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บทคัดย่อ 
ยีน Bcl-2 อยู่ในกลุ่ม Bcl 2 –family ซ่ึงมีความส าคัญในการควบคุมการตายของเซลล์แบบ apoptosis ใน

กระบวนการ Mitochondrial pathway การเกิด polymorphism ในส่วน promoter ของยีน Bcl-2 อาจจะมีผลต่อการ
แสดงออกของยีนที่เพิ่มขึ้นและน าไปสู่การเกิดมะเร็ง อย่างไรก็ตามยังมีงานวิจัยที่ขัดแย้งกันอยู่ระหว่างการแสดงออก
ของยีน Bcl-2  ที่เพิ่มขึ้นกับอัตราการอยู่รอดของมะเร็งชนิดต่างๆ งานวิจัยนี้ได้ศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่าง ยีน Bcl-2 
ณ ล าดับนิวคลีโอไทด์ -938 C>A โดยวิธี DNA sequencing ในผู้ป่วยหญิงที่เป็นมะเร็งเต้านมในประเทศไทย 50 ราย 
เทียบกับการแสดงออกในระดับโปรตีนของ Bcl-2 โดยวิธี Immunohistochemistry  พบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง Bcl-2 
(-938 C > A) genotype กับการแสดงออกของยีน Bcl-2ในระดับของโปรตีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value=0.002) 

 
ค ำส ำคัญ: Bcl-2,  Breast cancer,  polymorphism 
 

Abstract 
Bcl-2 in the Bcl2-family is important in regulating cell death and apoptosis in the mitochondrial pathway. 

Polymorphism in the promoter region of Bcl-2 may increase gene expression which leads to cancer. However, there 
are conflicting studies on the association between the expression of gene and the survival rate of various cancer 
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types.  This research studied association between Bcl-2 (-938 C> A) genotype by DNA sequencing and Bcl-2 
expression by immunohistochemistry. It was found that, statistically, Bcl-2 (-938 C> A) genotype was significantly 
associated with increasing Bcl-2 expression (p-value = .002). 

 
Keywords: Bcl-2,  Breast cancer,  polymorphism 

_____________________________________________________________________________________________ 
 
1. บทน า 
 มะเร็งเป็นสาเหตุการตายอันดับหนึ่งของ
ประเทศไทยและมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องโดย
ในผู้ชายพบมะเร็งตับมากที่สุด รองลงมาคือมะเร็งปอด 
ส่วนในผู้หญิงพบมะเร็งเต้านมเป็นอันดับหนึ่งรองลงมา
คือมะเร็งปากมดลูก (ธีรวุฒิ คูหะเปรมะ, 2554) อัตรา
การเกิดโรคมะเร็งเต้านม 20.9 คนต่อประชากรสตรี 
100,000 คน (Khuhaprema, 2010) ในกรุงเทพมหานคร
พบว่ามีสถิติการเกิดโรคนี้คิดเป็น 20.6 ต่อ ประชากร 
100,000 คน นับว่าสูงสุดของประเทศ สถิติการตายจาก
โรคมะเร็งเต้านมขึ้นอยู่กับระยะของโรคมะเร็งที่เป็น ถ้า
เป็นระยะที่หนึ่งโอกาสรอดชีวิต (Survival rate) 5-10 ปี 
จะมีโอกาสถึง 80% ถ้าเป็นระยะที่สอง เหลือ 60 % 
ระยะที่สาม เหลือ 40 % และระยะที่ส่ี โอกาสรอดชีวิต
จะต่ ากว่า 20 %  ดังนั้นการดูแลตัวเองเพื่อลดความเส่ียง
ของการเกิดมะเร็ง และการค้นพบมะเร็งตั้งแต่ระยะ
เริ่มแรกในขณะที่ก้อนมีขนาดเล็ก และก้อนมะเร็งยังอยู่
เฉพาะที่เต้านม ยังไม่แพร่กระจายไปต่อมน้ าเหลือง  จึง
เป็นเรื่องส าคัญ เพราะจะมีโอกาสหายขาดมากขึ้น เมื่อ
เทียบกับการตรวจพบก้อน มะเร็งที่มีขนาดใหญ่ หรือ
กระจายไปต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้แล้ว สาเหตุส าคัญที่ท า
ให้เกิดโรคมะเร็ง คือ ความผิดปกติในระดับโมเลกุล 
ส่งผลต่อการควบคุมการท างานของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การเจริญเติบโตของเซลล์ ท าให้เซลล์แบ่งตัวเพิ่มขึ้น
และเกิด apoptosis ลดลง กลุ่มยีนที่สัมพันธ์กับการเกิด
โรคมะเร็งมี 2 กลุ่ม คือ ยีนส่งเสริมมะเร็ง (oncogene) 

และยีนยับยั้งมะเร็ง (tumor suppressor gene) ความ
ผิดปกติของยีนส่งเสริมมะเร็งที่ส าคัญได้แก่ WT1,        
c-erb-B2, CCND1, Bcl-2, c-Myc, human telomerase 
reverse transcriptase (hTERT) เป็นต้น 

ยีน  Bcl-2 อยู่ในกลุ่ม Bcl2- family มีความส าคัญ
ในการควบคุมการตายของเซลล์แบบ apoptosis ของ 
mitochondrial pathway (Brown, 1997)  

การศึกษา (-938C>A) polymorphism ของยีน 
Bcl-2 มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกในระดับโปรตีน
ของ Bcl-2 ที่ตรวจโดยวิธี Immunohistochemistry และ
พบว่าทั้ง (-938C>A) polymorphism ของยีน Bcl-2 และ
การแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน  Bcl-2 มี
ความสัมพันธ์กับการอยู่รอดในผู้ป่วย oropharyngeal 
squamous cell carcinoma (Lehne, 2008) 

การเกิด Polymorphism ของยีน Bcl-2 ในส่วน 
promoter ของยีน อาจจะมีผลต่อการแสดงออกของยีน
ที่เพิ่มขึ้นและน าไปสู่การเกิดมะเร็งได้ อย่างไรก็ดี ยังมี
งานวิจัยที่ขัดแย้งกันอยู่ระหว่างการแสดงออกของยีนที่
เพิ่มขึ้นกับอัตราการอยู่รอดของมะเร็งชนิดต่างๆ 

ใ น ก า ร วิ จั ย ค รั้ ง นี้ จึ ง มุ่ ง ศึ ก ษ า เ พื่ อ ห า
ความสัมพันธ์ระหว่าง Bcl-2 (-938C >A) genotype กับ
การแสดงออกของยีน Bcl-2 ในระดับของโปรตีนที่ได้
จากการท า Immunohistochemistry ในผู้ป่วยมะเร็งเต้า
นมไทย 
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2. วัตถุประสงค ์
เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง Bcl-2 (-938C >A) 

genotype กับการแสดงออกของยีน Bcl-2 ในระดับของ
โปรตีนที่ได้จากการท า Immunohistochemistry ในผู้ป่วย
มะเร็งเต้านมไทย 

 
3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1  ระเบียบวิธีวิจัย 
3.1.1  การออกแบบการวิจัย (Research design) 

การวิจัยครั้งนี้เป็นการวิจัยประยุกต์เชิงทดลอง 
ในสาขาอณูชีววิทยาของมะเร็งเต้านม โดยศึกษาความถี่
ของยีน  Bcl-2 (-938C >A) ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมเทียบ
กับการแสดงออกของยีน Bcl-2 ในระดับของโปรตีน
ด้วยวิธี Immunohistochemistry 
3.1.2 การเก็บสิ่งส่งตรวจ 
 งานวิจัยในครั้งนี้ใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือด
ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมจ านวน 50 ราย ได้จากสถาบันมะเร็ง
แห่งชาติ (ดีเอ็นเอที่ได้เป็นดีเอ็นเอที่เหลือจากงานวิจัย
ของนางสาวเพ็ญศรี แซ่หลี งานพันธุศาสตร์ กลุ่ม
งานวิจัยสถาบันมะเร็งแห่งชาติ) และได้ผ่านขั้นตอน
การขอจริยธรรมงานวิจัยในคนจากสถาบันมะเร็งและ
สถาบันวิจัยมหาวิทยาลัยรังสิตแล้ว 
 
3.2 วิธีการทดลอง 
3.2.1 ท าการเพิ่มจ านวน DNA โดยใช้ DNA 100 ng ใน
ปริมาตรทั้งส้ิน 50 µl ในสารประกอบ 1X TBE buffer, 
dNTP 200 µM และ 20 pmol ของ Specific primer แต่
ละตัวโดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของ sense primer คือ 
5’TTA-TCC-AGC-TTT-TCG-G 3’ ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของ antisense primer คือ 5’GGC-GGC-AGA-
TGA-ATT-ACA-A 3’ และ Taq DNA Polymerase 1 
unit น าสารประกอบที่ได้เข้าเครื่อง PCR (PCR 
machine) โดยใช้โปรแกรมดังนี้ Denature 94 oC 30 

วินาที Annealing 58 oC 1 นาที Extension 72 oC 1 นาที 
เพิ่มจ านวน 40 รอบ แล้วท าการตรวจหาผลผลิต PCR 
(PCR Product) โดยการท า Electrophoresis ใน 2% 
agarose โดยใช้ความต่างศักย์ 80 โวลต์ และย้อมแผ่น
เจลด้วย Ethidium bromide จะได้ PCR Product ขนาด 
252 bp 
3.2.2 ตรวจหา Polymorphism ของยีน Bcl-2 ที่ต าแหน่ง 
(-938C>A) โดยวิธี DNA sequencing ซ่ึงจะน า PCR 
product ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์กับทางบริษัท 
Biogenomed (SolGent; Korea) 
3.2.3 ตรวจหาการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน 
Bcl-2 ด้วยวิธี Immunohistochemistry โดยช้ินเนื้อที่ได้
จากพาราฟินบล็อก ที่เป็นตัวอย่างเดียวกับเลือดของ
ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่น ามาศึกษาความผันแปรทาง
พันธุกรรมของยีน Bcl-2 ณ ต าแหน่ง (-938C>A) ใน
การดูการแสดงออกในระดับโปรตีน 
 
3.3 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

การใช้สถิติในการหาความสัมพันธ์ระหว่าง 
Bcl-2 (-938C >A) genotype กับการแสดงออกของยีน 
Bcl-2 ในระดับของโปรตีนในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมไทย
โดยใช้ Chi-Square; P-value < 0.05 แสดงว่ามีนัยส าคัญ
ทางสถิติ 

 
4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 
4.1 ลักษณะของตัวอย่าง 

ศึกษาตัวอย่างทั้งสิ้น 50 ราย โดยสกัดตัวอย่าง 
DNA จากเลือดของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม ท า PCR ซ่ึง 
PCR ผลผลิต (PCR product) ที่ได้มีขนาด 252 bp 
จากนั้นน า PCR product ทั้ง 50 ราย ส่งตรวจหาล าดับ  
นิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) กับทางบริษัท 
Biogenomed (SolGent; Korea) 
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ศึกษาการแสดงออกเป็นโปรตีนโดยวิธี 
Immunohistochemistry ใช้ช้ินเนื้อพาราฟินบล็อก ของ
ผู้ป่วยมะเร็งเต้านม 50 ราย โดยผลที่แยกระหว่าง 
positive และ negative ชัดเจน ซ่ึงใช้เกณฑ์การประเมิน
โดยน้อยกว่า 10% ของการติดสีในส่วนไซโตพลาสซึม
ให้ผลเป็นลบ (negative) รูปที่ 1 และมากกว่า 10% ของ
การติดสีในส่วนไซโตพลาสซึมให้ประเมินว่าให้ผล
เป็นบวก (positive) รูปที่ 2 ซ่ึงผลที่ได้นั้นใช้พยาธิ
แพทย์ในการวิเคราะห์อย่างน้อยสองคน 

 
รูปที่ 1 แสดงถงึการไม่ติดสีของเซลล์มะเร็งในตัวอย่างผลลบ  
           (ก าลังขยายต้นฉบับ 400X) 

 
รูปที่ 2 แสดงถงึการติดสีของเซลล์มะเรง็ทั้งหมดในตัวอย่าง 
           ผลบวก (ก าลังขยายต้นฉบับ 400X) 
 

4.2 การหาความสัมพันธ์ระหว่าง Bcl-2 (-938C>A) 
genotype กับการแสดงออกของยีน Bcl-2 ในระดับของ
โปรตีนที่ได้จากการท า Immunohistochemistry 

ตารางที่  1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Bcl-2 (-938C>A) 
genotype กับการแสดงออกของยีน Bcl-2 ในระดับของโปรตีน         
 N  Immunohistochemistry P- value 

Positive Negative 
Bcl-2 polymorphism 19 14 5  

0.002 Bcl-2      
wild type 

31 9 22 

สรุป พบว่ามีความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญกับการ
แสดงออกของยีน  Bcl-2 ในระดับโปรตีนที่ได้จากการ
ท า Immunohistochemistry (P-value=0.002) 
 
5. การอภิปรายผล 
 ในประเทศไทยปัจจุบันสถิติอุบัติการณ์ใน
สตรี จ านวนผู้ป่วยใหม่ของมะเร็งเต้านมปีละประมาณ 
1 2 ,0 0 0  คน  และพบ ว่ า เป็ นมะ เ ร็ งอันดั บ  1 ใน
กรุงเทพมหานครพบว่ามีสถิติการเกิดโรคนี้คิดเป็น 20.6 
ต่อ ประชากร 100,000 คน นับว่าสูงสุดของประเทศ 
สถิติการตายจากโรคมะเร็งเต้านมขึ้นอยู่กับระยะของ
โรคมะเร็งที่เป็น ถ้าเป็นระยะที่หนึ่งโอกาสรอดชีวิต 
(Survival rate) 5 - 10 ปี จะมีโอกาสถึง 80% ถ้าเป็น
ระยะที่สอง เหลือ 60 % ระยะที่สาม เหลือ 40 % และ
ระยะที่ส่ี โอกาสรอดชีวิตจะต่ ากว่า 20 % (ธีรวุฒิ คูหะ
เปรมะ, 2554) ดังนั้นการดูแลตัวเองเพื่อลดความเส่ียง
ของการเกิดมะเร็ง และการค้นพบมะเร็งตั้งแต่ระยะ
เริ่มแรกในขณะที่ก้อนมีขนาดเล็ก และก้อนมะเร็งยังอยู่
เฉพาะที่เต้านม ยังไม่แพร่กระจายไปต่อมน้ าเหลือง  จึง
เป็นเรื่องส าคัญ เพราะจะมีโอกาสหายขาดมากขึ้นเมื่อ
เทียบกับการตรวจพบก้อน มะเร็งที่มีขนาดใหญ่ หรือ
กระจายไปต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้แล้ว  
 สาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิดโรคมะเร็ง คือ ความ
ผิดปกติในระดับโมเลกุล ส่งผลต่อการควบคุมการ
ท างานของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์ 
ท าให้เซลล์แบ่งตัวเพิ่มขึ้นและเกิด apoptosis ลดลง 
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กลุ่มยีนที่สัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งมี 2 กลุ่ม คือ ยีน
ส่งเสริมมะเร็ง (oncogene) และยีนยับยั้งมะเร็ง (tumor 
suppressor gene) ความผิดปกติของยีนส่งเสริมมะเร็งที่
ส าคัญได้แก่ WT1,  c-erb-B2,CCND1, Bcl-2, c-Myc, 
human telomerase reverse transcriptase (hTERT) เป็น
ต้น (Kumar, 2010) ในจ านวนยีนที่ส่งเสริมการเกิด
มะเร็ง มียีนที่ส าคัญตัวหนึ่งคือ Bcl2 ที่อาจมีปฏิสัมพันธ์
กับยีนอื่นๆจนเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งเต้านมหรือ
การด าเนินไปของโรคที่รุนแรงขึ้นได้ แต่กลไกในทาง
อณูชีววิทยายังไม่ทราบแน่ชัด 

มีรายงานว่า ยีน Bcl-2 อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 
18q21.3 ที่มีคุณสมบัติในการควบคุมการตายของเซลล์
แบบ apoptosis และ Bcl-2 มีความสัมพันธ์กับโปรตีน 
BAX (Leiter, 2000)  ยีน Bcl-2 มีทั้งส้ิน 3 exon และ 2 
promoter region คือ P1 และ P2 ซ่ึงมีหน้าที่ต่างกัน 
พบว่า Promoter ชนิด P2 อยู่ 1400 bp  เหนือจุด 
translation initiation site และท าหน้าที่เป็น negative 
regulative element ในการควบคุมและยับยั้ง promoter 
ชนิด P1 (Zhang Ning, 2011) 
 พ บ ว่ า ค ว า ม ผั น แ ป ร ท า ง พั น ธุ ก ร ร ม 
(Polymorphism) ของยีน Bcl-2 มีทั้งส้ิน 8 จุด จุดแรกจะ
อยู่ที่ต าแหน่ง promoter region สามจุดอยู่ที่ exon 1 และ
อีก 4 จุดอยู่ที่ 3’ UTR (Park, 2004) 

ในจ ำนวน Polymorphism ของยีน Bcl2 ทั้ง 8 
จุดนี้ พบว่ำจุดที่น่ำสนใจที่สุดคือจุดที่ promoter region 
(-938 C>A) โดยเป็น polymorphism ที่ต ำแหน่ง P2 กำร
เกิด polymorphism ของยีน Bcl-2 ในส่วน promoter 
ของยีน อำจจะมีผลต่อกำรแสดงออกของยีนที่เพิ่มขึ้น
และน ำไปสู่กำรเกิดมะเร็งได้ (Park, 2004) 

Nuckel และคณะ 2007 พบว่า Bcl 2 -938C 
allele มีความสัมพันธ์กับการจับกันของ P2 กับ nuclear 
protein ที่เพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับ A allele อย่างมี
นัยส าคัญ และพบว่าการแสดงออกของ Bcl- 2 gene ที่

ลดลงใน B cell ของผู้ป่วย Chronic lymphocytic 
leukemia (CLL) มีความสัมพันธ์กับ -938CC genotype 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (Nuckel, 2007) ซ่ึงไม่สอ
คล้องกับ Majid และคณะ ในปี ค.ศ.2008 ที่ไม่พบ
ความสัมพันธ์ระหว่าง(-938 C >A) polymorphism กับ
การแสดงออก ของ Bcl-2 และกับอาการทางคลินิกของ
ผู้ป่วย Chronic lymphocytic leukemia (CLL) (Majid, 
2008) 

มีรายงานว่า (-938 C >A) polymorphism ของ
ยีน Bcl-2 ไม่พบความสัมพันธ์กับการแสดงออกใน
ร ะ ดั บ โ ป ร ตี น ข อ ง  Bcl-2 ที่ ต ร ว จ โ ด ย วิ ธี 
Immunohistochemistry และไม่พบความสัมพันธ์กับ
อัตราการอยู่รอดของผู้ป่วย breast cancer ในประชากร
แถบยุโรป (Searle, 2012) 
 จากผลที่แตกต่างกันของความสัมพันธ์ของ 
Bcl-2 (-938 C >A) กับลักษณะทางคลินิกของมะเร็ง
ชนิดต่างๆ อาจเป็นเพราะความแตกต่างของเช้ือชาติ ท า
ให้ผู้วิจัยสนใจศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมของ
ยีน Bcl-2 (-938 C >A) ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมไทย 
 ในการวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งศึกษาถึงความสัมพันธ์
ระหว่างการเกิด Polymorphism และการแสดงออกใน
ระดับโปรตีนของยีน Bcl-2 (-938 C >A) ในผู้ป่วย
มะเร็งเต้านมไทย 
 ก า ร ห า ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง  Bcl-2                
(-938C>A) genotype กับการแสดงออกของยีน Bcl-2 
ในระดับโปรตีนที่ได้จากการท า Immunohistochemistry 
พบ ว่ ามี ค ว าม สัมพัน ธ์ทางสถิ ติ อย่ า งนั ยส าคั ญ 
(P=0.002) งานวิจัยครั้งนี้สอดคล้องกับ G.F. Lehnerdt 
และคณะ ในปี  ค .ศ .2009 ซ่ึงพบว่า  การ เกิด 
polymorphism มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของ
ยีนในผู้ป่วย oropharyngeal squamous cell carcinoma 
(Lehnerdt, 2008) (P= 0.008)  
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ข้อจ ากัดของงานวิจัยในครั้งนี้ คือ จ านวน
ตัวอย่างที่ท าการหา Genotype ของยีน Bcl-2 (-938 C > 
A) ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมมีจ านวนน้อย ซ่ึงการศึกษา 
polymorphism โดยทั่วไปควรจะมีจ านวนตัวอย่างที่
ม า ก  ทั้ ง นี้ เ ป็ น เ พ ร า ะ จ า น วนตั ว อ ย่ า ง ที่ จ ะท า 
polymorphism จะต้องมีช้ินเนื้อจากพาราฟินบล็อกด้วย
ท าให้จ านวนตัวอย่างมีน้อย อย่างไรก็ตาม งานวิจัยครั้ง
นี้ เป็นการศึกษาเบื้องต้น ซ่ึงควรจะมีการเพิ่มจ านวน
ตัวอย่างตรวจ เพื่อให้ได้ข้อมูลที่น่าเชื่อถือต่อไป  
 
6. บทสรุป  
 จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระหว่าง 
Bcl-2 (-938C>A) genotype โดยวิธี DNA sequencing
กับการแสดงออกของยีน Bcl-2 ในระดับของโปรตีน
โดยวิธี Immunohistochemistry พบว่ามีความสัมพันธ์กัน
อย่างมีนัยส าคัญ (P-value=0.002) 
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