มีการเพิ่มขึ้นของจํานวน
ซํ้า CGG ในยีน FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) และมีการเติมหมูเมธิลที่มากเกิน
ปกติที่ตําแหนงโปรโมเตอร (CpG island) จึงยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน FMRP (fragile X 
mental retardation protein) ซ่ึงสงผลตอการสื่อของเซลลประสาท (synapticity) การศึกษา
พฤติกรรมในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะพบวารอยละ 16-47 มีอาการที่ครอบคลุม
ตามเกณฑวินิจฉัยของออทิซึม และการตรวจกรองผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึมพบวาประมาณ
รอยละ 1.9-12 มีสาเหตุมาจากการผาเหลาของยีน FMR1  
 จากลักษณะทางคลินิกที่คลายคลึงกันในดานพฤติกรรมบางอยางระหวางกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะและออทิซึม ภาวะออทิซึมมีจํานวนผูชายที่เปนโรคมากกวาผูหญิง 
ขอมูลสนับสนุนจากการศึกษาการถายทอดในครอบครัวผูปวยออทิซึม (linkage study) ที่
ครอบคลุมตําแหนง Xq27.3 ผลการศึกษาจีโนมไวดสแกนที่พบในบริเวณ Xq รวมถึงมีรายงาน
การผาเหลาของยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึม เปนประเด็นที่นาสนใจวายีน FMR1 อาจเปนยีน
หน่ึงในการสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึมแบบพหุปจจัย ซ่ึงที่ผานมามีเพียงรายงานเดียวที่ศึกษา 
สนิปสหน่ึงตําแหนงในยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึม 
  การศึกษาในครั้งน้ีเปนครั้งแรกที่ศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 กับออทิซึม 
โดยใชสนิปสที่ครอบคลุมทั่วทั้งยีนในการศึกษากลุมผูปวยออทิซึมคนไทยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม 
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การตรวจเอกสาร 
 
ออทิซึม 
 
 ออทิซึม (Online Mendelian in Man, OMIM 209850) เปนภาวะทีมี่พฤติกรรม
ซํ้าซอน (pervasive developmental disorder) จําแนกไดจากความผิดปกติจากการสื่อสาร ดาน
สังคม และพฤติกรรมและความสนใจทีจํ่าเพาะซ้ําเดิม นอกจากนั้น Pervasive developmental 
disorder not otherwise specified (PDD-NOS) เปนภาวะที่มีอาการไมครบทัง้สามดานหรือมี
แสดงอาการเมื่ออายุมากกวาสามขวบ พ้ืนฐานของการวินิจฉัยดังกลาวมาจากอาการชักในผูปวย
ประมาณรอยละ 30 และการมีภาวะปญญาออนจากการทดสอบระดับสติปญญาโดยไมใชภาษา 
(non verbal  IQ) ที่พบประมาณ รอยละ 70 ของผูปวยทั้งหมด รวมถึงโรคเกี่ยวกับระบบ
ประสาทอื่นๆ (Simonoff et al., 1996) ผูปวยออทซึิมสวนใหญมีพัฒนาการลาชาในระดับปาน
กลางถึงรุนแรง แตพบวาประมาณรอยละ 20 ของผูปวยออทิซึมมี IQ ในชวงปกติ จากการ
ประเมินดวย standard cognitive tests และเรียกกลุมน้ีวา high functioning autism (HFA) 
(Fombonne, 2003)  
 ในป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Fombonne ไดรวบรวมและวิเคราะหขอมูลการ
สํารวจความชกุของออทิซึมทั่วโลกเริ่มตั้งแตป พ.ศ. 2539 (ค.ศ. 1966) พบวา มีความชุกของ
ออทิซึมสูงเพ่ิมมากขึ้นตั้งแตกลางป พ.ศ. 2523 (ค.ศ. 1980) จาก 3-5 คน เปน 10 คน ตอ
ประชากร 10,000 คน และพบในผูชายมากกวาผูหญิงในอัตราสวน 4:1 (Fombonne, 2002) การ
เพ่ิมขึ้นอาจมาจากการเปลีย่นเกณฑการวินิจฉัยใหครอบคลุมอาการของโรคมากขึ้น รวมถงึมี
ผูสนใจศึกษาอยางแพรหลาย  ปจจุบันเกณฑการวนิิจฉัยที่ใชเปนมาตรฐาน ไดแก Autism 
Diagnostic Interview (ADI) Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) และ Autism 
Diagnostic Observation Schedule (ADOS) เปนตน นอกจากนั้นมาตรฐานการวินิจฉัย 
American Psychiatric Association Manual of Psychiatric Diseases, 4th edition (DSM-IV) 
เปนมาตรฐานที่ใชกันทัว่ไป (Clifford, 2007)  สําหรับในประเทศไทยมีการรายงานความชุกของ
ออทิซึม 9.9 คน ตอประชากร 10,000 คน (Poolsuppasit et al., 2005) โดยใชอางอิงตามเกณฑ 
DSM-IV และผลการสํารวจความชุกแตละประเทศตามรายละเอียดทีแ่สดงในภาคผนวก ก 
  สาเหตุของออทิซึมแบงเปนที่ไมทราบสาเหตุ (idiopathic) รอยละ 90-95 และ
จากปจจัยอ่ืน (secondary) รอยละ 5-10 ออทิซึมที่ไมทราบสาเหตุอาจมาจากพันธุกรรมหรือ
ความเสี่ยงจากสิ่งแวดลอมหรือทั้งสองปจจัยรวมกัน การศึกษาในฝาแฝดไขรวมใบที่มียีนรวมกัน 
รอยละ 100 เปนออทิซึมเหมือนกัน (concordance rates) รอยละ 60-90  (Bailey et al., 1995) 
และการศึกษาอัตราการเปนซํ้าในพี่นอง (recurrence rate) ประมาณรอยละ 2-8 และอัตรา



 

 3

พันธุกรรม (heritability) มากกวารอยละ 90  (Bailey et al., 1998; Cook, 2001; Le Couteur et 
al., 1996; Freitag, 2007) เปนหลักฐานวาออทิซึมเปนภาวะที่มีปจจัยทางพันธุกรรมคอนขางสูง 
 การศึกษาทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุลสําหรับผูปวยออทิซึมที่ไมทราบสาเหตุ
ใชวิธีการวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว (linkage analysis) และการวิเคราะหความสัมพันธ 
(association study)  การวิเคราะหการถายทอดในพี่นองที่เปนออทิซึมในครอบครัวมี
วัตถุประสงคเพ่ือหาตําแหนงของยีนที่กอใหเกิดโรค โดยศึกษาแนวโนมของอัลลีลที่ใกลเคียงกนัมี
การถายทอดไปดวยกัน เชน การศึกษาทั้งจีโนมโดยใชเครื่องหมายพันธุกรรมที่หนาแนน
ครอบคลุมทุกโครโมโซม หรือศึกษาเฉพาะตําแหนงที่สนใจ จากการศึกษาการถายทอดใน
ครอบครัวพบวามีหลายโครโมโซมที่เกี่ยวของกับออทิซึม เชน 1q 2q 7q 13q 16q 17q และ 19q 
เปนตน (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) และพบหลักฐานอางอิง
ของออทิซึมกับโครโมโซมเอกซในตําแหนง Xp และ Xq (Philippe et al., 1999; Shao et al., 
2002; Yonan et al., 2003; Vincent et al., 2005) 
 การวิเคราะหความสัมพันธใชหลักการของเครื่องหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับ
ตําแหนงที่เสี่ยงตอการเกิดโรค (disease-risk variant) ที่มีการถายทอดไปดวยกันเพ่ือหายีนที่มี
ความนาจะเปนที่กอใหเกิดโรค (susceptibility gene) การวิเคราะหความสัมพันธในประชากร
ทั่วไป (population-based) เปนการทดสอบวาพบเครื่องหมายพันธุกรรมที่จําเพาะในคนที่เปน
โรคบอยกวาในประชากรปกติ แตหากการเลือกกลุมประชากรที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรม
ใกลเคียงกันและแฝงอยูในประชากรที่ศึกษาโดยไมทราบมากอน (population stratification) อาจ
ทําใหผลการทดสอบมีกําลังลดลง ซ่ึงกําลัง (power) เปนความนาจะเปนของความถูกตองของ
การทดสอบความสัมพันธ และการวิเคราะหความสัมพันธในครอบครัว (family-based) เปน
วิธีการที่ไมมีขอผิดพลาดจากการเลือกกลุมควบคุม โดยการวิเคราะหอัลลีลของพอและแมที่
ถายทอดใหลูกที่เปนโรค (transmitted) เปรียบเทียบกับอัลลีลที่ไมไดถายทอดเปนกลุมควบคุม 
(not transmitted) ซ่ึงใชในการศึกษาการถายทอดยีนที่เสี่ยงตอการเกิดโรคได และมีการใชวิธีน้ี
อยางแพรหลายในการศึกษาโรคที่มีความซับซอน เชน เบาหวาน มะเร็งเตานม และอัลไซเมอร 
เปนตน แตวิธีการนี้จะลดกําลังของการทดสอบเนื่องจากตองเลือกตัวอยางพอแมที่เปนเฮทเทอโร
ไซกัส และขาดขอมูลการศึกษาในตัวอยางที่เปนโฮโมไซกัส รวมถึงอาจไดขอมูลจีโนไทปของพอ
และแมไมครบในกรณีที่ศึกษาโรคที่แสดงอาการตอนอายุมาก (late onset disorder)  (Cardon 
et al., 2001) 
 การศึกษาความสัมพันธของภาวะออทิซึมและยีนตางๆ มีที่มาจากการศึกษา 
จีโนมไวดสแกน การศึกษาหนาที่ของยีน (functional study) หรือการศึกษาในสมองผูปวย เปน
ตน จากรายงานที่ผานมามีหลายยีนที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบระหวาง
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กลุมผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุมโดยใชสนิปสเปนเครื่องหมายพันธุกรรม เชน ยีน CNTNAP2 
(contactin associated protein-like 2) ตาํแหนง 7q35 ซ่ึงมีการเลือกตัวอยางผูปวยออทิซึมโดย
ใชเกณฑอายทุี่พูดคําแรก (age at first word) (Alarcon et al., 2008) ยีน MET (met proto-
oncogene) ตําแหนง 7q31 ที่ศึกษาสนิปสในตําแหนงโปรโมเตอร และไดมีการศึกษาการ
แสดงออกของยีน MET พบวามีการสรางโปรตีนลดลงในผูปวยออทซึิม (Campbell et al., 2006) 
นอกจากนั้นการศึกษาในยนี RELN (reelin) ตําแหนง 7q22 พบวาจํานวนซ้าํของ GGC ใน
ตําแหนง 5’ UTR ที่มีจํานวนซ้ํามากกวา 10 ซํ้า เกี่ยวของกับการแสดงออกของโปรตีนที่ลดลง 
(Persico et al., 2006) เปนตน  

 สําหรับปจจัยอ่ืน (secondary autism) ที่เปนสาเหตุของการแสดงพฤติกรรม
ออทิซึมพบในโรคที่เกิดจากพันธุกรรม เชน กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (fragile X 
syndrome) ซ่ึงที่พบบอยที่สุดประมาณรอยละ 1.9-12 และกลุมอาการเรตต (Rett syndrome) 
พบประมาณรอยละ 0.5 สําหรับทูเบอรรัส สเครอโรซิส (tuberous sclerosis) นิวโรไฟโบรมาโต
ซิส (neurofibromatosis) ฟนิลคีโตนเูรีย (phenylketonuria) และความผิดปกติของโครโมโซม 
(chromosomal abnormalities) เชน การมีจํานวนซ้ําเพิ่มขึ้นของโครโมโซม 15q (duplication) 
พบประมาณรอยละ 1-2 (Freitag, 2007; Abrahams et al., 2008) นอกจากนั้นสาเหตุอ่ืนของ
ออทิซึมที่ไมเกี่ยวของกับพันธุกรรม เชน การรับประทานยาทาลิโดมายด กรดวาลโพรอิก การ
ด่ืมอัลกอฮอลหรือการติดเชื้อไวรัสขณะทีม่ารดาตั้งครรภ ซ่ึงสาเหตุเหลานี้พบไดนอยในกลุมออทิ
ซึม อยางไรก็ตามสภาวะเหลานี้อาจเปนปจจัยที่เกี่ยวของเน่ืองมาจากมีพฤติกรรมที่เหมือนกัน
กับออทิซึม (phenocopies) (Moore et al., 2000; Williams et al., 2001; Fombonne, 2003) 
 จากขอมูลของลักษณะทางคลินิก ลักษณะทางกายวิภาคของสมอง และขอมูล
ของแตละรายงานที่พบวามีหลายยีนที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะออทิซึม มีการตั้งสมมุติฐานของ
การเกิดภาวะออทิซึมวาเกี่ยวกับการทํางานรวมกันของยีน (gene-gene interaction) และยีนกับ
สิ่งแวดลอม (gene-environment interaction) ซ่ึงยีนที่สัมพันธกับออทิซึมโดยสวนใหญจะ
เกี่ยวของกับพัฒนาการของสมองและการสื่อของเซลลประสาท กลุม Neurotransmitter 
transporter เชน ยีน SLC6A4 ผลิต serotonin transporter (5-HHT) ที่ทําหนาที่ในการสื่อของ
เซลลประสาทกับเซลลอ่ืน และ GABA (γ-aminobutyric acid) ทําหนาที่ยับยั้งการสื่อของเซลล
ประสาทในสมองของมนุษย สวนยีนที่เกี่ยวของกับ secreted molecules เชน RELN ที่ผลิต
โปรตีน reelin ซ่ึงทําหนาที่สําคัญในการเคลื่อนที่และการเชื่อมตอของประสาท นอกจากนั้นยีนที่
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงรูปรางของโครมาตินและการควบคุมการถอดรหัสที่พบในยีนบน
โครโมโซมเอกซ ไดแก MeCP2 และ FMR1 เปนสาเหตุของกลุมอาการเรตตและกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะตามลําดับ เปนสาเหตุหน่ึงที่พบในผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึม (Persico 
et al., 2006) โดยขอมูลของยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึมทั้งจากการศึกษาความสัมพันธ 
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การถายทอดไปดวยกัน (transmission disequilibrium) การวิเคราะหโดยใชสนิปส และการผา
เหลาของยีนดังรายละเอียดที่แสดงในภาคผนวก ก 
 
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 

กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ เปนภาวะปญญาออนที่ถายทอดทาง
พันธุกรรมที่พบบอยที่สุด ความชุกในผูชาย 1:4,000-6,000 และผูหญิง 1:8,000 (Youings et 
al., 2000) ผูปวยมีภาวะปญญาออนในระดับปานกลางถึงรุนแรง  คาเฉลี่ยระดับสติปญญา (IQ) 
ประมาณ 20-60 ลักษณะทางคลินิกในเดก็ชายอายุนอยหรือผูหญิงอาจจะไมชัดเจน แตในผูชาย
จะเห็นไดชัดเม่ือยางเขาวัยรุน ลักษณะทัว่ไปที่พบ ไดแก หนายาว หูกาง และอัณฑะโต ผูปวย
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะมีพฤตกิรรมคลายออทิซึม เชน ซนอยูไมน่ิง เรียนรูไดยาก และ
มีปญหาดานภาษา เปนตน (Oostra et al., 2001; Hatton et al., 2006)  ชื่อของกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ มีที่มาจากจุดแตกหักปรากฏที่ปลายโครโมโซมเอกซจากการตรวจ
โครโมโซม (Cytogenetic analysis) เรียกวา FRAXA (Fragile site, X chromosome, A site) 
อยูบนตําแหนง Xq27.3 (Jin and Warren, 2000) สาเหตุหลักที่กอใหเกิดกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะ (รอยละ 99) เน่ืองมาจากการเพิ่มของจํานวนซ้ําของไตรนิวคลีโอไทด CGG มาก
เกินปกติ (มากกวา 200 ซํ้า) ที่ตําแหนง 5΄ UTR ของเอกซอนแรกในยีน FMR1 ซ่ึงสัมพันธกับ
การเติมหมูเมธิลมากเกินปกติในตําแหนง CpG island ซ่ึงเปนโปรโมเตอรทําใหไมสามารถสราง
โปรตีน FMRP (fragile X mental retardation 1 protein) (Verkerk et al., 1991)    

จํานวนซ้ํา CGG ในคนปกติอยูในชวง 6-40 ซํ้า คนที่มีอัลลีลในชวงอินเตอรมี
เดียด (intermediate) มี 41-54 ซํ้า และคนทีเ่รียกวาเปนพาหะ (premutation) มี 55-200 ซํ้า 
นอกจากนี้พบวาผูปวยประมาณรอยละ 40 มีความผิดปกติแบบโมเซอิก (mosaicism) ที่อาจมีอัล
ลีลทั้งในชวงเปนโรค พาหะ และปกติ หรือมีทั้งอัลลีลในชวงที่เปนโรคที่ถูกเมธิลเลชั่น และไมถกู
เมธิลเลชั่น ถงึแมวาคนที่เปน premutation มีเมธิลเลชั่นที่ปกติในยีน FMR1 แตจํานวนซ้ําของ 
CGG อาจมีการเพิ่มมากขึ้นเม่ือมีการถายทอดในรุนถดัไปผานทางมารดา (Feng et al., 1995; 
Jin and Warren, 2000)  ซ่ึงโอกาสที่มารดาเปน premutation มีความเสี่ยงที่กลายเปนโรค
ขึ้นกับขนาดของจํานวนซ้ํา   หากจํานวนซ้ํา CGG เกิน 100 ซํ้า มีโอกาสใกลรอยละ 100 ที่จะมี
บุตรทีเ่ปนโรค (Full mutation) แตจากการรายงานของ Nolin และคณะ (2003) พบวาจํานวนซ้าํ 
59 ซํ้า มีจํานวนซ้ําต่ําสุดทีเ่พ่ิมขึ้นจนกลายเปนโรคในชวงรุนเดียว  จากรายงานพบวาคนที่มีอัล
ลีลในชวง intermediate ประมาณรอยละ 10-30 อาจมีโอกาสเพิ่มจํานวนซ้ําเม่ือถายทอดเหมือน
คนที่เปนพาหะ (premutation) (Nolin et al., 2003)  และผูหญิงที่เปนพาหะรอยละ 21 
ประจําเดือนจะหมดกอนอายุ 40 ป (Premature ovarian failure, POF) (Sullivan et al., 2005) 
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และในผูชายมีภาวะทางระบบประสาทมีอาการความจําเสื่อมและสั่นคลายโรคพารคนิสัน เรียกวา 
Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS) จากการศึกษาการทํางานของระบบ
ประสาทระดับโมเลกุลในผูปวย FXTAS พบวาเอ็มอารเอ็นเอที่มี CGG ที่ยาวทําใหการเคลื่อนที่
ของ 40S ribosomal subunit ชาลง ทําใหไดระดับโปรตีนต่าํซึ่งจะสงสัญญาณใหเพ่ิมการ
ถอดรหัสของยีน เม่ือมีการสะสมของเอ็มอารเอ็นเอเพิ่มมากขึ้นอาจมีการสะสมในสมอง ซ่ึงสงผล
ใหมีความผิดปกติในระบบประสาท (neurodegeneration) (Oostra and Willemsen, 2003) 

การศึกษาจํานวนซ้ําของ CGG บนยีน FMR1 ในคนปกติพบวามี AGG คั่นใน
ทุกตําแหนง 9 หรือ 10 ของจํานวนซ้ํา CGG และทีป่ลายทางดาน 3’ จะเปนจํานวนซ้ํา CGG ที่
ยาว ผลของการขาดการคั่นของ AGG มีผลสําคัญตอการผาเหลาที่มีโอกาสเพิ่มจํานวนซ้ําสูงขึ้น
จนเปนพาหะหรือเปนโรค  อัลลีลในชวงที่เปนพาหะจะไมมี  AGG หรือมีเพียง 1 ตําแหนง ที่
ปลายทางดาน 5’ และทีป่ลาย 3’ มีจํานวน CGG ที่มีความยาวมากกวา 34 ซํ้า  ดังน้ัน 
โครงสรางของจํานวนซ้ํา AGG จึงมีบทบาทสําคญัในการรักษาเสถียรภาพขณะการสังเคราะหดี
เอ็นเอ (DNA replication) เพ่ือปองกันการโปงของดีเอ็นเอ  (DNA slippage) ในชวงไมโอซิสหรือ
กอน embryonic development (Eichler et al., 1996; Crawford et al., 2000; Jin and 
Warren, 2000) 

ชวงเวลาและกลไกที่เกิดเมธิลเลชั่นในยีน FMR1 ยังไมทราบชัดเจน การศึกษา
กอนหนานี้มีรายงานวาอัลลีลของ intact ovaries ของตัวออนระยะฟตัส (fetus) ที่เปนกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะมีจํานวนซ้ํา CGG ที่อยูในชวงเปนโรคแตยังไมมีการเมธิลเลช่ัน 
และจากการศึกษาในชิ้นเนื้อรกในชวงเวลาของการพัฒนาที่แตกตางกันพบวามีความแตกตาง
ของแตละระดับของเมธิลเลช่ัน ซ่ึงบงบอกไดวาเวลาการเกิดเมธิลเลช่ันเกิดในชวงกวางและมี
ความตอเน่ือง ยกตัวอยางเชนการศึกษาตัวออนระยะฟตัส (fetus) ผูชายที่เปนกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะไมพบเมธิลเลชั่นในชิ้นเนื้อรก (chorionic villi) ที่มีอายุ 10 สัปดาห แตพบ
เมธิลเลชั่นในเนื้อเยื่อของตัวออน (Sutherland et al., 1991) ซ่ึงไมแตกตางจากการศึกษาของ 
Sutcliffe และคณะ (1992) ที่พบเมธิลเลชั่นไมครบทุกเซลล (mosaic methylation pattern) ใน
ชิ้นเนื้อรกของฟตัสผูชายที่เปนกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะอายุ 11 สัปดาห    แตจากการ
ตรวจชิ้นเนื้อฟตัสในตัวอยางเดียวกันเม่ืออายุ 13 สัปดาห พบเมธิลเลชั่นแบบสมบูรณ และ
รายงานของ Willemsen และคณะ (2002) ที่ศึกษาปริมาณโปรตีน FMRP พบวามีการแสดงออก
ปกติในชิ้นเนื้อรกในฟตัสผูชายที่เปนกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะอายุ 10 สัปดาห แต
โปรตีนหายไปเมื่ออายุ 12.5 สัปดาห และในผูหญิงที่เปนโรคตรวจพบทั้งชิ้นเนื้อรกที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน FMRP และไมมีการแสดงออกเมื่ออายุมากกวา 13 สัปดาห ซ่ึงเกิดจาก
การกดการทํางานของโครโมโซมเอกซแบบสุม (random X-inactivation) กลไกของเมธิลเลชั่นใน
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะจากการศึกษาที่ผานมาพบวาเม่ือมีการเติมหมูเมธิลที่คารบอน
ตําแหนงที่ 5 บนวงแหวนไซโตซีนในตําแหนงที่ C ติดกับ G (CpG) โดยเอนไซม DNA 
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methyltransferase โปรตีน MeCP2 (methyl CpG binding protein 2)     จะเขาไปจับกับหมู
เมธิลบนดีเอ็นเอ และมีการเปลี่ยนแปลงโปรตีนฮิสโตนโดย histone deacetylase และ histone 
methyltransferase ทําใหโครมาตินมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางและมีการจับกันแนนขึ้นระหวางดี
เอ็นเอและโปรตีน รวมถึงการจับของ transcriptional repressor สงผลให transcription factor 
ไมสามารถเขามาจับที่ตําแหนงโปรโมเตอรจึงยับยั้งการแสดงออกของยีน (Costello and Plass, 
2001; Fuks et al., 2003; Wade, 2005)  

โปรตีน FMRP มีความสาํคัญตอการพฒันาของสมอง (brain development) 
เน่ืองจากเกี่ยวของกับการสื่อของเซลลประสาท (synaptogenesis) ใน cerebral cortex 
cerebellum hippocampus และ synaptic pruning  (Comery et al., 1997; Irwin et al., 2000; 
Oostra and Willemsen, 2003) ดังน้ันพัฒนาการลาชาในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะมีสาเหตุเบื้องตนจากการขาดโปรตนี FMRP และในผูหญิงจะมีการแสดงอาการที่นอยกวา
ผูชายเนื่องจากมีโครโมโซมเอกซ 2 แทง ซ่ึงอาจมียีน FMR1 ที่ปกติอยูบนโครโมโซมเอกซที่
ทํางาน (active) จึงมีการสรางโปรตีน FMRP ไดบาง ดังน้ันผูหญิงที่เปนโรคเพียงรอยละ 50-71 
ที่พบความบกพรองของสติปญญาที่แสดงออกอยางชัดเจน (de Vries et al., 1996)  

มีรายงานนอยกวารอยละ 1 ที่พบความผิดปกติของกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะที่เกิดจากการผาเหลาแบบ 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. การผาเหลาในตําแหนงทีแ่ปลงเปนโปรตีน และการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอใน
ยีน FMR1 ที่ทําใหเกิดกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 

ผูรายงาน การผาเหลา 
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 ครอบคลุมตําแหนงโปรโมเตอร
ถึงตําแหนง CGG repeat 

Trottier et al., 1994 
 

การขาดหายไปของบางสวนในยีน FMR1 และสวน 
upstream ของโปรโมเตอร 70-100 kb  

Hirst et al., 1995 การขาดหายไป 660 bp ครอบคลุมตําแหนงโปรโมเตอร
ถึงตําแหนง CGG 

 การขาดหายไปของยีน 25 kb ครอบคลุมตั้งแต 5’ UTR 
ถึงเอกซอน 11 

de Graaff et al., 1995 การขาดหายไป 75-53 bp ใกลกับตําแหนง CGG 
repeat  

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

del: deletion 
fs: frameshift mutation 
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ยีน FMR1   
 
ยีน FMR1 ประกอบดวย 17 เอกซอน ความยาวประมาณ 38 กิโลเบส อยูบน

โครโมโซมเอกซตําแหนง Xq27.3 และพบตําแหนง splicing หลายตําแหนงทางดาน 3’ จํานวน
ซํ้าของ CGG อยูในเอกซอนแรกของ 5’ UTR ซ่ึงอยูหางจาก CpG island ที่เปนโปรโมเตอรของ
ยีน FMR1 ประมาณ 250 คูเบส (Verkerk et al., 1991; Eichler et al., 1993) การศึกษา
ตําแหนงการควบคุมการถอดรหัส (transcription regulation) โดยใชวธิี footprint analysis 
พบวามีหลายตําแหนงบนดีเอ็นเอที่ transcription factor เขาจับ ไดแก α-PAL/NRF Sp1 
H4TF1/Sp1-like และ c-myc เปนตน ซ่ึงอยูในชวงประมาณ 91 คูเบส (-131 ถึง -30) ของ    
โปรโมเตอรที่ตั้งอยูทางดานบนหางจากตําแหนง transcription start site ประมาณ 40 คูเบส ซ่ึง
อาจเปนสวนของ cis-regulatory element ในการแสดงออกของยีน (Drouin et al., 1997) จาก
การศึกษาของ Beilina และคณะ (2004) ใชวธิี 5’ RLM-RACE (RNA ligase-mediated rapid 
amplification of cDNA ends) เพ่ือทดสอบวาจํานวนซ้ํา CGG มีผลตอตําแหนงที่เริ่มตนการ
ถอดรหัส (transcription site) พบวามีหลายตําแหนงที่อยูในชวงความยาวประมาณ 50 คูเบส  
ซ่ึงอยูกอนตําแหนงจํานวนซ้ํา CGG ประมาณ 130 คูเบส ซ่ึงถาเปนอัลลีล CGG ปกติจะมีจุดเริ่ม
การถอดรหัสตําแหนงเดียวกัน หากเปนอัลลีลในชวง premutation ตําแหนงการเริ่มตนการ
ถอดรหัสจะอยูกอนหนาตําแหนงปกติ จากผลการศึกษานี้ CGG อาจจะเปน enhancer หรือ 
modulator ของการถอดรหัส 

ยีน FMR1 มีสวนอนุรักษคอนขางสูงเม่ือเปรียบเทียบแตละสปชีส     พบความ
เหมือนกันของนิวคลีโอไทดระหวางมนุษยและหนูรอยละ 95 ในตําแหนงที่มีการถอดรหัส (open 
reading frame, ORF) และมีกรดอะมิโนเหมือนกันรอยละ 97 เชนเดียวกับที่ศึกษาในไก 
Xenopus leavis และลิงที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในตําแหนง 5’ UTR เชนกันแตมีจํานวนซ้ํานอยกวา
ที่พบในมนุษย จากการศึกษาความเหมอืนกันระหวางสปชีสในตําแหนง 5’ UTR และ 3’ UTR 
พบวาเปนตําแหนงที่ควบคมุการทํางานของยีน (regulatory function) (reviewed in Oostra and 
Chiurazzi, 2001) 

เอ็มอารเอ็นเอมีขนาด 4.4 กิโลเบส และโปรตีน FMRP มีหลายไอโซฟอรมซ่ึงมี
ความยาวสูงสดุ 632 กรดอะมิโน มวล 70-80 กิโลดาลตัน (reviewed in Oostra and Chiurazzi, 
2001) กรดอะมิโนประกอบดวย RNA-binding motif 2 แบบ ไดแก 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 จึงเคลื่อนที่ระหวางนิวเคลียสและไซโทพลาสซมึ 
การศึกษาการผาเหลาของโปรตีน FMRP ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง 304 จาก 
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Isoleucine เปน Asparagine (Ile304Asn) ที่อยูใน KH domain ตําแหนงที่ 2 ทําใหมีการมวน
ผิดปกติของตาํแหนง  KH domain (de Boulle et al., 1993)  

โปรตีน FMRP จับกับอารเอ็นเอในรูปของ messenger ribonucleoprotein 
complex ที่จับกับ polyribosome (Schaeffer et al., 2003) จากการศึกษาของ Sung และคณะ 
(2000) พบ mRNA ของสมองที่จับกับ FMRP ไดแก NT2 EST และ Tip60a และการศึกษาของ 
Brown และคณะ (2001) โดยใช microarray พบการจับของโปรตนี FMRP กับ mRNA ของ
โปรตีนที่สําคญัในสมอง เชน semaphorin Microtubule-associated protein (MAP1B) และ 
NAP22 เปนตน ซ่ึงพบในปลายของแอกซอนและ dendritic spines ซ่ึงโปรตีน FMRP ยัง
เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีนอ่ืน (post-transcriptional control) เชน จาก
การศึกษาเมื่อไมมี FMRP การแปลรหัสของ human Elongation Factor-1A จะถูกยับยั้ง (Sung 
et al., 2003) 

โปรตีน FMRP พบในหลายอวัยวะแตพบสวนใหญในระบบประสาทสวนกลาง
และอัณฑะ โดยถูกสังเคราะหมากใน dendritic spine เพ่ือตอบสนองตอการสื่อของเซลลประสาท 
(synaptic activity) โดย metabotropic glutamate agonist ซ่ึงมีการเพิ่มขึ้นของการจับกันของ 
polyribosome และกระตุนการสรางโปรตีน FMRP และจากการศกึษาของ Comery และคณะ 
(1997) พบ dendritic spine ที่มีขนาดยาวและรูปรางผอมผิดปกติในผูปวยกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะและในหนูทดลอง (Knockout mice) 
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ความสัมพันธของออทิซึมและกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 
พฤติกรรมของผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่คลายคลึงกับออทิซึม

ไมสามารถจําแนกผูปวยบางรายโดยเฉพาะในเด็กเล็ก ไดแก ปญหาทางดานภาษา ไมชอบการ
สัมผัส ไมสบตา การตื่นกลัวสังคม และการทํามือซํ้าๆ เปนตน (Bailey et al., 1998; Feinstein 
et al., 1998; Hatton et al., 2006; Rogers et al., 2001; Roberts et al., 2007) การศึกษา
ความสัมพันธระหวาง IQ และพฤติกรรมออทิซึมในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะพบ
ขอมูลที่แตกตางในแตละการศึกษา บางการศึกษารายงานวาผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะที่มีพฤติกรรมออทิซึมรวมดวยมักมี IQ ต่ํากวา (Kau et al., 2004) หรือมีพัฒนาการลาชา
กวาผูปวยที่เปนกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะอยางเดียว (Bailey et al., 2000; Rogers et 
al., 2001)  แตการศึกษาของ Mazzocco และคณะ (1997) ที่ศึกษาในคนที่เปนกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ ไมพบความสัมพันธระหวาง IQ กับพฤติกรรมออทิซึม แตผูปวยออทิซึมที่
ไมทราบสาเหตุมีพฤติกรรมการปรับตัว (adaptive behaviour) ผิดปกตินอยกวาผูปวยกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มีออทิซึมรวมดวยเม่ือเปรียบเทียบในอายุที่ใกลเคียงกัน (Kau et 
al., 2004) นอกจากนั้น Bailey และคณะ (2001) ไมพบความสัมพันธระหวางระดับโปรตีน 
FMRP และพฤติกรรมออทิซึมในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ ซ่ึงเปนหลักฐานวาอาจ
มีหลายยีนหรือปจจัยจากสิ่งแวดลอมที่เกี่ยวของกับยีน FMR1 ตอพฤติกรรมออทิซึม  

ความถี่ของพฤติกรรมออทิซึมในผูชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะมีการ
รายงานครั้งแรกโดย Brown และคณะ (1982) พบประมาณรอยละ 18.5 (reviewed in Brown et 
al., 1986) ตอมามีการสนใจศึกษาเพิ่มมากขึ้น จากการรายงานพบกลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะในเด็กผูชายมีพฤติกรรมออทิซึมที่ครบทั้ง 3 ดานหลักประมาณรอยละ 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) และในผูหญิงที่มีกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะพบรอยละ 
3-9.7 (Mazzocco et al., 1997; Bailey et al., 1993; Clifford et al., 2007) ซ่ึงนอยกวาที่มีการ
รายงานในผูชาย อาจจะเนื่องจากเปนกลุมอาการ X-linked แตอยางไรก็ตาม แตละการศึกษามี
ความหลากหลายของวิธีการในการทดสอบกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะและออทิซึม ซ่ึงไม
สามารถเปรียบเทียบผลระหวางการศึกษาได 
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ตารางที่ 2. ความถี่ของผูปวยผูชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มพีฤติกรรมออทิ
ซึม  
 

ผูรายงาน รอยละที่พบความ
ผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย
ออทิซึม 

การตรวจพบกลุม
อาการโครโมโซม

เอกซเปราะ 
Brown et al., 1982 18.5 (5/27) N/A รอยละ 3 ของเซลล

จากการตรวจ
โครโมโซม 

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

รอยละ 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 เซาทเทิรนบลอท 
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: ในรายงานที่อางอิงไมไดระบุวธิีการทดสอบที่ชดัเจนในการตรวจสอบกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะวาเปนวิธีพีซีอารหรือเซาทเทิรนบลอทหรือวิธีอ่ืนๆ 
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ในขณะเดียวกันมีการศึกษาความถี่ของผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึมที่มีสาเหตุ
จากกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะดวยวิธีการตรวจโครโมโซม ดังแสดงในตารางที่ 3 แตการ
ทดสอบดวยวิธีดังกลาวมีความนาเชื่อถือนอยและไมสามารถเปรียบเทียบระหวางการศึกษาได 
เน่ืองจากการกําหนดเกณฑการตรวจสอบแตกตางกันในแตละการศึกษา เชน บางการศึกษา
กําหนดการพบตําแหนงโครโมโซมเอกซเปราะ FRAXA รอยละ 1 ของเซลลทั้งหมด ในขณะที่
บางการศึกษากําหนดเปนรอยละ 4 ของเซลลทั้งหมด 

 
ตารางที่  3.  ความถี่ของผูปวยผูชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมจากสาเหตุความผิดปกติของ
โครโมโซมตาํแหนง Xq27.3 ดวยวิธีการตรวจโครโมโซม  
 

ผูรายงาน รอยละที่พบ
ความผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย
ออทิซึม 

การตรวจโครโมโซมพบ
โครโมโซมเอกซเปราะ

คิดเปนรอยละ 
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 

(ยืนยันดวยวธิี  
เซาทเทิรนบลอท)* 

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

(ยืนยันดวยวธิีพีซีอาร)* 
* การยืนยันผลดวยวิธีเซาทเทิรนบลอทและพีซีอารทดสอบในบางตัวอยางที่พบโครโมโซมเอกซ  
เปราะที่พบมากในเซลล เชน พบรอยละ 46 
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วิธีการตรวจในระดับดีเอ็นเอ เชน พีซีอาร (PCR) และเซาทเทิรนบลอท 
(Southern blot) ถูกนํามาใชแทนการตรวจความผดิปกติโครโมโซมเนื่องจากใหผลที่ถูกตอง
มากกวา จากการศึกษาดวยวธิีน้ีพบความผิดปกติของยีน FMR1 ในผูชายที่เปนออทิซึม
ประมาณรอยละ 1.9-12 (Gurling et al., 1997; Reddy, 2005; Brown et al., 2004) ดัง
รายละเอียดในตารางที ่ 4 แตอยางไรก็ตามมีหลายการศกึษาที่ไมพบความผิดปกติของยีน 
FMR1 ในออทิซึม (Hallmayer et al. 1994; Holden et al., 1996; Gurling et al., 1997; Klauck 
et al., 1997; Poon et al., 1998) 

 
ตารางที่  4. ความถี่ของผูปวยผูชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมที่มีสาเหตุจากความผิดปกติ
ของยีน FMR1 ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ 
 

ผูรายงาน รอยละที่พบความ
ผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย 
ออทิซึม 

การตรวจสอบกลุม
อาการโครโมโซมเอกซ

เปราะ 
ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ 

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

N/A เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

 
Reddy, 2005 2.2 

(7/ 316) 
N/A เซาทเทิรนบลอท 

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 

 

เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

 
Holden et al., 1996 0 

(0 ครอบครัว ใน 19 
ครอบครัว multiplex) 

ADI ADOS 
และ ABC 

เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 
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ตารางที่  4. ความถี่ของผูปวยผูชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมที่มีสาเหตุจากความผิดปกติ
ของยีน FMR1 ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ (ตอ) 
 

ผูรายงาน รอยละที่พบความ
ผิดปกต ิ

เกณฑวินิจฉัย 
ออทิซึม 

การตรวจสอบกลุม
อาการโครโมโซมเอกซ

เปราะ 
ดวยการทดสอบดีเอ็นเอ 

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

N/A เซาทเทิรนบลอท 
 

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

multiplex) 

ADI และ 
ADOS 

เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

 

Poon et al., 1998 N/A N/A เซาทเทิรนบลอท 
และพีซีอาร 

ครอบครัว simplex: ครอบครัวที่มีบตุรออทิซึม 1 คน 
ครอบครัว multiplex: ครอบครัวที่มีบตุรออทิซึมมากกวา 1 คน ขึ้นไป 
AGRE: autism genetic resource exchange 

 
ในปจจุบัน การตรวจระดบัดีเอ็นเอของความผิดปกติในยีน FMR1 เปนการตรวจ

กรองเบื้องตนในผูปวยที่มีพฤติกรรมออทซึิมเน่ืองจากเปนวิธทีี่เชื่อถอืได และสะดวกกวาการ
ตรวจโครโมโซม และไดสรุปการรายงานความถี่ของสัมพันธระหวางออทิซึมและความผิดปกติ
ของยีน FMR1 ในผูชายดังรูปที่ 1 
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รูปที่ 1.  ความถี่ของผูปวยชายที่มีพฤติกรรมออทิซึมซึ่งตรวจพบการผาเหลาในยีน FMR1 
และผูปวยชายกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะที่มพีฤติกรรมออทิซึม 
 
ความสัมพันธของออทิซึมและยีน FMR1 
 
  การศึกษาความผิดปกติของยีน FMR1 ที่อาจเปนสาเหตุของออทิซึม
นอกเหนือจากการศึกษาการเพิ่มขึ้นของจํานวนซ้ํา CGG และการเมธิลเลชัน่ที่ผิดปกติในยีน 
FMR1 แลว ยังมีการศึกษาการถายทอดในครอบครัว (linkage study)  โดย Hallmayer และ
คณะ (1994) ศึกษาการถายทอดของยีน FMR1 ใน 35 ครอบครัวที่เปนออทิซึม โดยใช         
ไมโครแซตเทลไลท 6 ตําแหนง ไดแก DXS548 FRAXAC1 FRAXAC2 CGG repeat DXS998 
และ DXS1126 ไมพบหลักฐานวายีน FMR1 เปนสาเหตุของออทิซึม และในป พ.ศ. 2539 (ค.ศ. 
1996) Vincent และคณะ ไดการศึกษาการผาเหลาโดยใชวิธเีอสเอสซีพี (single-stranded 
conformation polymorphism, SSCP) ทั้ง 17 เอกซอน แตไมพบความสัมพันธ ตอมาในป พ.ศ. 
2547 (ค.ศ. 2004) ไดศึกษาความสัมพันธ (association study) ของสนิปส IVS10 ในอินทรอน
10 ในผูปวยออทิซึม AGRE ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทั้งการศึกษาในครอบครัวและ
ในประชากรทัว่ไป (Vincent et al., 2004) นอกจากนั้น Shinahara และคณะ (2004) มี
การศึกษาโดยใชวธิ ี polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism 
(PCR-SSCP) ในทุกเอกซอนของยีน FMR1 gene ในคนญี่ปุนทีเ่ปนออทิซึมพบเพียงวามีการ 
ผาเหลาการแทนที่ของเบส A เปน C ที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด 879 ในเอกซอน 9 ซ่ึงอยูใน
ตําแหนง splicing ที่อาจสงผลใหผลติโปรตีนที่ผิดปกต ิ แตยังไมใชหลักฐานทีส่ําคญัที่บงชีว้ายีน 
FMR1 สัมพันธกับออทิซึม แตอยางไรก็ตามการศึกษาความสัมพันธโดยใชสนิปสในยีน FMR1    
กับออทิซึมมีการรายงานนอยมาก จากการสืบคนขอมูลพบเพียงรายงานของ Vincent และคณะ 
(2004) เทานั้น 

ผูปวยมี 
พฤติกรรมออทิซึม 

กลุมอาการโครโมโซมเอกซ
เปราะ  

(การผาเหลาของยีน FMR1) 

รอยละ 16-47  
(เกณฑการตรวจวินิจฉัย

สําหรับออทิซึม) 

รอยละ 1.9-12 
(การตรวจระดับดีเอ็นเอ) 

ผูปวยกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะ  

(การผาเหลาของยีน FMR1) 

ผูปวยมี 
พฤติกรรมออทิซึม 
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เครื่องหมายพันธุกรรม 
 
  ในปจจุบันไดมีการนําเครื่องหมายพันธุกรรม เชน ไมโครแซทเทลไลท      
และสนิปส มาใชในการศกึษาหาสาเหตุของโรคหรือตําแหนงที่นาจะกอใหเกิดโรค สนิปสมีขอ
ดีกวาไมโครแซทเทลไลท คือ มีอัตราการผาเหลานอยกวาและมีจํานวนทีค่รอบคลุมในยีนที่
หนาแนนมากกวา และวิธีการศึกษาจีโนไทปของสนิปสยังเปนวิธีที่งายและประหยัดคาใชจาย 
เชน PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) และ Biallelic-ARMS PCR เปน
ตน (Ye et al., 2001; Brightwell et al., 2002a) นอกจากนี้ Brightwell และคณะ (2002b) ได
สรางแผนที่สนิปสที่ครอบคลุมตําแหนง FRAX ความยาวประมาณ 2.6 เมกกะเบส   พบสนิปส
ทุกประมาณ 1024 คูเบส โดยฐานขอมูลของสนิปสมีการรายงานในเวบ็ไซตของ National 
Center for Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) ดังแสดง
ในภาคผนวก ก 

สําหรับการศกึษาสนิปสในยีน FMR1 ที่ผานมาสวนใหญนําไปใชในการหา
สาเหตุของกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ เชน ตาํแหนงของ cis acting factor ที่อาจ
เกี่ยวของกับความไมเสถียรทําใหเพ่ิมจํานวนซ้ํา CGG (Ennis et al., 2007) หรือแฮพโพลไทปที่
จําเพาะกับคนที่เปนโรค (Gunter et al., 1998; Crawford et al., 2000)    การศึกษาสนิปสแฮพ
โพลไทปในคนไทยโดย Limprasert และคณะ (2001) ใชทั้งไมโครแซทเทลไลท             
(DXS548 FRAXAC1 และ FRAXE) และสนิปส (ATL1 และ IVS10+14C/T) แตไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะและกลุมควบคุม
การศึกษาตอมาในป พ.ศ. 2550 (ค.ศ. 2007) Thanakitgosate ไดเลือกสนิปสเพ่ิมเติม ไดแก 
WEX5 ในตําแหนง 5’ UTR และ rs25731 rs25702 และ rs25723 ในอินทรอน 3 13 และ 16 
ตามลําดับ  แตยังไมพบความสัมพันธของสนิปสแฮพโพลไทปของยีน FMR1 กับกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ ซ่ึงการศกึษาดังกลาวมีประโยชนในการนําสนิปสที่มีรายงานแลววามี
ความหลากหลายทางพันธกุรรม (polymorphism) ในคนไทยและมีการถายทอดไปดวยกัน 
(linkage disequilibrium)  มาศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 กับออทิซึม โดยในการศึกษานี้
ไดเลือกสนิปสเพ่ิมเติมในตาํแหนง 5’ UTR ที่คาดวาอาจมีผลตอการควบคุมการแสดงออกของ
ยีน ซ่ึงการศึกษาครั้งน้ีเปนครั้งแรกที่ศึกษายีน FMR1 ที่อาจเปนปจจัยที่สงเสริมในการทําใหเกดิ
ออทิซึมในผูปวยผูชายคนไทยที่มีภาวะออทิซึมโดยใชสนิปสที่ครอบคลุมทัว่ทั้งยีน 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพ่ือตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึม 
 
2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธของสนิปสและแฮพโพลไทปของยีน FMR1 ในผูปวยออทซึิม  

   
   



                                                                                                                              
    

19

บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 
วัสด ุ
 
ตัวอยางผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุม  
 

ตัวอยางผูปวย 
 
เก็บขอมูลทางคลินิกรวมทั้งประวัติเชื้อชาติและภูมิลําเนา 3 ชั่วรุนในตัวอยาง

ผูปวยโดยกุมารแพทยดานพัฒนาการเด็กจาก 2 สถาบันที่เขารวมวิจัยคือโรงพยาบาลรามาธิบดี
และมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ผูปวยทั้งหมด 151 ราย ประกอบดวย ผูปวยออทิซึมจํานวน 108 
ราย และผูปวย PDD-NOS จํานวน 43 ราย โดยผูปวยทุกรายในโครงการเปนตามขอกําหนด
ดังน้ี 

(1) ผานการตรวจตามเกณฑ Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders, 4th Edition (DSM-IV) วาเปนผูปวยออทซึิม หรือ PDD-NOS 
(Pervasive developmental disorder-not otherwise specified) 

(2) ไมมีประวัตคิลอดผิดปกติ และไมมีประวตัิการติดเชื้อทางสมอง 
(3) ไมมีลักษณะทางคลินิกเขาไดกับกลุมอาการที่ชัดเจน เชน กลุมอาการดาวน 

Prader-Willi syndrome และ Tuberous sclerosis  
(4) ทุกรายมีผลการตรวจโครโมโซมปกติ ในผูชายที่มีอาการชักมีผลการตรวจ 

common mutation ในยีน ARX ปกต ิ
(5) ในผูหญิงมีผลการตรวจ common mutation ในยีน MECP2 ปกต ิ 
(6) ผูปกครองยินยอมเขารวมโครงการ และมี Informed consent  

 ผูปวยทั้งหมดมีอายุเฉลี่ยของ 4 ป 3 เดือน ± 2 ป 3 เดือน และผูปวยไดผานการ
ตรวจวัดพฤตกิรรมโดยใช Vineland Adaptive Behaviour Scales (VABS) และมีผลทดสอบ 
non-verbal IQ (Binet-V) จํานวน 115 ราย ไดผลเฉลีย่ 65.21 ± 16.83  
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ตัวอยางกลุมควบคุม  
 
ตัวอยางกลุมควบคุมนํามาจากคลังเลือดของโรงพยาบาลธรรมศาสตรและ

โรงพยาบาลสงขลานครินทร จํานวน 212 ราย  โดยทุกรายผานการซักประวัติวาไมมีปญหาทาง
จิตเวชและพัฒนาการผิดปกติที่ชัดเจนใน 3 รุน โดยพิจารณาวาไมมีประวัติการรักษาใน
โรงพยาบาลอยูอยางตอเน่ืองหรือตองทานยาเพื่อลดปญหาสุขภาพจิตหรือปญหาเรื่องเรียน
หนังสือไมได นอกจากนี้ยังเก็บประวัติภูมิลําเนาและเชื้อชาติตั้งแตปูยาตายายลงมาเพื่อใหได
กลุมควบคุมที่มีพ้ืนฐานใกลเคียงกับกลุมผูปวยมากที่สุดและตองมีอัตราสวนระหวางผูปวยชาย
ตอผูหญิงเปนสัดสวนใกลเคียงกับตัวอยางผูปวยที่ใชในการศึกษา  แตไมจําเปนตองมีการจับคู
อายุระหวางผูปวยและกลุมควบคุม (age match) เพราะกลุมควบคุมในการศึกษานี้ตองการผูที่
ไมเปนออทิซึมจึงเลือกผูที่มีอายุผานจุดที่จะมีโอกาสเกิดออทิซึมได (beyond age of onset) 
เน่ืองจากออทิซึมมีอาการตั้งแตวัยเด็ก จึงเลือกกลุมที่สามารถให consent ไดเองคือมากกวาหรือ
เทากับ 18 ป  ลักษณะยีนที่ใชในการศึกษาจะไมเปลี่ยนแปลงตามอายุ (แมจะมีโอกาสเกิด 
mutation ไดแตเปนสวนนอยมาก ในทางทฤษฎีถือวายอมรับไดและในการปฏิบัติไมมีกลุม
ควบคุมที่ดีที่สุดแตจะเลือกที่ทําไดมากที่สุดในการคัดเลือกเทานั้น)  
  นอกจากนั้นไดมีการเก็บตัวอยางเลือดของผูชายที่ไมเปนโรคที่มีภูมิลําเนาใน
ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคใต และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคละ 50 คน เพ่ือนํามาศึกษาการ
กระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทย 
 ตัวอยางเลือดทั้ งกลุมผูปวยและกลุมควบคุมนํามาสกัดดี เ อ็นเอตามวิธี
มาตรฐานฟนอล-คลอโรฟอรม 
 
ตารางที่ 5. จํานวนผูปวยออทิซึม ผูปวย PDD-NOS และกลุมควบคุม 
 

เพศ (ราย) 
ตัวอยาง 

ชาย หญิง 
ทั้งหมด 

ผูปวยออทิซึม 89 19 108 
ผูปวย PDD-NOS 39 4 43 
ผูปวยทั้งหมด 128 23 151 
กลุมควบคุม 152 60 212 
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ไพรเมอร 
 
 ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอประกอบดวย 2 ชุดหลัก ไดแก ชุดที่ 1 
ใชสําหรับการตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 3 วิธี ไดแก พีซีอารสําหรับทดสอบ
จํานวนซ้ํา CGG แบบใชโพรบไฮบริไดสเซชั่นตามวธิีการของ Brown และคณะ (1993) และ
ฟลูออเรสเซนตออกแบบโดย Sripo และคณะ (2007)  การทดสอบดวยวิธีเมธิลเลชั่นสเปซิฟก
พีซีอาร (Methylation-Specific PCR) อางอิงตาม Zhou และคณะ (2004) นอกจากนี้มีไพรเมอร
อีก 1 คู ที่ใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพื่อยืนยันผลการทดสอบจํานวนซ้าํ CGG โดยวิธีหาลําดบัเบส 
(DNA sequencing) ดังรายละเอียดในตารางที่ 6  
 ไพรเมอรชุดที่ 2 ใชสําหรับการศึกษาจีโนไทปในแตละตําแหนงสนิปสที่ออกแบบ
เพ่ือทดสอบดวยวธิีไบอัลลลีลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS PCR) โดย WEX44 และ WEX82 
ไดออกแบบในการศึกษานี ้WEX70 อางอิงจาก Ennis และคณะ (2007) WEX5 และ rs25702 
ออกแบบโดย Thanakitgosate (2007) ATL1 จาก Brightwell และคณะ (2002a) ยกเวน     
ไพรเมอร ATL1GR อางอิงจาก Curlis และคณะ (2005) ดังรายละเอียดในตารางที่ 7 
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ตารางที่ 6. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจ
กรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ 
 
ลําดับ
ที่ 

ชื่อ ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการ
ทดสอบ 

1 1 GACGGAGGCGCCGCTGCCAGG  
2 3 GTGGGCTGCGGGCGCTCGAGG  

พีซีอารสําหรับ
ทดสอบจํานวน

ซ้ํา CGG 
3 FRAXA-

PSUF 
6FAM-CAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTCA 
GTG 

4 FRAXA-
PSUR 

GATGGGGCCTGCCCTAGAGCCAAGTA 

พีซีอารฟลูออ
เรสเซนต

สําหรับทดสอบ
จํานวนซ้ํา 

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

MS-PCR 
(mTP-PCR) 
สําหรับทดสอบ

ผูหญิง 
8 FRAXA-

PSUF 
CAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTCAGTG 

9 FRAXA-
PSUR 

GATGGGGCCTGCCCTAGAGCCAAGTAC 
DNA 

sequencing 
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ตารางที่ 7. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับทดสอบจีโน
ไทปของสนิปส 
 
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 
 
  เครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (3130 Genetic Analyzer, AB) 
  เครื่องถายภาพยูวี (Bioimaging system SynGene) 
 ตูไฮบริไดส (Robin Scientific)  
 ฟลมเอกซเรย 8X10 น้ิว พรอมคาสเซททสําหรับวางฟลม 
 อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวนอนพรอมเครื่องจายกระแสไฟฟา (GelMate2000, 
TOYOBO)  
  เครื่องเพ่ิมสารพันธุกรรม (PTC200, MJ Research) 
 เครื่องเพ่ิมสารพันธุกรรม (2720 Thermal cycler, AB) 
 เมมเบรนไนลอนประจุบวก (Hybond-N) 
 เซมิ-ดราย อิเล็กโตรบลอท (Biorad) 
 อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวตัง้พรอมเครื่องจายกระแสไฟฟา (Protean II Xi cell, 
20X20 cm, Biorad) 
  
 
สารเคมีอ่ืนๆ 
 
 องคประกอบและปริมาณของสารเคมี 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 แบงเปน 2 ขั้นตอนหลัก ไดแก 

1. การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยทั้งหมด (ออทิซึม
และ PDD-NOS) ทั้งในผูปวยผูชายและผูหญิง 

2. การศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 ในกลุมผูปวยชายออทิซึมและ  
PDD-NOS เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม 

 
การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-
NOS) 
 

ผูปวยทั้งผูชายและผูหญิงทัง้หมด 151 ราย ที่ผานการตรวจกรองความผิดปกติ
ของโครโมโซม การกลายพันธยีน ARX ในผูปวยทีมี่ประวัติการชกั และยีน MECP2 ในผูปวย
ผูหญิง นํามาตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะดวยวิธีพีซีอารทดสอบจํานวนซ้าํ 
CGG ซ่ึงสามารถใชวธิีการของ Brown และคณะ (1993) และวธิีเทคนคิฟลูออเรสเซนตดวย
เครื่องอัตโนมัติ Genetic Analyzer หากผลการทดสอบจํานวนซ้ํา CGG มีผลทีน่าสงสัย กลาวคือ
ไมปรากฏผลติภัณฑพีซีอาร ปรากฏไมชัดเจน (smear) หรือปรากฏเปนแถบเดียวในตวัอยาง
ผูหญิง ตองทดสอบตัวอยางตอดวยวธิีเมธิลเลชั่นสเปซฟิกพีซีอาร (Methylation-Specific PCR) 
ดังรายละเอียดในรูปที่ 2 
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*ผลที่นาสงสัย: ไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอ หรือไมชัดเจน (smear) และผูหญิงที่เปนโฮโมไซกัส
ที่ปรากฏเปนแถบเดียว 
 
รูปที่ 2. แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวย
ออทิซึม 
 

การศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 กับออทิซึมจะศึกษาจําเพาะผูชายใน
ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS)  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเน่ืองจากเปนการ
วิเคราะหขอมูลความถีข่องแฮพโพลไทปบนโครโซมเอกซ  และในการวิเคราะหฮารดี-ไวนเบิรก 
(Hardy-Weinberg equlilibrium) เพ่ือศึกษาสมดุลของประชากรตองใชขอมูลจีโนไทปของทัง้
ผูชายและผูหญิง การวิเคราะหความสัมพันธระหวางยีนและออทิซึมใชโปรแกรมแฮพโพลวิว  
(Haploview) โดยแบงกลุมของผูปวยตามลักษณะทางคลินิก ไดแก ออทิซึม หรือ PDD-NOS 
หรือตาม endophenotype ซ่ึงเปนการวัดลักษณะที่รายงานเปนตัวเลขได ไดแก non-verbal IQ 
นอกจากนั้นยังแบงกลุมผูปวยตามประวตัิครอบครวัของผูปวยที่พบบอย ไดแก ประวัติ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัว โดยการทดสอบนี้จะไมนํากลุมผูปวยที่มีจํานวนนอย 
มาศึกษาความสัมพันธ เชน ผูปวยจําเพาะ PDD-NOS ที่มีจํานวนเพียง 39 ราย ดังรายละเอียด
ที่แสดงในรูปที่ 3 
  นอกจากนั้นในการศึกษานีมี้การนําขอมูลของจํานวนซ้ํา CGG มาศึกษา
ความสัมพันธกับ non-verbal IQ  
 

ผลที่นาสงสัย*  

ผูปวยออทิซึม 151 ราย  
(ผูชาย 128 รายและผูหญิง 23 ราย) 

ผูปวยผานการตรวจกรองความผิดปกติของโครโมโซม ยีน ARX และยีน MECP2 

พีซีอารสําหรับทดสอบจํานวนซ้ํา CGG หรือ  
พีซีอารฟลูออเรสเซนต  

เมธิลเลชั่นสเปซิฟกพีซีอาร 
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รูปที่ 3. แผนผังแสดงขั้นตอนวิธีการศึกษาความสัมพันธของยีน FMR1 ในผูปวย
ทั้งหมดเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 

 
 

ศึกษาจีโนไทปดวยวธิีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร 
WEX44 WEX70 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 

การวิเคราะหฮารดี-ไวนเบิรก ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมดและกลุม
ควบคุมทั้งผูหญิงและผูชาย ดวยโปรแกรมแฮพโพลวิว  

กลุมควบคุม 212 ราย 
ผูชาย 152 รายและผูหญิง 60 ราย 

 

ผูปวยออทิซึม 151 ราย 
(ผูชาย 128 รายและผูหญิง 23 ราย) 
ผูปวยผานการตรวจกรองความผิดปกติ
ของโครโมโซม ยีน ARX ยีน MECP2 

และยีน FMR1 

การวิเคราะหความสัมพันธทั้งสนิปสเดียวและแฮพโพลไทป 
ดวยโปรแกรมแฮพโพลวิวจําเพาะผูชายระหวาง 

กลุมผูปวยกบักลุมควบคุม จํานวน 152 ราย โดยมีการแบงกลุมผูปวย ดังน้ี 
- ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) จํานวน 128 ราย 
- ผูปวยจําเพาะออทิซึม จํานวน 89 ราย 
- ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 

จํานวน 76 ราย 
- ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ที่มีประวตัิพัฒนาการทางดานภาษา

ลาชาในครอบครัว จํานวน 75 ราย 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ดวยวิธีพีซีอาร 
 

วิธีน้ีใชเพ่ือทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูปวย เปนการตรวจกรองขั้นตน
ในการทดสอบผูปวยกลุมโครโมโซมเอกซเปราะ ตามวิธีการของ Brown และคณะ (1993) และมี
การดัดแปลงบางสวน ไพรเมอรถูกออกแบบใหเพ่ิมปรมิาณตําแหนงที่มีจํานวนซ้ํา CGG ดังรูปที ่
4 การอานผลการทดสอบจะเทียบกบัตัวอยางที่ทราบจํานวนซ้ําในการทดสอบครั้งเดียวกัน 

 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4. ภาพแสดงตําแหนงที่ตองการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อทดสอบจํานวนซ้ําของ 
CGG 
  
 ปฏิกิริยาพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย 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
เอ็นเอดวยเครื่อง  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 ผลติภัณฑพีซีอารถูกแยกในเจลอะคริลาไมด 6% ดวย 1X 
TBE buffer ที่สภาวะ 6 วตัต 3 ชั่วโมง จนกระทั่งสี xylene cyanol FF          อยูเหนือเจล 
ประมาณ 1 เซนติเมตร โอนยายดีเอ็นเอลงเมมเบรนไนลอนดวยเครื่อง semi-blot ที่ 500 มิลลิ
แอมป 30 นาที ทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพดวย NaOH 0.4 นอรมอล และทําใหเปนกลางใน 2X 
SSC อบที่ 80 องศาเซลเซียส 30 นาที เมมเบรนถกูพรีไฮบริไดสดวยน้ํายา wash A 10 นาท ี
และไฮบริไดสดวยโพรบ (CGC)n ที่ 56 องศาเซลเซียส 20 นาที ลางโพรบที่เกินออกที่ 56 องศา
เซลเซียส ดวยน้ํายา wash A 30 มิลลลิติร 20 นาที และน้ํายา wash B 30 มิลลิลติร 20 นาที 
ตรวจสอบผลดวยวธิีการเคมิลูมิเนสเซนท (chemiluminescent) ใช 1X Quick Light buffer 
Lumiphos-480 (Quick Light genome mapping probe kit; Orchid Diagnostics) และวางฟลม  
0.5-1 ชั่วโมง 

(CGG) n 5’ 3’ 

Primer 1 

3’ 5’ (GCC) n 

Primer 3 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ดวยวิธีพีซีอารฟลูออเรสเซนต  
 

วิธีน้ีใชสําหรับทดสอบจํานวนซ้ําของ CGG เชนเดียวกับวิธขีางตนแตทดสอบ
ดวยเทคนคิฟลูออเรสเซนต ดวยไพรเมอรติดฉลากดวยฟลูออเรสเซนต (FAM) ที่ปลาย 5’ 
วิธีการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเออางอิงตาม Sripo และคณะ (2007) และมีการดัดแปลงเล็กนอย และ
ทดสอบดวยเครื่อง Genetic analyzer ตามคูมือการใชเครื่องของบริษัทผูผลิต (ABI 3130) โดย
ในการทดสอบทุกครั้งมีการทดสอบตวัอยางที่ทราบจํานวนซ้ําควบคูดวย 

 ปฏิกิริยาพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย 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
ปริมาณดวยเครื่อง 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 

ผลิตภัณฑพีซีอาร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั HiDi-formamide 10 ไมโครลิตร และ
สารมาตรฐาน LIZ500 0.2  ไมโครลิตร ทําใหเสียสภาพที่ 95  องศาเซลเซยีส  5 นาที และ 4  
องศาเซลเซียส  2 นาที ตัวอยางทดสอบดวยเครื่องทดสอบสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (ABI 
3130) ใชโพลีเมอร POP4 polymer สภาวะในการทดสอบ 15 กิโลโวลท อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 40  นาที ขอมูลถูกเก็บดวยซอฟแวร data collection software และ
วิเคราะหดวยซอฟแวร GeneMapper v3.2  

 
เมธิลเลชั่นสเปซิฟกพีซีอาร (Methylation-Specific PCR, MS-PCR) แบบ mTP-PCR 
(methylation triplet primed PCR) 

 
 วิธีน้ีใชในการทดสอบตวัอยางที่มีจํานวนซ้ําของ CGG สูง ซ่ึงไมปรากฏแถบ

ผลิตภัณฑพีซีอารหรือไมชัดเจน (smear) และใชสําหรบัทดสอบผูหญิงที่มีจํานวนซ้ําโฮโมไซกัส
ซ่ึงปรากฏเปนแถบเดียวจากการทดสอบจํานวนซ้ํา CGG โดยใชไบซัลไฟตเปลีย่นเบส C ไปเปน 
U ที่ไมถูกเมธิลเลชั่น สวน C ที่ถูกเมธลิเลชั่นจะไมมีการเปลี่ยนแปลง (Clark et al., 1994) ซ่ึง
สามารถตรวจสอบภาวะเมธลิเลชั่นดวยไพรเมอรที่เหมาะกับดีเอ็นเอตั้งตนที่มีการเปลี่ยนแปลง
ได ในการทดสอบนี้ใชไพรเมอรถูกออกแบบใหเพ่ิมปริมาณตําแหนงที่มีจํานวนซ้ํา CGG ที่ถูก
เมธิลเลชั่นของดีเอ็นเอตั้งตนเสน antisense โดยลักษณะสเมียรเกดิจากการมีผลิตภัณฑพีซีอาร
ที่มีขนาดแตกตางกันเนื่องจากการจับแบบสุมของไพรเมอร mTPR  และ Tail R โดยมี mTPF 
เปนไพรเมอรหลัก ดังรูปที่ 5 ซ่ึงใชวธิีน้ีสําหรับทดสอบแยกคนปกตอิอกจากคนที่เปนพาหะและ
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เปนโรค และเหมาะกับการทดสอบผูหญิงที่มีจํานวนซ้ํา CGG เปนโฮโมไซกัสเพื่อศึกษา
โครโมโซมแทงที่ไมทํางาน (inactive) ซ่ึงถูกเมธิลเลชั่น การตรวจสอบผลในคนปกติมีแถบ
ผลิตภัณฑพีซีอารที่เปนสเมียร (smear) สูงไมเกิน 300 คูเบส และผูปวยทีเ่ปนพาหะและเปนโรค
ปรากฏเปนสเมียรสูงเกิน 300 คูเบส  อางอิงวิธีการตาม Zhou และคณะ (2004) โดยมีการ
ดัดแปลงเล็กนอย 

 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 5. ภาพแสดงตําแหนงของ CGG ที่ถูกเพิ่มปริมาณดวยวิธี Methylation-Specific 
PCR 

 
 การเตรียมดเีอ็นเอดวยโซเดียมไบซัลไฟต 
 

ดีเอ็นเอ 2 ไมโครกรัม ละลายในน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ทําให
เสียสภาพดวย 3 โมลาร NaOH 5.5 ไมโครลิตร และตมที ่98 องศาเซลเซยีส  6 นาที เติม 10  
มิลลิโมลาร hydroquinone 30 ไมโครลติร และ 3 โมลาร sodium bisulphate 520 ไมโครลิตร 
ซ่ึงทั้ง hydroquinone และ sodium bisulphate ตองเตรียมใหมทุกครั้ง บมที่ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 ชั่วโมง โดยหยด mineral oil บนผิวหนาเพื่อปองกันการระเหย นําดีเอ็นเอที่ไดทําให
บริสุทธิ์ดวยชดุ DNA purification resin (GE) ตามรายละเอยีดของผูผลิต ดีเอ็นเอจะถูก 
desulphonated ดวย 3 โมลาร NaOH 5.5 ไมโครลิตร และบมที่อุณหภูมิหอง 10 นาที 
ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธ ี Sodium acetate/ ethanol ละลายดเีอ็นเอดวย TE buffer 20 
ไมโครลิตร และใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนในการทําปฏิกิริยาพีซีอารหรือเก็บที ่–70 องศาเซลเซยีส 

 
 การเพิ่มปริมาณ (mTP-PCR amplification) 
 

ปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 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 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง 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
ผลิตภัณฑพีซีอารแยกดวยเจลอะกาโรส 1.5% ยอมดวย ethidium bromide และดูภาพภายใต 
UV transluminator 

 
การเลือกเครื่องหมายพันธุกรรม 
 
 ในการศึกษานี้เลือกสนิปส WEX5 ATL1 และ rs25702 อยูในตําแหนง       5’ 
UTR อินทรอน 1 และ อินทรอน 13 ตามลําดับ ซ่ึงมีการรายงานแลววามีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในคนไทยและเปนตัวแทนสนิปสบนยีน FMR1 (Thanakitgosate, 2007) และเลือก
เพ่ิมเติมอีก 3 ตําแหนงใน 5’ UTR ที่คาดวาเปนตําแหนงที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางาน
ของยีน (regulartory sequence) เพ่ือใหครอบคลุมยนีเกือบทั้งหมด ไดแก WEX44 WEX70 
และ WEX82 โดย WEX44 และ WEX82 นํามาจากฐานขอมูลของเว็บไซต NCBI Brightwell 
และคณะ (2002b) และ Ennis และคณะ (2007)  ที่มีคา heterozygosity ใกลเคียง 0.5 ซ่ึงมีการ
รายงานในคนเอเชีย (จีน และญี่ปุน) สําหรับ WEX70 นํามาจากการรายงานของ Ennis และ
คณะ (2007) ที่คาดวาเปนตําแหนงที่เปน cis acting factor ที่เกีย่วของกับความไมเสถียรของ
จํานวนซ้ํา CGG ในยีน FMR1 ที่ศึกษาในคอเคเชยีน แตสนิปสตําแหนงน้ียังไมมีการรายงานใน
ประชากรอื่น       การศึกษานี้ไมไดเลือกสนิปสในตําแหนง 3’ UTR เน่ืองจากไมมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในคนเอเชีย รายละเอียดของสนิปสดังแสดงในตารางที ่8 และรูปที่ 6 
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ตารางที่ 8. ตาํแหนงสนิปสบนยีน FMR1 
 

คว
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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 ความถี่อัลลลีในคอเคเชียนในกลุมควบคุม Atlanta T 0.488 และ C 0.512  และ Wessex T  
0.514 และ C 0.486   (Ennis et al., 2007) 
b ความถี่อัลลลีในคนไทยกลุมควบคุม C 0.632 และ G 0.368 (Thanakitgosate, 2007) 
c ความถี่อัลลลีในคนไทยกลุมควบคุม A 0.312 และ G 0.688 (Limprasert et al., 2001) 
และ A 0.361 และ G 0.639 (Thanakitgosate, 2007) 
d ความถี่อัลลลีในคนไทยกลุมควบคุม A  0.609 และ G  0.391 (Thanakitgosate, 2007) 
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  The FMR1 gene    
  SNP 
  Exon 
 
รูปที่ 6. ตําแหนงสนิปสทีค่รอบคลุมทัง้ยีน FMR1 (ระยะทางระหวางสนิปสแสดงในหนวยกิโล
เบส) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kb 
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การออกแบบไพรเมอร (Ye et al., 2001; Brightwell et al., 2002a) 
 
 การทดสอบจีโนไทปโดยวิธ ี Biallelic-ARMS PCR เปนวิธีการทดสอบสนิปสได 
2 อัลลีลในปฏิกิริยาเดียว ในปฏิกิริยาพซีีอารประกอบดวยไพรเมอร 4 เสน มีไพรเมอร 2 เสนที่
จําเพาะในตําแหนงสนิปส (inner primer forward และ reverse) และมีไพรเมอรดานนอก 1 คู 
(outer primer forward  และ reverse) ที่มีระยะหางจากตําแหนงสนิปสที่ไมเทากัน เพ่ือใหได
ขนาดของผลติภัณฑพีซีอารของแตละสนปิสที่แตกตาง รวมถึงเปน internal control ในปฏิกิริยา
พีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 7 ไพรเมอรที่ออกแบบใหมในการศึกษาครั้งน้ีใชวธิีการออกแบบไพร
เมอรแบบดวยตัวเอง (manual) และมีการตรวจสอบคุณสมบัตขิองไพรเมอรโดยใชโปรแกรม 
OlicoCal (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) และนําไปเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลใน NCBI โดยใชโปรแกรม blastn (nucleotide-nucleotide BLAST) เพ่ือพิจารณา
ถึงความจําเพาะของลําดับดีเอ็นเอและมีหลักการออกแบบไพรเมอรตามรายละเอียดดังน้ี 

1. ความยาวควรอยูประมาณ 18 – 30 เบสเพื่อใหมีการจับที่จําเพาะ 
2. หลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มีการจับกันเอง (dimers) การขดเปนหวง 

(palindrome) ที่ทําใหเกิดโครงสรางที่จับกันเอง (secondary structures) 
3. หลีกเลี่ยงนวิคลีโอไทดที่ซํ้า โดยเฉพาะมี G มากกวา 4 ตําแหนง 
4. ปริมาณ G-C ควรอยูในชวง 30-80% ที่เหมาะสม ควรอยูในชวง 50-55% 
5. ไพรเมอรที่เปนตําแหนงดานนอก (outer primer) ทั้งสองขางควรอยูใน

ตําแหนงที่ไมสมมาตรจากตําแหนงสนิปส 
6. ไพรเมอรที่ตําแหนงจําเพาะกับสนิปสตองมีทิศทางทีต่รงกันขาม 
7. ขนาดของผลติภัณฑพีซีอารควรมีขนาดที่แยกเห็นชัดเจนในการทดสอบ

ดวยเทคนคิอิเล็กโทรฟอริซิสควรอยูในชวง 100-500 คูเบส 
8. ตําแหนงปลายสุดดาน 3’ ของแตละไพรเมอรที่ตําแหนงจําเพาะกับสนิปส

ตองจับ (complementary) กับอัลลลีสนิปสบนดีเอ็นเอตัง้ตน 
9. ตําแหนง -1 หรือ -2 จากปลายดาน 3’ ตองออกแบบใหไมสามารถจับกับ 

ดีเอ็นเอตั้งตนได  (mismatch) เพ่ือเพ่ิมความจําเพาะของอัลลีล 
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รูปที่ 7. ภาพแสดงไพรเมอร 4 ตําแหนงในการทดสอบดวยวิธี Biallelic-ARMS PCR  
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การศึกษาสนิปสดวยวิธี Biallelic-ARMS PCR 
  
 ปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1 
X PCR buffer dNTP 200 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.5 ยูนิต สําหรับ
ความเขมขนของ MgCl2 ปริมาณของไพรเมอรและสาร adjuvant ขึ้นกับแตละปฏิกิริยา ตาม
รายละเอียดในตารางที่ 9 สารละลายพีซีอารถูกเพิ่มปริมาณดวยเครื่อง MJ thermal cycler 
ภายใตสภาวะ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ  95 องศาเซลเซียส 1 นาที (ยกเวน ATL1 และ 
rs25702 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที)  อุณหภูมิ annealing ของสนิปสแตละตําแหนง ตาม
รายละเอียดในตารางที่ 9 และอุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที (ยกเวน ATL1 
และ rs25702 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที)  35 รอบ และอุณหภูมิ final extension 72 องศา
เซลเซียส 10 นาที 1 รอบ  นําผลิตภัณฑพีซีอารไปแยกในเจลโพลีอะคริลาไมด 6% ดวย 1X 
TBE ที่สภาวะ 100 โวลท เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนําไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide 
และถายภาพภายใต UV transluminator อัลลีลของแตละรายจะอานตามขนาดของผลิตภัณฑพีซี
อาร และในทกุตัวอยางจะมแีถบของ internal standard เพ่ือตรวจสอบผลของปฏิกิริยาพีซีอาร 
ดังแสดงในตารางที่ 9   
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ตารางที่ 9. สภาวะและขนาดของผลิตภัณฑของพซีีอาร 
 

ไพรเมอร ตําแหนง 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(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. สภาวะและขนาดของผลิตภัณฑของพซีีอาร (ตอ) 
 

ไพรเมอร ตําแหนง 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(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) 
 
  การยืนยันความถูกตองของจํานวนซ้ํา CGG และอัลลลีในสนิปสที่ไมเคยมี
การศึกษามากอนในคนไทย ไดแก WEX44 WEX70 และ WEX82 มีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ
ในบางตวัอยาง 

 ปฏิกิริยาพีซีอารสําหรับการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนของการทดสอบจํานวนซ้ํา 
CGG ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1X PCR Buffer MgCl2 1 
มิลลิโมลาร dNTPs (100% 7-deaza dGTP) 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร 
DMSO 10% BSA 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  Hot start Ta DNA polymerase (Immolase) 
2.5 ยูนิต เพ่ิมปริมาณดวย 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 ผลิตภัณฑพีซีอารทั้งหมดถูกทําใหบริสุทธิ์โดยใช QIAquick 
PCR ตามคูมือของบริษัท  

ปฏิกิริยาพีซีอารสําหรับการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนของการทดสอบอัลลีลใน
ตําแหนงสนิปสอางอิงตามรายละเอียดของการทดสอบดวย Biallelic-ARMS PCR ยกเวน เติม
เฉพาะไพรเมอรในตําแหนงดานนอก (Outer forward และ reverse) เพ่ือเพ่ิมดีเอ็นเอให
ครอบคลุมตําแหนงสนิปส และทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี Gel extraction ดังน้ี หลังจากทําแยกดีเอ็น
เอดวยเจลโพลีอะคริลาไมดแลวตัดเจลเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเติม Elution buffer ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร เพ่ือชะดีเอ็นเออกมาจากเจล บมที่ 37 องศาเซลเซียส 16-18 ชั่วโมง ปนที่ 
12,000 รอบตอนาที จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธี sodium acetate/ ethanol  ละลายดีเอ็น
เอดวยน้ําปราศจากประจุ (Deionized water) 

การเตรียมปฏกิิริยาสําหรับทดสอบลําดับดีเอ็นเอทั้งการทดสอบจํานวนซ้ํา CGG 
และอัลลลีของสนิปสดวยเทคนิค DNA sequencing  ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพร
เมอรที่เปน forward หรือ reverse 1.6 พิกโกโมล BigDye terminator v1.1 ready reaction 
premix 1X และบัฟเฟอร BigDye terminator sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย
เครื่อง Thermal cycler 2720  สภาวะการทําปฏิกิริยา ไดแก 96 องศาเซลเซียส 1 นาที 1 รอบ 
96 องศาเซลเซียส 10 วินาที 50 องศาเซลเซียส 10 วินาท ี60 องศาเซลเซยีส  4 นาที 25 รอบ 
ตกตะกอนผลติภัณฑพีซีอารดวยวธิี sodium acetate/ ethanol  ละลายผลติภัณฑพีซีอาร 1 
ไมโครลิตร ดวย HiDi-formamide 12 ไมโครลิตร นําไปทดสอบดวยเครื่องทดสอบพันธุกรรม 
(Genetic Analyzer) รุน 3130 และตวัอยางดีเอ็นเอบางสวนสงทดสอบที่ Macrogen ประเทศ
เกาหล ี
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

การวิเคราะหความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (Pearson’s chi-square test) 
 

ในการเปรียบเทียบขอมูลเชงิกลุม (categorical data) ใชการวิเคราะหดวย   
ไคสแควร (Chi-square analysis) ซ่ึงเปนการทดสอบสมมติฐานหลัก (null hypothesis) ที่
ความถี่จากคาที่สังเกตไดเปนไปตามการกระจายที่คาดหวัง คาความนาจะเปน  (probability) 
ของไคสแควร นอยกวาหรือเทากับ 0.05 หมายความวาปฏิเสธสมมุติฐานหลัก คาไคสแควร
คํานวณจากคาความแตกตางของคาความถี่ที่คํานวณไดกับคาทางทฤษฎียกกําลังสอง และหาร
ดวยคาความถี่ตามทฤษฎี ตามสูตร ดังน้ี 

 

 
 

Oi = ความถีท่ี่สังเกตได (an observed frequency)  
Ei = ความถี่ทีค่าดหวัง (คาทางทฤษฎี) (an expected frequency) 

 
การวิเคราะหความสัมพนัธดวยโปรแกรมแฮพโพลววิ (Haploview) (Barrett et al., 2005) 
 

การศึกษาความสัมพันธในการศึกษานี้ใชโปรแกรมแฮพโพลวิว (Haploview)  
ซ่ึงเปนโปรแกรมที่ใชงานที่ไมยุงยาก และการนําเสนอขอมูลของโปรแกรมที่เขาใจงาย สามารถ
ดาวนโหลดผานอินเตอรเนต การเตรยีมขอมูลจีโนไทปแตละสนปิสของทั้งกลุมผูปวยและกลุม
ควบคุมใชโปรแกรม Excel ประกอบดวยขอมูลทั้งหมดอยางนอย 7 คอลัมน ดังน้ี 

1. การตั้งคาของครอบครัว (family ID) เชน AR1-3 เปนตน 
2. การตั้งคาของผูปวย (individual ID) กําหนดเปนรหัส 201 
3. การตั้งคาของบิดา (Paternal ID) กําหนดเปน 0 ในการศึกษาทีใ่ชประชากร

ที่ไมไดเกี่ยวของกับผูปวยเปนกลุมควบคมุ 
4. การตั้งคาของมารดา (Maternal ID) กําหนดเปน 0 ในการศึกษาที่ใช

ประชากรที่ไมไดเกี่ยวของกบัผูปวยเปนกลุมควบคุม 
5. การตั้งคาของเพศ ผูชายกําหนดเปน 1 และผูหญิงกําหนดเปน 2 
6. การตั้งคาสถานะ กลุมควบคุมกําหนดเปน 1 และกลุมผูปวยกําหนดเปน 2 
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7. จีโนไทปของแตละสนิปสแยกตามคอลัมน โดยกําหนดเปน A T C และ G 
หรือ 1 2 3 และ 4  เชน ในกรณีที่เปนโครโมโซมเอกซผูชายที่เปนเฮมิ
ไซกัสอัลลีล A ระบุเปน A A และผูหญิงที่เปนโฮโมไซกัสและเฮทเทอโร
ไซกัส ระบุเปน  A A และ A G ตามลําดับ โดยมีการเวนวางระหวางอัลลีล 

หลังจากบันทกึขอมูลในโปรแกรม Excel แปลงเปนไฟลนามสกุล .ped โดย
เลือกชนิดของไฟลเปน text (tab delimited) ซ่ึงสามารถเปดดวยโปรแกรม Notepad เพ่ือลบ
หัวขอคอลัมนและลบไฟลบรรทัดสุดทายที่เวนวางออกใหเหลือจําเพาะขอมูลที่ใชวเิคราะหดวย
โปรแกรม Haploview และสรางแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนโดยใชโปรแกรม Notepad 
โดยสนิปสตําแหนงแรกกําหนดเปนตําแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 100) และสนิปสตาํแหนงอ่ืนๆ เปน
ระยะทางหางจากตําแหนงอางอิง ตั้งชื่อแผนที่สนิปสเปนไฟลนามสกุล .dat และการวเิคราะห
ความสัมพันธเลือกพารามิเตอรที่เปน case-control บนโครโมโซมเอกซ ดังแสดงหนาจอหลัก
ของโปรแกรมในรูปที่ 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8. ภาพแสดงหนาจอหลักของโปรแกรม Haploview V4.0 
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ผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรม Haploview มีดังน้ี 
- ความถี่อัลลีล  
โลคัสที่มีอัลลลีเทากับหรือมากกวาสอง และมีความถี่อยางนอยรอยละ 1 ใน

ประชากร จะเรียกวามีความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิเคราะหความถี่อัลลีลคํานวณมา
จากความถี่ของแตละอัลลลีที่พบในประชากร โปรแกรมจะไมนําสนิปสที่มีคา minor allele 
frequency นอยกวา 0.05 มาศึกษาความสัมพันธ 

- ความสมดุลของประชากร ตามกฎฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg) 
โปรแกรมคํานวณคา Heterozygosity ที่สังเกตไดกับคาคาดหวัง ซ่ึงคาคาดหวัง

คํานวณจาก 2*MAF*(1-MAF) คา P ของ Hardy-Weinberg เปนความนาจะเปนของการ
เบี่ยงเบนจากภาวะสมดุลที่เกิดขึ้นโดยบังเอิญ หากคา P > 0.05 ถือวาเขาสูสมดุลของประชากร 
และวธิีน้ีเปนการควบคุมคุณภาพวาไมมีการเลือกกลุมควบคุมที่หลากหลายเปนตวัแทนของ
ประชากรที่ทาํใหเกิดภาวะไมสมดุล (population stratification) 

-  การถายทอดไปดวยกัน (linkage disequilibrium, LD) 
การศึกษาวาเครื่องหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกันมีโอกาสถายทอดไปดวยกัน

มากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง ซ่ึงพิจารณาจากคา Lewontin’s coefficient (D’) ที่คํานวณจาก
ระยะทางและความถี่อัลลีลของแตละคูสนิปส หากคา D’ มากกวา 0.8 หมายความวา มีการ
ถายทอดไปดวยกันของคูเครื่องหมายพันธุกรรม การสรางบล็อกมาจากการเลือกพารามิเตอร 
solid spine ซ่ึงโปรแกรมจะเลือกตําแหนงที่มีการถายทอดไปดวยกันสูง (strong LD) ของสนิปส
ตัวแรกและตัวสุดทาย ใน LD chart และสนิปสที่อยูใน LD เรียกวา haplotype block 

- การศึกษาความสัมพันธ (association study) 
ซอฟแวรจะคาํนวณไคสแควร (chi-square) เพ่ือเปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล

และแฮพโพลไทประหวางกลุมผูปวยกบักลุมควบคุม หากขอมูลที่ไดมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (P < 0.05) สามารถเลอืกทดสอบการประเมินนัยสาํคัญของคาทีไ่ด (significant 
testing) ดวยการทดสอบเปอรมิวเทชั่น (Permutation test) ซ่ึงเปนการเปลี่ยนลาํดับของขอมูล
ความสัมพันธหลายครั้งเพ่ือลดความโนมเอียงของขอมูล หากคา P < 0.05 หมายความวามี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
  การคํานวณทางสถิติทัว่ไป เชน การเฉลี่ย คาเบีย่งเบนมาตรฐาน ใชการ
คํานวณในโปรแกรมเอกเซล (Excel) 
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บทที่  3 
ผลการวิจัย 

 
การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS 
 
  ผลการตรวจกรองดวยวิธีพีซีอารสําหรับหาจํานวนซ้ํา CGG ของผูปวยผูชาย
ออทิซึมและ PDD-NOS ทั้งหมด 128 ราย อยูในชวง 20-52 ซํ้า ดังแสดงตัวอยางผลการทดสอบ
ในรูปที่ 9 และพบผูปวยที่มีจํานวนซ้ําอยูในชวง intermediate 3 ราย คือ 44 46 และ 52 โดย
ไดรับการถายทอดจากมารดาและไมมีการเปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ํา ดังแสดงผลการทดสอบ
ดวยวธิีฟลูออเรสเซนตของผูปวยชายที่มีจํานวนซ้ํา 52 ที่ถายทอดจากมารดาในรูปที่ 10 การ
กระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตวัอยางผูปวยผูชายทัง้หมด มีจํานวนซ้ํา CGG 29 30 และ 36 
คิดเปน 59 คน (รอยละ 46.1) 35 คน (รอยละ  27.3) และ 11 คน (รอยละ 8.6) ตามลําดับ ดัง
แสดงในรูปที ่11 
  การศึกษาในครั้งนี้ไดทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทยผูชายปกติภาคกลาง
ภาคใต ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคละ 50 ราย นํามาเปรียบเทียบการกระจาย
ของจํานวนซ้ําแตละภาค โดยการจัดกลุมที่มีจํานวนซ้ําหลักเปน 29 30 และ 36 และรวมจํานวน
ซํ้าที่พบนอยไวดวยกันเพ่ือเหมาะตอการทดสอบดวยไคสแควร พบวาในแตละภาคไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 10 จึงรวบรวมขอมูลเปนกลุมคนไทย
ทั้งหมดเปนกลุมควบคุมเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ   
(P > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 11 

ผลการทดสอบ CGG ผูปวยผูหญิงทั้งหมดจํานวน 23 ราย พบวาจํานวนซ้ํา 
CGG ที่เปนเฮทเทอโรไซกัสมีจํานวน 8 ราย และผูหญิงที่มีจํานวนซ้ําเปนโฮโมไซกัสจํานวน 15 
ราย เม่ือทดสอบดวยวธิีเมธิลเลชั่นสเปซิฟกพีซีอารพบวาไมมีภาวะเมธลิเลชั่นที่ผิดปกติโดยมี
แถบเสมียรต่ํากวา 300 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 12 
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รูปที่ 9. ฟลมแสดงตัวอยางผลการตรวจกรองจํานวนซ้ําดวยวิธีพีซีอารสําหรับการ
ทดสอบจํานวนซ้ํา CGG (Brown et al., 1993) แถว N (Negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน 
แถว 52 36 30 และแถว 36 30 เปนเครื่องหมายที่ทราบจํานวนซ้ํา แถว S1-S6 เปนตัวอยาง
ผูชาย 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. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของตัวอยางผูชายที่มีจํานวนซ้ํา CGG อยูในชวง 
intermediate ที่ถายทอดจากแมดวยวิธีฟลูออเรสเซนต ตัวอยาง AR54-2 เปนตัวอยางแมที่
มีจํานวน CGG 30,52 ซํ้า และตัวอยาง AR54-3 เปนผูปวยชายที่มีจํานวน CGG 52 ซํ้า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AR54-2 

AR54-3 

52 repeats 

52 repeats 30 repeats 
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รูปที่ 11. การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูปวยผูชายทั้งหมด 128 ราย 
จํานวนซ้ํา CGG ตั้งแต 20-52 โดยมีจํานวนซ้ําที่พบบอยในประชากร ไดแก 29 30 และ 36 
จํานวน 59 ราย (รอยละ 46.1) 35 ราย (รอยละ 27.3) และ 11 ราย (รอยละ 8.6) ตามลําดับ 
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ตารางที่ 10. การเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในตัวอยางผูชายคนไทย
ปกติจากภาคกลาง ภาคใต ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือดวยการทดสอบ 
Chi-square 
 

ภาคกลาง ภาคใต ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

ภาคเหนือ จํานวน 
ซํ้า 

 CGG จํานวน 
(ราย)  

รอยละ จํานวน 
(ราย)   

รอยละ จํานวน 
(ราย)   

รอยละ จํานวน 
(ราย)   

รอยละ 

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  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคกลาง vs ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ: Chi square = 4.8087, df = 5, P = 0.4397  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคกลาง vs ภาคเหนือ: Chi square = 1.7646, df = 5, P = 0.8807  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคใต vs ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ: Chi square = 4.5446, df = 5, P = 0.4739  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคใต vs ภาคเหนือ: Chi square = 4.8667, df = 5, P = 0.4324  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ vs ภาคเหนือ: Chi square = 2.9732, df = 5, P = 0.7041  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
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ตารางที่ 11. การเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ระหวางผูปวยผูชาย
ทั้งหมด 128 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมของคนไทยทั้งหมด 200 ราย ดวยการ
ทดสอบ Chi square 
 

ผูปวยทั้งหมด 
(ออทิซึมและ PDD-NOS) 

กลุมควบคุม 
 จํานวนซ้ํา CGG 

จํานวน 
(ราย) 

รอยละ จํานวน 
(ราย) 

รอยละ 

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 

 
ผูปวยทั้งหมด  vs กลุมควบคุม: Chi square = 3.2179, df = 5, P = 0.6664  
(ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ) 
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การศึกษาความสัมพันธระหวางคา non-verbal IQ เฉลี่ยและจํานวนซ้ํา CGG 
ในผูปวยผูชายทั้งหมดพบวาไมมีความสัมพันธกัน ผูปวยที่มีจํานวนซ้ํา 37-52  มีคา non-verbal 
IQ เฉลี่ย 75.60 ซ่ึงสูงกวาผูปวยที่มีจํานวนซ้ํา 20-28 ซํ้า ที่มีคา non-verbal IQ  เฉลี่ย 60.63 
ดังตารางที่ 12 แตอยางไรก็ตามผูปวยบางรายไมมีขอมูล non-verbal IQ การทดสอบจึงเปน
คาเฉลี่ยจากขอมูลที่เก็บได  

 
ตารางที่ 12. คาเฉลีย่ของ non-verbal IQ ในแตละกลุมของจํานวนซ้ํา CGG ในผูปวย
ผูชายทั้งหมด  

 

จํานวนซ้ํา CGG 

จํานวนผูปวย 
ที่มีขอมูล 

non-verbal IQ 
(ราย) 

จํานวนผูปวย 
ที่ไมมีขอมูล 

non-verbal IQ 
(ราย) 

คาเฉลี่ย  
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 เปน
เครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P1 (positive control) เปนตัวอยางของผูหญิงที่เปนโรค (30,>200) 
แถว S1 S3 และ S6 เปนตัวอยางผูหญิงที่เปนเฮทเทอโรไซกัส (จํานวนซ้ํา 29,30 29,30 และ 
30,35 ซํ้า ตามลําดับ) แถว S2 S4 และ S5 เปนตวัอยางผูหญิงที่โฮโมไซกัส (จํานวนซ้ํา 30,30 
29,29 และ 30,30 ซํ้า ตามลําดับ) แถว P2 เปนตวัอยางผูชายที่เปนโรค (>200)  แถว S7 เปน
ตัวอยางผูชายปกติ (จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า)  แถว N (negative control) เปนตวัอยางที่ไมมีดีเอ็นเอ
ตั้งตน ผลของการทดสอบในตวัอยางที่เปนโรคมีแถบสเมียรสูงเกิน 300 คูเบส (Pre/ full 
mutation, PFM) และตวัอยางของคนปกติมีแถบสเมียรที่ต่ํากวา 300 คูเบส (Normal, NL) และ
เน่ืองจากไพรเมอรจะจับกับกันเอง (primer-dimer) จึงปรากฏเปนแถบในแถวตวัอยางผูชายที่
ปกติและในแถวที่ไมเติมดีเอ็นเอตั้งตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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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การศึกษาจีโนไทปของสนิปส 
 
  การศึกษาจีโนไทปแตละสนปิสดวยวธิี Biallelic-ARMS PCR ผลของแตละอัล
ลีลพิจารณาตามขนาดของผลิตภัณฑพีซีอาร ดังภาพที่แสดงในรูปที่ 13-18  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX44 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S6 เปน
ตัวอยางผูชาย แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏกิิริยาพีซีอาร 
มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 334 คูเบส เปน internal control อัลลีล G มีขนาด 260 คูเบส และอัล
ลีล T มีขนาด 130 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX70 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S5 เปน
ตัวอยางผูชาย และแถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซี
อาร มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 297 คูเบส เปน internal control อัลลีล C มีขนาด 194 คูเบส 
และอัลลลี T มีขนาด 152 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX82 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1 S4 S8 
และ S9 เปนตัวอยางผูหญิงที่เปนโฮโมไซกัส แถว S2 S3 S5 S6 และ S7 เปนตัวอยางผูชาย
แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซีอาร มีผลิตภัณฑ
พีซีอารขนาด 398 คูเบส เปน internal control อัลลีล T มีขนาด 295 คูเบส และอัลลลี C มี
ขนาด 152 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ WEX5 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลีลแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S3 และ S5-S9 
เปนตวัอยางผูชาย แถว S4 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว N (negative 
control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซีอาร มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 361 คู
เบส เปน internal control อัลลีล G มีขนาด 261 คูเบส และอัลลลี C มีขนาด 143 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ ATL1 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลีลแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S3 และ S5-S6 
เปนตวัอยางผูชาย แถว S4 เปนตวัอยางผูหญิง แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน 
การยืนยันผลของปฏิกิริยาพีซีอาร มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 302 คูเบส เปน internal control 
อัลลีล G มีขนาด 245 คูเบส และอัลลลี A มีขนาด 107 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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. ภาพแสดงผลเจลอะคริลาไมดของ rs25702 แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส 
แถว P (positive control) เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัลลลีแบบเฮทเทอโรไซกัส แถว S1-S9 เปน
ตัวอยางผูชาย แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การยืนยันผลของปฏกิิริยาพีซีอาร 
มีผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 379 คูเบส เปน internal control อัลลีล G มีขนาด 274 คูเบส และอัล
ลีล A มีขนาด 148 คูเบส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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        
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การศึกษาความสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberg equilibrium) ในกลุมผูปวย
ทั้งหมด (ออทิซึมและ  PDD-NOS) และกลุมควบคุม 
 

จากการประมวลผลจีโนไทปทุกสนิปสในตัวอยางผูปวยและกลุมควบคุมทั้ง
ผูหญิงและผูชายดวยโปรแกรม Haploview ความสําเร็จในการทดสอบจีโนไทปเกือบทุกสนิปส 
รอยละ 100 ยกเวน ตําแหนง WEX44 ที่ไมปรากฏแถบผลิตภัณฑพีซีอารในผูปวย 3 ราย คิด
เปนรอยละ 98.9 และจากการศึกษาพบวา WEX70 มีคา MAF ของอัลลีล C 0.004 ไมมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทย (MAF < 0.05) จึงนําออกจากการศึกษา และในสนิปส
ตําแหนง WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 มีคา MAF 0.301 (T) 0.260 (T) 0.412 
(C) 0.242 (A) และ 0.306 (G) ตามลําดับ การศึกษาความสมดุลของประชากรทุกสนิปสอยูใน
ภาวะสมดุลตามกฎของฮารดี-ไวนเบิรก (P > 0.05) โดยมีคา P ของฮารดี-ไวนเบิรก (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. ผลการทดสอบฮารดี-ไวนเบิรกและความถี่อัลลลีของแตละสนิปส WEX44 
WEX70 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 ดวยโปรแกรม Haploview 
 

ชื่อ ตําแหนง 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: คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Observed Heterozygosity)  
PredHET: คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ที่คาดหวัง (Predicted Heterozygosity)  
HWpval: คา P ของฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P value) 
MAF: คาความถี่อัลลีลคานอย (Minor allele frequency) 
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การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสในยีน FMR1 
 
  การวิเคราะห LD เพ่ือศึกษาวาอัลลีลทีอ่ยูคนละตําแหนงบนโครโมโซมเดียวกัน
มีโอกาสถายทอดไปดวยกนัมากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง ในการศึกษาพบวามี 1 บล็อก ของ 
LD ประกอบดวยสนิปส WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 มีความยาวประมาณ 50 กิโลเบส 
และไมไดถายทอดไปดวยกบั WEX44 ซ่ึงอยูหางจาก WEX82 ประมาณ 93 กิโลเบส ดัง
รายละเอียดทีแ่สดงใน รูปที่ 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD) บนยนี FMR1 
ในตวัอยางผูชายทั้งผูปวยและกลุมควบคมุ โดยใชโปรแกรม Haploview การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’ ≥ 0.8 (โดยในรูปแสดงเปนรอยละ) 
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การศึกษาความถี่ของแตละสนิปสบนยีน FMR1 กับออทิซึมในผูปวยออทิซึมและกลุม
ควบคุม 
 

การศึกษาความถี่ของอัลลลีแตละสนิปสบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยและกลุม
ควบคุม โดยศึกษาในผูปวยชายเทานัน้เพราะยีน FMR1 อยูบนโครโมโซมเอกซ จากการ
แบงกลุมผูปวยเปน 

1. ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS)  
2. ผูปวยจําเพาะออทิซึม  
3. ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80  
4. ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ที่มีประวตัิพัฒนาการทางดาน

ภาษาลาชาในครอบครัว  
ซ่ึงผลการทดสอบของแตละกลุมการศึกษาไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

(P > 0.05) ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 14-17 
 

ตารางที่ 14. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม 
Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
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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* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 125 ราย จากผูปวยผูชายทั้งหมด 128 ราย เน่ืองจาก ไม
ปรากฏผลิตภัณฑพีซีอาร 3 ตัวอยาง ไดแก AR28-3 AR55-3 และ AR58-3 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายออทิซึมและ PDD-NOS 128 ราย 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
 
ตารางที่ 15. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทิซึมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช
โปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
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   

* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 87 ราย จากผูปวยผูชายออทซึิม 89 ราย (ไมรวม PDD-
NOS) 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายออทิซึม 89 ราย เปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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ตารางที่ 16. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทัง้หมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 เปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
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   

* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 74 ราย จากผูปวยผูชายทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 
80 จํานวน 75 ราย 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทีมี่ non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 76 
ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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ตารางที่ 17. ความถี่ของอัลลีลแตละสนิปส (WEX44 WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702)
บนยีน FMR1 ในผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีประวตัิพัฒนาการทางดานภาษาลาชาใน
ครอบครัวเปรียบเทียบกับลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
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   

* ตําแหนง WEX44 ไดผลจีโนไทป 72 ราย จากผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีขอมูลรายงานประวัติ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัว 75 ราย 
 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของจํานวนผูปวยที่มีขอมูลรายงานประวัติพัฒนาการ
ทางดานภาษาลาชาในครอบครัว 75 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) 
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
 
  จากผลการศกึษาการถายทอดไปดวยกนัของยีน FMR1 ตัง้แตตําแหนง 
WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 เม่ือนํามาศึกษาความถีข่องแฮพโพลไทปในกลุมควบคุม
พบแฮพโพลไทปหลัก 3 แบบ ไดแก CGGA 84 ราย (รอยละ 54) TCAG 33 ราย (รอยละ 22) 
และ CCGA 20 ราย (รอยละ 13) ตามลําดับ 

การเปรียบเทียบความถี่แฮพโพลไทปในกลุมผูปวยผูชายและกลุมควบคุมใช
โปรแกรม Haploview มีการแบงกลุมยอยของกลุมผูปวยเหมือนกับการทดสอบแตละสนิปส 
ไดแก  

1. ผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS)  
2. ผูปวยจําเพาะออทิซึม (ไมรวม PDD-NOS)  
3. ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80  
4. ผูปวยทั้งหมดที่มีประวัติพัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัว  
จากการทดสอบพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการทดสอบผูปวย

ทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) จําเพาะผูปวยออทิซึม ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอย
กวา 80 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (P < 0.05) ในแฮพโพลไทป TGAG โดยมีคา P และ 
Pcorrected คือ 0.0282 (0.039) 0.0227 (0.035) และ 0.0131 (0.028) ตามลําดับ แตการ
ทดสอบกลุมผูปวยทั้งหมดที่มีประวัติพัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัวเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุมที่ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 18-21 
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ตารางที่ 18. ความถีข่องแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทั้งหมด
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 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. การจัดเรียงของสนิปสในแฮพโพลไทป 82-5-A-702 คือ WEX82-WEX5-ATL1-rs25702 
2. โปรแกรม Haploview จะไมรายงานแฮพโพลไทปที่มีความถีต่่ํา เชน ในกรณีน้ีผูปวยมี

ทั้งหมด 128 ราย แตโปรแกรมรายงาน 122 ราย และกลุมควบคุมทั้งหมดทั้งหมด 152 
ราย แตโปรแกรมรายงาน 146 ราย การคํานวณความถี่ทั้งหมด จึงรายงานไมครบรอย
ละ 100 ไดแก ในผูปวยรายงานรอยละ 95.4 และในกลุมควบคุมรอยละ 96.2  

 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทั้งหมดเปรียบเทยีบกับกลุมควบคมุในแฮพโพล
ไทป TGAG P value = 0.0282 Pcorrected = 0.039 โดยพบแฮพโพลไทป TGAG จําเพาะใน
ผูปวย 4 ราย ที่เปนผูปวยออทิซึม 3 ราย และ PDD-NOS 1 ราย แตไมพบในกลุมควบคุมเลย 
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ตารางที่ 19. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายจําเพาะออทซิึม
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 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    
 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายออทิซึม 89 ราย (ไมรวมผูปวย PDD-NOS) 
เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 152 ราย ในแฮพโพลไทป TGAG P value = 0.0227 Pcorrected 
= 0.035 โดยพบแฮพโพลไทป TGAG ในผูปวยออทิซึม 3 ราย แตไมพบในกลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 20. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทัง้หมดที่มี non-
verbal IQ นอยกวา 80 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 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    

 
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทั้งหมดที่มีขอมูลรายงาน non-verbal IQ นอย
กวา 80 จํานวน 76 ราย เปรียบเทียบกบักลุมควบคุม 152 ราย ในแฮพโพลไทป TGAG P 
value 0.0043 Pcorrected = 0.009 โดยพบแฮพโพลไทป TGAG ในผูปวยทีมี่รายงาน non-
verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 4 ราย มาจากผูปวยออทิซึม 3 ราย และ PDD-NOS 1 ราย แต
ไมพบในกลุมควบคุม 
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ตารางที่ 21. ความถี่ของแฮพโพลไทปบนยีน FMR1 ในกลุมผูปวยผูชายทัง้หมดที่มีประวตัิ
พัฒนาการทางดานภาษาลาชาในครอบครัวเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใชโปรแกรม 
Haploview 
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
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     

 
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของผูปวยผูชายทัง้หมดที่มีพัฒนาการทางดานภาษาลาชา 
75 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 152 ราย (P > 0.05) 
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การยืนยันผลจํานวนซ้ํา CGG และอัลลีลของสนิปส 
 
  การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG และอัลลลีของสนิปสทีไ่มมีการทดสอบมากอนใน
คนไทย ไดแก WEX44 WEX70 และ WEX82 เพ่ือยืนยันความถูกตองของผลการทดสอบใช
วิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) โดยเลือกตวัอยางผูชายที่มีจํานวนซ้ํา CGG 
29 36 และ 52 พบวา ไดผลการทดสอบลําดับดีเอ็นเอตรงกับการอานจีโนไทปทั้งการทดสอบ
ดวยวธิีพีซีอารสําหรับทดสอบจํานวนซ้ํา (Brown et al., 1993) และวธิีฟลูออเรสเซนต ดังแสดง
ในรูปที ่ 20-22 และจากการเลือกตวัอยางผูหญิงที่เปนเฮทเทอโรไซกัสและผูชายของสนิปสทั้ง 3 
ตําแหนงที่ทดสอบดวยวธิี Biallelic-ARMS PCR พบวาผลของจีโนไทปจากการทดสอบลําดบัดี
เอ็นเอของสนิปสตรงกัน ดังแสดงในรูปที่ 23-25 นอกจากนั้นไดเปรียบเทียบระหวางผลจีโนไทป
ของสนิปสและสนิปสในฐานขอมูล NCBI ดวยโปรแกรมคลัสตลัเอกซ (ClustalX) พบวาถูกตอง
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 ในตวัอยาง S1 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัล
ลีลเปนเฮทเทอโรไซกัส  G/T และในตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูชายที่มีอัลลีล G และ T 
ตามลําดับ 
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G/T 

G 
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รูปที่ 24. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX70 ในตวัอยาง S1 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัล
ลีลเปนเฮทเทอโรไซกัส  C/T และในตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูชายที่มีอัลลีล C และ T 
ตามลําดับ 
 
 

S2 

S1 

S3 

C/T 

C 
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รูปที่ 25. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของสนิปส WEX82 ในตวัอยาง S1 เปนตวัอยางผูหญิงที่มีอัล
ลีลเปนเฮทเทอโรไซกัส  C/T และในตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูชายที่มีอัลลีล C และ T 
ตามลําดับ 
 
 
 

S1 
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รูปที่ 26. การเปรียบเทยีบผลของจีโนไทปของสนิปส WEX44 WEX70 และ WEX82     
กับสนิปสในฐานขอมูล rs1868140 rs45631657 และ rs5904648 โดยใชโปรแกรม 
ClustalX     * ระบุตําแหนงที่มีเบสเหมือนกัน ตําแหนงลูกศรและแถบแรเงาระบุตําแหนงสนิปส 
(K = G/T และ Y = C/T) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

WEX44 

WEX70 

WEX82 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ 

 
การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึม 
 

การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะมีความจําเปนในการวินิจฉัย
ผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึม ในปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจกรองเพื่อใหไดผลการทดสอบที่
ถูกตอง รวดเร็ว และประหยัดคาใชจาย การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ดวยวิธีพีซีอารเปนขั้นตอน
แรกที่ใชในผูปวย แตวิธีการทําพีซีอารแลวนําไปไฮบริไดสดวยโพรบ (Brown et al., 1993) เปน
วิธีที่ยุงยากและไดจํานวนตัวอยางนอย (12 ตัวอยาง/ 2 วัน) (จากประสบการณของหนวยพันธุ
ศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) จึงมีการใชเทคนิคฟลูออเรสเซนตดวย
เครื่องทดสอบอัตโนมัติ เปนวิธีที่สะดวก รวดเร็วและมีความถูกตองสูงกวา (Houdayer et al., 
1999; O’Connell et al., 2002; Saluto et al., 2005) เน่ืองจากสารมาตรฐานผสมกับตัวอยางใน
หลุมเดียวกัน ถึงแมจะมีคาใชจายที่สูงกวาวิธีเดิมแตสามารถทดสอบตัวอยางไดปริมาณมากกวา 
(96 ตัวอยาง/ 2 วัน) จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบทั้งสองวิธีพบวามีผลบวกปลอม 
(artifact) ที่มีลักษณะเปนแถบที่มีขนาดใหญกวาและเล็กกวาตําแหนงใกลกับผลิตภัณฑพีซีอาร
จริง สันนิษฐานวาอาจเกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขณะทําปฏิกิริยาพีซีอาร       ผลิตภัณฑ
พีซีอารที่มีขนาดใหญกวานาจะเกิดจากมีการโปง (Slippage) ของดีเอ็นเอ และในกรณีที่มีแถบ
ขนาดเล็กกวาเกิดจากการสังเคราะหขามจํานวนซ้ํา   ขนาดของผลิตภัณฑพีซีอารที่ทดสอบดวย 
Capillary electrophoresis        มีขนาดเล็กกวาขนาดจริงจากการยืนยันดวยการทดสอบลําดับ
ดีเอ็นเอ สอดคลองกับการทดสอบของ Saluto และคณะ (2005) สาเหตุอาจเนื่องมาจากการ
เคลื่อนที่ผิดปกติภายใตเจล ผลิตภัณฑพีซีอารที่มีขนาดเล็กแสดงผลการอานจํานวนซ้ําที่ถูกตอง
มากกวาขนาดใหญ เชน จํานวนซ้ําจริง 52 ซํ้าแตรายงาน 53 ซํ้า (O’Connell et al., 2002) 
ดังน้ัน การรายงานดวยวิธีน้ีอาจมีความผิดพลาด ±1 ซํ้า จากผลบวกปลอมที่อาจเกิดจากการ
ทดสอบ (Saluto et al., 2005) ในการทดสอบครั้งน้ียังไมไดยืนยันขนาดสูงสุดที่ทดสอบได แตทั้ง
สองวิธีไมสามารถทดสอบจํานวนซ้ําที่สูงไดเน่ืองจากดีเอ็นเอมีปริมาณ G-C สูง แตชวยลด
จํานวนของตัวอยางในการทดสอบจาก 151 ราย เหลือเพียงผูหญิงที่เปนปรากฏแถบเดียวซึ่ง
ตองทดสอบตอเพียง 15 ราย 
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การทดสอบดวยวธิีเมธลิเลชั่นสเปซิฟกพซีีอารแบบ methylation triplet primed 
PCR (mTP-PCR) ใชไบซัลไฟตเปลี่ยนอัลลีลจาก C ที่ไมถูกเมธลิเลชั่นเปน U แตอัลลลี C ที่ถูก
เมธิลเลชั่นไมมีการเปลี่ยนแปลง (Clark et al., 1994) ใชไพรเมอรที่ออกแบบจับกับดีเอ็นเอตั้ง
ตนที่ถูกเมธิลเลช่ัน 3 เสน ไดแก mTP-F mTP-R และ Tail-R โดย Tail-R จับกับไพรเมอร  
mTP-R ซ่ึงสวนหนึ่งของ mTP-R จับกบัดีเอ็นเอทุกจํานวนซ้ําของ CGG 8 ซํ้า ในการศึกษานีใ้ช
วิธี mTP-PCR สําหรับตรวจสอบโครโมโซมเอกซขางที่ถูกกดไมใหทํางาน (inactive) ในผูหญิงที่
มีจํานวนซ้ําโฮโมไซกัสเพื่อยืนยันวาไมมีจํานวนซ้ําของ CGG สูงและไมมีภาวะเมธิลเลช่ัน
ผิดปกติ (hypermethylation) คนปกติมีแถบพีซีอารสเมียรสูงไมเกิน 300 คูเบส (Normal, NL)  
คนที่เปนพาหะและคนที่เปนโรคจะมีสเมียรเกิน 300 คูเบส (Pre/ Full mutation, PFM) 
เน่ืองจากมีผลิตภัณฑพีซีอารที่มีหลายขนาดจากการจับแบบสุมของไพรเมอร mTP-R ซ่ึงวิธีน้ีใช
แยกคนที่ปกติออกจากคนที่เปนพาหะและเปนโรคได แตไมสามารถแยกคนปกติมีจํานวนซ้ํา 
CGG สูง เชน 50 ซํ้า และคนที่เปนพาหะที่มีจํานวนซ้ํา CGG ต่ํา เชน 60 ซํ้า นอกจากนั้นวิธีน้ี
ไมสามารถแยกผูปวยทีเ่ปนพาหะในชวง premutation และ Full Mutation ได เน่ืองจากสเมียรมี
ลักษณะใกลเคียงกัน ตองใชไพรเมอรที่ออกแบบใหครอบคลุมตําแหนง CGG ที่เหมาะกับดีเอ็น
เอตั้งตนทีถู่กเมธิลเลชั่นและไมถูกเมธิลเลชั่น เพ่ือเปรียบเทยีบผลและขนาดที่ปรากฏของ
ผลิตภัณฑพีซีอารในการยืนยันผล (Zhou et al., 2004) หรือใชวิธีเซาทเทิรนบลอททีเ่ปนวธิี
มาตรฐาน    แตอยางไรก็ตามวิธีน้ีชวยลดขั้นตอน (ประมาณ 2 วัน) ลดคาใชจายและประหยัดดี
เอ็นเอไดกวา 5 เทา (2 ไมโครกรัม)ในการทดสอบภาวะเมธิลเลชั่น เม่ือเปรียบเทียบกับการ
ทดสอบดวยวธิีเซาทเทิรน บลอททีใ่ชระยะเวลาทดสอบนาน  (ประมาณ 5 วัน) และใชปริมาณดี
เอ็นเอสูง (10 ไมโครกรัม) (Charalsawadi et al., 2005)  

ในการศึกษานี้ไมพบกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะจากการตรวจกรองผูปวย
ออทิซึมจํานวน 151 ราย จํานวนผูปวยมีมากเพียงพอเม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาอื่นที่ไมพบ
ผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยที่วินิจฉัยเปนออทิซึมซ่ึงมีจํานวนผูปวย 19-123 
ครอบครัว (Hallmayer et al. 1994; Holden et al., 1996; Gurling et al., 1997; Klauck et al., 
1997; Poon et al., 1998) การพบความถี่ของกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิ
ซึมนอยอาจเนื่องมาจากผูปวยที่มีพฤติกรรมออทิซึมมีความนาจะเปนนอยที่มีการผาเหลาของยีน 
FMR1 ซ่ึงจากการรายงานที่ผานมาพบกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในผูปวยออทิซึมเพียง
รอยละ 1.9-12 (Gurling et al., 1997; Reddy, 2005; Brown et al., 2004) ทั้งน้ีขึ้นกับกลุม
ตัวอยางที่ศึกษาเนื่องจากหากผูปวยมีความผิดปกติของลักษณะทางคลินิกที่สัมพันธกับกลุม
อาการโครโมโซมเอกซเปราะรวมกับพฤติกรรมออทิซึม แพทยจะสงตรวจกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะดวยเพ่ือการวินิจฉัยตามขอชี้บงทางคลินิก 
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การศึกษานี้พบผูปวยผูชาย 3 ราย ที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในชวง intermediate 
ไดแก AR77-3 TM40-3 และ AR54-3 โดยมีจํานวนซ้ํา CGG เทากับ 44 46 และ 52 ตามลําดบั 
ซ่ึงไดรับการถายทอดจากทางมารดาโดยมีการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้าํ จากการทดสอบลําดับดี
เอ็นเอในผูปวยที่มีจํานวนซ้าํ CGG 52 ซํ้า พบวามี 5 AGG คั่นตําแหนงที่ 10 20 27 37 และ 44 
โดยมีโครงสราง เปน (CGG)9-AGG-(CGG)9-AGG-(CGG)6-AGG-(CGG)9-AGG-(CGG)6-
AGG-(CGG)8 ซ่ึงมีความเสถียรของจํานวนซ้ํา CGG สูงเนื่องจากมี AGG คั่นหลายตําแหนง
ทางดานปลาย 3’ (Eichler et al., 1996; Crawford et al., 2000) แฮพโพลไทปของผูปวย คอื 
CCGA TCAG และ CGGA ตามลําดับ ซ่ึงเปนแฮพโพลไทปที่พบบอยทั้งในกลุมผูปวยและกลุม
ควบคุม โดยพบรอยละ 13 22 และ 51 ในกลุมผูปวย ตามลําดับ ผูปวยทุกรายในกลุมน้ีมีประวัติ
พัฒนาการภาษาลาชาในครอบครัว และลักษณะทางคลินิกของจากการสังเกตพฤติกรรมใน
ผูปวยเองพบปญหาพัฒนาการดานภาษาลาชาและซนอยูไมน่ิงซ่ึงเปนลักษณะที่พบในผูปวย   
ออทิซึมทั่วไป ผูปวยมี non verbal IQ คือ 61 64 และ 59 ซ่ึงอยูในเกณฑต่ําระดับนอย (Mildly 
impaired or delayed) (From: Categories of  IQ scores for Standford-Binet Intelligence 
Scale: Fifth Edition) ซ่ึงไมมีความแตกตางจากคา non verbal IQ เฉลี่ยของผูปวยทั้งหมด 
65.21 ± 16.83 ขอมูลทางคลินิกผูปวยที่มีอัลลีลในชวง intermediate ดังแสดงในตารางที่ 22 
การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ Aziz และคณะ (2003) ที่รายงานลักษณะทางคลินิกของ
ผูปวยที่มีอัลลลีในชวง intermediate และ premutation  มีความแตกตางกันในผูปวยแตละคน
และไมมีความสัมพันธกับจํานวนซ้ํา CGG และการศึกษาของ Ennis และคณะ (2006)    ไมพบ
ความสัมพันธของพฤติกรรมและระดับสติปญญากับผูปวยที่มีอัลลีลในชวง intermediate เชนกัน 
 
ตารางที่ 22. ลักษณะทางคลินิกของผูปวยออทิซึมที่มีจํานวนซ้ํา CGG ในชวง 
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 

AR54-3 3 9 52 59 No Yes No No No Yes Yes No No No 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมผูชายจากภาคกลาง ภาคใต 
ภาคเหนือ และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รวมทั้งสิ้น 200 ราย พบวาจํานวนซ้ําในแตละภาคไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ (P > 0.05) จึงไดรวบรวมขอมูลทั้งหมดเปนกลุม
เดียวกันและผนวกกับขอมูลที่ไดมีการรายงานจํานวนซ้ําในคนไทยจากการตรวจกรองผูปวยที่มี
ภาวะปญญาออนและพัฒนาการลาชาตั้งแตป พ.ศ. 2532 – 2549 จํานวน 337 ราย ที่รายงาน
โดย Limprasert และคณะ (1999) และมีการเก็บขอมูลเพ่ิมเติมทีย่ังไมไดรายงานอีก 27 ราย 
รวมเปน 364 ราย และจากการเก็บขอมูลเพ่ิมเติมจากโรงพยาบาลรามาธิบดีและโรงพยาบาล
สงขลานครินทร ในป พ.ศ. 2550-2551 จํานวน 50 ราย และ 49 ราย ตามลําดับ นํามาเปนขอมูล
การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ของคนไทยรวมทัง้หมด 663 ราย  การเปรียบเทยีบการ
กระจายของ CGG ในคนไทยที่มีการรายงานมาแลวโดย Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) 
จํานวน 75 อัลลีล พบวาไมมีแตกตางความอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.0833) ดังรายละเอียดตาราง
ที่ 23 และการเปรียบเทียบการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ของกลุมผูปวยทั้งหมด 128 ราย 
และกลุมควบคุมทั้งหมด 663 ราย ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 24 และการกระจายของ CGG ในกลุมควบคุมผูชายแสดงทัง้ 663 ราย แสดงในรูปที่ 27 
 
ตารางที่ 23. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมผูชาย เปรียบเทยีบจากการศึกษานี้ 
663 อัลลีล กบัการรายงานในคนไทยโดย Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) 75 อัลลีล 
 

การศึกษานี ้ Rerkamnuaychoke  
และคณะ (1998)  จํานวนซ้ํา

CGG จํานวน 
(อัลลีล) 

รอยละ จํานวน 
(อัลลีล) 

รอยละ 

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 
ไมมีความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญ 

หมายเหตุ: การศึกษาของ Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) รายงานเปนจํานวนอัลลลีซ่ึงมี
ตัวอยางทั้งผูหญิงและผูชาย ในการศึกษานี้เลือกจําเพาะผูชายซึ่งมีคาจํานวนรายเทากับอัลลีล 
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ตารางที่ 24. ความถี่ของจํานวนซ้ํา CGG เปรียบเทยีบระหวางกลุมผูปวยผูชายทั้งหมด 
128 ราย กับกลุมควบคุมทั้งหมด 663 ราย 
 

กลุมผูปวย 
(ออทิซึมและ 
PDD-NOS) 

กลุมควบคุม 

 จํานวนซ้ํา
CGG 

จํานวน 
(ราย) 

รอยละ จํานวน 
(ราย) 

รอยละ 

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 
ไมมีความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญ 
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รูปที่ 27. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในคนไทยผูชายที่เปนกลุม
ควบคุมทั้งหมด 663 อัลลีล จํานวนอัลลีลที่พบบอยในคนไทย คือ 29 30 และ 36 จํานวน 325 
ราย (รอยละ 49) 175 ราย (รอยละ 27) และ 51 ราย (รอยละ 7.7) ตามลําดับ 
 
  อัลลีลที่พบบอยในคนไทย ไดแก จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า (รอยละ 49) 30 ซํ้า (รอยละ 
27) และ 36 ซํ้า (รอยละ 7.7) ไมแตกตางจากการศึกษาของ Limprasert และคณะ (1999) คือ 
จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า (รอยละ 46.8) 30 ซํ้า (รอยละ 31.4) และ 36 ซํ้า (รอยละ 9.5) และ 
Rerkamnuaychoke และคณะ (1998) คือ จํานวนซ้ํา 29 ซํ้า(รอยละ 53) 30 ซํ้า (รอยละ 22.7) 
และ 36 ซํ้า (รอยละ 8) ดังแสดงในรูปที่ 28 
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รูปที่ 28. แผนภูมิแสดงการกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ที่พบบอย ไดแก 29 30 และ 36
เปรียบเทียบขอมูลจากการศึกษานี ้Limprasert และคณะ (1999) และ Rerkamnuaychoke และ
คณะ (1998) ในคนไทย 

 
การเลือกเครื่องหมายพันธุกรรม 
 

สนิปส (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) เปนเครื่องหมายพันธุกรรม
ที่พบบอยในจีโนมประมาณ 1 สนิปสตอ 1000 เบส (Wang et al., 1998) สนิปสอาจเกี่ยวของกับ
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน หนาที่ของโปรตีนหรือการถอดรหัสโปรตีน (transcription 
initiation) ซ่ึงอาจสงผลตอลักษณะที่ปรากฏของแตละกลุมประชากร สนิปสหลายตําแหนงที่อยู
บนโครโมโซมเดียวกันที่ มีการถายทอดไปดวยกันหรือเรียกวาแฮพโพลไทป ใชบงบอก
วิวัฒนาการที่ถายทอดมาจากบรรพบุรุษที่ใหขอมูลที่ชัดเจนกวาสนิปสในตําแหนงใดตําแหนง
หน่ึง แฮพโพลไทปในแตละยีนของแตละกลุมประชากรมีขนาดแตกตางกันขึ้นอยูกับการครอสซิ่ง
โอเวอร (crossing over) ในชวงไมโอซิส บางตําแหนงในจีโนมมีอัตราของการรีคอมบิเนชั่นสูง
(recombination hotspot) โดยโอกาสเกิดรีคอมบิเนชั่นในตําแหนงตางๆ ยังไมทราบชัดเจน และ
ขนาดของแฮพโพลไทป (haplotype block) ที่แตกตางกันอาจมีสาเหตุมาจากปจจัยพันธุกรรม
ของประชากร เชน การเปลี่ยนแปลงโดยบังเอิญ (genetic drift) หรือเปนประชากรในกลุมยอย 
(population subdivision) ที่สงผลใหมีรูปแบบของความหลากหลายในยีนที่แตกตางกัน สนิปสที่
อยูใกลกันมากมีโอกาสถายทอดไปดวยกันสูงเนื่องจากมีโอกาสการเกิดรีคอมบิเนชั่นนอยหรือ
เรียกวาอยูใน Linkage disequilibrium (LD) ปจจุบันการศึกษาสนิปสแฮพโพลไทปมีประโยชนใน
การศึกษาความสัมพันธของพันธุกรรมกับความเสี่ยงของโรคหรือลักษณะที่ปรากฏ เน่ืองจาก
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ตําแหนงที่มีการผาเหลา (mutation) จะพบในแฮพโพลไทปที่จําเพาะและมีการถายทอดอยูใน
ประชากร (Cardon et al., 2001) 

จากการศึกษาสนิปสในตําแหนง FRAXA โดย Brightwell และคณะ (2002a) 
พบความถีป่ระมาณ 1 สนิปสตอ 1024 เบส การศึกษาสนิปสของยีน FMR1 ในคนไทย 
Thanakitgosate และคณะ (2007) พบวาตั้งแตอินทรอน 3-16 (rs25731-IVS10-rs25702-
rs25723) มีการถายทอดไปดวยกัน (D’=1) จึงสามารถเลือกสนิปสใดสนิปสหน่ึงในการศึกษา
แฮพโพลไทป สําหรับการศึกษานี้เลือกสนิปสในตําแหนง rs25702 (อินทรอน 13)         
เพ่ือใหสนิปสกระจายครอบคลุมทางดาน 3’ นอกจากนี้เลือกสนปิสที่อยูใกลกบัจํานวนซ้ําของ 
CGG  ไดแก WEX5 (5’ UTR) และ ATL1 (อินทรอน 1) ซ่ึงมีการถายทอดไปดวยกันนอยกวา
หรืออาจเปนตําแหนงที่เกิดรีคอมบิเนชั่นสงูกวาตําแหนงดานหลัง CGG (D’ = 0.95) แตอยางไร
ก็ตามอาจถือไดวายีน FMR1 มีการถายทอดไปดวยกันครอบคลุมทั้งยีนที่ศึกษา และสนิปสทกุ
ตําแหนงมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทย  

การศึกษานี้ไดเลือกสนิปสเพ่ิมเติมในตําแหนง 5’ UTR ของยีนเนื่องจากอาจจะ
เปนตําแหนงดีเอ็นเอที่ทําหนาที่เปน enhancer ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางานของยีน 
ไดแก WEX70 ที่มีการรายงานในประชากรคอเคเชียนวาอาจเปน cis acting factor ที่เกี่ยวของ
กับความไมเสถียรของจํานวนซ้ําของ CGG ในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ     
พบอัลลลี C บอยบนโครโมโซมเอกซที่ผิดปกติ (Ennis et al., 2007)  แตการศึกษานี้ไดนําสนิปส 
WEX70 มาศึกษาความสมัพันธของยีน FMR1 ในผูปวยออทิซึมพบวา WEX70 ไมมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทยเนื่องจากมีคา MAF ของอัลลลี C 0.004     พบอัลลีล T 
เกือบรอยละ 100 ในประชากร อัลลีล C พบในผูชาย 1  คน และเฮทเทอโรไซกัส (C/T) พบใน
ผูหญิง 1 คนในกลุมควบคุม จึงนําสนิปสตําแหนงน้ีออกจากการศึกษาและคาดวาตําแหนงน้ี
อาจจะไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรเอเชีย นอกจากนั้นไดเลือก WEX44 และ 
WEX82 ที่มีการรายงานวามีความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรเอเชีย คือ จีนและญี่ปุน 
(NCBI)  

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium) พบวา WEX82 
มีการถายทอดกับตําแหนงอ่ืนในยีน FMR1 แต WEX44 อยูนอก LD ซ่ึงพิจารณาจากตําแหนง
พบวา WEX44 มีระยะทางที่ไกลจากตําแหนงอ่ืนในยีนและหางจาก WEX82 ประมาณ 93 กิโล
เบส จากการศึกษานี้ LD ที่ตําแหนง FRAXA มีขนาดประมาณ 50 กิโลเบส ไมแตกตางจาก
รายงานของ Mathews และคณะ (2001) ที่ความยาวประมาณ 45 กิโลเบส และ Ennis และคณะ 
(2007) ประมาณ 55 กิโลเบส ที่ครอบคลุม WEX70 ทั้งน้ีความยาวของ LD ขึ้นกับจํานวน
ตัวอยางและวธิีการที่ใชวิเคราะห รวมถึงการศึกษาของ Ennis และคณะ (2007) ใชจํานวนสนปิส
ที่ถี่มากกวาและมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในคนคอเคเชียน จากระยะของ LD ทีไ่ม
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แตกตางกันนีน้าจะสรุปไดวาตําแหนง FRAXA ที่ครอบคลุมบริเวณ CGG มีการถายทอดไป
ดวยกันสูงและม ีโอกาสเกิดรีคอมบิเนชั่นนอยในยีน (Mathews et al., 2001) 
     
วิธีการศึกษาความสัมพันธ 
 

การศึกษาความสัมพันธเปนการเปรียบเทียบความถี่อัลลีลของเครื่องหมาย
พันธุกรรม จีโนไทป หรือแฮพโพลไทปในผูปวยกับกลุมควบคุม วิธีการศึกษาแฮพโพลไทปที่มี
การจําแนกกลุมผูปวยตามลักษณะที่ปรากฏหรือ endophenotype จะทําใหขอมูลมีความ
นาเชื่อถือมากกวาการเลือกกลุมผูปวยที่ครอบคลุมเกณฑกวางๆ ซ่ึง endophenotype เปน
ลักษณะที่ไมไดปรากฏแตสามารถวัดได เชน ระดับสติปญญา (IQ) ระดับฮอรโมน หรือปริมาณ
นํ้าตาลในเลือด เปนตน แฮพโพลไทปแตละรูปแบบมีผลตอการแสดงออกหรือลักษณะของบุคคล
ที่แตกตางกัน (Gottesman et al., 2003) 

ในการศึกษานี้ศึกษาในตวัอยางผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS และมีการ
แบงกลุมยอยของผูปวยตามลักษณะทางคลินิก ไดแก จําเพาะผูปวยออทิซึมซ่ึงมีจํานวนเพียงพอ
ในการวิเคราะห (89 ราย) แตในการศึกษานี้ไมไดวิเคราะหผูปวยจําเพาะ PDD-NOS เน่ืองจากมี
จํานวนตวัอยางนอย (39 ราย) นอกจากนั้นมีการแบงกลุมผูปวยตามระดับสติปญญาแบบไมใช
ภาษา (non verbal IQ) และผูปวยที่มีประวตัิพัฒนาการดานภาษาลาชาในครอบครัว ซ่ึงพบวา
การแบงกลุมดังกลาวใหคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เชน เม่ือเปรียบเทียบกลุมผูปวย
ทั้งหมดกับกลุมควบคุมพบวาแฮพโพลไทป TGAG มีคา P หลังทดสอบ permutation เทากบั 
0.039 ซ่ึงมากกวาการเปรยีบเทียบจําเพาะผูปวยที่มี non verbal IQ นอยกวา 80 ที่มีคา P 
เทากับ 0.009  

ในการศึกษานี้เลือกกลุมควบคุมที่เปนประชากรทั่วไป (population-based) 
เน่ืองจากเปนการทดสอบยีน FMR1 ที่อยูบนโครโมโซมเอกซ และศึกษาจําเพาะผูชายเนื่องจาก
จํานวนผูปวยผูชายมีมากกวาผูหญิง (128 ราย: 23 ราย) จํานวนตัวอยางของผูหญิงที่มีนอยไม
เพียงพอในการวิเคราะหแบบที่ใชกลุมควบคุมเปนครอบครัว ซ่ึงขอควรระวังในการศึกษาที่ใช
ประชากรทั่วไปคือการเลือกกลุมควบคุมที่ตองมีพ้ืนฐานพันธุกรรมที่ใกลเคียงกับกลุมที่ศึกษา 
(Ennis et al., 2001)     เน่ืองจากหากเลือกกลุมประชากรที่มีความถี่อัลลีลแตกตางกันอาจทําให
เกิดผลบวกปลอม (false positive) ในการศึกษานี้เลือกกลุมตัวอยางและกลุมควบคุมจากภาค
กลาง โดยมีการซักประวัติของผูปวย 3 รุน ตั้งแตปูยาตายายลงมาเพื่อใหตัวอยางที่นํามาศึกษามี
พ้ืนฐานพันธุกรรมที่ใกลเคียงกัน แตอายุระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุมที่แตกตางกันไมมีผล
ตอการทดสอบเนื่องจากอายุไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ และกลุม
ควบคุมไมมีประวัติทางจิตเวชจึงไมมีความโนมเอียงของขอมูลจากการเลือกกลุมควบคุม ใน
การศึกษาความสัมพันธครั้งนี้ใชโปรแกรม Haploview ซ่ึงสามารถวิเคราะหการถายทอดไป
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ดวยกันของยีน (Linkage disequilibrium) การสราง Haplotype block การรายงานความถี่ของ
แฮพโพลไทปที่พบในประชากร การศึกษาความสัมพันธทั้งแบบสนิปสเดียวและแฮพโพลไทป 
และรายงานนัยสําคัญของความสัมพันธดวยการทดสอบ permutation ที่ทําใหมีความนาเชื่อถือ
ของขอมูลมากขึ้น (Barrett et al., 2005) ซ่ึงผลการศึกษาการเขาสูภาวะความสมดุลของ
ประชากรตามกฎของฮารดี-ไวนเบิรก  (Hardy-Weinberg equilibrium) ในกลุมควบคุมเปนการ
ควบคุมคุณภาพวาไมมีประชากรที่มีความถี่อัลลีลแตกตางที่ทําใหไมเขาสูภาวะสมดุล โดยการ
ทดสอบ Hardy-Weinberg equilibrium  ของโครโมโซมเอกซตองใชสนิปสจีโนไทปทั้งผูหญิงและ
ผูชาย  
 
การกระจายของความถี่อัลลีลของสนิปส 
 
  เพ่ือพิจารณาความเหมือนและความแตกตางของความถี่อัลลีลและการกระจาย
ของทุกสนิปส เปรียบเทียบระหวางการศึกษาปจจุบันและการรายงานที่ผานมาในแตละเชื้อชาติ 
พบวาความถี่อัลลีลในคนไทยในการศึกษานี้เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Thanakitgosate 
(2007) พบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในตําแหนง WEX5 (P = 0.0018) ที่การศึกษาใน
คนไทยครั้งน้ีรายงานคา MAF (C) 0.412 แตกตางจากการรายงานของ Thanakitgosate (2007) 
ที่มี MAF (G) 0.368 ซ่ึงอาจจะเกิดจากการเลือกประชากรตางกลุมกัน โดย Thanakitgosate 
(2007) ไดศึกษาประชากรสวนใหญจากภาคใตหรืออาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ แตสนิปสในตําแหนง
อ่ืนไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) และเม่ือเปรียบเทียบระหวางการศึกษาในคน
ไทยครั้งน้ีกับคนจีนไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในทุกตําแหนงสนิปส (P > 0.05) 
อาจจะเนื่องจากคนไทยบางคนมีบรรพบุรุษที่อพยพมาจากประเทศจีน  แตพบวามีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) จากการเปรียบเทียบความถี่ของอัลลีลระหวางคนไทยกับคนญี่ปุน 
และคนยุโรป ตามลําดับ  แตสําหรับคน Sub-Saharan African มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
เกือบทุกตําแหนงสนิปส ยกเวน ATL1 (P = 0.1886) ขอมูลความถี่อัลลีลแตละสนิปสดังแสดง
ตารางที่ 25 และการทดสอบไคสแควรเปรียบเทียบแตละเชื้อชาติดังแสดงในตารางที่ 26 
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ตารางที่ 25. ความถี่อัลลลีของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ
 

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) แตยังไมมีการรายงานในฐานขอมูล NCBI และในการศึกษาในคนไทยครั้งนี้พบวา WEX70 ไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรม 
ความถี่อัลลีล T 0.996 และ C 0.004 
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ตารางที่ 26. การเปรียบเทียบความถีอ่ัลลีลแตละเชื้อชาติ ระหวางคนไทย (2008) กับการศึกษาในคนไทย (2007) คนจนี ญี่ปุน ยโุรป และอัฟรกินั ใน
ตําแหนงสนิปส 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* 

   
* มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (P < 0.05)

88 
 



 
 

 

89

ความสัมพันธของสนิปสในยีน FMR1 และออทิซึม 
 

จากการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน FMR1 และออทิซึม แตละสนิปสไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของทุกตําแหนงสนิปส ซ่ึงจากการศึกษาของ Vincent และคณะ 
(2004) ที่ทดสอบจีโนไทปในตําแหนงสนิปส IVS10 ไมพบความสัมพันธของยีน FMR1 ในออทิ
ซึมเชนกัน ถึงแมวาในการศึกษานี้เลือกศึกษาตําแหนง rs25702 แทน IVS10 แตผลการทดสอบ
จะไมแตกตางกัน เน่ืองจากสนิปสสองตาํแหนงน้ีมีการถายทอดไปดวยกัน (Thanakitgosate, 
2007) การศึกษาสนิปสตําแหนง WEX82 เปนตําแหนงที่นาสนใจเนือ่งจากมีคา P = 0.0808 ใน
การทดสอบจําเพาะกลุมผูปวยออทิซึมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม การทดสอบตวัอยางที่มาก
ขึ้นทั้งในกลุมผูปวยและกลุมควบคุมอาจเห็นความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เน่ืองจาก WEX82 
อยูในตําแหนง 5’ UTR ใกลกับ WEX70 (Ennis et al., 2007) โดยมีระยะหางประมาณ 32.5 
กิโลเบส สนิปสตําแหนงน้ีอาจเปนตําแหนงที่ควบคุม (regulatory sequence) หรือเปน 
enhancer ที่มีความสําคัญตอการถอดรหัส (transcription) ในยีน FMR1 ซ่ึงมีหลายรายงานที่
ศึกษาในสนิปสในตําแหนง 5’ UTR ที่มีผลตอการแสดงออกของยีน เชน  

1. การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับออทิซึมที่พบวาจํานวนซ้ําของ 
GGC (มากกวาหรือเทากบั 10 ซํ้า) พบบอยในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งการศกึษาแบบ case-
control และ family-based และจากการศึกษาการแสดงออกของยีน RELN โดยใช luciferase 
เปนยีน reporter พบวามีปริมาณลดลงเมื่อจํานวนซ้ําเพิ่มขึ้น (Percico et al., 2001; Chen et 
al., 2002; Skaar et al., 2005)  

2. การศึกษาความสัมพันธของยีน MET พบวาทีต่ําแหนงสนิปส rs1858830 
พบอัลลลี C    บอยในผูปวยออทิซึมกวาในกลุมควบคุมที่เปนประชากรทัว่ไปและในครอบครวั 
และการแสดงออกของยีน MET ลดลงในโปรโมเตอรที่เปนอัลลลี C เน่ืองจากการเขาจับของ 
transcription factor ที่แตกตางกันจากการศึกษาดวยวิธี Electrophoretic Mobility Shift and 
Antibody Supershift Assay (EMSAs) (Campbell et al., 2006)  

3. พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนิปส rs4906902 ในยีน GABRB3 
(the GABA receptor beta3 subunit) ในเด็กที่มีภาวะชัก (P = 0070) และพบวาเม่ือเปลี่ยน   
อัลลีล T เปน C ทําใหโปรโมเตอรสูญเสยีความในการจับกับ transcription activator (N-Oct-3) 
ซ่ึงจําเพาะในระบบประสาททั้งจากการยืนยันดวยการวิเคราะหโครงสรางของโปรตีน และการจับ
ของโปรตีนดวยวธิ ีEMSAs (Urak et al., 2006) เปนตน 
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ความสัมพันธระหวางสนปิสแฮพโพลไทปในยีน FMR1 และออทิซึม 
 

การวิเคราะหแบบแฮพโพลไทปมีกําลังมากกวาการวิเคราะหสนิปสตําแหนง
เดียวเนื่องจากมีจํานวนสนิปสมากกวา (Browning et al., 2007) ในการศึกษานี้วิเคราะหสนิปส
แฮพโพลไทปในบล็อกที่มีการถายทอดไปดวยกัน 4 ตําแหนง ไดแก WEX82-WEX5-ATL1-
rs25702 พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในแฮพโพลไทป TGAG (P < 0.05)  จากขอมูลแต
ละกลุมการศึกษาเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ไดแก ผูปวยออทิซึมทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-
NOS) ผูปวยจําเพาะออทิซึม และผูปวยออทิซึมทั้งหมดที่มี non verbal IQ ต่ํากวา 80 โดยมี P 
value (Pcorrected) เทากับ 0.0282 (0.039) 0.0227 (0.035) และ 0.0043 (0.009) ตามลําดับ 
ซ่ึงแฮพโพลไทป TGAG พบในผูปวยเพียง 4 ราย แตไมพบในกลุมควบคุม 
  ผูปวยที่มีแฮพโพลไทป TGAG ไดแก AR16-3 AR38-3 AR44-3 และ TM14-3 
โดยมีผูปวย PDD-NOS 1 ราย และออทิซึม 3 ราย ทุกรายมีจํานวนซ้ํา CGG 30 ซํ้า และมีภาวะ
ปญญาออนในระดับนอยกวา 60 (Mildly impaired or delayed) (From: Categories of  IQ 
scores for Standford-Binet Intelligence Scale: Fifth Edition) คือ 53 46 47 และ 42 
ตามลําดับ จากประวตัิในครอบครัวของผูปวยที่มีแฮพโพลไทปดังกลาวพบวาผูปวยทุกรายมีการ
พูดที่ไมสื่อความหมาย (No any meaningful word) และไมมีประวัติออทิซึมในครอบครัว ผูปวย 2 
ราย (AR16-3 และ AR38-3) มีประวตัิพูดชาในครอบครัว ผูปวยทัง้ 4 ราย มีอาการที่เกี่ยวของ
กับออทิซึมแตกตางกันไป เชน AR44-3 มีเรื่องเดินดวยปลายเทา  AR16-3 มีปญหาเรื่องการกิน 
AR38-3 ไมมีอาการที่เกี่ยวของ สวน TM14-3 มีอาการซนอยูไมน่ิง สมาธิสั้น และเดินดวยปลาย
เทา รายละเอียดของประวตัิและลักษณะทางคลินิกแสดงในตารางที ่27 

มีการศึกษาความสัมพันธของหลายยีนที่เกี่ยวของกับพัฒนาการดานภาษาใน     
ผูปวยออทิซึม ไดแก ยีน WNT2 โปรตีนที่สรางยีนนี้ทําหนาที่เกี่ยวกับการเจริญเติบโต (growth 
factor-like proteins) โดยใชสนิปส 2 ตําแหนง (McCoy et al., 2001) ยีน DYX1C1 บน
โครโมโซม 15q เกี่ยวของกับการอาน (dyslexia) และอาจเกี่ยวของกับทางดานภาษา 
(Ylisaukko-Oja et al., 2005) แตยังไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทั้งสองรายงาน และ
จากการศึกษาของ Alarcon และคณะ (2005) พบวายีน the contactin associated protein-like 
2 (CNTNAP2) ตําแหนง 7q35 เปนยีนในกลุม neurexin  พบสนิปสที่จําเพาะในกลุมผูปวย   
ออทิซึมที่มีความผิดปกติทางดานภาษาเดนชัดมากกวาที่พบในกลุมควบคุม ซ่ึงในการศึกษานี้มี
ผูปวยที่มีประวัติพัฒนาการดานภาษาลาชาในครอบครัวประมาณรอยละ 60 (75 รายในผูปวย
ชายทั้งหมด 128 ราย) นอกจากนี้ผูปวยที่มีแฮพโพลไทป TGAG 4 ราย เปนผูปวยที่มีปญหา
ดานการพูดและมีภาวะปญญาออนที่มี non verbal IQ นอยกวา 60 
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จากการรายงานแฮพโพลไทปที่พบนอยในกลุมผูปวยที่ผูวิจัยสนใจศึกษาโดย
ปจจัยดังกลาวอาจเปนภาวะเสี่ยงตอการเกิดโรค เชน ในการศึกษายีน MDR1 (multidrug 
resistance-1) ที่ผลิตโปรตีน membrane transpoter P-glycoprotein (P-gp) ในผูปวยมะเร็งเม็ด
เลือดขาวแบบเฉียบพลัน (acute lymphoblastic leukemia, ALL) ซ่ึงไดมีการรายงานมาแลววา
การเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในเอกซอน 2 (C3435T) ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน แตมีผล
ตอความจําเพาะตอยาอันเนื่องมาจากการมวนพับของโปรตีนซึ่งทําใหมีอัตราการแปลรหัสที่
แตกตางกัน และในการศึกษาเพิ่มเติมพบวาแฮพโพลไทปที่มีอัลลีล T ซ่ึงพบนอยในประชากรมี
ความเสี่ยงสูงตอการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบเฉียบพลัน ในขณะแฮพโพลไทปที่พบบอยไมมี
ผลตอการเกิดโรค (Semsei et al., 2008) นอกจากนี้ Liu และคณะ (2005) รายงานการศึกษาใน
ภาวะกระดูกพรุนโดยใชสนิปส 29 ตําแหนง ในตัวอยางผูปวย 1873 ราย พบวาแฮพโพลไทปที่
พบนอยในยีน parathyroid hormone และ vitamin D receptor ความถี่รอยละ 1.1 และ 2.9 
ตามลําดับ มีความสัมพันธตอภาวะกระดูกพรุน 

การพบแฮพโพลไทป TGAG ที่พบนอยในผูปวย 4 รายจากผูปวยชายทั้งหมด 
128 ราย (ประมาณรอยละ 3.1) แตไมพบเลยในกลุมควบคุม อาจเปนความสัมพันธของยีน 
FMR1 ในผูปวยออทิซึมหรือการเกิดขึ้นโดยบังเอิญ แตควรจะมีการศึกษาในผูปวยออทิซึมที่มาก
ขึ้นเพ่ือยืนยันวาการพบความสัมพันธน้ีวาเปนจริงหรือไม การศึกษานี้ยังสรุปไมไดวายีน FMR1 
เปนปจจัยสงเสริมภาวะออทิซึมในเด็กไทย  
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           ตารางที่ 27. ประวตัิของผูปวยออทิซึม และ PDD-NOS ที่มีแฮพโพลไทป TGAG  
 

อายุ ประวัติครอบครัว อาการที่เกี่ยวของ  
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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 

 
 การตรวจกรองกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะในการศึกษานี้ไมพบการผา
เหลาของยีน FMR1 จากการเพิ่มขึ้นของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมผูปวยทีว่ินิจฉัยทางคลินิกวา
เปนออทิซึมและ PDD-NOS พบเพียงผูปวยชาย 3 ราย ที่มีจํานวนซ้ํา CGG อยูในชวง 
intermediate ไดแก 44 46 และ 52 ตามลําดับ และไดรับการถายทอดผานแมโดยจํานวนซ้ําไมมี
การเปลี่ยนแปลง จากขอมูลการประเมินพฤติกรรมออทิซึมดวย DSM-IV ทั้งสามรายมีลักษณะที่
พบในออทิซึมทั่วไป ไดแก พัฒนาการทางดานภาษาลาชา ซนอยูไมน่ิง และสมาธิสั้น แตไมมี
ลักษณะทางคลินิกของกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ ในการศึกษานี้ไดเปรียบเทียบความถี่
การกระจายของจํานวนซ้ํา CGG ในกลุมควบคุมคนไทยผูชาย 4 ภาค ไดแก ภาคกลาง 
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P > 0.05)   จึงไดรวบรวมขอมูลจากทุกภาคผนวกกับขอมูลที่ไดมีการรายงานมาแลวโดย 
Limprasert และคณะ (1999) เปนกลุมควบคุมในคนไทยนํามาเปรยีบเทียบกับการกระจายของ
จํานวนซ้ํา CGG ในผูปวยออทิซึมและ PDD-NOS พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P > 0.05) และจากการศึกษาระดบัสติปญญาแบบไมใชภาษา (non verbal IQ) กับจํานวน
ซํ้าของ CGG พบวาไมมีความสัมพันธกัน 

   การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน FMR1 และออทซึิมโดยใชสนิปสที่
ครอบคลุมทั้งยีนพบวามีการถายทอดไปดวยกันของสนิปส WEX82 WEX5 ATL1 และ rs25702 
ในระยะทางประมาณ 50 กิโลเบส การศกึษาความสัมพันธแตละสนปิสในยีน FMR1 กับออทิซึม 
พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในทุกตําแหนงสนิปส แตการศึกษาในแฮพโพลไทป
ของสนิปสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ
แฮพโพลไทปแบบ TGAG ทั้งกอนและหลังการทดสอบนัยสําคัญดวยเปอรมิวเทชั่น ไดแก กลุม
ผูปวยออทิซึมทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) กลุมผูปวยที่ไดรับการวนิิจฉัยเปนออทิซึม
เทานั้น และกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมดที่มี non verbal IQ ต่ํากวา 80 เปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม มีคา P (Pcorrected) เทากับ 0.0282 (0.039) 0.0227 (0.035) และ 0.0043 (0.009) 
ตามลําดับ แตความถี่ของแฮพโพลไทปแบบ TGAG ที่พบนอยในประชากร (ประมาณรอยละ 
3.1) มีแนวโนมสัมพันธกับระดับสติปญญาแบบไมใชภาษาที่นอยกวา 60 ในผูปวยออทิซึม หรือ
อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ  

ดังน้ันการศึกษานี้ยังไมสามารถสรุปไดวายีน FMR1 เปนปจจัยสงเสริมในภาวะ
ออทิซึมในคนไทยซึ่งควรจะมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ 28. ความชุกของออทิซึมในแตละประเทศ  
 

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. ความชุกของออทิซึมในแตละประเทศ (ตอ) 
 

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. ยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึม (Candidate genes) รวบรวมจากการศึกษา
การถายทอด ความสัมพันธ การถายทอดไปดวยกัน (transmission disequilibrium) การ
วิเคราะหดวยสนิปส และการผาเหลาของยีน 
 

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. ยีนที่คาดวากอใหเกิดภาวะออทิซึม (ตอ) 
 

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. ตําแหนงสนปิสบนยีน 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 

 
 
 
 



   

 

115

ตารางที่ 30. ตําแหนงสนปิสบนยีน FMR1 (ตอ) 
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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  ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Thanakitgosate (2007): C 0.632 และ G 
0.368 
2 ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Limprasert และคณะ (2001): A 0.312 
และ G 0.688  
3 ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม รายงานโดย Limprasert และคณะ (2001): C 0.304 
และ T 0.696  
4  ความถี่อัลลลีในผูชายไทยกลุมควบคุม 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 
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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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