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บทคดัย่อ 
 
  UDP-glucuronosyltransferases (UGTs)  เป็ น เอ น ไ ซ ม์ ท่ี มี ค ว าม ส า คั ญ ใน
กระบวนการ Phase II drug metabolism  ในปัจจุบัน UGTs จะแบ่งได้เป็น 4 families หลัก คือ 
UGT1, UGT2, UGT3 และ UGT8  โดย UGT3 จะมี  2 ช นิด คือ UGT3A1 และ UGT3A2 โดย 
UGT3A1 มี substrates หลกั คือ ursodeoxycholic acid (UDCA) ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม bile acids และ 
7β-hydroxycholesterol ซ่ึงเป็นส่วนประกอบหลักของ oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) 
ท่ีก่อให้เกิด plaque ในหลอดเลือด ดงันั้นการเกิดการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ท่ีมีผลให้เอนไซม์
ไม่สามารถท างานได้ ซ่ึงอาจก่อให้เกิดความผิดปกติในกระบวนการเมแทบอลิซึมของกรดน ้ าดี 
ส่งผลให้เกิดโรคน่ิวในถุงน ้ าดีและอาจท าให้มีความเส่ียงในการเกิด artherosclerosis ได ้งานวิจยัน้ี
จึงมุ่งเน้นศึกษาการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ในประชากรชาวมุสลิมในจงัหวดัสงขลา เพื่อ
ตรวจหาความถ่ีแอลลีลในการเกิดความผนัแปรทางพนัธุกรรมในบริเวณ promoter  exon 1 และ 
exon 4 ในตวัอยา่งเลือดจากสายสะดือของทารกแรกเกิดท่ีคลอดท่ีโรงพยาบาลสงขลา จงัหวดัสงขลา 
เป็นจ านวน 97 ตวัอยา่ง โดยท าการออกแบบ primer และ polymerase chain reaction (PCR) เพื่อเพิ่ม
จ านวนช้ินส่วนของยีนท่ีตอ้งการแลว้น าไปตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนยีน ดว้ยวิธี 1.5% agarose 
gel electrophoresis และส่งตรวจวิเคราะห์ล าดับเบส (DNA sequencing) เพื่อตรวจสอบต าแหน่ง 
การกลายพนัธ์ุ 
  ผลการศึกษาพบการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ทั้ งหมด 2 ต าแหน่งคือ novel 
SNPs บริเวณโปรโมเตอร์ (-219A>G) 1 ต าแหน่ง และ known SNPs บริเวณ exon4 (361T>G) 
(C121G) 1 ต าแหน่ง โดยในต าแหน่ง exon 4 มีความ ถ่ี จีโนไทป์  (genotype frequency) ของ 
homozygous mutation อยู่ท่ี 0.044 และมีความถ่ีของ heterozygous mutation อยูท่ี่ 0.332 ส าหรับใน
ต าแหน่งการกลายพนัธ์ุ -219A>G มีความถ่ีจีโนไทป์ของ homozygous mutation อยู่ท่ี 0.011 และ
ความถ่ีแอลลีล (allele frequency) ของการกลายพนัธ์ุทั้ง 2 ต าแหน่ง โดยเรียงล าดบัจากความถ่ีสูงไป
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ต ่ าดังน้ี  361T>G (0.21) และ -219A>G (0.01) จากการวิเคราะห์สมดุลฮาร์ดีไวน์ เบิ ร์กของยีน 
UGT3A1 ทั้ง 2 แบบ พบวา่การกลายพนัธ์ุในต าแหน่งซ่ึงอยูใ่นบริเวณ exon 4 (361T>G) เป็นไปตาม
กฎของฮาร์ดีไวน์เบิร์กและในต าแหน่งบริเวณโปรโมเตอร์ (-219A>G) ไม่เป็นไปตามกฎของ 
ฮาร์ดีไวน์เบิร์ก  
  สามารถสรุปไดว้า่ความถ่ีแอลลีลของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ท่ีต  าแหน่ง 
361T>G (allele frequency (0.21)) ในทารกแรกเกิดท่ีคลอดท่ีโรงพยาบาลสงขลา มีความใกลเ้คียง
กบัคนเอเชียอ่ืน เช่น ญ่ีปุ่นและจีน (allele frequency (0.249)) โดยการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ท่ี
ต  าแหน่งดงักล่าวท าให้เอนไซม์ไม่ท างาน ท าให้ไม่สามารถก าจดักรดน ้ าดีได้ จึงอาจส่งผลให้เกิด
ภาวะคัง่ของน ้ าดีได้ง่ายกว่าคนท่ีมียีนปกติ  อีกทั้งอาจจะเป็นตวับ่งช้ีในการท านายความเส่ียงของ
การเกิด artherosclerosis  อย่างไรก็ตามควรมีการตรวจยีน UGT3A1 ก่อนการรักษาด้วยยาท่ีเป็น 
substrate ของเอนไซม ์UGT3A1 เพื่อป้องกนัผลอนัไม่พึงประสงคจ์ากยา ซ่ึงอาจท าให้อาการคัง่ของ
น ้าดีมีความรุนแรงข้ึน 
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ABSTRACT 
 
  UDP-glucuronosyltransferases ( UGTs)  are the important enzymes in phase II 
drug metabolism. UGTs are currently divided into 4 families:  UGT1, UGT2, UGT3 and UGT8. 
There are two types of UGT3:  UGT3A1 and UGT3A2.  The main substrates of UGT3A1 are 
ursodeoxycholic acid (UDCA) , a bile acids and 7β-hydroxycholesterol, the main component of 
oxLDL which is the cause of plaque in arterial blood vessels.  Thus, the mutation of the UGT3A1 
gene may lead to abnormalities in the metabolism of bile acids, then may cause gallstones in the 
gallbladder and may increase the risk of  artherosclerosis. Therefore, this study aims to investigate 
the mutation of UGT3A1 gene in muslim population in Songkhla province.  To detect the allele 
frequency in the genetic variation in promoter, exon 1 and exon 4 area in 97 samples of neonates 
umbilical cord blood who was born at Songkhla Hospital, Songkhla province.  The primer and 
PCR were used to increase the numbers of gene fragments and to determine the size of gene 
fragments by 1.5% agarose gel electrophoresis and DNA sequencing to detect the mutation. 
  The results of the study revealed two mutations in the UGT3A1 gene:  1 novel 
SNPs at promoter region (-219A> G) and 1 known SNPs at exon 4 region (361T> G) (C121G). 
The mutation in exon 4 has genotype frequency of homozygous mutation ( 0. 044)  and 
heterozygous mutation ( 0. 332)  and the mutation at -219A> G, the genotype frequency of 
homozygous mutation is 0.011. Allele frequency of the two mutations, ranging from high to low 
are 361T> G ( 0. 21)  and -219A> G ( 0. 01) .  Based on the analysis of the Hardy–Weinberg 
equilibrium of both UGT3A1 mutation, the mutation in exon 4 ( 361T> G)  was followed to the 
Hardy–Weinberg equilibrium and at the promoter ( - 219A>G)  was not followed to the Hardy–
Weinberg equilibrium.  
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  It can be concluded that the allele frequency of UGT3A1 gene mutation at  
361T> G ( allele frequency (0.249) )  in neonates born at Songkhla Hospital was not differences 
from other Asian people such as Japan and China (allele frequency (0.20)). The mutation of the 
UGT3A1 gene at this location causes an inactive enzyme.  So the elimination of bile acid is 
abolished.  This may result in congestion of the bile more easily than people who have normal 
gene.  It may also be an indicator of artherosclerosis risk.  However, UGT3A1 gene should be 
screened before treatment with a substrate of UGT3A1 to prevent adverse effects which may 
cause worsening of gallstone. 
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ 
 

  %   = percentage 
  7βCH   = 7β-hydroxycholesterol 
  7OxCH   = 7-oxocholesterol 
  ATF3   = activating transcription factor 3 
  bp   = base pair 
  CA   = cholic acid 
  CDCA   = chenodeoxycholic acid 
  cDNA   = complementary DNA 
  Co.,ltd   = Company Limited 
  CYP   = cytochrome P450 
  DCA   = deoxycholic acid 
  DNA   = deoxyribonucleic acid 
  dNTPs   = deoxynucleoside triphosphate 
  dNTPs   = deoxynucleotide triphosphate 
  DME   = drug metabolizing enzymes 
  dTTP   = deoxythymidine triphosphate  
  et al.   = et alli (and others) 
  etc.   = Et chtera 
  FMOs   = flavin-containing monooxygenases 
  GCA   = glycocholic acid 
  GCDCA  = glycochenodeoxycholic acid 
  GLCA   = glycolithocolic acid 
  GUDCA  = glycoursodeoxycholic acid 
  Inc.   = Incorporate 
  kb   = kilo base pair 
  kDa   = kilodaltons 
  LCA   = lithocolic acid 
  LDL   = low-density lipoprotein 
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ (ต่อ) 
 
  Mg+   = magnesium ion 
  NaCl   = sodium chloride 
  °C   = degree Celsius 
  oxLDL   = Oxidized low-density lipoprotein 
  p   = p- value 
  PBREM   = phenobarbital-responsive enhancer module  
  PCR   = polymerase chain reaction  
  pH   = potential of Hydrogen ion 
  REST   = RE1 silencing transcription factor 
  RNA   = ribonucleic acid 
  ROS   = reactive oxygen/nitrogen species 
  RXRA   = retinoid X receptor alpha 
  rpm   = revolution per minute 
  S.E.   = standard error of mean 
  SNP   = single nucleotide polymorphism  
  SP1   = specificity protein 1 
  Taq polymerase  = Thermus aquaticus polymerase 
  TCA   = taurocholic acid 
  TCDCA   = taurochenodeoxycholic acid 
  TLCA   = taurolithocolic acid 
  TUDCA  = tauroursodeoxycholic acid 
  UDCA   = ursodeoxycholic acid  
  UDPGA  = uridine diphosphate glucuronic acid 
  UDP-Glc  = UDP-glucose 
  UDP-GlcA  = UDP-glucuronic acid 
  UDP-GlcNAc  = UDP-N-acetylglucosamine 
  UGT   = UDP- glycosyltransferase  
  ZBTB33  = transcriptional regulator Kaiso  
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ (ต่อ) 
 
  Nucleotide 
   A    =   adenine  
   C   =   cytosine  
   G    =   guanine  
   T    =   thymine  
Amino acid codes 

One letter 
code 

Three letter 
code 

Amino acid Possible codons 

A Ala Alanine GCA, GCC, GCG, GCT 
B Asx Asparagine or Aspartic acid AAC, AAT, GAC, GAT 
C Cys Cysteine TGC, TGT 
D Asp Aspartic acid GAC, GAT 
E Glu Glutamic acid GAA, GAG 
F Phe Phenylalanine TTC, TTT 
G Gly Glycine GGA, GGC, GGG, GGT 
H His Histidine CAC, CAT 
I Ile Isoleucine ATA, ATC, ATT 
K Lys Lysine AAA, AAG 
L Leu Leucine CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG 
M Met Methionine ATG 
N Asn Asparagine AAC, AAT 
P Pro Proline CCA, CCC, CCG, CCT 
Q Gln Glutamine CAA, CAG 
R Arg Arginine AGA, AGG, CGA, CGC, CGG, CGT 
S Ser Serine AGC, AGT, TCA, TCC, TCG, TCT 
T Thr Threonine ACA, ACC, ACG, ACT 
V Val Valine GTA, GTC, GTG, GTT 
W Trp Tryptophan TGG 
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ (ต่อ) 
 
One letter 

code 
Three letter 

code 
Amino acid Possible codons 

X X any codon NNN 
Y Tyr Tyrosine TAC, TAT 
Z Glx Glutamine or Glutamic acid CAA, CAG, GAA, GAG 
* * stop codon TAA, TAG, TGA 
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บทที ่1 
บทน า 

 
บทน าต้นเร่ือง 
 
  กระบวนการเปล่ียนแปลงของยา (drug metabolism) เป็นกระบวนการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะทางเคมีของโมเลกุลยาให้มีคุณสมบติัในการละลายน ้ าไดดี้ เป็นโมเลกุลท่ีมีขั้วและถูกขบั
ออกทางปัสสาวะและน ้ าดีไดง่้าย โดยกระบวนการ drug metabolism โดยใชเ้อนไซม์ แบ่งออกเป็น 
2 phases คือ phase I metabolism และ phase II metabolism (Larson et al., 2010) โดย phase I จะมี
กระบวนการท่ีส าคญัคือ oxidation, reduction และ hydrolysis ซ่ึงมีเอนไซม์ cytochrome P450 เป็น
เอนไซม์หลัก ในการเติมหมู่ฟังก์ชันให้โมเลกุล และ phase II จะเกิดกระบวนการ conjugation ซ่ึง
เอนไซม์ท่ีพบมากท่ีสุดใน phase II น้ีคือ UDP-glucuronosyltransferases (UGTs) ท าให้เกิดการควบ
จบักบั co-substrate ท าใหไ้ดผ้ลผลิตท่ีละลายน ้าไดดี้ (Evans & Relling, 1999)  
  ในปัจจุบนั UGTs จะแบ่งได้เป็น 4 families หลัก คือ UGT1, UGT2, UGT3 และ 
UGT8 (Mackenzie et al., 2008) UGT3 จะมี 2 ชนิด คือ UGT3A1 และ UGT3A2 ส าหรับ UGT3A1 
เป็นเอนไซม์ใน Phase II metabolism  reaction ซ่ึงจ าเป็นต้องมี co-substrate เข้ามาช่วยในการ
ท างาน โดยจะมีการควบจบัหมู่น ้าตาลจาก UDP-sugar ไปยงัโมเลกุลตวัรับต่าง ๆ ซ่ึงจากการศึกษาท่ี
ผา่นมาพบวา่ UGT3A1 จะใช ้co-substrate เป็น UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc) และจะ
ไม่ท าปฏิ กิ ริยากับ  co-substrate ตัว อ่ืน  เช่น UDP glucuronic acid (UDP-GlcUA), UDP glucose 
(UDP-Glc), UDP-galactose (UDP-Gal) และ UDP xylose (UDP-Xyl) โดย UGT3A1 จะมีหน้าท่ี
เป็น UGTs (O-GlcA forming) ในการถ่ายโอน glucuronyl (GlcA) ของ co-substrate ไปยงั substrate 
เพื่อท่ีจะให้ substrate นั้นอยู่ในรูปของ glucuronides form จึงจะสามารถถูกขบัออกนอกร่างกายได ้
จากงานวิจัยท่ีผ่านมาซ่ึงศึกษาเก่ียวกับ substrate ของ UGT3A1 นั้ น พบว่า substrate หลักของ 
UGT3A1 ท่ีใช้ co-substrate เป็น UDP-GlcNAc คือ ursodeoxycholic acid (UDCA) ซ่ึงเป็นสารท่ีอยู่
ในกลุ่มของ bile acids โดยจัดเป็น กรดน ้ าดีตติยภูมิ  (tertiary bile acids) ซ่ึงเกิดจากจากการ
เปล่ียนแปลงกรดน ้ าดีทุติยภูมิภายในล าไส้เล็ก แต่พบว่าจะไม่เกิดปฏิกิริยากับกรดน ้ าดีปฐมภูมิ 
(primary bile acids) (Meech, Lewis, Miners, & Mackenzie, 2012) 
  กรดน ้ าดี (bile acids) เป็นสเตียรอยด์ท่ีสังเคราะห์จากโคเลสเตอรอลในตบัโดยจะ
ประกอบด้วยคาร์บอน 24 อะตอมท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลท่ีแอลฟาคาร์บอนต าแหน่งท่ี  3 (3α-
hydroxysteroid) ในโมเลกุลของกรดน ้ าดีจะมีทั้ งบริเวณท่ีมีขั้วและบริเวณท่ีไม่มีขั้วในโมเลกุล
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เดียวกัน (amphipathic molecules) (Sombattheera, Proungvitaya, & Proungvitaya, 2014) กรดน ้ าดี
ท่ีพบมากท่ีสุดคือ กรดคีโนดีออกซิโคลิก (chenodeoxycholic acid; CDCA) และ กรดโคลิก (cholic 
acid; CA) (Sombattheera et al., 2014) การสังเคราะห์กรดน ้ าดีจากตบัท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง
ของปริมาณโคเลสเตอรอลในชีวิตประจ าวนัในมนุษย ์การขบัออกของน ้ าดีจะช่วยในการขบัออก
ของไขมันออกจากร่างกายอีกทั้ งยงัมีส่วนช่วยในการขับออกของสารอ่ืน เช่น endogenous 
metabolites และ xenobiotics ในน ้ าดีเม่ือไขมนัและวติามินท่ีละลายในไขมนั (วิตามิน A, E, D และ 
K) จบัตวักบักรดน ้ าดีและจะเกิดเป็นอนุภาคท่ีเรียกว่า ไมเซลล์ (micelle) ออกมาในล าไส้เล็กหลงั
การกินอาหาร กรดน ้ าดีส่วนใหญ่จะถูกดูดซึมใน ileum และส่งกลบัไปท่ีตบัเขา้ไปในถุงน ้ าดี (Li & 
Chiang, 2014) การท างานของ UGT3A1 ต่อกรดน ้ าดีนั้ นค่อนข้างอธิบายยาก เน่ืองจากปฏิกิริยา 
glycosidation ของกรดน ้ าดีนั้ นเป็นปฏิกิริยารองในส่ิงมีชีวิต อย่างไรก็ตามในแง่ของโรค เช่น 
ภาวะการคัง่ของน ้ าดี (cholestasis) โดยหลังจากได้รับการรักษาด้วย UDCA ระดับของ bile acid 
glycosides จะเพิ่มข้ึนอยา่งมากในพลาสมาและปัสสาวะ เน่ืองจากการเกิดการกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง
ของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 121 จะท าให้เอนไซมไ์ม่สามารถท างานได ้(Meech et al., 2012) จึงอาจ
ท าให้เกิดการสะสมของน ้าดีและเกิดเป็นน่ิวในถุงน ้าดีได ้แต่ส าหรับ 7β-hydroxycholesterol ซ่ึงเป็น
สารในกลุ่ม steroids เป็นอีก substrate หน่ึงท่ีท าปฏิกิริยากบั UGT3A1 ไดดี้ จะพบวา่เป็นผลิตภณัฑ์
ท่ีไดจ้ากการออกซิเดชนัของคอเลสเตอรอล (cholesterol oxidation) โดย oxysterols มีฤทธ์ิเป็นพิษ
ต่อเซลล์และท าให้เกิดการเสียหายใน monocytes เซลล์กลา้มเน้ือเรียบ (smooth muscle cells) และ
เซลล์ของเยื่อบุผนงั (endothelial cells) กลไกการเกิด apoptosis ท่ีเกิดจาก oxysterols อาจเก่ียวขอ้ง
กับการเกิด fragmentation ของ caspases หรือ DNA การเพิ่ม ข้ึนของ 7β-hydroxycholesterol มี
ความสัมพนัธ์กบัความเส่ียงท่ีเพิ่มข้ึนของโรคหลอดเลือดหวัใจ (artherosclerosis) โดยสารตวัน้ีอาจ
ท าใหก้ระตุน้การเกิด plaque บริเวณเส้นเลือด ซ่ึงอาจจะท าให ้UGT3A1 สามารถท านายการเกิดโรค 
artherosclerosis ได ้(Meech et al., 2012) ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมา พบว่าในการเกิดความแปรผนั
ทางพนัธุกรรมของยีน UGT3A1 ในต าแหน่งต่าง ๆ จะท าให้การท างานของเอนไซม์ UGT3A1 
เปล่ียนแปลงไป เช่น หากเกิดการกลายพนัธ์ุในต าแหน่งของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 121 โดยเปล่ียน
จาก TGT (cysteine) เป็น GGT (glycine) จะท าใหโ้ปรตีนท่ีถูกสร้างออกมานั้นไม่สามารถท างานได ้
(inactive) (Meech et al., 2012) จากรายงานท่ีผา่นมาการเกิดความผนัแปรทางพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง
น้ีเกิดข้ึนกบัประชากรในกลุ่ม Asian และ Caucasians ประมาณ 20% (Miner & Mackenzie, 1991) 
จากขอ้มูลท่ีกล่าวมาทางผูว้จิยัจึงตระหนกัถึงความส าคญัของการเกิดการกลายพนัธ์ุของยนี UGT3A1 
ซ่ึงอาจก่อให้เกิดอาการไม่พึงประสงคจ์ากยาซ่ึงถูกเมแทบอลิซ่ึมดว้ยเอนไซมท่ี์ผิดปกติ หรืออาจเกิด
ความผิดปกติในกระบวนการสร้างน ้ าดีหรืออาจจะใช้ยีนน้ีเป็น marker ของการท านายการเกิดโรค 
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artherosclerosis ในอนาคต อีกทั้งยงัไม่มีงานวจิยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัการกลายพนัธ์ุในประเทศไทยและ
ประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ดังนั้ นงานวิจัยน้ี จึงมุ่งเน้นศึกษาความผนัแปรทาง
พนัธุกรรมของยีน UGT3A1 ในประชากรมุสลิมในจงัหวดัสงขลา เพื่อดูความถ่ีในการเกิดความ 
ผนัแปรทางพนัธุกรรมน าขอ้มูลไปใชใ้นการอธิบายการเกิดพยาธิสภาพเก่ียวกบักระบวนการขบัออก
ของน ้าดี อีกทั้งอาจท าใหเ้กิดอาการไม่พึงประสงคจ์ากการใชย้า UDCA  และในอนาคตคาดวา่น่าจะ
น าไปใชป้ระโยชน์ในการป้องกนัหรือหลีกเล่ียงหรือลดความเส่ียงในการเกิดอาการไม่พึงประสงค์
จากยาท่ีถูกเมแทบอลิซ่ึมดว้ยเอนไซม ์UGT3A1 ท่ีผดิปกติได ้
 
บทตรวจเอกสาร 
 
1. เภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetics) 
 
  เภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetics) เป็นกระบวนการทางสรีรวิทยาของร่างกาย
ท่ีท าหน้าท่ีจดัการกบัส่ิงแปลกปลอมท่ีเขา้สู่ร่างกายซ่ึงยาก็รวมอยู่ดว้ยในนั้นซ่ึงมีอิทธิพลต่อความ
เขม้ขน้ของยาในร่างกาย โดยความแรงและระยะเวลาการออกฤทธ์ิของยาจะข้ึนกบัความเขม้ขน้ของ
ยา ณ ต าแหน่งออกฤทธ์ิ ปัจจยัท่ีเป็นตวัก าหนดความเข้มข้นของยาในร่างกาย คือ ปริมาณยาท่ีใช ้
(dose) รูปแบบของยา (dosage form) และวิ ธีการให้ ยา (route of administration) นอกจากนั้ น
กระบวนการต่าง ๆ ของร่างกายท่ีมีผลกระท าต่อยาเรียกวา่ เภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetics) หรือ 
drug disposition ซ่ึงจะประกอบด้วย การดูดซึมยา (drug absorption) การกระจายตัวของยา (drug 
distribution) การ เปล่ียนแปลงยา (drug metabolism) และการขบัถ่ายยา (drug excretion) ยงัเป็นอีก
ปัจจยัหน่ึงซ่ึงมีความส าคญัในการเป็นตวัก าหนดความเขม้ขน้ของยาในร่างกาย  
  เภสัชจลนศาสตร์ ยงัรวมถึงการน าหลกัการคณิตศาสตร์มาวิเคราะห์กระบวนการ
ต่าง ๆ ของร่างกาย ท าให้สามารถหาค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetic 
parameters) เช่น ค่าคร่ึงชีวิต (half-life) หรือ elimination rate constant clearance ของยา เป็นต้น  
การประเมินหาค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์จะตรวจสอบความแปรปรวนของความเขม้ขน้
ของยาและ / หรือสาร metabolites ในของเหลวของร่างกายท่ีสามารถตรวจสอบได้ง่าย เช่น 
พลาสมาและปัสสาวะ โดยค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์จะค่าจ าเพาะของยาแต่ละตวัและ
สามารถน าหลกัการเหล่าน้ีไปใช้ในการเฝ้าระวงัระดบัยาและผลในการรักษาของยา (therapeutic 
drug monitoring) โดยการปรับเปล่ียนขนาดและความถ่ีของการใช้ยา เพื่อให้ระดบัยาในเลือดอยู่
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ในช่วงท่ีให้ผลในการรักษา (therapeutic range) ให้นานท่ีสุดและหลีกเล่ียงระดบัยาในช่วงท่ีท าให้
เกิดพิษ (toxic range) (ยศวริศ, 2017) 
 
2. การแปรรูปยา (drug metabolism)  
 
  การเมแทบอลิซึมยา (drug metabolism) เป็นกระบวนการในการก าจดัยาออกจาก
ร่างกาย โดยเกิดกระบวนการแปรสภาพและเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีของยา ท าให้ยามี
คุณสมบติัความเป็นขั้วสูงข้ึนและก าจดัออกจากร่างกายไดง่้ายข้ึน โดยทัว่ไปแลว้การ metabolism ยา
มกัท าให้เกิดสารเมแทโบไลท์ท่ีไม่มีฤทธ์ิทางการรักษา อย่างไรก็ตามมีหลายกรณีท่ีพบว่า สาร 
metabolize ของยาบางชนิดยงัคงแสดงฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาอยู่หรือบางชนิดกลบัปรากฏความเป็น
พษิข้ึนโดยอาศยัการท างานของเอนไซมต่์าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งไดเ้ป็นสาร metabolize ท่ีมีโครงสร้างทาง
เคมีแตกต่างไปจากเดิมข้ึนอยูก่บัชนิดของปฏิกิริยาเคมีท่ีเร่งใหเ้กิดข้ึนไดโ้ดยเอนไซมใ์นกลุ่มต่าง ๆ  
  การ metabolism ยาในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมแบ่งออกไดเ้ป็นสองเฟส (phase) หลกั
คือ เฟส I (phase I หรือ functionalization) และเฟส II (phase II หรือ conjugation) 
  โดย phase I ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีของยาได้โดยอาศัย 
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) รีดัคชัน (reduction) และไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ในขณะท่ี 
phase II เก่ียวขอ้งกบัการเกิดปฏิกิริยา conjugation ระหวา่งยาหรือสาร metabolize ท่ีได ้จาก phase I 
กบัสารต่าง ๆ ท่ีมีอยูใ่นร่างกาย เช่น กลูคูโรนิกแอซิด (glucuronic acid) ซัลเฟท (sulfate) ในขณะท่ี 
phase II เก่ียวขอ้งกบัการเกิดปฏิกิริยา conjugation ระหวา่งยาหรือสาร metabolize ท่ีได ้จาก phase I 
กบัสารต่าง ๆ ท่ีมีคุณสมบติัเป็น co-substrate ในร่างกาย เช่น กลูคูโรนิกแอซิด (glucuronic acid) 
ซลัเฟท (sulfate) กลูตาไธโอน (glutathione) เป็นตน้ ปฏิกิริยาใน phase II แสดงในตาราง 1 
  โดยทัว่ไปยาส่วนใหญ่มกัเกิดการแปรสภาพใน phase I โดยปฏิกิริยา oxidation 
ประเภทต่าง ๆ เช่น ปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) อีปอกซิเดชัน (epoxidation) เอ็น-
ดีอลัคิเลชนั (N-dealkylation) และ เอ็น-ออกซิเดชนั (N-oxidation) เป็นตน้ สาร metabolize ท่ีไดอ้าจ
ไม่มีฤทธ์ิและเขา้สู่การ metabolism ใน phase II แลว้ก าจดัออกจากร่างกายต่อไปหรือบางตวัอาจมี
ฤทธ์ิหรือความเป็นพิษมากข้ึน โดยจะข้ึนอยู่กับโครงสร้างทางเคมีของสาร metabolize ท่ีได ้
(ปนดัดาและคนาวรรณ, 2004) 



21 

ตาราง 1 
ปฏิกิริยาการแปรรูปยาชนิดต่าง ๆ ใน phase II reaction (Taxak and Bharatam, 2014) 

 
 
3. เอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องในกระบวนการแปรรูปยา (drug metabolizing enzymes, DME) 
 
  ปฏิกริยาในกระบวนการ metabolism ของยาภายหลังเข้าสู่ร่างกายสามารถแบ่ง
ออกได้เป็น 2 phases คือ phase I จะเป็นปฎิกริยา oxidation, reduction และ hydrolysis ซ่ึงจะเป็น
การเปล่ียนสภาพให้ยามีความเป็นขั้วมากข้ึน และ phase II จะเป็นกระบวนการควบจบั ยากบัสารท่ี
มีคุณสมบติัเป็น co-substrates ไดแ้ก่ glucuronic acid, sulfate, acetyl หรืออ่ืน ๆ (conjugation phase) 
กระบวนการ metabolism ยาส่วนใหญ่จะเกิดข้ึนท่ีตบั และสามารถพบท่ีอวยัวะอ่ืนไดด้ว้ย เช่น ปอด 
ไต เลือด สมอง ผิวหนัง และล าไส้เล็ก เป็นต้น ซ่ึงบริเวณท่ีพบ drug metabolism มากในระดับ 
ออร์แกเนล คือ endoplasmic reticulum และ cytosol รวมทั้ งใน mitochondria, nuclear envelope 
และ plasma  โดย enzymes ใน phase I จะอยู่ใน endoplasmic reticulum (ภาพ 1) โดย cytochrome 
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P450 system จดัเป็น enzyme ท่ีมีความส าคญัในการ metabolize ของ phase I drug metabolism และ
เป็นระบบท่ีส าคญั เน่ืองจากยามีการ metabolize ผ่านระบบน้ีเป็นจ านวนมาก cytochrome P450 
system เป็นกลุ่มของ enzyme หรือ isozyme อยูท่ี่ผนงัเซลล์ของ endoplasmic reticulum แต่ละ P450 
enzyme จะประกอบดว้ย protein และ heme อยา่งละตวั ขณะท่ี phase II conjugation enzymes  จะมี 
UDP- glycosyltransferase (UGTs) เป็นเอนไซม์หลักพบมากท่ี cytosol  และมีเอนไซม์อ่ืน ๆ ท่ี
เก่ี ยวข้อง ใน  phase II เช่น  glutathione S-transferases (GSTs), sulfotransferases (SULTs) และ  
N-acetyltransferases (NATs) ส่วนใหญ่จะอยู่ท่ี cytosol โดยจะพบกระบวนการทั้ง 2 phase ได้ใน
เซลล์เดียวกนั ปัจจุบนั isozyme มีการแบ่งประเภทและเรียกช่ือเป็น family และ subfamily ต่าง ๆ 
โดยอาศยัความเหมือนของ amino acid sequence ท่ีซ ้ ากนั โดยทัว่ไปหากมีส่วนร่วมของ amino acid  
> 40% จะจดัเป็น family เดียวกนั และหากมีส่วนร่วมของ amino acid sequence > 55% จะจดัเป็น 
subfamily (ภาพ 2) (Coleman, 2010) 
 

 
 
ภาพ 1. ต  าแหน่งท่ีพบเอนไซมใ์นกระบวนการ drug metabolism โดยบริเวณท่ีพบ drug metabolism 
activiting มากคือท่ี endoplasmic reticulum และ cytosol รวมทั้งใน mitochondria, nuclear envelope 
และ  plasma ก็ พ บ ได้  enzymes ใน  phase I จะอยู่ ใน  endoplasmic reticulum ขณ ะ ท่ี  phase II 
conjugation enzymes ส่วนใหญ่จะอยูท่ี่ cytosol (Gonzalez, Coughtrie, & Tukey, 2014)  
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ภาพ 2. เอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการ drug  metabolism เอนไซม์ cytochromes P450 (CYPs) 
และ flavin-containing monooxygenases (FMOs) เป็นเอนไซม์หลกัใน phase I (ภาพ A) ขณะท่ีใน 
phase II มี UDP- glycosyltransferase (UGTs) เป็นเอนไซม์หลักและมีเอนไซม์อ่ืนๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง ใน 
phase II เช่น glutathione S-transferases (GSTs), sulfotransferases (SULTs) และ N-acetyltransferases 
(NATs) (ภาพ B) (Gonzalez et al., 2014) 
 
4. Nomenclature of UGT gene  
 
  ยีน  UDP-glycosyltransferase (UGTs) ในสั ตว์เล้ี ยง ลูกด้วยนมจะมีทั้ งหมด  
117 ชนิด โดยในมนุษย์สามารถแบ่งได้เป็น 4 กลุ่มใหญ่ คือ UGT1, UGT2, UGT3 และ UGT8  
ตามความเหมือนของล าดบัเบสของยีน โดยแต่ละกลุ่มจะแบ่ง subtypes ไดท้ั้งหมด 9 ชนิด 10 ชนิด  
2 ชนิด และ 1 ชนิด ตามล าดบั (ภาพ 3) 
  การท างานของ UDP-glycosyltransferase  ท าหนา้ท่ีในการเช่ือมหมู่ glycosyl (เช่น 
glucose, glucuronic acid, xylose, galactose และอ่ืน ๆ) เขา้กบั substrate ท่ีละลายในไขมนัไดดี้ โดย
มี UDP-activated sugar เป็น co-substrate พบว่าเอนไซม์ UGT1 และ UGT2 families ส่วนใหญ่จะ
ใช้  UDP-glucuronic acid (UDP-GlcA) เป็ น  co-substrate ในกระบวนการ glycosylation ส่ วน 
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UGT3A1 จะใช้  co-substrate เป็น  UDP-GlcNAc และ UGT3A2 จะใช้  co-substrate เป็น  UDP-
glucose (UDP-Glc) (ภาพ 4) 
  ยีน  UDP-glycosyltransferase 3 ห รือ  UGT3 ใน ปั จ จุบัน มี ก ารร ายง าน ว่ า มี  
2 subtypes คือ UGT3A1 และ UGT3A2 ต าแหน่งท่ีพบยีนน้ีจะพบท่ีโครโมโซมคู่ท่ี 5 ต าแหน่งท่ี 
p13.2 ทั้ ง UGT3A1 และ UGT3A2 จะประกอบด้วย 7 exons (ภาพ 6) ซ่ึงสมาชิกของแต่ละยีนใน 
UGT3 families จะไม่มีการใช้ exon ร่วมกนั แต่จะพบว่ามีความคล้ายคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี UGT3A1 และ UGT3A2 ประมาณ 80% (Meech et al., 2012) 
 

 
 
ภาพ 3. Phylogenetic tree ของ UDP-glycosyltransferase (UGTs) ท่ีพบในมนุษย ์(Mazerska, Mróz, 
Pawlowska, & Augustin, 2016)  
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ภาพ 4 . โครงสร้างทางเคมีของสารและต าแหน่งท่ี เกิดปฏิกิริยา glucuronidation โดย uridine 
diphosphate glucuronic acid (UDPGA) จ ะค วบ จับ กับ  substrate โด ยอ าศัย เอน ไซ ม์  UDP-
glucuronosyltransferases (UGT)  ในการเร่งปฏิกิริยา ท าให้ได้สารกลูคิวโรไนด์ (glucuronide) ท่ี
ละลายน ้าไดดี้และจะถูกขบัออกนอกร่างกายต่อไป (Manevski, 2013) 
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5. เอ น ไซ ม์  Uridine 5 '-diphospho-glucuronosyltransferase (UDP-glucuronosyltransferase, 
UGTs)  
  UDP- glycosyltransferase (UGTs) เป็น เอนไซม์ ท่ีพบใน phase II reaction ใน
กระบวนการ drug metabolism ท าหน้าท่ีควบจบัหมู่น ้ าตาลจาก UDP-sugar ไปยงัโมเลกุลตัวรับ 
ต่าง ๆ โดยจะถ่ายโอน glucuronyl ส่วนหน่ึง (GlcA) จาก UDP-glucuronic acid (UDP-GlcA) ไปยงั 
O-center functional group ของ substrates เช่น ฮอร์โมน (hormone) สารกลุ่มฟีนิลโพรพานอยด ์
(phenylpropanoid) ซาโปนิน (saponin) และสารแปลกปลอมของร่างกาย (xenobiotics) เพื่อสร้าง  
4-O-glucuronides หลงัจากนั้น substrate ท่ีอยูใ่นรูปของ glucuronide form จะมีความเสถียรมากข้ึน 
เพิ่มสมบติัการละลายน ้ า หรือลดความเป็นพิษลงและขบัออกได้ง่ายกว่าโมเลกุลของสารตั้งต้น  
(ภาพ 5) 
  โครงสร้างของเอนไซม์ UGTs ประกอบดว้ย 2 domains ได้แก่ carboxy-terminal 
domain และ amino-terminal domain โดยในส่วนของ carboxy-terminal domain  เป็นบริเวณท่ีจะ
จบักับ UDPGA ซ่ึงเป็น co-substrate ในกระบวนการ และส่วน glucuronidation amino-terminal 
domain เป็นบริเวณท่ีจะจับกับ aglycone หรือ substrate  โดยมวลของเอนไซม์ส่วนใหญ่จะอยู่
ทางดา้น lumenal side ของเยื่อหุ้ม endoplasmic reticulum และ carboxy-terminal tail จะอยูท่างดา้น 
cytosolic side (Rowland, Miners, & Mackenzie, 2013) 
  

 
 
ภาพ 5. การท างานของ UDP-glycosyltransferase ท าหน้าท่ีในการเช่ือมหมู่ glycosyl (เช่น glucose, 
glucuronic acid, xylose, galactose และอ่ืน ๆ) เขา้กบั substrate ท่ีละลายในไขมนัไดดี้ โดยมี UDP-
activated sugar เป็น co-substrate (Ouzzine et al., 2014) 
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ภาพ 6. องค์ประกอบของยีน UGT3 โดยจะพบท่ีโครโมโซมคู่ท่ี 5 ต าแหน่งท่ี p13.2 ทั้ง UGT3A1 
และ UGT3A2 จะประกอบดว้ย 7 exons โดยทั้ง 2 ชนิดจะไม่ใช ้exon ร่วมกนั (Meech et al., 2012) 
 
6. เอนไซม์ Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase 3 family A1 (UDP-glucuronosyl-
transferase3A1, UGT3A1)  
 
  ขอ้มูลของเอนไซม์ UGT3A1 ไดถู้กตีพิมพค์ร้ังแรกในปี ค.ศ. 2008 (Mackenzie et 
al., 2008) โดยไดใ้ห้ขอ้มูลไวว้า่เอนไซม ์UGT3A1 ใช ้UDP-N-acetylglucosamine เป็น co-substrate 
ใน ก าร เกิ ด ป ฏิ ก ริ ย า  glycosidation กั บ  substrates เช่ น  ursodeoxycholic acid (UDCA), 7β-
hydroxycholesterol, 17β-estradiol, 4-nitrophenol และ 4-methylumbelliferone เป็นตน้  
 

  6.1 โครงสร้างและลกัษณะของยนี UGT3A1 
 
  ยีน UGT3A1 ต  าแหน่งท่ีพบยีนน้ีจะพบท่ีโครโมโซมคู่ ท่ี  5 ต าแหน่งท่ี  p13.2 
ประกอบด้วย 7 exon ท่ีมีการแปลรหัสโปรตีนมีจ านวน 1,572 bps.; exon 1 (94 bps.) exon 2 (102 
bps.) exon 3 (115 bps.) exon 4 (532 bps.) exon 5 (232 bps.) exon 6 (220 bps.) และ exon 7 (277 
bps.) ยีนน้ีมี GC box เป็นโปรโมเตอร์ [GCGCAGCCCAGGCTG] ส าหรับล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน UGT3A1 (ภาพ 7) ยีน UGT3A1 และ UGT3A2  มีจ  านวน exon 7 exons โดยทั้ง 2 ชนิดจะไม่ใช ้
exon ร่วมกนั  
  ยีน  UGT3A2 ตั้ งอยู่ เหนือต้นของยีน  UGT3A1 เม่ือเทียบกับทิศทางของการ
ถอดรหัส (5’ – 3’) เอนไซม์ UGT3A1 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 523 ตัว (จาก uniport number: 
Q6NUS8 มวลโมเลกุล 59,151 Da) (ภาพ 8) ท่ีมีลกัษณะเฉพาะดา้นโครงสร้างต่างกบัของ UGT อ่ืน 
ๆ สมาชิกของ UGT3A เป็นสาขาท่ีแยกจากกนัของ UGT อ่ืนและมีความสัมพนัธ์กบัสมาชิกของ 
UGT1 และ UGT2 น้อยกว่าสมาชิกในกลุ่มอ่ืน(ภาพ 3) การเปรียบเทียบโปรตีน UGT3A กับ 
UGT1A1 และ UGT2B7 แสดงใหเ้ห็นถึงอตัลกัษณ์ล าดบัโดยรวมเพียง 28-30% เท่านั้น 
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  6.2 การควบคุมการแสดงออกของยนี UGT3A1 
 
  บ ริ เว ณ  upstream ห รื อ  phenobarbital-responsive enhancer glement module 
(PBREM) ขนาด 264 bp ตั้งแต่ -359 ถึง -95 จะมีองคป์ระกอบท่ีส าคญั 12 องคป์ระกอบ คือ TAF1, 
RXRA, MAX, REST, RAD21, YY1, SP1, JUND, ATF3, POLR2A, ZBTB33 แ ล ะ  HNF4A 
(ข้อมูลจาก GeneCard® HUMAN GENE DATABASE  และ JASPAR CORE 2018 vertebrates) 
แต่ละส่วนของ promoter จะท าหนา้ท่ีดงัน้ี  
   1)  TAF1 (TATA-box binding protein associated factor 1)  จ ะ จั บ กั บ
โปรตีนท่ีเรียกว่า Transcription Factor IID (TFIID) โปรตีนน้ีมีบทบาทในเซลล์และเน้ือเยื่อทั่ว
ร่างกายซ่ึงจะจบักบัดีเอน็เอ โดยมีบทบาทส าคญัในการควบคุมกิจกรรมของยนีส่วนใหญ่  
   2) RXRA (retinoid X receptor alpha) จะจับ ตัว เป็ น  heterodimers กับ 
trans หรือ 9-cis retinoic และควบคุมการแสดงออกของยนีในกระบวนการทางชีวภาพต่าง ๆ  
   3) MAX (MYC Associated Factor X) จะสามารถจบักบัสมาชิกของ basic 
helix-loop-helix leucine zipper (bHLHZ) โดยจะสามารถสร้าง homodimers และ heterodimers กบั
สมาชิกอ่ืน ๆ รวมถึง Mad, Mxi1 และ Myc โดย Myc เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั cell proliferation, 
differentiation และapoptosis  
   4) REST (RE1 silencing transcription factor) เป็นตวัยบัย ั้งการถอดรหัส
ท่ียบัย ั้งยนีของเซลลป์ระสาทในเน้ือเยือ่ท่ีไม่ใช่เน้ืองอก  
   5) RAD21 โปรตีนท่ี encoded กบัส่วนน้ีมีลักษณะคล้ายคลึงกับโปรตีน 
Schizosaccharomyces pombe rad21 ซ่ึงยีน RAD21 จะเก่ียวข้องกับการซ่อมแซม DNA double-
strand breaks รวมถึงการยดึเกาะของ chromatid ระหวา่ง mitosis  
   6) YY1 (Yin & Yang 1) โดยโปรตีนท่ีไดจ้ะมีส่วนเก่ียวขอ้งในการยบัย ั้งและ
กระตุ้นจ านวนของโปรโมเตอร์ YY1 อาจสั่งให้ histone deacetylases และ histone acetyltransferases กับ
โปรโมเตอร์เพื่อกระตุน้หรือยบัย ั้ง promoter ดงันั้นจึงมีผลต่อการปรับเปล่ียน histone ในการท างานของ 
YY1  
   7) SP1 (specificity protein 1) จะเก่ียวขอ้งในกระบวนการของเซลล์หลาย
อย่าง เช่น cell differentiation, cell growth, apoptosis, immune responses, response to DNA damage 
หรือ chromatin remodeling  
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   8) JUND (JunD Proto-Oncogene) โปรตีนท่ี เข้ารหัสโดยยีนตัวน้ี เป็น
สมาชิกของ JUN family และเป็นส่วนประกอบท่ีมีบทบาทใน AP1 transcription factor complex 
โดยโปรตีนท่ีไดน้ี้จะมีหนา้ท่ีในการป้องกนัเซลลจ์ากการชราภาพและการตายของเซลลข์อง p53  
   9) ATF3 (activating transcription factor 3) เป็นองค์ประกอบของการ
กระตุ้นการท างานของ transcription factor และ cAMP responsive element-binding (CREB) จะ
ไดรั้บการกระตุน้สัญญาณท่ีหลากหลาย เช่นในเซลล์มะเร็งและมีส่วนเก่ียวขอ้งในกระบวนการใน
การตอบสนองต่อความเครียดของเซลล ์ 
   10) POLR2A (RNA Polymerase II Subunit A) ยีนน้ีจะท าหน้าท่ีในการ
จบักบั RNA polymerase II ซ่ึงเป็นโพลีเมอเรสท่ีรับผิดชอบในการสังเคราะห์สาร RNA ในยูคาริ
โอต โปรตีนท่ีได้ประกอบด้วย carboxy terminal domain ของ heptapeptide ท่ีซ ้ ากัน ซ่ึงจ าเป็น
ส าหรับกิจกรรมของ polymerase  
   11)  ZBTB33 ( transcriptional regulator Kaiso)  ส่ ว น น้ี จ ะ  encoded 
transcriptional regulator โดยมีความเฉพาะเจาะจงในการจบัคู่ DNA แบบ bimodal ซ่ึงจะจับกับ 
CGCG (methylcated) และ KAISO-binding site TCCTGCNA (non-methylated) จะเก่ียวของกับ
การกระตุน้ใหเ้กิด endothelium ท่ีเก่ียวกบัหลอดเลือด  
   12) HNF4A (Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha) โป รตีน ท่ี  encoded 
โดยยีนน้ีเป็นปัจจยัการถอดรหสัพนัธุกรรมท่ีเช่ือมโยง DNA เป็น homodimer โปรตีนท่ี encoded จะ
ควบคุมการแสดงออกของยีนหลาย ๆ ชนิดรวมถึง hepatocyte nuclear factor 1 alpha ซ่ึงเป็นการ
ถอดรหสัท่ีควบคุมการแสดงออกของ several hepatic genes โดยยนีน้ีอาจมีบทบาทในการพฒันาตบั 
ไต และล าไส้ (ขอ้มูลจาก GeneCard® HUMAN GENE DATABASE) 
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 Enhancer module 
attaacgtgatttactgaggcccctgtcattcctggctcttagtaaggattttccagataggacagctgtgattacgcaggcagagaaa
ggttacagatcaggttaccaaccccctcctactgacttcaggtagtttgAtagggtgagggcagattatcccatggagcatgcaccc
agggaggaggggcagcgggaaagagaacgaacagaagggcgagagaattggcaggatccgtctcctacctcttcctaggcccac
agcc 

 Promoter 
agtgcctttggagtactgaggcgcgcacagagtccttagcccggcgcagggcgcgcagcccaggctgagatccgctgcttctgtgg
aagtgagc 

 Exon 1 (1-94) 
ATGgttgggcagcgggtgctgcttctagtggccttccttctttctggggtcctgctctcagaggctgccaaaatcctgacaatatcta
cactgg 

 Exon 2 (95-196) 
gtggaagccattacctactgttggaccgggtgtctcagattcttcaagagcatggtcataatgtgactatgcttcatcagagtggaaa
gtttttgatcccag 

 Exon 3 (197-311) 
atattaaagaggaggaaaaatcataccaagttatcaggtggttttcacctgaagatcatcaaaaaagaattaagaagcattttgata
gctacatagaaacagcattggatggcag 

 Exon 4 (312-843) 
aaaagaatctgaagcccttgtaaagctaatggaaatatttgggactcaaTGTagttatttgctaagcagaaaggatataatggatt
ccttaaagaatgagaactatgatctggtatttgttgaagcatttgatttctgttctttcctgattgctgagaagcttgtgaaaccatttgtg
gccattcttcccaccacattcggctctttggattttgggctaccaagccccttgtcttatgttccagtattcccttccttgctgactgatcac
atggacttctggggccgagtgaagaattttctgatgttctttagtttctccaggagccaatgggacatgcagtctacatttgacaacac
catcaaggagcatttcccagaaggctctaggccagttttgtctcatcttctactgaaagcagagttgtggtttgttaactctgattttgcc
tttgattttgcccggcccctgcttcccaacactgtttatattggaggcttgatggaaaaacctattaaaccagtaccacaa 

 Exon 5 (844-1,075) 
gacttggacaacttcattgccaactttggggatgcagggtttgtccttgtggcctttggctccatgttgaacacccatcagtcccagga
agtcctcaagaagatgcacaatgcctttgcccacctccctcaaggagtgatatggacatgtcagagttctcattggcccagagatgtt
catttggccacaaatgtgaaaattgtggactggcttcctcagagtgacctcctgg 

Start codon 

Cys121 

REST ATF3 

-1 

RXRA 

SP1    ZBTB33 

-219A>G 

GC-box 
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 Exon 6 (1,076-1,295) 
Ctcaccccagcatccgtctttttgtcactcatggtgggcagaacagcgtaatggaggccatccgtcatggtgtgcccatggtgggatt
accagtcaatggagaccagcatggaaacatggtccgagtagtagccaaaaattatggtgtctctatccggttgaatcaggtcacagc
cgacacactgacacttacaatgaaacaagtcatagaagacaagag 

 Exon 7 (1,286-1,572) 
gtacaagtcggcagtggtggcagccagtgtcatcctgcactctcagcccctgagccccgcacagcggctggtgggctggatcgacc
acatcctccagactgggggagcgacgcacctcaagccctatgccttccagcagccttggcatgagcagtacctcattgatgtctttgt
gtttctgctggggctcactctgggcactatgtggctttgtgggaagctgctgggtgtggtggccaggtggctgcgtggggccaggaag
gtgaagaagacaTGA 
 
ภาพ 7. ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน UGT3A1 บนต าแหน่ง promoter และบริเวณท่ีมีการแปลรหัส
ของ exon 1 ถึง 7 (NCBI Reference Sequence: NC_000005.10) 
 

 
 
ภาพ 8. ล าดบักรดอะมิโนของเอนไซม ์UGT3A1 (จาก uniport number: Q6NUS8)  

Stop codon 
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ตาราง 2  
substrates ข อ ง  UGT3A1 โด ยมี  co-substrates คื อ  UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc), 
UDP-glucose (UDP-Glc), UDP-Xylose (UDP-Xyl) และ UGT3A2 โดยมี co-substrates คือ UDP-
N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc), UDP-glucose (UDP-Glc), UDP-Xylose (UDP-Xyl) (Meech 
et al., 2012)  

 
 

7. Substrates ของเอนไซม์ UGT3A1 และผลของความผดิปกติของยนี UGT3A1 ต่อปฏิกริิยา 
glucuronidation ของสารต่าง ๆ 
 
  จากงานวจิยัท่ีศึกษาเก่ียวกบั substrate ของ UGT3A1  พบวา่ substrate หลกัของ 
UGT3A1 ท่ีใช ้ co-substrate เป็น UDP-GlcNAc คือ UDCA ซ่ึงเป็นสารท่ีอยูใ่นกลุ่มของ bile acids 
โดยจดัเป็นกรดน ้าดีตติยภูมิ (tertiary bile acids) ซ่ึงเกิดจากจากการเปล่ียนแปลงกรดน ้าดี ทุติยภูมิ
ภายในล าไส้เล็ก แต่พบวา่จะไม่เกิดปฏิกิริยากบักรดน ้าดีปฐมภูมิ (primary bile acids) นอกจากนั้น 
UGT3A1 ยงัสามารถท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืน เช่น 17α-estradiol, 17β-estradiol, 4-nitrophenol และ 
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4-methylumbelliferone เป็นตน้ (Mackenzie et al., 2008) ส าหรับ UGT3A2 นั้น พบวา่ จะมี 
substrates หลกัท่ีแตกต่างออกไปจาก UGT3A1 โดย substrate หลกัของ UGT3A2 จะเป็น 4-
methylumbelliferone (4-MU) (Mackenzie et al., 2011) ซ่ึงเป็นสารท่ีใชใ้นการทดลองเท่านั้น แต่จะ
ไม่ท าปฏิกิริยากบัสารในกลุ่มของ bile acids (ตาราง 2) โดยในตารางจะแสดงค่าของ maximum 
velocity (Vmax) ของสารต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยาโดยเอนไซม ์ UGT3A1 และ 
UGT3A2 โดยมี co-substrates ทั้ง 3 ชนิด 
  นอกจากน้ีงานวิจยัยงัศึกษาการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 กับ การท างานของ
เอนไซมใ์นการควบจบักบั substrate ในกลุ่มของ bile acids ซ่ึงก็คือ UDCA เน่ืองมาจาก UDCA ถือ
เป็น substrate หลกัของเอนไซม์ UGT3A1 โดยดูจากค่า Vmax ซ่ึงค่า Vmax คือความเร็วสูงสุดของ
เอนไซม์ในการท าปฏิกิริยากบัสารนั้น หาก Vmax มีค่าสูงแสดงว่าการเกิดปฏิกิริยาท่ีเร่งโดยใช้
เอนไซมน์ั้นกบั substrate ด าเนินไปอยา่งรวดเร็ว (ตาราง 2) อีกทั้งในงานวิจยัท่ีผา่นมาไดมี้การศึกษา
ขอ้มูลเก่ียวกบัการเกิดการกลายพนัธ์ุของ UGT3A1 กบั UDCA พบวา่หากเกิดการกลายพนัธ์ุของยีน
น้ี ท่ีต าแหน่งกรดอะมิโนท่ี 121 จะส่งผลให้เอนไซม์ท่ีสร้างออกมานั้นไม่ท างาน อีกทั้ง UDCA  
ยงัเป็นสารในกลุ่มของ bile acids ซ่ึงเป็นสารท่ีอยูภ่ายในร่างกาย โดยปกติแลว้ bile acids จะขบัออก
นอกร่างกายผา่นทางอุจจาระ แต่เม่ือยนีเกิดการกลายพนัธ์ุจะส่งผลให้เอนไซมไ์ม่สามารถท างานได้
จึงอาจก่อให้เกิดการคัง่ของกรดน ้ าดีและเม่ือมีการสะสมมากข้ึนจึงอาจท าให้เกิดน่ิวได ้อีกทั้งใน
ปัจจุบันได้มีการน า UDCA มาใช้ในทางการแพทย ์โดยการน ามารักษาน่ิวในถุงน ้ าดีและบ าบัด
อาการตับแข็งจากท่อน ้ าดีถูกท าลาย (primary biliary cirrhosis)  จึงอาจก่อให้เกิดอาการไม่พึง
ประสงค์จากการใช้ยาได ้ และสารกลุ่ม steroid คือ 7-βCH โดยจากงานวิจยัของ Meech และคณะ
ในปี 2012 กล่าวว่าหากเกิดการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 อาจส่งผลให้มีความเส่ียงในการเกิด 
atherosclerosis เน่ืองมาจาก 7-βCH เป็นองคป์ระกอบในการกระตุน้ atherosclerosis plaques ภายใน
หลอดเลือดซ่ึงเป็นสาเหตุของการเกิดโรคหลอดเลือดตีบ 
 
  7.1 Ursodeoxycholic acid (UDCA) 
 
  กรดน ้ าดี (bile acids) เป็นสารท่ีประกอบดว้ยคาร์บอน 24 อะตอมท่ีมีหมู่ไฮดรอก
ซิลท่ีแอลฟาคาร์บอนต าแหน่งท่ี 3 (3α-hydroxysteroid) สังเคราะห์จากโคเลสเตอรอลในตบัโดย
อาศัยเอนไซม์ประมาณ 17 ชนิด  (Sombattheera et al., 2014) โมเลกุลของกรดน ้ าดี เป็นแบบ 
amphipathic molecules คือมีทั้งบริเวณท่ีมีขั้วและบริเวณท่ีไม่มีขั้วในโมเลกุลเดียวกนั ซ่ึงเม่ือไขมนั
และวิตามินท่ีละลายในไขมัน (วิตามิน A, E, D และ K) จบัตวักับกรดน ้ าดีจะเกิดเป็นอนุภาคท่ี
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เรียกว่า ไมเซลล์ (micelle) ในมนุษยก์รดน ้ าดีท่ีพบมากท่ีสุด คือ chenodeoxycholic acid (CDCA) 
และ cholic acid (CA) เม่ือกรดน ้ าดีถูกหลัง่สู่ล าไส้เล็กแลว้จะถูกดูดซึมกลบัท่ีบริเวณล าไส้เล็กส่วน 
ileum ประมาณ  95%  โดยโปรตีนขนส่ง active sodium-dependent apical bile acid transporter 
(ASBT) กรดน ้ าดีบางส่วนนั้นจะถูกจุลินทรียใ์นล าไส้เล็กเปล่ียนเป็นกรดน ้ าดีทุติยภูมิ (secondary 
bile acid) ซ่ึ ง  CA จะถูก เป ล่ียน เป็น  deoxycholic acid (DCA) และ CDCA จะถูก เป ล่ียน เป็น 
lithocolic acid (LCA) ซ่ึงเป็นกรดน ้ าดีทุติยภูมิ (tertiary bile acid) (ภาพ 9) กรดน ้ าดีทุติยภูมิน้ีก็ถูก
ดูดซึมกลบัโดยล าไส้ใหญ่ (ภาพ 10) โดยปริมาณการดูดซึมกลบัของกรดน ้ าดีจะมีผลต่ออตัราการ
สังเคราะห์กรดน ้ าดีในตบั กรดน ้ าดีบางส่วนไม่ถูกดูดซึมกลบัจะถูกขบัออกทางอุจจาระ อีกทั้งกรด
น ้ าดียงัมีบทบาทในการก าจดัโคเลสเตอรอลออกจากร่างกายผ่านทางอุจจาระ (Sombattheera et al., 
2014) โดยตบัจดัเป็นเป็นอวยัวะส าคญัท่ีท าหน้าท่ีก าจดักรดน ้ าดีออกจากเลือด ซ่ึงในสภาวะปกติ
ความเขม้ขน้ของกรดน ้ าดีในซีรัมจะอยู่ในระดบัไม่เกิน 10 ไมโครโมลต่อลิตร การพบระดบักรด
น ้ าดีในซีรัมสูงข้ึนอาจหมายถึงตบั มีการท างานบกพร่องซ่ึงอาจพบในโรคตบั เช่น โรคตบัแข็ง 
(cirrhosis) การอุดตันท่อน ้ าดี (cholestasis) ท่อน ้ าดีอักเสบ (cholangitis) เป็นต้น (Sombattheera  
et al., 2014) 
  ก ระบ วน ก าร เป ล่ี ยน แป ล งของก รดน ้ า ดี  (major pathway) จะ แบ่ ง เป็ น  
2 กระบวนการหลกั คือ classic pathway และ alternative pathway โดย classic pathway มีสัดส่วน
มากกว่า 90% ของการผลิตกรดน ้ าดีทั้ งหมดและถือเป็นเส้นทางชีวสังเคราะห์กรดน ้ าดีท่ีส าคญั 
รูปแบบน้ีจะเร่ิมโดย cholesterol จะถูกแปลงเป็น 7α-hydroxycholesterol โดยเอนไซม์ CYP7A1 
จากนั้ น 3β-hydroxy-Δ5-C27-steroid dehydroxylase (3β-HSD) จะเปล่ียน 7α-hydroxycholesterol 
เป็น 7α-hydroxy-4-cholestene-3-one (C4) ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ทัว่ไปส าหรับ CA และ CDCA และถูก
น ามาใช ้เป็นตวับ่งช้ีระดบัซีรัมในการสังเคราะห์กรดน ้ าดี จากนั้น CYP8B1 ท าหนา้ท่ีในการกระตุน้
การเกิด hydroxylation ของ C4 ในต าแหน่ง C-12 ตามมาดว้ยปฏิกิริยาหลายอย่างรวมถึงการสลาย 
steroid side chain โดย CYP27A1 ซ่ึงจะน าไปสู่การสังเคราะห์ CA ดงันั้น CYP7A1 ควบคุมอตัรา
การผลิตกรดน ้ าดีโดยรวมในขณะท่ี CYP8B1 ควบคุมอตัราส่วน CA / CDCA และในส่วนของ 
alternative pathway ภายใต้สภาวะปกติจะผลิตน้อยกว่า 10% ของกรดน ้ าดีทั้ งหมด ในรูปแบบน้ี 
CYP27A1 กระตุ้นปฏิกิริยา hydroxylation ของ cholesterol ให้เป็น 27-hydroxycholesterol ต่อมา
เกิด hydroxylated ในต าแหน่ง C-7 โดย CYP7B1 เพื่อสร้าง 3β,7α-dihydroxy-5-cholestenoic acid 
หลงัจากนั้นจะถูกขนส่งไปยงัตบั โดยส่วนใหญ่จะถูกเปล่ียนเป็น CDCA (ภาพ 11) (Li & Chiang, 
2014) 
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  การท างานของ UGT3A1 ต่อกรดน ้ าดีนั้นค่อนขา้งอธิบายยาก เน่ืองจากปฏิกิริยา 
glycosidation ของกรดน ้ าดีนั้นเป็นปฏิกิริยารอง (minor pathway) ในส่ิงมีชีวิต แต่อยา่งไรก็ตามอาจ
ก่อใหเ้กิดความผดิปกติไดใ้นแง่ของภาวะการคัง่ของน ้ าดี โดยมีรายงานจากงานวจิยัของมีชและคณะ 
(Meech et al., 2012) พบว่าได้มีการรักษาผูป่้วยท่ีมีความผิดปกติของน ้ าดีโดยใช้ยา UDCA ซ่ึงมี
โครงสร้างเป็นกรดน ้ าดีชนิดตติยภูมิ (tertiary bile acid) จดัเป็นยาท่ีน ามาใช้บ าบดัอาการโรคน่ิวใน
ถุงน ้าดี โดยยาน้ีเป็นยาท่ีช่วยเพิ่มปริมาณน ้าดีท่ีมีคุณภาพให้กบัร่างกาย ยาน้ีมีกลไกการออกฤทธ์ิโดย
ตวัยาจะเขา้ไปท าหน้าท่ีทดแทนน ้ าดีท่ีไม่มีคุณภาพซ่ึงคอยสร้างความเสียหายกับตบั (replacing/ 
displacing toxic concentrations of endogenous hydrophobic bile acid)  ส่ ง ผ ล ท า ให้ เกิ ด ค ว าม
ปลอดภยัและช่วยป้องกันการตายของเซลล์ตบั โดยในงานวิจยัของมีชและคณะ (Meech et al., 
2012) พบวา่หลงัจากไดรั้บการรักษาดว้ยยา UDCA ในผูป่้วยท่ีมีความผดิปกติของตบัจะมีระดบัของ 
bile acid glycosides จะเพิ่มข้ึนอย่างมากในพลาสมาและปัสสาวะ จึงอาจท าให้เกิดการสะสมของ
น ้ าดีและเกิดเป็นน่ิวในถุงน ้ าดีได้เช่นเดียวกัน นอกจากน้ี UDCA ยงัเป็นยาท่ีช่วยท าให้ไขมัน
คอเลสเตอรอลจากอาหารถูกแยกออกมาและโดนขบัทิ้งไปกบัอุจจาระ ส่งผลให้ตบัผลิตและหลัง่
ไขมนัคอเลสเตอรอลน้อยลงดว้ยเช่นกนั จากขั้นตอนดงักล่าวจึงส่งผลให้อาการตบัแข็งและน่ิวใน 
ถุงน ้ าดีมีอาการดีข้ึนตามล าดบั ปัจจุบนัทางคลินิกสามารถใช้ประโยชน์จากยา UDCA ทั้งในเชิง
ป้องกันและบ าบัดรักษาอาการน่ิวถุงน ้ าดี ซ่ึงรูปแบบเภสัชภัณฑ์ของยา UDCA เป็นยาแบบ
รับประทาน หลงัถูกดูดซึมจากระบบทางเดินอาหารเขา้สู่กระแสเลือด ตวัยาน้ีจะถูกล าเลียงไปยงัตบั
เพื่อตบัเปล่ียนโครงสร้างเคมีของยาน้ีและจะถูกขบัทิ้งไปกบัอุจจาระ (วิบูลย,์ นิยะดา, และดลจรัส, 
2007) โดยอาการขา้งเคียงท่ีสามารถพบไดคื้อ ทอ้งร่วง (25.2-27.1%) ทอ้งผูก (9.7- 26.4%) คล่ืนไส้ 
(17.4%) อาหารไม่ย่อย (16.8%) มึนงง (16.5%) ติดเช้ือในทางเดินหายใจส่วนบน (12.4-15.5%) 
อาเจียน (9.7-13.7%) ปวดหลงั (11.8%) เป็นตน้ (Lacy, Armstrong, Goldman, & Lance, 2009) 
  ผูป่้วยท่ีมีความผิดปกติของยีน UGT3A1 อาจเป็นปัจจยัเส่ียงท่ีท าให้เกิดโรคน่ิวใน
ถุงน ้ าดี เน่ืองมาจากหากเกิดความผดิปกติของยีน UGT3A1 จะท าให้เอนไซมมี์ความสามารถในการ
ท างานของลดลง จะท าให้การขบัออกของกรดน ้ าดีภายในร่างกายลดลงจึงอาจเกิดการคัง่ของกรด
น ้ าดีภายในร่างกายซ่ึงเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคน่ิวได ้อีกทั้งยงัอาจท าให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์
จากการใชย้า UDCA ในผูป่้วยได ้
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ภาพ 9. กรดน ้าดีท่ีพบในมนุษย ์กรดน ้าดีท่ีสร้างจากตบั เรียกวา่ กรดน ้าดีปฐมภูมิ (primary bile acid) 
คือ chenodeoxycholic acid; CDCA และ cholic acid; CA กรดน ้ าดีบางส่วนนั้นจะถูกจุลินทรีย์ใน
ล าไส้เล็กส่วน ileum เปล่ียนเป็นกรดน ้ าดีทุติยภูมิ (secondary bile acid) คือ deoxycholic acid; DCA 
และ lithocolic acid; LCA และกรดน ้ าดีทุติยภูมิ ยงัสามารถเปล่ียนเป็นตติยภูมิ (tertiary bile acid) 
คือ lithocolic acid 3-sulfate; LCA-S และ ursodeoxycholic acid; UDCA นอกจากนั้นจะพบว่ากรด
น ้ าดียงัสามารถ conjugate กบั taurine ไดเ้ป็น taurocholic acid; TCA, taurochenodeoxycholic acid; 
TCDCA, taurolithocolic acid; TLCA และ tauroursodeoxycholic acid; TUDCA อีกทั้งยงั conjugate 
กับ glycine ได้เป็น glycocholic acid; GCA, glycochenodeoxycholic acid; GCDCA, glycolithocolic 
acid; GLCA และ glycoursodeoxycholic acid; GUDCA (Sombattheera et al., 2014) 
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ภาพ 10. วงจรของกรดน ้ าดีในตบัและล าไส้เล็ก กรดน ้ าดีสังเคราะห์จากโคเลสเตอรอลในตบั เม่ือ
กรดน ้ าดีถูกหลัง่สู่ล าไส้เล็กแลว้จะถูกดูดซึมกลบัมาประมาณ 95% กรดน ้ าดีบางส่วนไม่ถูกดูดซึม
กลบัจะถูกขบัออกทางอุจจาระ อีกทั้งกรดน ้าดีบางส่วนจะหลัง่ออกมาสู่ systemic circulation และจะ
ถูกขบัออกทางปัสสาวะ (Sombattheera et al., 2014) 
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ภาพ 11. การสังเคราะห์ bile acids แบ่งได้เป็น 2 ทาง คือ 1. classic pathway; cholesterol จะถูก
แ ป ล ง เป็ น  7α-hydroxycholesterol โ ด ย เอ น ไ ซ ม์  CYP7A1 ซ่ึ ง อ ยู่ บ ริ เว ณ  ER จ าก นั้ น  
3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3bHSD, HSD3B7) จะ เป ล่ี ยน  7α-hydroxycholesterol เป็ น  
7α-hydroxy-4-cholesten-3-one (C4) ซ่ึงเปล่ียนเป็น 7α, 12α-dihydroxy-4-cholesten-3-one โดย 
CYP8B1 น าไปสู่การสังเคราะห์ CA หากไม่มี 12α -hydroxylation CYP8B1 จะเปล่ียน C4 เป็น 
CDCA ใน ท่ี สุด CYP27A1 เป็นตัวกระตุ้นปฏิ กิ ริยาออกซิ เดชั่นของ bile acids ทั้ ง  2 แบบ  
ก า ร สั ง เค ร า ะ ห์  CA แ ล ะ  CDCA 2.  alternative pathway; cholesterol จ ะ เป ล่ี ย น เ ป็ น  
27-hydroxycholesterol โดย CYP27A1 จากนั้ น CYP7B1 จะเปล่ียน 27-hydroxycholesterol เป็น 
3β, 7α-dihydroxy-5-cholestenoic acid ซ่ึงในท่ีสุดจะแปลงเป็น CDCA (Li & Chiang, 2014) 
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  7.2 7β-hydroxycholesterol 
 
  ออกซิส เตอรอล  (oxysterol) คื ออ นุพัน ธ์ของคลอ เรส เตอรอล ท่ี เกิ ดจาก
กระบวนการ oxidation วิถีการสร้างออกซิสเตอรอล มี 2 วิธีคือการสร้างโดยเอนไซม์ cytochrome 
P450 (CYP450) ซ่ึงเป็นวิถีหลกัในการสร้างกรดน ้ าดี (bile acid) และการสร้างโดยการท าปฎิกิริยา
ของอนุมูลอิสระชนิด reactive oxygen species (ROS) โดยในสภาวะท่ีมีการสร้างออกซิสเตอรอล
โดยการท าปฎิกิริยาของ ROS จะท าให้เกิดผลิตภณัฑ์ท่ีก่อให้เกิดความผิดปกติภายในเน้ือเยื่อท่ีมี
ความน่าสนใจเน่ืองจากมีความส าคญัในการเกิด oxidative stress คือ 7-oxocholesterol (7OxCH) 
และ 7β-hydroxycholesterol (7βCH) ซ่ึงเป็นส่วนประกอบหลกัของ oxLDL (ภาพ 12) โดยสภาวะ
ปกติออกซิสเตอรอลมีบทบาทส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการควบคุมการสร้างและสลายคลอ
เรสเตอรอลในเน้ือเยือ่หลายชนิด ในทางตรงกนัขา้มออกซิสเตอรอลยงัมีบทบาทท่ีเก่ียวขอ้งกบัภาวะ
ความผิดปกติหลายชนิด เช่น โรคหลอดเลือดหวัใจอุดตนั อลัไซเมอร์ และมะเร็งหลายชนิด ออกซิส
เตอรอลจะพบใน atherosclerotic plaque ของมนุษยอี์กทั้งยงัเป็นส่วนส าคญัในการเจริญของ plaque 
อยา่งไรก็ตามอตัราส่วนของ oxysterol:cholesterol ใน plaque นั้นจะมีค่าสูงกวา่เน้ือเยื่อปกติหรือใน 
plasma อีกทั้งจะพบวา่ภายใน low-density lipoprotein (LDL) ของมนุษยซ่ึ์งจะมีบทบาทช่วยกนัน า
คอเลสเตอรอลจากตบัออกไปแจกจ่ายใหก้บัทัว่ร่างกาย LDL จึงถือวา่เป็น “คอเลสเตอรอลชนิดร้าย” 
ท่ีไปเพิ่มค่าคอเลสเตอรอลในร่างกายให้สูงข้ึน โดยจะมีการเพิ่มข้ึนของ 7βCH ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ี
เป็นพิษหลกัของคอเลสเตอรอลและอาจเพิ่มความเส่ียงต่อการเป็นโรคหลอดเลือด (ภาพ 13) (Brown 
& Jessup, 1999) โดยปกติแลว้ 7βCH จะถูกขบัออกนอกร่างกายไดห้ลายวิธี รวมทั้งการขบัออกโดย
ผ่านเอนไซม์ UGT3A1 ซ่ึงหากยีนเกิดความผิดปกติท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ท าให้ร่างกายไม่สามารถขบั 7βCH ออกได้ จะก่อให้เกิดผลเสีย โดย 7βCH ท่ีไม่
สามารถขบัออกนอกร่างกายไดน้ั้นจะรวมตวักนัท าให้เกิด plaque ซ่ึงเป็นสาเหตุส าคญัของการเกิด
โรคหลอดเลือดได ้(Meech et al., 2012) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9920502
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jessup%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9920502
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ภาพ  12. โครงส ร้างของ 7-oxo-cholesterol และ 7β-hydroxycholesterol ; oxysterols 2 ช นิด ท่ี
ก่อให้เกิดความผิดปกติภายในเน้ือเยือ่ท่ีมีความน่าสนใจเน่ืองจากมีความส าคญัในการเกิด oxidative 
stress คือ 7-oxocholesterol (7OxCH) และ7β-hydroxycholesterol (7βCH) ซ่ึงเป็นส่วนประกอบ
หลักของ oxLDL โดยในเส้น เลือด 7OxCH และ 7βCH จะกระตุ้นการส ร้าง ROS และใน
กระบวนการ lipid peroxidation จะ ส่ งผลให้ เกิ ดการรวมตัวของ  plaque และพัฒนาเป็น 
atherosclerotic ได ้(Vítek, 2012) 
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ภาพ 13. การเกิดก่อตวัของ atherosclerotic plaques โดยอนุภาคของ LDL อาจมีการเปล่ียนแปลง
ทางเคมีภายใน intima และกลายเป็น oxLDL และสู่ เซลล์เม็ดเลือดขาว (leukocytes) เรียกว่า 
macrophages ซ่ึงต่อมาเปล่ียนเป็นเซลล์โฟม เซลล์โฟมมกัพบใน plaque ในหลอดเลือด ผลิตภณัฑ์
ของ oxLDL จะกระตุน้เซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลือดเพื่อผลิต cytokines ซ่ึงสัมพนัธ์กบัการการอกัเสบ
ของผนังหลอดเลือด ปฏิกิริยาภูมิคุ้มกัน การก่อตัวและการลุกลามของ atherosclerosis plaques 
(Rafieian, Setorki, Doudi, Baradaran, & Nasri, 2014) 
 
8. การกลายพนัธ์ุของยนี (gene mutation)  
 
  การกลายพนัธ์ุ (mutations) สามารถเกิดข้ึนไดจ้ากการผิดพลาดของการท างานของ
เซลล์หรือสามารถเกิดข้ึนไดจ้ากการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุเรียกว่า mutagen โดย mutagen 
จะเป็นสารเคมีหรือกระบวนการทางกายภาพท่ีเพิ่มอตัราการเกิดการกลายพนัธ์ุ ส าหรับการเกิดการ
กลายพนัธ์ุท่ีมีสาร mutagen เหน่ียวน าให้เกิดเรียกวา่ induced mutations ส่วนการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึน
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เองเรียกว่า spontaneous mutations ส่วน point mutation คือ การกลายพนัธ์ุท่ีล าดบัเบสบนดีเอ็นเอ
ถูกเปล่ียนไป 1 เบส (base –pair substitution mutation) ดงัน้ี 
  1. Transition mutation 
  การการกลายพนัธ์ุจาก purine - pyrimidine base pair คู่หน่ึงเป็น purine – pyrimidine 
base pair  อีกคู่หน่ึง ซ่ึ งมีทั้ งหมด 4 แบบคือ 1) AT  GC,  2) GC  AT, 3) TA  CG  และ  
4) CG   TA 
  2. Transversion mutation 
  การการกลายพนัธ์ุจาก purine – pyrimidine base pair ไปเป็น pyrimidine – purine 
base pair  ซ่ึ ง มี ทั้ งห มด  4 แบบ  คื อ  1) AT  TA,   2) GC  CG,   3) AT  CG  แล ะ  
4) GC  TA 
  3. Missense mutation 
  การการกลายพัน ธ์ุ ของยีน  ท่ี มี  nucleotide เป ล่ี ยนไปท าให้  mRNA codon  
เปล่ียนไปแลว้ท าให้การแปลรหสัเป็น amino acid เปล่ียนไปจากเดิมดว้ย ตวัอยา่งเช่น ท าให้เกิดการ
เป ล่ียน  mRNA codon จาก  5’AAA-3’ (Lys)  5’-GAA-3’(Glu) เป ล่ียนการแปลรหัส เป็น 
กรดอะมิโนจาก ไลซีน (Lysine)  กลูตามีน (Glutamine) 
  4. Nonsense mutation 
  การการกลายพนัธ์ุของยีนท่ีมี nucleotide เปล่ียนไปท าให้ mRNA codon ท่ีถูกแปล
รหัสเป็น amino acid เปล่ียนไปเป็น stop codon; UAG,UAA หรือ UGA ตวัอย่างเช่น ท าให้เกิดการ
เปล่ียน mRNA codon จาก 5’AAA-3’ (Lys) เป็น  5’UAA-3’ (stop codon) หรือเรียกอีกอย่างว่า 
nonsense codon ท าใหไ้ดส้าย polypedtides ท่ีไม่สมบูรณ์ 
  5. Neutral mutation (เป็น subset ของ missense mutation) 
  การการกลายพนัธ์ุในยีนท่ีท าให้เปล่ียน amino acid ตวัหน่ึงไปเป็น amino acid อีก
ตวัหน่ึงท่ีมีคุณสมบติัทางเคมีเหมือน ๆ กนั ตวัอย่างเช่น 5’AAA-3’  5’-AGA-3’ ทั้ ง Lys และ 
Arg เป็น basic amino acid 
  6. Silent mutation  
  การเปล่ียนแปลงของ base-pair บน gene ท่ีท าให ้mRNA codon ถูกแปลงรหสัเป็น 
amino acid ตวัเดิมอยู ่ตวัอยา่งเช่น 5’AAA-3’ (Lys)   5’-AAG-3’ (Lys)  
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  7. Frameshift mutation 
  การเพิ่ม (addition) หรือ ลบ (deletion) ของ base-pair บนยนี ท าให ้reading frame 
ของสายโปรตีนนั้น ๆ ตั้งแต่ต าแหน่งท่ีมีการเพิ่มหรือลบของ base-pair เปล่ียนไปทั้งหมดและท าให้
ไดส้าย polypeptids ยาวข้ึนหรือสั้นลงก็ได ้(Lieber, 2010) 
 
9. รายงานการเกดิ UGT3A1 polymorphism 
 
  สนิปส์ หรือ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) เป็นความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมระหว่างมนุษยแ์ต่ละคนท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนสายนิวคลีโอไทด์เพียง
ต าแหน่งเดียวท่ีก่อให้เกิดผลท่ีแตกต่างกนัทางกายภาพ  ในประชากรหน่ึง ๆ ถา้พบต าแหน่งของเบส 
1 เบสถูกแทนท่ีบนสาย DNA บริเวณเดียวกนั นอ้ยกวา่ร้อยละ 1 ของจ านวนประชากรและมกัท าให้
เกิดความผิดปกติในส่ิงมีชีวิตจดัเป็น mutation แต่ถ้าในประชากรหน่ึง ๆ พบว่าต าแหน่งของเบส  
1 เบสถูกแทนท่ีท่ีบริเวณเดียวกนับนสาย DNA มากกวา่ร้อยละ 1 ของจ านวนประชากรและมกัไม่ท า
ให้เกิดความผิดปกติในส่ิงมีชีวิตจดัเป็น single nucleotide polymorphism ใชค้  ายอ่วา่ SNP และนิยม
อ่านว่าสนิป โดย SNP เป็นความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic polymorphism) 
รูปแบบหน่ึง (การุณ, 2014) 
  จากการศึกษาถึงความผิดปกติของยีน UGT3A1 ซ่ึงได้มีการรวบรวมไวใ้นบท
งานวิจยัของ Meech และคณะในปี 2012 พบวา่มีต าแหน่งของการเกิด polymorphisms ท่ีเคยศึกษา
มาแล้วทั้งหมด 9 ต าแหน่ง (ตาราง 3) แต่จะพบว่ามีการเกิด polymorphisms ท่ีส าคญัคือ ต าแหน่ง
ของกรดอะมิโนท่ี 121 ใน exon 4 ของ UGT3A1 ซ่ึงจดัเป็นการกลายพนัธ์ุแบบ missense mutation 
โดยจะมีการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดจ์าก TGT เป็น GGT ซ่ึงจะเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิ
โนจาก cysteine  เป็น glycine โดยจากการศึกษาท่ีผ่านมาจะพบว่าการกลายพันธ์ุต าแหน่งน้ีจะ
เกิดข้ึนในมนุษยแ์ละจะท าให้โปรตีนท่ีสร้างออกมานั้นไม่ท างาน (inactive) ซ่ึงอาจจะท าให้เกิด
ภาวะการคัง่ของน ้ าดี  ท าให้น ้ าดีไม่สามารถขบัออกจากร่างกายไดอ้ยา่งปกติ จึงอาจก่อให้เกิดโรค
น่ิวในถุงน ้ าดี อนัเน่ืองมาจากการ metabolism ของน ้ าดีผิดปกติ จากรายงานท่ีผา่นมามีการศึกษาถึง
ความถ่ีของการเกิดความผิดปกติของ UGT3A1 ในประชากรชาวเอเชียนและคอเคเชียน ซ่ึงเป็น
การศึกษาโดยของไมเนอร์และเมคเคนซี (Miners & Mackenzie, 1991) โดยจะเป็นการศึกษา
เก่ียวกบักบัการเกิดกระบวนการ drug glucuronidation ในประชากรท่ีความแตกต่างกนัในดา้นอาย ุ
(โดยเฉพาะช่วงทารกแรกเกิด) การสูบบุหร่ี เช้ือชาติ พนัธุกรรมและฮอร์โมน เป็นตน้ การเกิดความ
แปรผนัทางพนัธุกรรมท่ีต าแหน่งน้ีเกิดข้ึนกบัประชากรในกลุ่ม Asian  ประมาณ 20% (Mackenzie 
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et al., 2008) โดยในงานวิจยัของมาซซาคูวาและคณะ (Mazzacuva et al., 2016) ได้ศึกษาเก่ียวกับ 
biomarker ของการเกิดโรค Niemann-Pick C โดยผลท่ีออกมาพบวา่ผูป่้วยมียีน UGT3A1 ท่ีผิดปกติ
จะท าใหก้ารตรวจสารประกอบในปัสสาวะมีความคลาดเคล่ือนจากความเป็นจริง เน่ืองจากโดยปกติ
หากผูป่้วยเป็นโรค Niemann-Pick C โดยมีความผิดปกติของยีน NPC1 จะท าให้มีสารประกอบซ่ึง
จ าเป็นต้องมีการ conjugate กับ UDP-GlcNAc ท าให้ตรวจพบสารประกอบนั้นในปัสสาวะเป็น
จ านวนมาก แต่หากผูป่้วยมีความผิดปกติของยีน UGT3A1 จะไม่สามารถตรวจพบสารประกอบนั้น
ในปัสสาวะได ้จึงอาจท าใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนในการวนิิจฉยัโรค 
 
ตาราง 3  
ความผิดปกติท่ีเกิดขึน้ของ UGT3A1 (Meech et al., 2012) 

 
 
10. Polymerase chain reaction (PCR)  
 
  Polymerase chain reaction ( PCR)  ห รื อ อี ก ช่ื อ ว่ า  In vitro enzymatic gene 
amplification เป็นวิธีท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในทางชีววิทยาเพื่อท าส าเนาหลายส่วนของดีเอ็นเอท่ี
เฉพาะเจาะจง การท า PCR ของล าดับ DNA นั้นมีการขยายเพิ่มข้ึนแบบทวีคูณเพื่อสร้างส าเนา
มากกว่าหน่ึงล้านชุดของส่วน DNA นั้ น PCR เป็นเทคนิคท่ีพบบ่อยและขาดไม่ได้ซ่ึงใช้ใน
ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และการวิจัยทางห้องปฏิบัติการทางคลินิกส าหรับการใช้งานท่ี
หลากหลายรวมถึงการวิจัยทางชีวการแพทย์และการพิสูจน์หลักฐานทางอาญา ปฏิกิริยาการ
สังเคราะห์จะเกิดต่อเน่ืองซ ้ ากนัเป็นวงจรลูกโซ่ ในแต่ละรอบ (cycle) ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน คือ  
  1. Denaturation เป็นการท าความร้อนท่ี  94–98 ° C (201–208 ° F) เป็นเวลา  
20-30 วินาที ส่ิงน้ีท าให้เกิดการละลายของดีเอ็นเอหรือการสูญเสียสภาพของ template DNA ท่ีมี
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เกลียวคู่โดยการท าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างฐานท่ีสมบูรณ์ท าให้ เกิดโมเลกุลดีเอ็นเอ 
สองเส้นเด่ียว 
  2. Annealing อุณหภูมิปฏิกิริยาจะลดลงเหลือ 50–65 ° C (122–149 ° F) เป็นเวลา 
20-40 วินาที เพื่อให้  primer สามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอแม่พิมพ์สายเด่ียวตรงบริเวณล าดับ 
นิวคลีโอไทดคู์่สม  
  3.  Primer extension อุณหภูมิในขั้ นตอนน้ี ข้ึนอยู่กับ  DNA polymerase ท่ี ใช ้
อุณหภูมิ กิจกรรมท่ี เหมาะสมส าหรับ DNA polymerase ท่ีทนความร้อนของ Taq (Thermus 
aquaticus) polymerase อยู่ท่ีประมาณ 75–80 ° C (167–176 ° F) เป็นขั้นตอนการสร้างสายดีเอ็นเอ
สายใหม่ต่อออกจาก primer ในทิศทางจาก 5' ไป 3'  
  การสังเคราะห์จะด าเนินตามล าดบั 3 ขั้นตอนซ ้ ากนัเป็นจ านวน 20-30 รอบ ท าให้
ได ้PCR product หรือ amplified product เป็นดีเอ็นเอสายใหม่เพิ่มข้ึนเป็นจ านวนมาก (วีระพงศแ์ละ
นิภาภรณ์, 2008) 
 
  10.1 องค์ประกอบและภาวะต่าง ๆ ทีเ่กีย่วข้องในการท า PCR มาตรฐาน  
 
   10.1.1 ดีเอน็เอแม่พิมพ ์(DNA Template) 
   แม่แบบ DNA เป็นล าดบัเป้าหมายดีเอ็นเอ ปฏิกิริยาจะใช้อุณหภูมิสูงเพื่อ
แยกดีเอ็นเอทั้งสองออกจากกนั และไพรเมอร์นั้นสามารถเช่ือมกบัดีเอ็นเอแม่พิมพไ์ด ้คุณภาพและ
ปริมาณของดีเอ็นเอแม่พิมพ ์มีอิทธิพลอยา่งมากต่อประสิทธิภาพการท า PCR ปริมาณดีเอ็นเอใชไ้ด้
ตั้งแต่ 5-500 นาโนกรัม โดยทัว่ไปนิยมใชอ้ยูใ่นช่วง 10-50 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา 
   10.1.2 บฟัเฟอร์ 
   ส าหรับท าปฏิกิริยาซ่ึงมกัจะมาพร้อมกบัเอนไซม ์Taq  polymerase โดยมี
ความเขม้ขน้เป็น 10 เท่าของท่ีใช้จริง (10x buffer) ซ่ึงจะใส่ในปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวม
ของปฏิกิริยา 
   10.1.3 dNTPs 
   นิวคลีโอไทด์ทุกชนิดคือ "การสร้างบล็อก" ส าหรับสายดีเอ็นเอใหม่และ
จ าเป็นส าหรับการท าปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดว้ย adenine (A), guanine (G), cytosine (C), thymine (T) 
หรือ uracil (U) ประกอบดว้ย  dATP , dCTP , dGTP , dTTP  ความเขม้ขน้อยา่งละ 2 มิลลิโมลาร์ ใน
ปฏิกิริยาจะใส่ในปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวม เพื่อให้ได้ความเขม้ข้นสุดท้ายเป็นชนิดละ  
200 ไมโครโมลาร์ 
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   10.1.4 ไพรเมอร์  
   ไพรเมอร์เป็นดีเอ็นเอสังเคราะห์ ท่ี มีนิวคลีโอไทด์ประมาณ 18 ถึง  
25 นิวคลีโอไทด์ โดยไพรเมอร์จะจบักบัต าแหน่งส่วนทา้ยสุดของ 3’ ของดีเอ็นเอแม่พิมพ ์โดยจะมี
องคป์ระกอบของเบส  G และ C อยูร่ะหวา่ง 40-60 เปอร์เซ็น โดยไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดท่ีใชคู้่กนัควร
มีส่วนประกอบของ G+C เท่ากนั เพื่อให้ค่า  Tm  เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั และไม่ควรใชไ้พรเมอร์ท่ี
มีลักษณะปลายทั้ ง 2 ข้างเป็นคู่สมกัน (palindrome sequence) ทั้ งภายในไพรเมอร์เดียวกันและ
ระหว่างไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดท่ีใช้คู่กัน ไพรเมอร์ต้องได้รับการออกแบบส าหรับการท า PCR ทั้ง  
2 ตวั คือ forward primer และ reverse primer โดยจะมีการสร้าง DNA สายใหม่จากต าแหน่ง 5’ ไป 3’ 
   ขอ้แนะน าในการเลือกและออกแบบไพรเมอร์ 
   1) ความยาวของไพรเมอร์: ควรมีความยาวประมาณ 18-25 นิวคลีโอไทด ์
ข้ึนอยูก่บังานท่ีใช ้
   2) ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมีการกรายของเบสอยา่งสม ่าเสมอ 
   3) ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมี GC-content อยูร่ะหวา่ง 40-60 เปอร์เซ็น ไม่ควร
เลือกไพร์เมอร์ม่ีมีปริมาณ GC-content สูงเกินไป 
   4) ไพรเมอร์ตอ้งมีความจ าเพาะกบัล าดบัเบสเป้าหมาย (target sequence) 
ในดีเอ็นเอตน้แบบ นัน่คือ ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ตอ้งมีความจ าเพาะเพียงแห่งเดียวในดี
เอน็เอตน้แบบ 
   5) หลีกเล่ียงล าดบัเบสท่ีจบักบัล าดบัเบสของตวัเอง 
   6) ควรหลีกเล่ียงล าดบัเบสของแต่ละไพรเมอร์ ไม่ใหเ้ป็นคู่สมกนัเอง 
   7) ค่า Tm (melting temperature) ของแต่ละไพร์เมอร์ควรใกล้เคียงกัน 
โดยทัว่ไปอยูใ่นช่วง 55-80 องศาเซลเซียส 
   8) ไพร์เมอร์ควรมีล าดบัคู่สมกบัปลายดา้น 3 ของล าดบันิวคลีโอไทด์ใน
แต่ละสายของดีเอน็เอตน้แบบ 
   10.1.5 แมกนีเซียมคลอไรด ์ 
   อาจรวมอยู่ในบัฟเฟอร์แต่ส่วนใหญ่แยกต่างหากเพื่อให้ปรับใช้ได้ใน
ปริมาณท่ีเหมาะสมกบัดีเอ็นเอแต่ละชนิด เน่ืองจากแมกนีเซียมไอออนเป็นส่วนส าคญัในการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ DNA polymerase ความเข้มข้นของแมกนีเซียมท่ีใช้ในปฏิกิริยาคือ 1.5-10 
มิลลิโมลาร์ 
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   10.1.6 เอนไซม ์ 
   DNA polymerase เพิ่มนิวคลีโอไทด์ให้กบัดีเอ็นเอแม่พิมพ ์ตามล าดบัเส้น
ท่ี 3'-OH ของไพรเมอร์และสังเคราะห์เส้นดีเอ็นเอใหม่ DNA polymerase ท่ีใช้กนัมากท่ีสุดคือ Taq 
DNA polymerase (จาก Thermus aquaticus เป็นแบคทีเรียทนความร้อน) เน่ืองจากมีความเสถียรท่ี
อุณหภูมิสูง Pfu DNA polymerase (จาก Pyrococcus furiosus) เป็นเอนไซม์อีกหน่ึงชนิดท่ีถูกใช้
อย่างกวา้งขวางเน่ืองจากมีความเท่ียงตรงสูงกว่า (ความแม่นย  าในการเพิ่มนิวคลีโอไทด์) Mg2 + ใน
บฟัเฟอร์ท าหนา้ท่ีเป็นปัจจยัร่วมส าหรับการท างานของ DNA polymerase ดงันั้นในกระบวนการท า 
PCR จึงจ าเป็นตอ้งใช ้Mg2 + ส าหรับการท าปฏิกิริยาร่วมกบั DNA polymerase 
   โดยทัว่ไปปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนในปริมาตร 10–200 ไมโครลิตร ในหลอด
ปฏิกิริยาขนาดเล็ก (ปริมาตร 0.2-0.5 มิลลิลิตร) เม่ือน าหลอดส่วนผสมไปใส่ไวใ้นเคร่ืองควบคุม
อุณหภูมิท่ีเรียกวา่ DNA thermal cycler (นิยมเรียกวา่เคร่ือง PCR) จะให้ความร้อนและท าให้หลอด
ปฏิกิริยาเย็นลงเพื่อให้ได้อุณหภูมิท่ีต้องการในแต่ละขั้นตอนของการท าปฏิกิริยา จะเกิดการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ข้ึนในหลอด เม่ือเกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาท่ีก าหนดจะได้
ผลผลิตดีเอน็เอขนาดท่ีตอ้งการเป็นจ านวนมาก (วรีะพงศแ์ละนิภาภรณ์, 2008) 
 
  10.2 เคร่ืองเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (PCR machine)  
 
  เคร่ือง Thermal cycler หรือ PCR machine เป็นเคร่ืองมือท่ีจ าเป็นในการท า PCR 
ซ่ึงเคร่ืองน้ีมีอยู่หลายแบบและหลายระบบข้ึนกบัการออกแบบและการคิดคน้ของบริษทัผูผ้ลิต ขอ้
ส าคญัคือตอ้งสามารถปรับเปล่ียนอุณหภูมิไดเ้ป็นขั้นตอนตามท่ีตั้งไวแ้ละท างานหมุนเวยีนกนัหลาย 
ๆ รอบไดต้ั้งโปรแกรมการท างานไดแ้ละการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ ในแต่ละขั้นตอนใชร้ะยะเวลาไม่
นานนกัระยะเวลาท่ีใชแ้ต่ละขั้นคือ denaturing annealing และ extension อยูใ่นช่วง 15 วินาที ถึง 10 
นาที ดังนั้ นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR 25-40 รอบ จะใช้เวลาประมาณ 1.5-5 ชั่วโมง  
(วรีะพงศแ์ละนิภาภรณ์, 2008) 
 
  10.3 โปรแกรมอุณหภูมิในการท า PCR (ภาพ 14)  
 
   10.3.1 Initial denaturation 
   ขั้นตอนน้ีจ าเป็นส าหรับ DNA polymerase ท่ีตอ้งมีการกระตุน้ความร้อน
ด้วย hot-start PCR ประกอบด้วยการให้ความร้อนในห้องท าปฏิ กิริยากับอุณหภูมิ 94–96 ° C  
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(201–205 ° F) หรือ 98 ° C (208 ° F) หากใช ้DNA polymerase ท่ีทนความร้อนสูงมากซ่ึงจะใชเ้วลา 
1-10 นาที 
   10.3.2 Denaturation 
   โดยทัว่ไปจะใช้อุณหภูมิท่ี 94-95 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 20 วินาที
เพื่อเป็นการแยกสายดีเอ็นเอตน้แบบจากสายคู่ให้เป็นสายเด่ียว ในขั้นตอน denaturation ก็ถือว่า
เพียงพอแลว้ในการท าให้สายคู่ของดีเอ็นเอตน้แบบแยกกนัอยา่งสมบูรณ์ แต่ในทางปฏิบติัอาจจะมี
การปรับเปล่ียนอุณหภูมิและเวลาท่ีใชไ้ดต้ามความเหมาะสมข้ึนอยูก่บัลกัษณะความซบัซ้อนของดี
เอน็เอตน้แบบ อยา่งไรก็ตามควรหลีกเล่ียงอุณหภูมิท่ีสูงเกินไปและ/หรือเวลาท่ีนานเกินไป เพราะจะ
มีผลท าใหป้ระสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม ์Taq  polymerase ลดลงได ้
   10.3.3 Annealing 
   ขั้นตอนน้ีอุณหภูมิปฏิกิริยาจะลดลงเหลือ 50–65 ° C (122–149 ° F) เป็น
เวลา 20-40 วินาทีซ่ึงจะช่วยให้การเช่ือมไพรเมอร์ไปยงัดีเอ็นเอแม่พิมพ์แต่ละเส้นท่ีแยกเด่ียว 
โดยทัว่ไปแลว้ไพรเมอร์สองแบบท่ีแตกต่างกนัจะรวมอยูใ่นส่วนผสมของปฏิกิริยา (forward primer 
และ reverse primer) มนัเป็นส่ิงส าคญัในการก าหนดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับขั้นตอน annealing 
เน่ืองจากประสิทธิภาพและความจ าเพาะไดรั้บผลกระทบอยา่งมากจากอุณหภูมิ annealing อุณหภูมิ
น้ีจะตอ้งต ่าพอท่ีจะท าให้การเช่ือมของไพรเมอร์ไปยงัดีเอ็นเอแม่พิมพ์ แต่สูงพอท่ีการเช่ือมจะมี
ความเฉพาะเจาะจง เช่นไพรเมอร์ควรเช่ือมกบัส่วนท่ีสมบูรณ์แบบของดีเอน็เอแม่พิมพ ์หากอุณหภูมิ
ต ่าเกินไปไพรเมอร์อาจเช่ือมไม่สมบูรณ์ ถา้สูงเกินไปไพรเมอร์อาจไม่เช่ือมเลย อุณหภูมิ annealing 
ทัว่ไปอยู่ท่ีประมาณ ต ่ากว่า Tm  3-5 °C ของไพรเมอร์ท่ีใช้ ในระหวา่งขั้นตอนน้ี DNA polymerase 
จะจบักับแม่แบบไพรเมอร์และเร่ิมสร้างดีเอ็นเอ โดยค่า Tm ของไพร์เมอร์จะค านวณจากการใช ้
software หรือค านวณจากสูตรดงัต่อไปน้ี 

 
   จากนั้นน าค่า Tm ท่ีค านวณได้มาทดสอบด้วยการท า PCR ใช้อุณหภูมิ
หลาย ๆ อุณหภูมิท่ีต่างกนัประมาณ ±2 องศาเซลเซียสมาท าการทดสอบ จากนั้นท าการเปรียบเทียบ
ผลท่ีได้และเลือกอุณหภูมิท่ีให้ผลดีท่ีสุด ซ่ึงในขั้นตอนน้ีหากใช้อุณหภูมิท่ีต ่าเกินไปจะท าให้
ความจ าเพาะของการท า PCR ลดลง ในขณะเดียวกนัหากใชอุ้ณหภูมิท่ีสูงเกินไป จะมีผลท าให้การ 
annealing เกิดข้ึนไดน้อ้ยหรือไม่เกิดเลย 



49 

   10.3.4 Primer extension หรือ Elongation 
   เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ ซ่ึงจะสังเคราะห์ต่อจากไพร
เมอร์ในทิศทาง 5' ไป 3' โดยอาศยัการท างานของ Taq  polymerase ส าหรับอุณหภูมิท่ีใชใ้นขั้นตอน
น้ีโดยทัว่ไปจะอยูใ่นช่วง 70-75 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะต่อการท างานของเอนไซม ์
Taq  polymerase ซ่ึงจะน าเอานิวคลีโอไทด์มาต่อกบัไพรเมอร์ทางดา้นปลาย 3' ส าหรับระยะเวลาท่ี
ใช้สามารถปรับเปล่ียนได้โดยจะข้ึนอยู่กับความยาวและความเข้มข้นของสายดีเอ็นเอต้นแบบ 
ตลอดจนอุณหภูมิท่ีใชใ้นปฏิกิริยาดว้ย  
   10.3.5 Final extension 
   ขั้นตอนจะใช้อุณหภูมิท่ี 70–74 ° C (158–165 ° F) เป็นเวลา 5–15 นาที
หลงัจากรอบ PCR รอบสุดทา้ย เพื่อให้แน่ใจว่า DNA เส้นเด่ียวท่ีเหลืออยูจ่ะถูกยืดออกจนสุด จาก
ขั้นตอน denaturation จนถึง primer extension จะนบัเป็น 1 รอบ ซ่ึงจ านวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้
ในแต่ละรอบจะมีจ านวนเพิ่มข้ึนเป็นแบบทวคูีณ (exponential) โดยปริมาณของดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์
ไดจ้ะมีค่าเท่ากบั 2n (n = จ านวนรอบของปฏิกิริยา) ซ่ึงจ านวนรอบในการท า PCR นั้น จะข้ึนอยูก่บั
ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบท่ีมีอยู่ โดยจ านวนรอบท่ีใช้ส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 25-35 รอบ หากใช้
จ  านวนรอบมากเกินไป (40 รอบ) ก็จะก่อให้เกิด PCR ไม่จ  าเพาะเกิดข้ึน (วีระพงศ์และนิภาภรณ์, 
2008) 

 
 

ภาพ 14. ขั้นตอนในการท า PCR (Polymerase Chain Reaction) โดยจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกั 
คือ ขั้นตอนแรก: denaturation ขั้นตอนท่ีสอง: annealing และขั้นตอนท่ีสาม: extension 
(https://www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_introduction.php) 
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11. Gel Electrophoresis  
 
  อิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophorisis) เป็นเทคนิคท่ีใช้แยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุ
ออกจากกันโดยใช้กระแสไฟฟ้า โดยให้สารท่ีมีประจุนั้ นเคล่ือนท่ีผ่านตัวกลางชนิดหน่ึงใน
สารละลาย สารท่ีประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจากประจุแลว้อตัราการ
เคล่ือนท่ียงัข้ึนอยูก่บัขนาด รูปร่างโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟ้าและตวักลางท่ีใชด้ว้ย โมเลกุลของดีเอ็น
เอประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก สารละลายของดีเอน็เอ (หรืออาร์เอ็นเอ) จึงมีประจุเป็นลบท่ี 
pH เป็นกลาง เม่ืออยู่ในสนามไฟฟ้าโมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขั้ วลบไปยงัขั้ วบวก 
เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตเป็นส่วนประกอบของนิวคลีโอไทด์ทุกชนิด ดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะมี
หมู่ฟอสเฟตอยู่น้อยกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ ดั้ งนั้นจะพบว่าประจุต่อมวลโมเลกุลของดีเอ็นเอทุก
ขนาดมีค่าเท่ากัน ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยู่กับขนาดเป็นส่วนใหญ่ 
อย่างไรก็ตามมีปัจจยัอ่ืนท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอนเอดว้ยดังน้ี (วสันต์, ปราณี, และ
วาสนา, 1996) 
 
  11.1 หลกัการทีม่ีผลต่อการเคล่ือนทีข่องโมเลกุลดีเอ็นเอ  
 
   11.1.1 ขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว
กวา่ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ ดีเอ็นเอท่ีมีโมเลกุลแบบเส้นตรง (linear) เกลียวคู่จะเคล่ือนท่ีได้
ระยะทางท่ีแปรผกผนักบัขนาดโมเลกุล ถา้น าระยะทางท่ีโมเลกุลเคล่ือนท่ี (mobility) มาเขียนกราฟ
คู่กบัค่า log ของโมเลกุล (molecular weight) จะได้กราฟแสดงความสัมพนัธ์ ซึงมีความสัมพนัธ์
ลกัษณะเส้นตรงอยูช่่วงหน่ึงดั้งนั้นถา้ตอ้งการทราบขนาดโมเดลกุลของดีเอน็เอสามารถท าไดโ้ดยน า
ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบขนาดแลว้ น ามาเขียนกราฟระหว่าง
ระยะทางท่ีเคล่ือนท่ีและ log ของน ้ าหนกัโมเลกุลเพื่อใชเ้ป็นกรามาตราฐาน ทั้งน้ีจะตอ้งเปรียบเทียบ
ในการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสคร้ังเดียวกนัเท่านั้น เน่ืองจากเป็นค่าแบบสัมพทัธ์ 
   11.1.2 รูปแบบของดีเอ็นเอ (configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเท่ากนั
นั้นดีเอ็นเอท่ีมีรูปแบบเป็นวงแหวนท่ีพนัเกลียวซ้อน จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอ็นเอปลายเปิดซึงจะ
พบรูปแบบทั้ง 3 ของดีเอน็เอไดใ้นการสกดัพลาสติด 
   10.1.3 เปอร์เซ็นต์ของชนิดเจล ถ้าเพิ่มความเข้มข้นหรือเปอร์เซ็นต์เจล
โมเลกุลของดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดช้า้ลง โดยเจลท่ีนิยมใชก้บักรดนิวคลีอิกหรือโพลีอะครีลาไมดเ์จล
และอะกาโรสเจล 
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   11.1.4 แรงเคล่ือนไฟฟ้า (voltage) ถ้าเพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟ้าดีเอ็นเอจะ
เคล่ือนท่ีได้เร็วข้ึน ในการแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสน้ีตอ้งใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้าท่ี
เหมาะสม ถา้ใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้าสูงเกินไปดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว แต่การแยกตวัจะไม่ดีแต่ถา้ต ่าดี
เอ็นเอเคล่ือนท่ีช้าการแยกตัวได้ดี แต่แถบดีเอ็นเอจะไม่ชัดเพราะเกิดการแพร่ (diffution) ของ 
ดีเอน็เอ 
   11.1.5 บฟัเฟอร์ท่ีใช้ ชนิดของบฟัเฟอร์มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ 
บฟัเฟอร์ท่ีนิยมใชมี้ 3 ชนิด คือ TEA (Tris-acetate), TBE (Tris- borate), และ TPE (Tris- phosphate) 
นิยมใชท่ี้มีความเขม้ขน้ 0.5 เท่า ใชแ้ยกดีเอ็นเอไดคื้อ TPE มีความสามารถเป็นบฟัเฟอร์ไดดี้ แยกดี
เอ็นเอไดเ้ร็วการเลือกใช้บฟัเฟอร์แต่ละชนิดจึงข้ึนอยู่กบัวตัถุประสงค์ของการทดลอง (วสันต์และ
คณะ, 1996) 

 
  11.2 วธีิการปฏิบัติในการแยกโมเลกุลของดีเอน็เอ  

 
   11.2.1 อะกาโรสเจล (agarose gel)  
   เป็นสายพอลิเมอร์ ของ D-galactose และ 3,6-anhydro-L-galactose เม่ือ
เตรียมแผน่เจล โดยตม้สารละลาย agarose ในบฟัเฟอร์แลว้เทลงในถาดเตรียมเพื่อให้แข็งตวัเม่ือเยน็ 
จะไดเ้จลท่ีมีรูพรุนใหญ่ จึงใชแ้ยกสารท่ีมีขนาดใหญ่ เช่น กรดนิวคลีอิก ซ่ึงขนาดรูพรุนข้ึนกบัความ
เขม้ขน้ของ agarose (เม่ือความ เขม้ขน้สูงรูพรุนจะเล็กลง) เม่ือให้สนามไฟฟ้าท่ี neutral pH โมเลกุล
ของกรดนิวคลีอิกจะมีประจุลบและ เคล่ือนท่ีไปยงัขั้วบวกด้วยความเร็วท่ีข้ึนกับขนาดโมเลกุล 
(molecular size) และโครงรูป (conformation)  กรดนิวคลีอิกขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าขนาด
ใหญ่ และถ้าขนาดเท่ากนัแต่มีรูปร่าง ต่างกนัจะมีอตัราเร็วต่างกนั โดยล าดบัของความเร็วในการ
เคล่ือนท่ีของแต่ละรูปแบบของกรดนิวคลีอิก พบว่า supercoiled DNA > linear double stranded 
DNA > circular เม่ือฉายแสง UV จะให ้fluorescence มองเห็นเป็น band ของ DNA เรืองแสง 
   11.2.2 โพลีอะครีลาไมดเ์จล (polyacrylamide gel) 
   โพลีอะคลีลาไมดเ์จลเกิดจากการรวมตวัของอะครีลาไมด์และบิสอะครีลา
ไมด์โมเลกุลเด่ียวมารวมกนัเกิดเป็นโพลีเมอร์มีลกัษณะเป็นร่างแห เป็นโมเลกุลท่ีสังเคราะห์ข้ึนทาง
เคมี จึงมีความสม ่าเสมอควบคุมได ้ไม่ท าปฏิกิริยากบัสารเคมีใด มีความใส มีความคงตวัของ pH 
อุณหภูมิ และมี ionic strength กวา้ง สามารถปรับขนาดของช่องในโพลีเมอร์ไดจึ้งเหมาะส าหรับ
เป็นตวักลางในการแยกโมเลกุลของโปรตีนและดีเอน็เอ 
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   ดังนั้ นขนาดของช่องจึงข้ึนอยู่กับความเข้มข้นของอะครีลาไมด์และ
เปอร์เซ็นตข์องบิสอะครีลาไมดท่ี์มีในเจลทั้งหมด การบวกความเขม้ขน้ของเจลจึงมี 2 ค่า คือ  
   1. %T (total)        = ความเข้มข้นเป็นเปอร์เซ็นต์ของโมเลกุลเด่ียว 
               ทั้งหมด (อะครีลาไมด ์+ บิสอะครีลาไมด์) 
   2. % C (crosslinker) = ความเขม้ขน้เป็นเปอร์เซ็นตข์องบิสอะครีลาไมด ์
               เทียบกบัความเขม้ขน้ของโมเลกุลเด่ียวทั้งหมด 
   ถา้เพิ่มความเขม้ขน้ของบิสอะครีลาไมด์ ขนาดของช่องจะเล็กลง และจะ
เล็กท่ีสุดเม่ือ  C เท่ากบั 5 เปอร์เซ็นต ์ ถา้เพิ่มค่า C จะไดร่้างแหขนาดใหญ่และช่องจะกวา้งข้ึน เช่น 
เม่ือใช้เจลท่ีมีความเขม้ขน้ T เท่ากบั 5 เปอร์เซ็นต์ของ C เท่ากบั 5 เปอร์เซ็นต์  จะได้เจลท่ีมีช่อง
ขนาดประมาณ 20 นาโนเมตร แต่ถา้ใชเ้จลท่ีมีความเขน้ขน้ T เท่ากบั 5 เปอร์เซ็นตแ์ละ C เท่ากบั 30-
50 เปอร์เซ็นต์ จะไดเ้จลท่ีมีขนาดประมาณ 500-600 นาโนเมตร ถา้เตรียมโพลีอะคลีลาไมด์โดยไม่
ใล่บิสอะครีลาไมด์จะได้ โพลีเมอร์ท่ีเป็นสายยาวเท่านั้น ไม่เกิดเป็นเจล เพียงแต่ได้สารละลาย
เหนียวเท่านั้นเรียกวา่ linear polyacrylamide 
   การจบัตวัเป็นโพลีเมอร์ (polymerization ) ของอะครีลาไมด์และบิสอะครี
ลาไมด์เร่ิมต้นโดยเติมสารแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) หรือไรโบฟลาวิน 
(riboflavin )  แ ล ะ ใ ส่  N ,N ,N/,N/ - tetramethylenediamine (TEMED) ห รือ  3-dimethylamino–
propioniyrile (DMAPN) เพื่อเร่งใหเ้กิดปฏิกิริยาการจบัตวัเป็นโพลีเมอร์ 
   ระบบแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตและ TEMED TEMED จะเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระ ( free radiocal ) จากแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตท าให้เกิดการเร่ง
ปฏิกิริยาการจบัตัวของอะครีลาไมด์และบิสอะครีลาไมด์เป็นพอลีเมอร์ ดังนั้ นถ้าเพิ่มปริมาณ 
TEMED หรือแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต จะเร่งปฏิกิริยาให้เกิดการจบัตวัเป็นโพลีอะครีลาไมด์ได ้
เร็วข้ึน 
   ระบบไรโบฟลาวนิ และ TEMED อาศยัแสงเพื่อเร่ิมตน้ปฏิกิริยาการจบัตวั
เป็นพอลีเมอร์ โดยไรโบฟลาวินจะสลายตวัเกิดเป็นอนุมูลอิสระเม่ือไดรั้บแสง จึงท าให้เกิดการจบั
ตวัของอะครีลาไมด์เป็นโพลีเมอร์ไดโ้ดยไม่จ  าเป็นตอ้งมี TEMED แต่ถา้มี TEMED ปฏิกิริยาจะเกิด
ไดดี้กวา่และไดเ้จลท่ีสม ่าเสมอกวา่ 
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12. การหาล าดับเบสของดีเอน็เอ (DNA sequencing)  
 
  การศึกษาล าดบัเบสดีเอ็นเอเป็นวิธีท่ีจะท าให้ทราบล าดบัเบสท่ีถูกตอ้งของดีเอ็นเอ 
และท าให้ทราบรายละเอียดของยีนทั้ งในส่วนท่ีถอดรหัสได้ (coding region) และส่วนท่ีไม่
ถอดรหัส  (non-coding region) นอกจากน้ีย ังสามารถน ามาใช้ในการศึกษาทางพันธุกรรม
ประชากรศาสตร์ (population genetics) ได้ โดยได้มีการพฒันาเทคนิคท่ีใช้ในการศึกษาล าดบัเบส
ของดีเอน็เอข้ึนมา 2 วธีิดว้ยกนั ดงัน้ี 
  - Dideoxy chain termination method ซ่ึงพัฒนาข้ึนมาโดย F. Sanger และ A.R. 
Coulson จากประเทศองักฤษ 
  - Chemical degradation method ซ่ึงพฒันาข้ึนมาโดย A. Maxam และ W. Gilbert 
จากประเทศสหรัฐอเมริกา (สุรางค,์ จินตนา, และณฏัฐิยา, 2003) 

 
  12.1 Dideoxy chain termination method (The Sanger-Coulson method) 
 
  วิธี chain termination ต้องการ DNA สายเด่ียวและโมเลกุลท่ีจะหาล าดับของ 
นิวคลีโอไทด์ มกัจะถูก cloned ลงใน M13 vector ท่ีเป็นเช่นน้ีเพราะวิธีน้ีตอ้งการ การสังเคราะห์ 
DNA สายท่ี 2 โดยการใช้เอนไซม์ ซ่ึง DNA สายท่ี 2 น้ีจะมีล าดบัของเบส complement กบัล าดับ
ของเบสบน DNA แม่พิมพ ์
  ขั้ นแรก ต้องให้สายโอลิโกนิวคลีโอไทด์สั้ นๆ  จับ คู่กับ  recombinant M13 
molecule โอลิโกนิวคลีโอไทด์น้ีจะท าหนา้ท่ีเป็นไพรเมอร์ ส าหรับการสร้างสายใหม่ท่ี complement 
กบัช้ินส่วน DNA ท่ีเติมเขา้ไปในยีน M13 เอนไซมท่ี์ใชใ้นการสร้างคือ รูปดดัแปรของ DNA พอลิ
เมอเรส I (modified form of DNA polymeraseI) 
  นอกจากน้ียงัต้องมีดีออกซีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิดคือ dATP,dTTP, dGTP และ 
dCTP รวมทั้ ง นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ ท่ี ถู ก ดัด แป ล งช นิ ดห น่ึ ง คื อ  ได ดี อ อก ซี นิ วค ลี -โอ ไท ด ์
(dideoxynucleotide,dideoxy ATP) ซ่ึงสามารถเข้าไปอยู่ในสายพอลินิวคลีโอไทด์  สายใหม่
เช่นเดียวกบัดีออกซีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิดดงักล่าว เม่ือ dideoxy ATP เขา้ไปอยูใ่นสายจะท าให้หยุด
การสร้างสายต่อไป ทั้งน้ีเพราะ dideoxy ATP ขาดหมู่ OH ท่ีต าแหน่ง 3'ของน ้ าตาล ซ่ึงหมู่น้ีจ  าเป็น
ส าหรับการจบัของนิวคลีโอไทดห์น่วยใหม่ 
  ถา้เติม dideoxy ATP ในปฏิกิริยาจะท าให้หยดุการเพิ่มความยาวท่ีต าแหน่งตรงขา้ม
กบั ไธมิดีน (thymidine) ในสายแม่พิมพ์ แต่การหยุดการเพิ่มความยาวจะไม่เกิดข้ึนท่ี T ตวัแรก 
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เน่ืองจากมี dATP อยูใ่นสารละลาย dATP จะเขา้ไปแทนท่ี dideoxy ATP ผลของปฏิกิริยาจะไดส้าย
ใหม่ทุกสายมีความยาวแตกต่างกนั และแต่ละสายมีปลายเป็น dideoxy ATP เม่ือใชไ้ดดีออกซีนิวคลี
โอไทด์ทั้ ง  4 ช นิ ด  คื อ  dideoxy ATP,dideoxy TTP,dideoxy GTP และ  dideoxy CTP ส าห รับ
ปฏิกิริยาการสร้างสายใหม่ 
  ผลของปฏิกิริยาจะไดพ้อลินิวคลีโอไทด์ท่ีต่างกนั 4 ชนิด แต่ละชนิดมีปลายเป็น 
dideoxy ATP, dideoxy TTP,dideoxy GTP และ dideoxy CTP 
  ขั้นตอนต่อไปคือ การแยกพอลินิวคลีโอไทด์ท่ีมีความยาวต่างกนัของแต่ละชนิด 
โดยใชเ้ทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส แบบพอลิอะคริลาไมดเ์จล (polyacrylamide gel electrophoresis) ผล
ท่ีปรากฎใหเ้ห็นเป็นแถบ (band) จ  านวนมาก แต่ละแถบเป็นโมเลกุล DNA ท่ีมีความยาวแตกต่างกนั 
  ในการอ่านผลจะเร่ิมจาก band ท่ีเคล่ือนท่ีไปได้ระยะทางไกลท่ีสุดบนแผ่นฟิล์ม
ก่อนเน่ืองจากดีเอ็นเอช้ินนั้นมีขนาดเล็กท่ีสุด ซ่ึงแสดงว่าสายดีเอ็นเอเส้นน้ีหยุดการสังเคราะห์
เน่ืองจากมี ddNTP รวมเขา้ไปในต าแหน่งแรกของการสังเคราะห์ ซ่ึงหมายถึงต าแหน่งแรกบนสายดี
เอน็เอตน้แบบนัน่เอง โดย sequence ท่ีอ่านไดจ้ากเจลน้ีจะเป็น complementary sequence กบัดีเอ็นเอ
ตน้แบบ ส าหรับการอ่านล าดบัเบสนั้นจะอ่านถดัมาเร่ือยๆ จนถึงบริเวณท่ี band อยู่ติดกนัมากจน
แยกไม่ไดว้า่ band ไหนอยูไ่กลกวา่กนั 
 
  12.2 Chemical degradation method (The Maxam-Gilbert method) 
 
  เป็นวิธีการท่ีใชป้ฏิกิริยาทางเคมีท่ีจะตดัสาย DNA ท่ีต าแหน่งจ าเพาะ โดยท่ีส าคญั 
DNA ท่ีจะน ามาท าการหาล าดับเบสนั้ นจะต้องเป็น DNA ชนิดเดียวกัน และมีขนาดประมาณ  
200-1000 bp จะท าการหาล าดับเบสของสาย DNA ขนาด 10 bp ขั้นตอนต่างๆ ในการหาล าดับ 
nucleotide โดยวธีิ Maxam-Gilbert มีดงัน้ี คือ 
  ขั้นท่ี 1 ติดฉลากสาย DNA ดว้ยสารกมัมนัตภาพรังสี (P32) โดยแต่ละ strand ของ 
double-stranded DNA จะถูกติดฉลากท่ีปลาย 5’ หรือ 3’ จากนั้น DNA นั้นจะถูกน ามา denature ให้
เป็น single strand โดยท่ีในแต่ละ strand จะถูกติดฉลากท่ีปลายขา้งหน่ึงขา้งใดเท่านั้น 
  ขั้นท่ี 2 การตดัสาย DNA  โดยในขณะน้ี สาย DNA จะมีลกัษณะเป็น 32P 5’ _ _ _ 
_ _ _ _ _ _ _ 3’ DNA จะถูกแบ่งเป็น 4 ส่วน แต่ละส่วนจะถูกน ามาท าปฏิกิริยาเคมีท่ีต่างกนั โดยจะ
ท าการตดัสาย DNA นั้นท่ีต าแหน่งของ base 1 ใน 4 นั้นๆ เช่น ในส่วนท่ี 1 จะถูกน าไปท าปฏิกิริยา
ทางเคมี โดยจะตดัท่ีต าแหน่งท่ีมี base เป็น T หรือ C เท่านั้น ส าหรับส่วนท่ีก าหนดให้ตดัท่ีต าแหน่ง 
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G นั้น จะตดัท่ีต าแหน่ง A ดว้ย แต่จะตดัท่ีต าแหน่งท่ีเป็น G มากกว่า ในท านองเดียวกนั ส่วนท่ีถูก
ก าหนดใหต้ดัท่ีต าแหน่ง A จะตดัท่ี G ดว้ย แต่จะตดัท่ีต าแหน่ง A มากกวา่ 
  ขั้นท่ี 3 เป็นการแยกขนาดของ DNA ท่ีไดจ้ากการท าปฏิกิริยาทางเคมีตามขั้นตอน
ท่ี  2 DNA ท่ีได้จะถูกน ามาแยกขนาดตามความยาวของเบสโดยใช้วิ ธี  polyacrylamide gel 
electrophoresis (เหมือนกับ agarose gel electrophoresis เพียงแต่ว่า polyacrylamide gel สามารถท่ี
จะใชแ้ยกขนาดของ DNA ท่ีต่างกนัเพียงแค่ 1 bp ได)้ 
  วธีิการหาล าดบันิวคลีโอไทด์นั้นไดรั้บการพฒันามาโดยตลอด ปัจจุบนัสามารถท า
ไดง่้ายโดยใช้เคร่ืองมืออตัโนมติัท่ีเรียกว่า automate machine ซ่ึงสามารถหาล าดบันิวคลีโอไทด์ได้
เร็ว ข้ึนโดยดัดแปลงมาจากวิ ธีการ dideoxy sequencing ห รือเรียกอีกอย่างว่า dideoxy chain 
terminating method คือใชเ้อนไซม ์DNA polymerase1 เพื่อสร้างสายดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมกบัดีเอน็เอท่ี
ตอ้งการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอสายคู่ โดยเร่ิมจากดีเอ็นเอสายคู่เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว 
โดยใชค้วามร้อน (denature) และใช ้sequencing primer ซ่ึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆ ท่ีถูก
ออกแบบให้ด้าน 3’ อยู่ใกล้กับดีเอ็นเอท่ีต้องการทราบล าดับนิวคลีโอไทด์จากนั้น sequencing 
primer จะจบักบัดีเอ็นเอท่ีตอ้งการทราบล าดบันิวคลีโอไทด์กนัอย่างเหมาะสมและเอนไซม์ DNA 
polymerase 1 จะท าการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์จาก deoxyribonucleotide 4 ชนิด (dATP, dTTP, 
dGTP, dCTP) ท่ีเติมลงไปในหลอดทดลองในปริมาณท่ีเพียงพอ โดยจะท าการสังเคราะห์ทางปลาย 
3’ ต่อจาก sequencing primer นอกจากน้ีจะมีการเติมสาร deoxyribonucleotide 4 ชนิด (ddATP, 
ddTTP, ddGTP, ddCTP) เพื่อท าหน้าท่ีเป็นนิวคลีโอไทด์ จบการสังเคราะห์ (chain terminator) ซ่ึง 
didexyribonucleotide ทั้ ง 4 ชนิดจะถูกติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ต่างๆกัน เน่ืองจากปกติ
เอน ไซ ม์  DNA polymerase ต้ อ งก ารป ล าย  3 ’-OH ใน ก ารสั ง เค ร าะ ห์ ส าย ดี เอ็ น เอ  แ ต่ 
didexyribonucleotide มีปลาย 3’-H  แทน 3’-OH ดงันั้นในกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นหาก DNA 
polymerase 1 ดึง didexyribonucleotide เข้ามาแทน deoxyribonucleotide การสังเคราะห์ก็จะหยุด
เพ ร าะ ข าด ป ล า ย  3 ’ -OH ซ่ึ  ง จ ะ ป้ อ ง กั น ก าร เกิ ด  phosphodiester bond กั บ  5 ’ -P ข อ ง 
deoxyribonucleotide ตวัท่ีจะเขา้มาใหม่ ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ทั้งหมดเกิดในหลอดเดียวกนั และ
เม่ือจบปฏิกิริยาท าการแยกช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยอิเล็กโทรโฟรีซีส เจลช่องเดียว ซ่ึงช้ินดีเอ็นเอท่ี
สังเคราะห์ไดจ้ะมีขนาดไม่เท่ากนัข้ึนอยูก่บัการสังเคราะห์นิวคลีโอไทดต์วัใดในสายนั้นและดีเอ็นเอ
สายท่ีมีการหยุดการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์แต่ละตวัน้ีจะมีฟลูอเรสเซนตจ์ากแถบดีเอ็นเอบนแผ่น
เจลจะบนัทึกผลท่ีออกมาวา่ แถบดีเอน็เอแถบแรกนั้นเป็นแถบท่ีมีนิวคลีโอไทด์ตวัใด และตรวจแถบ
ถดัมาเร่ือย ๆ ตามล าดบั และแปลผลออกมาเป็น A หรือ T หรือ C หรือ G ตามสีท่ีติดฉลากไว ้โดย
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ขอ้มูลท่ีได้จะวิเคราะห์ออกมาเป็นล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์  
(สุรินทร์, 2002) 

 
13. การวเิคราะห์ข้อมูล  
 
  การค านวณขนาดตวัอยา่งประชากรท่ีใชใ้นการศึกษา 
  ในประเทศไทยยงัไม่มีการรายงานความถ่ีของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 
ดงันั้นจึงใช้ขอ้มูลจากการศึกษาความถ่ีการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ของประชากรคอเคเซียน 
(Meech et al., 2012) เป็นขอ้มูลพื้นฐานในการค านวณตวัอยา่งประชากร โดยใชสู้ตรค านวณดงัน้ี 
 

 
 
  เม่ือ q0  = 1-p0 
   q1  = 1-p1 
   p0  คือ สัดส่วนจีโนไทป์ท่ีไม่ตอบสนอง (non-responders) 
   p1  คือ สัดส่วนจีโนไทป์ท่ีตอบสนอง (responders) = (p0) (RR) 
   Z1-a/2  คือ ค่ าการกระจายปกติมาตรฐานท่ีสอดคล้องกับ 
ค่าแอลฟ่า (α) ส าหรับทดสอบสองดา้นของเส้นโคง้มาตรฐานท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (α= 0.05) 
(เปิดจากตาราง t-test ท่ี α/2 = 0.05/2 = 0.025 มีค่าเท่ากบั 1.96) 
   Z1-b  คือ ค่าการกระจายปกติมาตรฐานท่ีสอดคลอ้งกบัระดบั  
           power of 80% มีค่าเท่ากบั 0.84 
   Relative Risk (RR) คือ ค่าความเส่ียงสัมพทัธ์ มีค่าเท่ากบั 1.5 
 
ตาราง 4  
ข้อมลูการศึกษาเกี่ยวกับความถีก่ารกลายพันธ์ุของยนี UGT3A1 
ต าแหน่ง SNPs ความถ่ีท่ีพบ อา้งอิง 
เอกซอน 4 121T>G 0.200 Miner et al., 1991 
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  การค านวณขนาดตวัอยา่งของ SNP ต าแหน่ง 121T>G 
  หาค่าของ p1, q0 และ q1 จากเปอร์เซ็นตข์องการเกิด polymorphism 
จะได ้p0 = 0.200  RR = 1.5, p1 = (p0)(RR)    =  (0.200)(1.5)  =  0.300  -- p1  =  0.300 
          p0 = 0.200  q0 = 1-p0       = 1-(0.200)  =  0.800      --  q0 =  0.800 
          p1 = 0.300  q1 = 1-p1       = 1-(0.300)  =  0.700      --  q1 = 0.700 
 
 
แทนค่าในสมการหาขนาดตวัอยา่ง 

   

 

   

 

   

 
      
 
  จากการค านวณขนาดตัวอย่างการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ท่ีต  าแหน่งบน 
เอกซอน 4 ท่ีเกิดข้ึนจะมีการใช้จ  านวนตวัอย่างท่ีค านวณได้จากการศึกษาของชาวเอเชียเป็นหลกั
อยา่งนอ้ย 289 ตวัอยา่ง แต่เน่ืองจากยงัไม่มีการศึกษาการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหาความความถ่ีของการ
กลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ในประเทศไทย ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงจะท าการศึกษาการกลายพนัธ์ุของ
ยีน UGT3A1 จ  านวน 100 ตัวอย่าง ซ่ึงสุ่มมาจากจ านวนตวัอย่างประชากรท่ีเป็นมุสลิมทั้ งหมด  
151 ตวัอยา่ง โดยจะท าการทดสอบ 3 ส่วนคือ promoter exon 1 และ exon 4  
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  13.1 ความถี่จีโนไทป์ (genotype frequency) 
 

  จีโนไทป์ หมายถึง ลกัษณะหรือแบบของยีนท่ีอยูเ่ป็นคู่ ๆ ซ่ึงควบคุมลกัษณะของ
ส่ิงมีชีวิตในร่างกาย ซ่ึงโดยปกติลกัษณะของส่ิงมีชีวิตหน่ึงลกัษณะจะถูกควบคุมโดยยีนอยา่งน้อย  
1 คู่  
  ความถ่ีจีโนไทป์ คือ ปริมาณจีโนไทป์ชนิดต่าง ๆ เม่ือคิดเป็นสัดส่วนหรือร้อยละ
ต่อปริมาณจีโนไทป์ ทั้งหมดของยนีในต าแหน่งเดียวกนั 

 
 
  13.2 ความถี่แอลลลี (allele frequency) 
 
  ส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นดิพลอยในแต่ละเซลลมี์จ านวนโครโมโซมเพียง 2 ชุด และแต่ละยีน
จะมี 2 แอลลีล ดงันั้นถา้เรารู้จ  านวนจีโนไทป์แต่ละชนิดของประชากร เราจะสามารถหาความถ่ีของ
จีโนไทป์ (genotype frequency) และความถ่ีของแอลลีลในประชากรได ้
  ความถ่ีแอลลีล คือ ปริมาณของแอลลีลชนิดต่าง ๆ เม่ือคิดเป็นสัดส่วนหรือร้อยละ
ต่อจ านวนแอลลีลทั้งหมดของยนีในต าแหน่งเดียวกนั 

 
 

  13.3 สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก (Hardy–Weinberg equilibrium) 
 
  "Hardy-Weinberg law" ถูกตั้งข้ึนในปีค.ศ. 1908 โดย G.H. Hardy นกัคณิตศาสตร์
ชาวอังกฤษ และ Wilhelm Weinberg แพทย์ชาวเยอรมนั กล่าวว่า ในประชากรท่ีมีสภาพสมดุล 
ความถ่ีของยีนและจีโนไทป์จะมีค่าคงท่ีจากชัว่อายุหน่ึงไปอีกชัว่อายุหน่ึง โดยท่ีสภาพความสมดุล
ดงักล่าวจะตอ้งอยูภ่ายใตส้ภาพต่อไปน้ี 
  1. เป็นประชากรขนาดใหญ่ มีการจดัคู่ผสมพนัธ์ุแบบสุ่ม (random mating) 
  2. ยนีท่ีควบคุมลกัษณะท่ีศึกษา มีต าแหน่งอยูบ่นออโตโซม (autosome) 
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  3. ไม่มีมิวเทชัน (no mutation) คือ ไม่มีการเปล่ียนแปลงรูปแบบของยีน จาก 
แอลลีลหน่ึงไปเป็นอีกแอลลีลหน่ึง 
  4. ไม่ มีการอพยพ (no migration) คือ ไม่ มีการย้ายถ่ินฐานของสมาชิก จาก
ประชากรหน่ึงไปยงัอีกประชากรหน่ึง 
  5. ไม่มีการคดัเลือก (no selection) คือ ทุกจีโนไทป์ในประชากรมีความสามารถใน
การอยูร่อด ผสมพนัธ์ุและผลิตลูกหลานไดเ้ท่า ๆ กนั 
  6. การแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสด าเนินไปอย่างปกติ คือเซลล์สืบพนัธ์ุทุกเซลล์ท่ี
ผลิตได ้สามารถท าหนา้ท่ีได ้
  ถา้ประชากรใดอยู่ภายใตข้อ้ก าหนดเหล่าน้ี ประชากรดงักล่าวจะมีความถ่ีแอลลีล
และความถ่ีจีโนไทป์คงท่ีในทุกรุ่น ลกัษณะน้ีเรียกวา่สมดุลของประชากร 
  ตัวอย่าง  ก าหนด A และ a เป็นแอลลีลทั้ งหมดของยีน เอ โดยท่ีแอลลีล A มี
ความถ่ี p และแอลลีล a มีความถ่ี q โดยท่ี p + q = 1 และ (p + q)2 = 1 และ (p + q)n = 1 โดยท่ี n เป็น
จ านวนรุ่น 
  เม่ือแตกสมการออกมา     (p + q)2 = p2 + 2pq + q2 
  โดยท่ีในความเป็นจริงแลว้       p2 = ความถ่ีของจีโนไทป์ AA 
           2pq = ความถ่ีของจีโนไทป์ Aa 
              q2 = ความถ่ีของจีโนไทป์ aa 
 
14. วตัถุประสงค์ 
 
  เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน UGT3A1 บริเวณ promoter exon 
1 และexon 4 ในประชากรมุสลิมภาคใตใ้นจงัหวดัสงขลา 
 
15. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 
  จากข้อมูลท่ีกล่าวมาทางผู ้วิจ ัยจึงตระหนักถึงความส าคัญของการเกิดความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน UGT3A1 ซ่ึงอาจก่อให้เกิดอาการไม่พึงประสงคจ์ากยาซ่ึงถูกเมตา
บอไลท์ดว้ยเอนไซมท่ี์ผิดปกติ หรืออาจเกิดความผิดปกติในกระบวนการขบัออกน ้ าดี ซ่ึงอาจจะท า
ให้เกิดโรคน่ิวในถุงน ้ าดี อีกทั้งยงัไม่มีการงานวิจยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ในประเทศไทยและประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมุ่งเน้นศึกษาการ
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กลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ในประชากรมุสลิมในจงัหวดัสงขลา เพื่อดูความถ่ีในการเกิดความ 
ผนัแปรทางพนัธุกรรม น าขอ้มูลไปใชใ้นการอธิบายการเกิดพยาธิสภาพเก่ียวกบักระบวนการสร้าง
น ้ าดี อีกทั้งอาจใช้เป็นตวับ่งช้ี (marker) ในการเกิด atherosclerosis ได ้และในอนาคตคาดว่าน่าจะ
น าไปใชป้ระโยชน์ในการป้องกนัการเกิดอาการไม่พึงประสงคจ์ากยาท่ีถูกเมตาบอไลซ์ดว้ยเอนไซม ์
UGT3A1 ท่ีผดิปกติได ้
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บทที ่2 
วสัดุ อปุกรณ์ เคร่ืองมือ และวธีิการศึกษา 

 
1. วสัดุ อุปกรณ์ เคร่ืองมือ และสารเคมี 
 
  วสัดุ อุปกรณ์ เคร่ืองมือ และสารเคมีต่าง ๆ ทั้ งหมดท่ีใช้ในขั้นตอนการสกัด 
genomic DNA, การเพิ่มจ านวนช้ินส่วนของยีนด้วยวิธี PCR การตรวจสอบขนาดช้ินส่วนของยีน
ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis และการท า PCR product purification แสดงดงัน้ี 
 
  ขั้นตอนการสกดัช้ินส่วน DNA 
 
  วสัดุ อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
   - Pipettes tips ขนาด 0.1-1 µl, 1-200 µl และ 1000 µl จาก Labcon North 
America ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - Microcentrifuge tubes ข น า ด  1.5 µl จ า ก  Labcon North America 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - ถุงมือรุ่น Sempermed® จากสยาม เซมเพอร์เมด จ ากดั ประเทศไทย 
   - Micropipette รุ่ น  Pipetman ข น าด  P2, P20, P200 แ ล ะ  P1000 จ าก 
Gilson S.A.S. ประเทศฝร่ังเศส 
   - เค ร่ื อ ง เข ย่ า  ( vortex mixer)  รุ่ น  Vortex-Genie®2 จ า ก  Scientific 
Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - เค ร่ืองห มุน เหวี่ ยง  (centrifuge) รุ่น  Wise Spin® CF-10 จาก  Daihan 
Scientific ประเทศเกาหลีใต ้
   - อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น WiseBath®WB-11 จาก Daihan 
Scientific ประเทศเกาหลีใต ้
   - เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Biomate3 จาก 
Thermo Electron ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - ตูแ้ช่ -80°C รุ่น MDF-U74V จาก ซนัโย คอมเมอร์เช่ียล โซลูชัน่ส์ จ  ากดั 
ประเทศไทย 
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  สารเคมี 
   - ชุด Illutra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit ประกอบดว้ย proteinase 
K, lysis solution, washing buffer ( เ ติ ม  ethyl alcohol absolute)  แ ล ะ  elution buffer จ า ก  GE 
healthcare ประเทศสหราชอาณาจกัร 
   - Ethyl alcohol absolute (C2H6O, MW=46.07) จาก  VWR International 
S.A.S. ประเทศฝร่ังเศส 
 
  ขั้นตอนการท า PCR และ agarose gel electrophoresis 
 
  วสัดุ อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
   - Pipettes tips ขนาด 0.1-1 µl, 1-200 µl และ 1000 µl จาก Labcon North 
America ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - Microcentrifuge tubes ข น า ด  1.5 µl จ า ก  Labcon North America 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - PCR tubes ขนาด  0.2 ml จาก  Biologix Research company ประ เทศ
สหรัฐอเมริกา 
   - ขวด Duran ขนาด 500 และ  1000 ml จาก SCHOTT ประเทศเยอรมนั 
   - ถุงมือรุ่น Sempermed® จากสยาม เซมเพอร์เมด จ ากดั ประเทศไทย 
   - Micropipette รุ่ น  Pipetman ข น าด  P2, P20, P200 แ ล ะ  P1000 จ าก 
Gilson S.A.S. ประเทศฝร่ังเศส 
   - เค ร่ื อ ง เข ย่ า  ( vortex mixer)  รุ่ น  Vortex-Genie®2 จ า ก  Scientific 
Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - เคร่ือง Mycycler™ Thermal Cycler จาก Bio-rad Laboratories ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
   - เค ร่ือ ง  PowerPac™  Basic และ ชุด  Mini-Sub® Cell GE จาก  Bio-rad 
Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - เคร่ืองถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation) รุ่น Biospectrum® 
Multispectral Imaging System จาก UVP ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า รุ่น PL3002 Precision Balance จาก Metter Toledo LTD. 
ประเทศไทย 
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   - ไมโครเวฟ จาก แอลจี อีเลคทรอนิกส์ จ ากดั ประเทศไทย 
   - ตูแ้ช่ -20°C รุ่น SF-C1497 (GYN) จาก ซันโย คอมเมอร์เช่ียล โซลูชัน่ส์ 
จ  ากดั ประเทศไทย 
 
  สารเคมี 
   - Primer ( forward แ ล ะ  reverse primers)  จ า ก  Integrated Device 
Technology, Inc. (IDT) ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - เอนไซม์ Taq DNA Polymerase ขนาด 500 U ประกอบด้วย Taq DNA 
Polymerase, 10X  PCR Buffer minus Mg2+ และ 50 mM MgCl2 จาก Invitrogen™ ประเทศบราซิล 
   - dNTPs จาก Invitrogen™ ประเทศบราซิล 
   - OneMARK 100 DNA ladder จาก GeneDireX, Inc. ประเทศไตห้วนั 
   - Novel Juice จาก GeneDireX, Inc. ประเทศไตห้วนั 
   - Ethylenediamine tetraacetic acid ( EDTA)  disodium salt dehydrate 
(C10H14N2O8Na2•2H2O, MW=372.24) จาก AMERSCO lnc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - TRIS ( C4H11NO3, MW= 121.14)  จ า ก  AMERSCO lnc.  ป ร ะ เท ศ
สหรัฐอเมริกา 
   - ผงเจล Agarose I™ AMERSCO lnc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - Glacial acetic acid ( CH3COOH, MW= 60. 05)  จ า ก  Guangdong 
Guanghua Chemical Factory ประเทศจีน 
 
  ขั้นตอนการ PCR  purification 
 
  วสัดุ อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
   - Pipettes tips ขนาด 0.1-1 µl, 1-200 µl และ 1000 µl จาก Labcon North 
America ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - Microcentrifuge tubes ข น า ด  1.5 µl จ า ก  Labcon North America 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - ถุงมือรุ่น Sempermed® จากสยาม เซมเพอร์เมด จ ากดั ประเทศไทย 
   - Micropipette รุ่ น  Pipetman ข น าด  P2, P20, P200 แ ล ะ  P1000 จ าก 
Gilson S.A.S. ประเทศฝร่ังเศส 
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   - เค ร่ืองห มุน เหวี่ ยง  (centrifuge) รุ่น  Wise Spin® CF-10 จาก  Daihan 
Scientific ประเทศเกาหลีใต ้
   - เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Biomate3 จาก 
Thermo Electron ประเทศสหรัฐอเมริกา 
   - ตูแ้ช่ -20°C รุ่น SF-C1497 (GYN) จาก ซันโย คอมเมอร์เช่ียล โซลูชัน่ส์ 
จ  ากดั ประเทศไทย 
 
  สารเคมี 
   - ชุด QIAquick PCR purification Kit ประกอบด้วย buffer PB (binding 
buffer), buffer PE (washing buffer) (เติม ethyl alcohol absolute), buffer EB (elution buffer) จาก 
QIAGEN ประเทศเยอรมนั 
   - Ethyl alcohol absolute (C2H6O, MW=46.07) จาก  VWR International 
S.A.S. ประเทศฝร่ังเศส 
 
2. วธีิการศึกษา 
 
  2.1 ประชากรทีศึ่กษา 
 
   2.1.1 การศึกษาในคร้ังน้ีได้รับการพิจารณาอนุญาตและรับรองจาก
คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
(ภาคผนวก ก) 
   2.1.2 กลุ่มประชากรท่ีใช้ในการศึกษาน้ีเป็นทารกแรกเกิดจากหญิง
ตั้งครรภท่ี์อาศยัอยูใ่นพื้นท่ีภาคใต ้และคลอดท่ีโรงพยาบาลสงขลา อ าเภอเมือง จงัหวดัสงขลา ก่อน
การเก็บตวัอย่างเลือดจากสายสะดือทารกแรกเกิด หญิงตั้ งครรภ์จะได้รับข้อมูลท่ีเก่ียวข้องกับ
การศึกษา วิธีการศึกษาและประโยชน์ท่ีจะไดรั้บในการศึกษา และเซ็นต์ใบยินยอมในการเขา้ร่วม
โครงการ จากนั้นจะท าการเก็บขอ้มูลโดยใช้แบบสอบถามเก่ียวกบัประวติัของทารก มารดา บิดา 
และบรรพบุรุษ  
   2.1.3 เน่ืองจากงานวิจยัน้ียงัไม่มีการศึกษาในคนไทย การเลือกจ านวน
ตัวอย่างประชากรจึงใช้การสุ่มหมายเลขตัวอย่างจากโปรแกรม  Microsoft excel จ  านวน  
100 ตวัอยา่ง (ภาคผนวก ข) โดยประชากรตวัอยา่งท่ีน ามาใชเ้ป็นประชากรมุสลิมโดยมีการสอบถาม
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จากบิดาและมารดาของทารก โดยจะก าหนดให้มีบรรพบุรุษ เป็นคนไทย นับถือศาสนาอิสลาม
จ านวนอย่างน้อย 3 generations จึงน ามาใช้ในการวิจยั แต่เน่ืองจากประชากรทั้ง 100 ตวัอยา่งท่ีได้
ท าการสุ่มมานั้นมีประชากรซ่ึงมีบิดาและมารดาไม่ไดมี้ภูมิล าเนาอยูใ่นภาคใต ้3 ตวัอยา่ง จึงไม่ไดน้ า
ตวัอย่างทั้ง 3 รายมาใช้ในการศึกษา  ดงันั้นจึงท าการศึกษาจ านวนประชากรตวัอย่างทั้งหมด 97 
ตวัอยา่ง 
 
  2.2 การออกแบบไพรเมอร์ทีจ่ าเพาะต่อยนี UGT3A1 
 
  ท  าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีน UGT3A1 โดยสร้างสายไพรเมอร์ให้
ครอบคลุมต าแหน่ง promoter exon 1 และ exon 4 แลว้ท าการค านวณค่า melting temperature (Tm), 
%GC content และตรวจ self-complementary โดยใช้โปรแกรมท่ีให้บริการฟรีบนอินเตอร์เน็ต
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) แ ล ะ ใช้
โปรแกรม nucleotide blast จากเวบ็ไซต์ NCBI เพื่อทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีออกแบบ
ต่อยนี UGT3A1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi)  

 
ตาราง 5  
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนของยีน UGT3A1 ท่ีต าแหน่ง 
โปรโมเตอร์ exon 1 และ exon 4 ในประชากรไทยภาคใต้ (NCBI Reference Sequence: NC_000005.10) 

ต าแหน่ง ขนาด (bps.) ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ 
Promoter 

(-402 ถึง +117) 
519 

Forward 5’ - CAGCTCCACGAAAGACAGGT - 3’ 
Reverse 5’ - GAATTCTCCGGCCAAGCACT - 3’ 

Exon 1 
(-252 ถึง +178) 

430 
Forward 5’ - CCAACCCCCTCCTACTGACT - 3’ 
Reverse5’ - CTGATCAATCGCCGTTCGC - 3’ 

Exon 4 
(+25,047 ถึง +25,590) 

904 
Forward 5’ - GGCTCCCAGAGTAGGACGTT - 3’ 
Reverse 5’ - TTCAACCTCAGGATCCCACTG - 3’ 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
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  2.3 การสกดั genomic DNA  
 
  การสกดั genomic DNA ของตวัอยา่งโดยใชชุ้ด Illustra™ blood genomicPrep Mini 
Spin Kit 
   2.3.1 เติมเอนไซม์ proteinase K ปริมาตร 20 µl ลงใน microcentrifuge 
tube ขนาด 1.5 ml 
   2.3.2 เติมตวัอย่าง buffy coat ท่ีแยกจากเลือดท่ีเก็บจากสายสะดือทารก
แรกเกิด ปริมาตร 300 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
   2.3.3 เติม  lysis buffer ป ริมาตร 400 µl แล้ว เขย่า เป็น เวลา 15 วินาที 
จากนั้ นตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที (เขย่าตัวอย่างทุก ๆ 5 นาที โดยสีของตัวอย่างจะ
เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเขม้) แลว้น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอน 
   2.3.4 ดูดตวัอยา่งจากขอ้ 2.3.3 ลง column ของชุดสกดั จากนั้นน าไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เทสารใน collection tube ทิ้ง แลว้น ากลบัมาสวมกบั 
column เหมือนเดิม 
   2.3.5 เติม lysis buffer ปริมาตร 500 µl ลงไปใน column แล้วน าไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เทสารใน collection tube ทิ้ง แลว้น ากลบัมาสวมกบั 
column เหมือนเดิม 
   2.3.6 เติม  washing buffer ป ริมาตร 500 µl แล้วน าไปหมุน เหวี่ ยง ท่ี
ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเทสารใน collection tube ทิ้ง แล้วหมุนเหวี่ยงซ ้ าท่ี
ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
   2.3.7 น า column สวมกบั microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อนัใหม่ 
   2.3.8 เติม elution buffer ปริมาตร 200 µl โดยหยดตรงกลางของ column 
แล้วตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็น
เวลา 1 นาที  
   2.3.9 น าตวัอยา่ง genomic DNA ปริมาตร 5 µl ผสมกบัน ้ า 495 µl แลว้วดั
ความ เข้มข้นของ genomic DNA ด้วย เค ร่ือง spectrophotometer ท่ี ความยาวค ล่ืน  260 และ  
280 นาโนเมตร 
   2.3.10 เก็บตวัอยา่ง genomic DNA ท่ีอุณหภูมิ -80°C จนกวา่จะท าการเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ PCR 
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  2.4 การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีน UGT3A1 ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 

 
  เตรียม PCR master mix (1x) ซ่ึงประกอบดว้ย Taq buffer, MgCl2, Primer mixture 
(forward และ reverse primer), dNTPs mixture ความเขม้ขน้ 0.2 mM, Taq DNA polymerase ความ
เข้มข้น 1.25 U/µl และน ้ ากลั่นท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว (sterile  distilled water) (ตาราง 6) จากนั้ น
น าไปเพิ่มจ านวนด้วยเคร่ือง Mycycler™ Thermal Cycler โดยมี PCR cycle ดังน้ี ขั้นตอน initial 
denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94.0 ºC 4 นาที 1 รอบ 94.0 ºC 30 วินาที ขั้นตอน annealing ท่ีอุณหภูมิ  
58.1 ºC 30 วินาที (exon 4) (ส าหรับส่วน promoter ใช้อุณหภูมิในขั้นตอน annealing 59 ºC และ
ส่วน exon 1 ใช้อุณหภูมิในขั้นตอน annealing 56.2 ºC) และขั้นตอน extension ท่ีอุณหภูมิ 72.0 ºC  
1 นาที เป็นจ านวน 30 รอบ ต่อด้วยท่ีอุณหภูมิ 72.0 ºC 5 นาที และ 6.0 ºC 5 นาที 1 รอบ (ภาพ 1) 
จากนั้นน าตวัอย่างท่ีได้ไปตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนยีนท่ีต้องการบน 1.5% agarose gel โดย
ขนาดของช้ินส่วนของยนีเท่ากบั 532 bps. ในส่วนของ promoter, 439 bps. ในส่วนของ exon 1 และ 
904 bps. ในส่วนของ exon 4 ตามล าดับ หลังจากนั้นน า PCR product มาท า purification และส่ง
ตรวจล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี (DNA sequencing) ต่อไป 
 
ตาราง 6  
Reaction mixture ส าหรับการท า PCR  
Reaction mixture ปริมาตร 20 µl 
Genomic DNA template 1 µl 
Primer mixture (forward และ reverse primer) 2 µl 
Taq buffer (MgCl2 free) 2 µl 
MgCl2 25 mM 1.4 µl 
dNTPs mixture (2.5 mM each) 0.5 µl 
Taq DNA polymerase 1.25 U/µl 0.5 µl 
Sterile distilled water 12.6 µl 
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ภาพ 15. PCR cycle ของการเพิ่มปริมาณช้ินส่วน DNA ของยนี UGT3A1 
 
  2.5 การตรวจสอบช้ินส่วน DNA ด้วยวธีิ agarose gel electrophoresis 
 
   2.5.1 น า PCR product 5 µl มาเติม novel juice 1 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
   2.5.2 เตรียม 1.5% agarose gel โดยการใช้ agarose powder 1.5 g ผสมกบั 
1X TAE buffer 100 ml ใช้ปริมาตร 45 ml รอประมาณ 1 ชม. ให้ gel เซ็ตตวั โดยใช้หวีส าหรับการ
ใส่ตวัอยา่งขนาด 15 ช่อง ในการตรวจสอบขนาดของยนี 10 ตวัอยา่ง 
   2.5.3 ใส่  Onemark-DNA ladder100 6 µl ลงไปในช่องแรกของ 1.5% 
agarose gel จากนั้ น เติม 1X TAE buffer  จนถึงระดับ ท่ีก าหนด แล้วตั้ งค่ าเค ร่ืองจ่ายไฟเป็น 
กระแสไฟฟ้า 100 volt, ก าลงัไฟฟ้า 100 mA และใชเ้วลา 30 นาที 
   2.5.4 น าเจลไปถ่ายรูปโดยใชเ้คร่ือง Gel documentation รุ่น Biospectrum® 
Multispectral Imaging System 

 

ส่วน promoter ใชอุ้ณหภูมิ 59 ºC 
ส่วน exon 1 ใชอุ้ณหภูมิ 56.2 ºC 

Initial 

denaturation Annealing Extension Denaturation Final extension 
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  2.6 การท า PCR purification 
 
   2.6.1 น า buffer PB (binding buffer) 50 µl ผสมกบั PCR reaction product 
10 µl แลว้ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml หากสารละลายเป็นสีส้มหรือสีม่วง ให้เติม 
3M sodium acetate 3 µl 
   2.6.2 ดูดสารละลายท่ีได้ใส่ลงใน QIAquick column และน าไปหมุน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
   2.6.3 เทสารจาก collection tube ทิ้งไปแลว้น ามาสวมใหม่ แลว้เติม buffer 
PE (washing buffer) 750 µl และน าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น
เทสารจาก collection tube ทิ้งไปแลว้น ามาสวมใหม่ และน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาทีอีกคร้ัง 
   2.6.4 น า column สวมกบั microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
   2.6.5 เติม buffer EB (eluting buffer) 30 µl ลงใน column และน าไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นจึงเก็บตวัอย่างเพื่อส่งตรวจล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์ต่อไป 
 
  2.7 การตรวจหาล าดับนิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วนยนีด้วยวธีิ DNA sequencing 
 
  น า purified PCR product ท่ีได้ มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตามท่ีบริษัทตรวจ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ก าหนด โดยการเตรียม purified PCR product ท่ีความเข้มข้น 40 ng/µl  และ
ความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ 10 pmol/µl จากนั้นส่งตรวจล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน UGT3A1 ดว้ย
วิธีการ direct sequencing ท่ีบริษทั FirstBASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย จากนั้นน าผลท่ีไดม้า
ตรวจสอบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์มาตรฐานโดยจะเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างกบั
ล าดบันิวคลีโอไทดพ์ื้นฐานจาก NCBI Reference Sequence: NC_000005.10 
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  2.8 การวเิคราะห์ข้อมูล 
 
   2.8.1 เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์
กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  UGT3A1 ท่ีปกติ จากฐานข้อมูล Genbank (NCBI Reference 
Sequence: NC_000005.10) โดยใช้โปรแกรม EMBOSS Stretcher (https://www.ebi.ac.uk/Tools/ 
psa/emboss_stretcher/nucleotide.html) เพื่อตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เกิดการกลายพนัธ์ุ 
   2.8.2 การวเิคราะห์ขอ้มูลนิวคลีโอไทดท่ี์เกิดการกลายพนัธ์ุของยีน โดยใช้
โป รแกรม  SNPAlyze version 9 .0  (trial version) บ ริษัท  Dynacom Co., Ltd. ป ระ เท ศ ญ่ี ปุ่ น 
(https://www.dynacom.co.jp/english/snpalyze_e/e_sa_demo.html) เพื่อวเิคราะห์หา  
   - ความถ่ีจีโนไทป์ (genotype frequency)  
   - ความถ่ีแอลลีล (allele frequency) 
   - สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก (Hardy-Weinberg equilibrium) 
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บทที ่3 
ผลการศึกษา 

 
  จ  านวนตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษา จ านวน 97 ตวัอยา่ง ไดจ้ากการสุ่มหมายเลขของ
ตวัอย่าง genomic DNA จาก cord blood ของทารกแรกเกิดจากหญิงตั้งครรภ์ท่ีแสดงความยินยอม
เขา้ร่วมโครงการ ท่ีมาคลอดท่ีโรงพยาบาลสงขลา จงัหวดัสงขลา เป็นคนไทย เช้ือชาติไทย โดย
คลอดในช่วงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2552 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2553 โดยใช้โปรแกรม Microsoft 
excel จ  านวน 97 ตวัอยา่ง (ภาคผนวก ข)  และเก็บขอ้มูลทัว่ไปดว้ยแบบสอบถาม ซ่ึงมีขอ้มูลดงัน้ี 
 
1. ข้อมูลทัว่ไปของทารกแรกเกดิ 
 
  ข้อมูลทารกแรกเกิด ทารกแรกเกิดท่ี เข้าร่วมการศึกษามีทั้ งหมด 97 คน มี 
อายคุรรภเ์ฉล่ีย 37.9 ± 0.8 สัปดาห์ (33-41 สัปดาห์) ซ่ึงเป็นทารกท่ีคลอดโดยวิธีธรรมชาติ เป็นทารก
เพศชาย 50 คน (51%) เพศหญิง 47 คน (49%) น ้ าหนักแรกเกิดเฉล่ีย 3,116.06±415.78 กรัม  
(2,130-4,150 กรัม) 
  ข้อมูลของบิดา อายุเฉล่ีย 30.07±6.44 ปี (16-53 ปี) ภูมิล าเนาเกิด ภาคใต้ 100% 
(สงขลา 89 คน นครศรีธรรมราช 3 คน นราธิวาส 1 คน ปัตตานี 1 คน พทัลุง 1 คน สตูล 2 คน)  
  ข้อมูลมารดา อายุเฉล่ีย 27.41±6.44 ปี  (16-42 ปี) ภูมิล าเนาเกิด ภาคใต้ 100% 
(สงขลา 89 คน นราธิวาส 1 คน นครศรีธรรมราช 5 คน ปัตตานี 1 คน พทัลุง 1 คน)  
 
2. การกลายพนัธ์ุของยนี UGT3A1 
 
  ตวัอย่างของ DNA ของทารกแรกเกิดท่ีเกิดท่ีโรงพยาบาลสงขลา จงัหวดัสงขลา 
ทั้งหมด 97 ตวัอย่าง เม่ือน ามาเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีนดว้ยวิธี PCR และน ามาตรวจสอบขนาด
ของช้ินส่วนของยีนดงัน้ี ในส่วนของ promoter มีขนาด 532 bps. ในส่วนของ exon 1 มีขนาด 439 
bps. และในส่วนของ exon 4 มีขนาด 904 bps. ตามล าดับ ซ่ึงจะท าการตรวจสอบด้วยวิธี 1.5% 
agarose gel electrophoresis (ภาพ 16) และส่งตรวจล าดบันิวคลีโอไทด ์
  จากผลการศึกษาพบว่ามีการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 จ  านวน 1 ต าแหน่ง ซ่ึง
เป็นต าแหน่งของการกลายพนัธ์ุท่ีมีการรายงานมาก่อนแล้ว (known mutation) ใน exon 4 (coding 
region)  คือ 361T>G โดยเปล่ียนจากกรดอะมิโนจาก TGT (cysteine) เป็น GGT (glycine) และอีก
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ต าแหน่งหน่ึงซ่ึงอยู่ในบริเวณของโปรโมเตอร์ (promoter region) ซ่ึงยงัไม่มีการรายงาน คือ 
-219A>G โดยท าการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
UGT3A1 แบบปกติ (wild-type) จากฐานขอ้มูล NCBI Reference Sequence: NC_000005.10 แสดง
ดงัภาพ 17 
 
ก) ขนาดของช้ินส่วนของยนีในต าแหน่ง promoter (439 bps.) 

 
ข) ขนาดของช้ินส่วนของยนีในต าแหน่ง exon 1 (532 bps.) 
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ค) ขนาดของช้ินส่วนของยนีในต าแหน่ง exon 4 (904 bps.) 

 
ภาพ 16. 1.5% agarose gel electrophoresis ของช้ินส่วนดีเอน็เอของยนี UGT3A1 โดยแต่ละช่องจะ
แสดงตวัอยา่งของช้ินส่วน DNA ทั้งหมด 10 ตวัอยา่ง 
  ก) ขนาดของช้ินส่วนของยนีในต าแหน่ง promoter (439 bps) 
  ข) ขนาดของช้ินส่วนของยนีในต าแหน่ง exon 1 (532 bps)  
  ค) ขนาดของช้ินส่วนของยนีในต าแหน่ง exon 4 (904 bps) 
 
 Enhancer module 

attaacgtgatttactgaggcccctgtcattcctggctcttagtaaggattttccagataggacagctgtgattacgcaggcag
agaaaggttacagatcaggttaccaaccccctcctactgacttcaggtagtttgAtagggtgagggcagattatcccatgga
gcatgcacccagggaggaggggcagcgggaaagagaacgaacagaagggcgagagaattggcaggatccgtctcctac
ctcttcctaggcccacagcc 

 Promoter 
agtgcctttggagtactgaggcgcgcacagagtccttagcccggcgcagggcgcgcagcccaggctgagatccgctgcttct
gtggaagtgagc 

 Exon 1 (1-94) 
ATGgttgggcagcgggtgctgcttctagtggccttccttctttctggggtcctgctctcagaggctgccaaaatcctgacaat
atctacactgg 

    Start codon 

-1 

RXRA 

REST 

SP1     ZBTB33 

ATF3 

-219A>G 

GC-box 
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 Exon 2 (95-196) 
gtggaagccattacctactgttggaccgggtgtctcagattcttcaagagcatggtcataatgtgactatgcttcatcagagtg
gaaagtttttgatcccag 

 Exon 3 (197-311) 
atattaaagaggaggaaaaatcataccaagttatcaggtggttttcacctgaagatcatcaaaaaagaattaagaagcatttt
gatagctacatagaaacagcattggatggcag 

 Exon 4 (312-843) 
aaaagaatctgaagcccttgtaaagctaatggaaatatttgggactcaaTGTagttatttgctaagcagaaaggatataat
ggattccttaaagaatgagaactatgatctggtatttgttgaagcatttgatttctgttctttcctgattgctgagaagcttgtgaa
accatttgtggccattcttcccaccacattcggctctttggattttgggctaccaagccccttgtcttatgttccagtattcccttcc
ttgctgactgatcacatggacttctggggccgagtgaagaattttctgatgttctttagtttctccaggagccaatgggacatgc
agtctacatttgacaacaccatcaaggagcatttcccagaaggctctaggccagttttgtctcatcttctactgaaagcagagt
tgtggtttgttaactctgattttgcctttgattttgcccggcccctgcttcccaacactgtttatattggaggcttgatggaaaaac
ctattaaaccagtaccacaa 

 Exon 5 (844-1,075) 
Gacttggacaacttcattgccaactttggggatgcagggtttgtccttgtggcctttggctccatgttgaacacccatcagtccc
aggaagtcctcaagaagatgcacaatgcctttgcccacctccctcaaggagtgatatggacatgtcagagttctcattggccc
agagatgttcatttggccacaaatgtgaaaattgtggactggcttcctcagagtgacctcctgg 

 Exon 6 (1,076-1,295) 
Ctcaccccagcatccgtctttttgtcactcatggtgggcagaacagcgtaatggaggccatccgtcatggtgtgcccatggtg
ggattaccagtcaatggagaccagcatggaaacatggtccgagtagtagccaaaaattatggtgtctctatccggttgaatca
ggtcacagccgacacactgacacttacaatgaaacaagtcatagaagacaagag 

 Exon 7 (1,286-1,572) 
gtacaagtcggcagtggtggcagccagtgtcatcctgcactctcagcccctgagccccgcacagcggctggtgggctggatc
gaccacatcctccagactgggggagcgacgcacctcaagccctatgccttccagcagccttggcatgagcagtacctcattg
atgtctttgtgtttctgctggggctcactctgggcactatgtggctttgtgggaagctgctgggtgtggtggccaggtggctgcgt
ggggccaggaaggtgaagaagacaTGA 
 

ภาพ 17. ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน UGT3A1 บนต าแหน่ง promoter และบริเวณท่ีมีการแปลรหัส
ของ exon 1 ถึง 7 (NCBI Reference Sequence: NC_000005.10) 

    Stop codon 

361T>G  (C121G) 
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  2.1 ต าแหน่งการกลายพนัธ์ุของยนี UGT3A1 
 
  พบต าแหน่งการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ทั้ งหมด 2 ต าแหน่ง โดยจะเป็น
ต าแหน่งซ่ึงอยู่ในบริเวณ coding region (exon 4) 361T>G   ซ่ึงในต าแหน่งน้ีจะท าให้มีการเปล่ียน
กรดอะมิโน codon ท่ี 121 ของยีน UGT3A1 ซ่ึงจดัเป็นการกลายพนัธ์ุแบบ missense mutation โดย
จะมีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนจาก TGT (cysteine) เป็น GGT (glycine) โดยจากการศึกษาท่ีผ่าน
มาจะพบว่าการกลายพนัธ์ุต าแหน่งน้ีจะเกิดข้ึนในมนุษยแ์ละจะท าให้โปรตีนหรือเอนไซม์ท่ีสร้าง
ออกมาไม่ท างาน (inactive protein or enzyme) (Meech et al., 2012) และบริเวณ promoter region 
(โปรโมเตอร์) -219A>G 1 ต าแหน่ง ซ่ึงยงัไม่มีการรายงานถึงผลท่ีเกิดข้ึนเม่ือมีการกลายพนัธ์ุท่ี
ต าแหน่งน้ี เป็นต าแหน่งท่ีอยู่ระหว่าง RXRA กบั SP1 (ภาพ 17) ส าหรับบริเวณ exon 1 ไม่พบการ
กลายพนัธ์ุใด ๆ การเปรียบเทียบต าแหน่งของยีนท่ีเกิดกลายพนัธ์ุกบัล าดบันิวคลีโอไทด์แบบปกติ 
(wild-type)  ข อ ง ยี น  UGT3 A1  NCBI Reference Sequence:  NC_000005.10 ไ ด้ แ ส ด ง เป็ น 
electropherograms ดงัแสดงในภาพ 18 และ 4-4 
 
  2.2 สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก 
 
  จากการวิเคราะห์สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์กของยีน UGT3A1 ทั้ ง 2 แบบ พบว่าการ
กลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ในต าแหน่งซ่ึงอยูใ่นบริเวณ exon4 (361T>G) เป็นไปตามกฏของฮาร์ดี
ไวน์เบิร์กและในต าแหน่งบริเวณโปรโมเตอร์ (-219A>G) ไม่เป็นไปตามกฏของฮาร์ดีไวน์เบิร์ก 
(ตาราง 7) 

 
  2.3 ความถี่จีโนไทป์ (genotype frequency) 
 
  ส าหรับความถ่ีจีโนไทป์ (genotype frequency) ของแต่ละ variant แสดงในตารางท่ี 
4-1 ซ่ึงในต าแหน่งของการกลายพนัธ์ุ 361T>G มีความถ่ีของ homozygous mutation อยู่ท่ี  0.044 
และมีความถ่ีของ heterozygous mutation อยู่ท่ี 0.332 ส าหรับในต าแหน่งการกลายพนัธ์ุ -219A>G 
มีความถ่ีของ homozygous mutation อยูท่ี่ 0.011 
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2.4 ความถี่แอลลลี (allele frequency) 
 
  ส าหรับความถ่ีแอลลีล (allele frequency) ของยีน UGT3A1 ทั้ ง 2 ต าแหน่ง โดย
เรียงล าดบัจากความถ่ีสูงไปต ่าดงัน้ี 361T>G (0.21) และ -219A>G (0.01) (ตาราง 7) 

 
ก) Wild type (-219A/A) 

 
 
ข) Homozygous mutation (-219G/G) 

 
 
ภาพ 18. Electropherograms ของการกลายพนัธ์ุของยนี UGT3A1 ในบริเวณ promoter ท่ีต าแหน่ง    
-219A>G: ก) Wild type (-219A/A) และ ข) Homozygous mutation (-219G/G) 
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ก) Wild type (361T/T) 

 
 
ข) Heterozygous mutation (361T/G) 
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ค) Homozygous mutation (361G/G) 

 
 
ภาพ 19. Electropherograms ของการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ในบริเวณ exon 4 ท่ีต าแหน่ง 
361T>G: ก )  Wild type (361T/T) ข )  Heterozygous mutation (361T/G) แ ล ะ  ค ) Homozygous 
mutation (361G/G) 
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ตาราง 7 
ผลการวิเคราะห์สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์กของการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ในทารกแรกเกิดท่ี
โรงพยาบาลสงขลา จังหวดัสงขลา (n=97) 
Mutation of 

UGT3A1 
gene 

Genotype 
frequency 

Allele 
frequency 

Observed 
values 

Expected 
values 

Chi-
square 

p value 
 

-219A>G 
A/A 0.989 T  = 0.99 

G = 0.01 
90 89.01 

X2 = 91 0.00001* 
A/G - 0 1.98 
G/G 0.011 1 0.01 

361T>G 
T/T 0.624 T  = 0.79 

G = 0.21 
62 

 
59.21 X2 = 2.97 0.0848 

T/G 0.332 26 31.58 
G/G 0.044 7 4.21 

- Observed values คือ ค่าสังเกตท่ีแทจ้ริงท่ีไดจ้ากประชากรกลุ่มตวัอยา่ง 
- Expected values คือ ค่าท่ีไดจ้ากการค านวณสมการฮาร์ดีไวน์เบิร์ก 
* หมายถึง p < 0.05 คือ ไม่เป็นไปตามสมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก 
 
ตาราง 8  
ความสัมพันธ์ระหว่างการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 กับเพศของทารกแรกเกิดท่ีโรงพยาบาล
สงขลา  

เพศ 
-219A>G 361T>G 

A/A A/G G/G T/T T/G G/G 
ชาย (%) 46 (50.55) 0 1 (1.10) 31 (31.63) 13 (13.68) 4 (4.08) 
หญิง (%) 44 (48.35) 0 0 31 (31.63) 13 (13.68) 3 (3.16) 
รวม (%) 90 (98.90) 0 1 (1.10) 62 (63.26) 26 (27.36) 7 (7.24) 
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3. ความสัมพันธ์ของเพศต่อการเกิดการกลายพัน ธ์ุของยีน  UGT3A1 ของทารกแรกเกิดที่
โรงพยาบาลสงขลา 
 
  จากการวิเคราะห์ถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 กบัเพศ
ของทารกแรกเกิดท่ีโรงพยาบาลสงขลา พบว่าในทารกเพศชาย พบการกลายพันธ์ุท่ีต าแหน่ง 
 -219A>G และ 361T>G คิดเป็น 1.10% และ 17.76% ตามล าดับ และในทารกเพศหญิง พบการ
กลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง -219A>G และ 361T>G คิดเป็น 0% และ 16.84% ตามล าดบั (ตาราง 8) 
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บทที ่4 
อภิปรายผลการศึกษา 

 
1. อภิปรายผลการศึกษา 
 

  การกลายพนัธ์ุของยนี UGT3A1 
 
  จากผลการศึกษาการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ในบริเวณ promoter exon 1 และ 
exon 4 ในทารกแรกเกิดท่ีเกิดท่ีโรงพยาบาลสงขลา จงัหวดัสงขลา เป็นจ านวน 97 ตวัอย่าง ในการ
เลือกส่วนท่ีท าการทดลองจะเลือกส่วนของ promoter  เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีมีองค์ประกอบท่ีส าคญั 
(regulation module) ซ่ึงหากเกิดความการกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่งน้ีอาจส่งผลใหเ้กิดการสร้างโปรตีนท่ี
ผิดปกติ ในส่วนของ exon 1 เป็นส่วนประกอบท่ีมีความส าคญัในการเป็น substrate binding site 
(Mackenzie et al., 2005) และในส่วนของ exon 4 จะพบว่ามีการศึกษามาจากงานวิจยัก่อนหน้าว่า
หากเกิดความผิดปกติตรงต าแหน่งดังกล่าว จะท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท่ีจะท างานได้ (Meech  
et al., 2012) พบการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ทั้งหมด 2 ต าแหน่งคือบริเวณ promoter 1 ต าแหน่ง  
(-219A>G) และบริเวณท่ีมีการถอดรหสั 1 ต าแหน่ง (361T>G) ใน exon 4 ซ่ึงในต าแหน่งในบริเวณ
ท่ีมีการถอดรหัสเป็นต าแหน่งการกลายพนัธ์ุท่ีมีการรายงานของมีชและคณะ (Meech et al., 2012)
ในปี 2012 โดยในต าแหน่งของโปรโมเตอร์ท่ีตรวจพบการกลายพนัธ์ุ แบบ homozygous ท่ีต าแหน่ง 
-219A>G พบเพียง 1.10% จากประชากรตวัอยา่งทั้งหมด ซ่ึงถือเป็นการกลายพนัธ์ุต าแหน่งใหม่ท่ียงั
ไม่มีการรายงานถึงการตรวจพบในประชากรประเทศอ่ืน โดยเป็นต าแหน่งท่ีอยูร่ะหวา่ง RXRA กบั 
SP1 ซ่ึงย ังไม่มีการระบุต าแหน่งในบริเวณนั้ น แต่อย่างไรก็ตามจากข้อมูลของ GeneCard® 
HUMAN GENE DATABASE พบว่ายงัมีอีกหลายต าแหน่งในส่วนของ regulations ท่ียงัไม่ไดร้ะบุ
ในข้อมูลพื้นฐานซ่ึงในต าแหน่งท่ี  -219 อาจเป็นต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงซ่ึงเป็นส่วนของ 
regulations ได ้ และในต าแหน่งของบริเวณท่ีมีการถอดรหสั (exon 4) ท่ีต าแหน่ง 361T>G ซ่ึงท าให้
กรดอะมิโนเปล่ียนจาก cysteine เป็น glycine ท่ีโคดอนท่ี 121 (C121G) พบจ านวนประชากรท่ีมีการ
กลายพนัธ์ุทั้งแบบ heterozygous (27.36 %) และแบบ homozygous (7.24 %) รวมกนัเป็น 34.60% 
ซ่ึงแตกต่างจากการรายงานของไมเนอร์และเมคเคนซี (Miners & Mackenzie, 1991) วา่พบการกลาย
พนัธ์ุท่ีต าแหน่งเดียวกันน้ีในประชากรเอเชียซ่ึงเป็นกลุ่มคนจีนและญ่ีปุ่นเพียง 20% ทั้ งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากกลุ่มประชากรตวัอยา่งท่ีน ามาศึกษามีบรรพบุรุษท่ียา้ยถ่ินฐานมาจากประเทศท่ีแตกต่าง
กนั โดยในประชากรกลุ่มตวัอยา่งท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาในงานวจิยัคร้ังน้ีเป็นกลุ่มคนไทยมุสลิมซ่ึง
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มีถ่ินฐานและแหล่งอาศยัอยู่ในภาคใต้ของประเทศไทยซ่ึงคาดว่าถ่ินฐานเดิมของบรรพบุรุษจะ
อพยพมาจากคาบสมุทรมลายูและอินโดนีเซีย แต่ประชากรเอเชียซ่ึงเป็นกลุ่มคนจีนและญ่ีปุ่นจะ
พบว่าในประเทศจีนมีประชากรมากจึงท าให้มีกลุ่มคนเช้ือสายท่ีต่างกนัมาก โดยประชาชนจีนมี
ทั้งส้ิน 56 ชนเผา่ ส่วนใหญ่นบัถือศาสนาพุทธ มีนบัถือศาสนาอิสลาม 11 ลา้นคน และนบัถือศาสนา
คริสต์อีก 5.2 ล้านคน จึงอาจส่งผลให้มียีนของแต่ละบุคคลท่ีแตกต่างกนัมาก (Lynch & Walsh, 
1998) และในประเทศญ่ีปุ่นจะพบว่าบรรพบุรุษของญ่ีปุ่นบางส่วนอพยพมาจากมองโกเลียและ
เกาหลี (Shinoda, 2007) ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 
UGT2B7  ของเบญญจลกัษณ์ (2014) โดยมีการศึกษาในตวัแทนประชากรมุสลิมในภาคใตโ้ดยเม่ือ
เปรียบเทียบความถ่ีของแอลลีลในประชากรมุสลิมในภาคใต้กับประชากรเอเชียในประเทศอ่ืน 
พบว่ามีความถ่ีแอลลีลท่ีแตกต่างกันอย่างชัดเจน เช่น ท่ีต าแหน่ง 211G>T ของยีน UGT2B7 พบ
ความถ่ีแอลลีลในประชากรมุสลิมในประเทศไทยท่ี 0.065 แต่พบความถ่ีแอลลีลในประชากรญ่ีปุ่น 
เกาหลี และ Norwegian อยูท่ี่ 0.185, 0.120 และ 0 ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ถึงแมจ้ะเป็นประชากรใน
ประเทศแถบเอเชียเหมือนกนัแต่ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนบางชนิดไม่เหมือนกนั รวมทั้งถ่ิน
ก าเนิดของบรรพบุรุษในแต่ละภูมิประเทศไม่เหมือนกนั จึงท าให้ความถ่ีท่ีพบการกลายพนัธ์ุนั้น
ต่างกนั ผลของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ท่ีเกิดข้ึนเม่ือน ามาพิจารณาถึงความสัมพนัธ์กบัเพศ
และศาสนา พบว่าเพศของประชากรกลุ่มตวัอย่างไม่มีผลต่อความถ่ีของการเกิดผลของการกลาย
พนัธ์ุของยนี UGT3A1 (361T>G) ซ่ึงแตกต่างจากการรายงานของโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ซ่ึงได้
มีการบันทึกประวติัของผูป่้วยโรคน่ิวในถุงน ้ าดีตั้ งแต่ปี พ.ศ. 2544-2548 โดยมีจ านวนทั้ งส้ิน  
539 ราย ส่วนใหญ่เป็นเพศหญิง (69.02%) (ศกัด์ิชาย, ธันต์ชนก, และสุรศกัด์ิ, 2007) โดยในส่วน
ของการนับถือศาสนานั้น ในการศึกษาน้ีได้ท าการศึกษาในตวัอย่างท่ีได้จากตวัแทนประชากรท่ี 
นบัถือศาสนาอิสลามในภาคใตเ้น่ืองจากการนบัถือศาสนาสามารถบ่งบอกถึงถ่ินฐานหรือท่ีมาของ
บรรพบุรุษได ้เช่น การนบัถือศาสนาอิสลามสามารถบอกไดว้่าบรรพบุรุษอาศยัอยูใ่นพื้นท่ีภาคใต้
ตอนล่าง ซ่ึงคาดวา่ถ่ินฐานเดิมของบรรพบุรุษจะอพยพมาจากคาบสมุทรมลายแูละอินโดนีเซีย 
  ผลของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ในบริเวณท่ีแตกต่างกนั จะส่งผลให้เกิด
ความผดิปกติต่อการท างานของเอนไซมท่ี์แตกต่างกนั ตวัอยา่งเช่น การเกิดการกลายพนัธ์ุท่ีบริเวณท่ี
มีการถอดรหสั (361T>G) จะส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ี ต าแหน่ง 121 เกิดจาก
การเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์จาก TGT เป็น GGT ซ่ึงจะเปล่ียนกรดอะมิโนจาก cysteine  เป็น 
glycine จัดเป็นการกลายพัน ธ์ุแบบ missense mutation จากการศึกษาท่ีผ่านมาจะพบว่าการ 
กลายพนัธ์ุต าแหน่งน้ีเกิดข้ึนในมนุษยแ์ละจะท าใหโ้ปรตีนหรือเอนไซมท่ี์สร้างออกมานั้นไม่ท างาน 
(inactive) (Meech et al., 2012) ซ่ึงอาจจะท าให้เกิดความผิดปกติในการเมแทบอลิซึมของกรดน ้ าดี 
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และท าให้เกิดการคัง่ของน ้าดีตามมา สุดทา้ยอาจท าให้เป็นน่ิวในถุงน ้าดีหรือทางเดินน ้ าดีไดง่้ายกวา่
คนท่ีมียีน UGT3A1 ท่ีปกติ เน่ืองจาก substarte ท่ีส าคญัของ UGT3A1 คือ UDCA จดัเป็นกรดน ้ าดี
ชนิดตติยภูมิ (tertiary bile acid) ซ่ึงต้องผ่านกระบวนการ conjugation โดยเอนไซม์ UGT3A1 
เพื่อให้ได้ metabolite ท่ีละลายน ้ า และสามารถก าจดัออกทางน ้ าดีได้ เม่ือเอนไซม์ UGT3A1 ไม่
สามารถท างานได ้จะท าให้กรดน ้ าดีคัง่ จึงอาจก่อให้เกิดโรคน่ิวในถุงน ้ าดี อีกทั้งในปัจจุบนั UDCA 
จดัเป็นยาท่ีน ามาใช้บ าบดัอาการโรคน่ิวในถุงน ้ าดี ในรายงานของเมคเคนซีและคณะ (Mackenzie  
et al., 2008) พบว่า เม่ือให้ผูป่้วยไดรั้บยา UDCA ในขนาด 10–15 mg/kg เป็นเวลา 2-3 สัปดาห์ จะ
พบความเขม้ขน้ของ UDCA ในเซร่ัม ปัสสาวะ และน ้ าดี มากข้ึนในผูป่้วย 3-4% จากผูป่้วยท่ีไดรั้บ
ยาทั้งหมด ดงันั้นหากผูป่้วยท่ีไดรั้บยาดงักล่าว มียีน UGT3A1 ท่ีกลายพนัธ์ุแบบ 361T<G อาจท าให้
ผูป่้วยได้รับผลอันไม่พึงประสงค์จากยาได้ โดยอาจท าให้ภาวะการคั่งของน ้ าดีรุนแรงข้ึนได ้
นอกจากนั้นอาจส่งผลให้เกิดความเส่ียงของการเกิด atherosclerosis ของหลอดเลือดได้ เน่ืองจาก 
7βCH ซ่ึงเป็น substrate ของ UGT3A1 และเป็นส่วนประกอบหลกัของ oxLDL โดยในเส้นเลือด 
7βCH จะกระตุ้นการสร้าง ROS รวมทั้ งในกระบวนการ lipid peroxidation จะส่งผลให้เกิดการ
รวมตัวของ plaque และพัฒนาเป็น atherosclerosis ของหลอดเลือดได้ (Brown & Jessup, 1999) 
ส่วนในบริเวณโปรโมเตอร์ท่ีพบการกลายพนัธ์ุ -219A>G พบว่ายงัไม่มีการศึกษาว่ามีผลต่อการ
ถอดรหัสของยีนหรือไม่และความเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนต่อเอนไซม์ก็ยงัไม่ได้ศึกษาเช่นเดียวกนั 
อย่างไรก็ตาม หากมีการตรวจยีน UGT3A1 ก่อนการรักษาด้วยยาท่ีเป็น substrate ของเอนไซม ์
UGT3A1 จะท าให้สามารถป้องกนัผลอนัไม่พึงประสงค์จากยาท่ีเป็น substrate ได้  นอกจากน้ียงั
สามารถท านายโอกาสเส่ียงท่ีจะเกิด artherosclerosis  
 
การวเิคราะห์สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก 
 
  เม่ือน าผลการวิเคราะห์สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์กของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 
ในทารกแรกเกิดท่ีเกิดท่ีโรงพยาบาลสงขลา จงัหวดัสงขลา เป็นจ านวน 97 ตวัอย่าง พบการกลาย
พนัธ์ุของยีน UGT3A1 ทั้ งหมด 2 ต าแหน่งคือ -219A>G และ 361T>G  พบว่าการกลายพนัธ์ุใน
ต าแหน่งซ่ึงอยู่ในบริเวณ exon 4 (361T>G) เป็นไปตามกฏของฮาร์ดีไวน์เบิร์กโดยสอดคล้องกับ
แบบสอบถาม ซ่ึงพบวา่บิดาและมารดาของทารกมีถ่ินฐานและอาศยัอยูใ่นภาคใตข้องประเทศไทย 
และเน่ืองจากกลุ่มตวัอยา่งท่ีน ามาศึกษาเป็นกลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นไทยมุสลิม ซ่ึงมีการแต่งงานในกลุ่ม
คนไทยมุสลิมด้วยกัน จึงส่งผลให้รูปแบบของยีนไม่ต่างกัน และในต าแหน่งบริเวณ promoter  
(-219A>G) ไม่เป็นไปตามกฏของฮาร์ดีไวน์เบิร์ก เน่ืองมาจากอาจเกิดจากความผิดปกติของยีนของ
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ทารกหรือจากบิดาและมารดา เน่ืองจากในต าแหน่งบริเวณ promoter พบการกลายพันธ์ุเพียง  
1 ตวัอยา่ง 
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บทที ่5 
สรุปผลการศึกษา 

 
  จากผลการศึกษาการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ในบริเวณ promoter exon 1 และ 
exon 4 ในทารกแรกเกิดท่ีคลอดท่ีโรงพยาบาลสงขลา จังหวดัสงขลา เป็นจ านวน 97 ตัวอย่าง 
สามารถสรุปผลการศึกษาไดด้งัน้ี 
  1 ตรวจพบการกลายพนัธ์ุของยนี UGT3A1 ทั้งหมด 2 ต าแหน่งคือ 
   1.1 Novel SNPs บ ริ เว ณ  promoter ( promoter region)  1 ต า แ ห น่ ง  
(-219A>G)   
   1.2 Known SNPs บริเวณท่ีมีการถอดรหัส (coding region) 1 ต าแหน่ง 
(361T>G) 
  2 ส าหรับความถ่ีจีโนไทป์ (genotype frequency) ในต าแหน่งของการกลายพนัธ์ุ 
361T>G มีความถ่ีของ homozygous mutation อยู่ท่ี 0.044 และมีความถ่ีของ heterozygous mutation 
อยู่ท่ี 0.332 ส าหรับในต าแหน่งการกลายพนัธ์ุ -219A>G มีความถ่ีของ homozygous mutation อยู่ท่ี 
0.011 และส าหรับความถ่ีแอลลีล (allele frequency) ของการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ทั้ ง  
2 ต าแหน่ง โดยเรียงล าดบัจากความถ่ีสูงไปต ่าดงัน้ี 361T>G (0.21) และ -219A>G (0.01)  
  3 การวิเคราะห์สมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์กของการกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 ใน
ประชากรกลุ่มตวัอย่าง พบการกลายพนัธ์ุของยีน UGT3A1 ทั้งหมด 2 ต าแหน่งคือ -219A>G และ 
361T>G โดยในต าแหน่ง -219A>G พบว่าไม่เป็นไปตามกฏของสมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก แต่ใน
ต าแหน่ง 361T>G เป็นไปตามกฏของสมดุลฮาร์ดีไวน์เบิร์ก 
  4 เพศของประชากรกลุ่มตัวอย่างไม่มีผลต่อความถ่ีของการกลายพนัธ์ุของยีน 
UGT3A1 
  5 การกลายพันธ์ุของยีน UGT3A1 อาจจะท าให้เกิดการคั่งของน ้ าดี เน่ืองจาก 
substrate ท่ีส าคัญของเอนไซม์ UGT3A1 คือ UDCA จัดเป็นกรดน ้ าดีชนิดตติยภูมิ (tertiary bile 
acid) ท าให้น ้ าดีไม่สามารถขบัออกจากร่างกายไดอ้ยา่งปกติ จึงอาจก่อให้เกิดโรคน่ิวในถุงน ้ าดี อีก
ทั้งอาจส่งผลให้เกิดความเส่ียงของการเกิด atherosclerosis เน่ืองจาก 7βCH ซ่ึงเป็นอีก substrate 
หน่ึงของเอนไซม์ UGT3A1 เป็นส่วนประกอบหลักของ oxLDL ซ่ึงออกซิเสตอรอลจะพบใน 
atherosclerotic plaque ของมนุษยอี์กทั้งยงัเป็นส่วนส าคญัในการเจริญของ plaque ซ่ึงหากยีนเกิด
ความผิดปกติท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท างานได ้ท าให้ร่างกายไม่สามารถขบั 7βCH ออกได ้จะ
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ก่อให้เกิดผลเสีย โดย 7βCH ท่ีไม่สามารถขบัออกนอกร่างกายไดน้ั้นจะรวมตวักนัท าให้เกิด plaque 
ซ่ึงเป็นสาเหตุส าคญัของการเกิดโรคหลอดเลือดตีบได ้
 
Further study 
 
  ในงานวิจยัต่อไปควรมีการศึกษาในประชากรตวัอย่างเพิ่มมากข้ึนเน่ืองจากใน
งานวิจยัมีการเก็บตวัอยา่งของจ านวนประชากรมุสลิมมาเพียง 151 ตวัอยา่งและไดก้ารท าการศึกษา
เพียง 97 ตวัอย่างจึงอาจยงัไม่เพียงพอในการยืนยนัถึงความถ่ีของการเกิดการกลายพนัธ์ุ อีกทั้งยงั
จะตอ้งศึกษาในประชากรศาสนาและภูมิภาคอ่ืนเพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของความถ่ีของการ
กลายพนัธ์ุ และจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาถึงการกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง exon อ่ืน (เน่ืองจากในงานวิจยัน้ี
มีการทดสอบเพียง 3 ต าแหน่งเท่านั้น คือในบริเวณ promoter exon 1 และ exon 4) เพื่อตรวจดูว่ามี
การกลายพนัธ์ุอีกหรือไม่ 
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ภาคผนวก ก 
ส าเนาหนังสือรับรองจากคณะอนุกรรมการพจิารณาจริยธรรมการวจิัยในคน 

จากเวชระเบียนและส่ิงส่งตรวจจากร่างกายมนุษย์ 
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ภาคผนวก ข 
วธีิสุ่มตัวอย่างโดยไม่ซ ้ากนัจากโปรแกรม Microsoft Excel 

 
  หมายเลขของตวัอยา่งท่ีเป็นอิสลามทั้งบิดาและมารดา มีทั้งหมด 151 คน ตอ้งการ
เลือกมา 100 ตวัอยา่ง 
  วธีิการท า โดยใชโ้ปรแกรม Microsoft Excel 
  1. ในเซลล์ A1 ใส่ช่ือคอลมัน์เป็น number จากนั้นใส่ number ของตวัอย่างตั้งแต่ 
A2:A152 และต้องการเลือกสุ่มตัวอย่างมา 100 ตัวอย่างโดยไม่ให้ซ ้ า ให้ผลลัพธ์อยู่ในเซลล ์
D2:D101  
  2. จากนั้นท่ีเซลล ์B2 พิมพ ์=Rand () แลว้ copy ลงไปถึง B152 
  3. จากนั้นท่ีเซลล ์C2 พิมพ ์=Rank (B2:$B$2:$B$152) แลว้ copy ลงไปถึง C152 
  4. จากนั้ นท่ีเซลล์ D2 พิมพ์ =Index ($A$2: $A$152,Match(Rows($D$2:D2),$C$2: 
$C$152,0)) กด enter แลว้ copy ลงไปดา้นล่างถึง D101 
  5. กดปุ่ม F9 แลว้สังเกตการเปล่ียนแปลง (ในการกด F9 แต่ละคร้ังตวัอยา่งจะมีการ
สุ่มไม่ซ ้ ากนั) 
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ภาคผนวก ค 
การค านวณและวธิีการเตรียมสาร 

 
1. การเตรียม 1.5% Agarose gel 
 
  - ใชผ้ง agarose gel 1.5 กรัม 
  - เติม 1X ของ TAE buffer 100 มิลลิลิตร 
  - ใหค้วามร้อนโดยน าเขา้ในไมโครเวฟประมาณ 4-5 นาที ใหผ้งเจลละลายจนหมด 
 
2. เตรียมสารละลาย 50X Tris acetate (TAE) buffer  
 
  - ใช ้tris base 242 กรัม 
  - เติม glacial acetic acid 57.1 มิลลิลิตร 
  - เติม 0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 มิลลิลิตร 
  ส าหรับ working solution การท าเจือจางสารละลาย 1X (เตรียม stock solution 
50X 20 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้ากลัน่ท่ีปราศจากเช้ือ 980 มิลลิลิตร) (เบญญจลกัษณ์, 2014) 
 
3. เตรียมสารละลาย 1X Tris acetate (TAE) buffer   
 
  - เติม 50X  Tris acetate (TAE) buffer   20  มิลลิลิตร 
  - เติมน ้ากลัน่ (ddH2O) 980 มิลลิลิตร 
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