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บทคัดยอ 
 

ออทิซึมสเปคตรัม เปนกลุมอาการของโรคทางระบบประสาท โดยผูปวยมีพัฒนาการ
ลาชาและมีความผิดปกติ 3 ดานหลัก ไดแก พัฒนาการดานสังคม พัฒนาการดานการสื่อสาร
และภาษา การมีพฤติกรรมและความสนใจซ้ําๆ การศึกษาจีโนมไวดสแกนหลายการศึกษาพบ
ตําแหนงยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวความสัมพันธกับภาวะออทิซึม การศึกษานี้เลือก
ศึกษา 2 ยีนที่อยูบริเวณดังกลาวคือ ยีน RELN ที่ตําแหนง 7q22 ทําหนาที่สรางโปรตีนที่มี
บทบาทสําคัญในการเคลื่อนยายเซลลและการพัฒนาของการเชื่อมโยงเซลลประสาท และยีน 
MET ที่ตําแหนง 7q31.2 เปนยีนที่สรางโปรตีนตัวรับไทโรซีนไคเนสซึ่งจะจับกับ hepatocyte 
growth factor (HGF) ซ่ึงเก่ียวของกับกระบวนการทํางานของเซลล กระบวนการพัฒนาของ
เซลล และกระบวนการซอมแซม วัตถุประสงคของการวิจัยน้ีเพ่ือศึกษาความสัมพันธของยีน 
RELN และยีน MET กับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 
5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมจํานวน 188 ราย และกลุมควบคุมจํานวน 
272 ราย ดวยวิธี fluorescent PCR และศึกษาสนิปส 14 ตําแหนงบนยีน RELN และยีน MET 
จากฐานขอมูลสนิปส สนิปส 7 ตําแหนงบนยีน RELN ประกอบดวย rs2299388 rs607755 
rs2072403 rs362691 rs2159676 rs362746 rs736707 และสนิปสอีก 7 ตําแหนงบนยีน MET 
ประกอบดวย rs1858830 rs38845 rs10243024 rs38859 rs13223756 rs2299439 
rs2023748 ศึกษาจีโนไทปสนิปสดวยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารและวิธีพีซีอารอารเอฟแอลพี 
ทําการศึกษาสนิปสทั้งหมดในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 188 ราย พอแม 320 คน และกลุม
ควบคุม 250 คน ผูปวยทุกรายไดผานการประเมินภาวะออทิซึมโดยใชแบบประเมิน DSM-IV 
และทดสอบระดับสติปญญา (non-verbal IQ) โดยใชแบบทดสอบ Standford-Binet Intelligence 
Scale: Fifth Edition (SB:V) ศึกษาความสัมพันธของแอลลีลและจีโนไทปโดยวิธี Population 
based case control โดยใชไคสแคว และการถายทอดแอลลีลในครอบครัวดวยวิธี 
Transmission Disequilibrium Test (TDT) ผลการศึกษาพบความถี่แอลลีลและจีโนไทปของ
จํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P = 0.0061 สําหรับแอลลีล และ P = 0.0025 สําหรับจีโนไทป) การศึกษาความสัมพันธ
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ของสนิปสบนยีน RELN และยีน MET ไมพบความแตกตางทางสถิติจากการศึกษาแบบ 
Population based case control และการศึกษาแบบ Family based association ของสนิปสทั้ง 
14 ตําแหนง การทดสอบความสัมพันธแฮโพลไทปพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ     
แฮโพลไทปแบบ T-A-G-A ของสนิปส rs38859-rs13223756-rs2299439-rs2023748 บนยีน 
MET มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.040) การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวายีน RELN และยีน MET เปนยีนที่เปนปจจัยหน่ึงในการสงเสริมการเกิดภาวะ
ออทิซึมในเด็กไทย ในอนาคตควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันผลความสัมพันธดังกลาวน้ี 
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ABSTRACT 
  

Autism Spectrum Disorders (ASD) are a group of neurodevelopmental disorder 
with complex genetic etiology. They are characterized by impairments in three domains, 
reciprocal social interaction, communication deficits and repetitive and restricted 
patterns of behavior and interests. Several genome-wide scan studies have indicated 
the presence of an autism susceptibility locus within the long arm of chromosome 7 
(7q). Two prominent candidate genes are the RELN gene (7q22) which encodes a 
signaling protein that plays an important role in the migration and in the development of 
neural connections and the MET gene (7q31.2) which encodes the MET receptor 
tyrosine kinase that is involved in mediating hepatocyte growth factor (HGF) signaling in 
a number of physiological, developmental, and repair processes. The objective of this 
study was to investigate associations of the RELN and MET genes with ASD in Thai 
children. Genotyping of GGC repeats polymorphisms at 5’UTR of the RELN gene was 
performed in 188 autistic subjects and 272 controls by fluorescent PCR. For the Single 
Nucleotide Polymorphism (SNP) study, we selected 14 SNPs in the RELN and MET 
genes through the SNP database. Seven of them are located in the RELN gene 
including rs2299388, rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746, rs736707, 
and the other seven are located in the MET gene including rs1858830, rs38845, 
rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439, rs2023748 which were identified 
genotyping by Biallelic-ARMS PCR and PCR-RFLP techniques. The SNP study 
included 188 autistic patients, 320 parents and 250 controls. All patients were given a 
clinical diagnosis of autism based on the DSM-IV and non verbal-IQ was tested by the 
Standford-Binet Intelligence Scale: Fifth Edition (SB:V). Two statistical methods were 
used in this study; the population based case control study used the Chi-square test 
and the family based association study used the Transmission Disequilibrium Test 
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(TDT). Results; Allele frequencies and genotype distributions of GGC ≥ 14 repeats 
showed strong associations between cases and controls by Chi-square test (P = 0.0061 
for allele, P = 0.0025 for genotype). No significant association was found between 
SNPs of either the RELN and MET genes in either the population based case control or 
the family-based association studies using TDT. In addition, haplotype T-A-G-A for 
markers rs38859, rs13223756, rs2299439 and rs2023748 of the MET gene was 
overtransmitted to the affected offspring (P = 0.040). Overall, our findings suggest that 
the RELN and MET genes are associated with autism spectrum disorders in Thai 
children. Further studies will be required to confirm this association. 
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บริเวณเอกซอน 7 ของยีน MET 
30. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299439      58 

บริเวณอินทรอน 15 ของยีน MET 
31. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2023748     59 

บริเวณเอกซอน 21 ของยีน MET 
32. แสดงคําสั่งในการหาคาทางสถิติโดยใชโปรแกรม PLINK     64 
33. แสดงการแบงกลุมผูปวยที่ใชในการวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติ   73 

ตามลักษณะที่ปรากฏ 

 



     

(11)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
34. แสดงการเปรียบเทียบการกระจายตัวของของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC    77 

ในตัวอยาง คนไทยปกติจากภาคกลาง และภาคใตดวยการทดสอบไคสแควร 
35. แสดงการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC แตละแบบในกลุมผูปวย    78 

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด (272 คน) 
36. แสดงการแบงการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN  79

และผลการวิเคราะหหาความแตกตางระหวางผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุมควบคุม  
โดยใชโปรแกรมไคสแควร 

37. แสดงการกระจายตัวของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ที่พบในผูปวย      81 
ออทิซึมสเปคตรมัทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (272 คน) 

38. แสดงผลการเปรียบเทียบความถี่ของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ระหวางกลุม  82 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด และผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับ 
กลุมควบคุม โดยใช โปรแกรมไคสแควร 

39. แสดงการถายทอดแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN    83 
ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมดวยโปรแกรม PLINK 

40. แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสที่ศึกษาบนยีน RELN  86 
41. แสดงความถีแ่อลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN     87 

ในผูปวยออทซึิมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

42. แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย   88 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

43. แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย     89 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 

44. แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย     90 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 
 

 



     

(12)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
45. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส   92 

แตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 
เทียบกับกลุมควบคุมดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

46. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส   93 
แตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 
เทียบกับกลุมควบคุมเพศชายดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

47. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388 ,    94 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 
บนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดโดยใชโปรแกรม PLINK  

48. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388,    95 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 
บนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด 
โดยใชโปรแกรม PLINK  

49. แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน RELN ในกลุมผูปวย   97 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

50. แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs2072403 และ rs362691 บนยีน RELN   98 
ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด  

51. แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย  99 
เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

52. แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม   100 
โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

53. แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม  101 
เพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

54. แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนง  104 
ที่ศึกษาบนยีน MET 

55. แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย  105 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน)  
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

 



     

(13)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
56. แสดงความถีแ่อลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย  106 

ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทยีบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน)  
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

57. แสดงความถีจี่โนไทปของสนิปสแตละตาํแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย  107 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทยีบกับกลุมควบคุม (250 ราย)  
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 

58. แสดงความถีจี่โนไทปของสนิปสแตละตาํแหนงที่ศึกษาบนยนี MET ในผูปวย  108 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) ทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 ราย) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 

59. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส  109 
แตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับ 
กลุมควบคุมทั้งหมดดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

60. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส  110 
แตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทยีบกับ 
กลุมควบคุมเพศชายดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

61. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830,   111 
rs38845, rs10253024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748 
บนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดโดยใชโปรแกรม PLINK  

62. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830,   112 
rs38845, rs10253024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748             
บนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด 
โดยใชโปรแกรม PLINK 

63. แสดงความถีแ่ฮโพลไทป rs10243024 rs38859-rs13223756-rs2299439-  114 
rs2023748บนยีน MET ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรมัทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม
ทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

64. แสดงความถีแ่ฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน MET ในครอบครัวผูปวย 117 
ออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลววิ 

65. แสดงความถีแ่ฮโพลไทปบนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมโดย 117 
ใชโปรแกรมแฮโพลวิวของสนิปส rs38859 rs13222756 rs2299439 และ rs2023748 



     

(14)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
66. แสดงสนิปสแฮโพลไทปแบบตางๆ ที่พบการถายทอดสนิปสแฮโพลไทป  119 

จากพอแมมาสูลูกสูงในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดบนยีน MET 
67. เปรียบเทียบการวิเคราะหความถี่จํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 125 

ในการศึกษาของกลุมตางๆ กับกลุมประชากรไทย 
68. เปรียบเทียบผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ระหวางการศึกษาคร้ังน้ีกับการศึกษาอ่ืนๆ 126 
69. แสดงการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ตั้งแต 14 ซํ้าขึ้นไปจากพอแมมาสู  128 

ผูปวยออทซึิมสเปคตรัม จํานวน 18 ราย 

70. แสดงคาพลังงานอิสระ (ΔG) ของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 131 
71. แสดงผลการสํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมในแตละประเทศ  163 
72. แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน RELN ในแตละเชื้อชาต ิ 165 
73. แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน MET ในแตละเชื้อชาต ิ    166 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



     

(15)

รายการภาพประกอบ 
 

รูปที่                   หนา 
1. แสดงวิถีการทํางานของยีน RELN        13 
2. แสดงวิถีการทํางานของยีน MET         20 
3. แสดงขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอมาตรฐาน 500LIZ ที่ใชในการศึกษา    33 

จํานวนซ้ํา GGC ดวยวิธี Fragment analysis 
4. แสดงการออกแบบ Primer ของสนิปส ในแตละตําแหนงโดยใชวิธเีทคนิค   35 

  Biallelic-ARMS PCR 
5. แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN    41 

ที่ใชในการศึกษา 
6. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2299388  43 
7. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PvuII ของสนิปส rs607755  44 
8. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2072403  45 
9. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362691  46 
10. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2159676  47 
11. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362746  48 
12. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs736707  49 
13. แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET   51 

ที่ใชในการศึกษา 
14. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs1858830  53 
15. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs38845   54 
16. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy188I ของสนิปส rs10243024  55 
17. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ AluI ของสนิปส rs38859   56 
18. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs13223756  57 
19. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI ของสนิปส rs2299439  58 
20. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2023748  59 
21. แสดงขอมูล (input) นามสกุล .txt ที่ใชในการวิเคราะหดวยโปรแกรม PLINK   62 

และแฮโพลววิ 
22. แสดงแผนที่ (map) ที่ระบุถงึตําแหนงของสนิปสที่ตองการศึกษา    63 
23. แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK   65 
24. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยใชโปรแกรม PLINK  66 
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รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 

รูปที่                   หนา 
25. แสดงผลการทดสอบคาโดยใชคําส่ัง assoc โดยใชโปรแกรม PLINK    66 
26. แสดงผลการทดสอบการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT   67 
27. แสดงแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนที่ตองการศึกษาโดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว  69 
28. แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1     69 
29. แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1    71 
30. แสดงผลการทดสอบ Linkage disequilibrium (LD Display)      72 

ที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว 
31. แสดงผลการทดสอบ haplotype block ที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว     72 
32. แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN    74 
33. แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN    75 
34. แสดงผลผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา GGC      76 
35. แสดงผลเจลอะคริลาไมดของสนิปส rs2299388 (บนซาย) rs607755 (บนขวา)  84 

rs2072403 (ลางซาย) และ rs362691 (ลางขวา) 
36. แสดงผลเจลอะคริลาไมดของสนิปส rs215676 (บนซาย) rs362746 (บนขวา)   85 

และ rs736707 (ลางซาย) 
37. แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map)   96 

บนยีน RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
38. แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map)   98 

บนยีน RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทยีบกับ 
กลุมควบคุมเพศชาย  

39. แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map)  100 
บนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

40. แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map)  101 
บนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 

41. แสดงผลเจลอะคริลาไมดของสนิปส rs1858830 (บนซาย) rs38845 (บนขวา)  102 
rs10243024 (ลางซาย) และ rs38859 (ลางขวา) 

42. แสดงผลเจลอะคริลาไมดของสนิปส rs13223756 (บนซาย) rs2299439 (บนขวา)  103 
และrs2023748 (ลางซาย) 
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43. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map)  115 

บนยีน MET ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม 
44. แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map)  116 

บนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
45. อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปสตําแหนง rs362691 บริเวณเอกซอน 22   120 

ของยีน RELN 
46. แสดงโครงสราง hairpin ของจํานวนซ้ํา GGC แตละแบบ    132 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

บทนําตนเร่ือง 
 
 ออทิซึมเปนกลุมอาการของโรคทางระบบประสาท เกิดจากภาวะความผิดปกติ
ทางสมองที่ทําใหมีความบกพรองของพัฒนาการใน 3 ดานหลัก ไดแก ภาษาและการสื่อสาร 
การสรางสัมพันธภาพระหวางบุคคล รวมถึงความสนใจและพฤติกรรมที่จําเพาะซํ้าเดิม โดย
อาการเหลาน้ีมักแสดงกอนอายุ 3 ขวบ ปจจุบันยังไมสามารถระบุสาเหตุที่แนชัดของภาวะ   
ออทิซึมได แตจากการศึกษาในฝาแฝดและพี่นองพบวาพันธุกรรมนาจะเปนสาเหตุสําคัญที่
เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึมรวมถึงอาจเกิดจากความผิดปกติของยีนหลายยีนและมีปจจัย
จากส่ิงแวดลอมรวมดวย 
 การศึกษาความสัมพันธของยีนกับการเกิดภาวะออทิซึมที่ผานมา พบยีนจํานวน
มากอยูบนโครโมโซมตางๆ ที่เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึม เชน ยีน SLC25A12 บน
โครโมโซม 2 ยีน RELN, MET, EN2, CNTNAP2 บนโครโมโซม 7 ยีน GABRB3, GABRA5, 
GABRG3 บนโครโมโซม 15 ยีน COMT บนโครโมโซม 22 และยีน FMR1, ARX, MECP2 บน
โครโมโซมเอกซ เปนตน 

จากการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมดวยวิธีจีโนมไวดสแกนพบ
ยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวหลายยีนที่เปน candidate regions ของภาวะออทิซึม 
(International Molecular Genetic Study of Autism Consortium. 1998) เชน ยีน RELN 
บริเวณ 7q22 ที่พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า บริเวณ 5’UTR มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
โดยจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้นสงผลใหการสรางโปรตีน RELN ในสมองลดลง สงผลให
โครงสรางของสมองมีการเรียงตัวที่ผิดปกติ ยีน MET บริเวณ 7q31 พบสนิปสตําแหนง 
rs1858830 (G>C) บริเวณโปรโมเตอรมีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม โดยพบจีโนไทปแบบ 
C/C ของสนิปสดังกลาวสงผลใหการแสดงออกของโปรตีน MET ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ       
จีโนไทปแบบ C/G และ G/G และการศึกษากอนหนาหลายการศึกษาพบวายีนทั้งสองมี
ความสัมพันธกับภาวะออทิซึมในผูปวยออทิซึมชาวอิตาเลี่ยน ชาวอเมริกัน ชาวจีน และชาว
ญ่ีปุน แตยังไมมีรายงานการศึกษาในคนไทย 
 ดังน้ันการศึกษาในครั้งนี้จึงเปนครั้งแรกที่ศึกษาความสัมพันธของยีน RELN 
และยีน MET ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม โดยใชไมโครแซทเทลไลทและสนิปสที่
กระจายทั่วทั้งยีนในกลุมผูปวยเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
และศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม 
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การตรวจเอกสาร 
 
ออทิซึม 

ออทิซึม เปนคําทับศัพทภาษาอังกฤษของ Autism โดยมีรากศัพทมาจากภาษา
กรีกคําวา Auto หรือ Self แปลวา ตัวเอง  

ออทิซึมมีการบันทึกเปนครั้งแรกในป พ.ศ. 2454 (ค.ศ. 1911) โดยยูเจน บลู
เลอร (Eugen Bleuler) จิตแพทยชาวสวิตเซอรแลนด โดยสังเกตวามีคนกลุมหน่ึงชอบแยกตัว
ออกไปจากสังคมของคนรอบขาง ไมชอบการใชชีวิตอยูรวมกับคนอ่ืนๆ ในสังคม ตอมาในป  
พ.ศ. 2486 (ค.ศ. 1943) นายแพทยลีโอ แคนเนอร (Leo Kanner) จิตแพทย คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยจอหนฮอปกินส ศึกษาพฤติกรรมผูปวยเด็ก 11 คน ที่มีพฤติกรรมแปลกๆ เชน พูด
เลียนเสียง พูดชา สื่อสารไมเขาใจ ทําอะไรทําซํ้าๆ ไมชอบเปลี่ยนแปลง ไมสนใจคนอ่ืน และ
ติดตามพฤติกรรมดังกลาวของเด็กกลุมน้ีเปนเวลา 5 ป พบวาเด็กเหลาน้ีตางจากเด็กปญญาออน
ทั่วไป จึงเรียกเด็กที่มีอาการเชนนี้วาออทิซึม  

ออทิซึม (Online Mendelian in Man, OMIM 209850) เปนกลุมอาการของโรค
ทางระบบประสาทที่พบมากในเด็ก โดยผูปวยมีความผิดปกติใน 3 ดานหลัก คือ  

1. พัฒนาการดานสังคม โดยผูปวยมีความบกพรองเก่ียวกับปฏิสัมพันธทาง
สังคม เชน เลนกับเพ่ือนไมเปน ไมสนใจทํางานรวมกับผูอ่ืน ไมแสดงออกทางสีหนา ไมยอม
สบตา ไมเขาใจพฤติกรรมหรือการกระทําของผูอ่ืน เปนตน 

2. พัฒนาการดานการสื่อสารและภาษา โดยผูปวยมีความบกพรองดานการ
สื่อสารไมวาจะเปนการสื่อสารดวยภาษาหรือไมใชภาษา เชน ไมสามารถสื่อความหมายไดเลย 
พูดไดแตสนทนาโตตอบกับผูอ่ืนไมได พูดเลียนแบบ ทวนคําพูด พูดซํ้าๆ ในเรื่องที่สนใจ ระดับ
เสียงพูดผิดปกติ เปนตน 

3. มีพฤติกรรมและความสนใจจําเพาะซ้ําเดิม โดยผูปวยมีความบกพรองทาง
อารมณและพฤติกรรม เชน ทําพฤติกรรมซ้ําๆ เชน การสะบัดมือ หมุนขอเทา โยกศีรษะ ผูปวย
มักยึดติดไมยอมรับการเปลี่ยนแปลง มีการแสดงออกทางอารมณไมสมกับวัย หัวเราะหรือ
รองไหโดยไมมีเหตุผล กาวราว เปนตน 

อาการดังกลาวเหลาน้ีมักแสดงออกกอนอายุ 3 ป สวนกลุมอาการที่มีความ
ผิดปกติไมครบเกณฑวินิจฉัยของออทิซึมทั้ง 3 ดานหลัก และมีการแสดงอาการเม่ืออายุมากกวา 
3 ปขึ้นไป จะเรียกผูปวยในกลุมน้ีวา Pervasive developmental disorder not otherwise 
specified (PDD-NOS) ปจจุบันเรียกกลุมอาการออทิซึมที่มีการแสดงออกของอาการที่รุนแรง
แตกตางกันน้ีวา Autism Spectrum Disorders (ASD) 
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กลุมอาการออทิซึมสเปคตัม (นิชรา เรื่องดารกานนท 2551; จุฑามาส วิโรจนอนันต 2549) 
 
 กลุมอาการออทิซึมสเปคตรัม เปนชื่อที่ใชเรียกรวมกลุมอาการทางระบบ
ประสาทซึ่งรวมความผิดปกติที่มีลักษณะเฉพาะ 3 ประเภท คือ 

1. Autistic disorder or autism 
 Autism or Autistic Disorder โดยกระทรวงศึกษาธิการของสหรัฐอเมริกา                 
(U.S. Department of Education) ใหความหมายของออทิซึมวา หมายถึงความผิดปกติที่มีผล
ตอการส่ือสารทั้งทางวาจา (verbal) และไมใชวาจา (nonverbal) การปฏิสัมพันธกับสังคม และ
มักจะพบกอนอายุ 3 ขวบ อาการอ่ืนที่เกิดรวมและพบบอยคือ การมีพฤติกรรมซ้ําๆ และการ
เคลื่อนไหวมีลักษณะเฉพาะ (stereotyped movements) เปนตน 
 ผูปวยออทิซึมสวนใหญมักมีสติปญญาอยูในเกณฑต่ํากวาปกติหรือภาวะปญญา
ออน จากการทดสอบระดับสติปญญาโดยไมใชภาษา (non verbal IQ) พบวาผูปวยออทิซึม
ประมาณรอยละ 70 มีภาวะปญญาออน มีระดับเชาวปญญาต่ํากวา 70 (IQ < 70) จะมีความผิด
ปกติของพัฒนาการเก่ียวกับการเรียนรูที่ไมสามารถปรับตัวเขากับสังคม รวมถึงโรคเก่ียวกับ
ระบบประสาทอ่ืนๆ (Simonoff et al., 1996) สวนอีกประมาณรอยละ 30 ของผูปวยออทิซึมจะมี
ระดับเชาวปญญาปกติจนถึงระดับสูง (high-functioning autism : HFA) (Fombonne, 2002, 
2003) เชน มีความสามารถในการจําวันสําคัญในประวัติศาสตรได บางคนมีความสามารถเปน
เลิศทางดนตรี การวาดภาพ แกโจทยคณิตศาสตรยากๆ ได เปนตน 

2. Pervasive Development Disorder-Not Otherwise Specified  
(PDD-NOS) 

 เปนความผิดปกติในการสื่อสาร การเขาสังคม และการสนใจเฉพาะบางสิ่ง
บางอยาง ซ่ึงอาจไมครบทั้ง 3 ดานหลัก มีอาการไมรุนแรงเทาผูปวยออทิซึม และมักตรวจพบ
อาการหลังอายุ 3 ขวบ 

3. Asperger’s Syndrome เปนความผิดปกติเก่ียวกับการเขาสังคม ดร.ฮานส 
แอสเพอรเกอร (Dr.Han Asperger) เปนบุคคลคนแรกที่อธิบายกลุมอาการดังกลาววาเปน
อาการอยางหน่ึงในกลุมผูที่มีปญหาในการเขาสังคม มีพฤติกรรมและความสนใจผิดปกติ คือจะ
จํากัดตัวเอง ไมยุงกับใคร เขาใจหนังสือตามตัวหนังสือ จึงมีความยากในการสรางความคิดรวบ
ยอด (form concept) หรือจัดหมวดหมูของความคิดรวบยอด การแปลความทาทางตางๆ การ
เขาใจเรื่องที่คนอ่ืนพูดหรือเลนดวย ตลอดจนมีความลําบากหรือความสามารถในการเขาใจ
ความรูสึก หรือความคิดของผูอ่ืน 
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เกณฑที่ใชในการวินิจฉัยผูปวยออทิซึม (นิชรา เรืองดารกานนท 2551) 
 

การวินิจฉัยโรคในผูปวยออทิซึม ไดมีการรวบรวมเกณฑการวินิจฉัยโรคนี้อยาง
เปนระบบในป พ.ศ. 2534 (ค.ศ. 1991) เกิดเปนเคร่ืองมือเรียกแบบสัมภาษณเพ่ือการวินิจฉัย
ออทิซึม (Autism Diagnostic Interview) ตอมาสมาคมจิตแพทยชาวอเมริกันไดพัฒนาเกณฑ
การวินิจฉัยทางคลินิกในคูมือการตรวจโรคทางจิตเวช (The Diagnostic and Statistical Manual 
of Mental Disorder, fourth edition, DSM-IV) ในประเทศไทยแพทยสวนใหญใชเกณฑการ
วินิจฉัยอิงตาม DSM-IV ซ่ึงมีขอจํากัดคอนขางมาก โดยเฉพาะเม่ือนํามาใชในการวินิจฉัยความ
ผิดปกติในลักษณะของกลุมอาการที่มีความหลากหลายและระดับความรุนแรงแตกตางกัน 

การวินิจฉัยกลุมอาการออทิซึมในปจจุบันยังคงใชเกณฑการวินิจฉัยลักษณะทาง
คลินิกเปนหลัก น้ันคือ อาศัยขอมูลจากประวัติที่ไดจากพอแมหรือผูเลี้ยงดู การตรวจรางกายเด็ก 
ซ่ึงมักรวมถึงการสังเกตพฤติกรรมและประเมินพัฒนาการรวมดวย 
 ในปจจุบันมีเคร่ืองมือที่สามารถคัดแยกเด็กไดเม่ืออายุ 2 ขวบ เชน Autism 
Diagnostic Observation Scale (ADOS) และ Screening Test for Autism in Two Year Olds 
(STAT) โดยใชรวมกับแบบประเมินพัฒนาการและรายงานของพอแม แบบตรวจสอบรายการ
สําหรับเด็กทารก (Checklist for Autism in Toddler : CHAT และ Childhood Autism Rating 
Scale : CARS) เปนตน ซ่ึงสามารถนํามาใชรวมกันเพ่ือวินิจฉัยเด็กที่มีภาวะออทิซึมได 
 
อุบัติการณการเกิดภาวะออทิซึม 
 
 ในป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Fombonne ไดรวบรวมและวิเคราะหขอมูลการ
สํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมทั่วโลกตั้งแตป พ.ศ. 2509 (ค.ศ. 1966) พบวา มีความ
ชุกของภาวะออทิซึมเพ่ิมมากขึ้นตั้งแตกลางป พ.ศ. 2523 (ค.ศ. 1980) จาก 3-5 คน เพ่ิมเปน 7-
10 คน ตอประชากร 10,000 คน และพบในผูชายมากกวาผูหญิงในอัตราสวน 4 : 1 คน 
(Fombonne, 2002) โดยการเพ่ิมขึ้นของภาวะออทิซึมอาจเน่ืองมาจาก เกณฑการวินิจฉัยมี
เน้ือหาครอบคลุมอาการของโรคมากขึ้น มีความแมนยําและรวดเร็ว มีการใหความรูที่แพรหลาย
มากขึ้น รวมถึงมีผูสนใจศึกษาอยางแพรหลาย โดยมีรายงานการศึกษาเก่ียวกับออทิซึมตีพิมพ
กวา 1,000 รายงานในป พ.ศ. 2550 (ค.ศ. 2007) และเพิ่มเปน 1,300 รายงานในป พ.ศ. 2551 
(ค.ศ. 2008) (Hughes, 2008; 2009) สําหรับในประเทศไทยมีการรายงานความชุกของออทิซึม
อยูที่ประมาณ 10 คน ตอประชากร 10,000 คน (Poolsuppasit et al., 2005) โดยใชอางอิงตาม
เกณฑวินิจฉัย DSM-IV และผลการสํารวจความชุกแตละประเทศ แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 
71 ภาคผนวก ก  
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สาเหตุการเกิดภาวะออทิซึม 
 
 แมผูปวยออทิซึมจะมีความผิดปกติของพัฒนาการทางสมองหรือระบบประสาท 
แตสาเหตุของการเกิดภาวะออทิซึมยังไมทราบแนชัด (จุฑามาส วิโรจนอนันต 2549) แตมี
หลักฐานวาพันธุกรรมเปนปจจัยที่เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึม ไดแก การศึกษาภาวะ 
ออทิซึมในฝาแฝดรวมไขที่มียีนรวมกันรอยละ 100 พบวามีภาวะออทิซึมทั้งคูไดบอยรอยละ 60-
91 แตผลการศึกษาในคูแฝดตางไข พบวาทั้งคูมีโอกาสเปนออทิซึมเพียงรอยละ 0-10 เทาน้ัน 
(Bailey et al., 1995; Folstein and Rutter, 1997; Steffenburg, 1989) และการศึกษาอัตราการ
เกิดออทิซึมซํ้าในพี่นองของผูปวยออทิซึม (recurrence rate) พบอัตราการเกิดซํ้าในพ่ีนอง
ประมาณรอยละ 2-8 สูงกวาในประชากรทั่วไปประมาณ 50-100 เทา (Rapin, 1997; Muhle et 
al., 2004) ซ่ึงเปนหลักฐานหนึ่งที่สนับสนุนวาออทิซึมเปนภาวะที่มีปจจัยทางพันธุกรรมรวมดวย 
(Bailey et al., 1998; Cook, 2001; Freitag, 2007; Le Couteur et al., 1996)  
 ปจจุบันสาเหตุการเกิดภาวะออทิซึมทราบเพียงรอยละ 10 ซ่ึงเกิดจาก 

1. ความผิดปกติของโครโมโซม โดยพบความผิดปกติของโครโมโซมในผูปวย
ออทิซึมประมาณรอยละ 1.7-9.0 จากการตรวจสอบดวยเทคนิค GTG-banding (Gillberg, 1998; 
Reddy, 2005; Wassink et al., 2001) เชน พบการขาดหายไปของชิ้นสวนโครโมโซม 
(deletion) ตําแหนง 2q37 (Ghaziuddin and Burmeister, 1999; Wolff et al., 2002) การกลับ
ทิศของชิ้นสวนโครโมโซม 7 (Inversion) (Ashley-Koch et al., 1999) การแลกเปลี่ยนชิ้นสวน
ของโครโมโซมระหวางกัน (Translocation) (Vincent et al., 2005) การเกินหรือขาดหายไปของ
โครโมโซม 16 ตําแหนง p11.2 (Behjati et al., 2008; Kumar et al., 2008) พบความผิดปกติ
ของโครโมโซม 15 บริเวณแขนขางยาว (15q11-13) ในผูปวยออทิซึมที่ไดรับการถายทอด
โครโมโซม 15 ทั้งสองแทงจากพอหรือแมเทาน้ัน (uniparental disomy : UPD) สงผลใหเด็กมี
อาการของโรค Prader-will syndrome/ Angelman syndrome (Borgatti et al., 2001; Dykens 
et al., 2004) ในผูปวยออทิซึมพบการเพ่ิมขึ้นของโครโมโซม 15q (duplication) ประมาณรอยละ 
1-2 (Abrahams and Geschwind, 2008; Freitag, 2007) และพบเด็กกลุมอาการดาวนซินโดรม 
(Down syndrome) มีอาการของออทิซึมรอยละ 7 (Kent et al., 1999) 

2. ความผิดปกติของสมอง เกิดจากมารดามีการติดเชื้อขณะตั้งครรภ ระหวาง
การคลอดหรือภายหลังคลอด เชน มารดาท่ีเปนโรคหัดเยอรมันระหวางการตั้งครรภ เด็กขาด
ออกซิเจนระหวางคลอด การเจ็บปวยของเด็กภายหลังคลอด เชน โรคสมองอักเสบ หัด ไอกรน 
ที่มีภาวะแทรกซอนก็อาจเปนสาเหตุทําใหพัฒนาการของสมองผิดปกติได (จุฑามาส วิโรจน
อนันต 2549) 
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3. ความผิดปกติของยีนเด่ียว เชน  
  กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (fragile X syndrome) ซ่ึงมีที่มาจากจุด
แตกหักปรากฏที่ปลายโครโมโซมเอกซจากการตรวจโครโมโซม (Cytogenetic analysis) 
เรียกวา FRAXA (Fragile site, X chromosome, A site) อยูบนตําแหนง Xq27.3 (Jin and 
Warren, 2000) โดยพบความชุกในผูชาย 1:4,000-6,000 และผูหญิง 1:8,000 (Youings et al., 
2000) ผูปวยจะมีพฤติกรรมหลายอยางเขาไดกับภาวะออทิซึม เชน ซนอยูไมน่ิง เรียนรูไดยาก 
และมีปญหาดานภาษา เปนตน (Hatton et al., 2006; Oostra and Willemsen, 2001; Rogers 
et al., 2001) สาเหตุหลักที่กอใหเกิดกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (รอยละ 99) เน่ืองมาจาก
การเพ่ิมของจํานวนซ้ําของไตรนิวคลีโอไทด (CGG) ที่ตําแหนง 5’UTR ของเอกซอนแรกในยีน 
FMR1 มากเกินปกติ (มากกวา 200 ซํ้า) ซ่ึงพบในผูปวยที่มีอาการเขาไดกับออทิซึมรอยละ 3-10 
ซ่ึงชี้ใหเห็นวาลักษณะอาการของโรคมีความคลายคลึงกัน (Limprasert, 2008) การเพ่ิมขึ้นของ
จํานวนซ้ํา CGG > 200 สงผลใหการสรางโปรตีน FMRP (fragile X mental retardation 1 
protein) ผิดปกติ (Verkerk et al., 1991) ดังน้ันเด็กที่มีภาวะออทิซึมจึงควรไดรับการตรวจหา
ความผิดปกติของยีน FMR1 เพ่ือหาสาเหตุของการเกิดภาวะออทิซึม (Cornish et al., 2005; 
Goodlin-Jones et al., 2004; Reddy, 2005) 
 กลุมอาการเรตต (Rett symdrome) เปนภาวะที่มีพัฒนาการผิดปกติซ่ึงเกิดจาก
ความผิดปกติของระบบประสาทที่พบในเด็กผูหญิง มีสาเหตุจากการกลายพันธุของยีน MECP2 
ซ่ึงมีการถายทอดแบบยีนเดนบนโครโมโซมเอกซ (X-linked dominant) โดยผูปวยกลุมอาการเร
ตตจะมีพัฒนาการปกติจนอายุประมาณ 6-18 เดือน หลังจากน้ันผูปวยจะมีพัฒนาการดานตางๆ 
ชาลงและจะมีพัฒนาการคงที่ ผูปวยมีขนาดศีรษะเล็ก มีการหมุนมือซํ้าๆ สูญเสียความสามารถ
ในการพูด มีลักษณะอาการชัก และอาการของออทิซึมรวมดวย มีรายงานพบวารอยละ 1 ของผู
มีภาวะออทิซึมมีความผิดปกติของยีน MECP2 (Carney et al., 2003; Lam et al., 2000; 
Lobo-Menendez et al., 2003; Vourc'h et al., 2001) 
 กลุมอาการทูเบอรัส สเคลอโรซิส (tuberous sclerosis complex : TSC) ซ่ึงเปน
กลุมอาการที่เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรม โรคน้ีจะมีอาการแสดงออกไดหลายอยาง เชน 
มีกอนหรือปานบริเวณลําตัว ใบหนา อวัยวะภายใน เชน ที่ปอด หัวใจ ที่สมอง (ซ่ึงอาจทําใหเกิด
อาการชัก) รวมถึงความผิดปกติในทางพฤติกรรม เชน อาการคลายออทิซึม พบวารอยละ 25 
ของผูปวยกลุมดังกลาวมีภาวะออทิซึมและมีเพียงรอยละ 1.1-1.3 ของผูปวยออทิซึมที่มีอาการ
ของ TSC (Baker et al., 1998; Gillberg and Ahlsen, 1994; Smalley et al., 1992)  

สาเหตุอ่ืนของการเกิดภาวะออทิซึมที่ไมเก่ียวของกับพันธุกรรม เชน การ
รับประทานยาทาลิโดมายด กรดวาลโพรอิก การดื่มแอลกอฮอลหรือการติดเชื้อไวรัสขณะที่
มารดาตั้งครรภ ซ่ึงสาเหตุเหลาน้ีพบไดนอยในกลุมออทิซึมแตมีพฤติกรรมหลายอยางเขาไดกับ
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ภาวะออทิซึม (phenocopies) (นิชรา เรืองดารกานนท 2551; Fombonne, 2003; Williams et 
al., 2001) 
 สวนรอยละ 90 ของการเกิดภาวะออทิซึมยังไมทราบสาเหตุ (idiopathic) จาก
การรวบรวมรายงานเกี่ยวกับออทิซึมพบวามียีนกวา 103 ยีนที่เก่ียวของกับภาวะออทิซึม และมี
ความผิดปกติของยีนหรือโครโมโซมกวา 44 ตําแหนงที่สงผลใหผูปวยมีพฤติกรรมเขาขายกลุม
อาการออทิซึม (Betancur, 2010) 
 การศึกษาทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุลสําหรับผูปวยออทิซึมที่ไมทราบสาเหตุ
นิยมใชวิธีการวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว (Linkage analysis) และการวิเคราะห
ความสัมพันธ (association study) การวิเคราะหการถายทอดในพี่นองที่เปนออทิซึมใน
ครอบครัวมีวัตถุประสงคเพ่ือหาตําแหนงของยีนที่กอใหเกิดโรค โดยศึกษาแนวโนมของแอลลีลที่
ใกลเคียงกันมีการถายทอดไปดวยกัน เชน การศึกษาทั้งจีโนมโดยใชเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่
หนาแนนครอบคลุมทุกโครโมโซมหรือศึกษาเฉพาะตําแหนงที่สนใจ (Dawn Teare and Barrett, 
2005) 
 การศึกษาทางพันธุกรรมที่อาจมีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม โดยการศึกษา
เคร่ืองหมายพันธุกรรมดวยวิธีตางๆ เชน การศึกษา linkage การศึกษาความสัมพันธ 
(association) การศึกษาแอลลีลที่มีรวมกัน (allele sharing) การศึกษาการถายทอดในครอบครัว 
(transmission disequilibrium) การวิเคราะหโดยใชสนิปส การศึกษาความหลากหลายของยีน
บริเวณที่แปลรหัสโปรตีน และการศึกษาการกลายพันธุ พบวามียีนหลายยีนบนหลายโครโมโซม
ที่เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึม เชน 2q31-33, 3q25-27, 6q14, 7q22, 7q31, 7q35 
13q21, 15q11-13, 16p13, 17q11, 17q31 และ 19p13 เปนตน ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 
1 (A full genome screen for autism with evidence for linkage to a region on 
chromosome 7q. International Molecular Genetic Study of Autism Consortium, 1998; 
Barrett et al., 1999; Risch et al., 1999; Auranen et al., 2000; Duvall et al., 2007; 
Wassink et al., 2004; Veenstra-VanderWeele and Cook, 2004; Muhle et al., 2004) และ
พบหลักฐานอางอิงของออทิซึมกับโครโมโซมเอกซในตําแหนง Xp และ Xq (Philippe et al., 
1999; Shao et al., 2002; Vincent et al., 2005; Yonan et al., 2003) 
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ตารางที่ 1 แสดงการศึกษาปจจัยทางพันธุกรรมที่มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม (ดัดแปลง
จาก Miles, J. H. and Mccathren, R. B. 2005 ใน Gene Review: http://www.genetests.org) 
  

ชื่อยีน 
ตําแหนงบน
โครโมโซม 

หนาท่ียีนหรือโปรตีน เอกสารอางอิง 

SLC25A12 2q24 
Mitochondrial 
aspartate/glutamate carrier 

Ramoz et al., 2004 

C4B 6p21 Complement component Odell et al., 2005 

GLO1 6p21 
Zinc metalloenzyme 
scavenges oxoaldehydes 

Junaid et al., 2004 

GRIK2 6q21 
Glutamate receptor 6 involved 
in neural development 

Jamain et al., 2002; Shuang et 
al., 2004 

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

Conciatori et al., 2004; Ingram et 
al., 2000 

RELN 7q22 
Signaling protein involved in 
neuron migration 

Persico et al., 2001; Zhang et al., 
2002 

MET 7q31 

MET receptor tyrosine kinase 
has a role in the metastasis 
of variety of cancers, in 
mediating hepatocyte growth 
factor (HGF) 

Campbell et al., 2007; Campbell 
et al., 2008; Campbell et al., 
2006; Jackson et al., 2009; 
Sousa et al., 2009 

WNT2 7q31 

Signaling proteins involved in 
embryonic patterning, cell 
proliferation and cell 
determination 

Wassink et al., 2001 

FOXP2 7q31 
Transcription factor involved 
in embryogenesis and neural 
functioning  

Gong et al., 2004; Li et al., 2005; 
Wassink et al., 2002 

UBE2H 7q32 
Ubiquitin-dependent 
proteolytic system enzyme 

Vourc'h et al., 2003 

CNTNAP2 7q35 

Gene encode a member of 
the neurexin family which 
functions in the vertebrate 
nervous system as cell 
adhesion molecules and 
receptor 

Alarcon et al., 2008; Arking et 
al., 2008; Bakkaloglu et al., 2008 
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ตารางที่ 1 แสดงการศึกษาปจจัยทางพันธุกรรมที่มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม (ตอ) 
 

ชื่อยีน 
ตําแหนงบน
โครโมโซม 

หนาท่ียีนหรือโปรตีน เอกสารอางอิง 

EN2 7q36.2 
Homeobox gene involved in 
midbrain and cerebellum 
development 

Gharani et al., 2004 

PTEN 10q23.31 Tumor suppressor Butler et al., 2005 

HRAS 11p15.5 
Oncogene GTPase involved 
in cell division, differentiation 
and apoptosis 

Herault et al., 1995 

AVPR1A 12q14-q15 
Arginine vasopressin receptor 
involved in social behavior 

Kim et al., 2002 

UBE3A 15q11-q13 
Angelman syndrome 
causative gene encodes 
ubiquitin protein ligase 

Jiang et al., 2004; Nurmi et al., 
2001 

GABRB3, 
GABRA5, 
GABRG3 

15q11.2-q12 GABA receptor subunits 
Buxbaum et al., 2002; McCauley 
et al., 2004; Nurmi et al., 2001 

SLC6A4 17q11.1-q12 Serotonin transporter 
Conroy et al., 2004; McCauley et 
al., 2004; Yirmiya et al., 2001 

NF1 17q11.2 Ras protein regulation Marui et al., 2004 

HOXB1 17q21-q22 
Homeobox gene invovled in 
hindbrain development 

Ingram et al., 2000 

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

Persico et al., 2004 

NLGN4X Xp22.33 
Neural synapse formation Jamain et al., 2003; Laumonnier 

et al., 2004 
NLGN3 Xq13.1 Neural synapse formation Jamain et al., 2003 
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การวิ เคราะหความสัมพันธระหวางยีนกับการเกิดโรคใชหลักการของ
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับตําแหนงที่เสี่ยงตอการเกิดโรค (disease-risk variant) ที่มี
การถายทอดไปดวยกันเพ่ือหายีนที่มีความนาจะเปนที่กอใหเกิดโรค (susceptibility gene) การ
วิ เคราะหความสัมพันธในประชากรทั่วไป (population-based) เปนการทดสอบวาพบ
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่จําเพาะในคนที่เปนโรคบอยกวาในประชากรปกติ แตหากการเลือกกลุม
ประชากรที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรมใกลเคียงกันและแฝงอยูในประชากรที่ศึกษาโดยไม
ทราบมากอน (population stratification) อาจทําใหผลการทดสอบมี power ลดลง การวิเคราะห
ความสัมพันธในครอบครัว (family-based) เปนวิธีการท่ีไมมีขอผิดพลาดจากการเลือกกลุม
ควบคุม โดยการวิเคราะหแอลลีลของพอและแมที่ถายทอดใหลูกที่เปนโรค (transmitted) 
เปรียบเทียบกับแอลลีลที่ไมไดถายทอดเปนกลุมควบคุม (not transmitted) ซ่ึงใชในการศึกษา
การถายทอดยีนที่เสี่ยงตอการเกิดโรคได และมีการใชวิธีน้ีอยางแพรหลายในการศึกษาโรคที่มี
ความซับซอน เชน เบาหวาน มะเร็งเตานม และอัลไซเมอร เปนตน (Cordell and Clayton 
2005) แตวิธีการน้ีจะลด power ของการทดสอบเนื่องจากพอแมตองมีจีโนไทปแบบเฮทเทอโร
ไซกัส เพราะพอแมที่เปนโฮโมไซกัสไมสามารถบอกการถายแอลลีลได ขอดีขอเสียของแตละวิธี
ที่ใชในการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมแสดงในตารางที่ 2 (กนิษฐา ภัทรกุล และ
คณะ 2546) 
 
ตารางท่ี 2 แสดงขอดีขอเสียของการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมแบบ 
Population based case control และ Family based association  
 

วิธีการศึกษา ขอดี ขอเสีย 
Population based case 
control 

1. เก็บตัวอยางไดงาย 
2. เปนวิธีการท่ีใชในการคนหายีนท่ีเปน

ปจจัยสงเสริมตอการเกิดโรค 

1. ถาพบความสัมพันธก็ไมสามารถ
บอกไดวาเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรมนั้นเปนสาเหตุโดยตรง
ตอการเกิดโรค 

2. อาจพบผลบวกปลอมไดจากการ
เลือกกลุมตัวอยาง และขนาดของ
กลุมตัวอยางเล็กเกินไป 

Family based 
association 

1. เปนวิธีท่ีดีในการคนหายีนหลักในการ
เกิดโรค 

2. ลดปญหาผลบวกปลอมจากการเลือก
กลุมประชากรท่ีใชในการศึกษา 

เก็บตัวอยางใหครบทั้งครอบครัว
ไดยากและใชเวลานาน 
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 จากการศึกษายีนดวยวิธีจีโนมไวดสแกน พบวามียีนบนโครโมโซม 7 หลายยีน
มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม (IMGSAC, 1998; Philippe et al., 1999) เชน ยีน HOXA1 
(7p14.2-p15) เปนยีนที่เก่ียวของกับการพัฒนาการของสมอง (hindbrain development) 
(Conciatori et al., 2004; Ingram et al., 2000) ยีน RELN (7q22) เปนยีนที่เก่ียวของกับการสง
สัญญาณประสาทในการเคลื่อนยายเซลลประสาทและการกําหนดตําแหนงของเซลลประสาทให
ถูกตอง (Persico et al., 2001; Zhang et al., 2002) ยีน MET (7q31.2) เปนยีนที่เก่ียวของกับ
การเติมหมูฟอสเฟตใหแกกรดอะมิโนไทโรซีน สงผลใหเกิดการตอบสนองของเซลล เชน การ
เจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงรูปรางเซลล รวมทั้งการเกิดเน้ืองอก เปนตน ยีน WNT2 (7q31) 
เปนยีนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการของเอ็มบริโอ และการเจริญเติบโตของเซลล ยีน FOXP2 
(7q32) เก่ียวของกับการพัฒนาของเอ็มบริโอและการทําหนาที่ของเซลลประสาท ยีน EN2 
(7q36.2) เก่ียวของกับการพัฒนาการของระบบประสาท CNTNAP2 (7q35) เก่ียวของกับการ
สรางโปรตีนในกลุม Neurexin ซ่ึงทําหนาที่ในการทํางานของระบบประสาท มีรายงานพบการ
กลายพันธุของยีน CNTNAP2 แบบการขาดหายไป (deletion) ของ 2 แอลลีล (homozygote) 
บริเวณเอกซอน 22 สงผลใหเกิดการหยุดการถอดรหัสของยีน (stop codon) สงผลใหการสราง
โปรตีนลดลง ผูปวยมีอาการชัก พูดชา พัฒนาการลาชา และมีอาการของออทิซึมบางอยาง 
(Strauss et al., 2006) Alracon และคณะ (2008) ศึกษายีน CNTNAP2 ในเด็กออทิซึม พบ 
สนิปสตําแหนง rs270102 (C/T) มีความสัมพันธอยางชัดเจนกับภาวะออทิซึมในเด็กผูชาย 
(Alarcon et al., 2008) การศึกษาแบบ linkage ของ Arking และคณะ (2008) พบโครโมโซม 7 
บริเวณ 7q35 มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมจากการศึกษาดวยวิธี TDT โดยพบสนิปส 
rs7794745 (A/T) บนยีน CNTNAP2 มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม โดยผูปวยไดรับการ
ถายทอดแอลลีล T จากพอแมสูงกวาแอลลีล A อยางมีนัยสําคัญ และพบวาผูปวยที่มีแอลลีล T 
ไดรับการถายทอดมาจากแมมากกวาพอ และพบในกลุมผูปวยเพศชายมากกวาเพศหญิง 
(Arking et al., 2008) นอกจากน้ียังพบความผิดปกติของโครโมโซม 7 บริเวณยีนดังกลาวใน
เด็กผูชาย [46,XY,inv(7)(q11.22;q35)] สงผลใหยีน CNTNAP2 มีการแสดงออกที่ลดลง 
(Bakkaloglu et al., 2008) 
  จากขอมูลในตารางที่ 1 และการศึกษาความสัมพันธระหวางโครโมโซม 7 กับ
ภาวะออทิซึม (A full genome screen for autism with evidence for linkage to a region on 
chromosome 7q. International Molecular Genetic Study of Autism Consortium 1998) 
พบวาโครโมโซม 7 แขนขางยาวมียีนหลายยีนที่นาจะเปน candidate regions ของภาวะออทิซึม 
ดังน้ันยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวจึงเปนยีนที่นาสนใจในการศึกษาความสัมพันธของยีนกับ
ภาวะออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย โดยการศึกษาครั้งน้ีเลือกศึกษายีน RELN และยีน MET ที่อยู
บนโครโมโซม 7 แขนขางยาววามีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมหรือไม และยีนดังกลาวยังไมมี
การศึกษาในคนไทย จึงเปนที่มาในการศึกษายีนดังกลาวน้ี 
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ยีน RELLIN (RELN) 
 

ยีน RELN ถูกพบคร้ังแรกในหนูถีบจักร (reeler mouse) เม่ือป พ.ศ. 2494   
(ค.ศ. 1951) โดย Douglas Scott Falconer พบวาหนูที่มีความผิดปกติของยีนดังกลาว สงผลให
เน้ือสมองสวนซีรีเบลลัม (cerebellum) มีขนาดลดลงเม่ือเทียบกับหนูปกติ ตอมาในป พ.ศ. 2513 
(ค.ศ. 1970) พบวาความผิดปกติของเนื้อสมองดังกลาวเกิดจากการกลับชั้นของสมองสวน         
นีโอคอรเท็ก (neocortex)  

ในป พ.ศ. 2538 (ค.ศ. 1995) D'Arcangelo และคณะ (1995) คนพบยีน RELN 
อยูบนโครโมโซม 7 ที่ตําแหนง 7q22 หลังจากน้ันไดมีการศึกษาหนาที่ของยีน RELN และพบวา
ยีน RELN สรางโปรตีน RELN ซ่ึงเปน extracellular matrix glycoprotein ทําหนาที่ใน
กระบวนการพัฒนาของเซลลภายในสมอง โดยควบคุมการเคลื่อนยายเซลลประสาท ควบคุม
ตําแหนงการสรางเซลลสมองใหถูกตองในสมองสวนคอรเท็กและสมองสวนอ่ืนๆ ตั้งแตระยะ
เอ็มบริโอจนกระทั่งโตเปนผูใหญ โดยในผูใหญโปรตีน RELN มีความสําคัญในการควบคุมการ
กระจายตัวของเซลลสมองสวนเดนไดรทใหมีการกระจายตัวและแตกกิ่งกานสาขาไดมากขึ้น 

ยีน RELN เปนยีนที่มีขนาดใหญ ประกอบดวย 64 เอกซอน ยีนดังกลาวมี
จํานวนนิวคลีโอไทดทั้งสิ้น 517.731 กิโลเบส สามารถถอดรหัสเปนเอ็มอารเอ็นเอ จํานวน 
11,558 ตําแหนง ยีนดังกลาวเกี่ยวของกับการสรางโปรตีน RELN ที่มีมวลโลเลกุลขนาด 388 
กิโลดาลตัน (D'Arcangelo et al., 1995; Quattrocchi et al., 2002) แปลรหัสเปนกรดอะมิโน
จํานวน 3,461 ตัว (DeSilva et al., 1997) โปรตีน RELN พบมากในสมองสวน neocortex และ 
hippocampus โดยมีโปรตีนตัวรับ (protein receptors) ที่จําเพาะหลายตัวอยูบริเวณ 
transmembrane การจับของโปรตีน RELN กับโปรตีนตัวรับสงผลใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟต 
(tyrosine phosphorylation) ใหแกกรดอะมิโนไทโรซีนของโปรตีน DAB1 ผานทางการกระตุน
ของโปรตีน VLDLR และ ApoER2 ซ่ึงเปนโปรตีนตัวรับของโปรตีน RELN ทําใหเซลลเกิดการ
เคลื่อนที่ได ดังแสดงในรูปที่ 1 การศึกษาในหนูพบวา โปรตีน RELN และ VLDLR แสดงออก
มากในเซลล Cajal-Retzius (เซลลประสาทชนิดหน่ึงที่สรางโปรตีน RELN ในระยะเอ็มบริโอของ
มนุษยและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบมากบริเวณเซลลประสาทที่มีการ migration ) และในมนุษย
โปรตีน RELN, DAB1, VLDLR และ ApoER2 แสดงออกมากในเซลล Cajal-Retzius เชนกัน 
(Perez-Garcia et al., 2004; Yip et al., 2000) โดยการทํางานของโปรตีนดังกลาวมีบทบาท
สําคัญในการควบคุมการเคลื่อนที่และการระบุตําแหนงที่ถูกตองของเซลลประสาททําใหสมอง
สามารถทํางานไดเปนปกติในชวงพัฒนาการทางดานสมองของทารกจนกระทั่งเด็กโตเปนผูใหญ 
นอกจากน้ีพบวาขนาดของเซลล Purkinje ในสมองสวน cerebellum ของผูปวยออทิซึมมีขนาด
เล็กลงรอยละ 24 เม่ือเทียบกับสมองคนปกติ (Fatemi et al., 2002) นอกจากน้ีเม่ือยีน RELN 
ผิดปกติจะสงผลใหการเคลื่อนที่ของเซลลประสาทหลายๆ ชนิด เชน pyramidal neurons ใน 
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cerebral cortex และเซลล Purkinje ในสมองสวนซีรีเบลลัมผิดปกติสงผลใหตําแหนงของเซลล
ประสาทผิดปกติไป (Tissir and Goffinet, 2003) 

โปรตีน RELN มีการแสดงออกในเน้ือเยื่อหลายชนิด เชน ในเลือดของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนม ตับ pituitary pars intermedia และ adrenal chromaffin cell โดยพบโปรตีน RELN 
ขนาด 420, 310 และ 160 กิโลดาลตัน แสดงออกมากในซีร่ัมของหนูและมนุษย แตไมพบในหนู
ที่มีการขาดหายไปของยีน reln-/- (reeler mice) (Smalheiser et al., 2000) นอกจากน้ีพบวา
โปรตีน CR-50 ซ่ึงเปนแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน RELN จากการศึกษาของ D’Arcangelo 
และคณะ (1997) พบ CR-50 monoclonal antibody (Cajal-Retzius marker 50) สามารถจับ
กับโปรตีน RELN ไดในสมองหนูที่มีการทํางานของยีน RELN ปกติแตไมพบในสมองหนูที่ขาด
ยีน reln-/- ผลปฏิสัมพันธระหวางแอนติบอดี CR-50 กับโปรตีน RELN นําไปสูการจับกันเปน
กลุมของเซลลประสาท ซ่ึงสามารถใชในการตรวจสอบปริมาณโปรตีน RELN ได 
 

 
 
ดัดแปลงจาก http://149.142.158.188/phenowiki/wiki/index.php/RELN (January 20, 2011) 
 
รูปที่ 1 แสดงวิถีการทํางานของยีน RELN โดยโปรตีน RELN จะจับกับตวัรับทีจํ่าเพาะ ไดแก 
ApoER2, VLDLR และ Cadherin related neuronal receptor กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตใหแก
โปรตีน DAB1 สงผลใหเซลลเกิดการเคลื่อนที่ได 
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การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึม 
 

จากการทราบหนาที่ของโปรตีน RELN ทําใหนักวิทยาศาสตรสนใจศึกษายีน 
RELN ในกลุมเด็กที่มีภาวะออทิซึม และพบความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรม 
(polymorphism) ของยีน RELN บริเวณ 5’UTR แบบการซํ้าของนิวคลีโอไทด 3 นิวคลีโอไทด 
(trinucleotide repeat) เปนชุด (GGCn) โดยพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า แตกตางกันระหวาง
กลุมผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุม (Kelemenova et al.,2010; Persico et al., 2001; Skaar et 
al., 2005; Zhang et al., 2002) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 แสดงรายงานผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN กับ    
ภาวะออทิซึม 

 
การศึกษาของ Persico และคณะ (ค.ศ. 2001) ดวยวิธี fragment analysis ใน

ผูปวยชาวอิตาเลี่ยนที่มีภาวะออทิซึม จํานวน 95 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ที่มีเชื้อชาติ
เดียวกัน จํานวน 186 คน พบวาคนสวนใหญจะมีจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 10 ซํ้า แตในผูปวย
ออทิซึมมีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้าสูงกวาในกลุมควบคุม และศึกษาการถายทอดแอลลีลใน 
ครอบครัวผูปวยออทิซึมดวยวิธี TDT (transmission disequilibrium test) จํานวน 172 ราย จาก 
164 ครอบครัวชาวอิตาเลี่ยนและชาวอเมริกัน พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า มีการถายทอดจาก
พอแมมาสูลูกมากกวาที่คาดไว ตอมา Zhang และคณะ (2002) ไดศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ใน
กลุมผูปวยออทิซึมจํานวน 126 ครอบครัว พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการถายทอดจากพอ
แมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญ แตการศึกษาระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุมไม
พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้าระหวาง 2 กลุม การศึกษาของ Skaar และคณะ 
(2005) ในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 371 ครอบครัว พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการ
ถายทอดจากพอแมมาสูลูกมากกวาที่คาดไวเชนเดียวกัน ตอมา Persico และคณะ (2006) ได
ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้นตอการแสดงออกของยีน RELN พบจํานวนซ้ํา GGC 12-13 ซํ้า 

ยีน 
พบความสัมพันธระหวางจํานวนซ้ํา 

GGC กับภาวะออทิซึม 
ไมพบความสมัพันธระหวางจํานวน

ซํ้า GGC กับภาวะออทิซึม 
RELN Persico et al., 2001 

Zhang et al., 2002 
Skaar et al., 2005 
Dutta et al., 2007 
Kelemenova et al., 2010 

Krebs et al., 2002  
Bonora et al., 2003 
Devlin et al., 2004 



 

 

 15 

สงผลใหการแสดงออกของยีนลดลงรอยละ 50-60 โดยการ transfect จํานวนซ้ํา GGC เขาสู 
pGL3-Promoter vector โดยมี luciferase reporter gene เปนตัวแสดงผลการแสดงออกของยีน 
พบวาจํานวนซ้ําที่เพ่ิมขึ้นสงผลใหการแสดงออกของยีนทั้งในเซลลประสาทและ embryonic cell 
ลดลง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR สงผลตอโครงสรางของเอ็มอารเอ็น
เอ ทําใหการขดตัวของสายเอ็มอารเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป ทําใหการถอดรหัสดีเอ็นเอ 
(transcription) และ การแปลรหัสเปนโปรตีน (translation) ลดลง (Persico et al., 2006) Dutta 
และคณะ (2007) ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ในชาวอินเดียพบวา จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการ
ถายทอดจากพอมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว แตไมพบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ระหวาง
กลุมผูปวยและกลุมคนปกติ Kelemenova และคณะ (2010) ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ในชาว   
สโลวาเกียพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้าในผูปวยออทิซึมสูงกวาในกลุมคนปกติอยางมีนัยสําคัญ 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 16 

ตารางที่ 4 แสดงรายงานผลการศึกษาที่พบความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR 
บนยีน RELN กับภาวะออทิซึม  
 

กลุมผูวิจัย กลุมประชากรที่ศึกษา วิธีการศึกษา ผลการศึกษา 
Persico et al., 
2001 

กลุมผูปวยท่ีมีภาวะออทิซึม 
จํานวน 189 ราย 
- ชาวอิตาเล่ียน 95 ราย 
- ชาวอเมริกัน 89 ราย 
กลุมควบคุมชาวอิตาเล่ียน
จํานวน 186 ราย 
ศึกษาดวยวิธี Fragment 
analysis 

Case – control 
 

พบความแตกตางของ GGC 
≥ 11 ซ้ําสูงเปน 2 เทาเมื่อ
เทียบกับกลุมควบคุม  

TDT พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Zhang et al., 2002 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 
ท่ีมีภาวะออทิซึม จํานวน 126 
ครอบครัว 
ศึกษาโดยวิธี PCR และแยก
จํานวนซ้ําดวย polyacrylamide 
gel 

Case – control ไมพบความแตกตางของ
จํานวนซ้ํา GGC ระหวาง
ผูปวยกับกลุมควบคุม  

TDT พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Skaar et al., 2005 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 
ท่ีมีภาวะออทิซึม จํานวน 317 
ครอบครัว 
ศึกษาดวยวิธี gel-based 
oligonucleotide ligation 
assay(OLA) 

TDT 
 

พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Dutta et al., 2007 กลุมควบครัวผูปวยออทิซึมชาว
อินเดีย 129 ครอบครัว 
กลุมควบคุม 80 ราย 
ศึกษาโดยวิธี PCR และแยก
จํานวนซ้ําดวย 12% 
polyacrylamide gel 
 

Case – control ไมพบความแตกตางของ
จํานวนซ้ํา GGC ระหวาง
ผูปวยกับกลุมควบคุม  

TDT พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดจากพอมาสูลูกสูง
อยางมีนัยสําคัญ 

Kelemenova et al., 
2010 

กลุมผูปวยชาวสโลวาเกีย 90 
ราย 
กลุมควบคุม 85 ราย 
ศึกษาดวยวิธี Fragment 
analysis 

Case-control พบความแตกตางของ
จํานวนซ้ํา GGC ≥ 10 ซ้ําใน
ผูปวยสูงกวาในกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ 
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การศึกษาที่ไมพบความสัมพันธระหวางจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมมี
หลายการศึกษา โดย Krebs และคณะ (2002) ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมแตไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ที่สูงจากพอแมมาสูลูกมากกวาที่
คาดไวเชนเดียวกับการศึกษาอ่ืนๆ ในคนยุโรป เชน การศึกษาของ Bonora และคณะ (2003) 
และการศึกษาของ Devlin และคณะ (2004) เปนตน ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 สรุปการรายงานผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ทีไ่ม
พบความสัมพันธกับภาวะออทิซึม  

 

 
นอกจากการศึกษาจํานวนซํ้า GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN แลวยังมี

การศึกษา Single Nucleotide Polymorphisms หรือ SNP ที่บริเวณตางๆ ของยีนหลาย
ตําแหนง และพบความสัมพันธของสนิปสดังกลาวกับภาวะออทิซึม ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 6  
 
 
 
 

กลุมผูวิจัย กลุมประชากรที่ศึกษา วิธีการศึกษา ผลการศึกษา 
Krebs et al., 2002 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรปท่ีมี

ภาวะออทิซึม จํานวน 186 
ครอบครัว ประกอบดวยผูปวยออทิ
ซึม จํานวน 218 ราย 
ศึกษาโดยวิธี PCR และแยกจํานวน
ซ้ําดวย 8% polyacrylamide gel 

TDT ไมพบความสัมพันธของการ
ถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําจากพอแมมาสูลูกสูง 

Bonora et al., 2003 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรป ท่ีมี
ภาวะออทิซึม จํานวน 122 
ครอบครัว 
ศึกษาดวยวิธี Fragment analysis 

TDT ไมพบความสัมพันธของการ
ถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําจากพอแมมาสูลูกสูง 

Devlin et al., 2004 กลุมครอบครัวผูปวยออทิซึม โดยใช
เกณฑพัฒนาการดานการพูดลาชา
เปนฟโนไทปในการศึกษา จํานวน 
385 ครอบครัว 
ศึกษาดวยวิธี Fragment analysis 

TDT ไมพบความสัมพันธของการ
ถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําจากพอแมมาสูลูกสูง
กับภาวะพัฒนาการดานการ
พูดลาชา 
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ตารางที่ 6 แสดงการศึกษาที่พบความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับภาวะออทิซึม 
 

 
 
 
 
 
 

กลุมท่ีศึกษา 
ตําแหนง 
ท่ีศึกษา 

SNPs ID 
แอล
ลีล 

ผลตอโปรตีน ผลการศึกษา 

Skaar et al., 2005 
ศึกษาในครอบครัว   
ออทิซึม จํานวน 317 
ครอบครัว จาก 3 สถาบัน 
คือ จาก AGRE 85 
ครอบครัว, จาก
มหาวิทยาลัย Duke 218 
ครอบครัว และ จาก
มหาวิทยาลัย Tufts 68 
ครอบครัว 
ศึกษาแบบ family based 
association (TDT) 
ใชวิธี TaqMan-PCR 
โดยการติดฉลากโพรบ
ดวยสารเรืองแสง 

อินทรอน 
5 

rs607755 A/G Splicing 
junction 

พบการถายทอดของสนิปส 
แฮโพลไทปแบบ ATATT ของ 
สนิปส rs607755-rs2075043-
rs362746-rs2229864-
rs736707 มีการถายทอดแบบ 
haplotype จากพอแมมาสูลูก
สูงกวาสนิปสแฮโพลไทปแบบ
อ่ืนอยางมีนัยสําคัญ  

เอกซอน 
44 

rs2075043 C/T C2234C 

เอกซอน 
45 

rs362746 A/G V2370V 

เอกซอน 
50 

rs2229864 C/T H2682H 

อินทรอน 
59 

rs736707 T/C - 

Serajee et al., 2006 
ศึกษาในครอบครัว   
ออทิซึมจากสถาบัน 
AGRE จํานวน 196 
ครอบครัว ศึกษาแบบ 
TDT 

เอกซอน 
22 

rs362691 C/G V997L พบแอลลีล G มีการถายทอด
จากพอแมมาสูลูกสูงกวาแอล
ลีล C 

อินทรอน 
59 

rs736707 C/T - พบแอลลีล C มีการถายทอด
จากพอแมมาสูลูกสูงกวาแอล
ลีล T 

Li et al., 2008 ศึกษาใน
คนจีน 213 ราย 
ศึกษาแบบ case-control 

อินทรอน 
59 

rs736707 C/T - พบจีโนไทปแบบ C/C สูง
อยางมีนัยสําคัญในกลุมผูปวย
เทียบกับกลุมควบคุม 
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นอกจากการศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึมแลว ยังมี
การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับโรคอ่ืนๆ อีกหลายโรค ไดแก 

Lissencephaly โดยพบการกลายพันธุของยีน RELN เกิดการ splicing ผิด
ตําแหนง สงผลใหการสรางโปรตีน RELN ลดลง ใหผูปวยมีลักษณะอาการ hypotonia, ataxia 
และพัฒนาการลาชา มีภาวะปญญาออนและพัฒนาการดานภาษาผิดปกติ ซ่ึงบางรายอาจพบ
อาการชักรวมดวย (Hong et al., 2001) 

Schizophrenia หรือโรคจิตเภท ซ่ึงเกิดจากการลดลงของโปรตีน RELN และ
ระดับเอ็มอารเอ็นเอในสมองของผูปวยจิตเภท (Impagnatiello et al., 1998) ในสมองบริเวณ 
hippocampus, cerebellum, basal ganglia และ cortex เปนตน ซ่ึงในบางบริเวณพบวาโปรตีน 
RELN ลดลงถึงรอยละ 50 

Alzheimer’s disease พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR 
ของยีน RELN และสนิปส rs607755 ระหวางผูปวยอัลไซเมอรกับคนปกติ (Seripa et al., 2008) 
นอกจากนี้ยังพบผูปวยโรคอัลไซเมอรจะมีระดับโปรตีน RELN ที่แตกตางจากคนปกติ โดยพบวา
มีระดับโปรตีน RELN เพ่ิมสูงขึ้นรอยละ 40 เม่ือเทียบกับคนปกติ (Botella-Lopez et al., 2006) 
และพบจํานวนเซลล Cajal-Retzius ลดลงอยางมีนัยสําคัญในผูปวยอัลไซเมอร เปนตน 

Epilepsy หรืออาการชัก พบผูปวยที่มีอาการชักมีความถี่ของแอลลีล C ของ 
สนิปส rs362691 บริเวณเอกซอน 22 ของยีน RELN สูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมมีอาการชัก (Dutta et al., 2010) 
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ยีน MET ( MET receptor tyrosine kinase) 
 

ยีน MET เปนหนึ่งในหลายยีนบนโครโมโซม 7 ที่เปน candidate gene ของ
ภาวะออทิซึม โดยยีน MET อยูบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวท่ีตําแหนง 7q31.2 มีจํานวน       
นิวคลีโอไทดทั้งสิ้น 125.982 กิโลเบส แปลงเปนเอ็มอารเอ็นเอไดจํานวน 6,641 ตําแหนง 
ถอดรหัสเปนโปรตีนไดทั้งหมด 1,391 ตัว มีมวลโมเลกุล 155.5 กิโลดาลตัน ประกอบดวย 21 
เอกซอน ยีนดังกลาวกําหนดการสรางโปรตีนตัวรับที่ฝงตัวอยูในเยื่อหุมเซลล (receptor tyrosine 
kinase) ซ่ึงประกอบดวย 2 หนวยยอย คือ alpha chain (50 kDa)และ beta chain (145 kDa) 
ซ่ึงมีพันธะไดซัลไฟดเปนตัวเชื่อม ทําหนาที่เปนโปรตีนตัวรับของ HGF/SF (Comoglio and 
Boccaccio, 2001; Gherardi et al., 2003; Furge et al., 2000; Sheth and Watowich, 2005) 
ดังแสดงในรูปที่ 2 

 

 
 

ดัดแปลงจาก http://www.nature.com/ncb/journal/v3/n7/fig_tab/ncb0701_e161_F1.html  
(January 20, 2011) 
 
รูปที่ 2 แสดงวิถีการทํางานของยีน MET โดยยีน MET สรางโปรตีน MET receptor tyrosine 
kinase ซ่ึงเปนตัวรบั (receptor) ของโปรตีน HGF/SF เม่ือ HGF เขามาจับจะสงผลใหเกิดการ
เติมหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีนตวัอ่ืนตอไปทําใหเซลลทํางานไดอยางปกติ  
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โปรตีน MET เปนโปรตีนที่ใหโปรตีนของ Hapatocyte growth factor (HGF) 
และ Scatter factor (SF) มาจับ สงผลใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟตแกกรดอะมิโนไทโรซีนใน
โปรตีนเปาหมาย ผลจากการเติมหมูฟอสเฟตแกกรดอะมิโนไทโรซีน ทําใหโปรตีนอ่ืนๆที่
เก่ียวของกับการสงสัญญาณผานโปรตีนตัวรับดังกลาวมารวมตัวกัน โดยมีกรดอะมิโนไทโรซีนที่
ถูกเติมหมูฟอสเฟตเขาไปทําหนาที่เปนที่ยึดจับของโปรตีนตางๆ ซ่ึงทําใหเกิดการตอบสนองของ
เซลล เชน การเจริญของเซลล (proliferation) การเปลี่ยนแปลงเซลล (differentiation) การ
เปลี่ยนแปลงรูปรางของอวัยวะ (organ regeneration) การเจริญของตัวออน (embryogenesis) 
รวมไปถึงการเกิดเน้ืองอก (tumorogenesis) ถาการเพ่ิมขึ้นของเซลลแบบควบคุมไมได สงผลให
เกิดมะเร็งได และความผิดปกติของการถายทอดสัญญาณจะพบไดเน่ืองจากการกลายพันธุ 
(mutation) ของยีนที่เก่ียวของทําใหเซลลมีการแบงตัวที่ผิดปกติอาจสงผลตอสมองในการแบง
เซลลของเปลือกสมองสวนคอรเท็ก (cortex) และสมองสวนซีรีเบลลัม (cerebellum) นอกจากน้ี
มีการศึกษาระดับ hepatocyte growth factor (HGF) ในซีร่ัมของผูปวยออทิซึม พบวา ปริมาณ 
HGF ในซีร่ัมของผูปวยออทิซึมลดลงเม่ือเทียบกับคนปกติ (Russo et al., 2009)  
 
การศึกษาความสัมพันธของยีน MET กับภาวะออทิซึม 
 

การศึกษายีน MET กับภาวะออทิซึมมีนอย การศึกษาของ Campbell และคณะ 
(2006) พบสนิปสตําแหนง rs1858830 บริเวณโปรโมเตอรของยีน MET แบบ G>C มี
ความสัมพันธกับภาวะออทิซึม (Campbell et al., 2006) โดยพบวาในกลุมผูปวยที่มีภาวะออทิ
ซึมมีความถี่ของแอลลีล C สูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของเบสดังกลาวสงผลใหการจับกันของโปรตีน SP1 และ PC4 ที่ทําหนาที่
เปนตัวสงเสริมใหเกิดการถอดรหัสได (transcription factors) จับกับยีนบริเวณโปรโมเตอรได
ลดลง (State, 2006) นอกจากการศึกษาสนิปสที่มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมแลว ไดมี
การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน MET ในสมองเด็กออทิซึม โดยการสกัดอารเอ็นเอจากสมอง
สวน superior temporal gyrus ของเด็กออทิซึมและกลุมเด็กปกติ โดยทั้ง 2 กลุมมีความ
สอดคลองทั้งดานเพศและอายุ การศึกษาการแสดงออกของยีนทดสอบโดยการ transfected 
ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวเขาสูเซลลประสาท (N2A และ SN56) พบวา ปริมาณโปรตีนของยีน 
MET ที่มีแอลลีลเปน C ในสมองของเด็กออทิซึมมีปริมาณลดลง 2 เทา เม่ือเทียบกับเด็กปกติ 
(Campbell et al., 2006) และยังมีการศึกษาสนิปสตําแหนง rs1858830 โดยการดูปริมาณ
โปรตีนที่แสดงออกในสมองของเด็กกลุมออทิซึมและเด็กกลุมควบคุมเพ่ือยืนยันผลการศึกษา
กอนหนาน้ี พบวาการแสดงออกของโปรตีน MET ลดนอยลงตาม จีโนไทปแบบ C/C < C/G < 
G/G ในกลุมควบคุมแตในกลุมออทิซึมพบความสัมพันธในแบบลักษณะสุมและไมมี
ความสัมพันธทางสถิติ แตพบปริมาณเอ็มอารเอ็นเอเพิ่มขึ้น โดยผูศึกษาใหคําอธิบายวาอาจเกิด
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จากความผิดปกติในกระบวนการทํางานของโปรตีน MET เพราะพบวาเอ็มอารเอ็นเอของยีนที่
เก่ียวของกับโปรตีน MET (MET signaling pathway) เพ่ิมสูงขึ้นซ่ึงอาจเกิดจากกระบวนการ
ทํางานของเอ็มอารเอ็นเอผิดปกติไป (Campbell et al., 2007) 

ปจจุบันยังไมมีการศึกษาความสัมพันธของยีน RELN และยีน MET กับภาวะ
ออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย แตพบวายีนดังกลาวอยูบนโครโมโซม 7 ตําแหนง 7q21-31 ซ่ึง
เปนตําแหนง candidate region ของออทิซึม จึงคาดวายีน RELN และยีน MET อาจมี
ความสัมพันธกับภาวะออทิซึมสเปคตรัม ดังนั้นจึงสนใจศึกษาความสัมพันธระหวางยีน RELN 
และยีน MET ในเด็กไทยที่ภาวะออทิซึมสเปคตรัม 
 
เครื่องหมายพันธุกรรม 
 
  ปจจุบันไดมีการนําเครื่องหมายพันธุกรรม เชน ไมโครแซทเทลไลท (คือสวน
ของดีเอ็นเอที่มีการเรียงตัวซํ้าๆกันประมาณ 2-7 เบส) และสนิปสมาใชในการศึกษาหาสาเหตุ
ของโรคหรือตําแหนงที่นาจะกอใหเกิดโรค สนิปสมีขอดีกวาไมโครแซทเทลไลท คือ มีอัตราการ
ผาเหลานอยกวาและมีจํานวนที่ครอบคลุมในยีนที่หนาแนนมากกวา และวิธีการศึกษาจีโนไทป
ของสนิปสยังเปนวิธีที่งายและประหยัดคาใชจาย เชน PCR-RFLP (restriction fragment length 
polymorphism) และ Biallelic-ARMS PCR เปนตน (Brightwell et al., 2002; Ferrie et al., 
1992; Huang et al., 1992; Newton et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูลสนิปสที่มี
การศึกษามาแลวในเวบไซต NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)  
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วัตถุประสงค 
 
เพ่ือศึกษาความสัมพันธของยีน RELN และยีน MET ที่อาจจะเปนปจจัยทางพันธุกรรมและ
สงเสริมใหเกิดกลุมอาการออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย 
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 

วัสดุ 
 
ตัวอยางผูปวย 
   

กลุมผูปวยที่ใชในการศึกษานี้ เปนกลุมผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนออทิซึม
สเปคตรัมตามเกณฑวินิจฉัย DSM-IV จํานวน 188 ราย เปนผูปวยจากโรงพยาบาลรามาธิบดี 
91 ราย (เพศชาย 77 ราย เพศหญิง 14 ราย) จากโรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ 
จํานวน 55 ราย (เพศชาย 45 ราย เพศหญิง 10 ราย) และจากโรงพยาบาลสงขลานครินทร 
จํานวน 42 ราย (เพศชาย 34 ราย เพศหญิง 8 ราย) อายุเฉลี่ยของผูปวยทั้งหมดเทากับ 4.31 ป 
± 2.22 ป จําแนกรายละเอียดของผูปวยออทิซึมสเปคตรัมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 7 ผูปวยผานการตรวจวัดพฤติกรรมโดยใช Vineland Adaptive 
behavior Scales (VABS) และตรวจวัดระดับสติปญญาโดยใชแบบทดสอบ non verbal IQ 
(Binet-V) ผูปวยทุกรายที่เลือกมาวิเคราะหจะตองไดรับการวินิจฉัยวาเปนออทิซึมหรือ PDD-
NOS และทุกรายตองเปนไปตามขอกําหนดดังน้ี 

1.1 ผานการตรวจตามเกณฑ Diagnostic and Statistical manual of Mental 
disorders, 4th Edition (DSM-IV) วาเปนผูปวยออทิซึมหรือ PDD-NOS 

1.2 ไมมีประวัติการคลอดผิดปกติหรือมีการติดเชื้อขณะตั้งครรภ 
1.3 ไมมีลักษณะทางคลินิกเขาไดกับกลุมอาการที่ชัดเจน เชน กลุมอาการดาวน 

กลุมอาการพราเดอรวิลลี่ และกลุมอาการทูเบอรัส สเคลอโรซิส (Tuberous 
sclerosis complex) 

1.4 ผูปวยทุกรายมีผลการตรวจโครโมโซมและดีเอ็นเอของกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะปกติ ในผูปวยชายมีผลการศึกษาการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของ
ยีน ARX เปนปกติ และในผูหญิงมีผลการศึกษาการกลายพันธุของยีน MECP2 
ปกติ 

1.5 ผูปกครองยินยอมใหเขารวมโครงการโดยมี Inform consent ทุกราย 
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ในการศึกษาครั้งน้ีไดแยกกลุมผูปวยที่ใชในการวิเคราะหผลทางสถิติตาม
ลักษณะที่ปรากฏ (Phenotype) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 7 แสดงจํานวนตัวอยางผูปวยที่ใชในการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน RELN และ
ยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมที่ไดรับการวินิจฉัยตามเกณฑ DSM-IV  
 

โรงพยาบาล 
ออทิซึม PDD-NOS 

รวม  
(ราย) 

เพศชาย 
(ราย) 

เพศหญิง 
(ราย) 

เพศชาย 
(ราย) 

เพศหญิง
(ราย) 

สงขลานครินทร 27 8 7 0 42 
รามาธิบดี 52 9 25 5 91 
ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรต ิ 42 9 3 1 55 

รวม 121 26 35 6 188 
 
ตารางที่ 8 แสดงกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาตามลกัษณะที่ปรากฏ 

 

ลักษณะของผูปวยออทิซึม 
จํานวนผูปวย (ราย) จํานวนครอบครัว* 

การศึกษา 
case-control 

การศึกษา TDT 

ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 188 160 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด 156 134 

                                                                * ประกอบดวย พอ แม และ ลูก หรือเรียกวา Trio 
 
 การศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหนึ่งจากพอแมมาสูลูกดวยวิธี TDT ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 160 ครอบครัว ประกอบดวยครอบครัวที่มีลูกเปนออทิซึม 1 
ราย (simplex family) จํานวน 151 ครอบครัว และครอบครัวที่มีลูกเปนออทิซึมมากกวา 1 ราย 
(multiplex family) จํานวน 9 ครอบครัว 
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ตัวอยางกลุมควบคุม  
 

ตัวอยางกลุมควบคุมจากคลังเลือดของโรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระ
เกียรติและโรงพยาบาลสงขลานครินทร จํานวน 250 ราย โดยทุกรายตองผานการซักประวัติวา
ไมมีประวัติทางจิตเวชและพัฒนาการผิดปกติที่ชัดเจนใน 3 รุน โดยพิจารณาวาไมมีประวัติการ
รักษาในโรงพยาบาลอยูอยางตอเน่ือง หรือตองกินยาเพื่อลดปญหาสุขภาพจิต หรือปญหาเรื่อง
เรียนหนังสือไมได โดยเก็บประวัติภูมิลําเนาและเชื้อชาติตั้งแตปูยาตายายลงมาเพื่อใหไดกลุม
ควบคุมที่มีพ้ืนฐานใกลเคียงกับกลุมผูปวยมากที่สุด กลุมควบคุมมีอัตราสวนระหวางชายตอหญิง
เปนสัดสวนใกลเคียงกับตัวอยางผูปวยที่ใชในการศึกษา โดยไมจําเปนตองคํานึงถึงอายุ เพราะ
กลุมควบคุมในการศึกษานี้ตองการผูที่ไมเปนออทิซึมจึงเลือกกลุมควบคุมที่มีอายุผานจุดที่จะมี
โอกาสเกิดออทิซึมได เน่ืองจากออทิซึมมีอาการตั้งแตเด็ก จึงเลือกกลุมควบคุมที่มีอายุมากกวา
หรือเทากับ 18 ป โดยโครงการนี้เปนสวนหนึ่งของชุดโครงการการตรวจกรองและการศึกษา
ความสัมพันธของพันธุกรรมในผูปวยไทยที่เปนออทิสติก ที่ผานการประเมินของคณะกรรมการ
จริยธรรมของสถาบันที่เก่ียวของ 3 สถาบัน (คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
โรงพยาบาลรามาธิบดี โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ)  
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วิธีดําเนินการ 

 
การเก็บตัวอยางเลือด 
 

เก็บตัวอยางเลือดผูปวย บิดามารดาผูปวยและกลุมควบคุม ที่ไดยินยอมเขารวม
โครงการ จากหลอดเลือดดําบริเวณแขน ประมาณ 5-10 มิลลิลิตร ในหลอดปลอดเชื้อที่มี 0.5M 
EDTA (500 μl of 0.5 M EDTA / 15 ml of blood sample) เปนสารปองกันการแข็งตัวของ
เลือด ผสมเลือดใหเขากัน โดยการกลับหลอดเบาๆ 4-5 คร้ัง เพ่ือใหเลือดผสมกับสารปองกันการ
แข็งตัวของเลือด ลงบันทึกขอมูลการเก็บและปริมาณตัวอยางเลือดที่เก็บได  
 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือด 
 

นําตัวอยางเลือดที่เก็บมาไดถายลงหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร หลังจาก
น้ันแยกเอาเฉพาะเซลลเม็ดเลือดขาวโดยการเติม TE buffer ใหไดปริมาตรรวม 13 มิลลิลิตร 
กลับหลอดเบาๆใหเลือดกับ TE buffer ผสมกันดีแลวปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที จึงเทสวนใสทิ้ง เติม TE buffer ใหไดปริมาตรรวม 13 
มิลลิลิตร และทําเหมือนเดิมอีกสองคร้ังหรือจนกวาสีแดงของฮีโมโกลบินในเลือดจะหายไป จึงนํา
เซลลที่ไดไปสกัดดีเอ็นเอหรือเก็บเซลลไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะสกัดดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอทําโดยนําเซลลเม็ดเลือดขาวมายอยโดยการเติมสารชวยยอย
เซลล (Lysis buffer) ซ่ึงประกอบดวย Solution A ปริมาตร 2,280 ไมโครลิตร, 10% SDS 120 
ไมโครลิตร (0.14 M NaCl, 0.01 M Tris pH 8.0, 1.5 mM MgCl2, Nonidet P-40, dH2O) 
Proteinase K (10 mg/μl) 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจากน้ันจึงบมที่อุณหภูมิ 37         
องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง หรือจนกวาเซลลเม็ดเลือดขาวจะยอยหมด จากน้ันเติม
สารผสมของ saturated phenol, chloroform และ isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตรคร่ึงหน่ึง
ของปริมาตรเริ่มตนผสมใหเขากันแลวนําไปปนที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 
นาที ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดสําหรับเคร่ืองหมุนเหวี่ยงที่ปลอดเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตร
หลอดใหม เติมสารผสมของ saturated phenol, chloroform และ isoamyl alcohol (25:24:1) 
ปริมาตรครึ่งหน่ึงของปริมาตรเร่ิมตนและทําซํ้าอีกหน่ึงคร้ัง จากนั้นจึงเติมสารผสมของ 
chloroform และ isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เทา ผสมใหเขากันแลวนําไปปนที่ความเร็ว 
3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดสําหรับเครื่องหมุนเหวี่ยงที่
ปลอดเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตรหลอดใหม ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการเติมเอธานอลบริสุทธิ์เย็น 
ปริมาตร 2 เทา กลับหลอดเบาๆ จนกวาจะเห็นดีเอ็นเอตกตะกอนแลวเขี่ยดีเอ็นเอที่ตกตะกอน
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โดยใช Autopipette tip ปลายแหลมเล็ก (200 μl) ใสหลอดสําหรับเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ปลอดเชื้อ
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีเอธานอลเย็นความเขมขนรอยละ 70 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนําไปปน
ที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวเทเอธานอลทิ้ง จากนั้นจึงตากดีเอ็นเอไวที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที จึงเติม TE buffer ในปริมาณที่เหมาะสมกับขนาดตะกอนดีเอ็นเอที่สกัด
ได (100-300 ไมโครลิตร) เพ่ือละลายดีเอ็นเอ เม่ือดีเอ็นเอละลายดีแลวนําไปวัดหาปริมาณความ
เขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280      
นาโนเมตรดวยเครื่องวัดเทียบสีของสารละลาย เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดไวที่ อุณหภูมิ 4            
องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช 
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สารเคมี 
 
  Absolute ethanol 
 Acrylamide/Bis solution 
  Ammonium persulfate 
 BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems) 
 Betaine 
 Boric acid 
  dNTP Mix: dATP, dTTP, dCTP and dGTP,  
 7-Deaza dGTP 
 Dimethylsulfoxide (DMSO) 
 Elution buffer 
 Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 
 Ethidium bromide (EtBr) 
  Hidi Formamide 

 Glycerol 
 Hot start Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
 Isoamyl alcohol 
 Methanol 
 Magnesium Chloride (MgCl2, Invitrogen) 
 Nonidet P-40 (NP-40) 
 N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
 PCR buffer, 10X (Invitrogen) 
 Phenol, Saturated 
 Proteinase K 
  Sodium bisulphate (Sigma) 
  Taq DNA polymerase (Invitrogen 
 3’, 3”, 5’, 5”-Tetrabromophenolsulfonphthalein (Bromophenol blue) 
 Tris 
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อุปกรณ 
 

เคร่ืองวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (3130 Genetic Analyzer, AB) 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิชนิดแหง (Heat block, Biosan/Latvia) 
เคร่ืองถายภาพยูวี (Bioimaging system SynGene) 
เคร่ืองเพ่ิมสารพันธุกรรม (PTC200, MJ Research) 

 เคร่ืองเพ่ิมสารพันธุกรรม (2720 Thermal cycler, AB) 
 เคร่ืองวัดเทียบสีของสารละลาย (Spectrophotometer, Ultrospec 1100pro) 

อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวตัง้พรอมเคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Protean II Xi cell, 
20X20 cm, Biorad) 
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสําหรับตวัอยางขนาด 1.5-2.0 มิลลิลิตร (Centrifuge, 5415D, 
Eppendorf) 
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสําหรับตวัอยางขนาด 30-50 มิลลลิติร (Centrifuge, Model 
5420 Kubota) 

 ตูดูดควันพิษ (Fume hood with carbon filter) 
 ตูบมเชื้อ (Air Incubator, incucell 111) 
 ตูอบรอน (Hot Air Oven, Oven Model ED 115) 
  
สารเคมีอ่ืนๆ 
 

1. องคประกอบและปริมาณของสารเคมี ตามรายละเอียดในภาคผนวก ข 
2. 25% Ammonium persulfate 
3. 6% polyacrylamide gel solution 
4. 2.5 mM dNTP Mix 
5. Loading dye (for non-denature gel electrophoresis) 
6. 6% Polyacrylamide gel 
7. 10X TBE 
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การศึกษาครั้งน้ี แบงออกเปน 2 ขั้นตอนหลัก ไดแก 
 

1. การศึกษาความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
กับภาวะออทิซึมในผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ดวยการ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเปนประชากรทั่วไปในสังคมไทยโดยใชวิธี 
Fragment analysis เปรียบเทียบความแตกตางระหวางจํานวนซ้ํา GGC ทั้ง
แบบแอลลีลและจีโนโทประหวาง 2 กลุมดวยการทดสอบไคสแควร 

2. การศึกษาความสัมพันธของสนิปสตําแหนงตางๆบนยีน RELN และยีน 
MET กับภาวะออทิซึมโดยใชวิธี Bi-allelic ARMS PCR และ PCR-RFLP 
โดยแบงการวิเคราะหออกเปน 2 แบบ คือ แบบ Population based case 
control และแบบ Family based association 
 

วิธีการศึกษา Microsatellite (GGC repeat) บนยีน RELN บริเวณ 5’UTR  
 

ทําการศึกษาจํานวนซ้ําของ GGC บริเวณ 5’UTR (NT_007933.15) ดวยวิธี 
Fragment analysis ดวยเครื่อง Automate Genetic Analyzer รุน ABI Prism 3130 โดยใช  
ไพรเมอรตามวิธีการศึกษาของ Persico และคณะ (2001) ทําการติดฉลากฟอรเวิรดไพรเมอร
ดวยสารฟลูออเรสเซนตสีนํ้าเงิน (6-FAM Fluorescence : RELNGGC_F*) ที่ปลาย 5 ไพรม ดัง
แสดงรายละเอียดไพรเมอรในตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9 แสดงไพรเมอรในการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 

 
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
 

ปฏิกิริยาพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1X PCR 
Buffer MgCl2 1.0 มิลลิโมลาร 50% 7 deza dNTPs 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 0.15          
ไมโครโมลาร 1M Betaine Hot start Taq DNA polymerase (Platinum) 0.1 ยูนิต เพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ thermal cycler โดยใชองคประกอบและสภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร
แสดงดังรายละเอียดในตารางที่ 10 และตารางที่ 11 

ชื่อไพรเมอร ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการทดสอบ 
RELNGGC_F* 
RELNGGC_R 

5’-CGGCGTCTCCAAAACTGAAT-3’ 
5’-AACAGCGCTAGGAGGAAAGT-3’ 

พีซีอารฟลูออเรสเซนต  
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ตารางที่ 10 แสดงองคประกอบพีซีอารฟลูออเรสเซนตเพ่ือวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC 
 

องคประกอบพีซีอารฟลูออเรสเซนต ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
Primer_RELNGGC_F* 10uM (6-FAM fluorescent) 0.15 
Primer_RELNGGC_R 10uM 0.15 
Genomic DNA (50 ng/ul) 1.0 
50% 7 deza dNTP (2.5mM) 0.8 
10X Buffer (Invitrogen) 1.0 
MgCl2 (50mM) 0.2 
Hot start Taq DNA polymerase (Platinum) (Invitrogen) 0.1 
Betaine 2.0 
Deionized water 4.6 
ปริมาตรรวม 10 

 
ตารางที่ 11 แสดงสภาวะสําหรับการเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑพีซีอารฟลูออเรสเซนต 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา จํานวนรอบ 
Initiation denaturation 94 5 นาท ี 1 
Denaturation 94 30 วินาท ี

34 Annealing 58 30 วินาท ี
Extention 72 1 นาท ี
Final extension 72 7 นาท ี 1 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ดวยวธีิ Fragment analysis 
 
นําผลิตภัณฑพีซีอารหลังจากเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของจํานวนซ้ํา GGC จํานวน 

2 ไมโครลิตรมาวิเคราะหดวยวิธี Fragment analysis โดยการผสมกับ HiDi-formamide 10 
ไมโครลิตร และสารมาตรฐาน 500LIZ* 0.25 ไมโครลิตร ทําใหเสียสภาพที่ 95 องศาเซลเซียส  
5 นาที และ 4  องศาเซลเซียส 5 นาที นําตัวอยางทดสอบดวยเครื่องทดสอบสารพันธุกรรมแบบ
อัตโนมัติ (ABI 3130) โดยใชโพลีเมอร POP4 สภาวะในการทดสอบ 15 กิโลโวลต อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที ขอมูลถูกเก็บดวยซอฟแวร data collection software และ
วิเคราะหดวยซอฟแวร GeneMapper v3.2  
 
500LIZ* คือ GenScan 500LIZ ซ่ึงเปนสขีนาดมาตรฐานที่ใชในการวเิคราะหขนาดชิ้นสวนของดี
เอ็นเอในการศึกษาขนาดชิน้สวนดีเอ็นเอดวยวธิี Fragment analysis โดย 500LIZ จะมีขนาด
มาตรฐานตั้งแต 35 – 500 เบส (ขนาดชิ้นสวนมาตรฐานประกอบดวนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 35, 
50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 และ 500 นิวคลีโอไทด) 
ดังแสดงในรูปที่ 2 โดยขนาดมาตรฐานดังกลาวจะสรางจากดีเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded 
DNA fragments และติดฉลากดวยสารฟลูออเรสเซนต fifth dye)  
 

 
 
รูปที่ 3 แสดงขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอมาตรฐาน 500LIZ (GeneScan 500LIZ standard size) ที่ใช
ในการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ดวยวธิี Fragment analysis 
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การศึกษาตําแหนงสนิปส ของยีน RELN และยีน MET โดยใชวิธี Bi-allelic ARMS PCR 
 

ตําแหนงสนิปสที่ใชในการศึกษาเลือกจากตําแหนงสนิปส ที่มีการศึกษามาแลว
หรือ สนิปสจากฐานขอมูล (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) โดยตําแหนงสนิปสที่เลือกตองมี
การศึกษาในกลุมประชากรเอเชีย (จีนและญี่ปุน) เพ่ือใหทราบถึงความถี่ของแอลลีลแตละ
ตําแหนง ในการคัดเลือกสนิปสที่ใชในการศึกษาจะตองคํานึงถึงคือ 

1. สนิปสดังกลาวมีการศึกษามาแลวกอนหนาน้ี (Previous study) 
2. สนิปสดังกลาวมีผลตอการทํางานของยีน (Function) 
3. สนิปสดังกลาวอยูในบริเวณที่เก่ียวของกับการสรางโปรตีน เชน สนิปสอยูบริเวณ

โปรโมเตอร เอกซอน หรือสงผลใหกรดอะมิโนเปลี่ยน เปนตน 
 

การออกแบบไพรเมอร (Primer) สําหรับตําแหนงสนิปสที่ใชในการศึกษา 
 

การออกแบบไพรเมอรของสนิปสในแตละตําแหนงใชวิธี Biallelic-ARMS PCR 
technique ที่สามารถวิเคราะหความแตกตางของนิวคลิโอไทด 2 แบบในตําแหนงเดียวกันได 
(Brightwell et al., 2002; Espinosa de los Monteros et al., 1998; Ferrie et al., 1992; 
Huang et al., 1992; Newton et al., 1989) โดยแตละปฏิกิริยาของ PCR ประกอบไปดวย 
primer จํานวน 2 คู คือ Control Primers (CP) และ Allele Specific Primers (ASP) อยางละคู 
โดยตําแหนงปลาย 3’ end ของแตละ ASP ถูกออกแบบใหเขาคูกัน แตนิวคลิโอไทดในตําแหนง
ถัดมา -2 จากปลาย 3’ end ของแตละ ASP จะถูกออกแบบใหอยูตางกลุมกัน ดังแสดงในรูปที่ 4 
ขอแนะนําในการเลือกและออกแบบไพรเมอรดังน้ี 

 ความยาวของไพรเมอรควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลิโอไทด  
 ควรเลือกไพรเมอรที่มีการกระจายของเบสอยางสมํ่าเสมอไมควรใชลําดับเบสที่เรียง
ตัวไมปกติ และพยายามหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มี polypurine หรือ polypyrimidine 
หรือเรียงตัวของเบสซ้ําๆกัน 

 ควรเลือกไพรเมอรที่มีเบส C+G content อยูระหวางรอยละ 50-60 ไมควรเลือกที่มี 
C+G content สูงเกินไป 

 ไพรเมอรตองมีเบสที่จําเพาะกับลําดับเบสเปาหมายในดีเอ็นเอตนแบบ 
 หลีกเลี่ยงลําดับเบสที่มี second structure คือตองไมจับกับลําดับเบสของตนเอง โดย 
เฉพาะอยางยิ่งในกรณีการเกิด Hairpin และเกิดการจับกันที่ปลาย 3’ end ของ   
ไพรเมอร 
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 คา Tm (melting temperature) ของแตละไพรเมอรควรใกลเคียงกัน โดยทั่วไปอยู
ในชวง 55-70 องศาเซลเซียส 
 

 

 
 
รูปที่ 4 แสดงการออกแบบไพรเมอรของสนิปสในแตละตําแหนงโดยใชวิธีเทคนิค         
Biallelic-ARMS PCR  
 
 



 

  

36

การศึกษาสนิปสดวยวิธี Biallelic-ARMS PCR ของยีน RELN และยีน MET 
  
 ปฏิกิริยาพีซีอารของการศึกษาสนิปสแตละตําแหนงของยีน RELN และยีน 
MET จะใชไพรเมอรที่ออกแบบขึ้นเพ่ือใชการศึกษาครั้งน้ีในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดย
ปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1 X PCR buffer 
dNTPs 200 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.1 ยูนิต สําหรับความเขมขน
ของ MgCl2 ปริมาณของไพรเมอรและสาร adjuvant ขึ้นกับแตละปฏิกิริยาของสนิปสแตละ
ตําแหนง ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ thermal cycler ภายใตสภาวะ 94 องศา
เซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ annealing จะแตกตางกันใน 
สนิปสแตละตําแหนง และอุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 34 รอบ และอุณหภูมิ 
final extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ นําผลิตภัณฑพีซีอารไปแยกดวยเจล           
โพลีอะคริลาไมดความเขมจนรอยละ 6 ดวย 1X TBE ที่สภาวะ 180 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
แลวนําไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide และถายภาพภายใต UV transluminator      
จีโนไทปของแตละรายจะอานตามขนาดของผลิตภัณฑพีซีอาร และในทุกตัวอยางจะมีแถบของ 
internal standard เพ่ือตรวจสอบผลของปฏิกิริยาพีซีอาร  
 
วิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพ ี(PCR-RFLP) 
 
  พีซีอารอารเอฟแอลพี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
เปนการศึกษาโดยอาศัยความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอหรือผลิตภัณฑพีซีอารที่เกิดจากการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction endonuclease) เปนวิธีที่นํามาประยุกตใชในการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) หรือการกลายพันธุ (mutation) ในจีโนม ซ่ึง
เปนวิธีที่งายและนิยมใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงลําดับเบสทําให
เกิดตําแหนงตัดที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซม ทําใหไดขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือผลิตภัณฑ
พีซีอารแตกตางกัน สามารถแยกความแตกตางของขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอได วิธีการน้ีมีขั้นตอน
ในการศึกษา 3 ขั้นตอนหลักคือ  

1) เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยไพรเมอรที่จําเพาะครอบคลุมกับ
บริเวณดังกลาวที่มีการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอที่ตองการศึกษา 

2) ตัดผลพีซีอารดวยเอนไซมตัดจําเพาะ อาจใชเอนไซมเพียงหนึ่งหรือหลาย
ชนิดก็ได 

3) นําผลพีซีอารที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาแยกขนาดโดยใช
กระแสไฟฟาผานเจล เปรียบเทียบรูปแบบขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เกิด
จากการตัดดวยเอนไซม 



 

  

37

วิธีการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมีขอจํากัดคือ ถาเอนไซมที่เลือกใชใน
การศึกษาตัดผลพีซีอารเม่ือมีแอลลีลแคแบบใดแบบหนึ่งเทาน้ัน ทําใหแอลลีลอีกแบบมีขนาด
เทากับขนาดของพีซีอารที่ไมมีการตัดดวยเอนไซม ซ่ึงยากตอการอานและแปลผลการศึกษา 
โดยผลที่อานไดอาจเกิดจากการตัดไมสมบูรณ (Incomplete cut) หรือเปนอีกแอลลีลหน่ึงจริงๆ 
ก็เปนได เชนสนิปส rs607755 บนยีน RELN ที่มีแอลลีลแบบ A/G และตัดดวยเอนไซม PvuII ที่
มีตําแหนงตัดจําเพาะเปนเบส G ถาสนิปสดังกลาวมีจีโนไทปเปน A/A เอนไซม PvuII จะไม
สามารถตัดผลพีซีอารได ทําใหขนาดผลพีซีอารที่ไดมีขนาดเดียวกับผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการ
ตัดดวยเอนไซม ซ่ึงทําใหเกิดการอานผลจีโนไทปผิดไดในกรณีที่เกิดการตัดไมสมบูรณ แตถา 
สนิปสมีจีโนไทปเปน A/G หรือ G/G เอนไซมดังกลาวสามารถตัดผลิตภัณฑพีซีอารที่มีเบส G 
ได ทําใหไดขนาดผลพีซีอารที่เล็กลง สามารถอานจีโนไทปไดอยางถูกตอง ดังน้ันในการศึกษา 
สนิปสโดยใชวิธีน้ีควรเลือกเอนไซมตัดจําเพาะท่ีสามารถตัดผลิตภัณฑพีซีอารไดมากกวาหน่ึง
ตําแหนงและสามารถตัดจีโนไทปทั้ง 2 แบบได เพ่ือปองกันกรณีดังกลาวที่อาจเกิดขึ้น หากไม
สามารถทําตามวิธีการดังกลาวได ในการตัดแตละครั้งควรมีตัวอยางที่มีแอลลีลที่สามารถตัดได
อยางสมบูรณอยูในทุกคร้ังที่มีการตัดดวยเอนไซม เพ่ือเปนการตรวจสอบความสามารถในการ
ตัดของเอนไซมน้ันๆ วาตัดไดสมบูรณหรือไม 
 
การศึกษาสนิปสของยีน RELN และยนี METดวยวธีิ PCR-RFLP  
   
  นําผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมจํานวนโดยใชไพรเมอรที่ จําเพาะ
ตอสนิปสแตละตําแหนงแลวมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยมีสวนประกอบสารเคมีที่ใชในการ
ทําปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิด แสดงรายละเอียดในตารางที่ 12 จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ
ตามที่เอนไซมแตละชนิดสามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่สุด 
  จากน้ันตรวจสอบผลการตัดผลิตภัณฑ พี ซีอารด วยโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรฟอรีซีส ความเขมขนรอยละ 6 ในบัฟเฟอร 1X TBE ความตางศักย 150 โวลต เปน
เวลา 80 นาที ยอมเจลดวยสารละลาย ethidium bromide นาน 5 นาที และลางดวยน้ําสะอาด 5 
นาที ตรวจสอบผลดวยเครื่องถายเจลท่ีมีแหลงกําเนิดแสงยูวี และถายรูปเจลดวยโปรแกรม   
Gel image system with UV transilluminator 
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ตารางที่ 12 แสดงสวนประกอบสารเคมีที่ใชในการตัดผลิตภัณฑพีซีอารดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ในการศึกษาครั้งน้ี 
 

สารเคมี 

ตําแหนงสนิปส 
ยีน RELN ยีน MET 

PvuII Hpy188I AluI MseI 
rs607755 rs10243024 rs38859 rs2299439 

Recognition Site 
    

Deionized water 6.8 6.8 6.8 6.8 
10X Buffer (NEB) 1.0 (Buffer 2) 1.0 (Buffer 4) 1.0 (Buffer 4) 1.0 (Buffer 4) 
Adjuvent - - - 0.1M BSA 
Restriction enzyme 
(5units/ul) 

0.2 0.2 0.2 0.2 

PCR product (ul) 2.0 2.0 2.0 2.0 
ปริมาตรรวม (ul) 10.0 10.0 10.0 10.0 
อุณหภูมิในการบม (oC) 37 37 37 37 
เวลาในการบม (ชั่วโมง) 16 16 16 16 
 
   
การอานผลจีโนไทปดวยการทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส (Polyacrylamide 
gel electrophoresis) 
 
  นําผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอในการศึกษาดวยวิธี     
ไบแอลลีลิกอารมพีซีอารและผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะของยีน 
RELN และยีน MET ตรวจสอบผลดวยวีธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส โดยใช         
โพลีอะคริลาไมดเจลแบบ slap gel ขนาด 10x10 เซนติเมตร หนา 2 มิลลิเมตร โดยเริ่มจากการ
เตรียมกระจกใหสะอาด นํากระจกประกบกัน ก้ันดวย spacer และยึดทั้งสองดานดวยตัวหนีบ 
จัดวางกระจกในระนาบเดียวกันทั้งแผน จากน้ันเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด ความเขมขนรอยละ 
6 สวนประกอบแสดงดังในตารางที่ 13 โดยผสมสวนประกอบทั้งหมดเขาดวยกัน ยกเวน 
TEMED ดวยการคนเบาๆ ใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน ระวังไมใหเกิดฟองอากาศ จากน้ันเติม 
TEMED เปนลําดับสุดทาย ผสมใหเขากันอีกคร้ัง นําไปเทในกระจกที่เตรียมไว ระวังไมใหเกิด
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ฟองอากาศในเจล และสอด comb เพ่ือทําใหเกิดหลุมขนาด 25 ไมโครลิตร รอใหเจล 
polymerize ประมาณ 1 ชั่วโมง กอนนําไปใช ขณะรอเจล polymerize ควรคลุมเจลดวย
พลาสติกเพ่ือลดการสัมผัสอาการที่จะทําใหเจลแหงและหดตัว 
  การทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส ทําโดยนําเจลที่พรอมใชงาน
ประกอบกับเครื่องอิเล็กโตรฟอรีซีสแบบแนวตั้ง ยึดน็อตทั้งสองดานใหสมดุลกัน เพ่ือใหแรงกด
ทับเจลทั้งสองดานสมํ่าเสมอและปองกันกระจกแตก นําเจลไปวางใน chamber อิเล็กโตรฟอรีซีส 
เติม 1XTBE ปฟเฟอรใหทวมขดลวดนําไฟฟา จากน้ันทําความสะอาดหลุมสําหรับโหลดตัวอยาง
ใหสะอาดดวยการฉีดไลปฟเฟอรดวยเข็มฉีดยา 1-2 คร้ัง โหลดผลิตภัณฑพีซีอารที่ผสมกับ 
loading dye อัตราสวน 5:1 ลงในหลุม ระวังอยาใหตัวอยางฟุงกระจาย เม่ือโหลดตัวอยางเสร็จ
ควรตรวจสอบระดับปฟเฟอรใหอยูในระดับที่ทําใหกระแสไฟฟาครบวงจร จากนั้นประกอบ
สายไฟเครื่องอิเล็กโตรฟอรีซีสเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา ตั้งคาความตางศักย 150 โวลต 
เวลา 60 นาทีหรือจนกวา loading dye ใกลตกจากเจลประมาณ 1 เซนติเมตร เม่ือครบเวลายอม
เจลดวยสารละลาย ethidium bromide นาน 5 นาที ลางดวยน้ําสะอาด 5 นาที ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑพีซีอารดวยเครื่องถายเจลที่มีแหลงกําเนิดแสง UV และถายรูปเจลดวยโปรแกรม                
gel image system with transilluminator 
 
ตารางที่ 13 แสดงสวนประกอบเจลโพลีอะคริลาไมดความเขมขนรอยละ 6 สําหรับ 1 เจล 
 

สวนประกอบ ปริมาตร (มิลลิลติร) 
40% w/v Acrylamide / Bis solution 1.5 
10X TBE buffer 1.0 
Glycerol 1.0 
Distilled water 6.5 
25% APS 0.02 
TEMED (เติมลําดับสุดทาย) 0.02 
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การศึกษาตําแหนงสนิปสตางๆ บนยีน RELN  
 

ตําแหนงสนิปสที่สนใจศึกษาและเหตุผลในการเลือกศึกษาสนิปสดังกลาว แสดง
รายละเอียดในตารางที่ 14 โดยระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงแสดงในรูปที่ 5 
 
ตารางที่ 14 แสดงตําแหนงสนิปสในการศึกษายีน RELN พรอมเหตุผลในการศึกษา 
 

สนิปส ตําแหนง 
ความถี่
แอลลีล 

เหตุผลในการศึกษา 

rs2299388 
(C/T) 

Intron 2 C:0.389 
T:0.611 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคยีง เพ่ือใหสนิปสทีศ่ึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs607755 
(A/G)  

Intron 5 A:0.593 
G:0.407 

เปนสนิปสบรเิวณอินทรอน 5 บริเวณ Splicing 
junction 

rs2072403 
(C/T) 

Exon 15 C:0.136 
T:0.864 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 

rs362691 
(C/G) 

Exon 22 C:0.122 
G:0.878 

พบความสัมพันธของความถี่ของแอลลีล G สูงใน
ผูปวยที่มีภาวะออทิซึมเทียบกับกลุมคนปกติ 

rs2159676 
(A/C) 

Intron 28 A:0.512 
C:0.488 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs362746 
(A/G) 

Exon 45 G:0.200 
A:0.800 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 

rs736707 
(C/T) 

 

intron 59 C:0.422 
T:0.578 

พบความสัมพันธของความถี่ของแอลลีล C สูงใน
ผูปวยที่มีภาวะออทิซึมเทียบกับกลุมคนปกติใน
ประชากรจีน 
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รูปที่ 5 แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ที่ใชใน
การศึกษา 
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การศึกษาสนิปสบนยีน RELN  
 
  ไพรเมอรที่ใชในการศึกษาจีโนไทปของสนิปสตําแหนงตางๆ บนยีน RELN 
แสดงรายละเอียดของไพรเมอรในตารางที่ 15 สภาวะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสนิปสตางๆ 
บนยีน RELN ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 16-22 และรูปแสดงผลของพีซีอารในรูปที่ 6-12 
 
ตารางท่ี 15 รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโนไทป
ของสนิปสของยีน RELN โดยไพรเมอรทั้งหมดออกแบบโดยการศึกษาครั้งน้ี 

สนิปส ชื่อไพรเมอร ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการศึกษา 

rs2299388 
(C/T) 

RELN388F 5’- GAAATTCAGCCTCAAACCGAGCAAGC -3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN388R 5’- TTATGGAGGGTGATCTGGATGGACAG -3’ 

RELN388TF 5’- CGTAAAATGAGAAACTCCACATGAAATGGT -3’ 
RELN388CR 5’- GTAGATGAAGATTCTGAAATGATGTGGCAG -3’ 

rs607755 
(A/G) 

RELN755F 5’- GCAGTCTACATTAAGCCCAGTTCC -3’ RFLP; PvuII 
RELN755R 5’- CTTCTAGGTGTTTAAACCGCAGAGC -3’ 

rs2072403 
(C/T) 

RELN403F 5’-AGCTGGTCAGACTTTAGTGAAAGAG-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN403R 5’-TCTCAGAGAGAATGTACTCACCCAC-3’ 

RELN403TF 5’-GTTCTGGTTTTATTAGTGTCAGCTTGTAA-3’ 
RELN403CR 5’-AGCGCCCATGGTTGGTAGAACAC-3’ 

rs362691 
(C/G) 

RELN691F 5’-AGTAACCGACTCATTGAGTTCTCCC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN691R 5’-CACCTGAGGAAAACAGAAGCTGGGT-3’ 

RELN691CF 5’-CTCACCAAGTTTTCTGGGGAAGACCC-3’ 
RELN691GR 5’-ACACAGTGGAGGAGAGTCATAGGTC-3’ 

rs2159676 
(A/C) 

RELN676F 5’- CCCTAAATATCCTGACACAATCAGTATGC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN676R 5’- ACCCACATACACACAACATCAACATTGC-3’ 

RELN7676CF 5’- ACAAGAAATCTCCCCCACCAAATTATACC-3’ 
RELN676AR 5’-TGTGGGAAGTGCAGAAGTCCTGTGAATG-3’ 

rs362746 
(A/G) 

RELN746F 5’-CAGTTCTGAGCAGGCCAACAGATC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN746R 5’-CCTATGACAGAGGCAGCCACAGAA-3’ 

RELN746AF 5’-CCGTTACGTGGTCAGCACAGACTTT-3’ 
RELN746GR 5’-CTGTAGGAAGGAATCCTCATTCACGTCT-3’ 

rs736707 
(C/T) 

RELN707F 5’-GGCTGACAGGTTACACAAAGCTGC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN707R 5’-CCAATGTACACGTGGTCAATTGCCC-3’ 

RELN707CF 5’-TCCCAGAGGCTGGAGGCAGTAC-3’ 
RELN707TR 5’-CAGTAGGTTGTTACTTCCATGGCTTCA-3’ 
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ตารางที่ 16 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299388 บริเวณอินทรอน 2 
ของยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN388F 0.15 2X 

TopTaq 
Master Mix 
(QIAGEN) 

1.0 M 
Betaine 

64 Control (362) 
C allele (268) 
T allele (153) 
 

RELN388R 0.15 
RELN388TF 1.25 
RELN388CR 0.45 
 
 

          
 
รูปที่ 6 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2299388 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
362 bp S1 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 362, 153 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ C/C     
(ผลพีซีอารขนาด 362, 268 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 362, 268, 153 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางท่ี 17 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs607755 บริเวณอินทรอน 5 
(Splicing junction) ของยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร(bp) 
ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN755F 0.2 2X 

TopTaq 
Master Mix 
(QIAGEN) 

- 60 Uncut 443  
A allele (443) 
G allele (234,199) RELN755R 0.2 

 
 

   
 

รูปที่ 7 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PvuII ของสนิปส rs607755 รูป (A) 
แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ PvuII รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด 
แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมดของผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ การอานผล 
จีโนไทป คือ S1 มีจีโนไทปแบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 443 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G     
(ผลพีซีอารขนาด 234, 199 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 443, 234, 199 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 18 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2072403 บริเวณเอกซอน 15 
ยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN403F 0.10 1.5 1.0X 

Q-solution 
(QIAGEN) 

60 Control (320) 
C allele (228) 
T allele (166) 
 

RELN403R 0.15 
RELN403TF 0.20 
RELN403CR 0.10 
 
 

  
 
รูปที่ 8 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2072403 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
320 bp S1 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 320, 166 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ C/C      
(ผลพีซีอารขนาด 320, 228 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 320, 228, 166 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 19 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs362691 บริเวณเอกซอน 22 ยีน 
RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN691F 0.10 2.0 10%DMSO 60 Control (467) 

G allele (347) 
C allele (169) 
 

RELN691R 0.10 
RELN691CF 0.10 
RELN691GR 0.20 
 
 

   
 
รูปที่ 9 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362691 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
467 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 467, 169 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G    
(ผลพีซีอารขนาด 467, 347 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/G (ผลพีซีอารขนาด 467, 347, 169 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 20 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2159676 บริเวณอินทรอน 28 
ของยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN676F 0.20 1.0 1.0X 

Q-solution 
(QIAGEN) 

 

54 Control (498) 
A allele (328) 
C allele (224) 

RELN676R 0.10 
RELN7676CF 0.10 
RELN676AR 0.15 
 
 

   
 
รูปที่ 10 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2159676 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
498 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 498, 224 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ A/A    
(ผลพีซีอารขนาด 498, 328 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/C (ผลพีซีอารขนาด 498, 328, 224 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 21 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs362746 บริเวณเอกซอน 45 ยีน 
RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN746F 0.25 1.0 1.0 M 

Betaine 
60 Control (436) 

G allele (322) 
A allele (166) 
 

RELN746R 0.25 
RELN746AF 0.25 
RELN746GR 0.25 
 
 

   
 
รูปที่ 11 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362746 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
436 bp S1 มีจีโนไทปแบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 436, 166 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผล
พีซีอารขนาด 436, 322 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 436, 322, 166 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 22 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs736707 บริเวณอินทรอน 59 
ยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN707F 0.10 1.5 - 62 Control (453) 

T allele (345) 
C allele (156) 
 

RELN707R 0.10 
RELN707TF 0.25 
RELN707CR 0.10 
 
 

  
 
รูปที่ 12 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs736707 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
453 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 453, 156 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ T/T     
(ผลพีซีอารขนาด 453, 345 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 453, 345, 156 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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การศึกษาตําแหนงสนิปสตางๆ บนยีน MET 
 

ตําแหนงสนิปสที่สนใจศึกษาและเหตุผลในการเลือกศึกษาสนิปสดังกลาวดัง
แสดงในตารางที่ 23 โดยระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงแสดงในรูปที่ 13  
 
ตารางที่ 23 แสดงตําแหนงสนิปสในการศึกษายีน MET พรอมเหตุผลในการศึกษา 
 

สนิปส ตําแหนง 
ความถี่
แอลลีล 

เหตุผลในการศึกษา 

rs1858830 
(C/G) 

Promoter C:0.500 
G:0.500 

พบความสัมพันธของแอลลีล C และจีโนไทปแบบ 
C/C ในผูปวยออทิซึมสูงกวาในกลุมควบคุม และ  
จีโนไทปดังกลาวยังลดการแสดงออกของโปรตีน 
MET ในผูปวยออทิซึม 

rs38845 
(A/G) 

Intron 1 A:0.356 
G:0.644 

พบแอลลีล A มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่
เปนออทิซึมสูงกวาแอลลีล G ในผูปวยออทิซึม 

rs10243024 
(A/G) 

Intron 2 A:0.200 
G:0.800 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs38859 
(C/T) 

Intron 3 C:0.430 
T:0.570 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs13223756 
(A/G) 

Exon 7 A:0.811 
G:0.189 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 

rs2299439 
(G/T) 

Intron 15 G:0.589 
T:0.411 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs2023748 
(A/G) 

Exon 21 A:0.433 
G:0.567 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 
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รูปที่ 13 แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ที่ใชใน
การศึกษานี้ 
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การศึกษานิปสบนยีน MET 
 

ไพรเมอรที่ใชในการศึกษาจีโนไทปของสนิปสตําแหนงตางๆ บนยีน MET 
แสดงรายละเอียดของไพรเมอรในตารางที่ 24 สภาวะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสนิปสตางๆ 
บนยีน MET ดังแสงในตารางที่ 25-31 และรูปแสดงผลของพีซีอารในรูปที่ 14-20 
 
ตารางที่ 24 รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโนไทป
ของสนิปสของยีน MET 
 
สนิปส ชื่อไพรเมอร ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการศึกษา 

rs1858830 
(C/G) 

MET830F 5’-ACGCGAGGCAGACAGACAC-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET830R 5’- CTCCGCATCTGCTCACAAAG -3’ 
MET830CF 5’-GGGCGGGGCGCTGGGCTCAGCTC-3’ 
MET830GR 5’- AGGGCCTCCGGGTCACCTGCGGACC-3’ 

rs38845 
(A/G) 

MET845F 5’-CCACTGGGATATTGTCTCTGGGGATA-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET845R 5’-AAGCCCAAAGGTTTGCCTAGGTCCTAAG-3’ 
MET845AF 5’-ATGGCTCCAGCCAATGGCTACACTGTACA-3’ 
MET845GR 5’-AGATGGTTGTGAGACCACAGTCTCACGTC-3’ 

rs10243024 
(A/G) 

MET3024F 5’- CTGATATCGCAAACGGGAAGGAG -3’ RFLP; Hpy188I 
MET3024R 5’- GTGACTTAGGGCACATATCTGGGC -3’ 

rs38859 
(C/T) 

MET859F 5’- GTAGAGGGAGTGACTATGTAATCG -3’ RFLP; AluI 
MET859R 5’- TTTAACAATGCCCGGGAAATGAGG -3’ 

rs13223756 
(A/G) 

MET756F 5’-GCTTATCTTGAAACTCTGCTTGCTATTC-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET756R 5’-CAGTTAAAGTAAGTAAAGTGCCACCAG-3’ 
MET756AF 5’-TTATTTCAAATGGCCACGGGACAACAAAA-3’ 
MET756GR 5’-TTACCACATAGGAGAATGTACTGGAC -3’ 

rs2299439 

(G/T) 

MET439F 5’-AAGGTTGTGCCACAGCACTCCAG-3’ RFLP; MseI 
MET439R 5’-CTACCACAGGAAAGTGAGAAGGC-3’ 

rs2023748 
(A/G) 

MET748F 5’-TCCTACAACCCGAATACTGCCCAGA-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET748R 5’-TGGCAAGAGCAAAGAATATCGATGGCC-3’ 
MET748AF 5’-T TCTGAACTGGTGTCCCGGATATCAACA-3’ 
MET748GR 5’-TGCTCCCCAATGAAAGTAGAGAAGGTC-3’ 
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ตารางที่ 25 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs1858830 บริเวณโปรโมเตอร 
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET830F 0.5 1.0 10%DMSO 65 Control (270) 

G allele (227) 
C allele (95) 
 

MET830R 4.0 
MET830CF 2.0 
MET830GR 0.05 
 
 

   
 
รูปที่ 14 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs1858830 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
270 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 270, 95 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G       
(ผลพีซีอารขนาด 270, 227 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/G (ผลพีซีอารขนาด 270, 227, 95 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 26 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs38845 บริเวณอินทรอน 1 ยีน 
MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET845F 0.1 1.0 - 62 Control (390) 

G allele (329) 
A allele (118) 
 

MET845R 0.1 
MET845AF 0.25 
MET845GR 0.25 
 
 

  
 
รูปที่ 15 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs38845 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
390 bp S1 มีจีโนไทปแบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 390, 118 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G    
(ผลพีซีอารขนาด 390, 329 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 390, 329, 118 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 27 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs10243024 บริเวณอินทรอน 2 
ของยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET3024F 0.25 1.5 

 
- 58 Uncut 454 

A allele (152, 102, 
89, 76, 40) 
G allele (112, 102, 
89, 76, 40, 35) 

MET3024R 0.25 

 

 
 

รูปที่ 16 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy188I ของสนิปส rs10243024 
รูป (A) แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy188I รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลา
ไมด แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมดของผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ S1 คือ 
ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (454 bp) การอานผลจีโนไทป คือ 
S2 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผลพีซีอารขนาด 112, 102, 89, 76, 40 และ 35 bp) S3 มีจีโนไทป
แบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 152, 102, 89, 76 และ 40 bp) S4 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอาร
ขนาด 152, 112, 102, 89, 76, 40 และ 35 bp) ผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะขนาด 40 และ 35 คูเบสจะไมสามารถตรวจพบในเจลเนื่องจากมีขนาดเล็กและตกจาก
เจลเม่ือแยกดวยกระแสไฟฟา 

(A) (B) 
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ตารางที่ 28 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs38859 บริเวณอินทรอน 3 ของ
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร(bp) 
ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET859F 0.25 1.5 

 
- 60 Uncut 435 

C allele (355, 80) 
T allele (195, 160, 
80) 

MET859R 0.25 

 
 

  
 

รูปที่ 17 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ AluI ของสนิปส rs38859 รูป (A) 
แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ AluI รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมดของ
ผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ S1 คือ ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (435 bp) การอานผลจีโนไทป คือ S2 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอาร
ขนาด 355 และ 80 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 195, 160 และ 80 bp) S4 มี 
จีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 355, 195, 160 และ 80 bp) ผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะขนาด 80 คูเบสจะไมสามารถตรวจพบในเจลเนื่องจากมีขนาดเล็กและ
ตกจากเจลเม่ือแยกดวยกระแสไฟฟา 

(A) (B) 
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ตารางที่ 29 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs13223756 บริเวณเอกซอน 7 
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET756F 0.2 1.0 Q-solution 

(Qiagen) 
0.8X 

60 Control (398) 
G allele (229) 
A allele (174) 
 

MET756R 0.15 
MET756AF 0.25 
MET756GR 0.5 
 
 

  
 
รูปที่ 18 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs13223756 รูป 
(A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มี
ขนาด 398 bp S1 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผลพีซีอารขนาด 398, 174 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ 
A/A (ผลพีซีอารขนาด 398, 229 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 398, 229,    
174 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางท่ี 30 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299439 บริเวณอินทรอน 15 
ของยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร(bp) 
ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET439F 0.2 1.5 1M 

Betaine 
60 Uncut 580 

G allele (349, 140, 
91) 
T allele (208, 141, 
140, 91) 

MET439R 0.2 

 

  
 

รูปที่ 19 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI ของสนิปส rs2299439 รูป 
(A) แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ MseI รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด 
ของผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ S1 คือ ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (580 bp) การอานผลจีโนไทป คือ S2 มีจีโนไทปแบบ G/G         
(ผลพีซีอารขนาด 349, 140 และ 91 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 208, 141, 
140 และ 91 bp) S4 มีจีโนไทปแบบ G/T (ผลพีซีอารขนาด 349, 208, 141, 140 และ 91 bp)
ผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะขนาด 141 และ 140 คูเบส ไมสามารถ
มองเห็น 2 แถบแยกจากกันได เน่ืองจากมีขนาดใกลเคียงกันมาก และผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 
91 คูเบสจะไมสามารถตรวจพบในเจลเนื่องจากมีขนาดเล็กและตกจากเจลเม่ือแยกดวย
กระแสไฟฟา 

(A) (B) 
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ตารางที่ 31 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2023748 บริเวณเอกซอน 21 
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET748F 0.2 1.0 - 62 Control (460) 

A allele (279) 
G allele (234) 

MET748R 0.2 
MET748AF 0.25 
MET748GR 0.25 
 
 

  
 
รูปที่ 20 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2023748 
รูป (A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control 
มีขนาด 460 bp S1 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผลพีซีอารขนาด 460, 234 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ 
A/A (ผลพีซีอารขนาด 460, 279 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 460, 279,   
234 bp) 
 
 
 

(A) (B) 



 

  

60

การทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) 
 

ทําการยืนยันความถูกตองของจํานวนซ้ํา GGC และแอลลีลในสนิปสของยีน 
RELN และยีน MET โดยการทดสอบลําดับดีเอ็นเอในบางตัวอยางของสนิปสแตละตําแหนงที่
เลือกมาศึกษา โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแตละตําแหนงที่ศึกษาตามสภาวะที่เหมาะสมของ
แตละตําแหนงดังเสนอมาแลวขางตน จากน้ันนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาแยกดวยโพลีอะคริลาไมด
เจลความเขมขนรอยละ 6 ทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี gel purification ดังน้ี  
  หลังจากแยกพีซีอารดวยเจลโพลีอะคริลาไมดแลว ตัดเจลเฉพาะในตําแหนงผล
พีซีอารที่ตองการ ใสในหลอดที่เติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพ่ือ
แยกผลิตภัณฑพีซีอารจากเจล บมที่ 37 องศาเซลเซียสขามคืน หลังจากนั้นดูดสารละลาย 
Elution buffer ใสหลอดใหม เติม Elution buffer ใหมจํานวน 100 ไมโครลิตรใสหลอดเดิม บม
ซํ้าที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ดูดสาร Elution buffer รวมกันในหลอดเดียว เติม
เอธานอลบริสุทธิ์ที่เย็นจํานวน 800 ไมโครลิตร แชเย็นที่ -70 องสาเซลเซียส นาน 30 นาที 
จากน้ันตกตะกอนพีซีอารโดยนําไปปนตกที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เทเอธานอลทิ้ง 
เติมเอธานอลรอยละ 70 จํานวน 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันปนตกที่ 12,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที ดูดเอธานอลทิ้ง ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ละลาย     
ดีเอ็นเอโดยน้ําบริสุทธิ์ จํานวน 5 ไมโครลิตร จากน้ันนําดีเอ็นเอที่ไดไปทําพีซีอารเพ่ือหาลําดับ
เบส 
  การทําพีซีอารเพ่ือหาลําดับเบสของจํานวนซ้ําของ GGC และสนิปสในตําแหนง
ตางๆที่ศึกษาของยีน RELN และ MET ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพรเมอร 
forward หรือ reverse 1.6 พิกโกโมล BigDye terminator v1.1 ready reaction premix 1X และ
บัฟเฟอร BigDye terminator sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ 
thermal cycler ภายใตสภาวะ 96 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 1 รอบ 96 องศาเซลเซียส 10 
วินาที 50 องศาเซลเซียส 5 วินาที 60 องศาเซลเซียส 4 นาที จํานวน 25 รอบ ตกตะกอนผล  
พีซีอารดวยวิธี Sodium acetate/ethanol ละลายพีซีอารดวยสารละลาย HiDi-formamide 
ปริมาตร 12 ไมโครลิตร บมที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําไปหาลําดับดีเอ็นเอดวยเครื่อง
ทดสอบสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (ABI 3130) 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

การวิเคราะหความแตกตางทางสถิต ิ
 

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

 

 
 

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

 
การวิเคราะหผลการศึกษาโดยใชโปรแกรม PLINK v1.00 (Purcell et al., 2007) 
 

โปรแกรม PLINK (Package: PLINK) เขียนขึ้นโดย Shaun Purcell ซ่ึง
สามารถดาวนโหลดไดจาก (URL: http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) PLINK เปน
โปรแกรมที่ทํางานผาน command line mode โดยขอมูลที่จะศึกษาจะตองประกอบดวยขอมูล
หรือผลของจีโนไทปและตําแหนงที่ตั้งของตําแหนงที่ศึกษาซึ่งโปรแกรม PLINK สามารถ
วิเคราะห Association analysis และวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ได ขอมูลที่จะ
ใชวิเคราะหผลโดยโปรแกรม PLINK จะตองเปนไฟลที่บันทึกลงในโปรแกรม excel และแปลง
เปนไฟลนามสกุล .txt การเตรียมขอมูลในการวิเคราะหผล จะตองมีการเตรียมขอมูลจีโนไทปแต
ละสนิปสของทั้งกลุมผูปวยและกลุมควบคุมใชโปรแกรม Excel ซ่ึงจะประกอบดวยขอมูลทั้งหมด
อยางนอย 7 คอลัมน ดังแสดงในรูปที่ 21 และสรางแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนโดยใช
โปรแกรม Notepad โดยสนิปสตําแหนงแรกของแตละยีนกําหนดเปนตําแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 
100) และสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ เปนระยะทางหางจากตําแหนงอางอิง ตั้งชื่อแผนที่สนิปสเปนไฟล
นามสกุล .txt ดังแสดงในรูปที่ 22 
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รูปที่ 21 แสดงขอมูล (input) นามสกุล .txt ที่ใชในการวิเคราะหดวยโปรแกรมแฮโพลวิว 
 
(1) Pedigree name เปนการตั้งคาของครอบครัว (family ID) เชน PS1-3 เปนตน 
(2) Individual ID เปนการตั้งคาหมายเลขประจําตัวของแตละบุคคลในการศึกษา  

โดยกําหนดใหผูปวยมีรหัสเปน 201 พอผูปวยเปน 101 และแมผูปวย
เปน102  

(3) Parental ID เปนการตั้งคาของบิดา (Paternal ID) กําหนดเปน 0 ในกรณีการศึกษา 
แบบ Association based case control 

(4) Maternal ID เปนการตั้งคาของมารดา (Maternal ID) กําหนดเปน 0 ในกรณี 
การศึกษาแบบ Association based case control 

(5) Sex  เปนการตั้งคาของเพศ ผูชายกําหนดเปน 1 และผูหญิงกําหนดเปน 2 
(6) Affectation status เปนการตั้งคาสถานะ กลุมควบคุมกําหนดเปน 1 และกลุมผูปวย 

กําหนดเปน 2 
(7) Marker genotype จีโนไทปของแตละสนิปสแยกตามคอลัมน โดยกําหนดเปน A T C และ  

G หรือ 1 2 3 และ 4 และใชตวัเลข 0 0 แทนมารคเกอรที่ไมมี         
ผลจีโนไทป 
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รูปที่ 22 แสดงแผนที่ (map) ที่ระบุถึงตําแหนงของสนิปสที่ตองการศึกษา (1) แสดงตําแหนง
โครโมโซมของสนิปสที่ศึกษา (2) แสดงชื่อของสนิปส (3) แสดงชวงระยะเริ่มกําหนดเปน 0 (4) 
แสดงระยะหางของลําดับคูเบส 
 

นอกจากน้ีโปรแกรม PLINK ยังสามารถวิเคราะหคาตางๆทางสถิติที่ใชใน
การศึกษาทางพันธุกรรมไดหลายคา ดังน้ี 

1. Hardy-Weinberg Equilibrium  
2. Association analysis (association, model, logistic, dominant, recessive) 
3. Family base association โดยวีธี TDT  

 
การใชโปรแกรม PLINK วิเคราะหคาทางสถิติ 
 

1. ผูใชงานตองเปดหนาตาง Command Prompt โดยเลือกไปที่ Start > Accessories 
> Command Prompt จะปรากฏหนาตาง Command Prompt ขึ้นมา 

2. ขั้นตอนตอไปผูใชงานเปลี่ยนตําแหนงการทํางานไปที่ drive C: หรือ drive อ่ืนที่เก็บ
ขอมูลขางตนไว โดยใชคําส่ัง cd ตามดวยไฟลที่เก็บขอมูลไว  

3. จากน้ันปอนคําสั่งในการหาคาทางสถิติแบบตางๆ โดยเริ่มจากคําส่ัง plink โดย
กําหนดใหใสชื่อไฟลที่ตองการศึกษาหลังคําส่ัง –ped ใสชื่อแผนที่ยีนที่ศึกษาหลัง
คําสั่ง –map จากนั้นใสคําสั่งทางสถิติที่ตองการศึกษา และใสชื่อไฟลผลการศึกษา
หลังคําสั่ง –out ดังแสดงตัวอยางการศึกษายีน MET ในรูปแบบตางๆทางสถิติ โดย
ใชไฟลชื่อ MET_CASE_All188.txt  ในการศึกษาแบบ population based case 
control และไฟลชื่อ MET_TDT_All160.tx ในการศึกษาแบบ Family based 
association และแผนที่ชื่อ map_MET.txt ในตารางที่ 32 
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4. เม่ือปอนคําสั่งเรียบรอย กด Enter ผลการวิเคราะหจะแสดงรายละเอียดของการใช
คําสั่ง และผลการวิเคราะหทางสถิติในหนาจอของ command prompt ดังแสดงใน
รูปที่ 23 

5. คําสั่งทางสถิติที่ใชในการศึกษาจะแสดงผลออกมาในไฟลของ .log ซ่ึงแสดงผล
เหมือนกับในหนาจอ command prompt สวนผลการศึกษาสามารถเปดอานผลได
โดยโปรแกรม notepad ดังแสดงตัวอยางผลการศึกษาในบางคําส่ังในรูปที่ 24-26 

 
ตารางที่ 32 แสดงคําสั่งในการหาคาทางสถิติโดยใชโปรแกรม PLINK 
 

สถิติทีต่องการศึกษา คําส่ังบน command prompt 
Hardy-Weinberg 
Equilibrium test 

Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –hardy –
nonfounders – out MET_HWE_test 

Association  Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –assoc –ci 
0.95 –out MET_Case_all188_assoc 

Model Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –model –ci 
0.95 –out MET_Case_all188_model 

Logistic (additive) Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –logistic –ci 
0.95 –out MET_Case_all188_logistic 

Logistic (dominant) Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –logistic –
dominant –ci 0.95 –out MET_Case_all188_dom 

Logistic (recessive) Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –logistic –
recessive –ci 0.95 –out MET_Case_all188_rec 

Fisher Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –model --
fisher –ci 0.95 –out MET_Case_all188_fisher 

TDT Plink –ped MET_TDT_All160.txt –map map_MET.txt –tdt –ci 0.95 –
out MET_TDT_All160 

--ci 0.95 ชวงของความเชื่อมั่นท่ี 95% ของคา Odd ratio จากคาตํ่าสุดถึงคาสูงสุด 

 
หมายเหตุ 
1. assoc  ใชในการศึกษาความสัมพันธของแอลลีลที่แตกตางกันระหวางผูปวยกับกลุมควบคุม 
2. model  ใชในการศึกษาความสัมพันธของจีโนไทปที่แตกตางกันระหวางกลุมผูปวยกับกลุม

ควบคุม  
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3. logistic  ใชในการศึกษาความสัมพันธของจีโนไทปโดยจะทําการคํานวณ minor allele  และ 
major allele เพ่ือใชในการคํานวณ model ตางๆ additive model, dominant 
model และ recessive model  

4. fisher   ใชในการศึกษาในกรณีที่มีจีโนไทปแบบใดแบบหนึ่งนอยกวา 5  
5. TDT     ใชในการศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกที่เปนโรค 

 

 
 
รูปที่ 23 แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK ในการ
วิเคราะหหาคาสมดุลฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg Equilibrium) 
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รูปที่ 24 แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

 
 
รูปที่ 25 แสดงผลการทดสอบคาโดยใชคําส่ัง assoc โดยใชโปรแกรม PLINK  
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รูปที่ 26 แสดงผลการทดสอบการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT 
โดยใชโปรแกรม PLINK  
 
  การวิเคราะหคา Family based association โดยวิธี TDT แสดงผลการศึกษา
ดังรูปที่ 26 โดยประกอบดวยขอมูลดังน้ี 
 

 CHR  คือตําแหนงโครโมโซมที่ใชในการศึกษา 
 SNP  คือตําแหนงสนิปส 
 A1:A2  คือลักษณะแอลลีลในสนิปสแตละตําแหนง 
 T:U-TDT คือถายทอด:ไมถายทอดแอลลีลแบบใดแบบหนึ่งจากพอแมมา 

สูลูก เชน rs1858830 แสดงผล C:G = 72:85 คือมีการ
ถายทอดแอลลีล C จากพอแมมาสูลูกแตไมมีการถายทอด 
แอลลีล G เทากับ 72 และมีการถายทอดแอลลีล G จากพอแม
มาสูลูกแตไมมีการถายทอดแอลลีล C เทากับ 85 

 OR_TDT คืออัตราสวนของโอกาสที่จะเกิดเหตุการณหน่ึงตอโอกาสที่จะ 
ไมเกิดเหตุการณน้ัน 

 L95 (Lower bound of 95% confidence interval for TDT odds ratio) 
คือคาต่ําสุดจากชวงของความเช่ือม่ันที่ 95% ของคา        
Odd ratio 

 U95 (Upper bound of 95% confidence interval for TDT odds ratio) 
คือคาสูงสุดจากชวงของความเชื่อม่ันที่ 95% ของคา        
Odd ratio 

 CHISQ_TDT คือคา Chi-square test 
 P_TDT  คือคา P-value 
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การวิเคราะหความสัมพันธดวยโปรแกรมแฮโพลวิว (Haploview) (Barrett et al., 2005) 
   

โปรแกรมแฮโพลวิว (Haploview) เปนโปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหผลสถิติ
ทางดานพันธุศาสตรจากขอมูลจีโนไทปของตัวอยางตรวจแตละราย โปรแกรมสามารถแสดงคา
ทางสถิติไดหลายรูปแบบ เชน heterozygosity, HWE, %genotype, family trio, mendarian 
error และ minimum allele frequency นอกจากนี้ยังมีความสามารถอ่ืนๆ อีกในการคํานวณและ
วิเคราะหการสราง LD และ Haplotype blocks ไดจากขอมูลจีโนไทป การหาความถี่ haplotype 
ในกลุมประชากรที่ศึกษา (Haplotype population frequency estimation) การคํานวณ 
association test แบบใชขอมูลสนิปสทีละตําแหนงและแบบใชขอมูล Haplotype blocks การทํา 
permutation testing สําหรับคํานวณ association test และอ่ืนๆ 
  โปรแกรม Haploview เปนโปรแกรมที่ทํางานไดกับขอมูลที่ผูใชงานดาวนโหลด
มาจาก Hapmap project และจาก Perlegen Genotype Browser โปรแกรมสามารถทํางานได
กับขอมูลที่มีจํานวนสนิปสหลายพันตําแหนง และสามารถทํางานไดมากขึ้นกับการใชงานแบบ 
command line mode 
  ผูใชงานสามารถดาวนโหลดโปรแกรม Haploview ผานทางอินเตอรเน็ตซ่ึงมี 
URL ดังน้ี คือ http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php โดยโปรแกรมแฮโพลวิวมี
การติดตั้งคาตัวแปรมาตั้งแตตน (default parameter) ของแตละฟงกชั่นของโปรแกรม 

1. โปรแกรมทําการคํานวณเฉพาะสถิติ pairwise LD สําหรับมารคเกอรที่มี
การกําหนดระยะระหวางมารคเกอร ตั้งคาไวที่ 500 KB 

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

คือ population base case control หรือการศึกษาการถายทอดแอลลีลใด
แอลลีลหน่ึงภายในครอบครัว (family trios) 

 
การศึกษาความสัมพันธโดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว (Haploview) จะตองมีการ

เตรียมขอมูลจีโนไทปแตละสนิปสของทั้งกลุมผูปวยและกลุมควบคุมใชโปรแกรม Excel ซ่ึงจะ
ประกอบดวยขอมูลทั้งหมดอยางนอย 7 คอลัมน เชนเดียวกับการวิเคราะหดวยโปรแกรม PLINK 
ตางกันที่แผนที่ของตําแหนงสนิปส โดยการศึกษาดวยโปรแกรมแฮโพลวิว จะสรางแผนที่ของ
ตําแหนงสนิปสบนยีน โดยสนิปสตําแหนงแรกกําหนดเปนตําแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 100) ดัง
แสดงในรูปที่ 27 และสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ เปนระยะทางหางจากตําแหนงอางอิง ตั้งชื่อแผน
ที่สนิปสเปนไฟลนามสกุล .txt และการวิเคราะหความสัมพันธเลือกพารามิเตอรที่เปน case-
control หรือ family trios ได ดังแสดงหนาจอหลักของโปรแกรมในรูปที่ 28 
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รูปที่ 27 แสดงแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนที่ตองการศึกษาโดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว  
 

 
 
รูปที่ 28 แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮโพลวิว 
 
การใชโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1 

1. เปดโปรแกรมแฮโพลวิวขึ้นมา  
2. เลือกไฟลขอมูลที่ตองการนํามาวิเคราะหผลทางสถิติดวยโปรแกรมดังกลาวโดยระบุ

นามสกุลเปนไฟล .txt เชน MET_TDT_All160.txt ใน data file และแผนที่ของ
ตําแหนงสนิปสบนยีน เชน map_MET1.txt ใน Locus Information File จากน้ันเลือก
เปน Do association test ในการศึกษาสนิปสบนโครโมโซมรางกาย สามารถเลือก
ศึกษาไดทั้งแบบ Family trios data หรือ Case/Control data ก็สามารถทําได โดย
โปรแกรมจะทําการนําไฟลทั้งสองมาวิเคราะหผลแบบอัตโนมัติ  
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ผลการศึกษาจากโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1 มีดังน้ี 
 

1. การตรวจสอบคุณสมบัติมารคเกอร (Marker Checks) โปรแกรมจะทําการคํานวณขอมูล
พ้ืนฐานของแตละมารคเกอร บางมารคเกอรจะถูกกรองออกดวยคุณสมบัติที่ไดทําการ
ตั้งคาไวแตแรก และรายงานผลสําหรับการตรวจสอบคุณสมบัติของมารคเกอร แสดงดัง
รูปที่ 29 ซ่ึงประกอบดวย 

  #  คือ เลขที่มารคเกอร 
 Name  คือ ชื่อมารคเกอร 
 Position คือ ตําแหนงของมารคเกอร 
 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 ซ่ึงก็ 

คือโอกาสความนาจะเปนที่ขอมูลจีโนไทปน้ีจะมีการ 
กระจายตัวแบบสมดุล 

 %Geno  คือ คารอยละของการศึกษาจีโนไทปที่ไดผลของแตละ 
มารคเกอร 

 FamTrio คอื จํานวนครอบครัวที่มีผลจีโนไทปครบ 
 MendErr คือ จํานวนครอบครัวที่มีผลจีโนไทปไมเปนไปตามกฎของ  

Mendel  
 MAF  คือ คา minor allele frequency  ของแอลลีลแตละ      

มารคเกอร 
 Allele  คือ แสดง Major และ Minor ของแอลลีลทีต่าํแหนงสนิปส 

น้ันๆ 
 Rating  คือ คาที่บอกใหโปรแกรมวิเคราะหผล ถามีเคร่ืองหมายถูก  

อยูแลวแสดงวามารคเกอรน้ันผานการทดสอบ แตถา
ไมมีเคร่ืองหมายถูกแสดงวาไมผานการทดสอบ 

 
2. หนาตางแสดง Linkage disequilibrium (LD Display) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเคร่ืองหมาย

พันธุกรรมที่อยูใกลกันมีโอกาสถายทอดไปดวยกันมากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง ซ่ึง
พิจารณาจากคา Lewontin’s coefficient (D’) ที่คํานวณจากระยะทางและความถี่     
แอลลีลของแตละคูสนิปส หากคา D’ มากกวา 0.8 หรือรอยละ 80 หมายความวา มีการ
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ถายทอดไปดวยกันของคูเคร่ืองหมายพันธุกรรม การสรางบล็อกมาจากการเลือก
พารามิเตอร solid spine ซ่ึงโปรแกรมจะเลือกตําแหนงที่มีการถายทอดไปดวยกันสูง 
(strong LD) ของสนิปสตัวแรก และตัวสุดทาย ใน LD chart และสนิปสที่อยูใน LD 
เรียกวา haplotype block ซ่ึงสีในแตละบล็อกจะแสดงผลการศึกษาคา LD ขางตน ดัง
แสดงในรูปที่ 30 

3. หนาจอแสดง blocks และ haplotypes โดยโปรแกรมสามารถสราง haplotype ไดหลาย
แบบ ดังแสดงตัวอยางแฮโพลไทปของยีน MET ในรูปที่ 31 
 

 
 
รูปที่ 29 แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว 
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รูปที่ 30 แสดงผลการทดสอบ Linkage disequilibrium (LD Display) ที่ไดจากโปรแกรม       
แฮโพลวิว 
 

 
 
รูปที่ 31 แสดงผลการทดสอบ haplotype block ที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
การศึกษาคร้ังน้ีมีผูปวยที่ผานการวินิจฉัยวาเปนออทิซึมสเปคตรัมจํานวน 188 

ราย โดยการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมสเปคตรัมไดแบงผูปวยออกเปนกลุม 2 
กลุมตามลักษณะที่ปรากฏ เพ่ือใชในการวิเคราะหผลทางสถิติหาความสัมพันธของยีน RELN 
และยีน MET กับภาวะออทิซึม ทั้งการศึกษาแบบ Population based case control และแบบ 
Family based association (TDT) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 33 
 
ตารางที่ 33 แสดงการแบงกลุมผูปวยที่ใชในการวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติตามลักษณะ
ที่ปรากฏ  
 

ลักษณะของผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
จํานวนผูปวย (ราย) 

case-control TDT* 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 188 160 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 156 134 

* ประกอบดวย พอ แม และ ลูก หรือเรียกวา Trio  
  
 คําอธิบายสัญลักษณ 

NS (Non Significance)   = ไมพบความแตกตางทางสถิต ิ
            *** (Significance)     = พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
 df (degree of freedom)    = ระดับชั้นแหงความอิสระ  
 P-value (probability value)    = คาความนาจะเปน  

 χ2 (Chi Square)   = คาการทดสอบไคสแควร 
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การตรวจวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวย                
ออทิซึมสเปคตรัม 
 

ผลการตรวจวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 188 ราย ดวยวิธี Fragment analysis โดยดูจํานวนซ้ํา GGC จาก
ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่อานไดจาก peak signal ผลจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แสดงในรูป
ที่ 32-33 และยืนยันผลจํานวนซ้ําดวยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในรูปที่ 34 
 

  
 

  
 

รูปที่ 32 แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมดวยวิธี Fragment analysis รูป A อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 10/10 รูป B 
อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 8/10 ซํ้า รูป C อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 
7/10 ซํ้า และรูป D อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 10/11 ซํ้า 

A B 

C D 
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รูปที่ 33 แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวย        
ออทิซึมสเปคตรัมดวยวิธี Fragment analysis รูป A อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 
10/13 ซํ้า รูป B อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 10/15 ซํ้า รูป C อานผลจีโนไทปจํานวน
ซํ้า GGC เปน 13/15 ซํ้า และรูป D อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 15/15 ซํ้า 
 

 

 
 
 

 

A B 

C D 
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ยืนยันจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN โดยการหาลําดับ        
นิวคลีโอไทด ดังแสดงในรูปที่ 34 

 

 
 
รูปที่ 34 แสดงผลการยืนยันจํานวนซ้ําของ GGC ดวยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด                
(A) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดงจํานวนซ้ํา GGC 7 ซํ้า (B) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดง
จํานวนซ้ํา GGC 10 ซํ้า (C) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดงจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้า             
(D) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดงจํานวนซ้ํา GGC 15 ซํ้า 
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การศึกษานี้ไดทดสอบจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในกลุม
ประชากรปกติที่มาบริจาคเลือดที่โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติและโรงพยาบาล
สงขลานครินทร โดยประชากรดังกลาวเปนคนไทยที่มีภูมิลําเนาอยูภาคกลาง 226 คน (ผูชาย 
165 คน ผูหญิง 61 คน) อยูภาคใต 46 คน (ผูชาย 35 คน และผูหญิง 11 คน) รวมเปน 272 คน 
นํามาเปรียบเทียบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC ของแตละภาค โดยจัดกลุมออกเปน 5 
กลุม จํานวนซ้ํา GGC ที่พบไดนอยจะรวมเขาดวยกันเพ่ือใหเหมาะสมตอการทดสอบไคสแควร 
ผลจากการทดสอบพบจํานวนซ้ํา GGC ในแตละภาคไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05) ดัง
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 34 ดังนั้นในการศึกษานี้จึงรวบรวมขอมูลคนปกติทั้งสองกลุมเขา
ดวยกันเพ่ือทดสอบความแตกตางทางสถิติ 

 
ตารางที่ 34 แสดงการเปรียบเทียบการกระจายตัวของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ในตัวอยาง
คนไทยปกติภาคกลาง และภาคใตดวยการทดสอบไคสแควร  
 

จํานวนซ้ํา GGC 
ภาคกลาง ภาคใต 

จํานวน (คน) รอยละ จํานวน (คน) รอยละ 
5-7 13 2.88 2 2.17 
8-9 48 10.62 8 8.70 
10 340 75.22 73 79.35 

11-13 42 9.29 8 8.70 
14-15 9 1.99 1 1.09 
รวม 452 100.00 92 100.00 

 
ผลการเปรียบเทียบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC ระหวางคนปกติภาค

กลางและภาคใต ไมพบความแตกตางทางสถิติ (Chi square = 0.5830, df = 4, P = 0.9649) 
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ผลการศึกษาพบจํานวนซ้ํา GGC ในผูปวยตั้งแต 6 - 16 ซํ้า สวนในกลุม
ควบคุมพบจํานวนซ้ํา GGC ตั้งแต 5-15 ซํ้า โดยจํานวนซ้ําที่พบมากที่สุดทั้งในกลุมผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมไดแก 10, 8 และ 13 ซํ้า ตามลําดับ ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 35 
   
ตารางที่ 35 แสดงการกระจายตัวของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ในกลุมผูปวย              
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด (272 คน)  
 

แอลลีล 
(GGC repeats) 

ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
188 ราย 

รอยละ 
กลุมควบคุม 

272 คน 
รอยละ 

5 0 0.00 1 0.18 
6 1 0.27 2 0.37 
7 2 0.53 12 2.21 
8 34 9.04 48 8.82 
9 1 0.27 8 1.47 
10 283 75.27 413 75.92 
11 2 0.53 3 0.55 
12 3 0.80 4 0.74 
13 31 8.24 43 7.90 
14 1 0.27 0 0.00 
15 17 4.52 10 1.84 
16 1 0.27 0 0.00 
รวม 376 100.00 544 100.00 
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การเปรียบเทียบจํานวนซ้ํา GGC ในรูปแบบแอลลีล พบความแตกตางกัน
ของความถี่จํานวนซ้ํา GGC ระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม โดยพบ
จํานวนซ้ํา GGC ตั้งแต 14 ซํ้าขึ้นไปในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงถึงรอยละ 5.06 สวนใน
กลุมควบคุมพบเพียงรอยละ 1.84 ดังนั้นจึงแบงจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุมเพ่ือศึกษา
ความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมคือ กลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าและ
กลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC <14 ซํ้า เปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุม

ควบคุม ผลการศึกษาพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวาง
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมดและในกลุมผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (P = 0.0061 และ P = 0.0240 ตามลําดับ) 
โดยการทดสอบไคสแควร ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 36  
 
ตารางที่ 36 แสดงการแบงกลุมแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC และผลการวิเคราะหความแตกตาง
ระหวางผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุมควบคุม โดยใชไคสแควร 
 

แอลลีล 
(GGC repeats) 

ผูปวยออทิซึมท้ังหมด 
(188 ราย) 

กลุมควบคุมท้ังหมด 
(272 คน) 

ผูปวยชายทั้งหมด 
(156 ราย) 

กลุมควบคุมเพศชาย 
(200 คน) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

GGC < 14 ซ้ํา 357 94.94 534 98.16 295 94.55 391 97.75 

GGC ≥ 14 ซ้ํา 19 5.06 10 1.84 17 5.45 9 2.25 

รวม 376 100.0 544 100.0 312 100.0 400 100.0 

คา P-value 0.0061*** 0.0240*** 

   
ผลการเปรียบเทียบแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย    

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุมทั้งหมด พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 
กลุม (Chi square = 7.5275, df = 1, P = 0.0061) 

 
ผลการเปรียบเทียบแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย    

ออทิซึมสเปคตรัมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 
กลุม (Chi square = 5.0974, df = 1, P = 0.0240) 
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เม่ือพิจารณาจํานวนซ้ํา GGC ในรูปแบบจีโนไทป พบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา 
GGC ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 16 แบบ สวนในกลุมควบคุมพบจีโนไทปทั้งหมด 
20 แบบ จีโนไทปที่พบบอยที่สุด 3 อันดับแรกทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุม
ควบคุมคือ 10/10, 10/13 และ 8/10 ตามลําดับ โดยจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ทั้งในกลุม
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 37 
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ตารางที่ 37 แสดงการกระจายตัวของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ที่พบในผูปวย            
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม จํานวน (272 คน)  
 

จีโนไทป 
ผูปวยออทิซึม 

188 ราย 
รอยละ 

กลุมควบคุม 
272 คน 

รอยละ 

10/10 104 55.32 163 59.93 
10/11 2 1.06 2 0.74 
10/12 2 1.06 0 0.00 
10/13 27 14.36 37 13.60 
10/14 1 0.53 0 0.00 
10/15 13 6.91 4 1.47 
10/16 1 0.53 0 0.00 
12/13 1 0.53 0 0.00 
13/15 1 0.53 2 0.74 
15/15 1 0.53 2 0.74 
6/15 1 0.53 0 0.00 
7/10 2 1.06 7 2.57 
8/10 26 13.83 35 12.87 
8/13 2 1.06 1 0.37 
8/8 3 1.60 3 1.10 
9/10 1 0.53 0 0.00 
9/12 0 0.00 2 0.74 
6/10 0 0.00 1 0.37 
6/8 0 0.00 1 0.37 
7/8 0 0.00 3 1.10 
8/9 0 0.00 2 0.74 

11/13 0 0.00 1 0.37 
12/12 0 0.00 1 0.37 
5/10 0 0.00 1 0.37 
7/13 0 0.00 2 0.74 
9/9 0 0.00 2 0.74 
รวม 188 100.00 272 100.00 
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การศึกษาความสัมพันธของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึม ได
แบงจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุม ตามลักษณะที่พบความแตกตางของ     
แอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุมควบคุม คือ 
กลุมที่มีจีโนไทปที่ประกอบดวยจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าอยางนอย 1 แอลลีล และกลุมที่มี      
จีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า เปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับ
กลุมควบคุมทั้งหมดและกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย พบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวาง 2 กลุม (P = 
0.0025 และ P = 0.0101 ตามลําดับ) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 38 
 
ตารางที่ 38 แสดงผลการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ระหวางกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดและผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุม โดยใช  
ไคสแควร 
 

จีโนไทป 
(GGC repeats) 

ผูปวยท้ังหมด 
(188 ราย) 

กลุมควบคุมท้ังหมด 
(272 คน) 

ผูปวยชายทั้งหมด 
 (156 ราย) 

กลุมควบคุมเพศชาย 
(200 คน) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

GGC < 14 ซ้ํา 170 90.43 264 97.06 140 89.74 193 96.50 

GGC ≥ 14 ซ้ํา 18 9.57 8 2.94 16 10.26 7 3.50 

รวม 188 100.00 272 100.00 156 100.00 200 100.00 

P-value 0.0025*** 0.0101*** 

 
ผลการเปรียบเทียบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย  

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุมทั้งหมด พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 
กลุม (Chi square = 9.1723, df = 1, P = 0.0025) 

 
ผลการเปรียบเทียบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย  

ออทิซึมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 กลุม 
(Chi square = 6.6201, df = 1, P = 0.0101) 
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การศึกษาการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 
  การศึกษาการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
ทําโดยแบงจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุม เชนเดียวกับการศึกษาในรูปแบบ Population 
based case control คือกลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับกลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า 
เพ่ือดูการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าจากพอแมมาสูลูกสูงกวาจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า
หรือไม 
  ผลการศึกษาไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า จากพอแมมาสูลูก
สูงกวาจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า ทั้งในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (160 
ครอบครัว) โดยพบอัตราการถายทอดตอไมถายทอดเทากับ (16 : 13) และในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (134 ครอบครัว) โดยพบอัตราการถายทอดตอไมถายทอด เทากับ 
(14 : 12) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 39 
 
ตารางที่ 39 แสดงการถายทอดแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมดวยโปรแกรม PLINK 
 

ลักษณะของผูปวย แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
 (χ2) P-value 

ผูปวยทั้งหมด (160) GGC ≥ 14 : < 14 16 : 13 0.3103 0.5775 (NS) 
ผูปวยออทิซึมเพศชาย 
(134) 

GGC ≥ 14 : < 14 14 : 12 0.1538 0.6949 (NS) 

 
การศึกษาการถายทอดไปดวยกันของจํานวนซ้ํา GGC กับสนิปสบนยีน RELN 
 
  การศึกษาการถายทอดไปดวยกันของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC กับสนิปส
ตําแหนงอ่ืนที่ศึกษาบนยีน RELN ไดแบงจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุมเชนเดียวกับ
การศึกษาแบบ Population based case control และ Family based association คือ จํานวน
ซํ้า GGC ≥ 14 ซํ้า และ GGC < 14 ซํ้า 
  ผลการศึกษาไมพบการถายทอดไปดวยกันของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับ 
สนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN และจากการศึกษาไมพบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญของการถายทอดแฮโพลไทปแตละแบบ ทั้งการศึกษาแบบ population based case 
control และการศึกษาแบบ Family based association 
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ผลการศึกษาสนิปสบนยีน RELN  
   
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปสบนยีน RELN ใชวิธี Biallelic-ARMS PCR และ 
PCR-RFLP โดยผลการศึกษาของแตละจีโนไทปพิจารณาตามขนาดของพีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 
35-36 

 

 
 
รูปที่ 35 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs2299388 (บนซาย) 
rs607755 (บนขวา) rs2072403 (ลางซาย) และ rs362691 (ลางขวา) 
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รูปที่ 36 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs2159676 (บนซาย) 
rs362746 (บนขวา) และ rs736707 (ลางซาย) 
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ผลการวิเคราะหทางสถิต ิ
 

1. การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN แบบ Population based 
case control 

 
1.1 การศึกษาสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberg Equilibrium) ในกลุมควบคุม 

 
  กลุมควบคุมที่นํามาใชในการศึกษาแบบ Population based case control ตอง
มีการตรวจสอบการกระจายความถี่จีโนไทปใหเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก (P > 0.05) 
คือในประชากรใดๆ ตองมีความถี่จีโนไทปคงที่ ผลการทดสอบกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษาคร้ัง
น้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (จํานวน 250 คน) และการกระจายความถี่        
จีโนไทปในกลุมควบคุมเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก (P > 0.05) ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 40 
 
ตารางที่ 40 แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษา
บนยีน RELN โดยโปรแกรม PLINK 
 

ชื่อสนิปส ObsHET PredHET HWpval %Geno MAF แอลลีล 
rs2299388 0.364 0.398 0.2024 100 0.274 T:C 
rs607755 0.456 0.438 0.5660 100 0.324 A:G 
rs2072403 0.252 0.261 0.6257 100 0.154 T:C 
rs362691 0.344 0.320 0.3222 100 0.200 G:C 
rs2159676 0.520 0.500 0.6128 100 0.496 C:A 
rs362746 0.272 0.252 0.3146 100 0.148 A:G 
rs736707 0.520 0.497 0.5258 100 0.464 T:C 

 
คําอธิบาย 
ObsHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Observed Heterozygosity) 
PredHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ที่คาดหวัง (Predicted Heterozygosity) 
HWpval คือ คา P ของฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P value) 
%Geno  คือ รอยละของผลการทดสอบจีโนไทปในสนิปสแตละตําแหนง 
MAF  คือ คาความถีแ่อลลีลที่พบนอย (Minor allele frequency) 
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1.2 การศึกษาความถ่ีแอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวย     
ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 

 
ในการศึกษาคร้ังน้ีไดแยกกลุมผูปวยในการศึกษาออกเปน 2 กลุมตามลักษณะ

ที่ปรากฏ ไดแก ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด จํานวน 188 ราย กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
เพศชาย จํานวน 156 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด จํานวน 250 คน และกลุม
ควบคุมเพศชาย จํานวน 178 คน 

ผลการศึกษาความสัมพันธของความถี่แอลลีลในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด และกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับ
กลุมควบคุมเพศชาย ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน 
RELN แสดงรายละเอียดในตารางที่ 41 และตารางที่ 42 
 
ตารางที่ 41 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=1) 
 

ช่ือสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs2299388 Intron 2 
C 
T 

119 
257 

0.3165 
0.6835 

137 
363 

0.274 
0.726 1.873 

0.1711 
NS 

1.227 
(0.9153-1.645) 

rs607755 Intron 5 
G 
A 

141 
235 

0.375 
0.625 

162 
338 

0.324 
0.676 

2.467 
0.1162 

NS 
1.252 

(0.9457-1.657) 

rs2072403 Exon 15 
C 
T 

54 
322 

0.1436 
0.8564 

77 
423 

0.1540 
0.8460 0.182 

0.6997 
NS 

0.921 
(0.632-0.1343) 

rs362691 Exon 22 
C 
G 

65 
311 

0.1729 
0.8271 

100 
400 

0.200 
0.800 1.033 

0.3094 
NS 

0.836 
(0.5917-1.181) 

rs2159676 Intron 28 
C 
A 

191 
185 

0.508 
0.492 

248 
252 

0.496 
0.504 0.123 

0.7256 
NS 

1.049 
(0.8028-1.371) 

rs362746 Exon 45 
G 
A 

48 
328 

0.1277 
0.8723 

74 
426 

0.148 
0.852 0.740 

0.3894 
NS 

0.8425 
(0.5700-1.245) 

rs736707 Intron 59 
C 
T 

158 
218 

0.4202 
0.5798 

232 
268 

0.464 
0.536 1.666 

0.1968 
NS 

0.8372 
(0.6392-1.097) 
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ตารางที่ 42 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม 
PLINK (df=1) 
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs2299388 Intron 2 
C 
T 

97 
215 

0.3109 
0.6891 

97 
259 

0.2725 
0.7275 1.191 

0.2751 
NS 

1.205 
(0.8621-1.683) 

rs607755 Intron 5 
G 
A 

112 
200 

0.3590 
0.6410 

112 
244 

0.3146 
0.6854 

1.469 
0.2256 

NS 
1.22 

(0.8843-1.683) 

rs2072403 Exon 15 
C 
T 

40 
272 

0.1282 
0.8718 

60 
296 

0.1685 
0.8315 2.125 

0.1449 
NS 

0.7255 
(0.4707-1.118) 

rs362691 Exon 22 
C 
G 

56 
256 

0.1795 
0.8205 

70 
286 

0.1966 
0.8034 0.3193 

0.5721 
NS 

0.8938 
(0.6053-1.320) 

rs2159676 Intron 28 
C 
A 

165 
147 

0.5288 
0.4712 

171 
185 

0.4803 
0.5197 1.565 

0.2109 
NS 

1.214 
(0.8957-1.646) 

rs362746 Exon 45 
G 
A 

39 
273 

0.1250 
0.8750 

54 
302 

0.1517 
0.8483 0.988 

0.3202 
NS 

0.7989 
(0.5129-1.245) 

rs736707 Intron 59 
C 
T 

131 
181 

0.4199 
0.5801 

161 
195 

0.4522 
0.5478 0.7083 

0.400 
NS 

0.8766 
(0.645-1.191) 

 
 

1.3 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 

   
  จากการวิเคราะหความสัมพันธของความถี่จีโนไทปผูปวยออทิซึมสเปคตรัม

ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุม
ควบคุมเพศชาย ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษากับภาวะออทิซึม 
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 43 และตารางที่ 44 
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ตารางที่ 43 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs2299388 Intron 2 
C/C 
C/T 
T/T 

18 
83 
87 

9.57 
44.15 
46.28 

23 
91 
136 

9.2 
36.4 
54.4 

3.029 
0.2199 

NS 

rs607755 Intron 5 
G/G 
A/G 
A/A 

24 
93 
71 

12.77 
49.47 
37.76 

24 
114 
112 

9.6 
45.6 
44.8 

2.592 
0.2736 

NS 

rs2072403 Exon 15 
C/C 
C/T 
T/T 

3 
48 
137 

1.6 
25.53 
72.87 

7 
63 
180 

2.8 
25.2 
72.0 

Fisher 
0.7482 

NS 

rs362691 Exon 22 
C/C 
C/G 
G/G 

6 
53 
129 

3.19 
28.19 
68.62 

7 
86 
157 

2.8 
34.4 
62.8 

1.915 
0.3839 

NS 

rs2159676 Intron 28 
C/C 
A/C 
A/A 

52 
87 
49 

27.66 
46.28 
26.06 

59 
130 
61 

23.6 
52.0 
24.4 

1.526 
0.4664 

NS 

rs362746 Exon 45 
G/G 
A/G 
A/A 

5 
38 
145 

2.7 
20.7 
76.6 

3 
68 
179 

1.2 
27.2 
71.6 

Fisher 
0.1303 

NS 

rs736707 Intron 59 
C/C 
C/T 
T/T 

36 
86 
66 

19.2 
45.7 
35.1 

51 
130 
69 

20.0 
52.0 
28.0 

2.898 
0.2348 

NS 
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ตารางที่ 44 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม 
PLINK (df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs2299388 Intron 2 
C/C 
C/T 
T/T 

15 
67 
74 

9.61 
42.95 
47.44 

15 
67 
96 

8.43 
37.64 
53.93 

1.404 
0.4956 

NS 

rs607755 Intron 5 
G/G 
A/G 
A/A 

17 
78 
61 

10.9 
50.0 
39.1 

20 
72 
86 

11.24 
40.45 
48.31 

3.300 
0.1920 

NS 

rs2072403 Exon 15 
C/C 
C/T 
T/T 

2 
36 
118 

1.28 
23.08 
75.64 

7 
46 
125 

3.93 
25.84 
70.23 

Fisher 
0.2632 

NS 

rs362691 Exon 22 
C/C 
C/G 
G/G 

6 
44 
106 

3.85 
28.20 
67.95 

5 
60 
113 

2.81 
33.71 
63.48 

1.333 
0.5135 

NS 

rs2159676 Intron 28 
C/C 
A/C 
A/A 

47 
71 
38 

30.13 
45.51 
24.36 

40 
91 
47 

22.47 
51.12 
26.41 

2.547 
0.2798 

NS 

rs362746 Exon 45 
G/G 
A/G 
A/A 

4 
31 
121 

2.56 
19.87 
77.57 

2 
50 
126 

1.12 
28.09 
70.79 

Fisher 
0.1374 

NS 

rs736707 Intron 59 
C/C 
C/T 
T/T 

29 
73 
54 

18.59 
46.79 
34.62 

32 
97 
49 

17.98 
54.49 
27.53 

2.340 
0.3104 

NS 
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1.4 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ในกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ 

 
ในกรณีที่พบความแตกตางของความถี่แอลลีลหรือจีโนไทปของสนิปสจะ

ทําการศึกษาเพิ่มเติมในรูปแบบของ genetic model เพ่ือดูวาความถี่แอลลีลหรือจีโนไทป
ดังกลาวมีรูปแบบการถายทอดอยางไรในผูปวยออทิซึม 

การวิเคราะหความสัมพันธของความถี่จีโนไทปในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช genetic model จะแบงการวิเคราะหออกเปน 3 รูปแบบ คือ 

1. additive model เปนการศึกษาลักษณะจีโนไทประหวางจีโนไทปแบบ     
โฮโมไซกัสแตละแบบกับคร่ึงหน่ึงของจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัส เพ่ือ
เปรียบเทียบความตากตางระหวางกลุมผูปวยทั้งหมดกับกลุมควบคุม 

2. dominant model เปนการศึกษาลักษณะจีโนไทประหวางจีโนไทปแบบ    
โฮโมไซกัสที่พบไดบอยเปรียบเทียบกับจีโนไทปแบบโฮโมไซกัสที่พบได
นอยรวมกับจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม 

3. recessive model เปนการศึกษาลักษณะจีโนไทประหวางจีโนไทปแบบ   
โฮโมไซกัสที่พบไดนอยเปรียบเทียบกับจีโนไทปแบบโฮโมไซกัสที่พบได
บอยรวมกับจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม  

   
  ในการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับภาวะออทิซึมไมพบ
ความความแตกตางของความถี่แอลลีลและความถี่จีโนไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษา
บนยีน RELN ทั้งการศึกษาในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม
ทั้งหมด และในกลุมผูปวยออทิซึมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย สงผลใหการศึกษา
ในรูปแบบ genetic model ไมพบความสัมพันธดังกลาวทั้ง 2 กลุมที่ศึกษา ดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 45 และตารางที่ 46  
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ตารางที่ 45 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส
ตําแหนงแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม
ดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs2299388 Intron 2 (C/T) 0.1802 NS 0.0927 NS 0.8941 NS 

rs607755 Intron 5 (A/G) 0.1089 NS 0.1400 NS 0.2952 NS 

rs2072403 Exon 15 (C/T) 0.6704 NS 0.8398 NS 0.4097 NS 

rs362691 Exon 22 (C/G) 0.3007 NS 0.2060 NS 0.8113 NS 

rs2159676 Intron 28 (A/C) 0.7268 NS 0.6911 NS 0.3341 NS 

rs362746 Exon 45 (A/G) 0.3877 NS 0.1926 NS 0.2712 NS 

rs736707 Intron 59 (C/T) 0.1978 NS 0.0928 NS 0.7453 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs2299388 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C และ ½ ของ  
 C/T เปรียบเทียบกับ T/T และ ½ ของ C/T 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง T/T เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/T 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ T/T และ C/T 
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ตารางที่ 46 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส
ตําแหนงแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุม
เพศชายดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs2299388 Intron 2 (C/T) 0.2820 NS 0.2364 NS 0.7049 NS 

rs607755 Intron 5 (A/G) 0.2246 NS 0.0911 NS 0.9217 NS 

rs2072403 Exon 15 (C/T) 0.1538 NS 0.2680 NS 0.1561 NS 

rs362691 Exon 22 (C/G) 0.5689 NS 0.3917 NS 0.5976 NS 

rs2159676 Intron 28 (A/C) 0.2184 NS 0.6686 NS 0.1127 NS 

rs362746 Exon 45 (A/G) 0.3183 NS 0.1601 NS 0.3361 NS 

rs736707 Intron 59 (C/T) 0.3921 NS 0.1624 NS 0.8851 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs2299388 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C และ ½ ของ  
 C/T เปรียบเทียบกับ T/T และ ½ ของ C/T 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง T/T เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/T 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ T/T และ C/T 
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2. การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN แบบ Family based 
association ดวยวิธี Transmission Disequilibrium Test (TDT) ในครอบครัว
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

 
การประมวลผลจีโนไทปในตัวอยางครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมจํานวน 

160 ครอบครัว (N = 480 ประกอบดวย พอ แม และลูกที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม) จากการ
วิเคราะหการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสเปคตรัม ไมพบ
ความแตกตางทางสถิติของการถายทอดแอลลีลบนสนิปสทุกตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 47 และในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย ดัง
แสดงในตารางที่ 48 

 
ตารางที่ 47 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388, 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 บนยีน RELN ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs2299388 C:T 69:73 0.1127 0.7371 (NS) 
rs607755 G:A 88:77 0.7333 0.3918 (NS) 
rs2072403 C:T 38:32 0.5143 0.4733 (NS) 
rs362691 C:G 49:57 0.6038 0.4371 (NS) 
rs2159676 A:C 95:90 0.1351 0.7132 (NS) 
rs362746 G:A 33:47 2.4500 0.1175 (NS) 
rs736707 C:T 70:93 3.2450 0.0716 (NS) 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (70:93) ของสนิปส rs736707 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 70 และถายทอดแอลลีล T เทากับ 93 
 

การศึกษาการถายทอดสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดไม
พบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงในสนิปสทุกตําแหนงจากพอแมมาสูลูก
สูงกวาอีกแอลลีลอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) 
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ตารางที่ 48 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388, 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 บนยีน RELN ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด : ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs2299388 C:T 55:64 0.6807 0.4094 (NS) 
rs607755 G:A 67:63 0.1231 0.7257 (NS) 
rs2072403 C:T 29:27 0.0714 0.7893 (NS) 
rs362691 C:G 43:47 0.1778 0.6733 (NS) 
rs2159676 A:C 82:77 0.1572 0.6917 (NS) 
rs362746 G:A 26:34 1.0670 0.3017 (NS) 
rs736707 C:T 59:77 2.3820 0.1227 (NS) 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (59:77) ของสนิปส rs736707 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 59 และถายทอดแอลลีล T เทากับ 77 
 

การศึกษาการถายทอดสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายไม
พบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงในสนิปสทุกตําแหนงจากพอแมมาสูลูก
สูงกวาอีกแอลลีลอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) 
 

3. การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสบน
ยีน RELN  

 
การวิเคราะหหา Linkage disequilibrium (LD) เพ่ือศึกษาการถายทอดแอลลีลที่

อยูคนละตําแหนงบนโครโมโซมเดียวกัน ซ่ึงมีโอกาสท่ีจะถายทอดจากรุนหน่ึงไปยังอีกรุนหน่ึง
ดวยกัน ปรากฏการณที่พบสนิปสหลายตําแหนงถูกถายทอดไปดวยกันในกลุมประชากรบอย
กวาการที่พบโดยบังเอิญ เรียกกลุมสนิปสน้ันวามี Linkage disequilibrium ตอกัน ดังนั้น
การศึกษาแฮโพลไทปจึงมีความนาเชื่อถือในการวิเคราะหหาความสัมพันธกับการเกิดโรค
มากกวาการศึกษาสนิปสแคเพียงตําแหนงเดียว  
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3.1 การศึกษาในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
 

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกันของสนิปสบนยีน RELN ในกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุม ไมพบสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงถายทอดไปดวย (LD < 
80) ดังแสดงในรูปที่ 37 (A) และไมพบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงมี
ความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมดกับกลุมควบคุม ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 49 และเม่ือพิจารณาการถายทอดไปดวยกันของสนิปส 6, 5, 4, และ 3 ตําแหนงพรอม
กัน ไมพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสแตละแบบที่ศึกษา แตพบการถายทอดไปดวยกัน
ของสนิปส 2 ตําแหนงคือ rs2072403 บริเวณเอกซอน 15 และ rs392691 บริเวณเอกซอน 22 
ขนาดประมาณ 41 กิโลเบสถายทอดไปดวยกัน (LD > 80) ดังแสดงในรูปที่ 37 (B) แตเม่ือ
พิจารณาในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกดังกลาวไมพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปส
แฮโพลไทประหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุม ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 50  
 

 
 
รูปที่ 37 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
การถายทอดไปดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 49 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน RELN ในกลุมผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

TATGCAT 0.116 0.115 0.117 0.007 0.9318 NS 
TATGCAC 0.067 0.049 0.080 3.228 0.0724 NS 
TGTGAAT 0.063 0.074 0.055 1.218 0.2698 NS 
TGTGAAC 0.059 0.062 0.057 0.094 0.7587 NS 
CATGCAT 0.055 0.065 0.048 1.263 0.261 NS 
TACGAAT 0.051 0.052 0.050 0.019 0.8914 NS 
CATGCAC 0.05 0.056 0.045 0.58 0.4462 NS 
TATCCAT 0.046 0.050 0.043 0.226 0.6345 NS 
CGTGAAT 0.038 0.046 0.032 1.104 0.2933 NS 
TATGCGC 0.035 0.030 0.038 0.359 0.5491 NS 
TATCAAT 0.033 0.029 0.036 0.33 0.5654 NS 
TGCGAAT 0.03 0.027 0.032 0.19 0.6629 NS 
TATCAAC 0.027 0.021 0.032 0.98 0.3223 NS 
TGTGCAC 0.024 0.025 0.024 0.012 0.9134 NS 
TATGAAT 0.024 0.025 0.023 0.024 0.8774 NS 
TGTGCAT 0.02 0.025 0.016 0.849 0.3569 NS 
TATCCAC 0.018 0.014 0.021 0.634 0.4261 NS 
CACGAAT 0.017 0.013 0.021 0.748 0.387 NS 
TGTGAGC 0.017 0.015 0.019 0.241 0.6238 NS 
CATGAAC 0.016 0.016 0.017 0.002 0.9638 NS 
CACGAAC 0.016 0.013 0.018 0.355 0.5515 NS 
TGTCAAT 0.015 0.012 0.018 0.53 0.4665 NS 
TACGAGC 0.013 0.009 0.016 0.76 0.3834 NS 
CGTGCAT 0.011 0.017 0.007 2.017 0.1555 NS 
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ตารางที่ 50 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs2072403 และ rs362691 บนยีน RELN ใน
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

TG 0.662 0.684 0.646 1.350 0.2453 NS 
TC 0.188 0.173 0.200 1.033 0.3094 NS 
CG 0.150 0.144 0.154 0.182 0.6697 NS 

 
การศึกษาในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศ

ชาย ไมพบสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงถายทอดไปดวย (LD < 80) ดังแสดงในรูปที่ 38 (A) และไม
พบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวย
ออทิซึมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย พบสนิปส rs2072403 และ rs362691 ถายทอดไป
ดวยกัน ดังแสดงในรูปที่ 38 (B) แตไมพบสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกดังกลาวแตกตางกัน
ระหวางกลุมผูปวยออทิซึมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 51  

 

 
 

รูปที่ 38 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย โดยใช
โปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 51 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs2072403 และ rs362691 บนยีน RELN ใน
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี   

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

TG 0.662 0.692 0.635 2.454 0.1172 NS 
TC 0.189 0.179 0.197 0.319 0.5721 NS 
CG 0.150 0.128 0.169 2.125 0.1449 NS 

 
3.2 การศึกษาในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

 
การศึกษาครั้งน้ีสนใจศึกษาการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวย

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว จากการศึกษาไมพบการถายทอดไป
ดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง ดังแสดงในรูปที่ 39 (A) และไมพบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดมี
การถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว แตพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสแบบ 2 
ตําแหนง 2 บล็อกคือ บล็อกแรกประกอบดวยสนิปส rs2072403 และ rs362691 มีความยาว
ประมาณ 41 กิโลเบส เชนเดียวกับการศึกษาแบบ population based case control และบล็อกที่ 
2 ประกอบดวยสนิปส rs362746 และ rs736707 มีความยาวประมาณ 69 กิโลเบส ดังแสดงใน
รูปที่ 39 (B) เม่ือพิจารณาในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทปไมพบความแตกตางทางสถิติในการ
ถายทอดสนิปสแฮโพลไทปดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม ดังแสดงในตารางที่ 52 
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รูปที่ 39 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
 
ตารางที่ 52 แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดย
ใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

บล็อก แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

(rs2072403-
rs362691) 

TG 0.688 69.1 : 69.2 0.000 0.9956 NS 
TC 0.190 48.9 : 56.8 0.596 0.4401 NS 
CG 0.120 40.9 : 31.8 1.131 0.2876 NS 

(rs362746-
rs736707) 

AT 0.530 93.3 : 72.1 2.726 0.0987 NS 
AC 0.322 67.7 : 73.9 0.274 0.6004 NS 
GC 0.135 29.3 : 45.1 3.341 0.0676 NS 
GT 0.014 4.7 : 3.9 0.068 0.7939 NS 

 
การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในครอบคัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดไมพบ

ความสัมพันธในการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปแตละแบบทั้ง 2 บล็อก (P > 0.05) 
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  การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย ไม
พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง ดังแสดงในรูปที่ 40 (A) และไมพบสนิปส
แฮโพลไทปแบบใดมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว พบการถายทอดไปดวยกัน
ของสนิปส 2 ตําแหนง คือ rs362746 และ rs736707 ดังแสดงในรูปที่ 40 (B) แตไมพบสนิปส 
แฮโพลไทปแบบใดในบล็อกดังกลาวมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกชายสูงกวาสนิปสแบบอ่ืนๆ 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 53 
 

 
 
รูปที่ 40 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไป
ดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
 
ตารางที่ 53 แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศ
ชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

บล็อก แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

(rs362746-
rs736707) 

AT 0.534 76.3 : 60.1 1.917 0.1662 NS 
AC 0.330 55.7 : 62.9 0.434 0.5099 NS 
GC 0.124 23.3 : 33.1 1.710 0.1910 NS 
GT 0.012 3.7 : 2.9 0.104 0.7466 NS 
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ผลการศึกษาสนิปสบนยีน MET 
   
  ผลการศึกษาจีโนไทปของสนิปสบนยีน MET ใชวิธี Biallelic-ARMS PCR และ 
PCR-RFLP โดยผลการศึกษาของแตละจีโนไทปพิจารณาตามขนาดของพีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 
41-42 
 

 
 
รูปที่ 41 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs1858830 (บนซาย) 
rs38845 (บนขวา) rs10243024 (ลางซาย) และ rs38859 (ลางขวา) 
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รูปที่ 42 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs13223756 (บนซาย) 
rs2299439 (บนขวา) และrs2023748 (ลางซาย) 
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การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET แบบ Population based case control 
 

1.1 การศึกษาสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberg Equilibrium) ในกลุมควบคุม 
 
  กลุมควบคุมที่นํามาใชในการศึกษาแบบ Population based case control 
จะตองมีการตรวจสอบการกระจายความถี่จีโนไทปใหเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก      
(P > 0.05) คือในประชากรใดๆ ตองมีความถี่จีโนไทปคงที่ ผลการทดสอบกลุมควบคุมที่ใชใน
การศึกษานี้มีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (จํานวน 250 คน) และการกระจาย
ความถี่จีโนไทปในกลุมควบคุมเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก (P > 0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 54 
 
ตารางที่ 54 แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษา
บนยีน MET โดยโปรแกรม PLINK 
 

ชื่อสนิปส ObsHET PredHET HWpval %Geno MAF แอลลีล 
rs1858830 0.420 0.418 1.0000 100 0.298 G:C 
rs38845 0.456 0.499 0.1659 100 0.480 G:A 
rs10243024 0.448 0.467 0.5013 100 0.372 G:A 
rs38859 0.496 0.494 1.0000 100 0.444 C:T 
rs13223756 0.412 0.445 0.2557 100 0.334 A:G 
rs2299439 0.508 0.493 0.7011 100 0.442 T:G 
rs2023748 0.540 0.496 0.2016 100 0.454 G:A 

 
คําอธิบาย 
ObsHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Observed Heterozygosity) 
PredHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ที่คาดหวัง (Predicted Heterozygosity) 
HWpval คือ คา P ของฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P value) 
%Geno  คือ รอยละของผลการทดสอบจีโนไทปในสนิปสแตละตําแหนง 
MAF  คือ คาความถีแ่อลลีลที่พบนอย (Minor allele frequency 
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1.2 การศึกษาความถ่ีแอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวย        
ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 

 
ผลการศึกษาความสัมพันธของความถี่แอลลีลในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม

ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละ
ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET แสดงรายละเอียดในตารางที่ 55 และในกลุมผูปวย              
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย แสดงรายละเอียดในตารางที่ 56 
 
ตารางที่ 55 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 
 

ช่ือสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs18858830 Promoter 
C 
G 

131 
245 

0.3484 
0.6516 

149 
351 

0.2980 
0.7020 2.507 

0.1133 
NS 

1.260 
(0.9464-1.676) 

rs38845 Intron 1 
A 
G 

181 
195 

0.4814 
0.5186 

240 
260 

0.4800 
0.5200 

0.002 
0.9677 

NS 
1.006 

(0.7693-1.314) 

rs10243024 Intron 2 
A 
G 

118 
258 

0.3138 
0.6862 

186 
314 

0.3720 
0.6280 3.205 

0.0734 
NS 

0.7721 
(0.5816-1.025) 

rs38859 Intron 3 
T 
C 

191 
185 

0.5080 
0.4920 

222 
278 

0.4440 
0.5560 3.525 

0.0604 
NS 

1.293 
(0.9886-1.691) 

rs13223756 Exon 7 
G 
A 

112 
264 

0.2979 
0.7021 

167 
333 

0.3340 
0.6660 1.291 

0.2560 
NS 

0.8459 
(0.6338-1.129) 

rs2299439 Intron 15 
G 
T 

186 
190 

0.4947 
0.5053 

221 
279 

0.4420 
0.5580 2.394 

0.1218 
NS 

1.236 
(0.945-1.616) 

rs2023748 Exon 21 
A 
G 

185 
191 

0.4920 
0.5080 

227 
273 

0.4540 
0.5460 1.245 

0.2644
NS 

1.165 
(0.8909-1.523) 
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ตารางที่ 56 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=1) 
 

ช่ือสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs18858830 Promoter 
C 
G 

109 
203 

0.3494 
0.6506 

109 
247 

0.3062 
0.6938 1.410 

0.235 
NS 

1.217 
(0.88-1.682) 

rs38845 Intron 1 
A 
G 

151 
161 

0.4840 
0.5160 

167 
189 

0.4691 
0.5309 

0.147 
0.701 
NS 

1.061 
(0.7829-1.439) 

rs10243024 Intron 2 
A 
G 

96 
216 

0.3077 
0.6923 

122 
234 

0.3427 
0.6573 0.927 

0.3357 
NS 

0.8525 
(0.6159-1.180) 

rs38859 Intron 3 
T 
C 

154 
158 

0.4936 
0.5064 

169 
187 

0.4747 
0.5253 0.237 

0.626 
NS 

1.078 
(0.7956-1.462) 

rs13223756 Exon 7 
G 
A 

95 
217 

0.3045 
0.6955 

107 
249 

0.3006 
0.6994 0.012 

0.9122 
NS 

1.019 
(0.7318-1.418) 

rs2299439 Intron 15 
G 
T 

151 
161 

0.4840 
0.5160 

165 
191 

0.4635 
0.5365 0.280 

0.5966 
NS 

1.086 
(0.8007-1.472) 

rs2023748 Exon 21 
A 
G 

148 
164 

0.4744 
0.5256 

170 
186 

0.4775 
0.5225 0.007 

0.9348 
NS 

0.9874 
(0.7283-1.339) 

 
1.3 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวย       

ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 
   
  จากการวิเคราะหความสัมพันธของความถี่จีโนไทปผูปวยออทิซึมสเปคตรัม

ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคุมเพศชาย ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาทั้ง 2 
กลุม ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 57 และตารางที่ 58 
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ตารางที่ 57 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs18858830 Promoter 
C/C 
C/G 
G/G 

21 
89 
78 

11.17 
47.34 
41.49 

22 
105 
123 

8.8 
42.0 
49.2 

2.695 
0.2599 

NS 

rs38845 Intron 1 
A/A 
A/G 
G/G 

42 
97 
49 

22.34 
51.60 
26.06 

63 
114 
73 

25.2 
45.6 
29.2 

1.546 
0.4617 

NS 

rs10243024 Intron 2 
A/A 
A/G 
G/G 

20 
78 
90 

10.64 
41.49 
47.87 

37 
112 
101 

14.8 
44.8 
40.4 

3.073 
0.2151 

NS 

rs38859 Intron 3 
T/T 
C/T 
C/C 

46 
99 
43 

24.47 
52.66 
22.87 

49 
124 
77 

19.6 
49.6 
30.8 

3.831 
0.1472 

NS 

rs13223756 Exon 7 
G/G 
A/G 
A/A 

18 
76 
94 

9.57 
40.43 
50.0 

32 
103 
115 

12.8 
41.2 
46.0 

1.354 
0.5083 

NS 

rs2299439 Intron 15 
G/G 
G/T 
T/T 

45 
96 
47 

23.94 
51.06 
25.0 

47 
127 
76 

18.8 
50.8 
30.4 

2.463 
0.2918 

NS 

rs2023748 Exon 21 
A/A 
A/G 
G/G 

43 
99 
46 

22.87 
52.66 
24.47 

46 
135 
69 

18.4 
54.0 
27.6 

1.493 
0.474 
NS 
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ตารางที่ 58 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม 
PLINK (df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs18858830 Promoter 
C/C 
C/G 
G/G 

18 
73 
65 

11.54 
46.79 
41.67 

19 
71 
88 

10.67 
39.89 
49.44 

2.072 
0.3548 

NS 

rs38845 Intron 1 
A/A 
A/G 
G/G 

36 
79 
41 

23.08 
50.64 
26.28 

45 
77 
56 

25.28 
43.26 
31.46 

1.904 
0.3859 

NS 

rs10243024 Intron 2 
A/A 
A/G 
G/G 

17 
62 
77 

10.90 
39.74 
49.36 

20 
82 
76 

11.24 
46.07 
42.69 

1.585 
0.4526 

NS 

rs38859 Intron 3 
T/T 
C/T 
C/C 

35 
84 
37 

22.44 
53.85 
23.71 

40 
89 
49 

22.47 
50.00 
27.53 

0.7062 
0.7025 

NS 

rs13223756 Exon 7 
G/G 
A/G 
A/A 

16 
63 
77 

10.26 
40.38 
49.36 

20 
67 
91 

11.24 
37.64 
51.12 

0.2867 
0.8666 

NS 

rs2299439 Intron 15 
G/G 
G/T 
T/T 

35 
81 
40 

22.44 
51.92 
25.64 

37 
91 
50 

20.79 
51.12 
28.09 

0.3003 
0.8606 

NS 

rs2023748 Exon 21 
A/A 
A/G 
G/G 

34 
80 
42 

21.80 
51.28 
26.92 

38 
94 
46 

21.35 
52.81 
25.84 

0.0817 
0.9600 

NS 

 

1.4 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ในกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ 

   
  จากผลการศึกษาความถี่ของแอลลีลและจีโนไทปของยีน MET ที่ไมพบความ
แตกตางของทั้งแอลลีลและจีโนไทประหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับ
กลุมควบคุม และกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย ใน
การศึกษาแบบ genetic model ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 59 และตารางที่ 60 
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ตารางที่ 59 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปสแตละ
ตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมดดวย
โปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs1858830 Promoter (C/G) 0.1108 NS 0.1094 NS 0.4103 NS 

rs38845 Intron 1 (A/G) 0.9682 NS 0.4688 NS 0.4880 NS 

rs10243024 Intron 2 (A/G) 0.0804 NS 0.1189 NS 0.2019 NS 

rs38859 Intron 3 (C/T) 0.0584 NS 0.0664 NS 0.2219 NS 

rs13223756 Exon 7 (A/G) 0.2701 NS 0.4069 NS 0.2949 NS 

rs2299439 Intron 15 (G/T) 0.1181 NS 0.2138 NS 0.1924 NS 

rs2023748 Exon 21 (A/G) 0.2471 NS 0.4612 NS 0.2503 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs1858830 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G และ ½ ของ  
 C/G เปรียบเทียบกับ C/C และ ½ ของ C/G 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/TG 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ G/G และ C/G 
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ตารางที่ 60 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปสแตละ
ตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชายดวย
โปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs1858830 Promoter (C/G) 0.2403 NS 0.1554 NS 0.8018 NS 

rs38845 Intron 1 (A/G) 0.7097 NS 0.2988 NS 0.6393 NS 

rs10243024 Intron 2 (A/G) 0.3409 NS 0.2231 NS 0.9217 NS 

rs38859 Intron 3 (C/T) 0.6198 NS 0.4272 NS 0.9937 NS 

rs13223756 Exon 7 (A/G) 0.9154 NS 0.7476 NS 0.7734 NS 

rs2299439 Intron 15 (G/T) 0.5906 NS 0.6149 NS 0.7146 NS 

rs2023748 Exon 21 (A/G) 0.9333 NS 0.8231 NS 0.9211 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs1858830 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G และ ½ ของ  
 C/G เปรียบเทียบกับ C/C และ ½ ของ C/G 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/TG 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ G/G และ C/G 
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2. การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET แบบ Family based 

association ดวยวิธี Transmission Disequilibrium Test (TDT) ในครอบครัว
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

 

ผลการศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกดวยวิธี TDT 
ของสนิปสบนยีน MET ไมพบความแตกตางทางสถิติทั้งในกลุมครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด 
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 61 และกลุมครอบครัวผูปวยออทิซึมเพศชาย แสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 62 
 
ตารางที่ 61 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830, 
rs38845, rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748 บนยีน MET ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs1858830 C:G 70:84 1.273 0.2593 NS 
rs38845 A:G 85:87 0.0232 0.8788 NS 
rs10243024 A:G 73:78 0.1656 0.6841 NS 
rs38859 T:C 94:70 3.512 0.0609 NS 
rs13223756 G:A 69:73 0.1127 0.7371 NS 
rs2299439 G:T 86:76 0.6173 0.4321 NS 
rs2023748 A:G 94:72 2.916 0.0877 NS 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (72:85) ของสนิปส rs1858830 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 70 และถายทอดแอลลีล G เทากับ 84 
 

การศึกษาการถายทอดแอลลีลในครอบครัวในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด 
ไมพบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกสูงกวาอีกแอลลีล 
หน่ึงอยางมีนัยสําคัญในสนิปสทุกตําแหนง (P > 0.05) 
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ตารางที่ 62 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830, 
rs38845, rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748 บนยีน MET ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs1858830 C:G 57:71 1.531 0.2159 NS 
rs38845 A:G 72:68 0.1143 0.7353 NS 
rs10243024 A:G 61:66 0.1969 0.6573 NS 
rs38859 T:C 77:62 1.619 0.2033 NS 
rs13223756 G:A 61:59 0.0333 0.8551 NS 
rs2299439 G:T 72:66 0.2609 0.6095 NS 
rs2023748 A:G 74:65 0.5827 0.4452 NS 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (57:71) ของสนิปส rs1858830 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 57 และถายทอดแอลลีล G เทากับ 71 
 

การศึกษาการถายทอดแอลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึมเพศชายไมพบ
ความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหนางจากพอแมมาสูลูกสูงกวาอีกแอลลีลหน่ึง
อยางมีนัยสําคัญในสนิปสทุกตําแหนง (P > 0.05) 
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3. การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสบน
ยีน MET  

 
3.1 การถายทอดไปดวยกันของสนิปสในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุม

ควบคุม 
 

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน MET ไม
พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง (LD < 80) ดังแสดงในรูปที่ 42 (A) และ
เม่ือพิจารณา สนิปสแฮโพลไทปไมพบความแตกตางของสนิปสแฮโพลไทปแบบใดระหวางกลุม
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม แตพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปส 5 ตําแหนง 
(LD > 80) ประกอบดวยสนิปส rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ 
rs2023748 มีความยาวประมาณ 89 กิโลเบสถายทอดไปดวยกัน ดังแสดงในรูปที่ 42 (B) แตไม
พบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดในบล็อกดังกลาวมีความแตกตางกันระหวางผูปวยออทิซึมทั้งหมด
เทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 63  
 

 
 
รูปที่ 42 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน MET 
ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การ
ถายทอดไปดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 63 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs10243024-rs38859-rs13223756-
rs2299439-rs2023748 บนยีน MET ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุม
ควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

GTAGA 0.407 0.443 0.380 3.492 0.0617 NS 
ACGTG 0.264 0.254 0.272 0.371 0.5423 NS 
GCATG 0.162 0.179 0.150 1.386 0.2391 NS 
ACATG 0.04 0.023 0.053 4.858 0.0275 *** 
GCGTG 0.026 0.016 0.033 2.264 0.1324 NS 
GTAGG 0.017 0.013 0.021 0.759 0.3835 NS 
ATAGA 0.015 0.012 0.018 0.429 0.5126 NS 
ACGTA 0.012 0.007 0.016 1.574 0.2096 NS 
GCAGA 0.012 0.008 0.014 0.649 0.4206 NS 

 
การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับ

กลุมควบคุมพบความแตกตางของสนิปสแฮโพลไทปแบบ A-C-A-T-G ของสนิปส rs10243024 
rs38859-rs13223756-rs2299439-rs2023748 ในกลุมควบคุมสูงกวากลุมผูปวยอยางมี
นัยสําคัญ (P = 0.0275) แตพบสนิปสแฮโพลไทปดังกลาวนอย (รอยละ4) ซ่ึงอาจเกิดขึ้นโดย
บังเอิญ 
 
  เม่ือแยกพิจารณาสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกที่ถายทอดไปดวยกัน ตั้งแตสนิปส 
rs10243024-rs2023748 ดังแสดงในรูปที่ 43 โดยพิจารณาสนิปส 5 ตําแหนง (รูปที่ 43 A) 4 
ตําแหนง (รูปที่ 43 B,C) 3 ตําแหนง (รูปที่ 43 D-F) และ 2 ตําแหนง (รูปที่ 43 G-J) ไมพบ 
สนิปสแฮโพลไทปแบบใดในการพิจารณาแตละแบบมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยและ
กลุมควบคุม (P > 0.05) 
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รูปที่ 43 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน MET 
ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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3.2 การถายทอดไปดวยกันของสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกับของสนิปสบนยีน MET ไมพบสนิปสทั้ง 7 
ตําแหนงถายทอดไปดวยกันจากพอแมไปสูลูก ดังแสดงในรูปที่ 44 (A) และไมพบสนิปส       
แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว ดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 64 แตพบสนิปส rs38859 rs13223756 rs2299439 และ rs2023748 
ตั้งแตอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 มีความยาวประมาณ 56 กิโลเบสมีการถายทอดไปดวยกันใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม ดังแสดงในรูปที่ 44 (B) และพบสนิปสแฮโพลไทปแบบ T-A-
G-A ซ่ึงประกอบดวยสนิปส rs38859 rs13223756 rs2299439 และ rs2023748 ตั้งแตอินทรอน 
3 ถึงเอกซอน 21 มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปนโรคสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืนๆ อยางมี
นัยสําคัญในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม (P = 0.0400) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 65 
แตไมพบสนิปสแฮโพลไทปดังกลาวมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงในครอบครัวผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 

 

 
 

รูปที่ 44 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน MET 
ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 64 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน MET ในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป ความถ่ี 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

GGGTAGA 0.161 41.5 : 40.1 0.024 0.8763 NS 
GAACGTG 0.157 47.5 : 33.5 2.394 0.1218 NS 
CGGTAGA 0.093 31.8 : 24.1 1.068 0.3013 NS 
CAGTAGA 0.073 23.1 : 16.9 0.971 0.3244 NS 
CGGCATG 0.073 21.4 : 21.9 0.006 0.937 NS 
GGGCATG 0.072 18.7 : 21.7 0.222 0.6376 NS 
GAGTAGA 0.064 21.5 : 12.9 2.17 0.1407 NS 
CAACGTG 0.039 9.0 : 13.7 0.95 0.3298 NS 
GGACGTG 0.028 12.8 : 5.3 3.107 0.0779 NS 
GAGCATG 0.023 11.0 : 4.9 2.397 0.1216 NS 
GAACATG 0.02 3.0 : 10.4 4.105 0.0427 NS 
CAGCATG 0.016 4.8 : 5.5 0.045 0.8325 NS 
GGGCAGA 0.015 3.0 : 4.1 0.169 0.6811 NS 
GAGCGTG 0.015 2.6 : 6.0 1.39 0.2384 NS 
CGACGTG 0.013 1.7 : 6.5 2.806 0.0939 NS 
CAACATG 0.013 3.0 : 4.6 0.323 0.5700 NS 
GGGTAGG 0.012 3.2 : 4.0 0.095 0.7581 NS 

 
ตารางที่ 65 แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใช
โปรแกรมแฮโพลวิว ของสนิปส rs38859 rs13222756 rs2299439 และ rs2023748 
 

แฮโพลไทป ความถ่ี 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

TAGA 0.408 86.4 : 61.4 4.22 0.0400 *** 
CGTG 0.267 60.4 : 60.3 0.00 0.9958 NS 
CATG 0.22 51.6 : 59.7 0.586 0.4441 NS 
TAGG 0.024 4.0 : 11.0 3.239 0.0719 NS 
CAGA 0.023 4.0 : 10.0 2.548 0.1105 NS 
TATG 0.01 3.0 : 3.0 0.00 1.0000 NS 
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  ผลจากการศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกของ 
สนิปสบนยีน MET พบวาสนิปส rs38859 บริเวณอินทรอน 3 และ rs2023748 บริเวณเอกซอน 
21 มีการถายทอดแอลลีล T และแอลลีล A จากพอแมมาสูลูกสูงกวาอีกแอลลีลหน่ึงดวยคา      
P value ใกล 0.05 ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 61 เม่ือพิจารณาสนิปสแฮโพลไทปที่มีการ
ถายทอดไปดวยกันหลายๆ แบบดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 66 พบวาแฮโพลไทปของ 
สนิปส rs38859 และ rs2023748 แบบ TA (ความถี่รอยละ 42.4) มีการถายทอดจากพอแมมาสู
ลูกในอัตรา 94.6 : 62.0 ดวยคาทางสถิติที่ดีที่สุด (P = 0.0086)  
 
การยืนยันผลการศึกษาจโีนไทปของสนิปสแตละตาํแหนงบนยนี RELN และยีน MET 
 
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ใชวิธีแอลลีลลิกอารมพีซีอาร เพ่ือ
ยืนยันความถูกตองในการอานผลจีโนไทปจําทําการทดสอบซํ้าดวยวิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ 
(DNA sequencing) โดยเลือกตัวอยางกลุมผูปวยหรือกลุมควบคุมที่มีผลจีโนไทปที่เปน       
เฮทเทอโรไซกัส และโฮโมไซกัสทั้งสองแบบมาทําการศึกษาซํ้า พบผลการศึกษาจีโนไทปจาก
เจลอะคริลาไมดตรงกับผลการอานลําดับดีเอ็นเอของสนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษา ดังแสดงในรูปที่ 
45 นอกจากน้ียังทําการเปรียบเทียบผลการศึกษาสนิปสแตละตําแหนงที่หาลําดับดีเอ็นเอกับ
ฐานขอมูล NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบผลถูกตองตรงตาม Accession 
No. NT_007933.15 ซ่ึงเปนฐานขอมูลของโครโมโซม 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



119 

 

ตารางที่ 66 แสดงสนิปสแฮโพลไทปแบบตางๆ ที่พบการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปจากพอแม
มาสูลูกสูงในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดบนยีน MET  
 

บล็อก แฮโพลไทป ความถี ่
ความถี่ของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
χ2 P - Value 

4SNPs : rs38859-rs13223756-rs2299439-rs2023748 

 

TAGA 0.408 86.4 : 61.4 4.22 0.0400 *** 

CGTG 0.267 60.4 : 60.3 0 0.9958 NS 

CATG 0.22 51.6 : 59.7 0.586 0.4441 NS 

TAGG 0.024 4.0 : 11.0 3.239 0.0719 NS 
CAGA 0.023 4.0 : 10.0 2.548 0.1105 NS 
TATG 0.01 3.0 : 3.0 0 1.0000 NS 

3 SNPs : rs38859-rs13223756-rs2023748 

 

TAA 0.416 90.3 : 61.4 5.518 0.0188*** 

CGG 0.274 60.9 : 63.7 0.062 0.803 NS 

CAG 0.222 50.9 : 61.3 0.968 0.3251 NS 
TAG 0.03 7.1 : 13.5 2.011 0.1561 NS 
CAA 0.028 4.7 : 12.8 3.731 0.0534 NS 

TGG 0.011 2.2 : 4.5 0.838 0.36 NS 
3 SNPs : rs38859-rs2299439-rs2023748 

 

CTG 0.487 72.0 : 80.0 0.423 0.5155 NS 

TGA 0.417 91.0 : 62.0 5.491 0.0191*** 
CGA 0.027 4.0 : 11.0 3.261 0.0709 NS 
TGG 0.025 4.0 : 11.0 3.253 0.0713 NS 
TTG 0.019 5.0 : 7.0 0.332 0.5647 NS 

CTA 0.014 3.0 : 7.0 1.588 0.2076 NS 
2 SNPs : rs38859-rs2023748 

 

CG 0.496 71.9 : 85.0 1.088 0.2969 NS 

TA 0.424 94.9 : 62.0 6.911 0.0086*** 

TG 0.041 9.1 : 18.0 2.948 0.086 NS 

CA 0.038 7.1 : 18.0 4.769 0.029 NS 
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รูปที่ 45 อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปสตําแหนง rs362691 บริเวณเอกซอน 22 ของยีน 
RELN ตัวอยาง CT113 เปนตัวอยางกลุมควบคุมที่มีแอลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ C/C ตัวอยาง 
CT114 เปนตัวอยางกลุมควบคุมที่มีแอลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ G/G และ ตัวอยาง CT116 เปน
ตัวอยางกลุมควบคุมที่มีแอลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/G (ผลการหาลําดับดีเอ็นเอจากเสน 
reverse 5’-3’) 
 

CT113 

CT114 

CT116 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ 

 
การเลือกเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 
  ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกศึกษายีน 2 ยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวที่มี
รายงานมากอนหนาน้ีวามีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม (candidate genes) ไดแกยีน RELN 
ตําแหนง 7q22 และยีน MET ตําแหนง 7q31.2  
 
การศึกษาเครื่องหมายพันธุกรรมบนยีน RELN และยีน MET  
 
  การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึม ไดเลือกศึกษาจํานวน
ซํ้า GGC บริเวณ 5’UTR ตามการศึกษาของ Persico และคณะ (2001) ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
มีจํานวนซ้ํา GGC > 10 ซํ้าสูงกวาในกลุมควบคุมและมีการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC > 10 ซํ้า
จากพอแมมาสูลูกสูงกวาจํานวนซ้ํา GGC < 10 ซํ้า นอกจากน้ีการศึกษาพบวาจํานวนซ้ํา GGC 
ที่เพ่ิมสูงขึ้นสงผลใหการแสดงออกของโปรตีน RELN ลดลง (Persico et al., 2006) การศึกษา
คร้ังน้ีเลือกศึกษาสนิปสอีก 7 ตําแหนงที่กระจายอยูทั่วทั้งยีน คือ rs2299388 บริเวณอินทรอน 2 
rs607755 บริเวณอินทรอน 5 (splicing junction) rs2072403 บริเวณเอกซอน 15 rs362691 
บริเวณเอกซอน 22 rs2159676 บริเวณอินทรอน 28 rs362746 บริเวณเอกซอน 45 และ 
rs736707 บริเวณอินทรอน 59 โดยสนิปสที่เลือกมาศึกษาเปนสนิปสที่เคยมีการศึกษาในกลุม
ผูปวยออทิซึม 
  การศึกษาความสัมพันธของยีน MET กับภาวะออทิซึม เลือกศึกษาสนิปส 7 
ตําแหนงที่กระจายอยูทั่วยีน ตั้งแตโปรโมเตอรจนถึงเอกซอนสุดทายของยีน ไดแก rs1858830 
บริเวณโปรโมเตอร rs38845 บริเวณอินทรอน 1 rs10243024 บริเวณอินทรอน 2 rs38859 
บริเวณอินทรอน 3 rs13223756 บริเวณเอกซอน 7 rs2299439 บริเวณอินทรอน 15 และ 
rs2023748 บริเวณเอกซอน 21 
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วิธีการศึกษาความสัมพันธ (Association study) 
 
  การศึกษาความสัมพันธมีประโยชนในการศึกษาโรคที่มีสาเหตุจากหลายปจจัย 
เชน โรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากการทํางานของยีนหลายยีน หรือโรคที่เกิดจากพันธุกรรม
รวมกับปจจัยทางสิ่งแวดลอม ดังนั้นการศึกษาความสัมพันธจึงเปนการพิจารณานัยสําคัญของ
การเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของเครื่องหมายพันธุกรรม เชน แอลลีล จีโนไทป หรือแฮโพลไทป ที่มี
ความสัมพันธกับโรคมากกวาโอกาสการเกิดในกรณีที่ไมมีความสัมพันธของเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมดังกลาว 
  การศึกษานี้เลือกการวิเคราะหความสัมพันธของยีนกับการเกิดภาวะออทิซึม 2 
แบบ คือ Population based case control และ Family based association ซ่ึงทั้ง 2 วิธีมี
ประโยชนในการศึกษาโรคหรือภาวะที่มีสาเหตุมาจากหลายปจจัย  
  การศึกษาแบบ Population based case control เปนการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางเครื่องหมายพันธุกรรมกับโรค โดยการเปรียบเทียบความถี่แอลลีล หรือความถี่จีโนไทป
ในประชากรที่เปนโรคเปรียบเทียบกับกลุมประชากรปกติ ดังน้ันเพ่ือใหไดผลการศึกษาที่ถูกตอง
นาเชื่อถือ การเลือกกลุมคนปกติที่ใชในการเปรียบเทียบควรมีความสอดคลองหรือคลายคลึงกัน
กับกลุมประชากรที่เปนโรค เพ่ือปองกันผลบวกปลอมที่อาจเกิดจากการเลือกกลุมประชากรที่ผิด 
เชน เพศ ภูมิลําเนา เชื้อชาติ เปนตน สวนอายุขึ้นอยูกับโรคที่ศึกษาเพราะโรคบางโรคมีปจจัย
เร่ืองอายุเขามาเก่ียวของดวย แตการศึกษาในผูปวยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม อายุของกลุม
ประชากรปกติที่ใชเปนกลุมควบคุมไมมีผลตอการทดสอบ เน่ืองจากในทางทฤษฎีอายุมีผลตอ
การเปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอนอยมาก หากผลจากการเปรียบเทียบพบความถี่แอลลีลหรือ 
ความถี่จีโนไทปมีความแตกตางกันระหวาง 2 กลุมอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 
95 อาจบงชี้วาตําแหนงดังกลาวของเครื่องหมายพันธุกรรมที่เลือกมาศึกษานี้อาจมีความสัมพันธ
กับการกอใหเกิดโรคได  
  การศึกษาการถายทอดเคร่ืองหมายพันธุกรรมในครอบครัว Family based 
association ดวยวิธี Transmission Disequilibrium Test (TDT) เปนวิธีการศึกษาเพ่ือหา
ตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีการถายทอดรวมไปกับยีนที่อาจกอใหเกิดโรคจากพอแม
มาสูลูกที่เปนโรค โดยคาดวาหากพบเครื่องหมายพันธุกรรมใดที่มีการถายทอดจากพอแมมาสู
ลูกมากอยางมีนัยสําคัญ อาจกลาวไดวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ลูกไดรับการถายทอดมาจากพอ
แมเปนสวนที่สงเสริมหรือทําใหลูกเกิดความผิดปกติขึ้นได และนอกจากนี้วิธีดังกลาวใชกลุม
ควบคุมที่เปนพอแมจึงชวยลดปญหาการพบผลบวกปลอมได รวมทั้งผลการศึกษาสามารถบอก
ไดวาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมบนยีนที่เลือกศึกษานั้นมีความสัมพันธและถายทอดไปกับยีนที่
กอโรคได 
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การศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 

   การศึกษาครั้งน้ีทดสอบจํานวนซ้ํา GGC ที่ใชเปนกลุมควบคุมในคนไทยปกติ
จากภาคกลางและภาคใต รวมทั้งสิ้น 272 คน พบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC ทั้ง 2 
ภูมิภาคไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05) จึงไดรวบรวมขอมูลทั้ง 2 กลุมเขาดวยกัน ผล
การศึกษา พบจํานวนซ้ํา GGC ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมตั้งแต 6-16 ซํ้า และในกลุมควบคุม
ตั้งแต 5-15 ซํ้า การศึกษากอนหนาน้ีในคนยุโรปและคนอเมริกัน พบการกระจายตัวของจํานวน
ซํ้า GGC ตั้งแต 3-23 ซํ้า โดยแตละรายงานพบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC แตกตางกัน 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 67 (Bonora et al., 2003; Devlin et al., 2004; Kelemenova 
et al., 2010; Krebs et al., 2002; Li et al., 2004; Persico et al., 2001; Zhang et al., 2002) 
โดยจํานวนซ้ํา GGC ที่พบมากที่สุดในคนยุโรป คือ 10 และ 8 ซํ้าตามลําดับ เชนเดียวกับ
การศึกษานี้ที่พบจํานวนซ้ํา GGC 10 ซํ้ามากที่สุดทั้งในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม 
โดยพบในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมรอยละ 75.27 และกลุมควบคุมรอยละ 75.92 จํานวนซ้ํา GGC 
ที่พบรองลงมาคือ 8 และ 13 ซํ้าตามลําดับ โดยจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 13 ซํ้า มีความแตกตาง
กันเม่ือเทียบการศึกษานี้ในคนไทยกับการศึกษาในคนยุโรป คือ พบจํานวนซ้ํา GGC 8 ซํ้าใน
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมคนไทยรอยละ 9.04 และในกลุมควบคุมคนไทยพบรอยละ 8.82 สวนใน
คนยุโรปพบจํานวนซ้ํา GGC 8 ซํ้าสูงถึงรอยละ 40 ทั้งในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม ดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 67 นอกจากน้ีการศึกษานี้พบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้าตางจากการศึกษา
ในคนยุโรป โดยพบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้าสูงถึงรอยละ 8.24 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
และรอยละ 7.90 ในกลุมควบคุม สอดคลองกับการศึกษาในคนอินเดียที่พบจํานวนซ้ํา GGC 13 
ซํ้าสูงถึงรอยละ 14 ตางจากการศึกษาในคนยุโรปที่พบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้าเพียงรอยละ 2.4-
5.2 จากการเปรียบเทียบการศึกษากอนหนาน้ีกับการศึกษานี้ทําใหทราบวาการกระจายตัวของ
จํานวนซ้ํา GGC ในแตละชนชาติมีความแตกตางกัน โดยการศึกษานี้พบจํานวนซ้ํา GGC 
ใกลเคียงกับการศึกษาในคนอินเดียมากกวาการศึกษาในคนยุโรปและคนอเมริกัน ทั้งนี้ผล
การศึกษาที่แตกตางกันอาจเน่ืองมาจากพ้ืนฐานทางพันธุกรรมของแตละเชื้อชาติที่แตกตางกัน 
  นอกจากนี้มีการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ใน
ผูปวยโรคจิตเภท (schizophrenia) จากการศึกษาในคนจีนพบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา 
GGC ในผูปวยจิตเภทตั้งแต 5-20 ซํ้า โดยพบจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 10 ซํ้ามากที่สุด
เชนเดียวกับการศึกษานี้และการศึกษาอ่ืนๆ ในผูปวยออทิซึม และยังพบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้า
สูงเชนเดียวกับการศึกษานี้ดวย (Huang and Chen, 2006) 

การศึกษาจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ในคนยุโรป (Persico et al., 2001; 
Kerbs et al., 2002; Zhang et al., 2002) พบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แบบ 8/10 และ 
10/10 ซํ้าสูงทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุม เชนเดียวกับการศึกษานี้ที่พบจีโนไทป
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แบบ 10/10, 8/10 ซํ้าสูงทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม แตตางกันที่
การศึกษาน้ีพบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แบบ 10/10 สูงกวาจีโนไทปแบบ 8/10 โดยพบ    
จีโนไทปแบบ 10/10 สูงถึงรอยละ 55.3 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและรอยละ 59.9 ในกลุม
ควบคุม สวนจีโนไทปแบบ 8/10 ซํ้าพบรอยละ 13.8 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและรอยละ 
12.9 ในกลุมควบคุม สวนการศึกษานี้พบจีโนไทปแบบ 10/13 สูงในคนไทย โดยพบจีโนไทป
แบบ 10/13 ซํ้ารอยละ 14.4 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและรอยละ 13.6 ในกลุมควบคุม 
ตางจากการศึกษาในคนยุโรปที่พบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แบบ 10/13 ซํ้านอยกวาคือพบ
เพียงรอยละ 3-3.7 (Persico et al., 2001; Kerbs et al., 2002) ซ่ึงจีโนไทปที่พบบอยทั้ง 3 แบบ
น้ี ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมคนไทย สวน      
จีโนไทปที่พบแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมคือ 10/14, 10/15 
และ 10/16 ซํ้า โดยจีโนไทปแบบ 10/14 และ 10/16 พบเฉพาะในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
อยางละ 1 ราย แตไมพบในกลุมควบคุม จีโนไทปแบบ 10/15 พบในกลุมผูปวยออทิซึม
สเปคตรัม 13 รายคิดเปนรอยละ 6.91 และในกลุมควบคุม 4 รายคิดเปนรอยละ 1.47 โดยพบ   
จีโนไทปดังกลาวในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุมควบคุม 4.7 เทา  

การศึกษาความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
กับผูปวยออทิซึมในรูปแบบ Population based case control มีการศึกษานอย การศึกษาของ 
Persico และคณะ (2001) พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า ในกลุมผูปวยออทิซึมชาวอิตาเลี่ยนสูง
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ เชนเดียวกับการศึกษาของ Kelemenova และคณะ (2010) ที่
พบจํานวนซ้ํา 12 และ 13 ซํ้า ในกลุมผูปวยชาวสโลวาเกียสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
เชนเดียวกับการศึกษานี้ที่พบความถี่แอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าในกลุมผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมชาวไทยสูงกวากลุมควบคุม โดยพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าสูงถึงรอยละ 5.06 ใน
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมแตพบในกลุมควบคุมเพียงรอยละ 1.84 เม่ือวิเคราะหแบบจีโนไทป
ที่มีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า อยางนอยหนึ่งแอลลีล พบความถี่ของจีโนไทปดังกลาวในผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุมควบคุมเชนเดียวกัน โดยพบในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมรอยละ 
9.56 สวนในกลุมควบคุมพบเพียงรอยละ 2.95 ซ่ึงพบในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุม
ควบคุม 3.2 เทา  
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ตารางที่ 67 เปรียบเทยีบการวิเคราะหความถี่จํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทซิึมในกลุมตางๆ กับการศึกษานี ้
 

จํา
นว

นซ
้ํา 

GG
C 

คอเคเชียน  
[Persico et al., 2001] 

คอเคเชียน 
 [Zhang et al., 

2002] 

คอเคเชียน 
 [Krebs et al., 2002] 

คอเคเชียน
[Devlin et 
al., 2004] 

อเมริกัน 
 [Li et al., 2004] 

อินเดีย 
[Dutta et al., 2007] 

ไทย 
การศึกษาครั้งนี้ 

 

ผูป
วย

 
(9

5 
รา
ย)

 

กลุ
มค

วบ
คุม

 
(1

86
 ร
าย

) 

ผูป
วย

 
(1

26
 ร
าย

) 

กลุ
มค

วบ
คุม

 
(4

37
 ร
าย

) 

ผูป
วย

 
(2

18
 ร
าย

) 

พอ
แม

  
(4

36
 ร
าย

) 

ผูป
วย

 
 (3

95
 ร
าย

) 

ผูป
วย

 
(1

07
 ร
าย

) 

กลุ
มค

วบ
คุม

 
(2

14
 ร
าย

) 

ผูป
วย

  
(7

3 
รา
ย)

 

กลุ
มค

วบ
คุม

 
(8

0 
รา
ย)

 

ผูป
วย

 
(1

88
 ร
าย

) 

พอ
แม

 
(3

20
 ร
าย

) 

กลุ
มค

วบ
คุม

(2
72

 ร
าย

) 

3 - - - 0.14 - - - - - - - - - - 
4 1.05 - 0.4 - 0.5 0.34 0.06 - - - - - - - 
5 - - - - 0.2 0.11 - - - - - 0.00 - 0.18 
6 - - - 0.14 - - - 0.2 0.2 - - 0.27 0.63 0.37 
7 - - 0.4 0.14 0.2 0.11 - 0.4 0.2 - - 0.53 0.31 2.21 
8 44.21 44.3 33.7 39.92 39.2 40.71 42.85 39.0 41.8 11.0 11.25 9.04 7.50 8.82 
9 - - 0.8 0.43 - - 0.32 0.2 0.2 - - 0.27 0.16 1.47 
10 45.26 51.1 55.6 52.30 54.4 53.56 50.56 54.3 51.7 75.0 72.50 75.27 77.66 75.92 
11 - 1.1 1.6 1.01 0.9 0.57 0.52 0.9 0.6 - - 0.53 0.31 0.55 
12 5.80 0.8 2.0 1.73 0.5 0.69 1.38 2.1 1.1 - 1.68 0.80 0.94 0.74 
13 3.16 2.4 5.1 3.75 3.7 3.33 3.67 2.5 3.2 14.0 12.50 8.24 7.34 7.90 
14 - 0.3 - 0.14 0.2 0.34 0.38 - 0.2 - 0.63 0.27 0.31 0.00 
15 - - - 0.30 - - 0.26 0.2 0.6 - 0.63 4.52 4.53 1.84 
16 - - 0.4 - 0.2 0.23 - 0.2 0.2 - 0.63 0.27 0.16 0.00 
17 - - - - - - - - - - - - 0.16 - 
23 0.52 - - - - - - - - - - - - - 
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ตารางที่ 68 เปรียบเทียบผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมระหวางการศึกษานี้กับ
การศึกษาอ่ืนๆ กอนหนา 
 
เปรียบเทียบการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมในแตละการศึกษาแบบ Case-Control 

การศึกษานี ้ การศึกษาทีส่นับสนุน การศึกษาทีค่ดัคาน 
พบค ว า ม แตกต า ง ข อ ง
ความถ่ีแอลลีลของ GGC ≥ 
14 ซ้ําสูงในผูปวยเทียบกับ
กลุมควบคุม 
พบค ว า ม แตกต า ง ข อ ง  
จี โ น ไ ทป ท่ี มี จํ า น ว นซ้ํ า 
GGC ≥ 14 ซ้ําอยางนอย 1 
แอลลีลในกลุมผูปวยเทียบ
กับกลุมควบคุม 

Persico et al., 2001 
พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําสูงเปน 2 เทาเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม  
 

Zhang et al., 2002 
ไมพบความแตกตางของจํานวน
ซ้ํา GGC ระหวางผูปวยกับกลุม
ควบคุม 

Kelemenova et al., 2010 
พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําในผูปวยสูงกวาในกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ  

เปรียบเทียบการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมในแตละการศึกษาแบบ TDT 

การศึกษานี ้ การศึกษาทีส่นับสนุน การศึกษาทีค่ดัคาน 
ไมพบความแตกตางของ
การถอยทอดแอลลีล GGC 
≥ 11 หรือ ≥ 14 ซ้ําจากพอ
แมมาสูลูกท่ีเปนออทิซึมสูง 

Persico et al., 2001 
พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไวอยางมี
นัยสําคัญ  
 

Krebs et al., 2002 
ไมพบความ สัมพันธ ร ะหว า ง
จํานวนซ้ําของ GGC ≥ 11 ซ้ํามี
การถายทอดมาสูลูกสูงกวา GGC 
< 11 ซ้ํา 

Zhang et al., 2002 
พบ จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไวอยางมี
นัยสําคัญ  

Bonora et al., 2003 
ไมพบ จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํา
มีการถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Skaar et al., 2005 
พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไวอยางมี
นัยสําคัญ  

Devlin et al., 2004 
ไมพบความ สัมพันธ ร ะหว า ง
จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถ า ย ท อ ด ม า สู ลู ก สู ง อ ย า ง มี
นัยสําคัญกับภาวะพัฒนาการดาน
การพูดลาชา  

Dutta et al., 2007 
พบจํานวนซ้ําGGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดจากพอมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไว
อยางมีนัยสําคัญ  
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  การศึกษาความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
กับผูปวยออทิซึมในรูปแบบ Family based association มีการศึกษาไมมากนัก การศึกษาของ 
Persico และคณะ (2001) พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการถายทอดจากพอแมมาสูลูก
มากกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญในครอบครัวผูปวยชาวอิตาเลี่ยน เชนเดียวกับการศึกษาของ 
Zhang และคณะ (2002) และการศึกษาของ Skaar และคณะ (2005) ในครอบครัวผูปวยชาว
ยุโรป ตางจากการศึกษานี้ที่ไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าจากพอแมมาสูลูก
มากกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงอาจเกิดจากจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า พบนอยสงผลใหไม
พบความสัมพันธดังกลาว ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีที่รายงานวาไมพบความสัมพันธ
ของการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC จากพอแมมาสูลูกสูงเชนกันในคนยุโรป (Bonora et al., 
2003; Devlin et al., 2004; Krebs et al., 2002) 

การศึกษาของ Dutta และคณะ (2007) ในคนอินเดียที่พบจํานวนซ้ํา GGC มี
การถายทอดจากพอมาสูลูกสูงกวาการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC จากแมอยางมีนัยสําคัญ ตาง
จากการศึกษาครั้งนี้ที่พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ไดรับการถายทอดจากพอและแมไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยไดรับการถายทอดจากพอ 7 ราย คิดเปนรอยละ 43.8 ไดรับ
การถายทอดจากแม 9 ราย คิดเปนรอยละ 56.2 มี 1 รายที่ไดรับการถายทอดจากทั้งพอและแม 
และมี 1 รายไมมีตัวอยางดีเอ็นเอจากทั้งพอและแม ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 69  

การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC กับสนิปสตําแหนงอ่ืนๆบนยีน 
RELN โดย Skaar และคณะ (2005) ในคนยุโรป พบแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 10 ซํ้า
กับสนิปสบริเวณเอกซอน 44 เอกซอน 45 เอกซอน 50 และอินทรอน 59 แบบ (GGC ≥ 10 ซํ้า 
A-A-T-T) มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืน (P = 0.002) โดย        
แฮโพลไทปดังกลาวเปนแฮโพลไทปที่พบไดบอยซ่ึงพบความถี่ของแฮโพลไทปน้ีรอยละ 33 ตาง
จากการศึกษานี้ที่ไมพบสนิปสแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับสนิปสอ่ืนๆ (GGC, 
rs2299388, rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs263746, rs736707) แบบใดมี
การถายทอดไปดวยกันสูงทั้งการศึกษาแบบ Population based case control และการศึกษา
แบบ Family based association ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากสนิปสแตละตําแหนงที่เลือกมาศึกษามี
ระยะหางกันมากในแตละสนิปส และจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าพบไดนอยในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัม อาจทําใหไมพบความสัมพันธของการศึกษาแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC กับ 
สนิปสอ่ืนๆ บนยีน RELN 
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ตารางท่ี 69 แสดงการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าขึ้นไปจากพอแมมาสูผูปวย         
ออทิซึมสเปคตรัม จํานวน 18 ราย 
 

ผูปวยออทิซึม
สเปคตรัม 

เพศ ขอวินิจฉัย 
จีโนไทป 

ไดรับการถายทอดจาก 
ผูปวย พอ แม 

PS30-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 15 10 10 พอ 
PS41-3 ชาย Autism 10 15 10 15 10 10 พอ 
PS46-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 13 10 15 แม 
AR1-3 หญิง Autism 10 15 10 15 10 13 พอ 
AR12-3 ชาย Autism 10 14 10 10 10 14 แม 
AR17-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 10 10 15 แม 
AR42-3 ชาย PDD-NOS 13 15 13 13 10 15 แม 
AR44-3 ชาย Autism 10 16 - - ไมมีตัวอยางดีเอ็นเอพอและแม 
AR60-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 15 10 10 พอ 
AR62-3 ชาย Autism 10 15 10 10 13 15 แม 
AR65-3 ชาย PDD-NOS 15 15 10 15 10 15 พอและแม 
AR71-3 ชาย Autism 10 15 10 13 10 15 แม 
AR93-3 ชาย Autism 10 15 10 10 10 15 แม 
TM2-3 ชาย Autism 6 15 6 10 10 15 แม 
TM11-3 ชาย Autism 10 15 15 15 10 10 พอ 
TM17-3 ชาย Autism 10 15 10 15 10 10 พอ 
TM43.3 ชาย Autism 10 15 - 10 10 พอ* 
TM52-3 หญิง Autism 10 15 10 10 10 15 แม 

 
หมายเหตุ * ประเมินจากการถายทอดในครอบครัว 
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จํานวนซ้ํา GGC กับการแสดงออกของโปรตีน RELN ในผูปวยออทิซึม 
 

การศึกษากอนหนาน้ีพบวา การเพ่ิมขึ้นของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR 
ซ่ึงเปนบริเวณที่เก่ียวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน RELN ทําใหดีเอ็นเอบริเวณ
ดังกลาวมีเบส CG สูง (CG rich) สงผลตอการควบคุมการถอดรหัสดีเอ็นเอ (Transcriptional 
regulation) จากการศึกษาของ Persico และคณะ (2006) เก่ียวกับการแสดงออกของยีน RELN 
พบวาเม่ือมีจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมขึ้นการแสดงออกของยีน RELN จะลดลง เม่ือเทียบจํานวนซ้ํา 
GGC 12 และ 13 ซํ้าที่พบสูงในผูปวยออทิซึมกับจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 10 ซํ้าที่พบไดบอยใน
กลุมควบคุม พบวาเม่ือมีจํานวนซ้ํา GGC 12 และ 13 ซํ้าการแสดงออกของยีนลดลงรอยละ 50-
60 (Persico et al., 2006) โดยการเพ่ิมขึ้นของจํานวนซ้ําดังกลาวสงผลใหโครงสรางทุติยภูมิ
ของเอ็มอารเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป เอ็มอารเอ็นเอขดตัวเพ่ิมขึ้นทําใหการเขามาจับของไรโบโซม
ทําไดยากขึ้นในกระบวนการแปลรหัสเปนโปรตีน สงผลใหการแสดงออกของโปรตีน RELN 
ลดลง นอกจากน้ียังพบระดับโปรตีน RELN ในพลาสมาลดลงประมาณรอยละ 25 เม่ือมีจํานวน
ซํ้า GGC มากขึ้น  

การมีจํานวนซํ้า GGC สูงขึ้นสงผลใหเกิดเมธิวเลชั่น (methylation) สูงขึ้น ผล
การศึกษาเมธิวเลชั่นของยีน RELN พบการเกิดเมธิวเลชั่นบริเวณ 5’UTR ทําใหการแสดงออก
ของยีน RELN ลดลง (Chen et al., 2002; Tamura et al., 2007) เน่ืองจากบริเวณดังกลาวมี
ตําแหนงจับของโปรตีน SP1 ซ่ึงเปน transcription factor เม่ือโปรตีน SP1 จับกับตําแหนง
จําเพาะ (GC box : enhancer-like activity อยูถัดจากตําแหนง ATG ของยีน RELN ไปทาง 
upstream -304 ถึง -137 คูเบส) สงผลใหเกิดการปองกันการเกิดเมธิวเลชั่น ของบริเวณดังกลาว
ได หากจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมสูงขึ้นจะไปรบกวนการจับของโปรตีนดังกลาว ทําใหเกิดเมธิวเลชั่น
สูงได นอกจากนี้การศึกษาในผูปวยโรคจิตเภทพบระดับโปรตีน RELN ลดลงเชนเดียวกัน โรค
จิตเภทเปนโรคที่เกิดจากการทํางานของโปรตีนตางๆ ในสมองผิดปกติคลายคลึงกับกลุมอาการ
ออทิซึม (Abdolmaleky et al., 2005; Grayson et al., 2005) 

หนาที่ของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ยังไมทราบแนชัด 
โดยหนาที่หน่ึงที่เปนไปไดของจํานวนซ้ํา GGC คือเปนตําแหนงจับของโปรตีนควบคุม อยางเชน 
CAGER-1 และ CAGER-2 ซ่ึงจะจับกับลําดับดีเอ็นเอที่มีลําดับเปน GAC และ GGC ตามลําดับ 
(Yano et al., 1999) โดยจํานวนซ้ําที่เพ่ิมมากขึ้นทําใหการเขาจับของโปรตีนดังกลาวเกิดไดยาก
ขึ้นสงผลใหการแสดงออกของโปรตีนลดลงรอยละ 50 (Grayson et al., 2005) 

แมการศึกษาของ Persico และคณะ (2006) จะพบจํานวนซ้ํา GGC 12-13 ซํ้า
สงผลให luciferase reporter gene แสดงออกลดลงเมื่อเทียบกับจํานวนซ้ํา GGC นอย แต
การศึกษานี้พบจํานวนซ้ําที่ตางออกไป คือพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าสัมพันธกับภาวะ    
ออทิซึมในเด็กไทย จึงควรมีการศึกษาการแสดงออกของจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมเติมในจํานวนซ้ํา 
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GGC ที่พบตางจากการศึกษาของ Persico และคณะ (2006) ในคนไทยเพื่อศึกษาการแสดงออก
ของยีน RELN วามีการแสดงออกที่เหมือนหรือตางกันอยางไร 
 
จํานวนซ้ํา GGC กับความเสถียรในโครงสราง hairpin ของ mRNA 
 

การเพ่ิมขึ้นของจํานวนซ้ํา GGC สงผลตอความเสถียรของโครงสราง hairpin 
ของ mRNA โดยจํานวนซ้ํา GGC พบบริเวณ 5’UTR ของยีน RELN กอนตําแหนงเริ่มตนการ
ถอดรหัสเปนโปรตีนบริเวณเอกซอน 1 GGGCGCGC(GGC)nATG โดยจํานวนซ้ําดังกลาวไมมี
การถอดรหัสเปนกรดอะมิโนไกลซีน เน่ืองจากอยูในบริเวณ 5’UTR แตจะสงผลตอโครงสรางของ 

mRNA โดยการเพิ่มขึ้นของจํานวนซ้ํา GGC จะสงผลใหคาพลังงานอิสระ (ΔG) ลดลง ทําให
โครงสราง hairpin ของ mRNA มีความเสถียรมากขึ้น จนสงผลกระทบตอกระบวนการแปลรหัส
โปรตีน ทําใหไรโบโซมเขามาจับไดยากมากขึ้นกวาจํานวนซ้ํา GGC นอยๆ (Persico et al.,  
2006) คลายกับรายงานจํานวนซ้ํา GGC ของยีน AR นอยทําใหการทํางานของ Androgen 
สูงขึ้น (Ding et al., 2005) 

การศึกษาน้ีตรวจสอบคาพลังงานอิสระของการเกิด hairpin ของจํานวนซ้ํา 
GGC แตละแบบท่ีพบในการศึกษาครั้งนี้ (5-16 ซํ้า) ดวยโปรแกรม RNA structure, V.5.1, 
Mathews Lab (http://rna.urmc.rochester.edu/research.html) พบวาคาพลังงานอิสระลดลง
เม่ือจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมขึ้น (Mathews et al., 1999) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 70 และ
รูปที่ 46 โดยลําดับเบสที่ใชในการศึกษาคาพลังงานอิสระดังน้ี 
GAGCGAGCGGCGCGTAGGGCGCGC(GGC)nATGGAGCGCAGTGGCTGGGCCCGGCAG 
โดย n แสดงจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้น 

อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงความเสถียรในโครงสราง mRNA จะกระทบตอ
การผลิตโปรตีน RELN เชนเดียวกับยีน AR หรือไม ยังไมสามารถสรุปไดจากการทํานายนี้ แต
ผลการศึกษาดวยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ ใหแนวคิดวาความหลากหลายของจํานวนซ้ํา 
GGC บริเวณ 5’UTR อาจสงผลกระทบตอประสิทธิภาพของกระบวนการแปลรหัสโปรตีนที่สงผล
ใหปริมาณการผลิตโปรตีนตอหนวยเปลี่ยนไปจากสัดสวนเดิม  
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ตารางที่ 70 แสดงคาพลังงานอิสระ (ΔG) ของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
 

จํานวนซ้ํา GGC คาพลังงานอิสระ (ΔG) (kcal/mol) 
5 -29.0 
6 -31.3 
7 -33.8 
8 -36.1 
9 -38.6 
10 -40.9 
11 -43.4 
12 -45.7 
13 -48.2 
14 -50.5 
15 -53.0 
16 -55.3 

 
  จากการคํานวณคาพลังงานอิสระของจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมสูงขึ้นพบคา
พลังงานอิสระลดลงซึ่งสัมพันธแบบผกผันกับจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้น ทําใหการขดตัวของ
โครงสรางทุติยภูมิของจํานวนซํ้า GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN มีการขดตัวที่
เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งในการศึกษานี้พบจํานวนซ้ํา GGC สูงสุด 16 ซํ้า อาจทําใหโครงสราง mRNA 
เสถียรมากกวาจํานวนซ้ําที่พบโดยแบบทั่วไปทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม 
(GGC 10 ซํ้า)  
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รูปที่ 46 แสดงโครงสราง hairpin ของจํานวนซ้ํา GGC แตละแบบ (บน) จํานวนซ้ํา GGC 5 ซํ้า 
(กลาง) จํานวนซ้ํา GGC 8 ซํ้า (ลาง) จํานวนซ้ํา GGC 16 ซํ้า  
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การแสดงออกของยีน RELN ตอการทํางานของสมองในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ไมไดศึกษาถึงระดับการทํางานของยีน RELN ในผูปวย  
ออทิซึมสเปคตรัม แตมีรายงานกอนหนาน้ีเก่ียวกับการทํางานของยีน RELN กับภาวะออทิซึม 
พบวา ปริมาณโปรตีน RELN ขนาด 410 กิโลดาลตันลดลงในผูปวยออทิซึมอยางมีนัยสําคัญเม่ือ
เทียบกับกลุมควบคุม (Fatemi, 2002) ซ่ึงสงผลใหเด็กมีพัฒนาการหลายดานลาชา เชน การน่ัง
และการเดินชากวาเด็กที่มีระดับโปรตีน RELN เปนปกติ รวมทั้งสงผลใหเด็กบางรายมีอาการชัก
รวมดวย (Fatemi et al., 2002) นอกจากน้ียังพบระดับโปรตีน RELN และ mRNA ที่สรางจาก
ยีน RELN ลดลงในสมองสวนซีรีเบลลัมและฮิปโปแคมปสของผูปวยโรคจิตเภท 
(Schizophrenia) ซ่ึงลดลงรอยละ 50 เม่ือเทียบกับคนที่ไมมีปญหาทางจิตเวช (Impagnatiello et 
al., 1998) 

จากการทราบหนาที่ของยีน RELN วามีความเก่ียวของกับการเคลื่อนที่และ
กําหนดตําแหนงของเซลลประสาทใหถูกตองเพ่ือใหสมองสามารถทํางานไดเปนปกติ โดยพบวา
การแสดงออกของโปรตีน RELN พบไดสูงในเซลล Purkinje การศึกษาของ Fatemi และคณะ 
(2002) พบวาขนาดของเซลล Purkinje บริเวณสมองสวนซีรีเบลลัมของผูปวยออทิซึมมีขนาด
ลดลงประมาณรอยละ 50 เม่ือเทียบกับเซลลสมองของคนปกติ (Fatemi et al., 2002) 
นอกจากน้ีการศึกษาของ Yip และคณะ (2000) พบความผิดปกติของยีน RELN สงผลใหเซลล
ประสาทมีการเคลื่อนที่และขนาดที่เปลี่ยนแปลงไปจากปกติสงผลใหสมองทํางานผิดปกติ  

การศึกษาในหนูทดลองพบวายีน reln ทํางานรวมกับยีน disabled 1 (dab1) 
ซ่ึงเก่ียวของกับการกําหนดตําแหนงของเซลลประสาทระหวางการพัฒนาของสมอง โดยพบวา
โปรตีน Reln มีหนาที่ในการเติมหมูฟอสเฟตใหแกโปรตีน Dab1 ทําใหการควบคุมการกําหนด
ตําแหนงของเซลลประสาทในสมองอยูในตําแหนงที่ถูกตองและสามารถทํางานไดเปนปกติ 
(Howell et al., 1999) ดังน้ันความผิดปกติของยีนอ่ืนๆ ที่อยูในวิถีการทํางานของยีน RELN 
เชน DAB1 อาจสงผลใหเกิดภาวะออทิซึมได เน่ืองจากการเกิดภาวะออทิซึมมีสาเหตุมาจาก
ปจจัยทางพันธุกรรม (ความผิดปกติของยีนหลายยีน) รวมกับปจจัยทางสิ่งแวดลอม 
(multifactorial inheritance) 
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การศึกษาความสัมพันธของสนิปบนยีน RELN กับผูปวยออทซิึมสเปคตรัม 
 

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับผูปวยออทิซึมมีนอย 
การศึกษานี้เปนการศึกษาครั้งแรกในผูปวยออทิซึมชาวไทย โดยเลือกศึกษาสนิปสทั้งหมด 7 
ตําแหนงซ่ึงกระจายอยูทั่วทั้งยีน โดยเลือกสนิปส 3 ตําแหนงบริเวณเอกซอน ไดแก rs2072403 
บริเวณเอกซอน 15 rs362691 บริเวณเอกซอน 22 และ rs362746 บริเวณเอกซอน 45 
โดยสนิปส rs2072403 (C/T) และ rs362746 (A/G) เปนสนิปสที่ไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโน (synonymous variant) สวนสนิปส rs362691 (C/G) เปนสนิปสที่สงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนกรดอะมิโนจากลิวซีนเปนวาลีน (L997V) และเลือกสนิปส 3 ตําแหนงบริเวณอินทรอน 
ไดแก rs2299388 บริเวณอินทรอน 2 rs2159676 บริเวณอินทรอน 28 และ rs736707 บริเวณ
อินทรอน 59 และเลือก 1 สนิปสบริเวณ splicing junction บริเวณอินทรอน 5 ไดแก rs607755
เน่ืองจากยีน RELN เปนยีนที่มีขนาดใหญ (517.7 กิโลเบส) ประกอบดวย 64 เอกซอน จึงไม
สามารถศึกษาสนิปสไดทุกเอกซอน ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงใชเลือกสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง
ดังกลาวดวยหลักการดังน้ี (1) เลือกสนิปสที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphic) มี
คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ไมต่ํากวา 0.3 คือสนิปส rs2159676 (2) หรือสนิปสที่เปนเคยมีการศึกษา
มากอนหนาน้ีในกลุมผูปวยชาวอิตาเลี่ยน กลุมผูปวยชาวอเมริกัน กลุมผูปวยชาวอินเดีย กลุม
ผูปวยชาวจีน และกลุมประชากรญี่ปุน (3) หรือสนิปสที่มีการเปลี่ยนแปลงเบสแลวสงผลให
กรดอะมิโนเปลี่ยน คือสนิปสตําแหนง rs362691 (4) หรือสนิปสที่อาจคาดวาเปนตําแหนงที่
สงผลตอ splicing junction คือสนิปสตําแหนง rs607755 บริเวณอินทรอน 5 ผลการศึกษานี้พบ
ความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษามีคาความถี่ของแอลลีลที่พบไดนอย (minor 
allele frequency) มากกวา 0.1 (MAF > 0.1) และความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงมีคา
ใกลเคียงกับความถี่แอลลีลในคนจีนที่มีรายงานไวในฐานขอมูล (NCBI) ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 72 ภาคผนวก ก 

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมแบบ 
Population based case control มีไมมากนัก มีเพียง 1 การศึกษาที่พบความสัมพันธดังกลาว 
คือ การศึกษาของ Li และคณะ (2008) ในผูปวยออทิซึมชาวจีน ที่พบความสัมพันธของสนิปส 
rs736707 เพียงตําแหนงเดียวจากการศึกษาสนิปสทั้งหมด 8 โดยพบความถี่จีโนไทปแบบ C/C 
ในผูปวยออทิซึมสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทั้งการศึกษาแบบ dominant และ additive 
สวนสนิปส rs607755, rs2072403, rs362691 และ rs362746 ที่ศึกษาเหมือนกับการศึกษานี้ไม
พบความสัมพันธของสนิปสดังกลาวกับภาวะออทิซึมในคนจีนเชนเดียวกับการศึกษาน้ีที่ไมพบ 
สนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมในคนไทย 
สอดคลองกับการศึกษาของ Persico และคณะ (2001) ที่ศึกษาสนิปส 2 ตําแหนง โดยมีสนิปส 
rs607755 เหมือนกับการศึกษานี้ การศึกษาของ Dutta และคณะ (2008) ที่ศึกษา สนิปส 6 
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ตําแหนงบนยีน RELN ในคนอินเดีย โดยมีสนิปส rs2072403, rs362691 และ rs736707 
เหมือนกับการศึกษานี้ และการศึกษาของ He และคณะ (2010) ที่ศึกษาสนิปส 4 ตําแหนงบน
ยีน RELN ในคนจีน โดยมีสนิปส rs362691 และ rs736707 เหมือนกับการศึกษานี้  

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN แบบ Family based 
association ดวยวิธี TDT มีรายงานพบความสัมพันธดังกลาวเพียง 1 การศึกษาคือ การศึกษา
ของ Serajee และคณะ (2006) ที่พบสนิปสตําแหนง rs736707 มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม
ในครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 196 ครอบครัวที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนออทิซึม โดยพบความถี่
แอลลีล 0.77/0.23 (T/C) ตางจากการศึกษาน้ีและการศึกษาอ่ืนๆ ที่ไมพบความสัมพันธของ 
สนิปสตําแหนงอ่ืนๆ ที่ศึกษาบนยีน RELN (Bonora et al., 2003; Dutta et al., 2007; Dutta et 
al., 2008; He et al.; 2010; Persico et al., 2001) โดยการศึกษานี้พบความถี่แอลลีลเปน 
0.58/0.42 (T/C) ซ่ึงความถี่แอลลีลดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาในคนอินเดียของ Dutta 
และคณะ (2008) 0.57/0.43 (T/C) และการศึกษาในคนจีนของ Li และคณะ (2008) 0.58/0.42 
(T/C) และการศึกษาของ He และคณะ (2010) 0.57/0.43 (T/C) และมีความถี่ใกลเคียงกับ
ความถี่ ของส นิปส ตํ าแหน ง ดั งกล า วที่ มี ร ายงานไว ในฐานข อ มูลส นิปส ของ  NCBI 
(www.ncbi.nlm.nig.gov/SNP)  

อยางไรก็ตามการศึกษาน้ีไมพบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใด    
แอลลีลหน่ึงของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN จากพอแมมาสูลูกดวยวิธี TDT ตาง
จากการศึกษาอ่ืนอาจเนื่องมาจาก (1) กลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษามีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่
แตกตางกัน (คนเอเชียและคนยุโรป) (2) เกณฑการวินิจฉัยกลุมผูปวยที่แตกตางกัน โดย
การศึกษาของ Serajee และคณะ (2006) พบสนิปส rs362691 มีการถายทอดแอลลีล G จาก
พอแมมาสูลูกสูงกวาแอลลีล C ในกลุมผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึมสเปคตรัม (Autism+PDD-
NOS) แตไมพบความสัมพันธดังกลาวเม่ือศึกษาเฉพาะผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึม (Autism 
only) ซ่ึงความสัมพันธดังกลาวอาจเกิดจากผลบวกปลอมจากการเลือกกลุมตัวอยางที่นํามา
ศึกษา (3) ลักษณะครอบครัวผูปวย การศึกษานี้ศึกษาในครอบครัวผูปวยที่มีลูกเปนออทิซึม 1 
ราย (simplex family) เปนสวนใหญ (151 simplex families+9 multiplex families) และไมพบ
ความสัมพันธจากการศึกษาแบบ TDT ตางจากการศึกษา Serajee และคณะ (2006) ที่ศึกษาใน
ครอบครัวที่มีลูกเปนออทิซึมมากกวา 1 รายรวมดวย (129 multiplex families+67 simplex 
families) (4) ขนาดกลุมตัวอยาง (sample size) การศึกษานี้ศึกษาในครอบครัวผูปวยออทิซึม
ชาวไทยเพียง 160 ครอบครัว ตางจากการศึกษาของ Serajee และคณะ (2006) ที่ศึกษาใน 196 
ครอบครัว อยางไรก็ตามจากการศึกษาที่ผานมาและการศึกษานี้ชี้ใหเห็นวาการเลือกกลุม
ตัวอยาง เกณฑการวินิจฉัย ลักษณะกลุมตัวอยาง และขนาดกลุมตัวอยางมีผลตอการศึกษา
ความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึมในรูปแบบ TDT และขอจํากัดของการศึกษาแบบ 
TDT คือจะเลือกเฉพาะพอแมที่มีจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัสเทาน้ันมาคํานวณคาการถายทอด 
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สวนพอแมที่เปนโฮโมไซกัสไมสามารถนํามาคํานวณหาความสัมพันธได เพราะไมสามารถบอก
ไดวาแอลลีลใดถายทอดมาสูลูก จึงทําใหจํานวนครอบครัวที่นํามาใชในการศึกษาการถายทอด
ของแอลลีลในสนิปสแตละตําแหนงมีจํานวนลดลง  

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสในรูปแบบแฮโพลไทปมีเพียงการศึกษาของ 
Skaar และคณะ (2005) ที่พบสนิปสแฮโพลไทปแบบ A-A-T-T (rs2075043-rs362746-
rs2229864-rs736707) มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสูงอยางมีนัยสําคัญ (P = 
0.002) ตางจากการศึกษานี้ที่ไมพบสนิปสแฮโพลไทปบนยีน RELN กับภาวะออทิซึม แต
การศึกษานี้พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสตําแหนง rs2072403 และ rs362691 บริเวณ
เอกซอน 15 ถึงเอกซอน 22 ขนาดประมาณ 41 กิโลเบสสูง ทั้งการศึกษาแบบ population 
based case control และ Family based association แตเม่ือพิจารณาสนิปสแฮโพลไทปใน
บล็อกดังกลาวไมพบความสัมพันธของสนิปสแฮโพลไทปแบบใดมีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม
ในคนไทย สอดคลองกับการศึกษาของ Li และคณะ (2008) ในคนจีน ที่พบสนิปส rs2072403 
และ rs362691 มีการถายทอดไปดวยกันสูงแตไมพบสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกดังกลาว ซ่ึง
สาเหตุที่ทําใหการศึกษาน้ีในครอบครัวผูปวยคนไทยตางจากการศึกษาในคนยุโรปของ Skaar 
และคณะ (2005) อาจเนื่องมาจากกลุมตัวอยางที่ศึกษามีความแตกตางกันในเรื่องเชื้อชาติและ
จํานวนที่ศึกษา โดยการศึกษาของ Skaar และคณะ (2005) ศึกษาในคนยุโรป 371 ครอบครัว 
สวนการศึกษาในคนเอเชียมีจํานวนตัวอยางนอยกวาคือ การศึกษานี้ในคนไทยมี 160 ครอบครัว 
และการศึกษาของ He และคณะ (2010) ในคนจีน 165 ครอบครัว อาจทําใหผลการศึกษา
แตกตางกัน และเนื่องมาจากยีน RELN เปนยีนที่มีขนาดใหญ (517.7 กิโลเบส) และระยะหาง
ของสนิปสแตละตําแหนงที่เลือกมาศึกษาคอนขางหางกันมาก ทําใหคาการถายทอดไปดวยกัน 
(LD) ที่ปรากฏต่ําระหวางสนิปสแตละตําแหนง 

แมวาการศึกษานี้จะไมพบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดมีการถายทอดจากพอแม
มาสูลูกที่มีภาวะออทิซึมมากกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญในคนไทย แตการศึกษาสนิปส       
แฮโพลไทปยังมีความสําคัญ เน่ืองจากเปนการศึกษาสนิปสหลายๆ ตําแหนงพรอมกันทําให
การศึกษาสนิปสแบบแฮโพลไทปมีความนาเชื่อถือกวาการวิเคราะหสนิปสเพียงตําแหนงเดียว 
นอกจากน้ีการศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในยีนอ่ืนๆ พบสนิปสแฮโพลไทปบางแบบสงผลตอการ
แสดงออกของยีน เชน การศึกษาของ Benayed และคณะ (2009) ในยีน ENGRAILED 2 
(EN2) ซ่ึงเปนยีนบนโครโมโซม 7 แขนขาวยาว ตําแหนง 7q36.2 พบความสัมพันธของสนิปส 2 
ตําแหนง rs1861972 (A/G) and rs1861973 (C/T) มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปน  
ออทิซึมสูงทั้งการศึกษาแบบสนิปสเดียวและแบบสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึม
จํานวน 518 ครอบครัว และเม่ือศึกษาการแสดงออกของแฮโพลไทป แบบ A-C ของสนิปส
ดังกลาวโดยการสรางเวคเตอรที่มีแฮโพลไทปแบบ A-C แลวนําเวคเตอรดังกลาวเขาสูเซลลของ
มนุษยและหนูเพ่ือดูการแสดงออกของ luciferase reporter gene พบวา การแสดงออกของยีน
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ดังกลาวเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เม่ือเทียบกับแฮโพลไทปแบบอ่ืน (Benayed et al., 
2009)  
  อยางไรก็ตามการศึกษาสนิปสไมสามารถบอกไดชัดเจนวาสนิปสบนยีน RELN 
เปนสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึมขึ้นหรือไม เน่ืองจากการศึกษาน้ีเลือกศึกษาสนิปสเพียง 7 
ตําแหนงซ่ึงอาจไมมากพอที่จะพบความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึมได เน่ืองจากยีน 
RELN มีสนิปสมากกวา 3,900 ตําแหนง นอกจากน้ีการศึกษานี้ไมครอบคลุมถึงการเกิดการขาด
หายไปของชิ้นสวนโครโมโซมขนาดเล็ก (microdeletion) การเพ่ิมขึ้นของจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ขึ้นขนาดเล็ก (microduplication) และมิวเทชั่นในยีน เชน รายงานพบมิวเทชั่นในยีน LAMB1 
(I1547T) ยีน PTPRZ1 (I3S) และยีน UBE2H บนโครโมโซม 7 ในผูปวยออทิซึม (Bonora et 
al., 2005; Vourc'h et al., 2003) ดังน้ันการตรวจกรองมิวเทชั่นในยีน RELN อาจตรวจพบ
ความผิดปกติของยีน RELN ได  
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การศึกษาความสัมพันธของยีน MET กับภาวะออทิซึมในเด็กไทย 
  
  การศึกษานี้เปนการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับภาวะ    
ออทิซึมสเปคตรัมในคนไทยคร้ังแรก โดยเลือกศึกษาสนิปส 7 ตําแหนงที่กระจายตัวอยูทั่วทั้งยีน 
โดยเลือกสนิปส 1 ตําแหนงบริเวณโปรโมเตอรที่เปน Functional SNP ไดแก rs1858830 เลือก
สนิปส 2 ตําแหนงบริเวณเอกซอน ไดแก rs13223756 บริเวณเอกซอน 7 และ rs 2023748 
บริเวณเอกซอน 21 เลือกสนิปส 4 ตําแหนงบริเวณอินทรอน ไดแก rs38845 บริเวณอินทรอน 1, 
rs10243024 บริเวณอินทรอน 2, rs38859 บริเวณอินทรอน 3 และ rs2299439 บริเวณอิน
ทรอน 15 ผลการตรวจสอบสมดุลของฮารดีไวเบิรก (Hardy-Weinberg equilibrium) พบสนิปส
ทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET เขาสูสมดุลของฮารดีไวนเบิรกทุกตําแหนง ( P > 0.05) 

กอนหนาน้ีมีรายงานพบความสัมพันธระหวางยีน MET กับภาวะออทิซึม โดย
การศึกษาดังกลาวพบความสัมพันธของสนิปส rs1858830 บริเวณโปรโมเตอรของยีน MET กับ
ภาวะออทิซึมในผูปวยชาวอิตาเลี่ยนและอเมริกัน (Campbell et al., 2006; Jackson et al., 
2009) โดยพบแอลลีล C และจีโนไทปแบบ C/C มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวาง
ผูปวยออทิซึมกับกลุมควบคุม ในการศึกษาแบบ Population based case control ซ่ึงตางจาก
การศึกษานี้ที่ไมพบความสัมพันธของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่เลือกศึกษา โดยการศึกษาน้ีพบ
ความถี่แอลลีลของสนิปสที่ศึกษาในคนไทยมีคาใกลเคียงกับความถี่แอลลีลในคนจีนที่มีรายงาน
ไวในฐานขอมูล (www.ncbi.nlm.nig.gov/SNP) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 72 ภาคผนวก 
ตางจากรายงานกอนหนาน้ี โดยการศึกษาของ Campbell และคณะ (2006) และการศึกษาของ 
Sousa และคณะ (2008) ในผูปวยออทิซึมชาวอิตาเลี่ยนพบแอลลีล C เปนแอลลีลที่พบไดบอย 
การศึกษาครั้งน้ีใหผลการศึกษาที่สนับสนุนการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) และ
การศึกษาของ Jackson และคณะ (2009) ในคนอเมริกัน ที่พบแอลลีล G เปนแอลลีลที่พบได
บอยสวนแอลลีล C เปนแอลลีลที่พบไดนอย สงผลใหการศึกษาคร้ังน้ีแตกตางจากการศึกษา
กอนหนาที่พบความสัมพันธของสนิปสดังกลาวกับภาวะออทิซึม นอกจากน้ีการศึกษาของ 
Campbell และคณะ (2006) พบจีโนไทปแบบ C/C มีความเสี่ยง (relative risk) ตอการเกิดภาวะ
ออทิซึมสูงกวาจีโนไทปแบบ G/G ถึง 2.27 เทา และจีโนไทปแบบ C/G มีความเสี่ยงสูงกวา      
จีโนไทปแบบ G/G ถึง 1.67 เทา เชนเดียวกับการศึกษาของ Jackson และคณะ (2009) ที่พบ
ความถี่จีโนไทปแบบ C/C และ C/G ตางจากจีโนไทปแบบ G/G อยางมีนัยสําคัญระหวางกลุม
ผูปวยและกลุมควบคุมชาวอเมริกัน จากการรายงานที่ผานมาชี้ใหเห็นวาความสัมพันธของ 
สนิปส rs1858830 กับภาวะออทิซึมมีความแตกตางกันในแตละเชื้อชาติ และกลุมตัวอยางที่ใช
ในการศึกษา 

การศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) พบความสัมพันธของสนิปส rs38845 
(A/G) บริเวณอินทรอน 1 กับภาวะออทิซึมในผูปวยชาวอิตาเลี่ยน โดยพบความถี่แอลลีล A ใน
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ผูปวยออทิซึมสูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญ และเม่ือพิจารณาจีโนไทปพบความถี่จีโนไทป
แบบ A/A และ A/G สูงกวา G/G อยางมีนัยสําคัญเชนกัน ซ่ึงตางจากการศึกษานี้และการศึกษา
อ่ืนๆ ที่ไมพบความสัมพันธดังกลาว (Campbell et al., 2006; Thanseem et al., 2010) สวน
การศึกษาสนิปส rs10243024 (A/G), rs38859 (C/T), rs13223756 (A/G) rs2299439 (G/T) 
และ rs2023748 (A/G) ไมพบความแตกตางทางสถิติของความถี่แอลลีลและ จีโนไทปของสนิปส
ดังกลาวระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเชนเดียวกับการศึกษา
กอนหนาน้ี (Campbell et al., 2006; Sousa et al., 2008; Thanseem et al., 2010)  

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET ในรูปแบบ Family based 
association ของ Campbell และคณะ (2006) พบสนิปส rs1858830 มีการถายทอดแอลลีล C 
และจีโนไทปแบบ C/C จากพอแมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสูงอยางมีนัยสําคัญในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมชาวยุโรปจํานวน 204 ครอบครัว (P = 0.0005) และพบการถายทอดแอลลีลและ         
จีโนไทปดังกลาวสูงขึ้นเม่ือเพ่ิมจํานวนครอบครัวผูปวยออทิซึมเปน 743 ครอบครัว (P = 
0.000005) ตางจากการศึกษาน้ีที่ไมพบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึง
ของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงจากพอแมมาสูลูกสูงอยางมีนัยสําคัญในครอบครัวผูปวยออทิซึมชาว
ไทย สอดคลองกับการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) ในครอบครัวผูปวยออทิซึมชาว
ญ่ีปุน (126 ครอบครัว) ที่ไมพบความสัมพันธของสนิปสที่ศึกษาบนยีน MET มีการถายทอด 
แอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกสูง นอกจากนี้การศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) 
พบสนิปส rs38845 บริเวณอินทรอน 1 มีการถายทอดแอลลีล A จากพอแมมาสูลูกที่เปน    
ออทิซึมสูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญ (P = 0.0035) จากการศึกษาสนิปสทั้งหมด 36 
ตําแหนง และการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) ที่ศึกษาสนิปสบนยีน MET ทั้งหมด 
15 ตําแหนง บริเวณ 5’UTR ถึงอินทรอน 15 (มีสนิปส rs1858830, rs38845 และ rs10243024 
เหมือนกับการศึกษานี้) พบสนิปส rs38841 บริเวณอินทรอน 1 มีการถายทอดแอลลีล A จากพอ
แมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญ (P = 0.044) และมีการถายทอด  
แอลลีลดังกลาวเพ่ิมขึ้นเม่ือศึกษาซ้ําในคนยุโรปจํานวน 252 ครอบครัว (P = 0.0006) ซ่ึงตาง
จากการศึกษานี้ที่ไมพบการถายทอดแอลลีลของสนิปส rs38845 จากพอแมมาสูลูกสูงใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมชาวไทย 

อยางไรก็ตามการศึกษานี้ศึกษาในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมชาวไทย
เพียง 160 ครอบครัวที่สวนใหญมีลูกเปนออทิซึมสเปคตรัมเพียง 1 ราย (151 simplex families; 
9 multiplex families) เชนเดียวกับการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) ในครอบครัว
ผูปวยออทิซึมชาวญี่ปุน ซ่ึงมีจํานวนนอยกวาการศึกษาของ Campbell และคณะ (2006) ที่
ศึกษาในครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 743 ครอบครัว (265 simplex families; 478 multiplex 
families) และการศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) ในครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 407 
ครอบครัว (325 multiplex families; 82 simplex families) จากการศึกษาของ Campbell และ
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คณะ (2006) พบความสัมพันธของสนิปส rs1858830 กับภาวะออทิซึมในครอบครัวผูปวย   
ออทิซึมที่มีลูกเปนโรคมากกวา 1 ราย (multiplex family) แตเม่ือพิจารณาในครอบครัวที่มีลูก
เปนออทิซึมเพียง 1 ราย (simplex family) กลับไมพบความสัมพันธของสนิปส rs1858830 กับ
ภาวะออทิซึม (P = 0.202) ดังนั้นการเพ่ิมจํานวนครอบครัวผูปวยออทิซึม (sample size) และ
การเลือกครอบครัวผูปวยที่มีลูกเปนออทิซึมมากกวา 1 ราย (multiplex family) อาจทําใหได
ขอมูลในการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับภาวะออทิซึมมากย่ิงขึ้น 

การศึกษาที่พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสบนยีน MET โดยการศึกษา
ของ Campbell และคณะ (2006) ซ่ึงเลือกสนิปส 9 ตําแหนงที่กระจายทั่วทั้งยีนตั้งแตบริเวณ 
โปรโมเตอรจนถึงเอกซอน 21 มาศึกษาการถายทอดไปดวยกันของสนิปส พบการถายทอดไป
ดวยกันของสนิปสบนยีน MET จํานวน 2 บล็อก คือ บล็อกแรกขนาด 17 กิโลเบสบริเวณ     
โปรโมเตอรของยีน MET ประกอบสนิปสดวย rs437-rs184953-rs1858830-rs40238 และพบ 
สนิปสแฮโพลไทปแบบ G-C-G-C ในบล็อกดังกลาวมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปน   
ออทิซึมสูง (P = 0.008) นอกจากนี้การศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) ที่ศึกษาสนิปส
ทั้งหมด 36 ตําแหนงที่กระจายทั่วทั้งยีน MET พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้งหมด 4 
บล็อก โดยบล็อกแรกประกอบดวยสนิปสบริเวณโปรโมเตอรขนาด 10 กิโลเบส ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Campbell และคณะ (2006) บล็อกที่ 2 บริเวณอินทรอน 1 ขนาด 3 กิโลเบส 
ประกอบดวยสนิปส rs38845 ซ่ึงพบวาสนิปสดังกลาวมีการถายทอดแอลลีล A จากพอแมมาสู
ลูกสูงประกอบอยูในบล็อกดังกลาวดวย บล็อกที่ 3 บริเวณอินทรอน 1 ถึงอินทรอน 2 ขนาด 37 
กิโลเบส และบล็อกที่ 4 บริเวณอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 20 ขนาด 56 กิโลเบส ตางจาก
การศึกษานี้ที่ไมพบการถายทอดสนิปสบริเวณโปรโมเตอรและบริเวณอินทรอน 1 มีการถายทอด
สนิปสในรูปแบบแฮโพลไทปจากพอแมมาสูลูก ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากเลือกศึกษาสนิปสโปรโมเตอร
และบริเวณอินทรอน 1 เพียงตําแหนงเดียวและบริเวณดังกลาวมีขนาดใหญทําใหไมพบ
ความสัมพันธของสนิปสบริเวณดังกลาวในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทป 

ผลการศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมคร้ังน้ี พบ
การถายทอดไปดวยกันของสนิปส 4 ตําแหนงจากการศึกษาทั้งหมด 7 ตําแหนงบนยีน MET 
(LD>80) บริเวณอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 (rs1858830-rs38845 rs10243024-rs38859-
rs13223756-rs2299439-rs2023748) ขนาด 56 กิโลเบสมีการถายทอดสนิปสไปดวยกันสูงใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม และพบสนิปสแฮโพลไทปของบล็อกดังกลาวแบบ T-A-G-A 
มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.040) โดย
ในบล็อกดังกลาวประกอบดวยสนิปส rs38859 ที่มีการถายทอดแอลลีล T จากพอแมมาสูลูกสูง
กวาแอลลีล G โดยมีอัตราการถายทอดเปน (94 : 70, P = 0.0609) และสนิปส rs2023748 ที่มี
การถายทอดแอลลีล A จากพอแมมาสูลูกสูงกวาแอลลีล G โดยมีอัตราการถายทอดเปน (94 : 
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72, P = 0.0877) แมจะไมมีนัยสําคัญทางสถิติในการวิเคราะหแบบสนิปสตําแหนงเดียว แตเม่ือ
พิจารณาสนิปสแฮโพลไทปเพียง 2 ตําแหนง (rs38859 และ rs2023748) พบสนิปสแฮโพลไทป
แบบ T-A มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (94.9 : 62.0, P = 0.0086) 
โดยพบความถี่ของแฮโพลไทปดังกลาวรอยละ 42.2 เม่ือเทียบกับสนิปสแฮโพลไทปแบบอ่ืนๆ 
ดังแสดงในตารางที่ 66 โดยสนิปสแฮโพลไทปแบบ T-A ของสนิปส rs38859-rs2023748 ไมเคย
มีรายงานมากอนวามีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาสนิปสแฮโพลไทปแบบอ่ืนในบริเวณ
อินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 การศึกษานี้จึงเปนการศึกษาแรกที่พบความสัมพันธของสนิปส    
แฮโพลไทปดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม  

อยางไรก็ตามการศึกษานี้เลือกศึกษาสนิปสบนยีน MET เพียง 7 ตําแหนงซ่ึง
ถือวานอยเม่ือเทียบกับการศึกษาอ่ืนๆ มีรายงานสนิปสบนยีน MET ในฐานขอมูลมากกวา 585 
ตําแหนง (www.snpper.chip.org) รวมทั้งการศึกษานี้เลือกสนิปสแตละตําแหนงที่นํามาศึกษามี
ระยะหางกันพอสมควรทําใหพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสแตละตําแหนงนอยตางจาก
การศึกษาอ่ืนกอนหนาน้ี ดังน้ันการเพ่ิมจํานวนสนิปสและกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาอาจจะ
ชวยใหไดขอมูลที่มากพอในการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับภาวะออทิซึมได  
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การศึกษาการแสดงออกของยีน MET ในผูปวยออทิซึม 
 
  การศึกษานี้ไมไดศึกษาการแสดงออกของยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
ชาวไทย แตมีรายงานการศึกษาการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดจาก G เปน C ของสนิปส 
rs1858830 กับการแสดงออกของยีน MET  ในผูปวยออทิซึม จากการศึกษาของ Campbell 
และคณะ (2006) ที่พบความแตกตางของแอลลีล C และจีโนไทปแบบ C/C สูงในผูปวยเทียบกับ
กลุมควบคุม และพบวาแอลลีล C ของสนิปสดังกลาวสงผลใหการจับของดีเอ็นเอกับโปรตีนจับ
ไดลดลง (DNA-protein complex) จึงตั้งสมมุติฐานวา แอลลีล C นาจะสงผลใหเกิดภาวะออทิซึม
ขึ้น Campbell และคณะ (2006) ไดทดสอบสมมุติฐานโดยสราง MET promoter 2 แบบขนาด 
726 คูเบส ที่มีความแตกตางกันเฉพาะเบส C และ G ของสนิปส rs1858830 เขาสู 
pGL4.10(luc2) luciferase reporter vector จากน้ันทําการ transfect เขาสูเซลลประสาทของหนู 
(N2A และ SN56) และ HEK cell line พบวาการแสดงออกของ luciferase ลดลงกวาคร่ึงเม่ือมี
แอลลีล C เทียบกับแอลลีล G ซ่ึงการลดลงนี้ชี้ใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดของสนิปส 
rs1858830 แบบแอลลีล C มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม รวมทั้งคาดการณไดวาสนิปส 
rs1858830 เปนตําแหนงที่มีความเก่ียวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน MET 
นอกจากน้ียังพบวาสนิปส rs1858830 แบบแอลลีล C สงผลใหการจับกับ transcription factor 
protein (SP1 และ AP2) ลดลงเม่ือเทียบกับแอลลีล G  
  ตอมา Campbell และคณะ (2007) ศึกษาการแสดงออกของยีน MET ในสมอง
สวน Cerebral cortex ในผูปวยออทิซึม โดยเลือกศึกษาในผูปวยออทิซึม 7 รายเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุม 8 คนที่มีความสอดคลองกันในเรื่อง อายุ เพศ และสวนของสมองที่ศึกษา พบระดับ
การแสดงออกของโปรตีน MET ลดลง 2 เทาในผูปวยออทิซึมเทียบกับกลุมควบคุม โดยพบ
ผูปวยออทิซึมมีจีโนไทปแบบ C/C สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (5 ตอ 1 ราย) 
นอกจากน้ี Campbell และคณะยังพบ transcription signal อ่ืนๆ ที่ทํางานรวมกับยีน MET มี
การเปลี่ยนแปลงที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุม เชน HGF 
(เพ่ิมขึ้น 1.7 เทา) PLAU (เพ่ิมขึ้น 1.6 เทา) PLAUR (เพ่ิมขึ้น 2.5 เทา) SERPINE1 (เพ่ิมขึ้น 
1.8 เทา) และ CD44 (เพ่ิมขึ้น 7.7 เทา) ซ่ึงชี้ใหเห็นวาในการควบคุมการแสดงออกของยีน MET 
ใหเปนปกติ โปรตีนตัวอ่ืนที่เก่ียวของจะตองมีประมาณที่ปกติไมเพ่ิมขึ้นเหมือนในผูปวยออทิซึม  
  ดังน้ันการศึกษาการทํางานหรือการแสดงออกของยีน MET จึงมีความสําคัญ
และควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมตอไปในอนาคต 
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บทที่ 5 
บทสรุป 

 
  การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่แอลลีลและจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า 
บริเวณ 5’UTR สูงในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมผูควบคุมโดยการทดสอบ
ไคสแควร แตไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าจากพอแมมาสูลูกสูงกวาจํานวนซ้ํา 
GGC < 14 ซํ้า และไมพบแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับสนิปสตําแหนงอ่ืนที่
ศึกษาบนยีน RELN มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทป รายงานกอน
หนาน้ีพบวาจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมมากขึ้นจะสงผลใหการแสดงออกของยีนลดลง ดังน้ันจํานวน
ซํ้า GGC ที่พบสูงขึ้นในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมอาจเปนปจจัยหนึ่งที่สงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม
สเปคตรัมขึ้นในคนไทย การศึกษาความสัมพันธของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน RELN 
(rs2299388, rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746, rs736707) ไมพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่แอลลีล ความถี่จีโนไทปและสนิปสแฮโพลไทปของ 
สนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ทั้งการศึกษาแบบ Population based case control 
และการศึกษาแบบ Family based association  
  การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม
สเปคตรัมไมพบความสัมพันธของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET กับภาวะออทิซึม 
(rs1858830, rs38845, rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439, rs2023748) ทั้ง
การศึกษาแบบ Population based case control และแบบ Family based association แต
การศึกษาแฮโพลไทปของสนิปสพบการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปของสนิปส 4 ตําแหนงแบบ 
T-A-G-A บริเวณอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 (rs38859 rs13223756 rs2299439 rs2023748) 
โดยพบความถี่ของแฮโพลไทปดังกลาวรอยละ 40 มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปน    
ออทิซึมสเปคตรัมสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.040)  

จากขอมูลการศึกษาคร้ังน้ีสรุปไดวายีน RELN และยีน MET อาจเปนยีนที่เปน
ปจจัยหนึ่งในการสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย เน่ืองจากการศึกษาครั้งน้ีเปน
รายงานการพบความสัมพันธดังกลาวครั้งแรกในคนไทย การพบความสัมพันธแบบ case 
control อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ ดังน้ันควรมีการศึกษาซ้ําในกลุมประชากรไทยในกลุมอ่ืนเพ่ือ
ยืนยันผลการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ 71 แสดงผลการสํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมในแตละประเทศ (ดัดแปลงจาก Fombonne, 2003) 
 
ปที่ตีพิมพ 

(ค.ศ.) 
ผูแตง ประเทศ 

ขนาดกลุม

ตัวอยาง 

จํานวนผูปวย

ออทิซึม 
เกณฑวินิจฉัย 

อัตราสวนเพศ 

(ชาย : หญิง) 

ความชุกตอ 

10,000 คน 

1966 Lotter, V. UK 78,000 32 Rating scale 2.6 (23/9) 4.1 

1970 Brask, B. H. Denmark 46,500 20 Clinical 1.4 (12/7) 4.3 

1970 Treffert, D. A. USA 899,750 69 Kanner 3.06 (52/17) 0.7 

1976 Wing et al UK 25,000 17 24 Items rating scale of Lotter 16 (16/1) 4.8 

1982 Hoshino et al Japan 609,848 142 Kanner’s criteria 9.9 (129/13) 2.33 

1983 Bohman et al Sweden 69,000 39 Rutter criteria 1.6 (24/15) 5.6 

1984 McCarthy et al Ireland 65,000 28 Kanner 1.33 (16/12) 4.3 

1986 Steinhausen et al Germany 279,616 52 Rutter 2.25 (36/16) 1.9 

1987 Burd et al USA 180,986 59 DSM-III 2.7 (43/16) 3.26 

1987 Matsuishi et al Japan 32,834 51 DSM-III 4.7 (42/9) 15.5 

1988 Tanous et al Japan 95,394 132 DSM-III 4.07 (106/26) 13.8 

1988 Bryson et al Canada 20,800 21 New RDC 2.5 (15/6) 10.1 

1989 Sugiyama, T. and Abe, T. Japan 12,263 16 DSM-III - 13.0 

1989 Cialdella, Ph. and Mamelle, N. France 135,180 61 DSM-III like 2.3 4.5 

1989 Ritvo et al USA 769,620 241 DSM-III 3.73 (190/51) 2.47 

1991 Gillberg et al Sweden 78,106 74 DSM-III 2.7 (54/20) 9.5 
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ตารางที่ 71 แสดงผลการสํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมในแตละประเทศ (ตอ) 
 
ปที่ตีพิมพ 

(ค.ศ.) 
ผูแตง ประเทศ 

ขนาดกลุม

ตัวอยาง 

จํานวนผูปวย

ออทิซึม 
เกณฑวินิจฉัย 

อัตราสวนเพศ 

(ชาย : หญิง) 

ความชุกตอ 

10,000 คน 

1992 Fombonne E. and Mazaubrun, C. France 274,816 154 Clinical-ICD-10 like 2.1 (105/49) 4.9 

1992 Wignyosumarto et al Indonesia 5,120 6 CARS 2.0 (4/2) 11.7 

1996 Honda et al Japan 8,537 18 ICD-10 2.6 (13/5) 21.08 

1997 Fombonne et al France 325,347 174 Clinical-ICD-10 like 1.81 (112/62) 7.2 

1997 Webb et al UK 73,301 53 DSM-III_R 6.57 (46/7) 7.2 

1997 Arvidsson et al Sweden 1,941 9 ICD-10 3.5 (7/2) 46.4 

1998 Sponheim, E. and Skjeldal, O. Norway 65,688 34 ICD-10 2.09 (23/11) 5.2 

1999 Taylor et al UK 490,000 427 ICD-10 - 8.7 

1999 Kadesjo et al Sweden 826 6 DSM-III-R/ICD-10 5.0 (5/1) 72.6 

2000 Baird et al UK 16,235 50 ICD-10 15.7 (47/3) 30.8 

2000 Powell et al UK 25,377 62 Clinical/ICD-10/DSM-IV - 7.8 

2000 Kielinen et al Finland 152,732 187 ICD-8/ICD-9/ICD-10 4.12 (156/50) 12.2 

2001 Bertrand et al USA 8,896 36 DSM-IV 2.2 (25/11) 40.5 

2001 Fombonne et al UK 10,438 27 DSM-IV/ICD-10 8.0 (24/3) 26.1 

2001 Magnusson, P. and Saemundsen, E. Iceland 43,153 57 Mostly ICD-10 4.2 (46/11) 13.2 

2001 Chakrabarti, S. and Fombonne, E. UK 15,500 26 ICD-10/DSM-IV 3.3 (20/6) 16.8 
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ตารางที่ 72 แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน RELN ในแตละเชื้อชาติ 
 
กลุมประชากร rs2299388 rs607755 rs2072403 rs362691 rs2159676 rs362746 rs736707 

C T A G C T C G A C A G C T 

คนไทย (2011) 

การศึกษาครั้งนี้ 

0.274 0.726 0.676 0.324 0.154 0.846 0.200 0.800 0.504 0.496 0.852 0.148 0.464 0.536 

คนจีน 

 

0.389 0.611 0.593 0.407 0.136 0.864 0.122 0.878 0.512 0.488 0.800 0.200 0.405 0.595 

คนญี่ปุน 

 

0.389 0.611 0.552 0.448 0.080 0.920 0.091 0.909 0.553 0.447 0.878 0.122 0.558 0.442 

คนยุโรป 

 

0.085 0.915 0.456 0.544 0.050 0.950 0.133 0.867 0.703 0.297 0.975 0.025 0.261 0.739 

คนแอฟริกา 

(Sub-Saharan) 

0.033 0.967 0.580 0.402 0.283 0.717 0.083 0.917 0.658 0.342 1.000 0.000 0.487 0.513 

 

ฐานขอมูลจาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ สืบคนขอมูล April 5, 2011 
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ตารางที่ 73 แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน MET ในแตละเชื้อชาติ 
 
กลุมประชากร rs1858830 rs38845 rs10243024 rs38859 rs13223756 rs2299349 rs2023748 

C G A G A G C T A G G T A G 

คนไทย (2011) 

การศึกษาครั้งนี้ 

0.298 0.702 0.480 0.520 0.372 0.628 0.556 0.444 0.666 0.334 0.442 0.558 0.454 0.546 

คนจีน 

 

- - 0.390 0.610 0.209 0.791 0.430 0.570 0.802 0.198 0.558 0.442 0.558 0.442 

คนญี่ปุน 

 

- - 0.411 0.589 0.262 0.738 0.435 0.565 0.762 0.238 0.560 0.440 0.559 0.441 

คนยุโรป 

 

0.500 0.500 0.383 0.617 0.196 0.804 0.531 0.469 0.836 0.164 0.464 0.536 0.465 0.535 

คนแอฟริกา 

(Sub-Saharan) 

- - 0.303 0.697 0.535 0.465 0.987 0.013 0.885 0.115 0.022 0.978 0.013 0.987 

 

ฐานขอมูลจาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ สืบคนขอมูล April 5, 2011 

 

166 



 

 

ภาคผนวก ข 
 
 

25% Ammonium persulfate (1 ml) 

 APS        0.25 g 

 Deionized distilled water     1 ml 

6% denatured polyacrylamide gel solution 

 Urea        63 g 

 10XTBE       15 ml 

 40% acrylamide      22.5 ml 

 Sterile water up to 150 ml    

2.5 mM 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 

2.5 mM dNTPs Mix with 50% 7-Deaza-dGTP (400 μl) 

100mM dATP       10 μl 

 100mM dCTP       10 μl 

 100mM dTTP       10 μl 

 100 mM dGTP         5 μl 

 10 mM 7-deaza-dGTP      50 μl 

 Deionized distilled water       315 μl 

  Mix well, store at -20 °C 
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2.5 mM dNTPs Mix with 100% 7-Deaza-dGTP (400 μl) 

100mM dATP       10 μl 

 100mM dCTP       10 μl 

 100mM dTTP       10 μl 

 100 mM 7-deaza-dGTP     10 μl 

 Deionized distilled water     360 μl 

  Mix well, store at -20 °C 

Loading dye (for denature gel electrophoresis) 

 Formamide       9.5  ml  

 0.5 M EDTA, pH 8.0      400  μl 

Bromophenol Blue      0.005 g 

Xylene cyanol FF      0.005 g 

Deionized distilled water     100 μl 

Mix well, store at -20 °C  

6X Loading dye (for non-denature gel electrophoresis) 

 Glycerol       1.2  ml 

 Xylene cyanol FF      0.006 g 

Deionized distilled water     2.8 ml 

 Mix well, store at 4 °C 

6% Polyacrylamide gel (30 ml) 

 6% Acrylamide solution     30  ml 

 TEMED       50 μl 

 25% APS       50 μl 

Mix well 

10X TBE (1,000 ml) 

 Tris base       109.03 g 

 Boric acid         55.65 g 

 EDTA        7.45 g 

Deionized distilled water up to 1,000 ml, store at room temperature 
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