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บทคัดยอ 
 
  ออทิซึม (Autism) เปนกลุมอาการที่มีความผิดปกตใินสามดานหลักคือ ดาน
สังคม ดานการสื่อสารทางภาษา และดานความสนใจที่จําเพาะซ้ําเดิม จากการศึกษา
ความสัมพันธและการถายทอดยีน GABRB3 บนแขนยาวของโครโมโซม 15 ตําแหนง q11-13 
ในผูปวยออทซึิม พบวายีน GABRB3 เปนปจจัยสงเสริมการเกิดภาวะออทิซึม ดังน้ันจึงศึกษา
ความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 144 ราย เทียบกับกลุม
ควบคุมจํานวน 251 ราย และศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 121 
ครอบครัว โดยผูปวยทุกรายตองผานการตรวจตามเกณฑการวินิจฉัย Diagnostic and 
Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition (DSM-ΙV) การศึกษานีเ้ลือกสนิปส 7 
ตําแหนงบนยนี GABRB3 (rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, 
rs4906683 และ rs2081648) ครอบคลุมบริเวณโปรโมเตอรถึงอินทรอน 8 การศึกษาแบง
ออกเปน 2 แบบคือ การศึกษาความสัมพันธระหวางสนิปสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม (Population base case control) และศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัว (Family 
based association) โดยใชวธิี Transmission Disequilibrium Test (TDT) การศึกษาโดยวธิ ี
Population base case control พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถี่อัลลีล 
และความถี่จีโนไทปของสนปิส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (อัลลลี: P 
= 0.004018; df = 1; จีโนไทป: P = 0.01347; df = 2) นอกจากนี้พบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317 (P = 0.04087; df = 2) และสนิปส 
rs3212333 (P = 0.0280; df = 2) ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม สวนการศึกษาการ
ถายทอดอัลลลีในครอบครัวไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของการถายทอดอัลลลี
ของสนิปสทุกตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม การศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิตขิองความถี่อัลลีล และความถี่จีโนไทปของสนปิสบางตําแหนงในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบ
กับกลุมควบคมุ แสดงใหเห็นวายีน GABRB3 อาจเปนยีนหนึ่งที่เปนปจจัยสงเสริมการเกิดภาวะ
ออทิซึมในเด็กไทย ในอนาคตควรศึกษาตัวอยางผูปวยที่มากขึ้นเพ่ือยืนยันผลการศึกษาในครั้งน้ี 
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ABSTRACT 
 

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

การกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX โดยวิธีการหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) 

30 

13. แสดงตําแหนงสนิปสบนยีน GABRB3 ที่ใชในการศกึษา 41 
14. แสดงรายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโน

ไทปของสนิปสในแตละตําแหนง 
45 

15. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4542636 48 
16. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2081648 49 
17. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4906902 50 
18. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs20317 51 
19. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs3212333 52 



     (8)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่ หนา 
20. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs1367959 53 
21. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4906683 54 
22. แสดงสีซ่ึงบอกการถายทอดไปดวยกนัของคาLD (Standard Color Scheme) 60 
23. แสดงคาฮารดี-ไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนง  79 
24. ความถี่อัลลีลของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 

rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยทั้งหมด
เทียบกบักลุมควบคุม 

81 

25. ความถี่จีโนไทปของสนปิส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคมุ  

83 

26. ความถี่จีโนไทปของสนปิส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยชายทีมี่
ภาวะออทิซึมเทียบกบักลุมควบคุม  

84 

27. ความถี่จีโนไทปของสนปิส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยทั้งหมด
ที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 เทียบกบักลุมควบคุม 

85 

28. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs4906902 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทซึิมเทียบกับกลุมควบคุม  

87 

29. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs20317 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทียบกบักลุมควบคุม  

88 

30. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs3212333 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทซึิมเทียบกับกลุมควบคุม 

89 

31. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs1367959 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทซึิมเทียบกับกลุมควบคุม  

90 

32. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs4542636 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทซึิมเทียบกับกลุมควบคุม  

91 

33. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs4906683 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทซึิมเทียบกับกลุมควบคุม  

92 

  



     (9)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่ หนา 
34. แสดงคา P-value จากการเปรียบเทยีบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
     สนิปส rs2081648 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทซึิมเทียบกับกลุมควบคุม  

93 

35. คา P-value ของการถายทอดอัลลีลของสนิปส rs4906902, rs20317, 
rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน 
GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด  

94 

36. ความถี่ของแฮพโพลไทลบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด 96 
37. แสดงผลการศึกษายีน ARX ที่พบ c.430G>T (p.A144S) ในผูปวย (TM34-3) 105 
38. ความถี่อัลลีลของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ 109 
39. การเปรียบเทียบความถี่อัลลีลแตละเชื้อชาติ  110 
40. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ในผูปวย X-linked lissencephaly with 

ambiguous genitalia (XLAG) and ACC–AG, agenesis of corpus callosum 
with abnormal genitalia 

 126 

41. ยีนที่คาดวาสัมพันธกับภาวะออทิซึม 127 
42. แสดงตําแหนง SNPs ทีมี่การศึกษาบนยีน GABRB3 129 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



     (10)

รายการรูปประกอบ 
 

รูปที่  หนา 
1. แสดงการสังเคราะหสารสื่อประสาทแบบยับยั้ง GABA 10 
2. แสดงลักษณะของ GABAA GABAC และ GABAB receptors 10 
3. แสดงรูปแบบ (isoforms) ของ GABAA receptor แบบตางๆที่พบในสมองของสัตว 11 
4. แสดงตําแหนงไมโครแซทเทลไลต และสนิสปที่ใชในการศึกษาความสัมพันธ 
   ระหวางยีน GABA receptor (GABRB3, GABRG3, GABRA5) บนโครโมโซม 15  
   กับภาวะออทิซึม 

14 

5. แสดง β 3-mRNA isoform 1 และ 2 ของยีน GABRB3 15 
6. แสดงการศึกษาสนิปสบนตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ในผูปวยโรค 
   Childhood absence epilepsy (CAE) 

20 

7.แสดงตําแหนงไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจกรองการ 
   กลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 

33 

8. แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX โดย 
   วิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ในผูปวยออทิซึมเฉพาะผูชาย 

35 

9. แสดงตําแหนงนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซม Ava II 35 
10. แสดงผลพีซีอารที่ถูกตดัดวยเอนไซม Ava II 37 
11. แสดงแผนผังขั้นตอนการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ในผูปวยออทิ

ซึมทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และการถายทอดในครอบครัวผูปวยออทิ
ซึม 

39 

12. แสดงตําแหนงสนิปสในยีน GABRB3 ที่ใชในการศกึษา 42 
13. แสดงการออกแบบไพรเมอรดวยวิธีไบอัลลลีลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS 

PCR) 
44 

14. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวธิีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs4542636  48 
15. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวธิีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2081648  49 
16. แสดงผลพีซีอารโดยวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs4906902 50 
17. แสดงผลพีซีอารโดยวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs20317 51 
18. แสดงผลพีซีอารโดยวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs3212333 52 
19. แสดงผลพีซีอารโดยวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs1367959 53 
20. แสดงผลพีซีอารโดยวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs4906683 54 
21. แสดงขอมูล (input) นามสกุล .dat ที่ใชในการศึกษาดวยโปรแกรมแฮพโพลวิว 57 



     (11)

รายการรูปประกอบ (ตอ) 
 

รูปที่  หนา 
22. แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮพโพลวิว v4.0 58 
23. แสดงผลการทดสอบทีไ่ดจากโปรแกรมแฮพโพลวิว v4.0 60 
24. แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK ในการ

วิเคราะหหาคา Hardy-Weinberg Equilibrium 
62 

25. แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK เพ่ือ 
     วิเคราะห Association analysis 

62 

26. แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK เพ่ือ 
     วิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT  

63 

27. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยโปรแกรม PLINK บน 
command line 

64 

28. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium จากโปรแกรม PLINK  64 
29. แสดงผลการทดสอบทีไ่ดจากโปรแกรม PLINK บน command line  65 
30. แสดงผลการวิเคราะห Association analysis จากโปรแกรม PLINK  66 
31. แสดงการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT จากโปรแกรม 

PLINK  
67 

32. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T ในยีน 
ARX 

68 

33. แสดงการศึกษาการถายทอดในครอบครัวที่พบการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด 
c.430G>T  

69 

34. แสดงผลเจลอะคริลาไมดในการศึกษาการเปลี่ยนนวิคลีโอไทดในตําแหนง 
c.430G>T โดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพี  

70 

35. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs4906902  71 
36. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs20317  72 
37. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs3212333  73 
38. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs1367959 74 
39. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs4542636 75 
40. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs4906683  76 
41. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2081648 77 
  



     (12)

รายการรูปประกอบ (ตอ) 
 

รูปที่  หนา 
42 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD) บนยีน 

GABRB3  
95 

43. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs3212333 98 
44. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs1367959 99 
45. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs4542636 100 
46. แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณตําแหนง 144 (ลูกศรชี)้ ของ 

Polyalanine tract ที่ 2 ของโปรตีน ARX 
102 

47. แสดงแบบจําลองโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX 103 
48. แสดงแบบจําลองการเกิด Phosphorylation ในโปรตีน ARX บรเิวณ polyalanine 

tract 2  
104 

  
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



     (13)

สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

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

    Specifide  
 APS  = ammonium persulfate 

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

 



     (14)

สัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 

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

 
บทนําตนเรือ่ง 
 
  ออทิซึม (Autism) เปนภาวะความผิดปกติของสมองที่ทําใหเกิดความบกพรอง
ทางพัฒนาการในสามดานหลัก ไดแก ดานสังคม ดานภาษาและการสื่อสาร รวมถึงมีพฤติกรรม
และความสนใจจําเพาะซ้ําเดิม อาการเหลานี้เกิดในชวงตนของชวีิตมักเกิดกอนอายุ 3 ป 
อุบัติการณการเกิดโรคออทิซึมในคนไทยพบประมาณ 10 ในเด็ก 10,000 คน และมีแนวโนมจะ
เพ่ิมขึ้น ออทิซึมพบในเพศชายมากกวาเพศหญิงในอัตราสวน 4:1 จากการศึกษาพบรอยละ 75 
ของผูปวยออทิซึมมีภาวะปญญาออน และรอยละ 30 มีอาการชักรวมดวย ในปจจุบันยังไมทราบ
สาเหตุของการเกิดภาวะออทิซึมที่ชัดเจน แตพบรอยละ 10 ของผูปวยออทิซึมมีสาเหตุมาจาก
ความผิดปกตขิองยีนเด่ียว ความผิดปกตขิองโครโมโซม การติดเชื้อระหวางตั้งครรภ หรือปจจัย
ทางพันธุกรรมรวมกับสิ่งแวดลอม (Multifactorial inheritance) สวนรอยละ 90 ของผูปวยออทิ
ซึมยังไมทราบสาเหตุ (idiopathic) การศึกษาความสมัพันธของยีนกับการเกิดภาวะออทิซึม พบ
ยีนมากกวา 10 ตําแหนงที่เกี่ยวของ เชน ยีน FMR1, RELN, MECP2, GABRB3, NLGN3 และ 
NLGN4X เปนตน 
  การศึกษาสวนหนึ่งพบความไมสมดุลของสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง GABA 
neurotransmitter system ในผูปวยออทิซึม คือ มีปริมาณสารสื่อประสาทแบบยับยั้ง GABA 
(Gamma-Amino Butyric Acid) ในพลาสมาและสมองสูงกวากลุมควบคุม และพบการทํางานของ 
GABA receptors ในสมองของผูปวยออทิซึมลดลง เม่ือกลไกการทํางานของสารสื่อประสาทแบบ
ยับยั้งผิดปกตไิป สงผลใหสมองถูกกระตุนมากจนไมสามารถควบคุมกลไกการทํางานตามปกติ
ได จากการศึกษาพบยีน GABA  type A receptors บางตําแหนงเปน candidate gene ของ
ภาวะออทิซึมดวย GABA type A receptor เปน chloride channels ที่ทํางานรวมกับสารสือ่
ประสาทแบบยับยั้ง GABA ในระบบสมองสวนกลางของสัตวเลี้ยงลกูดวยนม เน่ืองจาก GABA 

type A receptor มีหลายหนวยยอย ที่สรางขึ้นจากยีนหลายตําแหนงบนโครโมโซม 4, 5, 6, 15 
และ X พบความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 บนแขนยาวของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-
13 กับภาวะออทิซึม คือ พบผูปวยออทิซึมรอยละ 1-5 มีการเพิ่มขึ้นของชิ้นสวนยีนตําแหนงน้ี
เปนสองเทา (Duplication) และพบการหักของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q13.3 แลวกลบัมา
เชื่อมตอกัน (Isodicentric chromosome 15) จากการศึกษาจีโนมไวดสแกน (Genome wide 
scans) การศึกษาความสัมพันธ (Association analysis) และการถายทอดในครอบครัว (linkage 
analysis) โดยใชไมโครแซทเทลไลท (microsatellite) และ สนิปส (single nucleotide 
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polymorphisms; SNP) สนับสนุนความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับการเกิดภาวะออทิซึม
มากขึ้น 

 การศึกษาครั้งน้ีจึงสนใจศึกษาความสัมพันธ (Association analysis) ของยีน 
GABRB3 ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม โดยแบงลักษณะของการศึกษาออกเปน 2 แบบ คือ 
การศึกษาความสัมพันธโดยการเปรียบเทียบความแตกตางของความถี่อัลลีล และความถี่ของจี
โนไทปในกลุมประชากรที่เปนโรคเทียบกับกลุมประชากรปกต ิ (Population base case control) 
และวเิคราะหการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึม (Family based association) โดย
วิธีการ Transmission Linkage Disequilibrium (TDT) ซ่ึงใชสนิปสที่ครอบคลุมทัว่ทั้งยีน 
GABRB3  
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การตรวจเอกสาร 
 
ออทิซึม 
 

 ออทิซึม (Online Mendelian in Man, OMIM 209850) เปนกลุมอาการที่มี
ความผิดปกตใิน 3 ดานหลัก คือ ดานสังคม ดานการสื่อสารทางภาษา และมีพฤติกรรมหรอื
ความสนใจจําเพาะซ้ําเดิม อาการดังกลาวขางตนมักแสดงออกกอนอายุ 3 ป สวนกลุมอาการที่มี
การแสดงออกของภาวะออทิซึมไมครบเกณฑวินิจฉัยทั้ง 3 ดานหลัก และมีการแสดงอาการเมื่อ
อายุมากกวา 3 ปขึ้นไป เรียกผูปวยในกลุมน้ีวา Pervasive developmental disorder not 
otherwise specified (PDD-NOS) ปจจุบันจึงมักเรียกกลุมอาการออทิซึมที่มีความรุนแรง
แตกตางกันวา Autism Spectrum Disorders (ASD) การศึกษาพบเด็กในกลุมอาการออทิซึม มี
ระดับความสามารถ หรือระดับสติปญญาตั้งแตต่ํากวาปกติมากไปจนถึงความสามารถสูงกวาคน
ทั่วไป 

 ในป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Fombonne ไดรวบรวมขอมูลความชุกของภาวะ
ออทิซึมทั่วโลกในชวงป พ.ศ. 2509 ถึงป พ.ศ. 2536 (ค.ศ. 1966-1993) มีคาเฉลีย่ของความชกุ
เทากับ 3-5 คน ตอประชากร 10,000 คน และในชวงป พ.ศ. 2537 ถึงป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 1994-
2003) พบคาเฉลี่ยของความชุกเพิ่มขึ้นเปน 7-10 คน ตอประชากร 10,000 คน และพบอัตรา
การเกิดภาวะออทิซึมในผูชายมากกวาผูหญิงในอัตราสวน 4:1 (Fombonne, 2003; Fombonne, 
2005) สําหรับในประเทศไทย กรมสุขภาพจิตไดศึกษาความเสี่ยงตอการเกิดภาวะออทิซึมในเดก็
อายุ 1 ป ถึง 5 ป ที่มาตรวจสุขภาพในคลินิกสุขภาพเด็กของโรงพยาบาลและสถานีอนามัยทั่ว
ประเทศ พบความชุกของการเกิดภาวะออทิซึม เทากับ 6 คน ตอประชากร 10,000 คน และมี
รายงานความชุกของภาวะออทิซึมในประเทศไทยประมาณ 10 คน ตอประชากร 10,000 คน 
(Poolsupasit et al., 2005) จะเห็นไดวาจํานวนผูปวยออทิซึมเพ่ิมขึ้น ซ่ึงอาจเกิดจากเกณฑการ
วินิจฉัยที่ครอบคลุมอาการของโรคมากขึ้น มีความแมนยําและรวดเร็ว รวมทั้งการใหความรูที่
แพรหลายมากกวาเดิม เกณฑในการวินิจฉัยกลุมอาการออทิซึมมีหลายแบบที่เปนมาตรฐาน เชน 
การวินิจฉัยดวยลักษณะทางคลินิกตามเกณฑของ American Psychiatric Association Manual 
of Psychiatric Diseases, 4th edition (DSM-IV) แบบสัมภาษณ Autism Diagnostic Interview-
Revises (ADI-R) หรือแบบสังเกตพฤติกรรม Autism Diagnostic Observation Schedule 
(ADOS) เปนตน  

 ในปจจุบันไมทราบสาเหตุของการเกิดออทิซึมที่ชัดเจน แตรอยละ 10 ของผูปวย
ออทิซึมมีสาเหตุมาจากความผิดปกติของยีนเด่ียว ความผิดปกตขิองโครโมโซม ความเสีย่ง
ระหวางการตัง้ครรภ หรือการคลอดของมารดา เชน มารดาเปนหัดเยอรมันในระยะตั้งครรภ มี
การบาดเจ็บกอนคลอด ระหวางคลอด หรือหลังการคลอด สวนรอยละ 90 ของผูปวยออทิซึมยัง
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ไมทราบสาเหตุ (idiopathic) โรคทางพันธุกรรมที่พบวามีอาการออทิซึมรวม คือ กลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะ (Fragile X syndrome) กลุมอาการเรตต (Rett syndrome) กลุมอาการทู
เบอรัสสเครอโรซิส (Tuberous sclerosis complex) สาเหตุที่สําคัญของการเกิดภาวะออทิซึม คือ 
พันธุกรรมรวมกับสิ่งแวดลอม (Multifactorial inheritance) จากการศึกษาพบปจจัยทาง
พันธุกรรมเปนปจจัยสําคัญเกี่ยวของกับการเกิดภาวะออทิซึม เพราะพบออทิซึมในคูแฝดรวมไข 
(monozygotic twins) ทั้งสองคนมากถึงรอยละ 60-91 แตพบการเกดิภาวะออทิซึมในแฝดตางไข 
(dizygotic twins) ทั้งสองคนเพียงรอยละ 0-10 (Freitag et al., 2007) เน่ืองจากรอยละ 75 ของ
ผูปวยออทิซึมมีภาวะปญญาออน และรอยละ 30 มีภาวะชักรวมดวย การกลายพันธุของยีน ARX 
เปนสาเหตขุองภาวะปญญาออนรวมกับอาการชัก จึงเชื่อวาการกลายพันธุของยีน ARX อาจ
สัมพันธกับการเกิดภาวะออทิซึม การศึกษานี้จึงสนใจตรวจกรองการกลายพันธุของยีน ARX ใน
ผูปวยออทิซึมกอนทําการศกึษาในขั้นตอนตอไป 
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ยีน ARX 
 
  ยีน Aristaless Related Homeobox (ARX) เปนโปรตีนในกลุม paired class of 
homeoprotein ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1997 เกี่ยวของกับกลไกการควบคมุการแสดงออก
ของยีน (Activating or Repressing transcription) ในตอนตนของการพัฒนาการของสมอง และ
พัฒนาการของระบบประสาทสวนกลาง ยีน ARX พบบนแขนสั้นของโครโมโซมเอกซในตําแหนง 
22.1 (Xp22.1) มีขนาดประมาณ 12.5 กิโลเบส ประกอบดวย 5 เอกซอน ควบคุมการสราง
โปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 562 ตําแหนง จากการศึกษาดวยวิธี Northern blotting 
analysis พบโปรตีน ARX แสดงออกมากในสมองของเด็ก และลดลงในสมองผูใหญ นอกจากนี้
พบการแสดงออกของโปรตีนขางตนในอวัยวะอ่ืนๆ เชน หัวใจ กลามเนื้อ และตับ (Ohira et al., 
2002)  การศกึษาโดยหยุดการทํางานของยีน ARX (knockout) ในหนู พบหนูคลอดกอนกําหนด
และตายในเวลาถัดไป หนูมีขนาดสมองที่เล็กกวาปกติ รวมทั้งความผิดปกติของ Olfactory 
bulbs และ testes นอกจากนี้พบกระบวนการสรางสารสื่อประสาทแบบยับยั้งลดลงในตําแหนง 
ventricular zone ซ่ึงอาจสงผลตอการทํางานของกระบวนการสรางสารสื่อประสาทแบบยับยั้งใน 
GABAergic interneuron (Kitamura et al., 2002) 
  จากการศึกษาพบการกลายพันธุแบบการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนอะลานิน
จํานวน 8 ตัว ในตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 428 ถึง 451 (c.428_451 duplication; 24 bp) ในเอก
ซอน 2 ของยีน ARX เปนการกลายพันธุที่พบไดบอย (common mutation) ซ่ึงพบมากถึงรอยละ 
60 ของการกลายพันธุที่พบทั้งหมด และการกลายพันธุที่พบไดบอยน้ีพบรวมกับการกลายพันธุ
แบบอ่ืนๆ รวมถึงรอยละ 90 ในเอกซอน 2 ของยีน ARX การกลายพันธุของยีน ARX พบในกลุม
ผูปวยที่มีภาวะปญญาออน ผูปวยโรค Partington syndrome และผูปวย Infantile spasms ที่มี
การถายทอดในครอบครัว ซ่ึงผูปวยบางรายมีอาการออทิซึมรวมดวย (Stromme et al., 2002) 
(ดังแสดงในตารางที่ 1-3) สวนการกลายพันธุที่พบในเอกซอนอื่นๆ บนยีน ARX มักพบในผูปวย
กลุมที่มีโครงสรางสมองผิดปกติรวมกับอวัยวะเพศกํากวม (Sherr, 2003) เปนตน 
  เน่ืองจากผูปวยออทิซึมสวนใหญมีภาวะปญญาออนรวมดวย และการกลายพันธุ
ของยีน ARX เปนสาเหตุของการเกิดภาวะปญญาออน รวมทั้งพบผูปวยบางรายที่มีการกลาย
พันธุของยีน ARX มีอาการของออทิซึมรวมดวย จึงเชื่อวาการกลายพันธุของยีน ARX อาจ
สัมพันธกับการเกิดภาวะออทิซึม การกลายพันธุของยีน ARX เปนโรคพันธุกรรมยีนดอยบน
โครโมโซมเอกซ (X-Linked Recessive; XLR) กลาวคือผูปวยสวนใหญเปนเพศชายที่มีแม และ
ผูหญิงคนอ่ืนๆ ในครอบครัวเปนพาหะของโรค การศึกษานี้จึงสนใจตรวจการกลายพันธุใน      
เอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายทีมี่ภาวะออทิซึมกอนทําการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
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ตารางที่ 1. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ที่พบในผูปวยที่มภีาวะปญญาออน และมี
การถายทอดทางพันธุกรรมแบบยีนดอยบนโครโมโซมเอกซ (คัดลอกจาก Gecz J et al., 
2006) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

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

NS-XLMR Insertion 1 Gecz et al., 2006 

c.304 ins 
(GCG)2 

NS-XLMR Insertion 1 Gecz et al., 2006 

c.304 ins 
(GCG)1 

NS-XLMR Insertion 2 Gecz et al., 2006 

c.333_334 
ins(GCG)7 

XLMR Duplication 6 Gecz et al., 2006 

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

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

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

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

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

2 

c.431_454 del NS-XLMR Deletion 1 Gecz et al., 2006 
ตัวยอแสดง NS-XLMR; Non-Syndromic X-Linked Mental Retardation, XLMR; X-Linked 
Mental Retardation 
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ตารางที่ 1. (ตอ) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

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

2 

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

Duarte et al., 2006 
4 

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

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

รวม - - - 61 - 
ตัวยอแสดง NS-XLMR; Non-Syndromic X-Linked Mental Retardation, XLMR; X-Linked 
Mental Retardation 
 
ตารางที่ 2. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ที่พบในผูปวย Partington syndrome 
(คัดลอกจาก Gecz J et al., 2006) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

2 c.428_451 dup PRTS Duplication 2 Gecz et al., 2006 
ตัวยอแสดง PRTS; Partington syndrome 
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ตารางที่ 3. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ที่พบในผูปวยโรคลมชักแบบ West 
syndrome/Infantile spasms X-linked syndrome (WS/ISSX) 
(คัดลอกจาก Gecz J et al., 2006) 
 
เอกซอน การผาเหลา ลักษณะทาง

คลินิก 
ลักษณะของ
การผาเหลา 

จํานวน
ผูปวย 
(ราย) 

เอกสารอางอิง 

c.298_330 
dup(GCG)9 

Infantile 
epileptic 

Duplication 2 Kato et al., 2007 

c.304 ins 
(GCG)7 

ISSX Insertion 3 Gecz et al., 2006 

c.333_334 
ins(GCG)7 

ISSX Insertion 6 Guerrini et al., 2007 

c.335_336 
ins(GCG)7 

ISSX Insertion 1 Wallerstein et al., 
2008 

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

2 

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

IVS 4-816_EX5701  
del 

ISSX Deletion 1 Gecz et al., 2006 4 

c.1465 delG 
(Fs491X) 

ISSX Nonsense 1 Wallerstein et al., 
2008 

รวม - - - 18 - 
 ตัวยอแสดง ISSX; Infantile Spasms X-linked syndrome 
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GABA receptors (Gamma-Amino Butyric Acid receptor) 
 
  การศึกษาสวนหนึ่งพบการทํางานที่ผิดปกติของระบบสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง 
GABA neurotransmitter system ในผูปวยออทิซึม คือ มีปริมาณ GABA (Gamma-Amino 
Butyric acid) ในพลาสมาและสมองสูงกวากลุมควบคมุ (Dhossche et al., 2002; Hussman, 
2001) และพบการทํางานของโปรตีน GABA type A receptors ในสมองของผูปวยออทิซึมลดลง 
(Fatemi et al., 2009; Blatt et al., 2001) สงผลใหสมองถูกกระตุนมากจนไมสามารถควบคุม
กลไกการทํางานตามปกติได รวมทั้งพบยีน GABA type A receptors บางตําแหนงเปน 
candidate gene ของออทิซึม เชนยีน GABA type A receptors beta 3 (GABRB3) และยีน 
GABA type A receptors alpha 4 (GABRA4) เปนตน 
  Gamma-Amino Butyric Acid receptor (GABA receptors) เปนโปรตีน 
receptor ที่พบบริเวณเยื่อหุมเซลลประสาทของ postsynaptic ทําหนาที่เปน Ion-channel-linked 
receptor หรือที่เรียกอีกอยางหนึ่งวา transmitter-gate ion channel โดยโปรตีน receptor 
ประเภทนี้มีกลไกการทํางานที่ไมซับซอน คือ ทําหนาที่ในการเคลื่อนยายสารสื่อประสาทใหผาน
เขาออก synapses อยางรวดเร็ว ในกรณขีองเซลลในระบบประสาท โปรตีน receptor ทําหนาที่
สงผานสัญญาณเคมีในรูปสญัญาณสื่อกระแสประสาท (neurotransmitter) ใหเคลื่อนไปตามเอก
ซอน (exon) กอนที่สัญญาณนั้นจะถูกเปลี่ยนใหมาอยูในรูปสัญญาณทางไฟฟา กอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงความตางศกัยในเยื่อหุมเซลลของเซลลเปาหมาย เม่ือสารสื่อประสาทจับกับโปรตีน 
receptor เกิดการกระตุนใหมีการปดและเปดของชองสําหรับไอออนอิสระแตละชนิด เชน Na+, 
K+, Ca2+ หรือ Cl- ใหสามารถผานเยื่อหุมเซลลเขาสูเซลลอยางรวดเร็ว GABA receptors ทํางาน
รวมกับสารสือ่ประสาทแบบยับยั้งที่พบในสมองและจอตา เรียกวา GABA (Gamma-Amino 
Butyric Acid) ซ่ึงเปนสารสื่อประสาทที่หลั่งออกมาจากปลายประสาทดาน presynaptic 
inhibition และรวมตัวกนัอยางจําเพาะกับสารสื่อประสาทแบบยับยั้ง GABA ที่สรางจาก
กระบวนการ decarboxylation ของกลูตาเมท โดยเอนไซม glutamate decarboxylase (GAD) 
(ดังแสดงในรูปที่ 1) ซ่ึงพบอยูในปลายประสาทของสมอง 
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รูปที่ 1. แสดงการสังเคราะหสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง GABA 
(www.rpi.edu/~bellos/new_page_2.htm) 
 
  GABA receptors แบงเปน 3 ชนิด คือ GABA type A receptors (GABAA) 
GABA type B receptors (GABAB) และ GABA type C receptors (GABAC) ดังแสดงในรูปที่ 2  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 Gamma-Amino Butyric Acid type A receptor (GABAA receptor) เปน 
GABA receptor ที่พบมากที่สุดในสมอง GABAA receptor เปน ionotropic receptor ซ่ึงมี
ลักษณะแบบ transmembrane heteroligomeric protein (ดังแสดงในรูปที่ 2) ทําหนาที่เปน
ทางผานของคลอไรดไอออนเขาสูเซลลประสาท (chloride ion channel) กระบวนการสังเคราะห
และรวมตัวกนัเปน GABAA receptor เกิดขึ้นในเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic 
reticulum) สงตอไปยังกอจิคอมเพลกซ (golgi apparatus) และขนสงไปยังเยื่อหุมเซลลประสาท

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

D 

ddddddddd  
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ตัวรบั กระบวนการนี้ตองอาศัยโปรตีนและกระบวนการตางๆ ที่ซับซอน GABAA receptor 
ทํางานรวมกับสารสื่อประสาทแบบยบัยั้ง GABA (inhibitory neurotransmitter) ที่เขาจับใน
ตําแหนงรอยเชื่อมตอระหวางหนวยยอยของ α และ β (Jacop et al., 2008) เม่ือเกิดการรวมตัว
กันสงผลกระตุนให receptor เปดออก คลอไรดไอออนไหลเขาสู postsynaptic ในปริมาณมาก
สงผลใหเกิดกระบวนการไฮเปอรโพลาไรเซชั่น (hyperpolarization) เกิดการยับยั้งการทํางาน
ของสารสื่อประสาทอยางรวดเร็ว GABAA receptor มีตาํแหนงจําเพาะตอการทํางานของสารเคมี
และยาในกลุม benzodiazepines, barbiturates, anesthetics และ alcohols (Ma DQ and 
DeLong R, 2005) ซ่ึงเปนยาที่ใชในการระงับประสาท ทําใหกลามเน้ือคลายตวั ระงับอาการชัก
และทําใหหลบัสบาย จากการศึกษาระดบัโมเลกุลพบ GABAA receptor เปน heteropentameric 
complex แบงเปน 8 กลุม คือ แอลฟา (α),  บีตา (β), แกมมา (γ),  เดลตา (δ), เอปไซลอน 
(ε), เซตา (θ),  พาย (π) และ โร (ρ) ที่มีทั้งหมด 19 หนวยยอย (ดังแสดงในตารางที่ 4) คือ 
α1−6, β1−3, γ1−3, δ, ε, θ, π และ ρ1-3 แมวา GABA receptor มีหลายหนวยยอย แต
สวนประกอบหลักของ GABAA receptor ที่พบมาก คือ  2 หนวยยอยของ α,  2 หนวยยอยของ 
β และ 1 หนวยยอยของ γ สวนรูปแบบอ่ืนที่พบรองลงมา คือ αβγ, αβε,  αβπ หรือ αβρ 
(Steiger JL. And Russek SJ., 2004) ดังแสดงในรูปที่ 3 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
โดยยีนที่สรางโปรตีนเหลานีอ้ยูบนโครโมโซมที่แตกตางกันแสดงในตารางที่ 4 (Glatt et al., 
1997) GABAA receptor ประกอบดวยหนวยยอยทีแ่ตกตางกัน โดยแตละหนวยยอยมีหนาที่
แตกตางกันและสรางขึ้นในชวงอายุการเจริญเติบโตทีแ่ตกตางกัน (Laurie et al., 1992)  
 
 
 
 

      a            b                c  
รูปที่ 3. แสดงรูปแบบ (isoforms) ของ GABAA receptor แบบตางๆที่พบในสมองของสัตว 
(http://www.biochemsoctrans.org/bst/034/0868/bst0340868f02.htm?resolution=HIGH) 
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ตารางที่ 4. แสดงยีนที่สรางโปรตีน GABAA receptor บนโครโมโซมในตําแหนงตางๆ 
 
โครโมโซม ตําแหนง หนวยยอยของยีน GABA receptor 
โครโมโซม 4 p14-q12 α2, α4, β1 และ γ1 
โครโมโซม 5 q31.1-q33.2 α1, α6, β1 และ γ2 
โครโมโซม 6 q14-q12 ρ1 และ ρ2 
โครโมโซม 15 q11-q13 α5, β3 และ γ3 
โครโมโซม X q28 α3, ε และ δ 

 
  Gamma-Amino Butyric Acid type B receptor (GABAB receptor) เปน G 
protein-coupled receptors (GPCRs) หรือ seven transmembrane domain receptors มี
โครงสรางหลักประกอบดวย polypeptide เพียงเสนเดียวทีข่ดตัวขึ้นลงในเยื่อหุมเซลลประสาทใน 
postsynaptic เปนจํานวน 7 ครั้ง ตัว GABAB receptor ไมไดเปนทางผานของไอออน แตมีการ
สงสัญญาณผาน second messenger (G-protein) เพ่ือไปควบคุมการปดและเปดชองไอออนตัว
อ่ืน GABAB receptor ประกอบดวย 2 หนวยยอย คอื GBR1 และ GBR2 พบไดทั้งในเยื่อหุม
เซลลประสาทตัวสง และเย่ือหุมเซลลประสาทตวัรับ โดยทําหนาที่เปนทางผานของ potassium 
ion ในเยื่อหุมเซลลประสาทตัวรบั และเปนทางผานของ calcium ion ในเยื่อหุมเซลลประสาทตัว
สง เน่ืองจาก GABAB receptor มีกลไกการทํางานที่ซับซอน จึงทํางานชากวา GABAA receptor 
การศึกษาพบการกลายพันธุของยีน GABAB receptor สัมพันธกับผูปวยที่มีอาการชักโดยไม
ทราบสาเหตุ (Idiopathic generalized epilepsy) (Simeone et al., 2003; Sander et al., 1999)  

 Gamma-Amino Butyric Acid type C receptor (GABAC receptor) เปนโปรตีน 
receptor ที่ถกูคนพบขึ้นใหม ทําหนาที่เปน chloride channels เชนเดียวกับ GABAA receptor 
แตกลไกการทํางานของ receptor ชนิดนี้ มีกลไกการทํางานชาเชนเดียวกบั GABAB receptor 
พบ GABAC receptor ประกอบดวย 3 หนวยยอย คอื ρ1-3 แสดงออกมากใน retinal neurons 
และบางตําแหนงในสมอง แตพบ GABAC receptor มีบทบาทสําคญัในกระบวนการสงสัญญาณ
ในเยื่อชั้นในของลูกตา (Qian and Dowling, 1994) จึงไมนาจะสัมพันธตอการเกิดออทิซึม 
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ยีน GABA type A receptor (GABRB3 GABRA5 และ GABRG3) บนโครโมโซม 15 
 

 จากการศึกษาโดยวิธี Cytogenetics พบการกลายพันธุแบบการเพิม่ชิ้นสวนของ
ยีนเปนสองเทาบนโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-13 (Duplication) ที่ถูกถายทอดมาจากแม 
และพบการหกัของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q13.3 แลวกลบัมาเชื่อมตอกันบนโครโมโซม 15 
(Isodicentric chromosome 15) ซ่ึงพบประมาณรอยละ 1-5 ในผูปวยออทิซึมทัง้หมด (Freitag 
CM, 2007; Koochek et al., 2006; Battaglia, 2005; Lord et al., 2000; Bass et al., 1999) 
นอกจากนี้พบการขาดหายของชิ้นสวนยนีบนโครโมโซม 15 ตําแหนง q11-13 สงผลใหกลไกการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนเปลี่ยนไป ขึ้นอยูกับวายีนที่ขาดหายไปนั้นไดรับมาจากบิดาหรือ
มารดาเปนสาเหตุสําคัญโรค Prader-Willi Syndrome (MIM 176270) และโรค Angleman 
Syndrome (MIM 105830) ซ่ึงพบผูปวยในกลุมดังกลาวขางตนมีอาการออทิซึมรวมดวย 
(Curran et al., 2006; McCauley et al., 2004) ยีน GABA receptor บนโครโมโซม 15q11-13 
ประกอบดวย 3 หนวยยอย คือ ยีน GABA type A receptor alpha 5 (GABRA5), ยีน GABA 
type A receptor grammar 3 (GABRG3) และยีน GABA type A receptor beta 3 (GABRB3) 
จากการศึกษาจีโนมไวดสแกน (Genome wide scans) (Philippe et al., 1999) การศึกษา
ความสัมพันธ (Association analysis) และการถายทอดในครอบครัว (linkage analysis) โดยใช
ไมโครแซทเทลไลท และสนิปส (ดังแสดงในรูปที ่ 4) สนับสนุนความสัมพันธระหวางยีน 
GABRB3 บนโครมโซม 15 กับภาวะออทซึิม  
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รูปที่ 4. แสดงตําแหนงไมโครแซทเทลไลต และสนิสปที่ใชในการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางยีน GABA receptor (GABRB3, GABRG3, GABRA5) บนโครโมโซม 15 กับภาวะ
ออทิซึม (คัดลอกจาก McCauley et al., 2004) 
 
  ยีน GABA type A receptor alpha 5 (GABRA5) อยูบนแขนยาวของโครโมโซม 
15 ในตําแหนง q11.2-q12 ประกอบดวย 11 เอกซอน มีความยาวประมาณ 86 กิโลเบส จาก
การศึกษาพบเอกซอน 1 ของยีน GABRA5 ประกอบดวย 3 สวนยอย คือ เอกซอน 1a, 1b, 1c 
โดยเอกซอน 2 ของยีนน้ีเปนบริเวณที่ไมมีรหัสการสรางโปรตีน (non-coding DNA) และมี
ตําแหนงที่เริ่มการสังเคราะหโปรตีนในเอกซอน 3 (Glatt et al., 1997) พบการแสดงออกของยีน 
GABRA5 มากใน Hippocampus แตไมพบใน Cerebellum ของเด็กและผูใหญ (Kim et al., 
2006; Laurie et al., 1992) จากการศกึษาความสัมพันธระหวางยีน GABA type A receptor 
(GABRB3, GABRA5 และ GABRG3) กับภาวะออทิซึม พบเฉพาะความสัมพันธระหวางยีน 
GABRB3 และ GABRA5 กับภาวะออทิซึม (McCauley et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบ
ความสัมพันธระหวางยีนตําแหนงน้ีกับโรคทางระบบประสาทอื่นๆ ดวยเชนกนั เชน โรค 
schizophrenia และ biopolar (Otani et al., 2005; Papadimitriou et al., 2001) 

 ยีน GABA type A receptor grammar 3 (GABRG3) ประกอบดวย 5 เอกซอน 
ที่มีความยาวประมาณ 52.33 กิโลเบส อยูบนแขนยาวของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-q13 
เชนเดียวกบัยนี GABRB3 และ GABRA5 โดยยีน GABRG3 หางจากยีน GABRA5 ประมาณ 
35 กิโลเบส และหางจากยีน GABRB3 ประมาณ 100 กิโลเบส จากการศึกษาพบการแสดงออก
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ของยีน GABRG3 เพียงเล็กนอยใน Hippocampus ทั้งในเด็กและผูใหญ (Laurie et al., 1992) 
การศึกษาความสัมพันธของยีน GABA receptor (GABRB3, GABRA5 และ GABRG3) บน
โครโมโซม 15 โดยใชสนิปส 3 ตําแหนงบนยีน GABRB3 สนิปส 4 ตําแหนงบนยีน GABRA5 
และสนิปส 9 ตําแหนงบนยีน GABRG3 กับผูปวยออทิซึม พบเฉพาะความสัมพันธของยีน 
GABRG3 กับผูปวยออทิซึม (Menold et al., 2001) นอกจากนี้พบความสัมพันธของยีนตําแหนง
น้ีกับโรคภาวะติดแอลกอฮอล (alcohol dependence) (Dick et al., 2004) 

 ยีน GABA type A receptor beta 3 (GABRB3) อยูบนแขนยาวของโครโมโซม 
15 ในตําแหนง q11.2-q12 ประกอบดวย 9 เอกซอน มีความยาวประมาณ 250 กิโลเบส จาก
การศึกษาพบโปรตีน GABRB3 มี 2 รูปแบบ (isoform) เน่ืองมาจากเอกซอน 1 ของยีน 
GABRB3 มี 2 สวน ประกอบดวย เอกซอน 1a และเอกซอน 1 (ดังแสดงในรูปที่ 5) การ
แสดงออกของโปรตีน GABRB3 ทั้งสองรูปแบบพบมากในสมองของมนุษย แต β3-mRNA 
isoform 2 ซ่ึงประกอบดวยเอกซอน 1a พบมากในสมองของทารก และพบไดนอยในสมองสวน 
hippocampus ของผูใหญ ในขณะที ่β3-mRNA isoform 1 พบกระจายทั่วไปในสมอง แสดงให
เห็นวา β3-mRNA isoform 2 มีความสําคัญตอการพฒันาการของสมองในวัยเด็ก จากการศึกษา
พบการแสดงออกของยีน GABRB3 ในสมองลดลง ทําใหจํานวนของ GABAA receptor ใน 
thalamic reticular neurons ลดลงดวย แสดงวา β3 subunit มีความสําคัญตอการสราง GABAA 
receptors ในชวงตนของการพัฒนาการของสมอง (Urak et al., 2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5. แสดง β 3-mRNA isoform 1 และ 2 ของยีน GABRB3 โดยกลองสีดํา คือ ตําแหนง
เอกซอน (ดัดแปลงจาก Urak et al., 2006) 

 

 
 
 
 
 

Genomic 

β 3-mRNA isoform 2 

β 3-mRNA isoform 1 a. 

b. 

1 1a 2 3 4 10 

1 1a 2 3 4 10 
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 จากการศึกษาความสัมพันธโดยใชสนิปสครอบคลุมทัว่ทั้งยีน GABA receptor 
(GABRB3, GABRG3 และ GABRA5) กับภาวะออทิซึม พบความสมัพันธระหวางยีน GABRB3 
กับภาวะออทซึิม (McCauley et al., 2004) เน่ืองจากยีน GABRB3 เกี่ยวของกับการพัฒนาการ
ของสมองในตอนตนของการเจริญเติบโต การศึกษาสวนมากเลือกศึกษาและพบความสัมพันธ
ระหวางยีนตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม (Curran et al., 2006; McCauley et al., 2004) 
นอกจากนี้พบความสัมพันธระหวางยีนตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึมในชาวเกาหลี (Kim et al., 
2006) 

 
การศึกษาความสัมพันธของยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึม 
 
  จากการศึกษายืนยันความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึม โดย
ใชไมโครแซทเทลไลท (microsatellite markers) จํานวน 9 ตําแหนง จากบริเวณกึ่งกลางถงึ
ปลายของโครโมโซม 15 ในตําแหนง q11-13 ครอบคลุมตําแหนงของยีน GABRB3, GABRA5 
และ GABRG3 (ดังตารางที่ 5) กับผูปวยผูปวยออทิซึม โดยใชวิธี multiallelic transmission-
disequilibrium test (MTDT) ในการวิเคราะหหาความสัมพันธ พบไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 
marker บนตาํแหนงยีน GABRB3 สัมพันธกับภาวะออทิซึม (Buxbaum et al., 2002; Cook et 
al., 1998) 
  MTDT เปนรูปแบบการศกึษาเพื่อหาตาํแหนงบนโครโมโซมโดยใชเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรม (genetic marker) ที่คาดวามีการถายทอดไปกับยีนที่กอโรคในครอบครัวออทิซึม 
วิธีการนี้เปนวธิีที่ประยุกตมาจากวิธี Transmission disequilibrium test (TDT) เน่ืองจากวิธ ี
TDT ใชศึกษาความแตกตางของเครื่องหมายทางพันธุกรรมแค 2 แบบ แตวธิี MTDT ใชศึกษา
ความแตกตางของเครื่องหมายทางพันธุกรรมไดมากกวา 2 แบบขึน้ไป 
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ตารางที่ 5. แสดงการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับผูปวยออทิซึม โดยใช
ไมโครแซทเทลไลท และวิธี MTDT ในการศึกษา (คัดลอกจาก Cook et al., 1998) 
 
ไมโครแซทเทลไลท ระยะหางของไม

โครแซทเทลไลท 
(Kb) 

MTDT 
(χ2) 

df P-
value 

เอกสารอางอิง 

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

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

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

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

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

D15S156  3.23 4 0.5193 Cook et al. (1994) 
* หมายเหตุ df = degree of freedom  
 
  แตบางการศกึษาไมพบความสัมพันธระหวางไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 กับ
ภาวะออทิซึม (Curran et al., 2005; Martin et al., 2000; Maestrini et al., 1999; Salmon et 
al., 1999) อาจเนื่องมาจากกลุมตวัอยางที่ใชในการศกึษาหรือวิธีการที่ใชในการคํานวณหาความ 
สัมพันธแตกตางกัน นอกจากนี้ออทิซึมเปนภาวะทีมี่ความซับซอนอาจเกิดจากการกลายพันธุ
ของยีนหลายตําแหนง (locus heterogeneity) ดังน้ันการศึกษาความสัมพันธของยีนในตําแหนง
เดียวกันในผูปวยออทิซึมคนละกลุม อาจพบความสัมพันธในกลุมตัวอยางหนึ่งแตไมพบความ 
สัมพันธน้ีในอีกกลุมตวัอยางหนึ่ง แม Buxbaum และคณะ ทําการศกึษาโดยใชวิธ ีMTDT ในการ
คํานวณหาความสัมพันธใหมในทุกการศกึษา แตไมพบความสัมพันธระหวาง 155CA-2 และกลุม
ผูปวยออทิซึมเชนเดิม (ดังแสดงในตารางที่ 6) แสดงวากลุมตวัอยางผูปวยที่ใชในการศึกษาอาจ
สงผลตอความสัมพันธตอการเกิดภาวะออทิซึมได (Buxbaum et al., 2002) จึงมีการศึกษาโดย
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การแบงผูปวยตามลักษณะอาการออกเปนกลุมยอย พบวาชวยเพิ่มความสัมพันธระหวางยีน 
GABRB3 กับออทิซึมมากขึ้น และพบการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับ
ครอบครัวออทิซึมที่มีลูกเปนโรคตั้งแต 2 คนขึ้นไป มากกวาในครอบครัวผูปวยออทิซึมที่มีลูก
เปนโรคเพียงคนเดียว (Buxbaum et al. 2002; Ma et al., 2005; Shao et al., 2003) 
 
ตารางที่ 6. การวิเคราะหหาความสัมพันธใหมระหวางไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 บน
ยีน GABRB3 กับออทิซึม โดยใชวิธี MTDT (คัดลอกจาก Buxbaum et al., 2002) 
 

การศึกษา จํานวนครอบครัว
(Multiplex/simplex) 

MTDT df P-value 

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

 
 นอกจากการศึกษาดังกลาขางตน มีการศึกษาโดยใชสนิปส (Single nucleotide 

polymorphisms; SNP) บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม เน่ืองจากสนิปส (SNPs) เปนความ
แตกตางทางพันธุกรรมระหวางมนุษยแตละคน ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสบนสาย     
นิวคลีโอไทดเพียงตําแหนงเดียวที่กอใหเกดิความแตกตางกันทางกายภาพ โดยทั่วไปพบสนปิส
ในทุกๆ 300–1,000 เบสในจีโนมของมนุษย ซ่ึงพบประมาณ 3 พันลานเบส จากการศึกษา
ความสัมพันธโดยใชสนิปส rs2081648, rs1426217, rs754185, hCV8865209 และ rs2059574 
บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม ไมพบความสัมพันธระหวางสนปิสเหลานี้กับผูปวยออทิซึม 
แตเม่ือเลือกศกึษาเฉพาะในครอบครัวที่ลกัษณะทางคลนิิกคลายคลึงกัน (Ashley-Koch et al., 
2006; Ma et al., 2005) ในป ค.ศ. 2004 McCauley และคณะ ศกึษาสนิปสทั้งหมด 59 ตําแหนง 
กระจายครอบคลุมยีน GABAB3, GABRA5 และ GARG3 บนโครโมโซม 15 ที่มีความยาว
ประมาณ 1 เมกกะเบส ในครอบครัวผูปวยออทิซึมที่มีลูกเปนโรคตั้งแต 2 คนขึ้นไป (multiplex 
families) จํานวน 123 คอบครัว โดยใชวิธี Transmission disequilibrium test (TDT) พบสนิปส 
5 ตําแหนง กระจายอยูบนอินทรอน 6 ถึงบริเวณปลายของยีน GABRB3 (Intergenic) และสนปิส 
1 ตําแหนงบนอินทรอน 6 ของยีน GABRA5 สัมพันธกับภาวะออทซึิม และเม่ือศกึษาสนิปสแฮพ
โพลไทปบนตาํแหนงขางตน (สนิปสหลายตําแหนงบนยีนเดียวกัน) พบแฮพโพลไทป 2 แบบบน
ยีน GABRB3 และยีน GABRA5 สัมพันธกับภาวะออทซึิม (McCauley et al., 2004) นอกจากนี้
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มีการศึกษาสนิปสแฮพโพลไทปบนตําแหนง rs10519563, rs8037653, rs4906683, rs1897365 
และ rs768899 ของยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 123 ครอบครัว พบสนปิส
แฮพโพไทปแบบ G-T-G-T-C ของสนิปสแตละตําแหนงขางตน สัมพันธกับภาวะออทิซึม ดัง
แสดงในตารางที่ 7 (Curran et al., 2006)  
 
ตารางที่ 7. แสดงตําแหนงสนิปสแฮพโพลไทปที่ใชศึกษาความสัมพันธบนยีน GABRB3 
กับภาวะออทิซึม (คัดลอกจาก Curran et al., 2006) 
 
 สนิปส 1 สนิปส 2 สนิปส 3 สนิปส 4 สนิปส 5 P-value 
แฮพโพลไทป 1 C T A T T 0.21 
แฮพโพลไทป 2 C T A C C 0.0348 
แฮพโพลไทป 3 C T G T C 0.764 
แฮพโพลไทป 4 G T G T C 0.000019 
สนิปส 1 คือ rs10519563 (Intron 4), สนิปส 2 คือ rs8037653 (Intron 4), สนิปส 3 คือ 
rs4906683 (Intron 4), สนิปส 4 คือ rs1897356 (Intron 3), สนิปส 5 คือ rs768899 (Intron 3) 
 
จากการศึกษาที่กลาวมาขางตนทําใหทราบถึงบล็อก (ตําแหนงของสนิสปแฮพโพลไทปบนยีนที่
คาดวามีการถายทอดไปดวยกันในคนที่เปนโรค) บนยีน GABRB3 ที่สามารถนํามาใชใน
การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึมได 
  การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึมในประชากร
เอเซียมีนอย แตพบความสมัพันธของสนิปส rs2081648 ในอินทรอน 8 ของยีน GABRB3 กับ
ครอบครัวชาวเกาหลี (Trios families) จํานวน 104 ครอบครวั และพบสนิปสแฮพโพลไทปที่
กระจายอยูในอินทรอน 6 ถึงอินทรอน 8 ของยีน GABRB3 สัมพันธกับครอบครวัผูปวยที่มีภาวะ
ออทิซึมดวย จึงยืนยันสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับภาวะออทิซึมมากขึ้น (Kim et al., 2006) 
เน่ืองจากพบความสัมพันธระหวางไมโครแซทเทลไลท 155CA-2 ในอินทรอน 3 บนยีน 
GABRB3 กับภาวะออทิซึม จึงมีการศึกษาสนิปสรอบๆ ตําแหนงไมโครแซทเทลไลทน้ีในผูปวย
ออทิซึมชาวญี่ปุน แตไมพบความสัมพันธระหวางสนิปสตําแหนงขางตนกับภาวะออทิซึม 
(Tochigi et al., 2007)  

 นอกจากนี้มีการศึกษาสนิปสบนตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ในผูปวย
โรคลมชักโดยไมทราบสาเหตุ Childhood absence epilepsy (CAE) พบสนิปสแฮพโพลไทป
บางแบบ (ดังแสดงในรูปที ่ 6) มีผลลดกลไกการสังเคราะหอารเอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลล 
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(Urak et al., 2006) เน่ืองจากหนึ่งในสามของผูปวยออทิซึมมีภาวะชักรวมดวย จึงเลือกศึกษา 
สนิปสแฮพโพลไทปดังกลาวในกลุมผูปวยออทิซึม  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
*หมายเหตุ ตาํแหนง -897 คือสนิปส rs4906902, ตําแหนง -169 คือสนิปส rs4906901 และ
ตําแหนง -66 คือสนิปส rs20317 
 
รูปที่ 6. แสดงการศึกษาสนิปสบนตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ในผูปวยโรค 
Childhood absence epilepsy (CAE) จากการศึกษาการทํางานของยีน GABRB3 ที่มีสนิปส
แฮพโพลไทปบนตําแหนงโปรโมเตอร พบแฮพโพลไทปแบบที ่2 มีผลลดกลไกการสังเคราะหอาร
เอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลล เม่ือเทียบกับแฮพโพลไทปแบบที ่ 1 (คัดลอกจาก Urak et al., 
2006) 
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ตารางที่ 8. แสดงตําแหนงสนิปสที่ใชในการศึกษาบนยีน GABRB3 

1อางอิงตาม GenBank accession No. NT_026446 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บล็อก สนิปส ตําแหนง1 ระยะหางจากสนิปส
ตําแหนงแรก (bp) 

เอกสารอางอิง 

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

1 

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

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

2 

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

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

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

Gene/polymorphism จํานวน
ครอบครัว 

ลักษณะการศกึษา P-value เอกสารอางอิง 

GABRB3 / 2 ms 
Other / 5 ms 

13 parent-child 
pairs 
125 trios 

Family based 
association 
 

(155CA-2 in 
GABRB3)  
P = 0.0014 

Cook et al., 
1998 

GABRB3 / 7 ms 
including 155CA-2 

86 multiplex 
8 trios 

Family based 
association 

Non 
Significance 

Maestrini et 
al., 1999 

GABRB3 / 8 ms 
(including 155CA-2) 

139 multiplex  
 

Family based 
association 

Non 
Significance 

Salmon et al., 
1999 

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

63 multiplex  
 

Linkage analysis (D15S217)  
P = 0.03 

Bass et al., 
2000  

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

54 trios 
13 parent-child 
pairs 
36 multiplex 

Family based 
association 

P = 0.03 Martin et al., 
2000 

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

91 multiplex 
135 trios 
 

Family based 
association 

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

Menold et al., 
2001 

GABRB3 / 5 ms 
 

59 multiplex  
21 trios 

Family based 
association 

(155CA-2 ) 
P = 0.002 

Buxbaum et 
al., 2002 

*หมายเหตุ ms = microsatelites 
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ตารางที่ 9. (ตอ) 
 

Gene/polymorphism จํานวน
ครอบครัว 

ลักษณะการศกึษา P-value เอกสารอางอิง 

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

123 multiplex Family based 
association 

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

McCauley et 
al., 2004 

GABRB3 / 5 ms 
 

148 trios Family based 
association 

Non 
Significance 

Curran et al., 
2005 

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

265 multiplex  
205 trios 

Family based 
association and 
Interaction of 
genetic variants 

Non 
Significance 

Ashley-Koch 
et al., 2006 

GABRB3 / 4 SNPs 
 

104 trios Family based 
association and 
Interaction of 
genetic variants 

P = 0.027 
(rs2081648) 

Kim et al., 
2006 

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

166 patients Association Non 
Significance 

Tocigi et al., 
2007 

*หมายเหตุ ms = microsatelites 
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วิธีการศึกษาและเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 
  สําหรับภาวะหรือโรคที่ไมทราบวามีการกลายพันธุของยีน หรือความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมในตําแหนงใดตําแหนงหน่ึงบนยีนเปนสาเหตุหรือเกี่ยวของกับการเกิดโรค มี
วิธีการสบืหาที่นิยมใช คือ การทําแผนที่ยีนในบริเวณทีส่นใจซึ่งมักอาศัยเครื่องหมายทาง
พันธุกรรม (Genetic marker) ที่ใกลเคยีงกับยีนบริเวณที่คาดวาจะกอโรค โดยเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมสวนมากที่นิยมใชในการศึกษา เชน ไมโครแซทเทลไลท (คือสวนของดีเอ็นเอที่มีการ
เรียงตัวซํ้ากันประมาณ 2-7 เบส) และสนปิส ในปจจุบันมักนิยมใชสนิปส เน่ืองจากสนิปสมีอัตรา
การกลายพันธุนอยกวาไมโครแซทเทลไลท พบไดบอยครอบคลุมยีนที่สนใจศึกษาไดมากกวา มี
วิธตีรวจที่งาย และประหยัดคาใชจาย นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูลสนิปสที่มีการศึกษามาแลวใน
เว็บไซต NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) หรือเว็บไซตสนิปสของคนไทย http://thaisnp. 
biotec.or.th/db 
  โดยวิธีที่เลือกศึกษาความสมัพันธ (Association analysis) มีสองแบบ คือ  

1. Population base case control คือ การศึกษาหาความสัมพันธโดยการ
เปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล หรือความถี่ของจีโนไทป ในกลุมประชากรที่
เปนโรคเทียบกับกลุมประชากรปกติ ซ่ึงประชากรทั้งสองกลุมควรมีเชื้อชาติ 
เพศ และอายทุี่ใกลเคียงกัน 

2. Family based association โดยใชวิธี Transmission Disequilibrium Test 
(TDT) คือ การวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว โดยคาดวาเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมตําแหนงน้ันๆ มีการถายทอดจากพอ-แมไปสูลูกที่เปนโรคได
บอยกวาที่คาดไวทางสถติ ิ

  ขอดีขอเสียของแตละการศกึษาแสดงในตารางที่ 10 
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ตารางที่ 10. แสดงขอดีขอเสียของการศึกษาดวยวิธี Population base case control และ 
Family based association  
 

วิธีการศึกษา ขอดี ขอเสีย 
Population base 
case control  

1. เก็บตวัอยางไดงาย  
2. เปนวธิีการที่ใชในการคนหา

ยีนที่เปนปจจัยสงเสริมตอการ
เกิดโรค 

1. ถาพบความสัมพันธก็ไม
สามารถบอกไดวาเครื่อง 
หมายทางพันธุกรรมนั้นเปน
สาเหตุโดยตรงตอการเกิดโรค 

2. อาจพบผลบวกเทียมไดจาก
การเลือกกลุมตัวอยาง และ
ขนาดของกลุมตัวอยางเล็ก
เกินไป 

Family based 
association 

1. เปนวธิีที่ดีในการคนหายีน
หลักในการกอโรค 

2. ลดปญหาผลบวกเทียมจาก
การเลือกกลุมประชากรที่ใช
ในการศึกษา 

      เก็บตัวอยางใหครบทั้งครอบ  
      ครัวไดยาก และใชเวลานาน 
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วัตถุประสงค 
 
 เพ่ือหาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ตอการเกิดภาวะออทิซึมในเด็กไทย 
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บทที่  2 
วิธีการวิจัย 

 
วัสด ุ
 
ตัวอยางผูปวยออทิซึม และกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษา 
 
  ตัวอยางผูปวยออทิซึม 

 
เลือกตวัอยางผูปวยออทิซึม และ Pervasive developmental disorder not 

otherwise specified (PDD-NOS) ที่ใชในการศึกษาจํานวน 144 ราย โดยผูปวยทุกรายตอง
เปนไปตามขอกําหนดดังน้ี 

(1) ผานการตรวจตามเกณฑ Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders, 4th Edition (DSM-ΙV) วาเปนผูปวยออทิซึม หรือ PDD-NOS 

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

กลุมอาการพราเดอร-วิลลี่ และ กลุมอาการทูเบอร สเครอโรซิส (Tuberous 
sclerosis complex)  

(4) ผูปวยทุกรายมีผลการตรวจโครโมโซมและดีเอ็นเอของกลุมอาการโครโม 
โซมเอกซเปราะปกติ ในผูปวยชายตองมีผลการศึกษาการกลายพันธุในเอก
ซอน 2 ของยีน ARX เปนปกติ และผูปวยหญิงตองมีผลการศึกษาการกลาย
พันธุของยีน MECP2 เปนปกติเชนเดียวกัน 

(5) ผูปกครองยินยอมใหเขารวมโครงการมี Informs consent 
  ผูปวยออทิซึมที่ใชในการศึกษาจํานวน 144 ราย ประกอบดวยผูปวยออทิซึม
จํานวน 103 ราย และผูปวย PDD-NOS จํานวน 41 ราย จากโรงพยาบาลธรรมศาสตรจํานวน 
50 ราย (เปนผูปวยชายจาํนวน 41 ราย และผูปวยหญิงจํานวน 9 ราย) และจากโรงพยาบาล
รามาธิบดีจํานวน 94 ราย (เปนผูปวยชายจํานวน 80 ราย และผูปวยหญิงจํานวน 14 ราย) ดัง
แสดงในตารางที่ 11 ผูปวยทั้งหมดมีอายุเฉลี่ย 50.53 เดือน + 2.21 เดือน โดยผูปวยสวนใหญมี
ภูมิลําเนาภาคกลาง มีเชื้อสายไทย-จีน และผานการตรวจวัดพฤติกรรมโดยใช Vineland 
Adaptive Behaviour Scales (VABS) และตรวจวดัระดับสติปญญาโดยใชแบบทดสอบ non 
verbal IQ (Binet-V) จากการตรวจจํานวน 121 ราย มีผลการตรวจวัด IQ เฉลี่ย 54.94 + 2.40 
ในบางรายไมสามารถประเมินไดเพราะมีขอจํากัดในการใหความรวมมือของผูปวย 

 

27 
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ตารางที่ 11. แสดงจํานวนผูปวยออทิซึม และ PDD-NOS ที่ใชในการศึกษา 

 
  ตัวอยางกลุมควบคุม 
 
  ตัวอยางกลุมควบคุมนํามาจากคลังเลือดของโรงพยาบาลธรรมศาสตร และ
โรงพยาบาลสงขลานครินทรจํานวน 251 ราย เปนผูชายจํานวน 174 ราย และผูหญิงจํานวน 77 
ราย โดยทุกตวัอยางตองผานการซักประวตัิวาไมมีปญหาทางจิตเวชและปญหาพัฒนาการผิด 
ปกติที่ชัดเจนใน 3 รุน ไมมีประวตัิการรักษาตวัในโรงพยาบาลอยางตอเน่ือง หรือตองทานยาเพื่อ
ลดปญหาสุขภาพจิต นอกจากนี้ยังเก็บขอมูล วันเดือนปเกิด ศาสนา โรคประจําตวั ประวัติการใช
ยาหรือสารเสพติด ประวตัภูิมิลําเนา และเชื้อชาตขิองบรรพบุรุษ (ในรุนปูยาตายายลงมา) เพ่ือให
ไดกลุมควบคมุที่มีพ้ืนฐานใกลเคียงกับกลุมผูปวยที่ใชในการศึกษามากที่สุด การเลือกจํานวน
กลุมควบคุมตองมีจํานวนไมนอยกวากลุมผูปวย หรือมากกวาเปนสองเทาของจํานวนผูปวย และ
ตองมีอัตราสวนระหวางผูชายตอผูหญิงเปนสัดสวนใกลเคียง แตการพิจารณาอายุระหวางกลุม
ควบคุมและกลุมผูปวยไมจําเปนตองใกลเคียงกัน (age match) เน่ืองจากเลือกกลุมควบคุมทีมี่
อายุผานจุดที่จะมีโอกาสเกิดออทิซึม (มีอายุมากกวาหรือเทากับ 18 ป) และลักษณะยีนของคน
ไมมีการเปลี่ยนแปลงไปตามอายุแมมีโอกาสเกิดการกลายพันธุ (mutation) ขึ้น แตเปนสวนนอย
มาก ดังน้ันในทางทฤษฎีถอืวายอมรับได และในทางปฏิบัติน้ันไมมีกลุมควบคุมที่ดีที่สุด แตการ
เลือกตองครอบคลุมรายละเอียดทั้งหมด โครงการนี้เปนสวนหนึ่งของชุดโครงการ การตรวจกรอง
และการศึกษาความสัมพันธของพันธุกรรมในผูปวยไทยที่เปนออทสิติก ที่ผานการประเมินของ
คณะกรรมการจริยธรรมของสถาบันที่เกีย่วของ 3 สถาบันแลว (คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, โรงพยาบาลรามาธิบดี และโรงพยาบาลธรรมศาสตร) 

 
 
 
 
 

เพศ (ราย) ตัวอยาง 
ชาย หญิง 

จํานวนทั้งหมด (ราย) 

ผูปวยออทิซึม 85 18 103 
ผูปวย PDD-NOS 36 5 41 
ผูปวยทั้งหมด 121 23 144 
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การเก็บตัวอยางเลือด 
 
เก็บตวัอยางเลือดผูปวยและกลุมควบคุม ประมาณ 5 ml ในหลอดปลอดเชื้อที่มี 

สารละลาย 0.5 M EDTA (500 µl of 0.5 M EDTA / 15 ml of blood sample) ซ่ึงเปนสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือด ผสมเลือดใหเขากับสารละลาย EDTA โดยการกลับหลอดขึ้นลง
เบาๆ 4-5 ครั้ง หลังจากนั้นแยกเอาเฉพาะเม็ดเลือดขาวโดยการเติมสารละลาย TE buffer ใหมี
ปริมาตรรวมประมาณ 14 ml แลวปนแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm เปนเวลา 20 นาที 
เทสวนใสทิ้ง ทําวิธีการเดิมอีกสองครั้ง หรือจนกวาสีแดงของฮีโมโกลบินในเลือดจะหายไป จึงนํา
เซลลเม็ดเลือดขาวที่ไดไปสกัดดีเอ็นเอ หรือเก็บเซลลไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ
นําไปสกัดดีเอ็นเอ 

 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากเลือด 

 
นําเซลลเม็ดเลือดขาวมายอยโดยการเติมสาร Solution A, 10% SDS และ 

Proteinase K (10 mg/µl) เพ่ือยอยเซลลเม็ดเลือดใหแตก บมในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส
ขามคืน หรือจนกวาเซลลเม็ดเลือดขาวจะยอยหมด ซ่ึงสกัดดีเอ็นเอดวยวธิี Phenol-chloroform 
โดยเติมสารละลาย saturated phenol chloroform และ isoamyl alcohol ในอัตราสวน 25:24:1 
เปนหนึ่งเทาของปริมาณสารละลายตั้งตน ผสมใหเขากันแลวนําไปปนที่ความเรว็ 3,500 rpm 
นาน 15 นาที ดูดสวนใสดานบนซึ่งมีดีเอ็นเอใสหลอดใหม ทําวิธีการเดิมซํ้าอีกครั้ง เติมสาร 
ละลาย chloroform และ isoamyl alcohol อัตราสวน 24:1 ในปริมาตรหนึ่งเทา ผสมใหเขากัน
แลวนําไปปนที่ความเรว็ 3,500 rpm นาน 15 นาที ดูดสวนใสดานบนใสหลอดใหม ตกตะกอน   
ดีเอ็นเอโดยการเติมเอธานอลบริสุทธิ์ที่เย็นในปริมาตรสองเทา ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด
ขึ้นลงเบาๆ จะเห็นตะกอนดีเอ็นเอ เขี่ยตะกอนดีเอ็นเอใสหลอดใหมที่มีรอยละ 70 เอธานอลเย็น 
ปนที ่12,000 rpm นาน 5 นาที เทเอธานอลทิ้ง ตากใหแหงในอุณหภูมิหองนาน 30 นาที ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอโดยใชสารละลาย TE buffer เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จนกวานํามาใช
งาน 
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สารเคม ี
 
  Acrylamide/Bis solution 
 Agarose 
  Ammonium persulfate 
 Betaine  
 BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) 
 Boric acid 
 Bovine serum albumin 
 Bromophenol blue 
 Chemiluminescent detection kit (Orchid Diagnostics) 
  dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 7-Deaza dGTP 
 Dimethylsulfoxide (DMSO) 
  EDTA 
 Ethidium bromide 
  Formamide 

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

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

1. เครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (3130 Genetic Analyzer, 
     Applied Biosystems) 
2. เครื่องถายภาพยูวี (Bioimaging system SynGene) 
3. ตูไฮบริไดส (Robin Scientific)  
4. อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวตัง้พรอมเครื่องจายกระแสไฟฟา (Protean II Xi 

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

 
สารเคมีอ่ืนๆ 
 
 องคประกอบและปริมาณของสารเคมี ตามรายละเอียดในภาคผนวก ข 

1. 25% Ammonium persulfate 
2. 6% polyacrylamide gel solution  
3. 2.5 mM dNTP Mix 
4. 2.5 mM dNTP Mix with 50% 7-Deaza dGTP 
5. 2.5 mM dNTPs Mix with 100% 7-Deaza dGTP 
6. Loading dye (for non-denature gel electrophoresis)  
7. 8% Polyacrylamide gel  
8. 10X TBE 
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วิธีการดําเนินงาน 
 
  การศึกษาครั้งน้ี แบงเปน 2 ขั้นตอนหลัก ไดแก 

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

2. การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึม 
โดยวิธี Population base case control และ Family based 
association โดยใชวธิ ีTransmission Disequilibrium Test (TDT) 

 
การตรวจสอบการกลายพันธุ (Screening mutation) ในเอกซอน 2 ของยีน ARX โดย
วิธีการหาลําดับนิวคลโีอไทด (DNA sequencing) 
 
  เน่ืองจากการกลายพันธุของยีน ARX เปนความผิดปกติแบบ X-linked 
recessive กลาวคือผูปวยสวนใหญเปนเพศชายที่มีแมเปนพาหะของโรค และพบการกลายพันธุ
ของยีน ARX มากถึงรอยละ 90 ในเอกซอน 2 ในการศึกษาจึงสนใจตรวจกรองการกลายพันธุใน
เอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายเทานั้น เลือกผูปวยชายออทซึิม และ PDD-NOS ทั้งหมด
ที่ใชในการศึกษาจํานวน 128 ตัวอยาง ที่มีผลการตรวจโครโมโซมและดีเอ็นเอของกลุมอาการ
โครโมโซมเอกซเปราะปกต ิ นํามาตรวจกรองการกลายพันธุที่พบไดบอย (common mutation) 
ในเอกซอน 2 ของยีน ARX ประกอบดวยขั้นตอนหลัก คือการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยการทํา 
PCR (Polymerase chain reaction) ใหครอบคลุมทัว่ทั้งเอกซอน 2 ของยีน ARX นําผลพีซีอาร
มาแยกดวยวธิีโพลีอะครลิาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส แยกผลพีซีอารออกจากเจลโดยวิธ ี gel 
purification และนํามาหาลาํดับดีเอ็นเอดวยเครื่องมืออัตโนมัต ิ (Genetic Analyzer) รุน 3130 
เปรียบเทียบลาํดับดีเอ็นเอใน GenBank ตาม Accession No. NT_011757 (DNA) และ
NM_139058 (mRNA) 
 
ไพรเมอร 
 
  ไพรเมอรที่ใชในการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX แบง
ออกเปน 2 สวน เน่ืองจากเอกซอนตําแหนงน้ีมีขนาดใหญ ประกอบดวยสวน 2A (ใชไพรเมอร 
2P1F และ 2AR) และสวน 2B (ใชไพรเมอร 2BF และ 2P2R) ที่ออกแบบโดย Rujirabanjerd 
และคณะ (2007) ในเสน forward ตําแหนง 2A (2P1F) และเสน reverse ตําแหนง 2B (2P2R) 
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และใชไพรเมอรที่ออกแบบโดย Kato และคณะ (2004) ในเสน reverse ตําแหนง 2A (2AR) และ
เสน forward ตําแหนง 2B (2BF) ดังแสดงในรูปที ่7 และรายละเอียดตามตารางที ่12  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7. แสดงตําแหนงไพรเมอรทีใ่ชในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจกรอง
การกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
 
ตารางที่ 12. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับการตรวจ
กรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX โดยวิธีการหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) 
 

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

ออกแบบโดย 

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

Exon2 
5’ 3’ ARX2P1F 

ARX2BF 

ARX2AR 

ARX2P2R 

ARX gene 

443 bp 
653 bp 



 34

การหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 
  ปฏิกิริยาพีซีอารสําหรับการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนของการทดสอบการกลายพันธุ
ในเอกซอน 2 ของยีน ARX ประกอบดวยดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1X PCR Buffer MgCl2 0.75 
มิลลิโมลาร dNTPs (50% 7-deaza dGTP) 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 1.25 ไมโครโมลาร 
Betaine 1.2 โมลาร Hot start Taq DNA polymerase 0.25 ยูนิต เพ่ิมปริมาณดวย MJ thermal 
cycle ในสภาวะดังน้ี 96 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 61 
องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซยีส 
10 นาที จํานวน 1 รอบ นําผลพีซีอารทั้งหมดมาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี gel purification ดังน้ี 
หลังจากทําการแยกผลพีซีอารดวยเจลโพลีอะคริลาไมดแลว ตัดเจลเฉพาะในตําแหนงผลพีซีอาร
ที่ตองการ ใสลงในหลอดที่เติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพ่ือแยกผล
พีซีอารออกจากเจล บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 12-18 ชั่วโมง ดูดสารละลาย Elution buffer 
ออกใสหลอดใหม เติม Elution buffer จํานวน 100 ไมโครลิตร ในหลอดเดิม บมซํ้าที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ดูดสาร Elution buffer รวมกันในหลอดเดียว เติมเอธานอลบริสุทธิ์ทีเ่ย็น
จํานวน 800 ไมโครลิตร แชเย็นที่ -70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นตกตะกอนผลพซีี
อาร โดยนําไปปนที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที เทเอธานอลบริสุทธิ์ออก ตั้งทิ้งไวจนแหง
นาน 2 ชั่งโมง  

การเตรียมปฏกิิริยาสําหรับตรวจสอบการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพรเมอรที่เปน forward หรือ reverse 1.6 พิกโกโมล 
BigDye terminator v1.1 ready reaction premix 1X และบฟัเฟอร BigDye terminator 
sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครือ่ง Thermal cycler 2720 สภาวะการทํา
ปฏิกิริยา ไดแก 96 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 1 รอบ 96 องศาเซลเซียส 10 วินาที 50 
องศาเซลเซียส 10 วินาท ีและ 60 องศาเซลเซียส 4 นาที จํานวน 25 รอบ ตกตะกอนผลพีซีอาร
ดวยวธิี sodium acetate/ethanol ละลายผลพีซีอารดวยสารละลาย HiDi-formamide ปริมาตร 
12 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําไปหาลําดับดีเอ็นเอดวย
เครื่องมืออัตโนมัติ (Genetic Analyzer) รุน 3130 และตวัอยางดีเอ็นเอบางสวนสงทดสอบที่
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
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รูปที่ 8. แผนผังแสดงขั้นตอนการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
โดยวิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ในผูปวยออทิซึมเฉพาะผูชาย 
 
การศึกษาการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T โดยวธีิพีซีอาร-อารเอฟแอลพ ี
 
  เน่ืองจากพบนิวคลีโอไทดในตําแหนง 430 มีการเปลี่ยนเบสกวานินเปนเบส   
ไทมิน (c.430G>T) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM34-3) ไมสามารถสรุปไดวาเปนการผาเหลาใหม 
หรือเปนความแปรผันหลากหลายทางพนัธุกรรมที่พบไดนอย จึงทําการศึกษานวิคลีโอไทด
ตําแหนงน้ีในคนปกติ ซ่ึงเลือกจากกลุมควบคุมขางตนจํานวน 500 อัลลีล (ประกอบดวยผูปวย
หญิงจํานวน 185 ราย และผูปวยชายจํานวน 130 ราย) เพ่ือยืนยนัผลการศึกษา โดยตําแหนง 
c.430G>T ทําใหเกิดลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะกับการตัดของเอนไซม Ava II จึงเลือกทําการ 
ศึกษาดวยวธิพีีซีอาร-อารเอฟแอลพี โดยใชโปรแกรม Restriction mapper 3 (http://www. 
restrictionmapper.org/) ออกแบบการศกึษา มีตําแหนงตัดจําเพาะดังแสดงในรูปที่ 9 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9. แสดงตําแหนงนิวคลีโอไทดทีจ่ําเพาะตอการตัดของเอนไซม Ava II 

ผูปวยชายทั้งหมดจํานวน 128 ราย ที่ผานการตรวจกรองโครโมโซมและดีเอ็นเอของ
กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะปรกต ิ

ตรวจสอบการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX 
โดยวิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) 

รายงานผลการศึกษา 

5’…GGTCC…3’ 
3’…CCAGG…5’ 
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  ในการศึกษาใชเอนไซม Ava II 2 ยูนิต ในการยอยผลพีซีอาร โดยบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 6-12 ชั่วโมง การทําพีซีอารใช 50% 7-deaza-dGTP เปนสวนเพิ่ม
ประสิทธิภาพของพีซีอารเน่ืองจากมี high CG DNA template สงผลใหผลพีซีอารทั้งหมดที่ได
จากการทําพีซีอารมีนิวคลีโอไทดกวานีน (G) ปกติประมาณครึ่งหน่ึง และนิวคลีโอไทด G ที่เปน 
7-deaza-dGTP อีกครึ่งหน่ึง แม 7-deaza-dGTP มีโครงสรางคลายกับนิวคลีโอไทด G แตมีผล
ขัดขวางตอการยอยของเอนไซม Ava II โดยผลพีซีอารที่ไดจากการทําพีซีอารมีขนาด 447 bp 
(Uncut) ถาตาํแหนง c.430 มีนิวคลีโอไทดเปน G (พบในคนปกต)ิ เอนไซม Ava II จะตัดผลพีซี
อารใหมีขนาด 270 bp (control) และ 177 bp (อัลลลี G) แตถามีการเติม 7-deaza-dGTP ใน
ตําแหนงขางตน เอนไซม Ava II ไมสามารถตัดผลพีซีอารบางสวนได ทําใหมีผลพีซีอารขนาด 
447 bp เหลอือยู ถาตําแหนง c.430 มีนิวคลีโอไทดเปนไทมิน (T) ซ่ึงพบในผูปวย (TM34-3) 
เอนไซม Ava ll จะตัดผลพีซีอารใหมีขนาด 270 bp (control), 107 bp (T Allele) และ 70 bp แต
ถาผลพีซีอารน้ันมีการเติม 7-deaza-dGTP เอนไซม Ava II ไมสามารถตัดผลพีซีอารบาง
ตําแหนงที่ควรตัดได สงผลใหผลพีซีอารที่ถูกตัดแบบสุมเพ่ิมอีก 3 แบบ คือ ที่มีขนาด 447, 340 
และ 177 bp ดังน้ันผลการตัดดวยเอนไซม Ava II ของอัลลีลแบบ “T” ในผูชาย (มีโครโมโซม
เอกซ 1 แทง) เปนแบบ 447, 340, 270, 177, 107 และ 70 bp (70 bp มองไมเห็นในโพลีอะคริ
ลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส) ทําใหไมสามารถแยกรูปแบบจากผูหญิงที่มีอัลลีล “T” ไดวาเปน
แบบโฮโมไซกัสหรือเฮเทอโรไซกัส ดังน้ันเม่ือมีขนาด PCR 107 bp ตองตรวจสอบซ้ําดวยวธิีการ
ทดสอบลําดับดีเอ็นเอตอไป (ดังแสดงในรูปที่ 10) 
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รูปที่ 10. แสดงผลพซีีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Ava II รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอาร
ที่ถูกตัดดวยเอนไซม Ava II รูป B แสดงภาพจําลองผลพีซีอารในเจลอะคริลาไมด 
(1) แสดงตัวอยางที่ไมถูกตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Uncut) 
(2) แสดงผลพีซีอารที่มี G allele ในตําแหนง c.430 (ขนาด 270 และ 177 bp) 
(3) แสดงผลพีซีอารที่มี G allele ในตําแหนง c.430 และเติมนิวคลีโอไทด G ที่เปน 7-deaza- 
    dGTP (ขนาด 477, 270 และ 177 bp) 
(4) แสดงผลพีซีอารที่มี T allele ในตําแหนง c.430 (ขนาด 270, 107 และ 70 bp) 
(5) แสดงผลพีซีอารที่มี T allele ในตําแหนง c.430 และเติมนิวคลีโอไทด G ที่เปน 7-deaza- 
    dGTP (ขนาด 477, 340, 270, 117, 107 และ 70 bp) 
 
 
 
 
 
 
 

A 

(1) 
 
X 

c.430 (G>T)  
      X 

477 bp 

(2)                           G allele 

177 bp 270 bp 

 
X 

70 270 bp 107  

(4)                            T allele  
X X 

*หมายเหตุผลพีซีอารขนาด 70 bp 
มองไมเห็นในเจลอะคริลาไมด 

477 bp 

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

340 bp 

270 bp 

107 bp 
177 bp 

B 
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การศึกษาความสัมพันธของยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซมึ 
   

วิธีการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับออทิซึมแบงออกเปน 2 วิธ ี 
1. Population base case control คือ การศึกษาหาความสัมพันธโดยการ

เปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล หรือความถี่ของจีโนไทป ในกลุมประชากรที่
เปนโรคเทียบกับกลุมประชากรปกติ  

2. Family based association โดยใชวิธี Transmission Disequilibrium Test 
(TDT) คือ การวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว โดยคาดวาเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมตําแหนงน้ันๆ มีการถายทอดจากพอหรือแมไปสูลูกที่เปน
โรคไดบอยกวาที่คาดไวทางสถิต ิ

ในการศึกษาดวยวธิ ี Population base case control ซ่ึงใชกลุมควบคุมในการศึกษา อาจพบ
ผลบวกปลอมจากการเลือกกลุมควบคุมได ดังน้ันในการศึกษาจึงตองวิเคราะหการกระจายของ
ความถี่จีโนไทปของสนิปสทุกตําแหนงในกลุมควบคุมกอนนํามาศึกษา โดยความถี่ของจีโนไทป
ในกลุมควบคมุตองเปนไปตามทฤษฎีสมดุลของฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg equlilibrium) 
(P-value > 0.05) ศึกษาความสัมพันธระหวางสนิปสแตละตําแหนงกับออทิซึม และศึกษาความ 
สัมพันธของสนิปสแฮพโพลไทปกับออทิซึม โดยใชโปรแกรม PLINK และโปรแกรมแฮพโพลวิว 
(Haploview) เปรียบเทียบผลการศึกษาทีไ่ดจากโปรแกรมทั้งสอง เพ่ือใหไดผลการศึกษาถูกตอง
ที่สุด ในการศึกษาทําการแบงกลุมของผูปวยตามลกัษณะทางคลนิิก ไดแก ผูปวยออทซึิม
ทั้งหมด (ออทิซึม และ PDD-NOS) จํานวน 144 ราย ผูปวยออทิซึมทั้งหมดเฉพาะเพศชาย 
จํานวน 121 ราย และผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 121 ราย (ดังรายละเอียดที่
แสดงในรูปที่ 11) 
*หมายเหตุ ผูชายที่ใชในการศึกษาการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX มี
จํานวน 128 ราย แตจํานวนผูปวยชายที่ใชในการศกึษาความสัมพันธของยีน GABRB3 ใน
เด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมมีจํานวน 121 ราย เน่ืองจากตองคัดผูปวยชายที่ไมผานเกณฑการ
วินิจฉัยออกไป 7 ราย คือผูปวย 5 ราย มีปญหาการคลอด ผูปวย 1 ราย พบ c.430G>T บนยีน 
ARX และผูปวย 1 ราย มีปญหาทางเทคนิค  
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รูปที่ 11. แสดงแผนผังข้ันตอนการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 ในผูปวย
ออทิซึมทั้งหมดเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุม และการถายทอดในครอบครัวผูปวยออทิ
ซึม 

ศึกษาจีโนไทปดวยวธิ ี
(1) การหาลําดับดีเอ็นเอในตําแหนง rs49106901 และ rs20317 ใน 100 อัลลีลแรก 
(2) วิธีไบอัลลลีลกิอารมพีซีอารในสนิปสตําแหนง rs4542636 และ rs2081648 
(3) วิธีพีซีอารอารแอฟแอลพีในสนิปสตําแหนง rs4906902, rs20317 (ตวัอยางที่เหลือ), 

rs3212333, rs1367959 และrs4906683 

วิเคราะหคาฮารดีไวนเบิรก ในกลุมควบคมุ และกลุมผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดดวยโปรแกรม PLINK และแฮพโพลววิ  

กลุมควบคุม 251 ราย 
ผูชาย 174 รายและผูหญิง 77 ราย 

วิเคราะหความสัมพันธทั้งสนิปสเด่ียวและสนิปสแฮพโพลไทปในผูปวยออทิซึมเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคมุ และศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึม โดยใชโปรแกรม 
PLINK และแฮพโพลวิว โดยแบงผูปวยออทิซึมออกเปนกลุมๆ ดังน้ี 
1. Population base case control 

- ผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 144 ราย 
- ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 121 ราย 
- ผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 121 ราย 

2. Family based association 
- ครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 121 ครอบครวั 
- ครอบครัวผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 100 ครอบครัว 
- ครอบครัวผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 จํานวน 100 ครอบครัว 

ผูปวยออทิซึม 144 ราย 
(ผูชาย 121 รายและผูหญิง 23 ราย) ผูปวยมี
ผลการตรวจโครโมโซมปกติทุกราย ไมพบการ
ผาเหลาในยีน FMR1, ยีน ARX ในผูปวยชาย 

และยีน MECP2 ในผูปวยหญิง 
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การเลือกเครื่องหมายพันธุกรรม (ตําแหนงสนิปส) 
 
  สนิปสที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี เลือกจากตําแหนงสนิปสที่มีรายงานผลการศึกษา
มาแลว หรือสนิปสบางตําแหนงจากฐานขอมูล NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) โดยสนิปส
ที่เลือกตองมีการศึกษาในกลุมประชากรเอเชีย (จีนและญี่ปุน) หรือขอมูลการศกึษาสนิปสของคน
ไทย (http://thaisnp.biotec.or.th/db) เพ่ือใหทราบถึงความถี่ของอัลลลี หรือสนิปสบางตําแหนงที่
มีผลตอกลไกการทํางานของยีน สนิปสที่กระจายบนตาํแหนงโปรโมเตอร เอกซอน และอินทรอน 
ของยีนน้ันๆ 
  ตําแหนงสนิปสที่เลือกทําการศึกษาทั้งหมด 8 ตําแหนง คือ rs4906902, 
rs4906901, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 จาก
การศึกษาพบสนิปสตําแหนง rs4906901 ไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรมในคนไทย (Non-
polymorphic) จึงตัดออกจากการศึกษาเหลือสนิปสทั้งหมด 7 ตําแหนง ในการศึกษาครั้งน้ีเลือก
ศึกษาสนิปสใหกระจายครอบคลุมทัว่ทั้งยนี GABRB3 สนิปสในสองตําแหนงแรก (rs4906901 
และ rs20317) อยูบริเวณตําแหนงโปรโมเตอร สนิปสตําแหนงที่สาม สี่ และหา (rs3212333 
rs1367959 และrs4542636) อยูในอินทรอน 3 สนิปสตําแหนงทีห่ก (rs4906683) อยูในอิน
ทรอน 4 และสนิปสตําแหนงสุดทาย (rs2081648) อยูในอินทรอน 8 บนยีน GABRB3 ดังแสดง
ในตารางที่ 13 และรูปที่ 12 
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ตารางที ่13. แสดงตําแหนงสนิปสบนยีน GABRB3 ที่ใชในการศึกษา 
 

ความถี่อัลลีล (NCBI) สนิปส ตําแหนงนิวคลีโอไทด อัลลีล 
คนจีน คนญี่ปุน 

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

A:0.656 
G:0.344 

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

T:0.267 
C:0.784 
T:0.216 

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

C:0.844 
T:0.156 

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

A:0.170 
G:0.830 

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

A:0.260 
G:0.740 

a เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ Urak et al., 2006 

b เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ McCauley JL et al., 2004 
c เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ Curran et al., 2006 
d เลือกตําแหนงสนิปสตามการศึกษาของ Ashley-Koch et al., 2007; Ma et al, 2005; Kim et 
al, 2006; McCauley JL et al., 2004 
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รูปที่ 12. แสดงตําแหนงสนิปสในยีน GABRB3 ที่ใชในการศึกษา  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                    อินทรอน 
 
  เอกซอน 
   
  ระยะทางระหวางสนิปสแสดงในหนวยเบส (ไมเปนสัดสวนที่ถูกตอง) 

 

728 bp 
831 bp 

150 kb 
101 kb 

220 kb 
164 kb 

5.4 kb 

rs2
03

17
 

rs4
90

69
02

 

rs4
54

26
36

 

rs4
90

66
83

 

rs2
08

16
48

 

1a 3 4 8 

3’ UTR 

rs4
90

69
01

 5’ UTR 

rs1
36

79
59

 
rs3

21
23

33
 



 43

การออกแบบไพรเมอร (Primer) 
 
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปส ใชวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS 
PCR techniques) ซ่ึงเปนวิธีการทดสอบสนิปส 2 อัลลีลในปฏิกริิยาเดียว โดยในปฏิกิริยาพีซี
อารประกอบดวยไพรเมอร 4 เสน ไพรเมอร 2 เสน จําเพาะตอตําแหนงสนิปส (inner primer 
forward และ reverse) และไพรเมอรดานนอกอีก 2 เสน (out primer forward และ reverse) ซ่ึง
มีระยะหางจากตําแหนงสนิปสที่เลือกทําการศึกษาแตกตางกันไป สงผลใหผลพีซีอารที่ไดมีขนาด
แตกตางกัน จึงสามารถแยกความแตกตางของอัลลีล 2 แบบ ตามขนาดของผลพีซีอารที่ได 
รวมทั้งไพรเมอรดานนอกยังเปน internal control ในปฏิกิริยาพีซีอาร (ดังแสดงในรูปที่ 13) 
ออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรม Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/ input.htm) 
และตรวจสอบความถูกตองโดยใชโปรแกรม Oligocal (http://www.pitt.edu/~rsup/ OligoCalc 
.html) และโปรแกรม OligoAnalyzer (http://www.genelink.com/tools/gl-downloads. asp) ทาํ
การเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละไพรเมอรกับฐานขอมูล NCBI โดยใชโปรแกรม 
nucleotide blast; blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือใหไพรเมอรที่ออกแบบมี
ความจําเพาะตอตําแหนงนิวคลีโอไทดทีต่องการศึกษา มีหลักการออกแบบไพรเมอรตาม
รายละเอียดดังน้ี  

(1) ความยาวของไพรเมอรควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด 
(2) เลือกไพรเมอรที่มีการกระจายของเบสอยางสม่ําเสมอ (random base 

distribution) ไมควรมีลําดับเบสทีเ่รียงตัวซํ้า ๆ และพยายามหลีกเลี่ยง  
ไพรเมอรที่มีนิวคลีโอไทดกวานีน (polypurine) หรือนิวคลีโอไทดไซโตซีน 
(polypyrimidine) เรียงตัวซํ้าๆ กัน 

(3) ปริมาณนิวคลโีอไทดไซโตซีนและกวานีน (C+G contend) ของไพรเมอรแต
ละตําแหนงควรอยูในชวง 50%-60% ไมควรเลือกไพรเมอรที่มี CG 
contend ที่สูงมากเกินไป 

(4) ไพรเมอรที่เปนตําแหนงดานนอก (outer primer) ทั้งสองขางของตําแหนง 
สนิปสควรออกแบบใหไมสมมาตรกันเพ่ือใหไดขนาดของผลพีซีอารที่
แตกตางกัน จึงสามารถตรวจสอบผลได 

(5) ไพรเมอรที่จําเพาะตอตําแหนงสนิสปในแตละเสน ตองมีทิศทางตรงกันขาม
กัน 

(6) ควรออกแบบผลพีซีอารที่มีขนาดแตกตางกัน สามารถแยกความแตกตางได
ชัดเจน มีขนาดอยูในชวง 100-500 คูเบส 

(7) ตําแหนงปลายสุดดาน 3’ ของแตละไพรเมอรตองจําเพาะกับดีเอ็นเอตั้งตน 
(complementary) และออกแบบใหตําแหนง -1 หรือ -2 จากปลายดาน 3’ 



 44

ของไพรเมอรคูในไมสามารถจับกันไดดีกับดีเอ็นเอตั้งตน (mismatch) เพ่ือ
ความจําเพาะของอัลลีลทีศ่กึษา 

(8) หลีกเลี่ยงการออกแบบไพรเมอรที่สามารถเขาจับกันเองหรือจับกับไพรเมอร
ชิ้นอ่ืนๆ 

(9) คา Tm (melting temperature) ของแตละไพรเมอรควรออกแบบให
ใกลเคยีงกัน โดยทั่วไปยูในชวง 55-80 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13. แสดงการออกแบบไพรเมอรดวยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร (Biallelic-ARMS 
PCR) 
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รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาสนิปสทุกตําแหนงแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางที่ 14. แสดงรายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษา
จีโนไทปของสนิปสในแตละตําแหนง  
 

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

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

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

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

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

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

RFLP; Dde Ι 

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

rs4542636 
(C/T) 

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

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

rs2081648 
(A/G) 

 GABA-648GR:GATTGTATTAGAATGTCCAGCATATC  
F = Forward primer, R = Reward primer 
GABA-636TR, GABA-636CF, GABA-648AF, GABA-648GR ตั้งชื่อตามตําแหนงอัลลลีที่
ศึกษาดวยวธิี Biallelic- ARMS PCR 
 
*หมายเหตุ เน่ืองจากสนิปส rs4906901 และ rs20317 มีระยะหางกันประมาณ 103 เบส จึงใช
วิธีการ Sequencing ในการศึกษาสนิปสทั้งสองตําแหนงในขั้นตอนแรก จากการศึกษาสนิปสทัง้
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สองตําแหนงครบ 100 อัลลีล พบสนิปสตําแหนง rs4906901 ไมมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในคนไทย (Non-polymorphic) คือ พบเฉพาะอัลลีล A เทานั้น (ไมพบอัลลลี C) จึงไม
ทําการศึกษาสนิปส rs4906901 ตอไป เลือกศึกษาเฉพาะสนปิส rs20317 โดยเปลี่ยนวิธี
การศึกษาเปนวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีแทน แตยังคงใช Forward primer เดิม และออกแบบ 
Reverse primer ใหม เพ่ือใหงายตอการทําการศึกษา  
 
การศึกษาสนิปสดวยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร 
 
  ปฎิกิริยาพีซีอารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม  
1X PCR Buffer dNTP 200 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.5 ยูนิต 
สําหรับความเขมขนของ MgCl2 ไพรเมอร และสาร adjuvant ขึ้นกับแตละปฏิกิริยา (ตาม
รายละเอียดในตารางที่ 15-21) ผลพีซีอารถูกเพิ่มปริมาณดวยเครือ่ง MJ thermal cycle ภายใต
สภาวะ 95 องศาเซลเซยีส 5 นาที จํานวน 1 รอบ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาท ีAnnealing temp 
ขึ้นกับแตละปฏิกิริยานาน 30 วินาท ีและ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที จํานวน 35 รอบ และ 72 
องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ นําผลพีซีอารที่ได แยกในโพลีอะคริลาไมดเจลรอยละ 6 
แลวอิเล็กโตรฟอรีซีสใน 1X TBE โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลท เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาท ี
นําไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide ถายภาพภายใต UV transluminator จีโนไทปแต
ละแบบแยกตามขนาดของผลพีซีอาร และในทุกตัวอยางตองมี internal control  
  แตในกรณีที่ไมสามารถศึกษาสนิปสดวยวิธีการไบอัลลลีลิกอารมพีซีอารได ใช
วิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีแทน เน่ืองจากเปนวธิีหน่ึงทีนิ่ยมใชศึกษาสนิปสเชนกัน 
 
วิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี (RFLP) 
 
  พีซีอาร-อารแอฟแอลพี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
คือ ความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอหรือผลพีซีอารที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(restriction endonuclease) เปนวิธีที่นํามาประยุกตใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (polymorphism) หรือการกลายพันธุ (mutation) ในจีโนม ซ่ึงเปนวิธทีี่นิยมใชใน
ปจจุบัน เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสทําใหเกิดตําแหนงที่จําเพาะตอการตัดของ
เอนไซม ทําใหไดขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือผลพีซีอารแตกตางกัน และสามารถแยกความ
แตกตางของขนาดชิ้นสวนได โดยวิธีการนี้มีขั้นตอนในการศึกษา 3 ขั้นตอนหลัก คือ เพ่ิมจํานวน
ดีเอ็นเอดวยวธิีพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ ตดัผลพีซีอารดวยเอนไซมตดัจําเพาะอาจใช
เอนไซมเพียงชนิดเดียวหรอืหลายชนิดก็ได หลังจากนั้นนําผลพีซีอารที่ไปแยกขนาดโดยใช
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กระแสไฟฟาผานเจล เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัด แตวิธีการนี้มี
ขอจํากัด คือ ถาเอนไซมที่เลือกใชในการศึกษาตัดผลพีซีอาร เม่ือมีอัลลีลแคแบบใดแบบหนึง่
เทานั้น เชน สนิปส rs20317 มีอัลลีลแบบ C/G ถาสนิปสตําแหนงน้ีเปนอัลลลี C จะมีตําแหนงที่
จําเพาะตอการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ แตถาสนิปสเปนอัลลลี G ไมมีตําแหนงที่จําเพาะตอ
การตัดของเอนไซมชนิดเดียวกัน (ดังแสดงในตารางที ่ 18 และรูปที่ 17) ทําใหยากตอการอาน
และแปรผลการศึกษา ดังน้ันในการศึกษาสนิปสโดยใชวธิน้ีีควรเลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะที่
สามารถตัดผลพีซีอารที่มีในอัลลีลทั้งสองแบบของสนปิสตําแหนงน้ันๆ เพ่ืองายตอการอานผล
การ ศึกษา เชน สนิปส rs4906902 มีอัลลีลแบบ G/A ถาสนิปสตาํแหนงน้ีเปนอัลลีล G ทําให
เกิดตําแหนงที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะหนึ่งตําแหนง ไดผลพีซีอารออกเปนสอง
ชิ้นที่มีขนาดแตกตางกัน แตเม่ือสนิปสตาํแหนงน้ีเปนอัลลีล A จะมีตําแหนงที่จําเพาะตอการตัด
ของเอนไซมไดสองตําแหนง ทําใหไดผลพีซีอารเปนสามชิ้นที่มีขนาดแตกตาง สามารถแยก
ความแตกตางของอัลลีลแบบตางๆ ของสนิปสตําแหนงน้ัน (ดังแสดงในตารางที่ 17 และรูปที่ 16) 
แตถาไมสามารถออกแบบดังกลาวขางตนได ในการศึกษาจึงควรเลอืกเอนไซมที่สามารถตัดผล
พีซีอารในตําแหนงอ่ืน เพ่ือใหเห็นความแตกตางของผลพีซีอารและตรวจสอบวาเอนไซมไมสูญ 
เสียสภาพการทํางาน  
  โดยยืนยันความถูกตองของผลการศึกษาสนิปส ดวยวิธวีิธีไบอัลลลีลิกอารมพีซี
อาร หรือวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี โดยใชวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ใน
การศึกษาครั้งน้ีใชวธิีไบอัลลลีลิกอารมพีซีอารในการศึกษาสนิปส rs4542636 (ดังแสดงในตาราง
ที่ 15 และรูปที่ 14) และสนิปส rs2081648 (ดังแสดงในตารางที่ 16 และรูปที่ 15) และใชวธิพีีซี
อาร-อารแอฟแอลพีในการศึกษาสนิปส rs4906902 (ดังแสดงในตารางที่ 17 และรปูที่ 16) สนิปส 
rs20317 (ดังแสดงในตารางที่ 18 และรปูที่ 17) สนิปส rs3212333 (ดังแสดงในตารางที่ 19 และ
รูปที่ 18) สนิปส rs1367959 (ดังแสดงในตารางที่ 20 และรูปที่ 19) และสนิปส rs4906683 (ดัง
แสดงในตารางที่ 21 และรูปที่ 20) 
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ตารางที่ 15. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4542636 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

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

 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14. แสดงผลพซีีอารออกแบบโดยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs4542636  
รูป (A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มี
ขนาด 462 bp S1 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 462, 299 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ TT 
(ผลพีซีอารขนาด 462, 222 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ CT (ผลพีซีอารขนาด 462, 299, 222 bp) 
 
 

(A) 

          C allele 

299 bp 

                                    T allele 

222 bp 

Control   S1          S2            S3 

462 bp 

299 bp 

222 bp 

CC          TT          CT    

(B) 

(C>T) 
    

(Control) 

462 bp 
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ตารางที่ 16. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2081648 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) 

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

 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15. แสดงผลพซีีอารออกแบบโดยวิธีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2081648 
รูป (A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มี
ขนาด 280 bp S1 มีจีโนไทปแบบ AA (ผลพีซีอารขนาด 280, 223 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ GG 
(ผลพีซีอารขนาด 280, 122 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ CT (ผลพีซีอารขนาด 280, 223, 122 bp) 
 
 

                                    G allele 

122 bp 

(A) 

           A allele 

223 bp 

Control   S1          S2            S3 

280 bp 

223 bp 

122 bp 

AA          GG          AG    

(B) 

(A>G) 
    

(Control) 

280 bp 
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ตารางที่ 17. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4906902 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
902F 

0.5 2.0 1.0 M 
Betaine 

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

GABA-
902R 

0.5  
 

  G allele (522,13) 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 16. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs4906902  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Tsp509 Ι รูป (B) แสดงผล
เจลอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 535 bp S1 มีจีโนไทปแบบ AA (ผลพีซี
อารขนาด 445, 77 และ 13 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอารขนาด 522 และ 13 bp) S3 
มีจีโนไทปแบบ AG (ผลพีซีอารขนาด 522, 445, 77 และ 13 bp) 
 

(A) 
Uncut (A>G)  

   X 
  
X 

535 bp 

X 
A allele 

77 bp 445 bp 
X 

13  

G allele 

13  522 bp 
X 

(B) 
Uncut      S1          S2            S3 

535 bp 

522 bp 

 77 bp 

445 bp 

 13 bp 

AA          GG          AG    
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ตารางที่ 18. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs20317 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
317F 

0.5 1.5 1.0 M 
Betaine 

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

GABA-
317R 

0.5  
 

  C allele (418, 122) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 17. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs20317  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม BstU Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะคริ
ลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 540 bp S1 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอาร
ขนาด 540 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 418 และ 122 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ 
GC (ผลพีซีอารขนาด 540, 418 และ 122 bp) 
 
 

G allele 

540 bp 

122  

C allele 

418 bp 
X 

540 bp 

(A) 

(G>C) 
    X 

Uncut Uncut      S1          S2            S3 

540 bp 

418 bp 

 122 bp 

GG       CC          GC           

(B) 
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ตารางที่ 19. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs3212333 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
333F 

0.5 1.0 1.0 M 
Betaine 

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

GABA-
333R 

0.5  
 

  G allele (115, 86, 37, 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 18. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs3212333  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารทีถู่กตัดดวยเอนไซม Hinf Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด การอานผลจีโนไทป คอื Uncut มีขนาด 244 bp S1 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอารขนาด 
115, 86, 37, 6 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 201, 37, 6 bp) S3 มีจีโนไทป
แบบ GC (ผลพีซีอารขนาด 201, 115, 86, 37, 6 bp) 
 

(A) 
 
X 

244 bp 

Uncut  
X 

(G>C) 
    X 

(B) 

G Allele 

37 
X  X  X 

6 86 bp 115 bp 

C Allele 

201 bp 37 
X  X 

6 GG       CC       GC       

Uncut   S1       S2         S3 

244 bp 
201 bp 

 86 bp 

115 bp 

37 bp 
 6 bp 
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ตารางที่ 20. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs1367959 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซมตัด
จําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
959F 

0.25 
 

1.0 
 

- 
 

60 
 

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

GABA-
959R 

0.25 
    

 T allele (147, 103,101) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs1367959  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารทีถู่กตัดดวยเอนไซม Dde Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 351 bp S1 มีจีโนไทปแบบ TT (ผลพีซีอารขนาด 
147, 103, 101 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ CC (ผลพีซีอารขนาด 250, 101 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ 
TC (ผลพีซีอารขนาด 250, 147, 103, 101 bp) 
 

(A) 
(T>C) 
   X 

  
X 

351 bp 

Uncut 

  

C allele 

101  250 bp 
X 

(B) 
Uncut      S1          S2            S3 

351 bp 

250 bp 

 103 bp 

147 bp 

 101 bp 

TT          CC          TC   

X 
T allele 

103 147 bp 
X 

101 
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ตารางที่ 21. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs4906683 
 

ไพรเมอร 
ชื่อ ความ

เขมขน 
(µM) 

MgCl2 
(µM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ
Annealing 

(oC) 

เอ็นไซม
ตัดจําเพาะ 

 

ขนาดผลพีซีอาร (bp) 

GABA-
683F 

0.1 
 

1.0 
 

- 
 

64 
 

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

GABA-
683R 

0.1 
    

 G allele (124, 92 และ 47) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20. แสดงผลพซีีอารโดยวิธีพซีีอาร-อารแอฟแอลพีของสนิปส rs4906683  
รูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Taq∞ Ι รูป (B) แสดงผลเจลอะคริ
ลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Uncut มีขนาด 263 bp S1 มีจีโนไทปแบบ AA (ผลพีซีอาร
ขนาด 216, 47bp) S2 มีจีโนไทปแบบ GG (ผลพีซีอารขนาด 124, 92, 47 bp) S3 มีจีโนไทป
แบบ AG (ผลพีซีอารขนาด 216, 124, 92, 47 bp) 
 
 

(A) 

(A>G) 
   X 

  
X 

263 bp 

Uncut 
(B) 

Uncut      S1          S2            S3 

263 bp 

216 bp 

  92 bp 

 124 bp 

  47 bp 

AA          GG          AG 

A allele 

216 bp 47 
X 

G allele 

124  47 
X X 

92 
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การหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 
  เพ่ือยืนยันความถูกตองของผลการศึกษาสนิปส ดวยวิธีไบอัลลลีลกิอารมพีซีอาร 
และวธิีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี ทําการสุมตัวอยางทีท่ําการศึกษาแลว มาทําการศึกษาซ้ําดวย
วิธีการหาลําดบันิวคลีโอไทด การเตรียมปฏิกิริยาสําหรับวธิีการหาลาํดับนิวคลีโอไทด ของสนิปส
แตละตําแหนงประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพรเมอรที่เปน forward หรือ reverse 1.6 
พิกโกโมล BigDye terminator v1.1 ready reaction premix 1X และบัฟเฟอร BigDye 
terminator sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครือ่ง Thermal cycler 2720 
สภาวะการทําปฏิกิริยา ไดแก 96 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ีจํานวน 1 รอบ 96 องศาเซลเซียส 
นาน 10 วินาที 50 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาท ีและ 60 องศาเซลเซียส นาน 4 นาท ีจํานวน 
25 รอบ ตกตะกอนผลพซีีอารดวยวิธ ี sodium acetate/ ethanol ละลายผลพีซีอาร ดวย
สารละลาย HiDi-formamide 12 ไมโครลิตร นําไปทดสอบดวยเครื่องทดสอบพันธุกรรม 
(Genetic Analyzer) รุน 3130  
 
การวิเคราะหผลการศึกษา (การวิเคราะหขอมูลทางสถิต)ิ 
 
การวิเคราะหความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (Pearson’s chi-square test) 
 
  ในการเปรียบเทียบขอมูลเชงิกลุม (Categorical data) ใชการวิเคราะหดวย  
ไคสแควร (Chi-square analysis) ซ่ึงเปนการทดสอบสมมติฐานหลัก (null hypothesis) ที่
ความถี่จากคาที่สังเกต เปนไปตามการกระจายความถี่ตามคาที่คาดหวังหรือไม โดยพิจารณาคา
ความนาจะเปน (probability) ของไคสแควร วามีคานอยกวาหรือมากกวา 0.05 (χ2 < 0.05) คา
ไคสแควรคํานวณจากคาความแตกตางของคาความถีท่ี่คํานวณได กับคาทางทฤษฎียกกําลังสอง 
และหารดวยคาความถี่ตามทฤษฎี ตามสตูร ดังน้ี 

 

 
 

Oi = ความถีท่ี่สังเกตได (an observed frequency)  
Ei = ความถี่ทีค่าดหวัง (คาทางทฤษฎี) (an expected frequency) 
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การวิเคราะหความสัมพนัธดวยโปรแกรมแฮพโพลววิ (Haploview) version 4.0 (คัดลอก
จากหนังสือวิเคราะหเจาะลกึจีโนมมนุษยดวยชีวสารสนเทศ) 
 
  โปรแกรมแฮพโพลวิว (Haploview) เปนโปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหผลทาง
สถิติทางดานพันธุศาสตรจากขอมูลจีโนไทปของตวัอยาง โปรแกรมสามารถแสดงคาทางสถิติได
หลายรูปแบบ เชน heterozygosity, HWE, %Genotype, Family Trio และยังมีความสามารถใน
การคํานวณ และวเิคราะหสราง LD และ Haplotype Blocks ไดจากขอมูลจีโนไทป โปรแกรม
แฮพโพลวิวเปนโปรแกรมที่ใชงานสะดวก และการนําเสนอขอมูลของโปรแกรมที่เขาใจงาย 
สามารถดาวนโหลดผานอินเตอรเน็ตได (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php) 
โดยโปรแกรมแฮพโพลวิวมีการติดตั้งคาตัวแปรมาตั้งแตตน (default parameter) ของแตละ
ฟงกชั่นของโปรแกรม 

1. โปรแกรมทําการคํานวณเฉพาะสถติิ pairwise LD สําหรับมารคเกอรที่มี
การกําหนดระยะหางระหวางมารคเกอรตั้งคาไวที่ 500 KB  

2. โปรแกรมไมทําการวิเคราะหขอมูลมารคเกอรที่มีผลจีโนไทปไมถึง 50% 
3. การศึกษา Association ผูใชสามารถเลือกฟงกชั่นการทํางานได 2 แบบ คือ 

case controls หรือการศึกษาในครอบครัว (family trios)  
 
ขอมูลที่สามารถ input เขาในโปรแกรมไดหลายลักษณะ แตที่นิยมใชแบบ standard linkage 
format โดยขอมูลที่นํามาศึกษานั้นตองประกอบดวย pedigree name (family ID), individual 
ID, Paternal ID, Maternal ID, sex, affectation status และ marker genotypes ดังแสดงในรูป
ที่ 21) 



 57

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 21. แสดงขอมูล (input) นามสกุล .dat ที่ใชในการศึกษาดวยโปรแกรมแฮพโพลววิ 
 
 (a) pedigree name เปนตวัเลขแสดง individual family โดยตัวเลขจะเหมือนกันใน 
                                        กรณีที่เปนขอมูลที่มาจากครอบครัวเดียวกัน แตถาเปนขอมูล 
    ที่มาจากตางครอบครัวตวัเลขตองไมเหมือนกัน 
 (b) individual ID  เปนหมายเลขประจําตัวจําเพาะของแตละบุคคลในการศึกษา 
    โดยผูปวยกําหนดรหัสเปน 201 พอของผูปวยเปน 101 และแม
    ของผูปวยเปน 102 
 (c) Paternal ID  เปนหมายเลขประจําตัวจําเพาะของแตละบุคคลที่เปนบดิาของ
    บุคลนั้น ในกรณีการวิเคราะหแบบ Association analysis ไมใช
    ขอมูลครอบครัวจึงกําหนดคาบิดาเปน 0  
 (d) Maternal ID  เปนหมายเลขประจําตัวจําเพาะของแตละบุคคลที่เปนมารดา
    ของบุคลนั้น ในกรณีการวิเคราะหแบบ Association analysis 
    ไมใชขอมูลครอบครัวจึงกําหนดคามารดาเปน 0  
 (e) sex   เปนการระบุเพศของตวัอยางที่นํามาศึกษาใชเลข 1 แทนเพศ
    ชาย และใชเลข 2 แทนเพศหญิง และใหคาเปน 0 เม่ือไมทราบ
    เพศ 
 (f) affectation status เปนการระบุสภาวะที่มุงศึกษาและใชในการคํานวณ โดยเลข 0 
    แทนสภาวะทีไ่มทราบผลตอการศึกษา ใชเลข 2 แทนสภาวะ
    ที่เปนโรค และใชเลข 1 แทนสภาวะที่ไมเปนโรค 

 
   (a)       (b)      (c)       (d)        (e)        (f)         ------------------(g)--------------------- 
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 (g) marker genotype แตละ marker แสดงจีโนไทปของแตละสนิปส แยกตามคอลัมน 
    (แตละคอลัมนแสดงอัลลีล แตละอัลลีลแยกกันดวยชองวาง) 
    โดยกําหนดจีโนไทปเปนลําดับเบส A, T, C, G หรือหมายเลข 
    1-4 (1=A, 2=C, 3=G และ 4=T) และใชเลข 0 0 แทน marker 
    ที่ไมมีผลจีโนไทป 
ขอมูล input บันทึกลงในโปรแกรม Excel และแปลงเปนไฟลนามสกุล .dat โดยเลือกชนิดของ
ไฟลเปน text (tab delimited) ซ่ึงสามารถเปดดวยโปรแกรม Notepad หรือ Excel ขอมูลที่นํามา
วิเคราะหตองลบหัวขอคอลมัน และลบไฟลบรรทัดสุดทายที่เวนวางออกใหเหลือจําเพาะขอมูลที่
ใชวเิคราะหเทานั้น สรางแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนโดยใชโปรแกรม Notepad โดยสนิปส
ตําแหนงแรกกําหนดเปนตาํแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 100) และสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ เปนระยะหาง
จากตําแหนงที่อางอิง ตั้งชื่อแผนที่สนิปสเปนไฟลนามสกุล .dat เชนกัน 
 
การใชโปรแกรม HaploView v4.0 

1. เปดโปรแกรมแฮพโพลวิวขึน้มา โดยสามารถเรียกใชงานผาน shortcut ที่หนาจอ  
(Desktop) หรือจาก Start Manu > Programes > HaploView > HaploView ดัง
แสดงในรูปที่ 22 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 22. แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮพโพลววิ v4.0 
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2. เลือกไฟลขอมูลที่ตองการนํามาศึกษาโดยระบุนามสกุลเปนไฟล .dat เชน 
Sample.dat ใน Data File และแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีน เชน map.dat ใน 
Locus Information File โดยโปรแกรมจะทําการนําเขาไฟลทั้งสองแบบอัตโนมัต ิ

 
ผลการศึกษาจากโปรแกรม HaploView v4.0 มีดังน้ี 

 
1. การตรวจสอบคุณสมบัติของมารคเกอร (Check Markers) โปรแกรมจะทําการ

คํานวณขอมูลพ้ืนฐานของแตละมารคเกอร และรายงานผลสําหรับการตรวจสอบ
คุณสมบัตติางๆ เชน 

 - ObsHET คือ คาที่ไดจากการนับ observed heterozygosity 
 - PredHET คือ คาที่ไดจากการคํานวณ predicted heterozygosity  
    (2*MAF*(1- MAF)) 
 - HWpval คือ คา P-value ของ Hardy-Weinberg equilibrium ซ่ึงก็คือคา  
   โอกาสความนาจะเปนที่ขอมูลจีโนไทปน้ีมีการกระจายแบบสมดุล 
 - %Geno คือ คาเปอรเซ็นตของการศึกษาจีโนไทปทีไ่ดผลของแตละมารคเกอร 
 - FamTrio คอื จํานวนของครอบครัวที่มีผลจีโนไทปครบ 
 - MendErr คือ จํานวนครอบครัวที่มีผลจีโนไทปไมครบไมเปนไปตามกฎของ 
   Mendel 
 - MAF คือ คา minor allele frequency ของแตละอัลลลี 
 - Allele คือ แสดง Major และ Minor ของสนิปสแตละตําแหนง 
 - Rating คือ คาที่บอกใหโปรแกรมวิเคราะหผล ถามีเครื่องหมายถูกอยูแสดงวา
   มารคเกอรน้ันผานการทดสอบ แตถาไมมีเครื่องหมายถูกแสดงวามารคเกอร
   น้ันไมผานการทดสอบ 
2. หนาตางแสดง Linkage disequilibrium (LD Plot) การศึกษาวาเครื่องหมาย

พันธุกรรมที่อยูใกลกันมีโอกาสถายทอดไปดวยกันมากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง 
ซ่ึงพิจารณาจากคา Lewontin’s coefficient (D’) ที่คํานวณจากระยะทางและ
ความถี่อัลลีลของแตละคูสนิปส หากคา D’ มากกวา 0.8 หมายความวา มีการ
ถายทอดไปดวยกันของคูเครื่องหมายพันธุกรรม การสรางบล็อกมาจากการเลือก
พารามิเตอร solid spine ซ่ึงโปรแกรมจะเลือกตําแหนงที่มีการถายทอดไปดวยกนั
สูง (strong LD) ของสนิปสตัวแรก และตวัสุดทาย ใน LD chart และสนิปสที่อยูใน 
LD เรียกวา haplotype block ซ่ึงสีในแตละบลอ็กจะแสดงผลการศึกษาคา LD 
ขางตน แสดงดังตารางที่ 22 
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ตารางที ่22. แสดงสซีึ่งบอกการถายทอดไปดวยกันของคาLD (Standard Color Scheme) 
 
 D' < 1 D' = 1 
LOD < 2 white blue 
LOD > 2 Shades of pink/red bright red 
หมายเหตุ LOD เปนคา log of the likelihood odds ratio 
  D' เปนคา the value of D prime between the two loci 

 
3. หนาจอแสดง Blocks และ Haplotypes โปรแกรมจะสราง haplotype block ได

หลายแบบ ผูใชสามารถเลือกมารคเกอรที่ตองการออกจากลักษณะการเปน 
haplotype block โดยการคลิกที่ชื่อมารคเกอรน้ัน และสามารถสราง haplotype 
block เองไดโดยการใช drad and drop กับมารคเกอรที่ตองการ ดังแสดงในรูปที่ 
23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 23. แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรมแฮพโพลววิ v4.0 
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การศึกษาโดยใชโปรแกรม PLINK v1.00 
 
  โปรแกรม PLINK เปนโปรแกรมที่ทํางานบน command Prompt สั่งการทํางาน
ไดโดยจัดเตรียมโปรแกรม PLINK และขอมูล input ไวในคอมพิวเตอร โดยขอมูล input จะ
บันทึกลงในโปรแกรม Excel และแปลงเปนไฟลนามสกุล .dat แลวเก็บไวใน drive C: หรือ drive 
อ่ืนๆ แลวแตความสะดวกของผูใชงาน ซ่ึงไฟลขอมูล input ที่ใชในการศึกษาเปนไฟลขอมูล
เดียวกันที่ใชศึกษาในโปรแกรม Haploview v4.0 ได โปรแกรม PLINK สามารถวิเคราะหคา 
Hardy-Weinberg Equilibrium, Association analysis และ Family based association โดยวิธ ี
TDT ซ่ึงการเรียกคําสั่งที่ใชในการวิเคราะหขอมูลทั้งสามแบบนั้นมีขั้นตอนในการเรียกคําสั่งเชน 
เดียวกัน 
 
การใชโปรแกรม PLINK วิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium 
เปดหนาตาง Command Prompt โดยเลอืกไปที่ Start > Accessories > Command Prompt จะ
ปรากฏหนาตาง Command Prompt  

1. เปลี่ยนตําแหนงการทํางานไปที่ drive C: หรือ drive อ่ืนที่เก็บขอมูลขางตนไว โดย
ใชคําสั่ง cd\ เม่ือเขาสู drive C: เลือกไฟลวิเคราะหผลตามตําแหนงที่จัดเก็บ เชน 
ถาตองการวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ของขอมูลซ่ึงอยูใน drive C: 
ในโฟลเดอร Analyses ในโฟลเดอร GABAcasecontrl และในโฟลเดอร plinkhwe 
ใชคําสั่ง “cd Analyses\GABAcasecontrl\plinkhwe” (ดังแสดงในรูปที่ 24) 

2. เลือกวธิีในการวิเคราะหผล เลือกตวัอยางไฟล input และกําหนดไฟล output โดยใช
คําสั่งแตกตางกัน เชน  

2.1 คําสั่งเพ่ือวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ใชคําสั่ง plink --ped 
gaba.dat --map map.dat --hardy --nonfounders --out allhew 
gabacasecontrl.out (all sample) (ดังแสดงในรูปที ่24) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 62

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 24. แสดงการทํางานบน command line mode เพื่อเรียกใชโปรแกรม PLINK ในการ
วิเคราะหหาคา Hardy-Weinberg Equilibrium 

 
2.2 คําสั่งในการวเิคราะห Association analysis ใชคําสั่ง plink --ped gaba.dat 

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

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 26. แสดงการทํางานบน command line mode เพื่อเรียกใชโปรแกรม PLINK เพือ่
วิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT  
 
ผลการศึกษาจากโปรแกรม PLINK 
 
  การวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ผลการวิเคราะหแสดงเปนสอง
ไฟล คือ Command Prompt และ Notepad ดังแสดงในรูปที่ 27 และ 28 โดยผลการศึกษาแสดง
คาตางๆ เชน จํานวนผูปวยทั้งหมดที่ใชในการศึกษา จํานวนกลุมควบคุม จํานวนผูชาย และ
ผูปวยหญิงทีใ่ชในการศึกษา จํานวนผูปวยหรือกลุมควบคุมที่มีอานผลผิดหรือไมมีขอมูลจีโนไทป
ใน Command Prompt และผลการวิเคราะห แสดงคา P-value ของคา Hardy-Weinberg 
Equilibrium ในตวัอยางผูปวยรวมกับกลุมควบคุม (ALL) เฉพาะผูปวย (AFF) และเฉพาะกลุม
ควบคุม (UNAFF) ใน Notepad จากตัวอยางแสดงใหเห็นวาคา p-value มีคามากกวา 0.5 แสดง
วาขอมูลในกลุมประชากรทีนํ่ามาศึกษานีมี้การกระจายตัวแบบ Hardy-Weinberg Equilibrium 
(ในกรณีที่ตั้งคา significant P-value ไวที่ 0.05)  
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รูปที่ 27. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยโปรแกรม PLINK 
บน command line 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 28. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยโปรแกรม PLINK 
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  สวนการวเิคราะหคา Association analysis โปรแกรมจะเริ่มสรางไฟล output 
ไวสําหรับเกบ็ขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหขอมูล input ตามชื่อที่ผูใชงานทําการกําหนดไว เชน 
ตั้งชื่อ output เปน gabacasecontrl.out ผลการศึกษาจะแสดงทั้งใน Command Prompt ซ่ึงบอก
จํานวนผูปวยทั้งหมดที่ใชในการศึกษา จํานวนกลุมควบคุม จํานวนผูชาย และผูปวยหญิงทีใ่ชใน
การศึกษา จํานวนผูปวยหรือกลุมควบคุมที่มีการอานผลผิด หรือไมมีขอมูลจีโนไทป และอีกสาม
ไฟลยอยใน Notepad ที่แสดงผลการศึกษาดวยวิธีการตางๆ เชน  
 - GENO คือการวิเคราะหความแตกตางของจีโนไทปในกลุมผูปวยและกลุม 
   ควบคุม  
 - ALLELIC คือการวิเคราะหความแตกตางของอัลลีลในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม  
 - DOM  คือการวิเคราะหผลรวมจีโนไทปที่พบมาก (Homozygous major allele)  
   ตอจํานวนจีโนไทปที่พบนอย (Homozygous minor Allele+  
   Heterozygous) 
 - REC  คือการวิเคราะหจํานวนจีโนไทปที่พบนอย (Homozygous minor  
   Allele ตอผลรวมจีโนไทปทีพ่บมาก (Homozygous major Allele  
   + Heterozygous) 
นอกจากนี้โปรแกรมยังแสดงคา Chi-square test (CHISQ) คา degree of freedom (df) และคา 
P-value (P) ของสนิปสแตละตําแหนงและการวเิคราะหแบบตางๆ ดังแสดงในรูปที่ 29 และ 30 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 29. แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรม PLINK บน command line 
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รูปที่ 30. แสดงผลการวเิคราะห Association analysis จากโปรแกรม PLINK  
 
  สวนการวเิคราะหคา Family based association โดยวิธี TDT โปรแกรมจะ
สรางไฟล output ไวสําหรับเก็บขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหขอมูล input ตามชื่อที่ผูใชงานทาํการ
กําหนดไว เชน ตั้งชื่อ output เปน gabatdt.out ผลการศึกษาจะแสดงทั้งใน Command Prompt 
เชนเดียวกบัการวิเคราะห Association analysis คือบอกจํานวนครอบครัวผูปวยทั้งหมดที่ใชใน
การศึกษา จํานวนผูชาย และผูปวยหญงิที่ใชในการศกึษา จํานวนผูปวยที่มีอานผลผิดหรือไมมี
ขอมูลจีโนไทป และอีกสามไฟลยอยใน Notepad ที่แสดงผลการศึกษา เชน  
 - CHR  คือตําแหนงโครโมโซมที่ใชศึกษา   
 - SNP  คือตําแหนงสนิปส  
 - A1:A2  คือลักษณะอัลลลีลในสนิปสแตละตําแหนง 
 - T:U_TDT  คือถายทอด:ไมถายทอดอัลลีลแบบใดแบบหนึ่ง เชน G:A=60:49 คือ 
   ถายทอดอัลลลี G แตไมถายทอดอัลลีล A เทากับ 60 และถายทอด 
   อัลลีล A แตไมถายทอดอัลลีล G เทากับ 49 
 - CHISQ_TDT คือคา Chi-square test 
 - P_TDT คือคา P-value 
ดังแสดงในรูปที่ 31 
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รูปที่ 31. แสดงการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT จากโปรแกรม 
PLINK  
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บทที่  3 
 ผลการวิจัย  
 
การตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มภีาวะออทิซมึ
จํานวน 128 ราย  
 
  จากการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มี
ภาวะออทิซึมจํานวน 128 ราย พบการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง 430 จากเบสกวานินเปน
เบสไทมิน (c.430G>T) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM 34-3) สงผลใหกรดอะมิโนในตําแหนงแรก
บน polyalanine tract ที่ 2 เปลีย่นจากกรดอะมิโนอะลานินเปนเซอรีน (p.A144S) (ดังแสดงใน
รูปที่ 32) และจากการศึกษาในครอบครัวพบนิวคลีโอไทดตําแหนง c.430G>T ในแมเปนแบบ 
heterozygous ดังแสดงในรูปที่ 33 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 32. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมของการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T ในยีน 
ARX บนเสน reverse (3’    5’) ในผูปวย (TM34-3) แสดงในรูปดานบน และคนปกติแสดงในรปู
ดานลาง 
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5’ 3’ 
c.430G>T 

ผูปวย 
(TM34-3) 

 

5’ 3’ 
c.430G 

คนปกติ 
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หมายเหตุ * แสดงสมาชิกในครอบครัวทีไ่มไดตรวจลําดับเบส 
 
รูปที่ 33. แสดงการศึกษาการถายทอดในครอบครัวที่พบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทด 
c.430G>T ผูปวย (TM34-3) ไดรับการถายทอดนิวคลโีอไทด c.430G>T จากแม (TM34-2)  
 
 
 
 

มารดา (TM34-2) 
3’ 5’ 

 

TM34-1 TM34-2

TM34-3

F1

F2

F3
TM34-1 TM34-2

TM34-3

F1

F2

F3

* * 

* 

* 

บิดา (TM34-1) 
3’ 5’ 

 

ผูปวย (TM34-3) 
3’ 5’ 
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  เน่ืองจากการเปลี่ยนนิวคลีโอไทด c.430G>T ที่พบขางตน ไมมีรายงานมากอน
จึงไมสามารถสรุปไดวาเปนการกลายพันธุที่เกิดขึ้นใหม หรือความแปรผันหลากหลายทางพนัธุ
กรรมที่พบไดนอย จึงทําการศึกษาในคนปกติทั้งหมด 500 อัลลีล ดวยวธิีพีซีอาร-อารเอฟแอลพี 
(ดังแสดงในรูปที่ 34) ซ่ึงไมพบการเปลีย่นนิวคลีโอไทด c.430G>T ตําแหนงน้ีในคนปกติทั้ง 500 
อัลลีล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*หมายเหตุผลพีซีอารขนาด 70 bp มองไมเห็นในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 34. แสดงผลเจลอะคริลาไมดในการศึกษาการเปลี่ยนนวิคลีโอไทด c.430G>T โดย
วิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพ ีรูป (A) แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Ava II 
รูป (B) แสดงผลเจลอะครลิาไมด โดย M แสดงเครื่องหมาย 100 คูเบส S1, S2 แสดงคนปกติ 
(ผลพีซีอารขนาด 447, 270 และ 177 bp) P แสดงผูปวยออทิซึม (TM34-3) ที่พบการเปลี่ยนนิ
วคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T (ผลพีซีอารขนาด 447, 340, 270, 177, 107 bp) โดย 7-
deaza-GTP ที่ใชในการทําพีซีอารสงผลใหการยอยของเอนไซม Ava II ไมสมบูรณ แตไมมีผล
ตอการแปลผลการศึกษา

(A) 

      G allele 

177 bp 270 bp 

 
X 

70 270 bp 107  

      T allele  
X X 

 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

M S1 S2 

100 bp 

P 

270 bp  

447 bp  

107 bp  

177 bp  

340 bp  

 
X 

c.430 (G>T)  
      X 

447 bp 

Uncut 

(B) 
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การศึกษาจีโนไทปของสนิปส 
 
  การศึกษาจีโนไทปใชวิธไีบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร ในการศึกษาสนปิสตําแหนง 
rs4542636 และ rs2081648 (ดังแสดงรูปที่ 39 และ 41) และใชวิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพีใน
การศึกษาสนปิสตําแหนง rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959 และ rs4906683 (ดัง
แสดงในรูปที่ 35, 36, 37, 38 และ 40) โดยผลการศกึษาของแตละจีโนไทปพิจารณาตามขนาด
ของผลพีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 35-41 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
*หมายเหตุไมเห็นผลพีซีอารขนาด 77 และ13 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 35. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs4906902  
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถกูตัดดวยเอนไซม Tsp509 Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S3 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 มีจีโนไทป
เปนเฮเทอโรไซกัสแบบ AG แถว S2 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ AA และแถว S3 มีจีโนไทป
เปนโฮโมไซกัสแบบ GG 
 
 

(S2)                 A allele 

77 bp 445 bp 
X X 

13  

B A (G>A) 
   X 

  
X 

535 bp 

(P) 

(S2)                 G allele 

13  522 bp 
X 

U AG AA GG 
 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

M P S1 S2 S3 M 

535, 522 bp 
445 bp 
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*หมายเหตุ ไมเห็นผลพีซีอารขนาด 122 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 36. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs20317  
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารทีถู่กตัดดวยเอนไซม BstU Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S4 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 มีจีโนไทป
เปนโฮโมไซกัสแบบ GG แถว S2 และ S4 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ CG และแถว S3 
มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

540 bp 

A 
(G>C) 
    X 

(P) 

(S1)                 G allele 

540 bp 

122  

(S3)                 C allele 

418 bp 
X 

U GG CG CC CG 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 
 

M P S1 S2 S3 S4 

540 bp 
418 bp 
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*หมายเหตุไมเห็นผลพีซีอารขนาด 36 และ 6 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 37. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs3212333  
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถกูตัดดวยเอนไซม Hinf Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิาไมด 
แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางที่ยังไมถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(Uncut) แถว S1-S10 เปนตัวอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 S4 S6 S7 และ S9 
มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ CG แถว S2 และ S8 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ GG และ
แถว S3 S5 และ S10 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC  

A 
 
X 

244 bp 

(P)  
X 

(C>G) 
    X 

(S2)                              G allele 

37 
X  X  X 

6 86 bp 115 bp 

(S4)                             C allele 

201 bp 37 
X  X 

6 

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

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

CG  GG   CC   CG    CC  CG   CG   GG   CG   CC       U 

B 

 

244 bp 

115 bp 

201 bp 

 86 bp 
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รูปที่ 38. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs1367959 
รูป A แสดงตําแหนง X บนผลพีซีอารที่ถูกตัดดวยเอนไซม Dde Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S10 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 S5 S8 และ 
S9 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC แถว S2 S3 S6 S7 และ S10 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโร
ไซกัสแบบ CT และแถว S4 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ TT 

A 

X 

(P) 

351 bp 

(T>C) 
   X X 

(S4)                              T allele 

 X 
147 bp 101 bp 

 X 
103 bp 

(S8)                             C allele 

101 bp 250 bp 

 

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

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

U   CC    CT    CT   TT     CC    CT    CT   CC   CC    CT  

B 

351 bp 

147 bp 

250 bp 

103, 101 bp 
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รูปที่ 39. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีไบอัลลลีลิกอารมพซีีอารของสนิปส rs4542636 
รูป A แสดงผลพีซีอาร รูป B แสดงผลเจลอะคริลาไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
S1-S7 เปนตวัอยางผูปวย แถว N (negative control) ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน การอานผลจีโนไทป 
คือ internal control มีขนาด 462 คูเบส แถว S1 และ S4 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ CC 
แถว S2 S3 S5 และ S6 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ CT และแถว S7 มีจีโนไทปเปนโฮโม
ไซกัสแบบ TT 
 

(S1)           C allele 

299 bp 
(S7)                                               T allele 

222 bp 

 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

M S1 S2 S3 S4 

CC CT CT 

S5 S6 S7 N 

100 bp 

CC CT CT TT

B 

462 bp 

222 bp 
299 bp 

A 
(Control) 

462 bp 

(T>C) 
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*หมายเหตุไมเห็นผลพีซีอารขนาด 47 bp ในเจลอะคริลาไมด 
 
รูปที่ 40. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพีของสนิปส rs4906683  
รูป A แสดงตําแหนง x บนผลพีซีอารที่ถกูตัดดวยเอนไซม Taq∞ Ι รูป B แสดงผลเจลอะครลิา
ไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว P เปนตวัอยางทีย่ังไมถูกตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ (Uncut) แถว S1-S6 เปนตัวอยางผูปวย แถว N ไมมีดีเอ็นเอตั้งตน (negative control) 
การอานผลจีโนไทป คือ แถว S1 S2 และ S4 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ AG แถว S3 มี
จีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ AA และแถว S5 และ S6 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ GG  

 X 
(S3)                              A allele 

47 bp 216 bp 

(P) 

263 bp 
X 

(A>G) 
    X 

A 

(S5)                             G allele 

124 bp 47 
X 

92 bp 
X 

U AG AG AA AG GG GG

S3 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

M P S1 S2 S4 S5 S6 N 

 

B 

216 bp 

 92 bp 

263 bp 

124 bp 
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รูปที่ 41. แสดงผลเจลอะคริลาไมดโดยวิธีไบอัลลลีลิกอารมพซีีอารของสนิปส rs2081648 
รูป A แสดงผลพีซีอาร รูป B แสดงผลเจลอะคริลาไมด แถว M เปนเครื่องหมาย 100 คูเบส แถว 
S1-S5 เปนตวัอยางผูปวย การอานผลจีโนไทป คือ internal control มีขนาด 280 คูเบส แถว S1 
S3 และ S5 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ AA แถว S2 มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกัสแบบ AG 
และแถว S4 มีจีโนไทปเปนโฮโมไซกัสแบบ GG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

(S1)        A allele 

223 bp 

(S4)                             G  allele 

122 bp 

280 bp 

(Control) (A>G) 
    

GG 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

M S1 S2 S3 S4 S5 

 AA AA   AG 
 

AA 

B 

280 bp 
223 bp 

122 bp 
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ผลการวิเคราะหทางสถิต ิ 
 
1. การวิเคราะหความสัมพันธดวยวิธี Population base case control  
 
การศึกษาความสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberge quilibrium) ในกลุมควบคุม 
 
  ในการศึกษาแบบ Population base case control กลุมควบคุมทีนํ่ามาใชใน
การศึกษา ตองตรวจสอบการกระจายความถี่ของจีโนไทปใหเปนไปตามทฤษฎีสมดุลของฮารดี-
ไวนเบิรก (P > 0.05) คือ ในประชากรใดๆ ตองมีความถี่ของจีโนไทปคงที่ในทกุรุน ถาความถี่
ของจีโนไทปในกลุมควบคุมใดที่มีคา P < 0.05 เราจะไมนํากลุมควบคุมน้ันมาใชในการศึกษา 
เน่ืองจากพบความถี่ของจีโนไทปแบบใดแบบหนึ่งมากเกินไป สงผลใหพบผลบวกปลอมจากกลุม
ควบคุมขางตนได โดยกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 
100 (N = 251) จากการศึกษาการกระจายความถี่ของจีโนไทปตามทฤษฎีสมดลุของฮารดี-ไวน
เบิรกในกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK พบกลุมควบคุมที่นํามาศึกษาสนปิสทุกตําแหนง
เปนไปตามทฤษฎีสมดุลของฮารดี-ไวนเบริก โดยคา P-value ของฮารดี-ไวนเบิรก (P_HWD) 
ของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ 
rs2081648 มีคาเทากับ 0.8838, 0.3801, 0.6614, 0.2187, 1.000, 0.2084 และ 0.1977 
ตามลําดับ และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ (HET) คือ โอกาสที่จะพบอัลลีลแบบเฮเทอโรไซกัสใน     
สนิปสแตละตาํแหนงมีคาเทากับ 0.4200, 0.4278, 0.4352, 0.4800, 0.4118, 0.4032 และ 
0.4902 ตามลาํดับ ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที ่23 
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ตารางที่ 23. แสดงคาฮารดี-ไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซติี้ของสนิปสทุกตําแหนง 
(rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648) บน
ยีน GABRB3 ในกลุมควบคมุ (251) 
 

สนิปส จีโนไทป จํานวน(ราย) รอยละ P_HWD HET 
AA 119 49  
AG 107 40 0.4200 rs4906902 
GG 25 11 

0.8838 
HWE สมดุล 

 
GG 121 48  
CG 102 41 0.4278 rs20317 

 CC 28 11 

0.3801 
HWE สมดุล 

 
CC 119 47  
CG 105 42 0.4352 

 
rs3212333 
 GG 27 11 

0.6614 
HWE สมดุล 

 
CC 97 39  
CT 126 50 0.4800 rs1367959 

 TT 28 11 

0.2187 
HWE สมดุล 

 
CC 126 50  
CT 104 41 0.4118 rs4542636 

 TT 21 9 

1.000 
HWE สมดุล 

 
GG 126 50  
AG 110 44 0.4032 rs4906683 

 AA 15 6 

0.2084 
HWE สมดุล 

 
GG 76 30  
AG 134 57 0.4902 rs2081648 

 AA 41 13 

0.1977 
HWE สมดุล 

 
โดยสนิปสแตละตําแหนงศกึษาในกลุมควบคุมจํานวน 251 ราย 
 
P_HWD: คา P ของฮารดี-ไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P-value) 
HET: คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ (Heterozygosity)  
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การศึกษาความถี่อัลลลีของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึม
เทียบกับกลุมควบคุม 
 
  จากการวิเคราะหหาความถี่ของอัลลีลในกลุมผูปวยเทยีบกับกลุมควบคุม พบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม (P = 0.004018; df = 1) เม่ือพิจารณาความถี่ของอัลลลีของสนิปสตาํแหนงดังกลาว 
พบความถีข่องอัลลีล C (major allele) ในกลุมผูปวยมากถึงรอยละ 80 ขณะที่พบความถี่ของอัล
ลีล C ในกลุมควบคุมรอยละ 71 และไมพบความสัมพันธขางตนของสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ จาก
การศึกษาพบความถี่ของอัลลีล A (major allele) ของสนิปส rs4906902 ในกลุมผูปวยรอยละ 65 
และกลุมควบคุมรอยละ 69 พบความถีข่องอัลลีล G (major allele) ของสนิปส rs20317 รอยละ 
67 ในกลุมผูปวยและกลุมควบคุมพบรอยละ 69 ของสนิปส rs3212333 พบความถี่ของอัลลีล C 
(major allele) ในกลุมผูปวยรอยละ 65 และกลุมควบคุมรอยละ 68 สนิปส rs1367959 พบ
ความถี่ของอัลลีล C (major allele) รอยละ 65 ในกลุมผูปวยและในกลุมควบคุมรอยละ 64 
สนิปส rs4906683 พบความถี่อัลลีล G (major allele) ในกลุมผูปวยรอยละ 76 และกลุมควบคุม
รอยละ 72 และพบความถีข่องอัลลีล G (major allele) ของสนิปส rs2081648 ในผูปวยรอยละ 
63 และกลุมควบคุมรอยละ 57 จากผลการศึกษาเห็นไดวาความถี่ของอัลลีลที่พบในสองกลุม
ประชากรมีคาใกลเคยีงกันมาก ยกเวนความถี่ของอัลลลีของสนิปส rs4542636 ดังรายละเอียดที่
แสดงในตารางที่ 24 
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ตารางที ่ 24. ความถี่อัลลีลของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยทัง้หมดเทียบกับ
กลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ทีมี่คา degree of freedom เทากับ 1  
 

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

Chi-
square 

P-value 

A 187 0.649 345 0.687 rs4906902 
G 101 0.351 157 0.313 

1.198 0.2737 
(NS) 

G 194 0.674 344 0.685 rs20317 
C 94 0.326 158 0.315 

0.1143 0.7353 
(NS) 

C 188 0.653 343 0.683 rs3212333 
G 100 0.347 159 0.317 

0.772 0.3796 
(NS) 

C 188 0.653 320 0.637 rs1367959 
T 100 0.347 182 0.363 

0.1873 0.6652 
(NS) 

C 231 0.802 356 0.709 rs4542636 
T 57 0.198 146 0.291 

8.276 
 

0.004018 
*** 

G 220 0.764 362 0.721 rs4906683 
 A 68 0.236 140 0.279 

1.726 
 

0.1889 
(NS) 

G 181 0.628 286 0.570 rs2081648 
 A 107 0.372 216 0.430 

2.614 0.106 
(NS) 

โดยสนิปสแตละตําแหนงศกึษาจากผูปวยทั้งหมด 144 ราย และกลุมควบคุม 251 ราย  
 
อธิบายสัญลกัษณ 
   *** = Significance 
  NS = Non Significance 
 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนปิส rs4542636 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม
ทั้งหมดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (P < 0.05) แตไมพบความสัมพันธน้ีของสนิปสตาํแหนงอ่ืนๆ 
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การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยเทียบ
กับกลุมควบคุม 
 
  จากการวิเคราะหหาความถี่ของจีโนไทปในกลุมผูปวย เทียบกบักลุมควบคุม 
โดยแบงกลุมผูปวยตามลักษณะทางฟโนไทป คือ ผูปวยออทิซึมทัง้หมด (จํานวน 144 ราย) 
ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (จํานวน 121 ราย) และผูปวยออทิซึมทั้งหมดที่มี non-verbal IQ 
นอยกวา 80 (จํานวน 121 ราย) เทียบกบักลุมควบคุม (จํานวน 251 ราย) โดยกลุมผูปวยที่ใชใน
การศึกษาครั้งน้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (N = 144) พบความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317 ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 
0.04087; df = 2) และกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.03549; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม จากการพิจารณาความถี่ของจีโนไทปในกลุมผูปวยออทิซึม พบความถี่ของจีโนไทปแบบ 
CG มากที่สุด เม่ือเปรียบเทียบกับความถี่ของจีโนไทปแบบอ่ืน ๆ ในกลุมควบคมุพบความถีข่อง
จีโนไทปแบบ GG มากที่สุด และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตขิองความถี่จีโนไทป
ของสนิปส rs3212333 ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.028; df = 2) และกลุมผูปวยชายที่
มีภาวะออทิซึม (P = 0.04175; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยพบความถี่ของจีโนไทป
แบบ CG ในผูปวยออทิซึมมากที่สุด สวนในกลุมควบคุมพบความถีข่องจีโนไทปแบบ CC มาก
ที่สุด และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 
ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.01347; df = 2) และกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 
0.03217; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม เม่ือพิจารณาความถี่ของจีโนไทปในผูปวยออทิซึม 
และกลุมควบคุม พบความถี่ของจีโนไทปแบบ CC มากที่สุดเชนกัน แตมีความแตกตางของ
ความถี่จีโนไทปแบบ CC ในทั้งสองกลุม คือ พบความถี่ของจีโนไทปแบบ CC ในผูปวยออทซึิม
เทากับ 0.65 และกลุมควบคุมเทากับ 0.50 (ดังแสดงในตารางที่ 25, 26 และ 27) 
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ตารางที ่ 25. ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด
เทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ที่มีคา degree of freedom เทากับ 2  
 

พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317, rs3212333 และ 
rs4542636 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยออทิซึมทัง้หมดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม และไมพบ
ความสัมพันธน้ีของสนิปสตาํแหนงอ่ืนๆ  

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส 

 
จีโนไทป 

 
จํานวน
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน
(ราย) 

ความถี ่
Chi-

square 
P-value 

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

3.357 0.1866 
(NS) 

GG 59 0.41 121 0.48 
CG 76 0.53 102 0.41 rs20317 

 CC 9 0.06 28 0.11 
6.394 

 

0.04087 
*** 

CC 54 0.38 119 0.47 
CG 80 0.55 105 0.42 rs3212333 

 GG 10 0.07 27 0.11 
7.151 0.0280 

*** 

CC 59 0.41 97 0.39 
CT 70 0.49 126 0.50 rs1367959 

 TT 15 0.10 28 0.11 
0.2178 0.8968 

(NS) 

CC 94 0.65 126 0.50 
CT 43 0.30 104 0.41 rs4542636 

 TT 7 0.05 21 0.09 
8.615 0.01347 

*** 

GG 83 0.58 126 0.50 
AG 54 0.37 110 0.44 rs4906683 

 AA 7 0.05 15 0.06 
2.043 0.3600 

(NS) 

GG 54 0.38 76 0.30 
AG 73 0.51 134 0.53 rs2081648 

 AA 17 0.11 41 0.17 
2.855 0.2400 

(NS) 
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ตารางที ่ 26. ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิ
ซึมเทียบกบักลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ทีมี่คา degree of freedom เทากับ 2  
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส จีโนไทป จํานวน

(ราย) 
ความถี ่ จํานวน

(ราย) 
ความถี ่

Chi-
square 

P-value 

AA 46 0.38 119 0.49 
AG 65 0.54 107 0.40 

 
rs4906902 
 GG 10 0.08 25 0.11 

4.045 0.1323 
(NS) 

GG 49 0.40 121 0.48 
CG 65 0.54 102 0.41 rs20317 

 CC 7 0.06 28 0.11 
6.677 

 

0.03549 
*** 

CC 46 0.38 119 0.47 
CG 67 0.53 105 0.42 rs2312333 

 GG 8 0.09 27 0.11 
6.352 0.04175 

*** 

CC 46 0.38 97 0.39 
CT 61 0.50 126 0.50 rs1367959 

 TT 14 0.12 28 0.11 
0.02159 0.9893 

(NS) 

CC 78 0.64 126 0.51 
CT 37 0.31 104 0.40 rs4542636 

 TT 6 0.05 21 0.09 
6.874 

 
0.03217 

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

 AA 6 0.05 15 0.06 
2.356 0.3079 

(NS) 

GG 40 0.33 76 0.30 
AG 66 0.55 134 0.53 rs2081648 

 AA 15 0.12 41 0.17 
1.064 0.5875 

(NS) 

พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317, rs3212333 และ 
rs4542636 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมเทียบกบักลุมควบคุม และไม
พบความสัมพันธน้ีของสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ  
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ตารางที ่ 27. ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, 
rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยทัง้หมดที่มี non-
verbal IQ นอยกวา 80 เทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม PLINK ที่มีคา degree of 
freedom เทากับ 2  
 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
สนิปส จีโนไทป 

 
จํานวน
(ราย) 

ความถี ่ จํานวน
(ราย) 

ความถี ่
Chi-

square 
P-value 

AA 46 0.38 119 0.47 
AG 64 0.53 107 0.43 

 
rs4906902 

 GG 11 0.09 25 0.10 
3.559 0.1687 

(NS) 

GG 50 0.41 121 0.48 
CG 62 0.51 102 0.41 rs20317 

 CC 9 0.08 28 0.11 
4.058 

 

0.1315 
(NS) 

CC 47 0.39 119 0.47 
CG 65 0.54 105 0.42 rs2312333 

 GG 9 0.07 27 0.11 
4.796 0.09089 

(NS) 

CC 50 0.41 97 0.39 
CT 59 0.49 126 0.51 rs1367959 

 TT 12 0.10 28 0.10 
0.2984 0.8614 

(NS) 

CC 75 0.63 126 0.50 
CT 39 0.32 104 0.41 

 
rs4542636 
 TT 7 0.05 21 0.09 

4.6200 0.09927 
(NS) 

GG 66 0.55 126 0.50 
AG 48 0.39 110 0.44 rs4906683 

 AA 7 0.06 15 0.06 
0.6357 0.7277 

(NS) 

GG 41 0.34 76 0.30 
AG 64 0.53 134 0.53 rs2081648 

 AA 16 0.13 41 0.17 
0.857 0.6515 

(NS) 

ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของสนิปสทุกตําแหนงบนยีน GABRB3 ในผูปวย
ทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน GABRB3 ในกลุมผูปวยเทียบ
กับกลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ 
 
  จากการศึกษาความถี่ของจีโนไทปในกลุมผูปวยที่แบงตามลักษณะทางฟโนไทป 
เทียบกบักลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ
ความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 เม่ือทําการวเิคราะหผลแบบ Additive model ในกลุม
ผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.004903; df = 1) ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.01173; df = 
1) และผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 (P = 0.04108; df = 1) เทียบกบักลุม
ควบคุม และเม่ือทําการวิเคราะหผลแบบ dominant model พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ของความถี่จีโนไทปในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.003875; df = 1) ผูปวยชายที่มีภาวะ
ออทิซึม (P = 0.009989; df = 1) และผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 (P = 
0.033240; df = 1) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือ
วิเคราะหผลแบบ recessive model (ดังแสดงในตารางที่ 32) และไมพบความสัมพันธขางตน
ของสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 28, 29, 
30, 31, 33 และ 34) 
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ตารางที ่ 28. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs4906902 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model  

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.2627 (NS) 0.1014 (NS) 0.7624 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมดเพศ (121) 0.2812 (NS) 0.08825 (NS) 0.6002 (NS) 
ผูปวยที่มี non-verbal IQ นอย
กวา 80 (121) 0.2354 (NS) 0.08825 (NS) 0.7906 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG และ ½ ของ GA เปรียบเทียบกบั 
AA และ ½ ของ GA 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA เปรียบเทียบกับ GG, AG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทยีบกบั AA, AG  
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในสนิปส rs4906902 ในผูปวยออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 29. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs20317 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทียบกบักลุมควบคุม โดยใชโปรแกรม 
PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.7305 (NS) 0.1651 (NS) 0.1120 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.7440 (NS) 0.1625 (NS) 0.1024 (NS) 
ผูปวยที่มี non-verbal IQ นอย
กวา 80 (121) 0.6624 (NS) 0.2125 (NS) 0.2649 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC และ ½ ของ CG เปรียบเทยีบกบั 
GG และ ½ ของ CG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทียบกับ CC, CG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทยีบกบั GG, CG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในสนิปส rs20317 ในผูปวยออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 30. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs3212333 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.3645 (NS) 0.05659 (NS) 0.2142 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.4622 (NS) 0.08825 (NS) 0.2038 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.4651 (NS) 0.1201 (NS) 0.3131 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG และ ½ ของ CG เปรียบเทียบกบั 
CC และ ½ ของ CG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทียบกับ GG, CG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทยีบกบั CC, CG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในสนิปส rs3212333 ในผูปวยออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบั
กลุมควบคุม  
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ตารางที ่ 31. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs1367959 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.6517 (NS) 0.6489 (NS) 0.8206 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.8848 (NS) 0.9070 (NS) 0.9057 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.5853 (NS) 0.6208 (NS) 0.7182 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT และ ½ ของ CT เปรียบเทยีบกบั 
CC และ ½ ของ CT 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทียบกับ TT, CT 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT เปรียบเทียบกับ CC, CT 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปในสนิปส rs1367959 ในผูปวยออทิซึม
เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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ตารางที ่ 32. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs4542636 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.004903 *** 0.003875 *** 0.1966 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.011730 *** 0.009989 *** 0.2405 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.04108 *** 0.033240 *** 0.3793 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT และ ½ ของ CT เปรียบเทยีบกบั 
CC และ ½ ของ CT 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง CC เปรียบเทียบกับ TT, CT 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง TT เปรียบเทียบกับ CC, CT 
 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่ของจีโนไทปในสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิ
ซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยการวิเคราะหผลแบบ additive model และ dominant 
model (P < 0.05) แตไมพบความสัมพันธน้ีในการวเิคราะหแบบ recessive model 
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ตารางที่ 33. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs4906683 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.1739 (NS) 0.1544 (NS) 0.6424 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.1550 (NS) 0.1255 (NS) 0.6908 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.4985 (NS) 0.4322 (NS) 0.9417 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA และ ½ ของ AG เปรียบเทยีบกบั 
GG และ ½ ของ AG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทียบกับ AA, AG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA เปรียบเทียบกับ GG, AG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่ของจีโนไทปในสนิปส rs4906683 ในผูปวย
ออทิซึมทุกกลุมเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

93

ตารางที่ 34. คา P-value จากการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปในรูปแบบ model ของ 
สนิปส rs2081648 บนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึมเทยีบกับกลุมควบคุม โดยใช
โปรแกรม PLINK (df = 1) 
 

P-value 
ลักษณะของผูปวยออทิซึม additive model 

 
dominant model 

 
recessive model 

 
ผูปวยทั้งหมด (144) 0.09208 (NS) 0.1422 (NS) 0.2228 (NS) 
ผูปวยชายทั้งหมด (121) 0.35870 (NS) 0.5879 (NS) 0.3212 (NS) 
ผูปวยทั้งหมดที่มี non-verbal 
IQ นอยกวา 80 (121) 0.36160 (NS) 0.4831 (NS) 0.4359 (NS) 

*หมายเหตุ การวิเคราะหในรูปแบบ model โดยใชโปรแกรม PLINK โปรแกรมทําการคํานวณ
คา minor allele (G) และ major allele (A) เพ่ือใชในการคํานวณ คอื 
additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA และ ½ ของ AG เปรียบเทยีบกบั 
GG และ ½ ของ AG 
dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง GG เปรียบเทียบกับ AA, AG 
recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง AA เปรียบเทียบกับ GG, AG 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปในสนิปส rs2081648 ในผูปวยออทิซึม
ทุกกลุมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
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2. การวิเคราะหความสมัพันธดวยวธีิ Family based association โดยวิธี Transmission 
Disequilibrium Test (TDT) ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
 
  การประมวลผลจีโนไทปในตวัอยางครอบครัวผูปวยออทิซึม พบครอบครัวผูปวย
ออทิซึมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (N = 363 ประกอบ 
ดวยพอ แม ลกู คิดเปน 121 ครอบครวั) จากการวิเคราะหการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวย
ออทิซึม โดยโปรแกรม PLINK ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการถายทอดอัลลีลบน 
สนิปสทุกตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม (ดังแสดงในตารางที่ 35) 
 
ตารางที่ 35. คา P-value ของการถายทอดอัลลีลของสนิปส rs4906902, rs20317, 
rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 บนยีน GABRB3 ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส อัลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนอัลลลี) Chi square P-value 

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

*คําอธิบาย ถายทอด:ไมถายทอด (62:51) คือ ถายทอดอัลลีล G แตไมถายทอดอัลลีล A เทากบั 
62 และถายทอดอัลลีล A แตไมถายทอดอัลลีล G เทากับ 51 
 
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของการถายทอดอัลลีลในสนิปสทุกตําแหนงในครอบครวั
ผูปวยทั้งหมด (P > 0.05) 
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การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสบนยีน 
GABRB3 
 
  การวิเคราะหหา Linkage disequilibrium (LD) เพ่ือศึกษาการถายทอดอัลลีลที่
อยูคนละตําแหนงบนโครโมโซมเดียวกัน ซ่ึงมีโอกาสที่จะถายทอดจากรุนหนึ่งไปยังรุนหนึ่ง
ดวยกัน ปรากฏการณที่พบสนิปสหลายตําแหนงถูกถายทอดไปดวยกันในกลุมประชากรบอย
กวาการที่พบโดยบังเอิญ เรียกกลุมสนิปสเหลานี้วามี Linkage disequilibrium ตอกัน ดังน้ัน
การศึกษาแฮพโพลไทปจึงมีความนาเชื่อถือในกาวิเคราะหหาความสัมพันธกับการเกิดโรค มาก 
กวาการศึกษาสนิปสแคตําแหนงเดียว การศึกษาครั้งน้ีสนใจศึกษาการถายทอดสนิปสแฮพโพล
ไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึม โดยใชโปรแกรม Haploview จากการศึกษาพบแฮพโพลไทป
บล็อก 2 ตําแหนง คือ แฮพโพลไทปบลอ็กที่หน่ึงประกอบดวยสนิปส rs4906902 และ rs20317 
มีความยาวประมาณ 831 เบส และแฮพโพลไทปบล็อกที่สองประกอบดวยสนปิส rs4542636 
และ rs4906683 มีความยาวประมาณ 16 กิโลเบส ดังรายละเอียดที่แสดงในรูปที่ 42 และตาราง
ที่ 36 จากการศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดแฮพโพลไทปแบบ AC 
ของสนิปส rs4906902 และ rs20317 จากพอหรือแมมาสูลูกที่เปนโรค เม่ือเปรียบเทยีบกบั
ความถี่ของแฮพโพลไทปแบบอ่ืนๆ เน่ืองจากพบความถี่ของแฮพโพลไทปขางตนในผูปวยออทิ
ซึมนอย ดังน้ันความสัมพันธที่พบขางตนอาจเกิดขึ้นไดโดยบังเอิญ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 42. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD) บนยีน 
GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมทัง้หมด โดยใชโปรแกรม Haploview การถายทอดไป
ดวยกันพิจารณาจากคา D’ ≥ 0.8  
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ตารางที ่ 36. ความถีข่องแฮพโพลไทลบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม
ทั้งหมด โดยใชโปรแกรม Haploview v4.0 
 
บล็อก แฮพโพลไทป 

 
ความถี ่

 
ความถี่ของการ

ถายทอด:ไมถายทอด 
Chi- 

Square 
P-value 

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

1 
(902-317) 

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

2 
(636-683) 

TG 0.030 6.6:7.6 0.071 0.7901 
1. โดยสนิปสแฮพโพลไทปแตละตําแหนงศกึษาในครอบครัวผูปวยทั้งหมด 144 ครอบครัว 
2. การจัดเรียงของสนิปสในแฮพโพลไทป 902-317 คือ สนิปส rs4906902-rs20317 และ 

636-683 คือ สนิปส rs4542636-rs4906683 
 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดแฮพโพลไทปแบบ AC ของสนิปสตําแหนง 
rs4906902 และ rs20317 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม (P = 0.0123) 
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การยืนยันผลการศึกษาจโีนไทปของสนิปสแตละตาํแหนง 
 
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงใชวธิีไบอัลลีลลิกอารมพีซีอาร หรือ
วิธีพีซีอาร-อารแอฟแอลพี เพ่ือยืนยันถึงความถกูตองในการอานผลจึงทําการทดสอบซ้ําดวย
วิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) โดยเลือกตวัอยางผูปวยหรอืกลุมควบคุมที่มี
ผลจีโนไทปที่เปนเฮทเทอโรไซกัส และโฮโมไซกัสทั้งสองแบบ มาทําการศึกษาซ้ําพบผล
การศึกษาจีโนไทปตรงกบัผลการทดสอบลําดับดีเอ็นเอของสนิปสทุกตําแหนง (ดังแสดงในรูปที่ 
43-45) นอกจากนั้นทําการเปรียบเทียบผลการศึกษาสนิปสกับฐานขอมูล NCBI ดวยโปแกรม 
nucleotide blast; blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบผลถูกตองตรงกันตาม 
Accession No. NT_026446 
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รูปที่ 43. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs3212333 ตัวอยาง S1 เปนตัวอยางผูปวย
ออทิซึมที่มีอัลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/G และตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูปวยที่
มีอัลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ G/G และ C/C ตามลําดับ 
 
 

S3 

C/C 

S2 

G/G 

 

 

 

S1 

C/G 
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รูปที่ 44. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs1367959 ตัวอยาง S1 เปนตัวอยางผูปวย
ออทิซึมที่มีอัลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/T และตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูปวยที่
มีอัลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ T/T และ C/C ตามลําดับ 
 

S3 

C/C 

S2 

T/T 

 

S1 

C/T 
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รูปที่ 45. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปส rs4542636 ตัวอยาง S1 เปนตัวอยางผูปวย
ออทิซึมที่มีอัลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/T และตวัอยาง S2 และ S3 เปนตวัอยางผูปวยที่
มีอัลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ C/C และ T/T ตามลําดับ 
 

S3 

T/T

S2 

C/C

 

S1 

C/T 
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บทที่  4 
บทวิจารณ 

 
การตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มภีาวะออทิซมึ 
 
  จากการตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่มี
ภาวะออทิซึมจํานวน 128 ราย พบการเปลี่ยนนวิคลีโอไทดในตําแหนง cDNA 430 จากเบส
กวานินเปนเบสไทมิน (c.430G>T) และสงผลใหเปลีย่นกรดอะมิโนในตําแหนง 144 จากอะลานิน
เปนเซอรีน (p.A144S) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM34-3) ประวัตขิองผูปวย คอื ผูปวยเปนลูก
คนเดียว ประวัติการตั้งครรภของแมปกติ คลอดดวยการผาตัดคลอดเพราะขนาดทารกไมเหมาะ 
สมกับเชิงกราน นํ้าหนักแรกคลอด 3,380 กรัม แรกคลอดปกติดี คว่ําไดตอนอายุ 4 เดือน น่ังได
อายุ 6 เดือน ยืนไดอายุ 1 ป เดินไดอายุ 2 ป 8 เดือน พูดคําแรกอายุ 3 ป 3 เดือน ผูปวยไมมี
ลักษณะใบหนาผิดปกติ ไมเคยชัก แพทยวินิจฉัยวาเปนออทิซึมจาก DSM-IV และมีภาวะปญญา
ออนระดับนอย (IQ = 64) จากการตรวจสอบระดับสติปญญาโดยไมใชภาษา (non verbal IQ 
test, Binet-V) นอกจากนี้ผูปวยมีการเจริญเติบโตชากวาปกตทิั้งขนาดเสนรอบศีรษะ นํ้าหนกั 
และสวนสูง (< 3 percentile) 
  เน่ืองจากการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดในตําแหนง c.430G>T ไมมีรายงานมากอน 
จึงไมสามารถสรุปไดวาเปนการผาเหลาใหม (mutation) หรือเปนความแปรผันหลากหลายทาง
พันธุกรรมที่พบไดนอย (rare polymorphism) จึงศึกษาการถายทอดนิวคลีโอไทดในตําแหนง 
c.430G>T ในครอบครัวผูปวย พบนิวคลีโอไทดตําแหนง c.430 ในแมเปนแบบ heterozygous 
(มีจีโนไทปแบบ G/T) แสดงวาผูปวยไดรับการถายทอด c.430G>T มาจากแม สวนญาติคนอ่ืนๆ 
ปฏิเสธการตรวจ จึงไมสามารถตรวจการถายทอดนิวคลีโอไทดตําแหนงขางตนวาไดรับมาจากตา
หรือยาย และนองสาวของแมมีนิวคลีโอไทดแบบ c.430G>T ในตําแหนงน้ีหรือไม (ดังแสดงใน
รูปที่ 33) การศึกษาการเปลีย่นนิวคลีโอไทดแบบ c.430G>T ในคนปกติจํานวน 500 อัลลีล โดย
วิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพี (ดังแสดงในรูปที่ 34) ไมพบการเปลี่ยนนวิคลีโอไทด c. 430G>T น้ีใน
คนปกต ิ
  การจําลองการ Alignments โดยใชโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor ในตําแหนงกรดอะมิโนที่มีการเปลี่ยนไป (p.A144S) ซ่ึงอยูในตําแหนงแรกบน 
polyalanine tract ที่ 2 ของโปรตีน ARX ในสัตวเลีย้งลูกดวยนมหลายสปชีส พบกรดอะมิโน
ตําแหนงดังกลาวตรงกันในสัตวชั้นสูงทุกสปชีส (สุนัข, rat, mouse) แตใน zebrafish, Xenopus 
และ fly orthologs ไมมี polyalanine tract ตรงกับมนษุย (Gecz et al., 2006; Gronskov et al., 
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2004) (ดังแสดงในรูปที่ 46) แสดงวา polyalanine tract ในตําแหนงขางตนเปนกรดอะมิโน
อนุรักษในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม จึงนาจะมีความสําคัญตอหนาที่ของโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 46. แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณตําแหนง 144 (ลูกศรชี)้ ของ 
Polyalanine tract ที ่2 ของโปรตีน ARX ใน คน สุนัข หนู (rat และ mouse) 
 
  การจําลองโครงสรางตติยภูมิ (3-Dimension protein) ของโปรตีน ARX ที่พบ
การเปลี่ยนของกรดอะมิโนอะลานินเปนเซอริน (p.A144S) โดยใชโปรแกรม ExPASy 
(http://www.expasy.org/tools/) เน่ืองจากโปรแกรมไมสามารถจําลองโครงสรางโปรตีนใน
ตําแหนงดังกลาวได จึงไมเห็นความแตกตางของโครงสรางโปรตีนทีพ่บ p.A144S ขางตน ตอมา
จึงศึกษาโครงสรางทุติยภูมิ (2-Dimention Protein) ของโปรตีน ARX โดยโปรแกรม GOR IV 
secondary structure prediction method (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi/bin/npsa_automat. 
plpage=/NPSA/npsa_seccons.html) พบโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX ที่พบ p.A144S 
ในผูปวยแตกตางจากคนปกต ิ(ดังแสดงในรูปที ่47) คอื โครงสรางทุติยภูมิของโปรตีนในคนปกติ
มีโครงสรางแบบ Helix ตั้งแตกรดอะมิโนไกลซิน (Gly) (ในตําแหนง 141; ลูกศรประ) แตโปรตีน
ของผูปวย (TM34-3) มีโครงสรางแบบ Helix ในตําแหนงกรดอะมิโนอะลานีน (Ala) ซ่ึงอยูถัดไป
อีกหนึ่งตําแหนง แสดงใหเห็นวาโปรตีน ARX ของผูปวยมีโครงสรางแบบ Helix สั้นลงหนึ่ง
ตําแหนงเม่ือเปรียบเทยีบกบัคนปกติ ซ่ึงอาจสงผลตอการทําหนาที่ของโปรตีน ARX ที่พบ 
p.A144S ขางตน 
 
 

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

 
 
ERPDGAGAAAAAAAAAAAAWD 
ERQDSAGAVAAAAAAAAWDTL 
ERQDSAGAVAAAAAAAWDTLK 
ERPDGAGAAVPAAAAAAAAWD 
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รูปที่ 47. แสดงแบบจําลองโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX (รูปแสดงโครงสรางกรดอะมิ
โนเพียงบางสวน) (a) แสดงโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ARX ในคนปกติ (b) แสดงโครงสราง
ทุติยภูมิของโปรตีน ARX ในผูปวย (TM34-3) พบลําดับกรดอะมิโนของคนปกตมีิโครงสรางแบบ 
Helix ตั้งแตกรดอะมิโนไกลซิน (Gly) ในตําแหนง 141 (ลูกศรประ) แตกรดอะมิโนของผูปวย 
(TM34-3) มีโครงสรางแบบ Helix ในตําแหนงกรดอะมิโนอะลานีน (Ala) ซ่ึงอยูถัดไปอีกหนึ่ง
ตําแหนง (142) แสดงใหเห็นวาโปรตีน ARX ของผูปวย มีโครงสรางแบบ Helix ที่สั้นลงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัคนปกติ  
* หมายเหตุ อักษร c แทนโครงสรางแบบ Coil และอักษร h แทนโครงสรางแบบ Helix  
 
  มีรายงานการศึกษาการทํางานของโปรตีน ARX โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนจาก        
อะลานินเปนเซอรีนในตําแหนง polyalanine tract ที่ 4 ของโปรตีน ARX ซ่ึงเปนตําแหนงกรดอะ
มิโนอนุรักษ (conserve amino acid) พบการทํางานของโปรตีน ARX ซ่ึงทําหนาที่ยับยั้งการ
สังเคราะหเอ็มอารเอ็นเอ (transcription repression) ลดลงเพียงเล็กนอย เม่ือเทียบกับการ
ทํางานของโปรตีน ARX ปกติ และพบวาการทําให polyalanine tract ที่ 1 และ 2 ขาดหายไป 
(deletion) ไมมีผลตอหนาทีข่องโปรตีน ARX (McKenzie et al., 2007) เปนทีท่ราบกันวาการ
เปลี่ยนกรดอะมิโนจากอะลานินเปนเซอรีนอาจสงผลใหเกิดตําแหนง Phosphorylation ขึ้นใหมใน
ตําแหนงเซอรีน (Ilyas et al., 1997) จึงจําลองตําแหนง Phosphorylation ของโปรตีน ARX ที่
พบ p.A144S โดยใชโปรแกรม PredPhospho (http://pred.ngri.re.kr/PredPhospho.htm) ไม
พบตําแหนงทีเ่กิดกระบวนการ Phosphorylation ขึ้น บนโปรตีน ARX ที่พบ p.A144S (ดังแสดง
ในรูปที่ 48) 

 

 

 

 
 
  GERPDGAGAAAAAAAAAAAA                 GERPDGAGSAAAAAAAAAAA 
  ccccchhhhhhhhhhhhhhh            cccccchhhhhhhhhhhhhh 
 

Normal p.A144S  (a) คนปกติ (b) ผูปวย (TM34-3) 
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รูปที่ 48. แสดงแบบจาํลองการเกดิ Phosphorylation ในโปรตีน ARX บริเวณ 
polyalanine tract 2 รูป (a) และ (b) แสดงตําแหนงที่เกิดกระบวนการ Phosphorylation ของ
โปรตีน ARX ในคนปกติ และในผูปวย (TM34-3) ตามลาํดับ ซ่ึงไมพบตําแหนงทีเ่กิด 
Phosphorylation ที่กรดอะมิโนตําแหนง 144 แมจะมีการมีการเปลีย่นจากกรดอะลานินเปนเซอ
รีน (p.A144S) 
 
  การศึกษาพบการกลายพันธุแบบ c.428_451 dup เปนการกลายพันธุที่พบได
บอยในผูปวยออทิซึมที่มีภาวะปญญาออนรวมดวย (Stromme et al., 2002; Nawara et al., 
2006) แตมีรายงานไมพบการกลายพันธุของยีน ARX ในผูปวยออทิซึมชายจํานวน 226 ราย 
(Chaste et al., 2006) สวนในประเทศไทยมีการศึกษาการกลายพนัธุของยีน ARX ในผูปวยที่มี
พัฒนาการชาจํานวน 251 ราย พบการกลายพันธุแบบ c.428_451 dup ในเอกซอน 2 ของยีน 
ARX ซ่ึงเปนการกลายพันธุที่พบไดบอย (common mutation) ในผูปวย 2 ราย (Rujirabanjerd 
et al., 2007) เน่ืองจากการกลายพันธุของยีน ARX สงผลตอการเกิดโรคหรือความรุนแรงของ
โรคที่แตกตางกัน บางกรณีการผาเหลาแบบเดียวกันอาจสงผลตออาการของโรคตางกัน (Gezc 
et al., 2006) แสดงวาการเลือกตวัอยางที่ใชในการศึกษาอาจสงผลตอการพบการกลายพันธุ
แบบตางๆ บนยีน ARX จากขอมูลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงนีส้รุปไดดังตารางที่ 37 ผล
การศึกษายังไมสามารถสรุปไดวาการเปลี่ยนนิวคลีโอไทด c.430G>T (p.A144S) เปนการผา
เหลาใหมหรือเปนความแปรผันหลากหลายที่พบไดนอย จึงตองมีผลการศึกษาการทํางานของ
โปรตีน ARX ที่พบ p.A144S ขางตนเสียกอน และอาจศึกษากระบวนการเกิด Phosphorylation 
ในโปรตีน ARX เพ่ือหาขอสรุปการศึกษาที่ชัดเจนมากขึ้น 

 
 

 (a) คนปกติ 

(b) ผูปวย (TM34-3) 

Query                    GAGAAAAAAA AAAAAWDTLK ISQAPQVSIS   170  
Phospho_site                                                      P     P              P P   170 

Query                    GAGSAAAAAA AAAAAWDTLK ISQAPQVSIS   170  
Phospho_site                                                     P      P              P P   170 

Normal 

p.A144S 
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ตารางที่ 37. แสดงผลการศึกษายีน ARX ที่พบ c.430G>T (p.A144S) ในผูปวย (TM34-3) 
 

การศึกษา Variant ที่พบ c.430G>T (p.A144S) 
1. การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน  เปลี่ยนกรดอะมิโนอะลานินเปนเซอรีนในตําแหนง 144 

(p.A144S) 
2. ตําแหนงกรดอะมิโนอนุรักษในสตัว 
   ชั้นสูง 

ใช 

3. ศึกษาการถายทอดในครอบครัว แมเปนแบบ heterozygous (มีจีโนไทปในแมเปน G/T) 
และถายทอด c.430G>T มาสูลูก  

4. การศึกษาในกลุมประชากรทั่วไป ไมพบ c.430G>T ในคนปกติจํานวน 500 อัลลีล 
 
 การศึกษาครั้งน้ียังมีขอจํากัด คือ ไมไดตรวจกรองการกลายพันธุที่พบไดนอยใน

ตําแหนงโปรโมเตอร และเอกซอน 1, 3, 4, 5 ของยีน ARX แตอยางไรก็ตามสามารถสรุปไดวา
การกลายพันธุบริเวณเอกซอน 2 ของยีน ARX พบไดนอยในผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม ดังน้ัน
ยีน ARX จึงไมใชยีนอันดับตนๆ ในการตรวจกรองการกลายพันธุในผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม 
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การเลือกเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 
  ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกศึกษาสนิปสทั้งหมด 8 ตําแหนง โดยสนิปส 3 ตําแหนง
แรก คือ rs4906902, rs4906901 และ rs20317 อยูบริเวณโปรโมเตอรของยีน GABRB3 เลือก
ตามการศึกษาของ Urak และคณะ (2006) ที่ศึกษาสนิปสจํานวน 14 ตําแหนง กระจายบนยนี 
GABRB3 ในผูปวยโรค Childhood absence epilepsy (CAE) จํานวน 50 ครอบครัว ที่มีลูกเปน
โรคเพียงหนึ่งคน พบสนิปสแฮพโพลไทปบางแบบของสนิปสทั้งสามตําแหนงขางตนมีผลลด
กลไกการสังเคราะหอารเอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลล เน่ืองจากอินทรอน 3 ของยีน GABRB3 
มีขนาดใหญ และพบความสัมพันธระหวางสนิปสตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม ดังน้ันในการศึกษา
จึงเลือกศึกษาสนิปสใหกระจายในอินทรอน 3 จํานวน 3 ตําแหนง คือ สนิปสตําแหนงที ่ 4 
rs3212333 อยูตอนตนบนอินทรอน 3 เลือกตามการศึกษาของ Curran และคณะ (2006) ที่
ศึกษาสนิปสบนยีน GABRB3 ในครอบครัวที่มีลูกเปนโรคเพียงหนึ่งคนจํานวน 123 ครอบครัว 
และครอบครวัที่มีลูกเปนโรคตั้งแตสองคนขึ้นไปจํานวน 25 ครอบครัว ผลการศึกษาพบสนปิส
ตําแหนงขางตนมีคา P-value เขาใกล 0.05 (P = 0.088) สนิปสตําแหนงที่ 5 คือ rs1367959 อยู
กลางอินทรอน 3 เลือกตามการศึกษาของ Curran เชนกัน สนิปสตําแหนงที่ 6 คือ rs4542636 
อยูบนปลายอนิทรอน 3 เลือกตามการศกึษาของ McCauley และคณะ (2004) ทีศ่ึกษาสนิปสบน
ยีน GABRB3, GABRA5 และ GABRG3 ในผูปวยออทิซึมจํานวน 123 ครอบครวั ที่มีลูกเปนโรค
ตั้งแตสองคนขึ้นไป พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนิปสตาํแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม (P 
= 0.03) สนิปสตําแหนงที่ 7 คือ rs4906683 อยูในอินทรอน 4 เลือกตามการศึกษาของ Curran 
ซ่ึงพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนิปสตําแหนงน้ีกับภาวะออทิซึม (P = 0.01) สนิปส
ตําแหนงสุดทาย (ตําแหนงที่ 8) คือ rs2081648 อยูในอินทรอน 8 เลือกตามการศึกษาของ Kim 
และคณะ (2006) ที่ศึกษาสนิปสจํานวน 4 ตําแหนงบนยีน GABRB3 ใน 104 ครอบครัวชาว
เกาหลีที่มีลูกเปนโรคเพียงหนึ่งคน พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของสนปิสตําแหนงน้ี
เทานั้นกับภาวะออทิซึม (P = 0.027) โดยสนิปสทั้งหมดที่เลือกศึกษาคาดวาครอบคลุมทัว่ทั้งยีน 
GABRB3 จากการศึกษาสนิปส rs4906901 (A/C) จํานวน 100 อัลลีล พบสนิปสตําแหนงน้ีไมมี
ความแปรผันหลากหลาย (Non-polymorphic) ในคนไทย คือ พบเฉพาะอัลลลี A เทานั้น (ไม
พบอัลลลี G) จึงไมทําการศึกษาสนิปสตําแหนงน้ีตอไป ดังน้ันจํานวนสนิปสทีใ่ชในการศึกษา
ทั้งหมดจึงเหลือแค 7 ตําแหนง ดังแสดงในตารางที่ 8 
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วิธีการศึกษาความสัมพันธ (Association study) 
 
  ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกวธิทีําการวิเคราะหหาความสมัพันธ 2 แบบ คือ 
Population base case control และ Family based association ซ่ึงสองวิธีขางตนมีประโยชนใน
การศึกษาโรคหรือภาวะที่มีสาเหตุมาจากหลายปจจัย เชน โรคทางพนัธุกรรมที่เกดิจากยีนหลาย
ยีน ปจจัยจากสิ่งแวดลอม หรือทั้งสองปจจัยรวมกัน  
  การศึกษาแบบ Population base case control เปนการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางเครื่องหมายทางพันธุกรรมกับโรค โดยเปรียบเทียบความถี่ของอัลลีล หรือความถี่ของจี
โนไทปในประชากรที่เปนโรคเทียบกบัประชากรปกต ิ หากความถี่ของอัลลีลหรือจีโนไทปของ
เครื่องหมายทางพันธุกรรมบนยีนตําแหนงน้ันๆ มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิที ่
0.05 อาจบงชี้วาตําแหนงของเครื่องหมายทางพันธุกรรมนี้ใกลเคียงกับตําแหนงของยีนที่อาจกอ
โรค ซ่ึงการศึกษาขางตนจําเปนตองใชกลุมควบคุมที่มีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมใกลเคียงกับกลุม
ผูปวย เชน กลุมผูปวยที่ใชศึกษาเปนคนภาคกลาง ในการศึกษาจงึเลือกกลุมควบคุมสวนใหญ
เปนคนภาคกลางเชนกัน สวนอายุของกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษาที่แตกตางกบักลุมผูปวยไมมี
ผลตอการทดสอบ เน่ืองจากอายุไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงในระดบัดีเอ็นเอ แตถาการศึกษา
เลือกกลุมควบคุมกับกลุมผูปวยที่มีพ้ืนฐานทางพันธกุรรม เชื้อชาติ เพศที่แตกตางกันมาก ผล
การศึกษาทีไ่ดอาจพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ อาจเกิดจากผลบวกปลอมได 
(false positive)  
  การศึกษาการถายทอดในครอบครัว Family based association โดยใชวิธ ี
Transmission Linkage Disequilibrium Test (TDT) วิธีการนี้เปนการศึกษาเพื่อหาตําแหนงของ
เครื่องหมายทางพันธุกรรม ที่มีการถายทอดรวมไปกับยีนที่อาจกอใหเกิดโรค โดยการศึกษาการ
ถายทอดของเครื่องหมายพันธุกรรมในครอบครัวทีเ่ปนโรคเทียบกับคาความคาดหวัง เน่ืองจาก
วิธีการนี้ไมใชกลุมควบคุม จึงชวยลดปญหาการพบผลบวกปลอมได รวมทั้งผลการศึกษา
สามารถบอกวาเครื่องหมายทางพันธุกรรมบนยีนที่เลอืกศึกษานั้น มีความสัมพันธและถายทอด
ไปกับยีนที่กอโรคดวย  
 
การกระจายความถี่ของอัลลีลของสนิปสแตละตาํแหนง 
 
  การศึกษาครั้งน้ี พิจารณาความแตกตางของความถี่อัลลีลของสนิปสทุกตําแหนง
โดยศึกษาเปรยีบเทียบในกลุมประชากรเอเชียดวยกัน (จีนและญี่ปุน) และกลุมเชื้อชาติที่แตกตาง
กัน (ยุโรปและแอฟริกา) ดังแสดงในตารางที่ 38 และ 39 จากการเปรียบเทยีบความถี่ของอัลลีล
ในคนไทยกบัคนจีน ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของสนิปสทุกตาํแหนง (P > 
0.05) อาจจะเนื่องจากคนไทยมีบรรพบุรุษสวนหนึ่งที่อพยพมาจากประเทศจีนจึงมีเชื้อสาย
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ใกลเคยีงกัน แตพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบความถีข่อง   
อัลลีลระหวางคนไทยกับคนญี่ปุนของสนิปส rs1367959 จากการศึกษาความถีอั่ลลีลในคนไทย
พบคา MAF(T) เทากับ 0.347 แตกตางจากการรายงานที่พบในคนญี่ปุน MAF(T) เทากับ 0.216 
และสนิปส rs2081648 พบความถี่อัลลีลในคนไทยมีคา MAF(A) เทากับ 0.372 แตกตางจากการ
รายงานที่พบในคนญี่ปุน MAF(A) เทากับ 0.260 อาจเปนเพราะกลุมที่ใชในการศึกษามีเชื้อชาติ
แตกตางกัน และไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตขิองสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ สวนการ
เปรียบเทียบความถี่ของอัลลีลในคนไทยกับคนยุโรป และคนแอฟรกิา สวนมากมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญของสนิปสเกือบทุกตําแหนง เน่ืองจากกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาเปนคนละ
เชื้อชาติ และอาจมีปจจัยในเรื่องของจํานวนตวัอยางที่ใชในการศึกษารวมดวย  
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ตารางที่ 38. ความถี่อัลลลีของสนิปสในแตละเชื้อชาต ิ
 

rs4906902 rs4906901* rs20317 rs3212333 rs1367959 rs4542636 rs4906683 rs2081648 กลุมประชากร 
A G A C G C C G C T C T G A G A 

คนไทย (2008) 
การศึกษาครั้งนี้ 

0.649 
 

0.351 
 

1.000 0.000 0.674 
 

0.326 
 

0.653 
 

0.347 
 

0.653 
 

0.347 
 

0.802 
 

0.198 
 

0.764 
 

0.236 
 

0.628 
 

0.372 
 

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

คนญี่ปุน 0.656 0.344 - - - - - - 0.784 0.216 0.844 0.156 
 

0.830 0.170 0.740 0.260 

คนยุโรป 0.724 
 

0.276 
 

- - - - 0.835 
 

0.165 
 

0.692 0.308 0.579 0.421 
 

0.567 0.433 0.825 0.175 

คนแอฟริกา  
(Sub-Saharan) 

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

- ขอมูลความถี่ของสนิปสในคนจีน คนญี่ปุน คนยุโรป และคนแอฟรกิา (Sub-Saharan) อางอิงจากฐานขอมูล NCBI 
- สนิปส rs4906901 และ rs20317 ไมมีรายงานในฐานขอมูล NCBI  
* จากการศึกษาสนิปส rs4906901 ในคนไทย จํานวน 100 อัลลีล ไมพบความหลากหลายทางพันธุกรรม พบเฉพาะอัลลีล A เทานั้น 
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ตารางที่ 39. การเปรียบเทียบความถีอ่ัลลีลแตละเชื้อชาติ ระหวางคนไทย (2008) คนจีน คนญี่ปุน คนยุโรป และคนแอฟริกา ของสนิปส rs4906902, 
rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ rs2081648 
 

rs4906902 rs3212333 rs1367959 rs4542636 rs4906683 rs2081648 ประชากร 
Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value Chi 

square 
P-value 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนจีน 

0.7098 0.3995 - 
 

- 
 

3.51998 
 

0.06063 
 

1.6966 
 

0.19273 
 

0.15219 
 

0.69653 
 

1.6830 
 

0.19452 
 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนญี่ปุน 

0.0007 0.9789 - 
 

- 
 

10.603 
 

0.00112 
*** 

1.47041 
 

0.22528 
 

2.5513 
 

0.11020 
 

6.28898 
 

0.01215 
*** 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนยุโรป 

2.7404 0.0978 
 

24.841 
 

0.00001 
*** 

0.8276 
 

0.36296 20.0368 
 

0.00000 
*** 

16.7849 
 

0.00004 
*** 

26.3376 
 

0.0000 
*** 

คนไทย (2008) เปรียบเทียบ
กับคนแอฟริกา 

116.767 0.0000 
*** 

- 
 

- 
 

121.917 0.0000 
*** 

0.12945 
 

0.71905 
 

- - - 
 

- 
 

* แสดงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)

 



 

111

ความสัมพันธระหวางสนปิสบนยีน GABRB3 ในผูปวยออทิซึม 
 
  สนิปสที่ใชในการศึกษาทั้งหมด 7 ตําแหนง คือ rs4906902 และ rs20317 
บริเวณตําแหนงโปรโมเตอร สนิปส rs3212333, rs1367959 และ rs4542636 ในอินทรอน 3 
สนิปส rs4906683 ในอินทรอน 4 และสนิปส rs2081648 ในอินทรอน 8 ของยีน GABRB3 จาก
การศึกษาพบกลุมควบคุมมีความถี่จีโนไทปของสนิปสทุกตําแหนงเปนตามทฤษฎีสมดุลของฮาร
ดีไวนเบิรก (P-value > 0.05) ดังแสดงในตารางที ่ 23 เพ่ือเปนการควบคุมคุณภาพวาไมมี
ประชากรที่มีความถี่ของจีโนไทปแตกตางกันมากจนทําใหไมเขาสูภาวะสมดุลได การศึกษาแบง
ผูปวยออทิซึมออกเปนกลุมตางๆ ตามลกัษณะทางคลนิิก ไดแก ผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 
144 ราย ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึมจํานวน 121 ราย และผูปวยที่มี non-verbal IQ นอยกวา 
80 (แบงตามระดับสติปญญาแบบไมใชภาษา) จํานวน 121 ราย กลุมควบคุมทีใ่ชในการศึกษา
จํานวน 251 ราย และครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดจํานวน 121 ครอบครัว เพ่ือใหทราบถึง
ลักษณะทางฟโนไทปที่อาจสัมพันธกับภาวะออทิซึมไดชัดเจนมากขึ้น ในการวิเคราะหหา
ความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับผูปวยออทิซึม ใช 2 วิธใีนการ คือ Population base 
case control และ Family based association โดยใชวิธ ี Transmission Disequilibrium Test 
(TDT) 
  จากการศึกษาแบบ Population base case control โดยใชสนิปส 7 ตําแหนงใน
ยีน GABRB3 เปรียบเทียบความถี่อัลลลี หรือความถี่จีโนไทป และการศึกษาโดยใชโมเดลแบบ
ตางๆ เปรียบเทียบกันระหวางกลุมผูปวยกับกลุมควบคุม พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติของความถี่อัลลีลในสนิปส rs4542636 (C/T) ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.004018; 
df = 1) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 24) โดยพบคา minor allele frequency 
(MAF) ในกลุมผูปวยออทิซึม MAF(T) เทากับ 0.198 เทียบกับกลุมควบคุมที่พบคา MAF(T) 
เทากับ 0.291 และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตขิองความถี่จีโนไทปของ สนิปส
ตําแหนงน้ีในผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.01347; df = 2) และกลุมผูปวยชายทีมี่ภาวะออทิซึม 
(P = 0.03217; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 25 และ 26) โดยพบ
ความถี่จีโนไทปแบบ CC ในกลุมผูปวยออทิซึมเทากับ 0.65 และในกลุมควบคุมเทากับ 0.50 
เม่ือพิจารณาความถี่จีโนไทปโดยใชโมเดลทางสถิติแบบตางๆ พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิตขิองความถี่จีโนไทปในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยทําการวิเคราะหผล
แบบ dominant model (ความถี่จีโนไทปแบบ major homozygous เทียบกบัผลรวมของความถี่
จีโนไทปแบบ heterozygous และ minor homozygous) ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 
0.003875; df = 1) ผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.009989; df = 1) และผูปวยออทิซึมทีมี่ 
non-verbal IQ นอยกวา 80 (P = 0.033240; df = 1) เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม และเม่ือทําการ
วิเคราะหผลแบบ additive model (ผลรวมของความถี่จีโนไทปแบบ major homozygous และ
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ครึ่งหน่ึงของ heterozygous เทียบกับผลรวมของความถี่จีโนไทปแบบ minor homozygous และ
ครึ่งหน่ึงของ heterozygous) ในกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.004903; df = 1) ผูปวยชาย
ที่มีภาวะออทซึิม (P = 0.011730; df = 1) และผูปวยออทิซึมที่มี non-verbal IQ นอยกวา 80 (P 
= 0.04108; df = 1) แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือวิเคราะหแบบ recessive 
model (ดังแสดงในตารางที ่32)  
  พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถีจี่โนไทปในสนิปส 
rs20317 (C/G) ในผูปวยออทิซึมทั้งหมด (P = 0.04087; df = 2) และผูปวยชายที่มีภาวะออทิ
ซึม (P = 0.03549; df = 2) เทียบกับกลุมควบคุม (ดังแสดงในตารางที่ 25 และ 26) โดยพบ
ความถี่จีโนไทปแบบ CG ในกลุมผูปวยออทิซึมมากที่สุด สวนในกลุมควบคุมพบความถี่จีโนไทป
แบบ GG มากที่สุด ไมพบความสัมพันธเม่ือทําการวิเคราะหความถี่อัลลีล และการใชโมเดลแบบ
ตางๆ แสดงวาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของสนิปส rs20317 บนยีน 
GABRB3 ที่พบขางตน อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ
ของความถี่จีโนไทปของสนปิส rs3212333 (C/G) ในผูปวยออทิซึมทัง้หมด (P = 0.028; df = 2) 
และผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม (P = 0.04175; df = 2) เม่ือเทียบกับกลุมควบคมุ (ดังแสดงใน
ตารางที่ 25 และ 26) โดยพบความถี่จีโนไทปแบบ CG ในกลุมผูปวยออทิซึมมากที่สุด ในกลุม
ควบคุมพบความถี่จีโนไทปแบบ CC มากที่สุด และไมพบความสัมพันธขางตนเม่ือวิเคราะห
ความถี่อัลลีล หรือการใชโมเดลแบบตางๆ เน่ืองจากพบเฉพาะความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ของความถี่จีโนไทปในกลุมผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตไมพบความสัมพันธเม่ือ
ทําการวิเคราะหผลแบบอ่ืนๆ แสดงวาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่จีโนไทปของ 
สนิปส rs3212333 บนยีน GABRB3 ที่พบขางตน อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญเชนกัน  
 
ความสัมพันธระหวางสนปิสบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
 
  จากการศึกษาขางตน พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่ 
อัลลีล และความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 (C/T) ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม เม่ือศึกษาสนิปสตําแหนงดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 121 ครอบครัว ไม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ีในครอบครัวผูปวย
ออทิซึม โดยพบการถายทอดอัลลีล C และอัลลีล T จากพอหรือแมมาสูลูกที่เปนโรคในอัตราสวน
ใกลเคียงกัน เ น่ืองจากการศึกษาการถายทอดอัลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึมใชวิธี 
Transmission Disequilibrium Test (TDT) ซ่ึงวิธีการนี้เลือกศึกษาเฉพาะพอหรือแมที่มีจีโนไทป
แบบ heterozygous เทานั้น (สวนพอหรือแมที่มีจีโนไทปแบบ homozygous ไมสามารถนํามา
คํานวณหาความสัมพันธได เพราะไมทราบวาอัลลีลไหนถายทอดไปใหลูก) จึงทําใหจํานวน
ครอบครัวที่นํามาใชในการศึกษาลดลง สงผลใหอาจไมพบความสัมพันธดังกลาวในครอบครัว
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ออทิซึมคนไทย แตการศึกษาของ McCauley และคณะ (2004) พบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ีใน 123 ครอบครัวของผูปวยออทิซึม (P = 
0.03) โดยพบการถายทอดอัลลีล C (อานสนิปสจากเสน forward จาก 5’ ไป 3’) จากพอหรือแม
ไปสูลูกที่มีภาวะออทิซึมมากกวาการถายทอดอัลลีล T ผลการศึกษาขางตนที่แตกตางกัน อาจ
เน่ืองมาจากความแตกตางของเชื้อชาติ และลักษณะของครอบครัวผูปวยออทิซึมที่นํามาใชใน
การศึกษา คือ การศึกษาของ McCauley ใชครอบครัวผูปวยออทิซึมที่มีลูกเปนโรคตั้งแตสองคน
ขึ้นไป (multiplex families) แตการศึกษาครั้งน้ีใชครอบครัวออทิซึมที่มีลูกเปนโรคเพียงคนเดียว 
(Simplex families) การศึกษาในอนาคตควรเพิ่มจํานวนครอบครัวผูปวยออทิซึมเพ่ือเพ่ิม Power 
ในการคํานวณมากขึ้น เน่ืองจากพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่อัลลีล 
และความถี่จีโนไทปของสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวา 
สนิปส rs4542636 บนยีน GABRB3 สัมพันธกับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม  
  การศึกษาครั้งน้ีพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของความถี่จีโนไทป
ของสนิปส rs20317 (C/G) และ rs3212333 (C/G) ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 
เม่ือศึกษา สนิปสตําแหนงดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึม ไมพบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึม เพราะพบการถายทอด   
อัลลีลทั้งสองแบบจากพอหรือแมมาสูลูกที่เปนโรคในอัตราสวนใกลเคียงกัน ลักษณะนี้คลายกับ
การศึกษาของ Curran และคณะ (2006) 
  การศึกษาความสัมพันธระหวางสนิปสบนยีน GABRB3 กับครอบครัวผูปวย
ออทิซึมในชาวเอเชียมีไมมากนัก แตมีการศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการ
ถายทอดอัลลีลของสนิปส rs2081648 ในครอบครัวออทิซึมชาวเกาหลีที่มีลูกผูปวยเปนโรคเพียง
หน่ึงคนจํานวน 104 ครอบครัว (P = 0.027) (Kim et al., 2006) แตกตางจากการศึกษาครั้งน้ีที่
ไมพบความสัมพันธของสนิปส rs2081648 (G/A) ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม กลาวคือไมพบ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่อัลลีล หรือความถี่จีโนไทปในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม นอกจากนี้จากการศึกษาการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ีในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมคนไทย ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปสตําแหนงน้ี
จากพอหรือแมไปสูลูกที่เปนโรค เน่ืองจากไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการศึกษา 
สนิปส rs2081648 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมคนไทย แตพบความสัมพันธน้ีในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมชาวเกาหลี แมวากลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาจะมีเชื้อชาติเอเชียเชนกัน และจํานวน
ครอบครัวใกลเคียงกัน แสดงวาการเลือกกลุมตัวอยางมีผลตอการศึกษา เน่ืองจากการเกิดภาวะ
ออทิซึมมีสาเหตุมาจากปจจัยทางพันธุกรรมรวมกับสิ่งแวดลอม และมียีนหลายตําแหนงสัมพันธ
กับภาวะออทิซึม เชน ยีน RELN (Skaar et al., 2005) ยีน MET (Campbell et al., 2006) เปน
ตน 
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ความสัมพันธระหวางสนปิสแฮพโพลไทปบนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
 
  การวิเคราะหสนิปสแฮพโพลไทป มีความนาเชื่อถือมากกวาการวิเคราะหสนิปส
เพียงตําแหนงเดียว ในการศึกษาครั้งน้ีจึงศึกษาสนิปสแฮพโพลไทปที่มีการถายทอดไปดวยกนั
บนยีน GABRB3 ในครอบครัวผูปวยออทิซึม จากการศึกษาพบแฮพโพลไทปบล็อก 2 ตําแหนง 
บล็อกแรกพบบริเวณโปรโมเตอรของยีน GABRB3 ประกอบดวยสนิปส rs4906902 และ 
rs20317 และบล็อกที่สองอยูในอินทรอน 3 ถึงอินทรอน 4 ของ ประกอบดวยสนปิส rs4542636 
และ rs4906683 ตามลําดับ (ดังแสดงในรูปที่ 42) จากการศึกษาพบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในการถายทอดแฮพโพลไทปบล็อกแบบ AC ของสนิปสตําแหนง rs4906902 และ 
rs20317 ตามลําดับ (บริเวณตําแหนงโปรโมเตอรของยีน GABRB3) ในครอบครัวผูปวยออทิซึม 
(P = 0.0123) เน่ืองจากพบการถายทอดแฮพโพลไทปแบบ AC จากพอหรือแมไปสูลูก 5 ราย 
ซ่ึงนอยมาก แฮพโพลไทปขางตนอาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ และตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป
เพ่ือใหไดขอสรุปที่ดีขึ้น 
  จากการศึกษาของ Urak และคณะ (2006) พบแฮพโพลไทปแบบ CTG ของ 
สนิปส rs4906902, rs4906901 และ rs20317 ตามลาํดับ บริเวณโปรโมเตอรของยีน GABRB3 
มีผลลดการสงัเคราะหอารเอ็นเอสงขาว (mRNA) ในเซลลที่สัมพันธตอการเกิดโรค Childhood 
absence epilepsy โดยพบอัลลลี C ของสนิปส rs4906902 (C/T) ทําใหโปรโมเตอรสูญเสยี
ความสามารถในการจับกับ transcription activator (N-Oct-3) ซ่ึงทําหนาที่จําเพาะในระบบ
ประสาท (Urak et al., 2006) จึงทําการเปรียบเทียบสนิปสแฮพโพลไทปดังกลาวกับการศึกษา
ครั้งน้ี จากผลการศึกษาพบสนิปส rs4906901 ซ่ึงอยูตรงกลางระหวางสนิปส rs4906902 และ 
rs20317 มีผลการศึกษาเปน Non-polymorphic (พบเฉพาะอัลลลี A) จึงไมสามารถเปรียบเทยีบ
ผลการศึกษาทั้งสองกลุมได การศึกษาสนิปส rs4906902 ซ่ึงอานผลอัลลลีเปน C/T บนสาย 
reverse ตามการศึกษาของ Urak และคณะ (2006) ตรงกับการศึกษาครั้งน้ีซ่ึงอานผลอัลลลีเปน 
G/A บนสาย forward จากการศึกษาสนิปส rs4906902 ในครอบครัวผูปวยออทิซึมคนไทยพบ
การถายทอดอัลลีล G จํานวน 62 ครั้ง จากพอหรือแมไปสูลูกมากกวาการถายทอดอัลลีล A ที่
พบจํานวน 51 ครั้ง แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการถายทอดอัลลีลของสนิปส
ตําแหนงดังกลาว แสดงวาผูปวยออทิซึมสวนมากมีอัลลีล G ในสนิปส rs4906902 ซ่ึงอาจ
สอดคลองกับการศึกษาขางตน (Urak et al., 2006) ในอนาคตอาจเพิ่มจํานวนครอบครัวผูปวย
ออทิซึมเพ่ือวิเคราะหหาความสัมพันธดังกลาวใหมีความนาเชื่อถือทางสถิติมากขึ้น 
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บทที่  5 
บทสรุป 

 
  การตรวจกรองการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของยีน ARX ในผูปวยชายที่ไดรับ
การวินิจฉัยวาเปนออทิซึมจํานวน 128 ราย พบการเปลี่ยนนิวคลีโอไทดจากกวานินเปนไทมินใน 
cDNA ตําแหนง 430 (c.430G>T) และสงผลใหเปลี่ยนกรดอะมิโนจากอะลานินเปนเซอรีนใน
ตําแหนง 144 (p.A144S) ในผูปวยออทิซึม 1 ราย (TM34-3) ผูปวยไดรับการถายทอด 
c.430G>T มาจากแมที่ปกติ แตไมพบ c.430G>T น้ีในคนปกติจํานวน 500 อัลลลี เน่ืองจากการ
เปลี่ยนนวิคลีโอไทด c.430G>T ยังไมมีการรายงานมากอน จึงไมสามารถสรุปไดวาเปนการผา
เหลาใหมหรือเปนความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรมที่พบไดนอย จนกวาจะมีการตรวจการ
ทํางานของโปรตีน ARX ที่พบ p.A144S ขางตนเสียกอน แตอยางไรก็ตามสามารถสรุปไดวาการ
ผาเหลาบริเวณเอกซอน 2 ของยีน ARX พบไดนอยในผูปวยชายที่มีภาวะออทิซึม 
  การศึกษาความสัมพันธระหวางยีน GABRB3 กับผูปวยออทิซึม โดยใชสนิปส 7 
ตําแหนง ครอบคลุมทัว่ทั้งยีน GABRB3 ตั้งแตตําแหนงโปรโมเตอรจนถึงอินทรอน 8 ประกอบ 
ดวยสนิปส rs4906902, rs20317, rs3212333, rs1367959, rs4542636, rs4906683 และ 
rs2081648 เปนระยะทางประมาณ 220 กิโลเบส พบความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถติขิอง
ความถี่อัลลีล และความถีจี่โนไทปของสนิปส rs4542636 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของความถีจี่โนไทปของสนิปส rs20317 
และ rs3212333 ในผูปวยออทิซึมเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมเชนกัน แตจากการศึกษาการ
ถายทอดในครอบครัวไมพบความแตกตางอยางมีนัยทางสถิตใินการถายทอดอัลลีลของสนิปสทุก
ตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม  
  การศึกษาครั้งน้ีสรุปไดวายนี GABRB3 สัมพันธกับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม 
แตควรจะมีการศึกษาเพิ่มเตมิในผูปวยและครอบครวัผูปวยออทิซึมทีม่ากขึ้น เพ่ือใหไดความนา
เชื่อทางสถิตทิี่ดีขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ 40. แสดงการกลายพันธุของยีน ARX ในผูปวย X-linked lissencephaly with 
ambiguous genitalia (XLAG) and ACC–AG, agenesis of corpus callosum with 
abnormal genitalia  
 

เอก
ซอน 

การผาเหลา ลักษณะทาง
คลินิก 

ลักษณะของการผา
เหลา 

จํานวนผูปวย 
(ราย) 

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

2 

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

3 

c.1419_1420 insAC ACC-XLAG Insertion 1 
5 c.1561 G>A XLAG-LCH Missense 1 
รวม - - - 26 
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ตารางที่ 41. ยีนที่คาดวาสัมพันธกับภาวะออทิซึม รวบรวมจากการศึกษาความสัมพันธ การ
ถายทอดไปดวยกัน (transmission disequilibrium) (คัดลอกจาก (Abrahams and Geschwind, 
2008) Abrahams BSGeschwind DH 
 

ตําแหนงยีน ชื่อยีน การศึกษาความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
12q14–12q15 

 
AVPR1A 

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

7q35 
 

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

1q42 
 

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

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

15q11–15q12 GABRB3 
 

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

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

17q21 ITGB3 Positional candidate involved in regulation of serotonin. Evidence 
for functional interaction with SLC6A4. Association with whole-
blood serotonin levels in multiple populations (P = 0.01 and 
0.0055) and autism (P = 0.00076) 
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ตารางที่ 41. (ตอ) 
 

ตําแหนงยีน ชื่อยีน การศึกษาความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
7q31 MET Positional candidate and reduced expression in brains of cases 

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

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

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

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

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

คว
าม

ถี่
ขอ

งอั
ลล

ีล 

สนิ
ปส

 

ตํา
แห

นง
นิว

คล
ีโอ
ไท

ด 
(N

T_
02

64
46

) 

อัล
ลีล

 

ตํา
แห

นง
สน

ิปส
 

คน
จีน

 

คน
ญี่ป

ุน 

อา
งอ

ิง 

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

G:0.31 
A:0.65 
G:0.35 

Urak et al., 2006 

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

T:0.19 
C:0.70 
T:0.30 

Urak et al., 2006 

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

Exon1a 
A:1.00 
T:0.00 

A:1.00 
T:0.00 

Urak et al., 2006 

rs20318 24569890 C/T +75 
Exon1a 

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

rs25407 
(AUTISM) 

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

rs25408 
(AUTISM) 

24568630 C/T +1135 
Intron3 

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

rs8179186 24568629 C/T Intron3 - -  
rs4906690 24567973 G/T Intron3 - -  
rs6576609 24567854 C/T Intron3 - -  
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
 

คว
าม

ถี่
ขอ

งอั
ลล

ีล 

สนิ
ปส

 

ตํา
แห

นง
นิว

คล
ีโอ
ไท

ด 
(N

T_
02

64
46

) 

อัล
ลีล

 

ตํา
แห

นง
สน

ิปส
 

คน
จีน

 

คน
ญี่ป

ุน 

อา
งอ

ิง 

rs3917081 
(AUTISM) 

24566224 -/GTT 
/TGT 

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

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

24565046 A/T +5491 
Intron3 

A:0.00 
T:1.00 

A:0.00 
T:1.00 

Urak et al., 2006 
 

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

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

rs3917082 
(AUTISM) 

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

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

G:0.35 
T:0.65 

 

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

T:0.30 
C:0.65 
T:0.35 

 
 

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

G:0.70 
C:0.35 
G:0.65 

Curran et al., 2006 

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

A:0.71 
G:0.29 

 

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

A:0.31 
C:0.69 

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

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

  

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

C:0.72 
T:0.28 

Curran et al., 2006 
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
 

คว
าม

ถี่
ขอ

งอั
ลล

ีล 

สนิ
ปส

 

ตํา
แห

นง
นิว

คล
ีโอ
ไท

ด 
(N

T_
02

64
46

) 

อัล
ลีล

 

ตํา
แห

นง
สน

ิปส
 

คน
จีน

 

คน
ญี่ป

ุน 

อา
งอ

ิง 

rs10519566 24526963 A/G Intron3 A:0.83 
G:0.17 

A:0.94 
G:0.06 

Curran et al., 2006 

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

C:0.70 
G:0.30 

 

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

A:0.20 
G:0.80 

 

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

A:0.08 
G:0.92 

 

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

 

A:0.27 
G:0.73 

Curran et al.,2006 

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

A:0.39 
G:0.61 

Curran et al., 2006 

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

A:0.36 
G:0.64 

 

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

A:0.57 
C:0.43 

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

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

 

C:0.78 
T:0.22 

Curran et al., 2006 

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

C:0.04 
T:0.96 

Curran et al., 2006 

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

A:0.04 
G:0.96 

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

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

C:0.95 
T:0.05 
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
 

คว
าม

ถี่
ขอ

งอั
ลล

ีล 

สนิ
ปส

 

ตํา
แห

นง
นิว

คล
ีโอ
ไท

ด 
(N

T_
02

64
46

) 

อัล
ลีล

 

ตํา
แห

นง
สน

ิปส
 

คน
จีน

 

คน
ญี่ป

ุน 

อา
งอ

ิง 

rs768899  24428917 C/T Intron3 C:0.84 
T:0.16 

C:0.82 
T:0.18 

Curran et al., 2006 

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

C:0.84 
T:0.16 

 

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

C:0.16 
T:0.84 

 

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

C:0.03 
T:0.97 

Curran et al., 2006 

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

A:0.81 
G:0.19 

 

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

C:0.17 
G:0.83 

Curran et al., 2006 

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

C:0.20 
T:0.80 

 

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

G:0.00 
T:1.00 

Curran et al., 2006 

rs7166689  24385005 A/C  A:0.27 
C:0.73 

A:0.20 
C:0.80 

 

rs8024564  24384306 A/G  A:0.23 
G:0.77 

A:0.17 
G:0.83 

 

rs12912641  24395335 C/T  C:0.82 
T:0.18 

C:0.90 
T:0.10 

 

rs10519563  24374497 C/T  C:0.82 
T:0.18 

C:0.92 
T:0.08 

Curran et al., 2006 

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

A:0.89 
G:0.11 
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ตารางที่ 42. (ตอ) 
 

คว
าม

ถี่
ขอ

งอั
ลล

ีล 

สนิ
ปส

 

ตํา
แห

นง
นิว

คล
ีโอ
ไท

ด 
(N

T_
02

64
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) 

อัล
ลีล

 

ตํา
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นง
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ิปส
 

คน
จีน

 

คน
ญี่ป

ุน 

อา
งอ

ิง 

rs1426217  24372218 A/G Intron6 A:0.13 
G:0.87 

A:0.09 
G:0.91 

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

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

C:0.89 
T:0.11 

 

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

C:0.2 
T:0.8 

 
 

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

A:0.06 
G:0.94 

 

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

C:0.82 
T:0.18 

 

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

C:0.94 
T:0.06 

 

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

C:0.00 
T:1.00 

 

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

A:0.80 
G:0.20 

Curran et al., 2006 

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

G:0.69 
A:0.26 
G:0.74 

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

rs2928697  24348595 C/T  C:0.92 
T:0.08 

C:0.94 
T:0.06 

 

rs2928696  24348557 C/T  C:0.66 
T:0.34 

C:0.74 
T:0.26 

 

ที่มา: NCBI database, dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html) 
 

 



   

 

134

ภาคผนวก ข 
   
2.5mM dNTPs Mix (400 µl) 
 100 mM dATP       10 µl 
 100 mM dCTP       10 µl 
 100 mM dGTP       10 µl 
 100 mM dTTP       10 µl 
 Deionized distilled water             360 µl 
  Mix well, store at -20 °C 
2.5mM dNTPs Mix with 50% 7-Deaza-dGTP (400 µl) 

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

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

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

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

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

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

Elution buffer (40 ml) 
 10 mM Ammonium acetate     2.5 ml 
 Sodium Acetate (3M, pH5.2)            136 µl 
 0.5 mM EDTA, pH8.2      80 µl 
 Deionized distilled water up to 40 ml  
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TE buffer (1,000 ml)  
 1M Tris-HCL, pH 8.0      10 ml 
 0.5 mM EDTA, pH 8.0                 2 ml 
 Deionized distilled water up to 1,000 ml 
 
1M Tris-HCl, pH 8.0 (1,000 ml) 
 Tris (FW 121.4 g/mol)      121.14 g 
 Deionized distilled water up to 1,000 ml 
 pH to 8.0 using NaOH 
10 mM Ammonium acetate (50 ml) 
 CH3COONH4       38.54 g 
 Deionized distilled water up to 50 ml 
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ประวัติผูเขียน 
 
ชื่อ  สกุล   นางสาวกอบกุล  ทองสิพพัญ ู
รหัสประจําตวันักศึกษา 4910220015 
วุฒิการศึกษา 

วุฒิ    ชื่อสถาบัน   ปที่สําเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบัณฑิต    มหาวิทยาลยัวลัยลักษณ           2547 
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