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บทคัดยอ 
  

การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีพบไดท่ัวโลก ผลลัพธจากการติดเชื้อในบางคนภูมิคุมกันสามารถ
กําจัดเชื้อและสรางแอนติบอดีได แตในบางคนไมสามารถกําจัดเชื้อไดนําไปสูการติดเชื้อแบบเรื้อรังซ่ึงมี
ความเสี่ยงท่ีจะพัฒนาเปนโรคตับแข็งและมะเร็งตับ ความแตกตางของภูมิคมกันในแตละบุคคลนาจะ
เปนปจจัยสําคัญท่ีทําใหมีผลลัพธจากการติดเชื้อท่ีตางกัน งานวิจัยนี้ไดศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (SNP) ของยนีไซโตไคนซ่ึงมีความเก่ียวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกาย โดย
ศึกษาจํานวน 5 ยีนรวม 9 ตําแหนงท่ีมีรายงานมากอนวาเก่ียวของกับการเพ่ิมหรือลดการแสดงออก
ของยีน โดยศึกษาในกลุมตัวอยางผูบริจาคโลหิตจากสภากาชาดไทยจํานวนท้ังสิ้น 359 รายแบงเปน 3 
กลุม ไดแก กลุมท่ีมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีแบบเรื้อรัง กลุมท่ีหายจากติดเชื้อและมีภูมิคุมกัน และ
กลุมควบคุมซ่ึงไมเคยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี โดยวิธี polymerase chain reaction sequence 
specific primer (PCR-SSP) พบวา SNP ของยีน IL-10 ณ ตําแหนง  -1082 G/T พบวาอัลลีล G 
(Odds ratio = 4.30, 95% confidence interval = 1.44-13.67, p = 0.003) และจีโนทัยป 
GG+GA (Odds ratio = 4.61, 95% confidence interval = 1.51-15.03, p = 0.002) มี
ความสัมพันธแบบเพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อแบบเรื้อรังเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงไมมีการติดเชื้อ 
และท่ีตําแหนง -819 C/T พบวาอัลลีล C (Odds ratio = 3.13, 95% confidence interval = 
1.57-8.55, p = 0.011) และจีโนทัยป CC+CT (Odds ratio = 4.43, 95% confidence interval = 
1.74-11.11, p <0.001) มีความสัมพันธแบบเพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อแบบเรื้อรังเม่ือเทียบกับ
กลุมท่ีหายจากการติดเชื้อ นอกจากนี้ยังพบวาตําแหนง -592 C/A พบวาอัลลีล C (Odds ratio = 
1.50, 95% confidence interval = 1.00-2.26, p = 0.040) และจีโนทัยป CC (Odds ratio = 
2.89, 95% confidence interval = 1.21-6.73, p = 0.006) มีความสัมพันธแบบเพ่ิมความเสี่ยงของ
การติดเชื้อแบบเรื้อรัง เม่ือเทียบกับกลุมคนไมติดเชื้อและคนท่ีหายจากการติดเชื้อตามลําดับ ซ่ึง SNP 
ท้ัง 3 ตําแหนงขางตนลวนเปนลัลลีลท่ีมีการแสดงออกของ IL-10 ระดับสูง ดังนั้นความสัมพันธท่ี
เกิดข้ึนอาจเนื่องจาก IL-10 มีฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกันทําใหเซลลติดเชื้อไมถูกกําจัดโดยระบบภูมิคุมกัน
ของรางกายเชื้อจึงเจริญตอไปไดและเกิดการติดเชื้อเรื้อรังในท่ีสุด เม่ือวิเคราะหแบบแฮพโพลทัยปก็
พบวา GCC และ ACC มีความสัมพันธกับการติดเชื้อ HBV แบบเรื้อรังเม่ือทียบกับคนปกติไมติดเชื้อ
และคนท่ีหายจากการติดเชื้อตามลําดับ ซ่ึงท้ังสองแฮพโพลทัยปนี้เปนชนิดท่ีมีการแสดงออกสูง 
นอกจากนี้ยังพบวา ACA มีความสัมพันธแบบลดความเสี่ยงการติดเชื้อแบบเรื้อรังเม่ือเทียบกับแฮพ
โพลทัยป ATA ซ่ึงเปนแฮพโพลทัยปท่ีมีการแสดงออกของ IL-10 ระดับต่ําสุด ขณะท่ี ACA มีการ
แสดงออกระดับปานกลาง จึงอาจเปนการตอบสนองทางภูมิคุมกันท่ีพอเหมาะเนื่องจาก IL-10 ทํา

หนาท่ีรักษาสมดุลของ Th1 & Th2 response สวนการวเิคราะห SNP ของยีน TNF-α, IFN-γ, IL-6 

และ TGF-β พบวาไมมีความสัมพันธกับผลลัพธของการติดเชื้อ HBV ท้ังการวิเคราะหแบบความถ่ีอัล
ลีล จีโนทัยป และแฮพโพลทัยป ดังนั้นจากการศึกษานี้จึงสรุปวา IL-10 มีบทบาทสําคัญตอผลลัพธของ
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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Abstract 
 
Hepatitis B virus (HBV) infection is worldwide. The outcomes of infection 

compose of viral clearance and produce protective antibody, and some people with 
chronic infection who risk for liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The 
different of immunity may be one of the risk factor. This research aimed to detect 
the polymorphism (SNP) of cytokine genes involved in immune response. Five genes 
with 9 SNPs were detected by polymerase chain reaction sequence specific primer 
(PCR-SSP). A total 359 blood donors obtained from The Thai Red Cross Society were 
divided to 3 groups; chronic HBV infection, recovery from HBV infection and healthy 
control who never infected with HBV. The genetic associations were found in SNPs of 
IL-10 at position -1082 G/T allele G (Odds ratio = 4.30, 95% confidence interval = 
1.44-13.67, p = 0.003) and genotype GG+GA (Odds ratio = 4.61, 95% confidence 
interval = 1.51-15.03, p = 0.002) as the risk factor for chronic infection comparing with 
healthy control. In addition, at -819 C/T, allele C (Odds ratio = 3.13, 95% confidence 
interval = 1.57-8.55, p = 0.011) and genotype CC+CT (Odds ratio = 4.43, 95% 
confidence interval = 1.74-11.11, p <0.001) were also correlated with increased risk 
for chronic infection when compared with recovery group. Furthermore, at -592 C/A, 
allele C (Odds ratio = 1.50, 95% confidence interval = 1.00-2.26, p = 0.040) and 
genotype CC (Odds ratio = 2.89, 95% confidence interval = 1.21-6.73, p = 0.006) were 
associated as the risk for chronic infection comparing with healthy control and 
recovery group, respectively. All 3 alleles of IL-10 SNP found as the risk for chronic 
HBV, were previously reported as high producer. Thus the risk association may be the 
result of immune suppression activity of IL-10. For haplotype analysis, GCC and ACC, 
the high producer, also correlated with increased risk for chronic infection comparing 
with healthy control and recovery group, respectively. Furthermore, ACA, the 
moderate producer was associated as protective from chronic infection. This result 
was supported by the activity of IL-10 that regulate immune response by balance 
Th1 and Th2 cytokines. This study was not found the association between SNPs of 

TNF-α, IFN-γ, IL-6 and TGF-β, and the outcome of HBV infection. In conclusion, IL-10 
may play an importance role in the HBV outcome. 
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Executive summary 
 
 ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยนเรศวร ท่ีไดใหทุนสนับสนุนงานวิจัยจากงบประมาณแผนดิน 
ประจําปงบประมาณ 2554 ในครั้งนี้ ซ่ึงผลการวิจัยทําใหทราบวาความหลากหลายของยีนอินเตอรลิว
กิน-10 เปนปจจัยเสี่ยงหนึ่งท่ีทําใหการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีเปนแบบเรื้อรัง เนื่องจากเปน SNP ท่ี
ทําใหมีการแสดงออกของไซโตไคนเพ่ิมข้ึนซ่ึงนําไปสูการยับยั้ง Th1 cytokine และการกดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันทําใหไมสามารถทําลายเซลลท่ีติดเชื้อได เกิดการติดเชื้อเรื้อรังตามมา
นอกจากนี้ยังพบแฮพโพลทัยปท่ีมีการแสดงออกของไซโตไคนระดับปานกลาง มีความสัมพันธแบบ
ปองกันการเกิดการติดเชื้อแบบเรื้อรังอีกดวย ผลท่ีไดจากงานวิจัยนี้ทําใหเขาใจถึงกลไกท่ีทําใหผลลัพธ
ของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีมีความแตกตางกัน 
 โครงการนี้ไดมีสวนในการพัฒนาทักษะทางการวิจัยแกนิสิต โดยแบงเปนงานวิจัยของนิสิต
ระดับปริญญาตรีในรายวิชาโครงงานเทคนิคการแพทยจํานวน 4 โครงงาน นิสิตทําโครงงานละ 3 คน 
รวม 12 คน และเปนวิทยานิพนธนิสิตระดับปริญญาโท 1 คน นอกจากนี้วิธีการตรวจ SNP ดวยวธิ ี
PCR-SSP ท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนําไปใชในการศึกษาอ่ืนๆตอไป เชน การศึกษากลไกการเกิดมะเร็ง และ
โรคภูมิคุมกันตอตนเอง เปนตน 

สําหรับปญหาและอุปสรรคท่ีทําใหการดําเนินงานครั้งนี้เกิดความลาชา เนื่องจากสวนใหญเปน
การตรวจหาความหลากหลายของยีนในสวนโปรโมเตอรและอินทรอนซ่ึงตําแหนงดังกลาว มีลักษณะ
คลายคลึงกับบริเวณอ่ืนๆจึงทําใหจัดตั้งวิธีการตรวจไดชา ขณะนี้อยูระหวางการเตรียมตนฉบับเพ่ือ
ตีพิมพเผยแพรตอไป 
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บทนํา 
 

ไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B virus; HBV) เปนเชื้อท่ีพบไดท่ัวโลก และพบวาเปนสาเหตุ
การตายประมาณหนึ่งลานคนตอป องคการอนามัยโลกไดประมาณจํานวนผูติดเชื้อตับอักเสบเรื้อรังท่ัว
โลกสูงถึง 350 ลานคน (1) และกลุมคนเหลานี้มีความเสี่ยงท่ีจะพัฒนาไปเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง โรค
ตับแข็งและมะเร็งตับตอไป โดยพบวาผูปวยมะเร็งตับเปนผูท่ีมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีสูงถึง 80% 
(2) อยางไรก็ตามผูใหญท่ีติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 90-95% สามารถกําจัดเชื้อและหายได เหลืออีก 5-
10% ท่ีไมสามารถกําจัดเชื้อได ทําใหเปนพาหะหรือการติดเชื้อเรื้อรัง (3) สวนการติดเชื้อในเด็กนั้น
แตกตางไปคือพบการติดเชื้อเรื้อรังสูงถึง 90%  ปจจัยท่ีอาจทําใหผูติดเชื้อแตละคนมีผลลัพธท่ีตางกัน
ไดแก ความแตกตางของไวรัส (4) ความแตกตางของพันธุกรรมของโฮสต (4-8)  และการตอบสนอง
ของระบบภูมิคุมกัน (9-10) เปนตน 

การตอบสนองของภูมิคุมกันของรางกายในการกําจัดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีนั้น อาศัยไซโตไคน
เปนสื่อกลางในการกระตุนและยับยั้งเซลลในระบบภูมิคุมกัน ไซโตไคนกลุม Th1 ไดแก interleukin-2 
(IL-2), Interferon-gamma (IFN-gamma) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) มี
บทบาทในการกระตุนการทํางานของ activated cytotoxic T lymphocyte ในการกําจัดเซลลท่ีติด
เชื้อ สวนไซโตไคนกลุม Th2 ไดแก IL-4 และ IL-10 นั้น มีบทบาทในการกระตุน B lymphocyte ซ่ึง
ทําหนาท่ีสรางแอนติบอดี นอกจากนี้ยังมีไซโตไคนกลุม T regulatory ไดแก IL-10 และ Tumor 
growth factor-beta (TGF-beta) ซ่ึงมีบทบาทในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนและการกระตุน Th1 cell 
จากการทบทวนวรรณกรรม   ไซโตไคนกลุม Th1 มีความสัมพันธกับการตานทานตอการติดเชื้อ (11) 
สวนไซโตไคนกลุม Th2 มีความสัมพันธกับการติดเชื้อแบบเรื้อรัง (12) 

ความหลากหลายของยีน (single nucleotide polymorphism; SNP) ไซโตไคนท้ังในสวน
โปรโมเตอรและเนื้อยีน พบวามีการรบกวนการแสดงออกของยีนหรือระดับของไซโตไคนนั้น เชน ยนี 
TNF-alpha ณ ตําแหนง -308 ถาเปน A/A หรือ A/G จะสราง TNF- alpha ในระดับสูง แตถาเปน 
G/G จะสราง TNF- alpha ในระดับต่ํา (13); ยีน IL-6 ณ ตําแหนง -174 ถาเปน G/G หรือ G/C จะ
สราง IL-6 ในระดับสูง แตถาเปน C/C จะสราง IL-6 ในระดับต่ํา (14); ยีน IFN-gamma ณ ตําแหนง 
+874 ถาเปน T/T จะสราง IFN- gamma ในระดับสูง แตถาเปน T/A จะสราง IFN- gamma ใน
ระดับปานกลาง แตถาเปน A/A จะสราง IFN- gamma ในระดับท่ีต่ํา (15); ยีน IL-10 มี SNP 3 
ตําแหนงคือ -1082 (G/A), -819 (C/T) และ -592 (A/C) หากมี haplotype เปน GCC, ACC, และ 
ATA จะสราง IL-10 ในระดับสูง, กลาง และต่ํา ตามลําดับ (16-17); สวนยีน TGF-beta มี SNP 2 
ตําแหนงคือ codon 10 (+869, T/C) และ codon 25 (+915, C/G) มี haplotype 9 แบบ และ
สราง TGF- beta ในระดับท่ีตางกันไดสามระดับ (18)  
 จากการทบทวนวรรณกรรม พบรายงานความความหลากหลายของยีนไซโตไคนมีความ
แตกตางกันในแตละเชื้อชาติ (19) โดยเฉพาะอยางยิ่งคนเอเซียมีความแตกตางจากคนผิวขาวหลายยีน
ไดแก IFN-gamma, IL-6, IL-10, และ TGF- beta ดังนั้นการศึกษานี้จึงตองการท่ีจะศึกษา
ความสัมพันธระหวางความความหลากหลายของยีนไซโตไคน กับผลลัพธของการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีในคนเชื้อชาติไทย เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศท่ีจัดอยูในกลุมท่ีมีความชุกของพาหะสูง 
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(>8% ของประชากร) สวนอเมริกาและยุโรปจัดอยูในกลุมท่ีมีความชุกของพาหะต่ํา (<2% ของ
ประชากร) (20-21) ซ่ึงอาจเกิดจากความแตกตางทางพันธุกรรมของยีนเหลานี้ ซ่ึงขอมูลเหลานี้ถือเปน
ขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญท่ีจะนําไปพัฒนาแนวทางปองกันและรักษาโรคนี้ตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

เพ่ือศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรมของโฮสต ในสวนโปรโมเตอรและยีนไซโตไคน
ประกอบดวย IFN-gamma, IL-6, IL-10, TNF-alpha, และ TGF-beta ในประชากรไทย และ
ความสัมพันธตอผลลัพธของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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วัสด ุและวิธีการ 
 

ระเบียบวิธีวิจัย  

รูปแบบการวิจัยเปน Case-control study 

 

กลุมประชากรท่ีศึกษา 
กลุมตัวอยางจํานวน 359 คนแบงเปน 3 กลุมคือ 
1) คนท่ีเคยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและมีการสราง Anti-HBs (HBV recovery) แลวจํานวน 

132 คน  
2) คนท่ีเคยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและยังคงตรวจพบ HBs antigen นานเกิน 6 เดือน (HBV 

chronic carrier) จํานวน 101 คน  
3) กลุมควบคุม (Control group) ไดจากคนท่ีมีสุขภาพดีท่ีไมเคยติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี ซ่ึง

หมายถึงผูท่ีมีผลตรวจ HBs antigen, Anti-HBs และ Anti-HBc เปนลบจํานวน 126 คน 
โดยท้ังสามกลุมเปนคนเชื้อชาติไทย ท่ีมาบริจาคโลหิต ณ ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ 

สภากาชาดไทย และผานการคัดกรองประวัติการเจ็บปวยจากแบบสอบถามสําหรับคุณสมบัติของผู
บริจาคโลหิตแลว ทําการเก็บตัวอยางซีรั่มท่ีเหลือจากการตรวจ HBs antigen จากงานประจํา มา
ตรวจหา anti-HBs และ anti-HBc โดยวิธี ELISA (Biorad) แลวแยกเปน 3 กลุมตัวอยางขางตน 
 
การสกัด DNA 

นําตัวอยางเลือดท่ีใสสารกันเลือดแข็ง Acid citrate dextrose รายละ 5 ml นํามาสกัด DNA 
โดยวิธี Guanidine thiocyanate ดังข้ันตอนตอไปนี้ 

1. นํา Citrated Blood 5 ml ไปปนท่ีความเร็ว 2,000 g นาน 10 นาที แยกพลาสมาออก 
แลวเติม Cell lysis buffer 5 ml แลว mix โดยใช vortex แลวนําไปปนอีกครั้งแลวท้ิง 
Supernatant ทําซํ้า 3 ครั้งหรือจนกระท่ังไมเห็นสีแดงของเม็ดเลือดแดงท่ี pellet 

2. เติม Protienase K 1.5 µl แลว mix โดยใช Brief vortex แลว Incubate 55 oC นาน 
3-6 ชั่วโมงจากนั้นนําหลอดตัวอยางออกมาไวท่ีอุณหภูมิหอง 

3. ทําการตกตะกอนโปรตีนโดยเติม Protein precipitation solution 100 µl ลงใน Cell 
lysate  แลว mix โดยใช vortex 10-20 วินาที ปนท่ีความเร็วสูง 13,000 rpm นาน 5 นาที ดูด 
supernatant ใส Microcentrifuge tube 1.5 ml หลอดใหม 

4. ทําการตกตะกอน DNA โดยเติม Isopropanol 300 µl แลว Mix แบบ Invert เบาๆ 50 
ครั้ง ปน 13,000 rpm นาน 5 นาที เท Supernatant ท้ิง 

5. ทําการลาง DNA โดยเติม 70% Ethanol แลว Invert tube หลายๆครั้ง ปน 13,000 
rpm นาน 5 นาที แลวเทสวน Supernatant ท้ิง ทําใหแหงดวยอากาศโดยเปดฝาหลอดท้ิงไวขามคืน 

6. ละลาย DNA โดยเติม 1X TE 100 µl แลว ตั้งไวท่ีอุณหภูมิหองขามคืน จากนั้นเก็บ DNA 
ท่ี -20 oC   
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การตรวจหาความหลากหลายของยีน IL-10, TNF-alpha, IFN-gamma, IL-6, TGF-beta 
 

1. ทําการออกแบบ primer โดยใชลําดับนิวคลิโอไทดอางอิง ดังตาราง 1 
 
ตาราง 1 ลําดับนิวคลิโอไทดอางอิงของยีน IL-10, TNF-alpha, IFN-gamma, IL-6, TGF-beta 
ยีน Accession number 
IL-10 NG_012088 
TNF-alpha NT_007592.15 
IFN-gamma NG_015840.1 
IL-6 NG_011640.1 
TGF-beta NG_013364 
 

2. ทําการตรวจ SNP ของยีน IL-10, TNF-alpha, IFN-gamma, IL-6, TGF-beta รวม 9 
ตําแหนงโดยวิธี Polymerase chain reaction sequence specific primer (PCR-SSP) ในกลุม
ตัวอยาง โดยใช primer ดังตารางท่ี 2 โดยใชไพรเมอรจากยีนท่ีเปน internal control ดังตารางท่ี 3  

 
ตารางท่ี 2 Primer สําหรับการทํา PCR เพ่ือตรวจ SNPs ท้ัง 9 ตําแหนง 

Gene Polymorphism Primer 
name  

Primer sequence (5’…3’) Product  

IL-10 -1082 A/G IL1003 F: CTAAGGCTTCTTTGGGAA 579 bp 
IL1004 F: CTAAGGCTTCTTTGGGAG 
IL1002 R : GGTGGGCTAAATATCCTC 

-819 T/C IL1013 F: AACTGGCTCCCCTTACCT 382 bp 

IL1005 R : AAACTGAGGCACAGAGATA 
IL1006 R : AAACTGAGGCACAGAGATG 

-592A/C IL1014 F: ATCCAAGACAACACTACTAA 541 bp 

IL1007 R : AGACTGGCTTCCTACAGT 
IL1008 R : AGACTGGCTTCCTACAGG 

TNF-alpha -308 G/A TNF08 F: AGGTTTTGAGGGGCATGG 182 bp 

TNF03 F: AGGTTTTGAGGGGCATGA 

TNF04 R : CTCGGTTTCTTCTCCATCG 

-238 G/A TNF01 F: TCAAGCCTGCCACCAAGC 327 bp 

TNF06 R : TCCCCATCCTCCCTGCTCC 

TNF07 R : TCCCCATCCTCCCTGCTCT 
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Gene Polymorphism Primer 
name  

Primer sequence (5’…3’) Product  

IFN-gamma +874 A/T IFN03 F: TTATNCTTACAACACAAAATC        
A AATCA 

267 bp 

IFN04 F : TTATNCTTACAACACAAAATC A 
AATCT 

IFN05 R : TCAACAAAGCTGATACTCCA 
IL-6 -174 C/G IL601 R: GAG CTT CTC TTT CGT TCC 230 bp 

IL602 F: CCT AGT TGT GTC TTG CC 
IL603 F : CCC TAG TTG TGT CTT GCG 

TGF-beta -509 T/C TGF08
T 

F: TCCTGACCCTTCCATCCT 207 bp 

TGF09
C 

F : TCCTGACCCTTCCATCCC 

TGF05 R : GTCACCAGAGA AAGAGGAC 
+869 T/C TGF01 F: TCCGTGGGATACTGAGACAC 233 bp 

TGF02 R : ACAGCAGCGGTAGCAGCA 
TGF03 R : ACAGCAGCGGTAGCAGCG 

 
ตารางท่ี 3 Internal control primer สําหรับการตรวจ SNPs ของยีนตางๆ 

Gene Internal control 
for SNPs of 

Primer name; Primer sequence (5’…3’)  Product 

Human 
actin 

IL-10, 
TNF-alpha 

Actin 1: CTA ACA CTG GCT CGT GTG ACA AG 751 bp 
Actin 2: CAT GCC TGA GAG GGA AAT GAG 

Human 
growth 
hormone 

IFN-gamma, 
IL-6, 
TGF-beta 

HGH 3: GCCTTCCCAACCATTCCCTTA 429 bp 
HGH 4: TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 

 
ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวม 13 µl สวนผสมแสดงดังตารางท่ี 4 โดยแตละตําแหนงของ 

SNP จะทําปฏิกิริยา 2 หลอดซ่ึงตรวจหาอัลลีลท่ีตางกัน โดยสวนผสมจะตางกันท่ีไพรเมอรจําเพาะ
กับลัลลีลเทานั้น  
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ตารางท่ี 4 แสดงสวนผสมของ PCR reaction สําหรับการตรวจหา SNP 
Component Volume  

(13 µl) 
Final concentration 

 
10xPCR buffer 1.30 µl 1X 
50 mM MgCl2 0.52 µl 2.0 mM 
10 mM dNTP 0.26 µl 0.2 mM 
10 µM Forward SNP 
Primer 

0.50 µl 0.38 µM 

10 µM Reverse SNP Primer 0.50  µl 0.38 µM 
10 µM Forward internal  
control Primer 

0.13 µl 0.1 µM 

10 µM Reverse internal 
control Primer 

0.13 µl 0.1 µM 

5U/µl Taq polymerase 0.05  µl 0.5 U 
100 ng/µl DNA 1.00  µl 100 ng 
DW Add to 13 µl  

 
ทําปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง Thermocycler (TECHNE UK. รุน TC412, UK) ใช PCR 

profile ดังตารางท่ี 5 
 
ตารางท่ี 5 แสดง PCR profile สําหรับทํา PCR สําหรับการตรวจหา SNP 

Step Temperature (oC) Time Number of cycles 
Initial Denaturing 95 5 นาที 1 
Denaturing 95 30 วินาที  

 
35 Annealing 

65 สําหรับรอบท่ี 1-5 
62 สําหรับรอบท่ี 6-25 
55 สําหรับรอบท่ี 26-35 

30 วินาที 

Extension 72 45 วินาที 
Final Extension 72 10 นาที 1 
Holding 25 ∞ - 

 
ตรวจสอบ PCR product โดยทํา gel electrophoresis โดยใชความเขมขน Agarose 2% 

ใน 0.5X TBE buffer ใชเครื่อง Gel electrophoresis (COSMOB10 รุน IMR-001, USA) ภายใต
กระแสไฟฟา 135 โวลท เวลา 30 นาที ยอมเจลดวย 0.5 µg/ml Ethidium bromide เปนเวลา 5 
นาที นําแผนเจลท่ียอมเสร็จแลวไปดู PCR product ภายใตแสง UV 
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3. ยืนยันผลอัลลีลละอยางนอย 2 รายโดยการหาลําดับนิวคลิโอไทด โดยการทํา PCR ให
ครอมตําแหนงท่ีเกิด SNP โดยใชไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 6 จากนั้นจึงทําการ purify PCR 
product โดยใช Gel/PCR DNA fragment extraction kit (RBC Bioscience, Taiwan) และสง
ตรวจเพ่ือหาลําดับนิวคลิโอไทด  
 
ตารางท่ี 6 Primer สําหรับการทํา PCR เพ่ือตรวจลําดับนิวคลิโอไทด 
Gene, 
position 

Primer name  Primer Sequences (5’…3’) Product 

IL-10 IL1001 F : GAAGTCCTGATGTCACTG 724 bp 
IL1002 R : GGTGGGCTAAATATCCTC 

TNF-alpha TNF01 F : TCAAGCCTGCCACCAAGC 582 bp 
TNF02 R : GTCCTCTGCTGTCCTTGC 

IFN-gamma IFN02 F : ATGATTCTGGCTAAGGAATG 525 bp 
 IFN06 R : ACTCCAAAGGTCCCAAAAACTA 

IL-6 IL605 F : G TTG TCA AGA CAT GCC AAA 
GTG CGG AG 

344 bp 

 IL601 R : GAG CTT CTC TTT CGT TCC 
TGF-beta 
-509 

TGF04 F : CAGACTCTAGAGACTGTCAG 418 bp 
TGF05 R : GTCACCAGAGA AAGAGGAC 

TGF-beta 
+869 

TGF06 F : CCTCCCCACCACACCAG 268 bp 
TGF07 R : CGGCACCTCCCCCTGGCTCG  

 
การวิเคราะหผลทางสถิติ 

1. วิเคราะหผลโดยการหา allele frequency, phenotype frequency และ haplotype 
frequency โดย direct counting หาความสัมพันธโดย Odds ratio และเปรียบเทียบความแตกตาง
ของ 2 กลุมโดย Chi square test จากโปรแกรม Epi Info version 6 

2. วิเคราะหคา Hardy-Weinberg equilibrium โดย Chi square test จากโปรแกรม 
OEGE – Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies 
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ผลการวิจัย 
 
 กลุมตัวอยางประชากรท่ีนํามาศึกษานี้มีลักษณะขอมูลแสดงดังตารางท่ี 7 จากการวิเคราะห
การกระจายของเพศระหวางกลุมพบวามีความความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (<0.001) สวนการ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของอายุระหวางกลุมพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p=0.179) 
 
ตารางท่ี 7 คุณลักษณะกลุมตัวอยางประชากรท่ีศึกษา 
Characteristics Chronic HBV infection 

(%)  
N = 101 

Recovery from HBV 
infection (%)  
N =132 

Healthy control 
(%) 
N= 126 

Sex 
    Female 
    Male 
Age (y) 
    Mean ± SD 
    Range 

 
    39 (38.6) 
    62 (61.4) 
 
    34.2 ± 8.6 
    19-58 

 
    62 (46.8) 
    70 (53.2) 
 
    40.2 ± 9.8 
    21-59 

 
88 (69.8) 
38 (30.2) 
 
36.1 ± 9.2 
19-60 

 
  

ความถ่ีอัลลีลและจีโนไทปของ SNP ท้ัง 9 ตําแหนงของผูท้ัง 3 กลุมตัวอยางแสดงดังตารางท่ี 
8-12 สวนผลการวิเคราะหความสัมพันธกับความเสี่ยงของการติดเชื้อและผลลัพธของการติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบบีแสดงดังตารางท่ี 13 การวิเคราะหตามความถ่ีแฮพโพลทัยปและความสัมพันธกับผลลัพธ
ของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี แสดงดังตารางท่ี 14 และ 15 ตามลําดับ  
 
  



ตารางท่ี 8 แสดงการกระจายความถี่ของ Allele และ genotype ของยีน IL-10 
Cytokine SNP Chronic 

HBV 
infection  
n (%)  

Recovery 
from HBV 
infection  
n (%)  

Healthy 
control 
n (%) 

Total 
n (%) 

HWE 

χ 2* 

IL-10 -1082 
Genotypes 
AA 
GA 
GG 
Alleles 
A 
G 

 
 
84 (84.0) 
16 (16.0) 
0 
 
184 (92.0) 
16 (8.0) 

 
 
116 (87.9) 
15 (11.4) 
1 (2.5) 
 
247 (93.6) 
17 (6.4) 

 
 
121 (96.0) 
5 (4.0) 
0 
 
247 (98.0) 
5 (2.0) 

 
 
321 (89.7) 
36 (10.0) 
1 (0.3) 
 
678 (94.7) 
38 (5.3) 

 
 
0 

IL-10 -819 
Genotypes 
TT 
TC 
CC 
Alleles 
T 
C 

 
 
42 (42.0) 
33 (33.0) 
25 (25.0) 
 
117 (58.5) 
83 (41.5) 

 
 
42  (37.5) 
62 (55.4) 
8 (7.1) 
 
146 (65.2) 
78 (34.8) 

 
 
51 (41.5) 
40 (32.5) 
32 (26.0) 
 
142 (57.7) 
104 (42.3) 

 
 
135 (40.3) 
135 (40.3) 
65 (19.4) 
 
504 (60.4) 
265 (39.6) 

 
 
8.28 

IL-10 -592 
Genotypes 
AA 
CA 
CC 
Alleles 
A 
C 

 
 
46 (45.5) 
31 (30.7) 
24 (23.8) 
 
123 (60.9) 
79 (39.1) 

 
 
49 (43.4) 
53 (46.9) 
11 (9.7) 
 
151 (66.8) 
75 (33.2) 

 
 
70 (55.1) 
38 (29.9) 
19 (15.0) 
 
178 (70.1) 
76 (29.9) 

 
 
165 (48.4) 
122 (35.8) 
54 (15.8) 
 
452 (66.3) 
230 (33.7) 

 
 
13.59 

*χ2 >3.84 มีคา p value <0.05, *χ2 >6.63 มีคา p value <0.01, *χ2 >7.88 มีคา p value 

<0.005, *χ2 >10.83 มีคา p value <0.001 
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ตารางท่ี 9 แสดงการกระจายความถี่ของ Allele และ genotype ของยีน TNF-alpha 
Cytokine SNP Chronic 

HBV 
infection  
n (%)  

Recovery 
from HBV 
infection  
n (%)  

Healthy 
control 
n (%) 

Total 
n (%) 

HWE 

χ 2* 

TNF-α -308 
Genotypes 
GG 
GA 
AA 
Alleles 
G 
A 

 
 
81 (81.99) 
20 (18.02) 
0 
 
182 (90.1) 
20 (9.9) 

 
 
73 (72.3) 
26 (25.7) 
2 (2.0) 
 
172 (85.1) 
30 (14.9) 

 
 
71 (85.5) 
12 (14.5) 
0  
 
154 (92.8) 
12 (7.2) 

 
 
225 (78.9) 
58 (20.4) 
2 (0.7) 
 
508 (89.1) 
62 (10.9) 

 
 
0.7 

TNF-α -238 
Genotypes 
GG 
GA 
AA 
Alleles 
G 
A 

 
 
95 (93.1) 
7 (6.9) 
0 
 
197 (96.6) 
7 (3.4) 

 
 
86 (88.7) 
11 (11.3) 
0 
 
183 (94.3) 
11 (5.7) 

 
 
76 (91.6) 
7 (8.4) 
0 
 
159 (95.8) 
7 (4.2) 

 
 
257 (91.1) 
25 (8.9) 
0 
 
539 (95.6) 
25 (4.4) 

 
 
0.61 

*χ2 >3.84 มีคา p value <0.05, *χ2 >6.63 มีคา p value <0.01, *χ2 >7.88 มีคา p value 

<0.005, *χ2 >10.83 มีคา p value <0.001 
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ตารางท่ี 10 แสดงการกระจายความถี่ของ Allele และ genotype ของยีน IFN-gamma 
Cytokine SNP Chronic 

HBV 
infection  
n (%)  

Recovery 
from HBV 
infection  
n (%)  

Healthy 
control 
n (%) 

Total 
n (%) 

HWE 

χ 2* 

IFN-γ +874 
Genotypes 
AA 
AT 
TT 
Alleles 
A 
T 

 
 
60 (59.4) 
34 (33.7) 
7 (6.9) 
 
154 (76.2) 
48 (23.8) 

 
 
67 (55.4) 
47 (38.8) 
7 (5.8) 
 
181 (74.8) 
61 (25.2) 

 
 
48 (57.8) 
23 (27.7) 
12 (14.5) 
 
119 (71.7) 
47 (28.3) 

 
 
175 (57.4) 
104 (34.1) 
26 (8.5) 
 
454 (74.4) 
156 (25.6) 

 
 
3.32 

*χ2 >3.84 มีคา p value <0.05, *χ2 >6.63 มีคา p value <0.01, *χ2 >7.88 มีคา p value 

<0.005, *χ2 >10.83 มีคา p value <0.001 
 
 

ตารางท่ี 11 แสดงการกระจายความถี่ของ Allele และ genotype ของยีน IL-6 
Cytokine SNP Chronic 

HBV 
infection  
n (%)  

Recovery 
from HBV 
infection  
n (%)  

Healthy 
control 
n (%) 

Total 
n (%) 

HWE 

χ 2* 

IL-6 -174 
Genotypes 
GG 
GC 
CC 
Alleles 
G 
C 

 
 
98 (99.0) 
1 (1.0) 
0 
 
197 (99.5) 
1 (0.5) 

 
 
82 (99.8) 
1 (1.2) 
0 
 
165 (99.4) 
1 (0.6) 

 
 
96 (97.0) 
3 (3.0) 
0 
 
195 (98.5) 
3 (1.5) 

 
 
276 (98.2) 
5 (1.8) 
0 
 
557 (99.1) 
5 (0.9) 

 
 
0.02 

*χ2 >3.84 มีคา p value <0.05, *χ2 >6.63 มีคา p value <0.01, *χ2 >7.88 มีคา p value 

<0.005, *χ2 >10.83 มีคา p value <0.001 
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ตารางท่ี 12 แสดงการกระจายความถี่ของ Allele และ genotype ของยีน TGF-beta 
Cytokine SNP Chronic 

HBV 
infection  
n (%)  

Recovery 
from HBV 
infection  
n (%)  

Healthy 
control 
n (%) 

Total 
n (%) 

HWE 

χ 2* 

TGF-β -509 
Genotypes 
TT 
TC 
CC 
Alleles 
T 
C 

 
 
30 (34.1) 
45 (51.1) 
13 (14.8) 
 
105 (59.7) 
71 (40.3) 

 
 
29 (26.4) 
60 (54.5) 
21 (19.1) 
 
118 (53.6) 
102 (46.4) 

 
 
29 (29.9) 
54 (55.7) 
14 (14.4) 
 
112 (57.7) 
82 (42.3) 

 
 
88 (29.8) 
159 (53.9) 
48 (16.3) 
 
335 (56.8) 
255 (43.2) 

 
 
2.86 

TGF-β +869 
Genotypes 
TT 
TC 
CC 
Alleles 
T 
C 

 
 
28 (31.8) 
50 (56.8) 
10 (11.4) 
 
106 (60.2) 
70 (39.8) 

 
 
25 (32.5) 
44 (57.1) 
8 (10.4) 
 
94 (61.0) 
60 (39.0) 

 
 
32 (35.2) 
50 (54.9) 
9 (9.9) 
 
114 (62.6) 
68 (37.4) 

 
 
85 (33.2) 
144 (56.3) 
27 (10.5) 
 
314 (61.3) 
198 (38.7) 

 
 
8.84 

*χ2 >3.84 มีคา p value <0.05, *χ2 >6.63 มีคา p value <0.01, *χ2 >7.88 มีคา p value 

<0.005, *χ2 >10.83 มีคา p value <0.001 
 

  



ตาราง 13 ความสัมพันธระหวาง SNP แตละตําแหนงกับการติดเช้ือผลลัพธของการติดเช้ือ HBV 
Cytokine SNP Chronic vs. recovery from HBV 

infection 
Chronic HBV infection vs. 
healthy control 

Odds ratio (95% CI) P value Odds ratio (95% CI) P value 
IL-10 -1082 
Genotypes 
GG+GA/AA 
Alleles 
G/A 

 
 
1.47 (0.65-3.35) 
 
1.26 (0.59-2.71) 

 
 
0.315 
 
0.517 

 
 
4.61 (1.51-15.03) 
 
4.30 (1.44-13.67) 

 
 
0.002* 
 
0.003* 

IL-10 -819 
Genotypes 
CC+CT/TT 
Alleles 
C/T 

 
 
4.43 (1.74-11.11) 
 
3.13 (1.57-8.55) 

 
 
<0.001* 
 
0.011* 

 
 
0.98 (0.55-1.73) 
 
0.97 (0.65-1.44) 

 
 
0.936 
 
0.869 

IL-10 -592 
Genotypes 
CC/CA+AA 
Alleles 
C/A 

 
 
2.89 (1.21-6.73) 
 
1.29 (0.85-1.96) 

 
 
0.006* 
 
0.202 

 
 
1.77 (0.86-3.65) 
 
1.50 (1.00-2.26) 

 
 
0.091 
 
0.040* 

TNF-α -308 
Genotypes 
GG/GA+AA 
Alleles 
G/A 

 
 
1.55 (0.77-3.15) 
 
1.59 (0.84-3.03) 

 
 
0.186 
 
0.131 

 
 
0.68 (0.29-1.60) 
 
0.71 (0.31-1.58) 

 
 
0.341 
 
0.365 

TNF-α -238 
Genotypes 
GG/GA+AA 
Alleles 
G/A 

 
 
1.74 (0.59-5.23) 
 
1.69 (0.59-4.95) 

 
 
0.271 
 
0.283 

 
 
1.25 (0.37-4.18) 
 
1.24 (0.38-4.02) 

 
 
0.688 
 
0.693 

IFN-γ +874 
Genotypes 
AA/AT+TT 
Alleles 
A/T 

 
 
1.18 (0.67-2.09) 
 
1.08 (0.68-1.71) 

 
 
0.545 
 
0.725 

 
 
1.07 (0.38-4.02) 
 
1.27 (0.77-2.08) 

 
 
0.829 
 
0.321 
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ตาราง 13 (ตอ) 
Cytokine SNP Chronic vs. recovery from HBV 

infection 
Chronic HBV infection vs. 
healthy control 

Odds ratio (95% CI) P value Odds ratio (95% CI) P value 
IL-6 -174 
Genotypes 
GG/GC+CC 
Alleles 
G/C 

 
 
1.20 (0.0-44.48) 
 
1.19 (0.0-43.99) 

 
 
1.000 
 
1.000 

 
 
3.06 (0.26-77.78) 
 
3.03 (0.28-76.25) 

 
 
0.621 
 
0.623 

TGF-β -509 
Genotypes 
TT/TC+CC 
Alleles 
T/C 

 
 
1.44 (0.75-2.79) 
 
1.28 (0.84-1.95) 

 
 
0.237 
 
0.230 

 
 
1.21 (0.62-2.36) 
 
1.08 (0.70-1.67) 

 
 
0.541 
 
0.707 

TGF-β +869 
Genotypes 
TT/TC+CC 
Alleles 
T/C 

 
 
0.97 (0.48-1.97) 
 
0.97 (0.61-1.54) 

 
 
0.929 
 
0.880 

 
 
0.86 (0.44-4.68) 
 
0.90 (0.58-1.41) 

 
 
0.635 
 
0.639 

*p<0.05 
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ตาราง 14 การกระจายความถี่แฮพโพลทัยป IL-10 และ TNF-α 
Haplotype 
 

Chronic HBV 
infection  
n (%)  

Recovery from 
HBV infection  
n (%)  

Healthy 
control 
n (%) 

Total 
n (%) 

IL-10 
(-1082, -819, -592) 
ATA 
ACC 
GCC 
ACA 
ATC 
GCA 

 
 
109 (54.5) 
61 (30.5) 
14 (7.0) 
8 (4.0) 
6 (3.0) 
2 (1.0) 

 
 
149 (62.6) 
48 (20.2) 
17 (7.1) 
15 (6.3) 
9 (3.8) 
0 

 
 
135 (55.3) 
62 (25.4) 
5 (2.1) 
36 (14.75) 
6 (2.5) 
0 

 
 
393 (57.6) 
171 (25.1) 
36 (5.3) 
59 (8.7) 
21 (3.1) 
2 (0.3) 

TNF−α 
(-308, -238) 
GG 
AG 
GA 
AA 

 
 
178 (87.3) 
19 (9.3) 
5 (2.1) 
2 (1.0) 

 
 
177 (81.2) 
29 (13.3) 
8 (3.7) 
4 (1.8) 

 
 
147 (88.6) 
11 (6.6) 
7 (4.2) 
1 (0.6) 

 
 
502 (85.4) 
59 (10.0) 
20 (3.4) 
7 (1.2) 
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ตาราง 15 ความสัมพันธระหวางความถี่แฮพโพลทัยป IL-10 กับผลลัพธของการติดเช้ือ HBV 
Haplotype 
 

Chronic vs. recovery from HBV 
infection 

Chronic HBV infection vs. 
healthy control 

Odds ratio (95% CI) P value Odds ratio (95% CI) P value 
IL-10 
(-1082, -819, -592) 
ATA 
ACC 
GCC 
ACA 
ATC 
ACC+GCC 

 
 
Reference 
1.57 (0.97-2.54) 
1.02 (0.45-2.29) 
0.66 (0.25-1.73) 
0.83 (0.25-2.63) 
1.43 (0.92-2.22) 

 
 
 
0.0498* 
0.959 
0.361 
0.724 
0.093 

 
 
Reference 
1.22 (0.77-1.93) 
3.47 (1.12-11.41) 
0.28 (0.11-0.65) 
1.24 (0.34-4.48) 
1.39 (0.90-2.15) 

 
 
 
0.372 
0.015* 
<0.001* 
0.717 
0.122 

TNF−α 
(-308, -238) 
GG 
AG+GA+AA 

 
 
Reference 
0.63 (0.36-1.11) 

 
 
 
0.089 

 
 
Reference 
1.13 (0.58-2.22) 

 
 
 
0.704 

*p<0.05 
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วิจารณและสรุป 
 
 กลุมตัวอยางประชากรท่ีศึกษาครั้งนี้ท้ัง 3 กลุมมีอายุเฉลี่ยไมแตกตางกันแตมีเพศท่ีแตกตาง
กัน โดยพบวากลุมท่ีมีการติดเชื้อท้ังติดเชื้อแบบเรื้อรังและหายจากการติดเชื้อแลวมีสัดสวนเพศชาย
มากกวาเพศหญิง ขณะท่ีผูไมติดเชื้อ HBV มีสัดสวนผูหญิงมากกวาเพศชายท้ังนี้อาจเนื่องจาก
พฤติกรรมเสี่ยงตอการติดเชื้อแตกตางกัน เชน พฤติกรรมทางเพศสัมพันธ เปนตน 
 การตรวจ SNP ท้ัง 5 ยีน รวม 9 ตําแหนงโดยวิธี PCR-SSP ท่ีพัฒนาข้ึนในสําหรับการศึกษานี้
มีความนาเชื่อถือ นั่นคือใหขนาด PCR product ท่ีถูกตอง ชัดเจน และมีความจําเพาะ เม่ือตรวจ
ยืนยันดวยการสงตรวจลําดับนิวคลิโอไทด ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานก็พบวาใหผลท่ีตรงกัน 
  กลุมประชากรท่ีศึกษาครั้งนี้มีการกระจายความถ่ีของอัลลีลไมไดเปนไปตามกฎของ Hardy-
Weinberg Equilibrium ทุกตําแหนงอาจเนื่องจากเปนการคัดเลือกตาม HBV marker ท่ีกําหนดไว
ไมไดเลือกแบบสุมท้ังหมด 

ผลของความถ่ีอัลลีล จีโนไทปและแฮพโพลทัยปของกลุมตัวอยางรวมมีความสอดคลองและ
ใกลเคียงกับการศึกษากอนหนานี้ในประชากรไทย (22) ซ่ึงแตกตางจากประชากร Caucasian, 
African, Chinese และ Japanese จึงเปนท่ีนาสนใจวาความแตกตางทางพันธุกรรมนี้อาจเปนสาเหตุ
หนึ่งท่ีทําใหความไวหรืออุบัติการณการเกิดโรคบางชนิดมีความแตกตางกัน รวมถึงผลลัพธของการติด
เชื้อท่ีแตกตางกัน 
 จากผลการวิเคราะหความสัมพันธกับผลลัพธของการติดเชื้อ  HBV พบวา SNP ของยีน IL-
10 ณ ตําแหนง  -1082 G/T พบวาอัลลีล G และจีโนทัยป GG+GA มีความสัมพันธแบบเพ่ิมความ
เสี่ยงของการติดเชื้อแบบเรื้อรังเม่ือเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงไมมีการติดเชื้อ HBV ในขณะท่ีตําแหนง -
819 C/T พบวาอัลลีล C และจีโนทัยป CC+CT มีความสัมพันธแบบเพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อ
แบบเรื้อรังเม่ือเทียบกับกลุมท่ีหายจากการติดเชื้อและมีภูมิคุมกัน นอกจากนี้ยังพบวาตําแหนง -592 
C/A พบวาอัลลีล C และจีโนทัยป CC มีความสัมพันธแบบเพ่ิมความเสี่ยงของการติดเชื้อแบบเรื้อรัง
เม่ือเทียบกับกลุมคนไมติดเชื้อและคนท่ีหายจากการติดเชื้อและมีภูมิคุมกันตามลําดับ ซ่ึง SNP ท้ัง 3 
ตําแหนงขางตนลวนเปนลัลลีลท่ีมีการแสดงออกของ IL-10 ระดับสูง (14-16)   ดังนั้น SNP ท่ีเกิดข้ึนนี้
อาจเก่ียวของกับการทําใหเกิดการติดเชื้อ HBV เรื้อรัง เนื่องจาก IL-10 มีฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน ทํา
ใหเซลลติดเชื้อไมถูกกําจัดโดยระบบภูมิคุมกันของรางกายทําใหเชื้อเจริญตอไปได และเกิดการติดเชื้อ
เรื้อรังในท่ีสุด เม่ือวิเคราะหแบบแฮพโพลทัยป พบวาความถ่ีใกลเคียงกับการศึกษาในคนไทยกอนหนา
นี้ (22) ซ่ึงแตกตางจากประชากร Caucasian, African, Mexican และ Chinese และพบวา ACA ซ่ึง
เปนแฮพโพลทัยปซ่ึงไมมีรายงานในประชากรอ่ืน ยกเวนในคนไทยเทานั้น มีขอดีคือมีความสัมพันธ
แบบลดการติดเชื้อแบบเรื้อรัง เม่ือเทียบกับแฮพโพลทัยป ATA ซ่ึงเปนแฮพโพลทัยปท่ีมีการแสดงออก
ของ IL-10 ระดับต่ําสุด ขณะท่ี ACA มีการแสดงออกระดับปานกลาง จึงอาจเปนการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันท่ีพอเหมาะเนื่องจาก IL-10 ทําหนาท่ีรักษาสมดุลของ Th1 & Th2 response นอกจากนี้
การศึกษานี้ยังพบวาแฮพโพลทัยป GCC และ ACC มีความสัมพันธกับการติดเชื้อ HBV แบบเรื้อรังเม่ือ
เทียบกับคนปกติไมติดเชื้อและคนท่ีติดเชื้อแตหายจากการติดเชื้อตามลําดับ ซ่ึงท้ังสองแฮพโพลทัยปนี้
เปนชนิดท่ีมีการแสดงออกสูงดังนั้นจึงมีผลตอการกดภูมิคุมกันได 
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การวิเคราะห SNP ของยีน TNF-α, IFN-γ, IL-6 และ TGF-β พบวาไมมีความสัมพันธกับ
ผลลัพธของการติดเชื้อ HBV ท้ังการวิเคราะหแบบความถ่ีอัลลีล จีโนทัยป และแฮพโพลทัยป ดังนั้น
จากการศึกษานี้จึงสรุปวา IL-10 มีบทบาทสําคัญตอผลลัพธของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
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Output ที่ไดจากโครงการ 
 

โครงการนี้ไดจัดแบงใหนิสิตระดับปริญญาตรีไดทําในรายวิชาโครงงานเทคนิคการแพทย 
จํานวนท้ังสิ้น 4 โครงงาน และวิทยานิพนธสําหรับนิสิตปริญญาโทอีก 1 เรื่อง รายละเอียดดังนี้ 

 
โครงงาน/วิทยานิพนธ นิสิตผูทําวิจัย ปท่ีสําเร็จการศึกษา 
1. ความหลากหลายของยีน 

Interleukin-10 ในคนไทยท่ีมี
สุขภาพดี 

1. นายมาณพ    แสนสุข 
2. นายวทัญู    อุปปง 
3. นายภัคพล    วงคไชยา 

2554 

2. ความหลากหลายของยีน 

Tumor necrosis factor-α 
ในคนไทยสุขภาพดี 

1. น.ส.ฐิติมา     สัมพันธอภัย 
2. น.ส.สธุาสินี    พินิจกรรณ 
3. น.ส.ฬุริยา      สุวรรณพฤกษ 

2554 

3. ความสัมพันธของความ
หลากหลายทางพันธุกรรม ของ

ยีน IFN-γ ณ ตําแหนง +874 
(T/A) กับผลลัพธของการติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบี 

1. นายนพดล ชางนอย 
2. น.ส.ประภาศรี วิญญารักษ 
3. น.ส.อัจฉราวี แกวเพ็ญพันธุ 

2555 

4. ความสัมพันธของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีน อินเตอรลิวกิน-6 ณ 
ตําแหนง -174 (G/C) กับ
ผลลัพธของการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี 

1. นายภัทร  จันทาพูน 
2. น.ส.วราภรณ ยงทอง 
3. น.ส.ศรัญญา  หอมแกนจันทร 

2556 

5. ความสัมพันธของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีน อินเตอรลิวกิน-10 อินเตอร
เฟอรอน-แกมมา และทูเมอรเร
โครซิสแฟคแตอร-อัลฟากับ
ผลลัพธของการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี 

1. นายปญญา ถุนนอก คาดวา 2556 

 
โครงงานลําดับท่ี 1 ถึง 4 ไดสงรูปเลมโครงงานฉบับสมบูรณแลวและไดนําเสนอผลงานใน

รูปแบบโปสเตอรในงานแสดงโปสเตอรของนิสิตคณะสหเวชศาสตรซ่ึงจัดเปนประจําทุกป สวนลําดับท่ี 
5 อยูระหวางการตรวจรูปเลมวิทยานิพนธและการเขียนตนฉบับเพ่ือตีพิมพเผยแพร 

ไดวิธีการตรวจ SNP สําหรับไซโตไคนดวยวิธี PCR-SSP ซ่ึงสามารถนําไปศึกษาในโรคอ่ืนได
ตอไป 
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ภาคผนวก 
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การเตรียมสารเคมี 
1. Cell lysis buffer 

100 mM NaCl        0.5844  กรัม 
100 mM Tris-Cl pH 8.0      1.211 กรัม 
25 mM EDTA pH 8.0      0.9306  กรัม 
0.5% SDS       0.50 กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร      100 มิลลิลิตร 

2. Protein precipitation solution 
4 M Guanidine Thiocycnate     23.63 กรัม 
0.1 M Tris-Cl (pH 7.5)      0.61 กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร      50 มิลลิลิตร 

3. Proteinase K (20 mg/ml) 
Proteinase K       4  มิลลิกรัม 
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร      200 ไมโครลิตร 

4. 70% Ethanol 
Absolute Ethanol      35 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น        15 มิลลิลิตร 

5. 1X TE, pH 8.0  
Tris-Cl        0.061 กรัม 
EDTA        0.018 กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร      50 มิลลิลิตร 

6. 6X Gel loading buffer 
Bromphenol blue (BPB)      0.025 กรัม 
Glycerol        5  มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น        5 มิลลิลิตร 

7. 5X TBE buffer (pH 8.0) 
Tris-Cl        54 กรัม 
Boric acid       27.5 กรัม 
0.5 M EDTA (pH 8.0)      40 มิลลิลิตร 
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร      1,000 มิลลิลิตร 

8. 2% Agarose gel 
Agarose gel       2 กรัม 
0.5X TBE buffer      100  มิลลิลิตร 
 


