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การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีส าคญัของการเกิดโรคตบัอกัเสบเฉียบพลนัและโรคตบั
อกัเสบเร้ือรัง ประชากรทัว่โลกมากกวา่  2,000 ลา้นคน มีประวติัการติดเช้ือ หรือติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี  และ
ประมาณ 99 % ของผูท่ี้ติดเช้ือหายขาดจากโรค ส่วนอีกประมาณ 09  % ไม่สามารถก าจดัไวรัสไดแ้ละพฒันาไป
เป็นโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังซ่ึงส่วนมากจะพบในภูมิภาคเอเชียและแอฟริกา  ส าหรับประเทศไทยก็เป็น
ประเทศหน่ึงในภูมิภาคเอเชียแปซิฟิกท่ียงัคงมีการระบาดของโรคไวรัสตบัอกัเสบบี สาเหตุของการเกิดโรคมา
จากหลายปัจจยั ไดแ้ก่ เช้ือไวรัส สภาพแวดลอ้ม และพนัธุกรรมของผูป่้วย  จากการศึกษาในครอบครัวชาวจีน
ไตห้วนัและการศึกษาทางดา้นระบาดวิทยาของโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังในชุมชนท่ีมีความแตกต่างกนัของ
เช้ือชาติ สนับสนุนว่า ปัจจยัทางพนัธุกรรมเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการเกิดโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง  ดงันั้น 
ผูว้จิยัจึงศึกษาความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายของยนี IFNAR2 และ IL01RB  ในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรัง 227 คน โดยแบ่งเป็นกลุ่มผูป่้วยท่ีพฒันาเป็นมะเร็งตบั 100 คน และผูป่้วยท่ีไม่ไดพ้ฒันาไปเป็นมะเร็งตบั 
127 คน ส าหรับกลุ่มควบคุมประกอบดว้ย ผูท่ี้มีสุขภาพดี 150 คน และกลุ่มท่ีมีการติดเช้ือชัว่คราวและสามารถ
ก าจดัเช้ือได ้170 คน   ในการศึกษาน้ีวิเคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส-   เอนไซมต์ดั
จ าเพาะ  ผลการศึกษาพบวา่ อลัลีล C ของต าแหน่ง IFNAR2 - F8S มีการเพ่ิมข้ึนในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดีอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ [OR (95% CI) = 3.31 (2.11-5.21), 
P = 6.214 × 10-9และ Pc = 1.864 × 10-8] ซ่ึงผลอลัลีลน้ีมีลกัษณะการถ่ายทอดแบบยีนเด่น จากการเปรียบเทียบ  
จีโนไทป์ CC และ CT กบั TT ไดค้่า odd ratio = 4.02 (P = 4.631 × 10 -9และ PC = 1.389 × 10 -8) นอกจากน้ี จีโน
ไทป์ AA ของยีน IL10RB - K47E  พบวา่ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง เม่ือเทียบกบั
ผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือชัว่คราวและสามารถก าจดัเช้ือได ้P = 0.006 , PC = 0.018 และ OR = 0.45  ส าหรับการ
วเิคราะห์แฮพโพไทป์พบวา่แฮพโพไทป์ CA และ CG มีความสัมพนัธ์กบัโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังเม่ือเทียบ
กบักลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพดี (P = 0.014, OR = 6.84  และ P = 0.002, OR = 3.75 ตามล าดบั) การศึกษาคร้ังน้ี 
แสดงให้เห็นวา่ความหลากหลายท่ีต าแหน่ง IFNAR2 - F8S อาจจะเก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรัง และจีโนไทป์ AA ของต าแหน่ง IL10RB - K47E อาจมีส่วนป้องกนัการด าเนินของโรค อยา่งไรก็ตาม ควร
ศึกษาโดยใชข้นาดของกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนเพ่ือยนืยนัผลการศึกษาน้ี 
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The hepatitis B virus infection is a major cause of acute liver diseaseand chronic hepatitis. More 
than 2000 million people around the world who have a history of infection or hepatitis B virus infection, 
approximately 90% of those infected with the disease cured. The other 10% cannot eliminate the virus and 
have developed a chronic hepatitis B. The majority of the population is in Asia and Africa. For Thailand is  
one country in Asia - Pacific is still an epidemic of hepatitis B. The causes of disease from several factors, 
including viral, environmental and genetic factors. Studies in family education China, Taiwan and the 
epidemiology of chronic hepatitis B in the community who are of different races have been suggested that 
genetic factor is important in the pathogenesis of chronic hepatitis B virus.Therefore, we investigated the 
effects of two functional polymorphisms, type I interferon receptor 2 gene (IFNAR2)-F8S and interleukin-10 
receptor subunit beta gene (IL10RB)-K47E, on chronic hepatitis B virus (HBV) infection. We included 227 
Thai patients with chronic HBV infection [100 with hepatocellular carcinoma (HCC) and 127 non- HCC], 170 
individuals with self-limited HBV infection and 150 healthy controls. Polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method was used to analyze these two single nucleotide 
polymorphisms (SNPs). In this study, the C allele of IFNAR2-F8S was found to be significantly increased in 
chronic HBV patients when compared with healthy controls [odds ratio, OR (95% confidence interval, CI) 
= 3.31 (2.11-5.21), P = 6.214 × 10-9 and corrected P-value, Pc = 1.864 × 10-8]. The effect of this allele was 
similar to that of an autosomal dominant gene in the presence of CC and CT genotype, when compared to TT 
with an OR of 4.02 (P = 4.631 × 10-9 and Pc = 1.389 × 10-8). Furthermore, AA genotype of IL10RB-K47E 
was found to be significantly decreased in chronic HBV patients compared with individuals with self-limited 
HBV infection (P = 0.006, Pc= 0.018 and OR = 0.45). For haplotype analysis, we found CA and CG 
haplotypes were associated with susceptibility to chronic HBV (P = 0.014, OR = 6.84 and P = 0.002, 
OR = 3.75, respectively) when compared with healthy individuals. This study suggests that IFNAR2-F8S 
polymorphisms might be involved in the susceptibility to chronic HBV infection. Moreover, AA genotype of 
IL10RB-K47E may provide a protective effect in this disease. However, an association study using a larger 
sample size should be performed to confirm these findings. 
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บทบาทของกลุ่มยนี Class II cytokine receptor ในการเกดิโรค 
และการด าเนินโรคของการติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบีเร้ือรังในประชากรไทย 

 

The Role of Class II cytokine receptor Family in Disease Susceptibility and 
Progression of Chronic Hepatitis B Virus Infection in Thai Population 

 

ค าน า 
 
การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีส าคญัของการเกิดโรคตบัอกัเสบเฉียบพลนั 

(acute hepatitis) และโรคตบัอกัเสบเร้ือรัง (chronic hepatitis) ประชากรทัว่โลกมากกวา่ 2,000 ลา้น
คนมีการติดเช้ือหรือมีประวติัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี ประมาณ 90% ของผูท่ี้ติดเช้ือหายขาดจาก
โรค ส่วนอีกประมาณ 10% ไม่สามารถก าจดัไวรัสไดแ้ละมีการพฒันาไปเป็นโรคไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรังซ่ึงส่วนมากจะเป็นประชากรในภูมิภาคเอเชียและแอฟริกา (Lok and McMahon, 2001) ส าหรับ
ประเทศไทยก็เป็นประเทศหน่ึงในภูมิภาคเอเชียแปซิฟิก ท่ียงัคงมีการระบาดของโรคไวรัสตบัอกัเสบ
บี (Mohamed et al., 2004) นอกจากน้ียงัพบวา่โรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังมีความสัมพนัธ์กบัการเกิด
โรคตบัแข็ง (cirrhosis) และโรคมะเร็งตบั (hepatocellular carcinoma) ซ่ึงน าไปสู่การเสียชีวิตของ
ผูป่้วยประมาณ 1 ลา้นคนต่อปี (Zhang et al., 2008) สาเหตุของการเกิดโรคมาจากหลายปัจจยั ซ่ึง
ได้แก่ เช้ือไวรัส, สภาพแวดล้อม และพนัธุกรรมของผูป่้วย  จากการศึกษาในครอบครัวชาวจีน
ไต้หวนัและการศึกษาทางด้านระบาดวิทยาของโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังในชุมชนท่ีมีความ
แตกต่างกนัของเช้ือชาติสนบัสนุนว่าปัจจยัทางพนัธุกรรมเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการเกิดโรคไวรัสตบั
อกัเสบบีเร้ือรัง (Lin et al., 1989; Kim et al., 2004) มีหลายการศึกษาเพื่อคน้หายีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรค
น้ี โดยพบความสัมพนัธ์ของยีน human leukocyte antigen (HLA) กบัการเกิดโรคไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรังและ/หรือความสามารถในการก าจดัไวรัส HBV (Thursz et al., 1995; Thio et al., 1999; Ahnet 
al., 2000) อย่างไรก็ตาม การศึกษาเม่ือเร็วๆ น้ีเช่ือว่ายีน non-HLA น่าจะเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรค
มากกว่ายีนในกลุ่ม HLA การศึกษา whole genome scan โดยใช้ microsatellite markers ของ 
Frodsham และคณะไดย้ืนยนัความส าคญัของบริเวณโครโมโซมท่ี 21 ท่ีมีการศึกษามาก่อนหน้าน้ี 
(Bayer, Blumberg and Werner, 1968; Runndle, Atkin and Sudell, 1975) โดยพบวา่บริเวณโครโมโซม 
21q22 เป็นบริเวณท่ีมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังในผูป่้วยชาวแกมเบีย (LOD > 
3.16) (Frodsham et al., 2006) โดยบริเวณน้ีเป็นบริเวณของกลุ่มยีน class II cytokine receptor ซ่ึง
ประกอบไปดว้ยยีน type I interferon receptor (IFNAR1 และIFNAR2), interferon-γ receptor 



2 

(IFNGR2) และ interleukin-10 receptor (IL-10RB หรือ IL-10R2) การศึกษาต่อมาไดใ้ช ้DNA marker 
ท่ีละเอียดมากกว่า microsatellites นัน่คือการศึกษา single nucleotide polymorphism (SNP) ในยีน
เหล่าน้ี ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาต่างๆยงัให้ผลท่ีแตกต่างกนั และนอกจากน้ียงัไม่มีรายงานการศึกษาถึง
ความสัมพนัธ์ของยนีเหล่าน้ีกบัการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบัซ่ึงเป็นสาเหตุท่ีส าคญัของการเสียชีวิต
ในผูป่้วยโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง  

 
งานวิจยัน้ีเลือกศึกษาเพื่อท่ีจะยืนยนับทบาทของยีน IFNAR2 และ IL-10RB ในการติดเช้ือ

ไวรัสอกัเสบบีเร้ือรังซ่ึงทั้งสองยีนน้ีมีรายงานวา่สัมพนัธ์กบั viral clearance ในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบ
บีทั้งชาวแกมเบีย (Frodshamet al., 2006) โดยท าการวิเคราะห์ functional SNP rs2229207 ของยีน 
IFNAR2 ซ่ึง SNP น้ีอยูใ่นบริเวณ signal peptide ซ่ึงมีความส าคญัในการขนส่งโปรตีนไปยงัเมมเบรน
โดยจะเปล่ียนกรดอะมิโนจาก F (ฟีนิลอะละนีน) เป็น S (ซีรีน) และ SNP rs2834167 ของยีน IL-
10RB ซ่ึงอยูใ่นบริเวณ first extracellular fibronectin type III (FNIII) domain repeat ซ่ึงมีความส าคญั
ต่อระดบั mRNA, receptor surface expression  และ signaling โดยจะเปล่ียนกรดอะมิโนจาก K (ไท
โรซีน) เป็น E (กรดกลูตามิก) ซ่ึง SNP ทั้งสองต าแหน่งน้ีจะท าการศึกษาในผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัส
ตบัอกัเสบบีเร้ือรังเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีเคยไดรั้บเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเพียงชัว่คราว และสามารถก าจดั
เช้ือได ้

 
ผลท่ีไดจ้ากการวจิยัจะท าให้ทราบถึงความส าคญัของยีน IFNAR2 และ IL10RB เม่ือมีการติด

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี ซ่ึงเป็นส่ิงส าคญัอนัจะน ามาสู่ความเขา้ใจมากยิ่งข้ึนต่อกลไกการเกิดโรคและ
การด าเนินโรค ซ่ึงจะน าไปสู่การพฒันาการรักษา การพยากรณ์ และการป้องกนัโรคในอนาคต 
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วตัถุประสงค์ 
 
เพื่อคน้หา functional SNP ในกลุ่มยีน class II cytokine receptor ท่ีมีความสัมพนัธ์กบั 

ความเส่ียงต่อการเกิดโรคและการด าเนินโรคของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังในประชากรไทย   
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การตรวจเอกสาร 
 

ไวรัสตับอกัเสบบี 

 

ในปีค.ศ. 1963 Blumberg ไดค้น้พบแอนติเจนในซีร่ัมของชาว aborigine ในออสเตรเลียเรียก 
Australia antigen และยงัพบแอนติเจนชนิดน้ีในซีร่ัมของผูป่้วยตบัอกัเสบดว้ย (White et al., 1994) 
ในเวลาต่อมาพบว่าแอนติเจนดงักล่าวน้ีอยู่บน envelope ของไวรัสตบัอกัเสบบีจึงตั้งช่ือใหม่ว่า 
hepatitis B surface antigen (HBsAg) ไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV) เป็นสมาชิกท่ีจดัเป็นprototype ของ 
family Hepadnaviridae ในตระกูล Hepadnaviridae เป็นเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคตบัอกัเสบในสัตวต่์างๆ 
แบ่งไดเ้ป็น 2 genus คือ Orthohepadnavirus ประกอบดว้ย Human hepatitis B virus, Woodchuck 
hepatitis virus และ Ground squirrel hepatitis virus ส่วนอีก genus หน่ึงคือAvihepadnavirus 
ประกอบดว้ย Heron hepatitis virus และ Duck hepatitis virus (ปราโมชย,์ 2527) 
 
1. อนุภาคของไวรัสตับอกัเสบบี 
 

ซีร่ัมของผูป่้วยโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเม่ือน ามาท าการสกดัแยกไวรัสและสังเกตโดยใชก้ลอ้ง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนสามารถตรวจพบอนุภาคท่ีมีลกัษณะ 3 รูปแบบ คือ (ปราโมชย,์ 2527) 

 
1.1 อนุภาคท่ีสมบูรณ์และก่อใหเ้กิดการติดเช้ือไดมี้ช่ือเฉพาะเรียกวา่ Dane particle มี

ขนาด 42 - 47 นาโนเมตร พบไดใ้นประมาณ 104 - 109 อนุภาคในเลือด 1 มิลลิลิตร 
 
1.2 อนุภาคทรงกลมขนาด 20 นาโนเมตร พบในซีร่ัมเป็นจ านวนมากกวา่ Dane particle

ตั้งแต่หม่ืนถึงลา้นเท่า คือ ประมาณ 1,013 อนุภาคในเลือด 1 มิลลิลิตร 
 
1.3 อนุภาครูปร่างเป็นท่อนยาว (filamentous) ความกวา้ง 20 นาโมเมตร แต่ความยาวมี

ขนาดไม่แน่นอนตั้งแต่ 50 - 500 นาโนเมตร อนุภาคชนิดน้ีพบไดใ้นปริมาณไม่มากโดยปกติแลว้
มกัจะมีอนุภาคทรงกลมและรูปท่อนยาวเป็นอนุภาคท่ีไม่สมบูรณ์และไม่ก่อการติดเช้ือเหล่าน้ีมากกวา่ 
Dane particle 
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Dane partical(infection form)                    Sphere                                  Tubular / filament 
 

 
 

ภาพที ่1  ภาพแสดงอนุภาคของไวรัสตบัอกัเสบบีจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน 
 
ทีม่า: ปราโมทย ์(2527) 
 
2. ลกัษณะโครงสร้างทางพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอกัเสบบี 
 

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (HBV) มีสารพนัธุกรรมเป็นชนิด DNA สายคู่มีขนาดของยโีนม
ประมาณ 3,200 คู่เบส แต่สามารถจดัล าดบัการเรียงตวัของยนีจนสามารถสร้างโปรตีนไดห้ลายชนิด
ประกอบดว้ย open reading frame ซอ้นทบักนัอยู ่(overlapping ORF) คือ S, C, P และ X โดยท่ี  
S ORF ใชใ้นการสร้าง surface protein (HBsAg), C ORF ใชใ้นการสร้าง nucleocapsid protein  
หรือ core protein (HBsAg และHBeAg), P ORF ใชใ้นการสร้างเอนไซม์  
DNA polymerase/reversetranscriptase และ X ORF ใชใ้นการสร้าง Hepatitis B X protein (HBX) อยู่
บนสาย DNA สายผสมซ่ึงจะแปลรหสัเป็น mRNA เพื่อสร้างโปรตีน (Anna Kramvis, 2005) 
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ภาพที ่2  ภาพแสดงลกัษณะยโีนมของไวรัสตบัอกัเสบบี 
 
ทีม่า: มาลิณี (2551) 
 
3. ยนีและโปรตีนของเช้ือไวรัสตับอกัเสบบี 
 

โปรตีนในส่วน envelope ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีมีอยูด่ว้ยกนั 3 ชนิด คือ major หรือsmall 
protein (S), middle protein (M) และ large protein (L) โดยท่ี S protein จะอยูใ่นส่วนของ  
S gene ท่ีมีกรดอะมิโน 226 ตวั ส่วน M และ L protein จะมีจ านวนกรดอะมิโนเพิ่มข้ึนอีก 55 ตวั (pre 
S2) และ 108 ตวั (pre S1) ตามล าดบั  ในจุดเร่ิมตน้ (start codon) ของส่วน S gene ซ่ึงจะพบโปรตีนทั้ง 
3 ชนิดน้ีในอนุภาคไวรัสชนิดสมบูรณ์ท่ีสามารถก่อให้เกิดการติดเช้ือได ้ (infectiousviral particle) ท่ี
เราเรียกวา่ Dane particles (Anna Kramvis, 2005) 
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S ORF  เป็นรหัสในการสร้าง HBsAg ได ้ 3 ชนิด คือ major protein เป็นส่วนท่ีใช้ใน 
การผลิตวคัซีนในปัจจุบนัเน่ืองจากภูมิคุม้กนัท่ีเกิดข้ึนต่อโปรตีนชนิดน้ีเป็น protective immunity 
ส่วนของ major peotein น้ีมี 2 รูปแบบคือ non glycosylated form มีน ้ าหนกัโมเลกุล 24 กิโลดาลตนั 
(P24) และ glycosylated form มีน ้าหนกัโมเลกุล 27 กิโลดาลตนั (GP27) (Anna Kramvis, 2005) 

 
Middle protein  สร้างจากยีนส่วน pre S2 และ S ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 281 ตวั  

เป็นส่วนประกอบของ envelope antigen ซ่ึงมีโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลแตกต่างกนั 2 แบบ คือ  
33 กิโลดาลตนั (GP33) และ 36 กิโลดาลตนั (GP36) ในส่วนของ pre S2 มี receptor ส าหรับจบักบั 
polymerized Human serum albumin เป็นทางท่ี HBV เขา้เซลล์ตบัไดอี้กทางหน่ึง (Anna Kramvis, 
2005) 
 

Large protein  สร้างจากยีนส่วน pre S1, pre S2 และ S gene ประกอบดว้ยกรดอะมิโน  
389 ตวั หรือ 400 ตวั  Large protein จะมีการสร้างข้ึนมา 2 รูปแบบ คือ non glycosylated และ 
glycosylated ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล 39 และ 42 กิโลดาลตนัตามล าดบั (P39 และ GP42) ซ่ึงแตกต่างกนั
ในแต่ละ subtype คาดวา่มีบทบาทในการเกาะติดระหวา่งเซลล์ไวรัสกบัเซลล์ตวัหรือเซลล์เป้าหมาย
อ่ืนๆ (Anna Kramvis, 2005) 
 

โดยปกติแลว้เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีจะสร้างโปรตีนทั้ง 3 ชนิดเพื่อเป็น surface protein โดยท่ี
เช้ือไวรัสท่ีสมบูรณ์ (Dane particle หรือ complete virion) จะมีสัดส่วน major protein : middleprotein 
: large protein ประมาณ 4:1:1 ส่วนอนุภาคท่ีไม่สมบูรณ์จะมีแต่ major protein อาจจะมีmiddle 
protein เล็กนอ้ย (Anna Kramvis, 2005) 
 

C ORF  เป็นรหัสในการสร้าง Hepatitis B core antigen (HBcAg) ซ่ึงจะท าให้เกิด
nucleocapsid และ Hepatitis B e Ag (HBeAg) ซ่ึงใชบ้่งบอกถึงการติดเช้ือระยะท่ีเช้ือไวรัสยงัแบ่งตวั
เพิ่มจ านวนอยู ่(Anna Kramvis, 2005) 
 

P ORF  เป็นรหสัในการสร้างเอนไซม ์ polymerase เพื่อใชใ้นขบวนการ replication (Anna 
Kramvis, 2005) 
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X ORF  เป็นรหสัในการสร้างโปรตีนซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการแบ่งตวัและเพิ่มจ านวนของไวรัส 
ในขณะท่ีเขา้ท าลายเซลลเ์ป้าหมาย (transfected cell) (Anna Kramvis, 2005) 
 

Polymerase gene หรือ P gene  เป็น ORF ท่ีใหญ่ท่ีสุด overlap กบั S gene ทั้งหมดและกบั
บางส่วนของ C และ X gene โปรตีนท่ีสร้างจากยีนน้ีคือเอนไซม ์DNA polymerase และendonuclease 
(RNase H) (Anna Kramvis, 2005) 
 

X region  เป็นยีนขนาดเล็กผลผลิตจากยีนน้ีคือ HB (x) protein เป็นโปรตีนขนาด  
17 กิโลดาลตนั มีบทบาทในการกระตุน้ท่ีเก่ียวกบัการเกิดมะเร็งตบัชนิด hepatocellular carcinoma 
(HCC) (Anna Kramvis, 2005) 
 

 
 
ภาพที ่3  ภาพวาดแสดงโปรตีนทั้งสามชนิดท่ีสร้างจากS ORF 
 
ทีม่า: ดวงรัตน์ (2546) 
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4. แอนติเจนทีพ่บในไวรัสตับอักเสบบี 
 

4.1 Hepatitis B surface antigen (HBsAg) 
 

แอนติเจนชนิดน้ีเป็นโปรตีนท่ี code จาก pre S/S gene สามารถตรวจพบได้ 3 ชนิดคือ 
major HBsAg, middle HBsAg และ large HBsAg โปรตีนชนิดน้ีถูกควบคุมการสร้างโดย  
S gene ทางดา้นปลาย 3’ โปรตีนท่ีมีรหสัจากยีนส่วนน้ีมี antigenic determinant ท่ีส าคญัและเป็น 
group-specific determinant มีอยู่ในเช้ือ HBV เกือบทุกสายพนัธ์ุ (subtype) ซ่ึงจะเก่ียวขอ้งกบั 
ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย (immune protective determinant) ในการฉีดวคัซีนป้องกนั(vaccination) 
และการตรวจวนิิจฉยัโรค (diagnosis) (ปราโมทย,์ 2527) 
 

นอกจากน้ี  HBsAg ยงัประกอบดว้ย subtype determinant ท่ีต่างกนั 2 ชนิดคือ d และ y 
determinant ซ่ึงจะข้ึนอยูก่บัชนิดของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 122 วา่เป็นชนิด Lysine (ล าดบัเบสAAA 
หรือ AAG) หรือ Arginine (ล าดบัเบส AGA หรือ AGG) ส่วน determinant ชนิด w หรือ r 
determinant ข้ึนกบัชนิดของกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 160 ว่าเป็นชนิด Lysine หรือ Arginine   
ดงันั้น จึงสามารถจดักลุ่ม HBV ออกไดเ้ป็น 4 subtype ใหญ่ๆ (antigenic subtype) คือ adw, ayw, adr 
และayr (ปราโมทย,์ 2527) 
 

4.2 Hepatitis B core antigen (HBcAg) และ Hepatitis B e antigen (HBeAg) 
 

แอนติเจนทั้ งสองชนิดน้ีมีกรดอะมิโนร่วมกันและเป็นผลิตผลจาก c gene  
แอนติเจนชนิดน้ีพบไดใ้นเซลล์ตบัท่ีติดเช้ือไม่พบแอนติเจนอิสระในเลือดเม่ือน าเอา core ของ HBV 
มาท าปฏิกิริยากับ detergent หรือย่อยด้วยเอนไซม์บางชนิด HBeAg ก็จะหลุดออกมาได ้
นอกจากน้ี ยงัพบ HBeAg อิสระในเลือดซ่ึงเป็นขอ้บ่งช้ีว่า HBV ก าลงัเพิ่มจ านวนในเซลล์ตบั  
(ดวงรัตน์, 2546) 

 
HBcAg มีความเป็น immunogen ท่ีดีมาก คือ สามารถกระตุน้การตอบสนองของทั้ง

humoral และ cellular immunity  ความรุนแรงของการอกัเสบของเซลล์ตบัเช่ือวา่เกิดข้ึนจากการท่ี
cytotoxic T cell ท าปฏิกิริยากบัเซลลต์บัซ่ึงมี HBcAg อยูบ่นผิวเซลล์ในปัจจุบนัยงัไม่ทราบวา่HBeAg 
มีหนา้ท่ีอย่างไรทราบแต่วา่ไม่เก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการท าให้ติดเช้ือ นอกจากน้ี สัณนิษฐาน
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วา่ HBeAg เป็นสาเหตุท าให้ทารกติดเช้ือเร้ือรังไดถึ้ง 70 - 90 เปอร์เซ็นต ์จากแม่ท่ีมี HBeAg ในซีร่ัม 
(ดวงรัตน์, 2546) 

 
5. การแบ่งกลุ่ม (subtype) ของไวรัส 
 

จดักลุ่มยอ่ยๆหรือ subtype ต่างๆ อาศยัความแตกต่างของยีนหรือโปรตีนในส่วน hepatitis B 
surface antigen (antigenic determinants บน HBsAg) หรือยีนส่วนอ่ืนๆ ไม่วา่จะเป็น d หรือ y และr 
หรือ w โดยทุกสายพนัธ์ุจะมีแอนติเจนร่วมหรือส่วนท่ีเป็น group specific antigenic determinants 
ไดแ้ก่ “a” determinant เหมือนกนั  ดงันั้น จึงจดัตาม subtype หลกัไดเ้ป็น adr, ayr, adw และ ayw ซ่ึง
สามารถแบ่งยอ่ยออกไดเ้ป็น adw2, adw4, ayw1, ayw2, ayw3 และ ayw4 นอกจากน้ี ยงัมี determinant 
q ท่ีพบไดใ้นเช้ือแทบทุกสายพนัธ์ุ  ยกเวน้ เช้ือใน subtype adr บางสายพนัธ์ุเท่านั้น  ดงันั้น subtype 
adr อาจจะแบ่งอีกไดเ้ป็น adrq- และ adrq+ (ปราโมทย,์ 2527) 
 

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบแต่ละ genotype หรือ subtype/serotype มกัจะไม่แตกต่างกนัในแง่กลไก
การก่อโรคความรุนแรงของโรคการตอบสนองต่อการรักษาดว้ยยาหรือลกัษณะทางคลินิกอ่ืนๆ แต่จะ
มีความส าคญัดา้นทางศึกษาทางระบาดวิทยาเน่ืองจากมีการกระจายตวัของเช้ือแต่ละกลุ่มแตกต่างกนั
ในแต่ละภูมิภาคของโลก (ปราโมทย,์ 2527) 
 

Genotype A  พบมากในทวปียโุรปตอนเหนือทวปีอเมริกาเหนือและทวีปอฟัริกาบริเวณ sub-
sahara 

 
Genotype B  พบมากในทวปีเอเชียโดยเฉพาะภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้

 
Genotype C  พบมากในทวปีเอเชียโดยเฉพาะภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตร้วมทั้งประเทศ

ไทย 
 

Genotype D  พบไดท้ัว่โลกแต่มกัพบในบริเวณรอบทะเลเมดิเตอร์เรเนียนภูมิภาคตะวนัออก
กลางและเอเชียใต ้
 

Genotype E  พบไดใ้นทวปีอฟัริกาบริเวณ sub-sahara 
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Genotype F  พบมากในทวปีอเมริกาใต ้
 

จากการศึกษา พบว่า subtype ท่ีพบมากในประเทศไทย คือ subtype adr พบประมาณ 
ร้อยละ80 และ subtype adw พบประมาณร้อยละ 20 (ดวงรัตน์, 2546) 
 
6. พยาธิก าเนิด 
 

HBV เขา้สู่ร่างกายทางผิวหนงัท่ีมีรอยแทงทะลุหรือบาดแผลเป็นส าคญั ส่วนการติดต่อจาก
มารดาสู่ทารกและการติดต่อทางเพศสัมพนัธ์โดยเช้ือเขา้ทางเยื่อเมือกอาจเกิดข้ึนได ้แต่ตอ้งการเช้ือ
เป็นจ านวนมากเช้ือไวรัสจะมีอยู่มากในเลือดและตบั ในน ้ าลายและน ้ าอสุจิจะมีเช้ือไวรัสในจ านวน
นอ้ยกวา่ 

นอกจากเซลล์ตบัแลว้ HBV ยงัพบไดใ้นอวยัวะต่างๆ เช่น ต่อมน ้ าเหลือง มา้ม ไต ต่อมไธ
รอยด์ ต่อมอะดรีนลั และต่อมอ่ืนๆ เช้ือไวรัสมีระยะฟักตวันาน 75 วนั (40 - 150 วนั) โดยเฉล่ียผูติ้ด
เช้ือบางรายไม่แสดงอาการแต่บางรายแสดงอาการป่วยผูป่้วยบางรายเป็นตบัอกัเสบและมีอาการดี
ซ่าน คือ อาการตวัเหลือง และอาจมีอาการตาเหลืองด้วย แต่บางรายเป็นตบัอกัเสบโดยไม่เหลือง 
(มาลินี, 2551) 
 
7. ผลของการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี (ยง, 2552) 
 

7.1 Acute hepatitis (ตบัอกัเสบเฉียบพลนั) พบไดใ้นผูป่้วยร้อยละ 90 โดยผูป่้วยจะติดเช้ือ
และแสดงอาการแบบเฉียบพลนัแต่จะหายขาดจากการติดเช้ือและมีภูมิคุม้กนัเกิดข้ึนตลอดชีวติ 
 

7.2 Chronic hepatitis (ตบัอกัเสบเร้ือรัง) ผูติ้ดเช้ือไม่สามารถก าจดัเช้ือไวรัสให้หมดไป
จากร่างกายได้เน่ืองจากมีการเพิ่มจ านวนของไวรัสอยู่ตลอดเวลาพบในผูติ้ดเช้ือร้อยละ 5 - 10 
การติดเช้ือในคนอายนุอ้ยมกัเป็นการติดเช้ือเร้ือรัง 

 
7.3 Fulminant hepatitis (ตบัอกัเสบรุนแรง) พบไดใ้นผูติ้ดเช้ือร้อยละ 0.5 เกิดข้ึนในผูใ้หญ่

มากกวา่เด็ก 
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8. ความทนทานของไวรัสตับอกัเสบบี 
 

ไวรัสตับอักเสบบีค่อนข้างทนต่อสภาพท่ีไม่ เหมาะสมต่างๆ เม่ือเทียบกับไวรัสอ่ืน 
คือ ความสามารถในการติดเช้ือ (infectivity) ของไวรัสในซีร่ัมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
HBV อยูไ่ดน้านอย่างนอ้ย 6 เดือน หรือในสภาพแช่แข็งไดน้านถึง 10 - 15 ปี ทนต่อสภาวะกรด 
พีเอช 2.4 ไดอ้ยา่งนอ้ย 6 ชัว่โมงและทนต่ออีเทอร์ (ปราโมทย,์ 2527) 
 

โดยปกติแลว้สามารถท าลายเช้ือไดโ้ดยวธีิต่อไปน้ี 
 
1. ความร้อน 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชัว่โมง 
 
2. ตม้เดือดท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาทีโดยเช้ือไวรัสส่วนใหญ่จะถูก

ท าลายตั้งแต่ 1-2 นาทีแรก 
 

3. Autoclave นาน 15 นาที 
 

4. สารเคมีต่างๆเช่น 
 

4.1 Alcohol 70% 
 
4.2 Sodium hypochlorite (0.5 g chlorine/l) 
 
4.3 Glutaraldehyde 2% 
 
4.4 Sparicin pH 7.9 (glutaraldehyde 0.12%, phenol 0.44%) 
 
4.5 wescodyne 1:213 (iodine 84 mg/l) 
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ไดมี้การพฒันาวิธีการท าลายเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในเลือดเพื่อให้สามารถน าเลือดท่ีอาจจะ
ปนเป้ือนเช้ือน้ีไปใช้งานได้หลายวิธี เช่น การท าลายเช้ือโดยใช้ beta-propiolactone แล้วน าไป 
ฉายแสงอลัตราไวโอเลต เป็นตน้ 
 
9. ลกัษณะอาการทางคลินิก 
 

ผูท่ี้ได้รับเช้ือ HBV ไม่ว่า subtype ใดๆ ส่วนใหญ่มกัไม่ค่อยพบว่ามีอาการทางคลีนิก
(subclinical infection) โดยเฉพาะเม่ือไดรั้บเช้ือในวยัเด็กแบ่งได ้2 ลกัษณะ (ปิยะวฒัน์, 2550) 

 
9.1 อาการเฉียบพลนั 
 

1 ใน 3 ของผูติ้ดเช้ือในผูใ้หญ่จะมีอาการเฉียบพลนัเม่ือไดรั้บเช้ือจะมีระยะฟักตวัของ
โรคอยูร่าว 60 - 180 วนัโดย 50 เปอร์เซ็นตจ์ะไม่มีอาการ 30 เปอร์เซ็นตจ์ะปรากฏอาการบา้ง เช่น เบ่ือ
อาหาร คล่ืนไส้ วิงเวียน อาจมีอาเจียนร่วมดว้ย และอีก 20 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นท่ีมีอาการป่วยและตวั
เหลือง ตาเหลือง หรือเรียกว่าอาการดีซ่าน บางรายอาจมีอาการ serum sickness คือ มีไขต้  ่า  
มีผื่นข้ึนคลา้ยกบัลมพิษขอ้อกัเสบและ มีผื่นท่ีผิวหนงัไดบ้่อยทางด้านชีวเคมี เม่ือตรวจเลือดจะพบ
ความผิดปกติของเอนไซม์ในตบัซ่ึงจะพบตั้งแต่เร่ิมป่วยและต่อมาจะค่อยๆ กลบัคืนสู่ระดับปกติ 
(ปิยะวฒัน์, 2550) 

 
ผูป่้วยบางรายมีอาการตบัอกัเสบรุนแรง คือ มีไขสู้ง ตวัเหลือง ตาเหลืองอย่างรวดเร็ว

ตามดว้ยเน้ือสมองเส่ือม (encephalopathy) ขั้นโคม่า และตายในท่ีสุด  พบอตัราการตายสูงสุดใน
ผูป่้วยอายุมากกว่า 45 ปี บางรายก็จะเป็นพาหะเร้ือรัง ซ่ึงสามารถตรวจพบ HBsAgในเลือดได ้ 
ทารกท่ีได้รับเช้ือในระหว่างคลอดหรือแรกเกิดมีโอกาสสูงท่ีจะเป็นพาหะซ่ึงไม่มีอาการอัตรา 
การเป็นพาหะจะลดลงเร่ือยๆ เม่ือติดเช้ือในขณะอายมุากข้ึน (ปิยะวฒัน์, 2550) 
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ภาพที ่4  ภาพแสดง marker ของผูป่้วยติดเช้ือเฉียบพลนั (Acute infection) 
 
ทีม่า: ดวงรัตน์ (2546) 
 

9.2 อาการเร้ือรัง 
 

พบในผูป่้วยท่ีมี HBsAg ในซีร่ัมนาน 6 เดือนหรือมากกวา่นั้น 90 เปอร์เซ็นตจ์ะพบใน
ทารกแรกเกิด 20 เปอร์เซ็นตใ์นเด็ก และ 1 - 5 เปอร์เซ็นตพ์บในผูใ้หญ่ จากตวัเลขดงักล่าวจะพบวา่ 
การติดเช้ือเร้ือรังแบบพาหะน้ีจะลดลงเม่ือช่วงอายุมากข้ึน ตบัอกัเสบเร้ือรังจะมีอาการด าเนินของโรค
อยา่งชา้ๆ และจะแสดงอาการมากข้ึนเม่ืออาย ุ40 ปีข้ึนไป (ปิยะวฒัน์, 2550) 
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ภาพที ่5  ภาพแสดง marker ของผูป่้วยติดเช้ือเร้ือรัง (Chronic infection) 
 
ทีม่า: ดวงรัตน์ (2546) 
 
10. ระบาดวทิยาและความส าคัญของการติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบี 

 
การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นสาเหตุของการเกิดโรคตบัหลายชนิด อาทิ โรคตบัอกัเสบ

เฉียบพลนั, โรคตบัอกัเสบเร้ือรัง, โรคตบัแข็ง และโรคมะเร็งตบั   ผลการตรวจของโรคตบัทางคลินิก
ท่ีไดเ้ป็นผลสืบเน่ืองมาจากปัจจยัหลายอย่างทั้งท่ีเก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือไวรัส, สภาพแวดลอ้ม และ 
พนัธุกรรมของผูป่้วย ซ่ึงการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีพบไดบ้่อยและยงัเป็นปัญหา
หลกัทางสุขภาพท่ีมีความส าคญัทัว่โลกอีกดว้ย (Zhang et al., 2008)ประเทศไทยก็เป็นประเทศหน่ึง
ในภูมิภาคเอเชีย - แปซิฟิกท่ียงัคงมีการระบาดของโรคไวรัสตบัอกัเสบบี (Mohamed et al., 2004) 
และจากผลการตรวจทางเซรุ่มวิทยา พบวา่ ประชากรหน่ึงในสามของโลก (2,000 ลา้นคน) มีการติด
เช้ือไวรัสหรือมีประวติัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีนอกจากน้ี โรคไวรัสตบัอกัเสบบียงัเป็นสาเหตุ
หลกัท่ีก่อให้เกิดโรคตบัอกัเสบเร้ือรังในประชากรมากกวา่ 400 ลา้นคน (6% ของประชากรโลก) ซ่ึง
ส่วนมากจะเป็นประชากรในภูมิภาคเอเชียและแอฟริกา (Takkenberg  et al., 2009; Bertoletti and 
Gehring, 2006) โรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังนั้นมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคตบัแข็ง และโรคมะเร็ง
ตบั ซ่ึงน าไปสู่การเสียชีวติของผูป่้วยประมาณ 1 ลา้นคนต่อปี (Zhang et al., 2008) 
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ภาพที ่6  ภาพแสดงการระบาดของโรคไวรัสตบัอกัเสบบี ในประชากรทัว่โลก 
 
ทีม่า: WHO  
 
11. การวนิิจฉัยโรคไวรัสตับอกัเสบบีในห้องปฏิบัติการ 
 

อาการตบัอกัเสบแบบเฉียบพลนัท่ีมีสาเหตุมาจาก HBV มีลกัษณะเช่นเดียวกบัท่ีพบในไวรัส
ตบัอกัเสบเอ, ซี และ อี คือ จะพบระดบัเอนไซม์ transaminase (Aminotransferase) ในเลือดสูงข้ึนกวา่
ปกติ 5 - 100 เท่าระดบั ALT (Alanine aminotransferase) และ AST (Aspartate aminotransferase) เร่ิม
สูงข้ึนพร้อมกนัในช่วงทา้ยของระยะฟักตวัและสู่ระดบัสูงเม่ือมีอาการเหลือง (jaundice) ซ่ึงอาการ
เหลืองน้ีใช้วินิจฉัยโรคติดเช้ือท่ีเกิดจากไวรัสตบัอกัเสบบีออกจากไวรัสตบัอกัเสบชนิดอ่ืนๆ ดงัท่ี
กล่าวมา และถา้ไม่มีอาการแทรกซ้อนระดบัเอนไซม์จะกลบัคืนปกติภายใน 2 เดือน (ปราโมทย,์ 
2527) 
 

11.1 การตรวจปฎิกิริยาน ้าเหลือง 
 

วิธีท่ีใช้ในการตรวจวินิจฉัย HBV ท่ีนิยมใช้กนัอย่างกวา้งขวางและมีความไวมาก
สูงสุด คือ radioimmunoassay (RIA) และ enzyme immunoassay (EIA) โดยมี 5 ชนิด (markers)  
ท่ีพบในซีร่ัมท่ีมีความส าคญัในการวินิจฉัยได้แก่ HBsAg, HBeAg, แอนติบอดีต่อ HBsAg  
(anti-HBsAg) แอนติบอดีต่ออีแอนติเจน (anti-HBe) และแอนติบอดีต่อ core แอนติเจน (anti-HBc) 
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HBsAg สามารถตรวจพบไดใ้นซีร่ัมหลงัจากไดรั้บ HBV ได ้1 - 2 สัปดาห์ หรือ 11 - 12 สัปดาห์หรือ
อาจจะใช้วิธีตรึงคอมพลีเมนท์ (complement fixation) หลงัจากไดรั้บเช้ือ 30 - 40 วนัซ่ึงมี 
ความไวพอท่ีจะสามารถตรวจไดส่้วน anti-HBsAg จะตรวจไดใ้น 1 - 3 เดือนหลงัจากท่ีตรวจ HBsAg
ไม่พบ (Rogelio et al., 1994) HBeAg จะพบในเวลาใกลเ้คียงกบั HBsAg แต่ในระยะสั้นกวา่ส่วนใน
ระยะพกัฟ้ืนจะพบ anti-HBe  ส่วน anti-HBcIgM จะพบตั้งแต่เร่ิมมีอาการและอยู่ไดน้านเป็นเวลา
หลายเดือน (ปราโมทย,์ 2527) 
 

ในผูป่้วยท่ีติดเช้ือแบบเร้ือรังจะตรวจพบ HBsAg, HBeAg และ HBV-DNA ไดใ้นซีร่ัม
อยา่งนอ้ย 6 เดือนโดย marker ส าคญั คือ HBsAg ในซีร่ัมท่ีอยูไ่ดน้านตลอดชีวิต และถา้ระยะน้ีตรวจ
พบ HBeAg จะเป็นช่วงท่ีไวรัสมีการเพิ่มจ านวนและมีความสามารถแพร่เช้ือได ้(ปราโมทย,์ 2527) 
 

11.2 การตรวจปริมาณ HBV-DNA 
 

การตรวจ HBV-DNA ในช่วงท่ีเพิ่มจ านวนและสามารถแพร่เช้ือได้โดยการสกดั 
HBV-DNA จากซีร่ัมของผูป่้วยน ามาเพิ่มจ านวนโดยปฎิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain 
reaction, PCR) และน า product ท่ีได้จาก PCR มาตรวจยืนยนัโดยเทคนิคไฮบริไดเซชั่น 
(hybridization) (มาลิณี, 2551) 

 
นอกจากจะใช้วิธี  PCR ในการตรวจหา HBV-DNA ได้แล้วยงัน ามาใช้ 

ในการตรวจหา subtype ของ HBV ในซีร่ัมผูป่้วยท่ีเป็นพาหะได ้(มาลิณี, 2551) 
 
12. การควบคุมและป้องกนั 
 

ปัจจุบนัน้ีธนาคารเลือดได้มีการตรวจ HBsAgในเลือดโดยใช้วิธี RIA และ EIA  
เพื่อจะไดล้ดการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบและการควบคุมการแพร่กระจายของโรคสามารถท าไดโ้ดย
ให้ความ รู้แ ก่ประชากรการใช้วิ ธี ก าร ท่ี เหมาะสมในการท าล ายขยะจากโรงพยาบาล  
และการเสริมสร้างภูมิคุ ้มกันเพื่อป้องกันการติดเช้ือในทารกแรกเกิดท่ีคลอดจากแม่ท่ีเป็นพาหะ 
ควรจะให้วคัซีนป้องกนั HBV (HBvaccine) และ hepatitis B immune globulin (HBIG) (ปราโมทย,์ 
2527) 
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12.1 Passive immunization 
 

ท าได้โดยฉีด HBIG ซ่ึงได้จากผูท่ี้หายจากโรคและมี anti-HBs ในปริมาณสูง 
ใชส้ าหรับป้องกนัการเกิดโรคหลงัสัมผสัเช้ือ (post exposure prophylaxis) หรือให้แก่เด็กทารกท่ี
คลอดจากแม่ท่ีตรวจพบ HBsAgโดยควรได้รับ HBIG ขนาด 0.06 มิลลิลิตรต่อน ้ าหนักตวั  
1 กิโลกรัม เร็วท่ีสุดท่ีสามารถท าไดแ้ละควรให้วคัซีนกระตุน้ (active immunization) ควบคู่ไปพร้อม
กนัดว้ยโดยควรใหว้คัซีนภายใน 7 วนัหลงัคลอด (มาลินี, 2551) 
 

12.2 Active immunization 
 

เป็นการกระตุน้ภูมิคุม้กนั โดยการให้วคัซีนในปัจจุบนัวคัซีนท่ีใช้มีทั้งชนิดท่ีเตรียม
จากพลาสม่าของผูท่ี้เป็นตบัอกัเสบของผูท่ี้เป็นพาหะโดยน า HBsAg มาท าให้บริสุทธ์แลว้ใชส้ารเคมี
ห รือความ ร้อนท าลายไว รัสทุกชนิด ท่ีอาจปนเ ป้ือนอยู่ ก่ อนน ามาว ัค ซีนชนิด น้ี เ รียกว่า  
plasma-derived vaccine ท าให้ตอ้งใช้ความระมดัระวงัจากการปนเป้ือนของเช้ือโรคเอดส์ (HIV) 
รวมทั้งการควบคุมคุณภาพของของการผลิตในแต่ละคร้ังนั้นท าได้ยาก  อีกชนิดหน่ึงเตรียมโดยใช้
เทคนิคพนัธุวิศวกรรมโดยเลือกใช้ HBsAg ท่ีมีขนาดอนุภาค 22 นาโนเมตรน้ี สามารถกระตุน้ให้เกิด
ภูมิต้านทานต่อเช้ือไวรัสตับอักเสบบีได้และวคัซีนท่ีได้มีความปลอดภัยในการใช้ไม่เส่ียงต่อ 
การติดเช้ือจากเช้ือไวรัสเองด้วยโดยน าส่วนของ S gene มาใช้ในการผลิตวคัซีนซีนจากยีสต์  
เช่น Saccharomyces cerevisiae หรือเซลล์สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม เช่น Chinesehamster ovary (CHO) 
cells เรียกวา่ recombinant vaccine ซ่ึงจะมีส่วนของ PreS2+S สามารถกระตุน้ภูมิตา้นทานไดดี้กวา่ 
vaccine ท่ีมีส่วนของ S gene อยา่งเดียวโดยท่ีวคัซีนทั้งสองชนิดน้ีไดผ้ลดีใกลเ้คียงกนัโดยตอ้งให้
วคัซีน 3 คร้ังเพื่อให้เกิดภูมิคุ ้มกันตามต้องการจึงมีแนวคิดท่ีจะพฒันาปรับปรุงวคัซีนให้มี
ประสิทธิภาพดีข้ึนโดยการพฒันาดีเอ็นเอวคัซีน (DNA vaccine) เพื่อป้องกนัการติดเช้ือไวรัส 
ตบัอักเสบบี ก็เป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีน ามาใช้โดยในขณะน้ีการทดลองยงัอยู่ในช่วงการศึกษา 
ผลทางคลินิกซ่ึงจะสามารถทราบผลไดใ้นเร็วๆน้ี (มาลินี, 2551) 
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13. การรักษา 
 

ในการรักษาอาการตบัอกัเสบท่ีเกิดจากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีจะท าการรักษาตามความ
รุนแรงของโรคท่ีเกิดข้ึน (ยง, 2552) 

 
13.1 ตบัอกัเสบเฉียบพลนั 

 
การรักษาเบ้ืองตน้ในผูป่้วยท่ีมีอาการตบัอกัเสบเฉียบพลนัควรให้ผูป่้วยรับประทาน

อาหารท่ีมีประโยชน์หลีกเล่ียงจากกิจกรรมท่ีท าให้เกิดความเหน่ือยลา้  ผูป่้วยตอ้งการการพกัผอ่นท่ี
เพียงพอควรมีการรักษาระดบัน ้ าในร่างกายของผูป่้วยให้อยู่ในสภาวะสมดุล และแนะน าให้ผูป่้วย
หลีกเล่ียงจากการใช้ยาท่ีมีพิษต่อตบัและเคร่ืองด่ืมท่ีมีแอลกอฮอล์ผสม อาจแนะน าให้ผูป่้วยรับ
วิตามินเคถา้ผูป่้วยมีภาวะเลือดแข็งตวัช้า การรักษาตวัในโรงพยาบาลอาจจ าเป็นในรายท่ีอาเจียนไม่
หยุด มีความบกพร่องในการแข็งตวัของเลือด หรือเกิดตบัอกัเสบรุนแรง ส่วนผลของรายงานการใช้
อินเตอร์เฟอร์รอนแอลฟ่า (Interferon-alpha) และอินเตอร์เฟอร์รอนเบตา้ (Interferon-beta) เพื่อรักษา
อาการตบัอกัเสบเฉียบพลนันั้นผลยงัไม่แน่ชดันกั ทั้งน้ีเพราะไม่ใช่ทุกการศึกษาท่ีแสดงว่าอินเตอร์
เฟอร์รอนเป็นประโยชน์ต่อผูป่้วย (ยง, 2552) 
 

13.2 ตบัอกัเสบรุนแรง 
 

ไม่มีวธีิการท่ีจ าเพาะในการรักษาอาการตบัวายอยา่งรุนแรง แต่จะเนน้การป้องกนัและ
รักษาโรคแทรกซ้อนโดยจะรักษาเพื่อพยุงอาการร่วมกบัการปลูกถ่ายตบัการใชย้าตา้นไวรัสในการ
รักษาให้ผลไม่ชดัเจนนกั  อย่างไรก็ตามการใชย้า foscarnet อินเตอร์เฟอร์รอนและยา cyclosporine 
เป็นประโยชน์ส าหรับผูป่้วยส่วนการรักษาดว้ยการปลูกถ่ายตบันั้นตอ้งป้องกนัการติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบบีซ ้ าในตบัท่ีถูกปลูกถ่ายใหม่โดยการให ้HBIG ร่วมดว้ย (ยง, 2552) 
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13.3 ตบัอกัเสบเร้ือรัง 
 

การรักษาอาการตบัอกัเสบเร้ือรังมีความยุ่งยากและมีขอ้จ ากดัของผลการรักษาระยะ
ยาวโดยทางเลือกในการรักษาตาม OMGE Practice Guideline มีอยู ่3 ทางคือ 
 

13.3.1 การใช้อินเตอร์เฟอร์รอนแอลฟ่า (IFN-alpha) อยา่งเดียวโดยแนะน าให้ใช ้
IFN-alpha 5 ลา้นยนิูตต่อวนั หรือ 10 ลา้นยนิูต 3 คร้ังต่อสัปดาห์ ในเด็กแนะน าให้ใช้ 6 ลา้นยนิูต  
3 คร้ังต่อสัปดาห์โดยฉีดเขา้ใตผ้ิวหนงั 16 สัปดาห์ (การรักษานานกวา่ 37 สัปดาห์อาจจ าเป็นในผูป่้วย
บางราย) (ยง, 2552) 

 
13.3.2 การใชย้า Lamivudine หรือยาในกลุ่มอนุพนัธ์ของนิวคลีโอไซน์ตวัอ่ืนโดย

แนะน าใหรั้บประทาน Lamivudine ขนาด 100 มิลลิกรัมต่อวนั (ยง, 2552) 
 
13.3.3 การใช ้IFN-alphaร่วมกบัการใชย้า Lamivudine พบวา่ ไม่ท าใหผ้ลการรักษาดี

ข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช ้ IFN-alpha หรือยา Lamivudine เพียงอย่างเดียวในการศึกษาการใช้
ร่วมกบัยาในกลุ่มอนุพนัธ์ของนิวคลีโอไซน์ตวัอ่ืนพบวา่ใหผ้ลการรักษาดีข้ึนและลดการด้ือยาได ้(ยง, 
2552) 
 
14. สาเหตุของการเกดิโรคตับอกัเสบบีเร้ือรัง  

 
ในปัจจุบนัยงัไม่สามารถอธิบายถึงกระบวนการท่ีน าไปสู่การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง

ได ้ปัจจยัต่างๆ ทั้งทางไวรัส (viral load, genotype และ genomic mutations) และทางส่วนของผูป่้วย
เอง (อาย,ุ เพศ และ พนัธุกรรม) มีส่วนท าใหเ้กิดการติดเช้ือแบบเร้ือรัง จากการศึกษาในครอบครัวชาว
จีนไตห้วนัสนับสนุนว่า ปัจจยัทางพนัธุกรรมเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการเกิดโรคไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรัง โดยพบวา่ ระดบั HBsAg ในคู่ฝาแฝดท่ีเกิดจากไข่ใบเดียวกนัสูงกวา่คู่ฝาแฝดท่ีเกิดจากไข่คนละ
ใบอยา่งมีนยัส าคญั (Lin et al., 1989) นอกจากน้ี การศึกษาทางดา้นระบาดวิทยาของโรคไวรัสตบั
อกัเสบบีเร้ือรังในชุมชนท่ีมีความแตกต่างกนัของเช้ือชาติพบว่าความชุกของโรคไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรังในชาวเอเชีย (2.1%) สูงมากกวา่ชาวคอเคเชียน (0.02%) ถึง 100 เท่า (Kim et al., 2004)  มีหลาย
การศึกษาเพื่อค้นหายีนท่ีเก่ียวข้องกับโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง โดยพบความสัมพนัธ์ของยีน 
human leukocyte antigen (HLA) กบัการเกิดโรคไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังและ/หรือ ความสามารถใน
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การก าจดัไวรัสตบัอกัเสบบี (Thursz et al., 1995; Thio et al., 1999; Ahn et al., 2000)  อยา่งไรก็ตาม 
การศึกษาเม่ือเร็วๆ น้ีเช่ือวา่ยีน non-HLA น่าจะเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคมากกวา่ยีนในกลุ่ม HLA ซ่ึง
ยีนในกลุ่ม non-HLA ยีนไซโตไคน์ต่างๆ (cytokine genes) เช่น tumor necrosis factor alpha (TNF-
α), interferon -γ (IFN-γ) และ Interleukin-0 beta (IL-1β) (HÖhler et al., 1998; Ben-Ari et al., 2003; 
Migita et al., 2007) และยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั (immune response-related 
genes) เช่น Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4), mannose-binding lectin (MBL) และ
chemokine receptor 5(CCR5) (Thio et al., 2004, 2007; Chong et al., 2005)  การศึกษา whole 
genome scan โดยใช ้microsatellite markers ของ Frodsham et al. ไดย้ืนยนัความส าคญัของบริเวณ
โครโมโซมท่ี 21 ท่ีมีการศึกษามาก่อนหนา้น้ี (Bayer, Blumberg and Werner, 1968; Runndle, Atkin 
and Sudell, 1975) โดยพบวา่บริเวณโครโมโซม 21q22 เป็นบริเวณท่ีมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคไวรัส
ตบัอกัเสบบีเร้ือรังในผูป่้วยชาวแกมเบีย (LOD > 3.16) (Frodsham et al., 2006) บริเวณน้ีเป็นบริเวณ
ของกลุ่มยีน class II cytokine receptor ซ่ึงประกอบดว้ยยีน type I interferon receptor (IFNAR1 และ 
IFNAR2), interferon-γ receptor (IFNGR2) และ Interleukin-10 receptor (IL-10RB หรือ IL-10R2) 
 
15. Class II cytokine receptor (CRF2) family 

 
กลุ่มยนี CRF2 ประกอบดว้ยยีนจ านวนทั้งหมด 12 ยีน แต่ละยีนอยูบ่นโครโมโซมท่ีแตกต่าง

กนั โดยยีนtype I interferon receptor (IFNAR1 และIFNAR2), interferon-γreceptor (IFNGR2) และ 
Interleukin-10 receptor (IL-10RB หรือ IL-10R2) อยู่บนโครโมโซมท่ี 21q22  ยีนinterferon-γ 
receptor (IFNGR1), Interleukin-20 receptor (IL-20R1) และ Interleukin-22-Binding Protein (IL-
22BP) อยูบ่นโครโมโซมท่ี 6q24   ยีน Interleukin-22 receptor (IL-22R1) และInterferon lambda 
receptor 1 (IFNLR1 หรือ IL-28Rα) อยูบ่นโครโมโซมท่ี 1p36  ยีน Interleukin-20 receptor (IL-20R2) 
อยู่บนโครโมโซมท่ี 3q22.3  ยีน Tissue factor (TF) อยู่บนโครโมโซมท่ี 1p22-p21 และยีน 
Interleukin-10 receptor (IL-10R1) อยู่บนโครโมโซมท่ี 11q23ส าหรับโครงสร้างโปรตีนของ 
cytokine receptor family class II (CRF2) (ภาพท่ี 7) ประกอบดว้ย 3 ส่วนท่ีส าคญั ไดแ้ก่ extracellular 
domain (ECD) ซ่ึงประกอบด้วย fibronectin type III (FNIII) 2 domains (D1 และD2), 
transmembrane segment (TM) และ cytoplasmic domain(CYT) โดยส่วน extracellular domain ของ 
receptor แต่ละชนิดจะจบักบั ligand อยา่งจ าเพาะ (Langer, Cutrone and Kotenko, 2004) 
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ภาพที ่7  โครงสร้างโปรตีนของ cytokine receptor family class II (CRF2) 
 
ทีม่า: Langer et al.(2004) 

 
งานวิจยัน้ีสนใจศึกษากลุ่ม CRF2 ท่ีอยูบ่นโครโมโซมท่ี 21q22 ซ่ึงไดแ้ก่ IFNAR1, IFNAR2, 

IFNGR2 และ IL-10RBโดย ligand ของ IFNAR1 และ IFNAR2 คือ type I interferons (IFNs) ซ่ึงชนิด
ยอ่ยของ type I IFNs ท่ีพบในสัตวเ์ล้ียงลูกนม คือ α, β, ω, κ, ε, δ และ τ (Hardy et al., 2004) ส าหรับ 
type II IFN-γ เป็น ligand ของ IFN-γreceptor 1 (IFNGR1) ซ่ึงตอ้งท างานคู่กบั IFNGR2 ส่วน beta 
subunit ของ Interleukin 09 receptor (IL-10RB) หรือ IL-10R2 สามารถจบักบั ligand ไดห้ลายชนิด 
ไดแ้ก่ type III IFN (IFN-), IL-10, IL-22, IL-26, IL-28 และ IL-29 การจบักนัระหวา่ง receptor 
เหล่าน้ีกบั cytokine เป็นการเร่ิมตน้ส่งสัญญาณผา่น JAK-STAT signaling cascade เพื่อกระตุน้ให้มี
การแสดงออกของ IFN-stimulated genes (ISGs) จ านวนมากซ่ึง ISGs ต่างน้ีมีบทบาทท่ีส าคญัในการ
ตา้นไวรัส ภาพท่ี 8 แสดง CRF2 receptors กบั cytokineligands (Borden et al., 2007) 
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ภาพที ่8  cytokine receptor familyclass II(CRF2) receptors กบั cytokineligands 
 
ทีม่า: Borden, et al. (2007) 
 

16. ยนี IFNAR2 และ IL-10RB กบัโรคตับอกัเสบบีเร้ือรัง 
 
จากการศึกษา whole genome scan โดยใช ้microsatellite markers พบวา่ บริเวณโครโมโซม 

21q22 ท่ีมีกลุ่มของยีน CRF2 บรรจุอยูเ่ป็นบริเวณท่ีมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคตบัอกัเสบบีเร้ือรังใน
ผูป่้วยชาวแกมเบีย (LOD > 3.16) (Frodsham et al., 2006)  การศึกษาต่อมาไดใ้ช ้DNA marker ท่ี
ละเอียดมากกวา่ microsatellites นัน่คือ การศึกษา single nucleotide polymorphism (SNP) ในบริเวณ
ของกลุ่มยีน CRF2 ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาต่างๆ ยงัให้ผลท่ีแตกต่างกนั โดยการศึกษาของ Frodsham 
และคณะในยีน type I IFN receptor (IFNAR1 และ IFNAR2), IFN-γ receptor (IFNGR2) และ IL-10 
receptor (IL-10RB หรือ IL-10R2) พบว่า เฉพาะ IFNAR2-F8S และ IL-10RB-K47E เท่านั้น ท่ีมี
ความสัมพนัธ์ต่อการเกิดโรคตบัอกัเสบบีเร้ือรังในผูป่้วยชาวแกมเบีย (Frodsham et al., 2006)  
การศึกษาต่อมาในชาวจีนเพื่อยืนยนัความส าคญัของยีน IFNAR2 และ IL-10RB พบวา่ ยีนทั้งสองมี
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ความสัมพนัธ์โดยมีผลในการป้องกนัไม่ให้เกิดโรค (protective effect)ในรูปแบบจีโนไทป์ KK ของ
ยีน IL-10RB กบักลุ่มผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีชนิดยืดเยื้อ (persistent HBV infection) เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มผูป่้วยท่ีเคยไดรั้บเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเพียงชั่วคราวและสามารถก าจดัเช้ือได ้
(self-limited HBV infection)  ส่วนในยีน IFNAR2 นั้น ไม่พบความสัมพนัธ์กบักลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติด
เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบยืดเยื้อ (Gong et al., 2009)  อยา่งไรก็ตาม Gong et al. ไดท้  าการศึกษา
เพิ่มเติมโดยแบ่งกลุ่มของผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีชนิดเร้ือรัง (chronic HBV infection) 
ออกเป็นกลุ่มผูป่้วยท่ีตรวจไม่พบ HBeAg (HBeAg negative) และกลุ่มผูป่้วยท่ีตรวจพบ HBeAg 
(HBeAg positive)  ผลการศึกษาพบความถ่ีของรูปแบบจีโนไทป์ CC (SS) ของยีน IFNAR2 สูง
มากกวา่ในกลุ่ม HBeAg negative เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม HBeAg positive อย่างมีนยัส าคญั  และ
นอกจากน้ียงัพบวา่ ความถ่ีของรูปแบบจีโนไทป์ CC (SS) ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีปริมาณไวรัสในกระแส
เลือดสูง (high viral loads) ต ่ากวา่กลุ่มผูป่้วยท่ีมีปริมาณไวรัสในกระแสเลือดต ่า (low viral loads) 
(Gong et al., 2009)  อีกหน่ึงการศึกษาต่อมาซ่ึงท าการศึกษาในชาวจีนเช่นกนั พบวา่ มีความสัมพนัธ์
ระหวา่งอลัลีล A และรูปแบบจีโนไทป์ AA ของยีน IL-10RB กบัผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีชนิด
เร้ือรัง (chronic HBV infection) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีมีการติดเช้ือและหายไดเ้อง (recovered 
subjects) ในขณะท่ียีน IFNAR2 ในการศึกษาน้ีไม่พบความสัมพนัธ์ใดๆ กับการติดเช้ือไวรัสตับ
อกัเสบบีชนิดเร้ือรัง(chronic hepatitis B) (Chen et al., 2010) 
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ตารางที ่1  กลุ่มของยนี CRF2บนโครโมโซมท่ี 21q22 ซ่ึงประกอบดว้ยยนี IFNAR1, IFNAR2, IFNGR2  และ IL-10RB 
  
Name Product Position Size (bp) SNPs Features 
IFNAR1 TypeI IFN receptor 1 Chr21: 34697214-34732129 34,916 302 9 exon, 8 intron 
IFNAR2 TypeI IFN receptor 2 Chr21: 34602231-34636827 34,597 343 8 exon, 7 intron 
IFNGR2 IFN gamma  receptor 2 Chr21: 34775202-34809828 34,627 270 7 exon, 6 intron 
IL-10RB IL-10 receptor, beta Chr21: 34638672-34669520 30,849 388 7 exon, 6 intron 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1. เคร่ือง PCR, อุปกรณ์ gel electrophoresis, เคร่ืองป่ันตกตะกอน DNA, ชุดถ่ายภาพเจลโฟ

รีซีสพร้อมโปรแกรมวเิคราะห์รุ่น MiniBISPRO, เคร่ือง Vortex 
 
2. สารเคมี ไดแ้ก่  9.5 TAE, 4 % Agarose 
 
3. อุปกรณ์พลาสติก ไดแ้ก่ หลอดพลาสติก (Tip) ส าหรับใชก้บัเคร่ืองดูดจ่ายสารอตัโนมติั

ขนาดต่างๆ (micropipette) 
 
4. เคร่ืองมือขนาดเล็ก ไดแ้ก่ เคร่ืองดูดจ่ายสารอตัโนมติัขนาดต่าง ๆ เคร่ืองผสมสาร 
 
5. เคร่ืองมือขนาดใหญ่ ไดแ้ก่ตูอ้บ 65 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส , หมอ้น่ึงความ

ดนัไอ 
 

วธีิการ 
 

1. กลุ่มประชากรที่ศึกษา 
 

1.1 ผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง (chronic hepatitis) ท่ีเข้ารับ 
การรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์จ านวน 227 คน โดยจะท าการตรวจหาระดับของ HBsAg  
ในเลือดของผูป่้วย ซ่ึงตอ้งมีค่าสูง เกิน 6 เดือนข้ึนไป และไดรั้บการยืนยนัวา่ ไม่ไดเ้ป็นโรคตบัจาก
สาเหตุอ่ืน เช่น แอลกอฮอร์ หรือ ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซี  รวมถึงการตรวจหาระดบัเอนไซมใ์นตบั 2 
ค่า คือ เอนไซม ์aspartate aminotransferase (AST) และ alanine aminotransferase (ALT) ก่อน เม่ือ
ตรวจคัดกรอง แยกเฉพาะผูป่้วยไวรัสตับบีเร้ือรังได้แล้ว จึงแบ่งผู ้ป่วยเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ  
ผูป่้วยท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (non-hepatocellular carcinoma patients) จ  านวน  
127 คน และผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (hepatocellular carcinoma patients) จ  านวน 
100 คน  ส าหรับการแยกผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั ออกจากผูป่้วยท่ีไม่มีการพฒันาไป
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เป็นโรคมะเร็งตบันั้น ใช้การตรวจวินิจฉัยทาง histopathology และ/หรือ ร่วมกบัการตรวจช้ินเน้ือ 
และมีค่า serum alpha fetoprotein มากกวา่ 400 ng/ml.  

 
1.2 กลุ่มควบคุมจ านวน 320 คน โดยแยกเป็น กลุ่มควบคุมท่ีเคยไดรั้บเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ

เพียงชัว่คราวและสามารถก าจดัเช้ือได ้(Self-limited HBV infection) จ านวน 170 คน และ กลุ่มควบคุม
ท่ีเป็นประชากรปกติสุขภาพดีท่ีไม่เคยติดเช้ือ (healthy controls) จ  านวน 150 คน  
ผูป่้วยท่ีเคยได้รับเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเพียงชั่วคราวและสามารถก าจดัเช้ือได ้ ผลการตรวจ HBsAg  
ให้เป็นลบ, Anti –HBc และ Anti- HBs เป็นบวก, ค่าการท างานของตบัปกติ และ ไม่มีประวติั 
การไดรั้บวคัซีนไวรัสตบัอกัเสบบีมาก่อน  ส่วนกลุ่มควบคุมท่ีเป็นประชากรปกติสุขภาพดีท่ีไม่เคยติด
เช้ือเป็นกลุ่มท่ีบริจาคเลือดให้สภากาชาดไทย ขอ้มูลพื้นฐานและลกัษณะทางคลินิคของกลุ่มตวัอยา่ง
แสดงในตารางท่ี 2 
 
2. การเกบ็ตัวอย่างเลอืดและสกดั DNA 

 
เก็บตวัอยา่งเลือด 10 มิลลิลิตร ใน EDTA tube ป่ันแยก buffy coat และน ามาสกดั DNA ดว้ย

วธีิ salting out และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -200C 
 
3. วธีิการเลอืก SNPs ในยนี IFNAR2 และ IL10RB 
 

งานวิจยัน้ีเลือก SNPs ในบริเวณ coding region ท่ีเป็น non-synonymous SNPs ซ่ึงอาจมีผล
ต่อการแสดงออกของโปรตีนหรือท างานของโปรตีน เช่น เปล่ียนแปลงความสามารถในการจบักบั
โปรตีนอ่ืนๆ หรือหนา้ท่ีในการส่งต่อสัญญาณเขา้ภายในเซลล์ โดย SNP IFNAR2-F8S (rs2229297, 
T/C) เป็นต าแหน่งท่ีมีการเปล่ียนกรดอะมิโนจากฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) ไปเป็นซีรีน (serine) 
ส่วน IL10RB-K47E (rs2834167, A/G) เปล่ียนแปลงจาก ไลซีน (Lysine) ไปเป็น กรดกลูตามิก 
(Glutamic Acid) 
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4. การวเิคราะห์จีโนไทป์ 
 
ท าการวเิคราะห์โดยวธีิ PCR – RFLP (Polymerase Chain Reaction– Restriction Fracment 

Length Polymorphism)  
 
4.1 น าดีเอ็นเอท่ีไดไ้ปเพิ่มจ านวนโดยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

โดยใชคู้่ไพรเมอร์ดงัน้ี 
 

ยนี IFNAR2 
IFN2_F: 5’-CTATTCCTTACAGGTCTCTC-3’ (forward primer) และ 
IFN2_R: 5’-GCAGCACTTACCCATGAG-3’ (reverse primer) 
 
ยนี IL10RB 
ILRB_F: 5’-TACAGTGGGAGTCACCTGCTTTTGTC-3’ (forward primer) และ  
ILRB_R: 5’-TAGTCAGACTCCCTTCCTCCTGT-3’ (reverse primer) 

 
โดยมีส่วนผสมของพีซีอาร์ ดงัน้ี 

 
4.1.1 ส าหรับยนี IFNAR2 ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังท่ีไม่

มีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (non-hepatocellular carcinoma) 
 

10x PCR buffer 1.00 ไมโครลิตร 
25 mMMgCl2 0.00 ไมโครลิตร 
10 mMdNTP 0.20 ไมโครลิตร 
20 pmol forward primer 0.25 ไมโครลิตร 
20 pmol reverse primer 0.25 ไมโครลิตร 
DNA template 2.00 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase 0.05 ไมโครลิตร 
dH2O 5.25 ไมโครลิตร 
Total volume 10.00 ไมโครลิตร 
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4.1.2 ส าหรับยนี IL10RB ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังท่ีไม่
มีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (non-hepatocellular carcinoma) 

 
10x PCR buffer 1.00 ไมโครลิตร 
25 mMMgCl2 0.00 ไมโครลิตร 
10 mMdNTP 0.20 ไมโครลิตร 
20 pmol forward primer 0.25 ไมโครลิตร 
20 pmol reverse primer 0.25 ไมโครลิตร 
DNA template 2.00 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase 0.05 ไมโครลิตร 
dH2O 5.25 ไมโครลิตร 
Total volume 10.00 ไมโครลิตร 
 

4.1.3 ส าหรับยนี IFNAR2 ในกลุ่มท่ีเคยไดรั้บเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเพียงชัว่คราว และ
สามารถก าจดัเช้ือได ้(Self-limited HBV infection) 

 
10x PCR buffer 1.00 ไมโครลิตร 
25 mMMgCl2 0.00 ไมโครลิตร 
10 mMdNTP 0.20 ไมโครลิตร 
20 pmol forward primer 0.25 ไมโครลิตร 
20 pmol reverse primer 0.25 ไมโครลิตร 
DNA template 4.00 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase 0.05 ไมโครลิตร 
dH2O 3.25 ไมโครลิตร 
Total volume 10.00 ไมโครลิตร 
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4.1.4 ส าหรับยนี IL10RB ในกลุ่มท่ีเคยไดรั้บเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเพียงชัว่คราว และ
สามารถก าจดัเช้ือได ้(Self-limited HBV infection) 

 
10x PCR buffer 1.00 ไมโครลิตร 
25 mMMgCl2 0.00 ไมโครลิตร 
10 mMdNTP 0.20 ไมโครลิตร 
20 pmol forward primer 0.25 ไมโครลิตร 
20 pmol reverse primer 0.25 ไมโครลิตร 
DNA template 4.00 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase 0.05 ไมโครลิตร 
dH2O 3.25 ไมโครลิตร 
Total volume 10.00 ไมโครลิตร 
 

4.1.5 ส าหรับยีน IFNAR2 ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังท่ีมี
การพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (hepatocellular carcinoma) และกลุ่มประชากรปกติสุขภาพดีท่ีไม่เคย
ติดเช้ือ (healthy controls) 

 
TopTaq Master Mix 5.00 ไมโครลิตร 
20 pmol forward primer 0.25 ไมโครลิตร 
20 pmol reverse primer 0.25 ไมโครลิตร 
DNA template 2.00 ไมโครลิตร 
dH2O 1.50 ไมโครลิตร 
corol load 1.00 ไมโครลิตร 
Total volume 10.00 ไมโครลิตร 
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4.1.6 ส าหรับยีน IL10RB ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังท่ีมี
การพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (hepatocellular carcinoma) และกลุ่มประชากรปกติสุขภาพดีท่ีไม่เคย
ติดเช้ือ (healthy controls) 

 
TopTaq Master Mix 5.00 ไมโครลิตร 
20 pmol forward primer 0.25 ไมโครลิตร 
20 pmol reverse primer 0.25 ไมโครลิตร 
DNA template 2.00 ไมโครลิตร 
dH2O 1.50 ไมโครลิตร 
corol load 1.00 ไมโครลิตร 
Total volume 10.00 ไมโครลิตร 

 
น าส่วนผสมของพีซีอาร์ ใส่ในเคร่ือง PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) 

โดยใชโ้ปรแกรมการเพิ่มลดอุณหภูมิ ดงัน้ี 
 
กรณีท่ีใชคู้่ไพร์เมอร์ส าหรับยนี IFNAR2 
 
1. อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
 
2. อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 39   วินาที (ขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอสายคู่เป็น 

ดีเอน็เอสายเด่ียว; Denaturation) 
 

3. อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน50 วินาที (ขั้นตอนท่ีลดอุณหภูมิลงมาเพื่อให้ไพร
เมอร์สามารถจบักบั DNA template ท่ี complementary กนั; Annealing) 
 

4. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที (ขั้นตอนท่ีเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสาย
ใหม่ต่อจากไพรเมอร์; Elongation) 
 

5. คงอุณหภูมิไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส  
 

6. ท าซ ้ าขอ้ 2-4 จ านวน 35 รอบ  
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                         กรณีท่ีใชคู้่ไพร์เมอร์ส าหรับยนี IL10RB 
 
1. อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
 
2. อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 39   วินาที (ขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอสายคู่เป็น 

ดีเอน็เอสายเด่ียว; Denaturation) 
 

3. อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส นาน 50 วนิาที (ขั้นตอนท่ีลดอุณหภูมิลงมาเพื่อให้ไพร
เมอร์สามารถจบักบั DNA template ท่ี complementary กนั; Annealing) 
 

4. อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที (ขั้นตอนท่ีเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสาย
ใหม่ต่อจากไพรเมอร์; Elongation) 
 

5. คงอุณหภูมิไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส  
 

6. ท าซ ้ าขอ้ 2-4 จ านวน 35 รอบ  
 
ท าการตรวจสอบผลิตภณัฑ์พีซีอาร์โดยใชเ้จลอิเล็คโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis)

ซ่ึงผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีไดค้วรมีขนาดประมาณ 209 คู่เบส เม่ือใชคู้่ไพร์เมอร์ ส าหรับยีน IFNAR2 และ
ควรมีขนาดประมาณ055 คู่เบส เม่ือใชคู้่ไพร์เมอร์ ส าหรับยนี IL10RB 
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4.2 น าผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีได ้มาท าการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ โดยมีส่วนผสมดงัน้ี 
 
4.2.1 ส าหรับยนี IFNAR2 

Buffer no.4 1 ไมโครลิตร 
BSA 0.0 ไมโครลิตร 
XmnI 0.5 ไมโครลิตร 
PCR product 7 ไมโครลิตร 
Total volume 8.6 ไมโครลิตร 
 

4.2.2 ส าหรับยนี IL10RB  
Buffer no.4 1 ไมโครลิตร 
BSA 0.0 ไมโครลิตร 
Taqα1 0.5 ไมโครลิตร 
PCR product 7 ไมโครลิตร 
Total volume 8.6 ไมโครลิตร 

 
น าส่วนผสมท่ีไดไ้ปบ่มท่ีตูอ้บอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล ส าหรับ ยีน IFNAR2 และ 

อุณหภูมิ 65องศาเซลเซียล ส าหรับยีน IL10RB เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นท าการตรวจสอบ
ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยใชเ้จลอิเล็คโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 
 
5. การวเิคราะห์ข้อมูล 

 
5.1 วเิคราะห์ Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) โดยจะท าการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 

Hardy-Weinberg equilibrium calculator (http://www.oego.org/software/hwe-mr-calc.shtml) 
 
5.2 การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของยีน IFNAR2และ IR10RB กับการติดเช้ือไวรัสตับ

อกัเสบบีเร้ือรัง จะใช ้Chi-square test (EpiInfo version 6) ในการหาความแตกต่างทางสถิติระหวา่ง
ผูป่้วยกบักลุ่มควบคุมส าหรับแต่ละ SNP ซ่ึงจะค านวณ P values และ odds ratios 
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5.3 การวิเคราะห์ haplotype จะค านวณค่า Maximum likelihood haplotype frequencies 
โดยวิธี Exprctation-Maximiation (EM) approach ดว้ยโปรแกรมPLINK v1.07 program (Purcell et 
al., 2007) 
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ผลการวจิัยและวจิารณ์ 
 

ผลการวจัิย 

 
1. ผลข้อมูลพืน้ฐานและลกัษณะทางคลนิิคของกลุ่มตัวอย่าง 

 
ตารางท่ี 2  แสดงขอ้มูลพื้นฐานและลกัษณะทางคลินิคของกลุ่มตวัอย่างในงานวิจยัน้ีกลุ่ม

ประชากรท่ีศึกษาประกอบด้วย ผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบีเร้ือรัง (Chronic HBV 
infection) จ านวน 227 ราย โดยแบ่งเป็นผูป่้วยท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (Chronic  HBV 
infection without HCC) จ านวน 127 คน และผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (Chronic 
HBV infection with HCC) จ านวน 100คน  กลุ่มควบคุมจ านวน 320 คน โดยเป็นกลุ่มควบคุมท่ีเคย
ได้รับเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเพียงชั่วคราวและสามารถก าจดัเช้ือได้ (Self-limited HBV infection) 
จ านวน 170 คน และกลุ่มควบคุมท่ีเป็นประชากรปกติสุขภาพดีท่ีไม่เคยติดเช้ือ (Healthy subjects) 
จ  านวน 150 คน อายุเฉล่ียของประชากรท่ีศึกษาอยูใ่นช่วงระหวา่ง 24.27 - 53.96  ปี ค่าเฉล่ียปริมาณ
เอนไซมต์บั alanine aminotransferase (ALT) อยูใ่นช่วงระหวา่ง 60.86 - 069.59 U/I ค่าเฉล่ียปริมาณ
เอนไซมต์บั aspartate aminotransferase (AST) อยูใ่นช่วงระหวา่ง 87.6 – 009.34 U/I ส าหรับระดบั 
HBV DNA อยูใ่นช่วงระหวา่ง 5.53 - 5.75 (log10) 

 



36 

 

ตารางที ่2  ขอ้มูลพื้นฐานและลกัษณะทางคลินิคของกลุ่มตวัอยา่ง 
 

 
หมายเหตุ HBV = Hepatitis B virus 
 HCC = Hepatocellular carcinoma 
 ALT = Alanine aminotransferase 
 AST = Aspartate aminotranferase 
 NA = Not applicable 
 
2. ผลการวเิคราะห์รูปแบบจีโนไทป์ 

จากการวิเคราะห์รูปแบบความหลากหลายของยีน IFNAR2 ในต าแหน่ง rs2229297 
(T/C)โดยวิธี PCR-RFLP พบว่าก่อนตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ XmnI ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ะมีขนาด  
299 คู่ เบส  และเม่ือตัดด้วย เอนไซม์ตัดจ า เพาะ XmnI ซ่ึ งจะตัดตรงต าแหน่งเบสท่ีเป็น T   
ดงันั้น  หากจีโนไทป์ของตวัอยา่งเป็นเบส C  จะไม่มีการตดัของเอนไซม์ ขนาดของคู่เบส จึงเป็น 299 
คู่เบส เท่ากบัขนาดก่อนตดัดว้ยเอนไซม ์ดงัแสดงใน lane ท่ี 5  แต่ถา้ จีโนไทป์ของกลุ่มตวัอยา่งเป็น
เบส T  จะเกิดการตดัของเอนไซม์  ผลการตดั จะท าให้ไดข้นาด 058 และ 50 คู่เบส  ดงัแสดงใน lane 
ท่ี 3 และ ถา้หากจีโนไทป์ของกลุ่มตวัอยา่ง เป็นชนิด hetrozygous CT  จะเกิดทั้งการตดัเบส T และไม่
ตดัเบส T  ขนาดของผลิตภณัฑ์ท่ีได ้จะมีขนาด 299  058 และ 50 คู่เบส  ดงัแสดงในเลนท่ี 2 และ 4 
(แสดงดงัภาพท่ี 9 ) 

   Chronic HBV infection 
 Healthy 

subjects 
Self-limited 

HBV infection 
Without HCC With HCC 

Number of subjects 150 170 127 100 
Gender (female//male) 86/64 89/81 50/77 15/85 
Age (mean  SD) 24.27  7.19 48.41  13.76 44.44  14.63 53.96  16.97 
ALT (U/I) (mean  SD) NA NA 160.59  225.95 61.86  50.26 
AST (U/I) (mean  SD) NA NA 110.34  136.84 87.6  90.88 
HBV DNA (log10)  
(mean  SD) 

NA NA 5.53  1.77 5.75  2.19 
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จากการวิเคราะห์รูปแบบความหลากหลายของยีน  IL01RB ในต าแหน่ง rs2834167 
(A/G)โดยวิธี PCR-RFLP พบว่า ก่อนตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Taqα1 ผลิตภณัฑ์ท่ีได ้จะมีขนาด 
155 คู่เบส  และเม่ือตัดด้วย เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  Taqα1 ซ่ึงจะตัดตรงต าแหน่งเบสท่ีเป็น G   
ดงันั้น  หากจีโนไทป์ของตวัอยา่งเป็นเบส A  จะไม่มีการตดัของเอนไซม์ขนาดของคู่เบส จึงเป็น 155 
คู่เบส เท่ากบัขนาดก่อนตดัดว้ยเอนไซม ์ดงัแสดงใน lane ท่ี 3  แต่ถา้ จีโนไทป์ของกลุ่มตวัอยา่งเป็น
เบส G  จะเกิดการตดัของเอนไซม ์ ผลการตดัจะท าให้ไดข้นาด 129 และ 26  คู่เบส  ดงัแสดงใน lane 
ท่ี 4 และ ถา้หากจีโนไทป์ของกลุ่มตวัอยา่ง เป็นชนิด hetrozygous AG  จะเกิดทั้งการตดัเบส G และ
ไม่ตดัเบส G  ขนาดของผลิตภณัฑท่ี์ได ้จะมีขนาด 155 129 และ 26 คู่เบส  ดงัแสดงในเลนท่ี 2 และ 5 
(แสดงดงัภาพท่ี 19 ) 
 

 
 
ภ า พ ที่  9  ผ ล ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ จี โ น ไ ท ป์ ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  PCR-RFLPส า ห รั บ ยี น  IFNAR2 

ขนาดของผลิตภณัฑ์หลงัตดัด้วย XmnI มีขนาด 209 คู่เบส ในกรณีท่ีผูป่้วยมีจีโนไทป์ 
แบบ homozygous CC (ดงัแสดงในเลนท่ี 5), มีขนาด 209, 158 และ 51 คู่เบส ในกรณีท่ี
ผูป่้วยมีจีโนไทป์  แบบ heterozygous CT (ดงัแสดงในเลนท่ี 2, 4)  และ มีขนาด 158 และ 
51 คู่เบส ในกรณีท่ีผูป่้วยมีจีโนไทป์  แบบ homozygous TT (ดงัแสดงในเลนท่ี 3) 
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ภาพที ่10  ผลการวเิคราะห์จีโนไทป์ดว้ยเทคนิค PCR-RFLPส าหรับยีน IL10RB ขนาดของผลิตภณัฑ์

หลงัตดัดว้ย Taqα1 มีขนาด 155 คู่เบส ในกรณีท่ีผูป่้วยมีจีโนไทป์ แบบ homozygous AA 
(ดงัแสดงในเลนท่ี 3), มีขนาด 155, 129และ 26 คู่เบส ในกรณีท่ีผูป่้วยมีจีโนไทป์  แบบ 
heterozygous AG (ดังแสดงในเลนท่ี 2และ 5)และ มีขนาด 129 และ  
26 คู่เบส ในกรณีท่ีผูป่้วยมีจีโนไทป์  แบบ homozygous GG (ดงัแสดงในเลนท่ี 4) 

 
3. ผลการยนืยนัรูปแบบจีโนไทป์ โดยวธีิ  Direct sequencing 
 
 ตวัอย่าง : ผูป่้วยในกลุ่ม Recover  ท าการทดลองดว้ยวิธี PCR-RFLP วิเคราะห์ผล พบว่า  
มีจีโนไทป์ แบบ Homozygous แบบ CC เม่ือยืนยนัผลดว้ยท าการ direct sequencing  จากรูปท่ีแสดง 
จะเห็นวา่ผลการวเิคราะห์เป็น Homozygous CC เช่นกนั 
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1st_BASE_934010_Re_182_IFNAR2_IFNAR2_F 
 
CCCTTCTGCTCATTTTTATATTTGCAGTTTAATTAGACACTTCAGAATTTTGATCACCTA
ATGTTGATTTCAGATGTAAAAGTCAAGAGAAGACTCTAAAAATAGCAAAGATGCTTTT
GAGCCAGAATGCCT(C/T)CATCGTCAGATCACTTAATTTGGTTCTCATGGGTAAGTGCT
GCAA 
 

 
 

ภาพที ่11  ผลการวเิคราะห์โดยวธีิ Direct sequencing
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4. ผลการวเิคราะห์ Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) 
 
ตารางที ่3  ผลการวเิคราะห์ Hardy-Weinberg equilibriumในผูป่้วยกลุ่มควบคุม ส าหรับยนี IFNAR2 
 

Genotype Expected Observed 

Common homoygotes 199.12 196 
Heterocygotes 109.75 116 

Rare homocygotes 15.12 12 
 

p allele frequency = 0.78 
q allele frequency = 0.22 
P-value    = 0.55 

 
ตารางที ่4  ผลการวเิคราะห์ Hardy-Weinberg equilibrium ในผูป่้วยกลุ่มควบคุม ส าหรับยนี IL10RB 
 

Genotype Expected Observed 

Common homoygotes 125.08 132 
Heterocygotes 151.64 138 

Rare homocygotes 46.08 53 
 

p allele frequency = 0.62 
q allele frequency = 0.38 
P-value    = 0.24 

 
จาก ตารางแสดงผลท่ี 3 และ 4 พิจารณา P-value จะเห็นวา่ มีค่า มากกวา่ 0.05  แสดงถึงไม่มี

ความแตกต่างกนัระหวา่งค่าท่ีคาดหวงั และค่าท่ีไดจ้ากการทดลอง (อยูใ่นสมดุล ฮาร์ดี - ไวน์เบิร์ก) 
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5. ผลการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของยนี IFNAR2และ IR10RB กบัการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบี
ชนิดเร้ือรัง 
 

ตารางท่ี 5 แสดงการกระจายของความถ่ีจีโนไทป์และอัลลีลของ SNP IFNAR2-F8S 
(rs2229297, T/C) และ IL01RB-K47E (rs2834067, A/G) ในแต่ละกลุ่มประชากรท่ีศึกษา 
ซ่ึงประกอบดว้ยผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังทั้งหมด (total HBV) โดยแบ่งเป็นผูป่้วย
ท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั (HBV without HCC) และผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็น
โรคมะเร็งตบั (HBV with HCC) กลุ่มควบคุมท่ีเคยไดรั้บเช้ือไวรัสตบัอกัเสบเพียงชัว่คราว และ
สามารถก าจดัเช้ือได ้(Self-limited HBV) และ กลุ่มควบคุมท่ีเป็นประชากรปกติ สุขภาพดีท่ีไม่เคยติด
เช้ือ (Healthy controls)  เม่ือเปรียบเทียบความถ่ีอลัลีล SNP IFNAR2-F8S (rs2229297, T/C) ระหวา่ง
กลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นไวรัสตบัอกัเสบบีทั้งหมด (ทั้งท่ีมีการพฒันา และไม่มีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั) 
กบักลุ่มตวัอยา่งท่ีมีสุขภาพแขง็แรง พบวา่ กลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นไวรัสตบัอกัเสบบีมีความถ่ีของอลัลีล C 
สูงกวา่กลุ่มตวัอยา่งท่ีมีสุขภาพแขง็แรง อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  [OR (95% CI)=3.31 (2.11–5.21), P 
=6.214×10−9และ Pc =1.864×10−8] โดยลกัษณะการถ่ายทอดของอลัลีล C เป็นแบบยีนเด่น 
(autosomal dominant) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบความถ่ีของจีโนไทป์ CC และ CT กบั TT ในยีน IFNAR2 
ร ะหว่ า งก ลุ่ มตัว อย่ า ง ท่ี เ ป็น ไว รัสตับอัก เสบ บีทั้ ง หมด  (ทั้ ง ท่ี มี ก า รพัฒนา  แล ะไ ม่ มี 
การพฒันาไปเป็นมะเร็งตับ) กับกลุ่มตัวอย่างท่ีมีสุขภาพแข็งแรง พบว่า มีความแตกต่างอย่าง 
มีนยัส าคญัทางสถิติโดยมีค่า OR = 4.02 (95% CI=2.41–6.75, P =4.631×10−9และ Pc =1.389×10−8) 
 

ในงานวิจยัน้ียงัแบ่งกลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังเป็นผูป่้วยท่ีไม่มีการ
พฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั และผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็นโรคมะเร็งตบั  และเม่ือเปรียบเทียบ
ความถ่ีของอลัลลั C และ T  ในยีน IFNAR2   ระหว่างกลุ่มตวัอย่างท่ีเป็นไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีมี 
การพฒันาไปเป็นมะเร็งตบัและกลุ่มท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั กบักลุ่มตวัอย่างท่ีมีสุขภาพ
แข็งแรง พบว่า ความถ่ีของอลัลีล C ของกลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีมีการพฒันาไปเป็น
มะเร็งตบั และกลุ่มท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบัสูงกว่ากลุ่มตวัอยา่งท่ีมีสุขภาพแข็งแรงอยา่งมี
นยัส าคญัทั้งสองกลุ่ม{[OR (95% CI)=3.50 (2.09–5.87), P =2.630×10−7และ Pc =7.890×10−7]; [OR 
(95% CI)=3.61 (1.93–5.20), P =9.169×10−7 and Pc =2.751×10−6]} ซ่ึงผลการถ่ายทอดของ 
อลัลีล C เป็นแบบยีนเด่น ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบความถ่ีของจีโนไทป์ CC และ CT กบั TT มีค่า  
OR = 4.19, 95% CI=2.29–7.70, P =6.734×10−7และ Pc =2.020×10−6  ส าหรับกลุ่มท่ีมีการพฒันาไป
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เป็นมะเร็งตบัและ OR = 3.90, 95% CI=2.20–6.94, P =3.814×10−7, Pc =1.144×10−6 ในกลุ่มท่ีไม่มี
การพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั (แสดงดงัตารางท่ี 5) 

 
ผลการศึกษาในต าแหน่ง IL01RB-K47E (rs2834067, A/G) เม่ือเปรียบเทียบความถ่ีของ 

จีโนไทป์ AA กับ AG และ GG ระหว่างกลุ่มตวัอย่างท่ีเป็นไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังทั้งหมด  
(ทั้ งท่ีมีการพฒันา และไม่มีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตับ) กับกลุ่มตัวอย่างท่ีเคยได้รับเช้ือไวรัส 
ตบัอกัเสบบีและสามารถก าจดัเช้ือออกไปได ้(self-limited HBV) พบวา่ ในกลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นไวรัส
ตบัอกัเสบบีเร้ือรัง มีความถ่ีของจีโนไทป์ AA ต ่ากวา่กลุ่ม self-limited HBV อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
[OR (95% CI)= 0.45 (0.24–0.83), P = 0.006 and Pc = 0.018] และเม่ือแบ่งกลุ่มออกเป็นผูป่้วยท่ีมีการ
พัฒนา และไม่ มีการพัฒนาไปเป็นมะเร็งตับ  พบว่า  เฉพาะกลุ่มท่ีไม่ มีการพัฒนาไปเป็น 
มะเร็งตบัท่ีให้ผลความถ่ีของจีโนไทป์ AA ต ่ากวา่กลุ่ม self-limited HBV อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
[OR (95% CI)= 0.32 (0.13–0.72), P = 0.003, Pc =0.009] (แสดงดงัตารางท่ี 5) 

 
ผลการวิเคราะห์ haplotype ของ SNPs IFNAR2-F8S และ IL10RB-K47E (แสดงดงัตารางท่ี 

6) พบว่า เม่ือเปรียบเทียบระหว่างความถ่ี haplotype CA และ CG กบักลุ่มตวัอย่างผูป่้วยไวรัส 
ตบัอกัเสบบีเร้ือรังทั้ งหมด ผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั และ 
กลุ่มตวัอยา่งท่ีมีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั เทียบกบั กลุ่มตวัอยา่งท่ีสุขภาพแข็งแรง พบวา่ ในกลุ่มท่ี
เป็นไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังทุกกลุ่ม มีความถ่ี haplotype CA และ CG สูงกวา่ กลุ่มตวัอยา่งท่ีสุขภาพ
แข็งแรงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ [total chronic HBV (OR = 6.84 และ Pc = 0.014), with HCC (OR 
= 7.7 และ Pc = 0.016), without HCC (OR = 5.99 และ Pc = 0.039); total chronic HBV (OR = 3.75 
และ Pc = 0.002), with HCC (OR = 3.48 และ Pc = 0.002), without HCC (OR = 3.72 และ Pc = 
0.001), ตามล าดับ]  ในทางตรงกันข้าม พบว่า  TG เป็น protective haplotype  
เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบัเทียบกบักลุ่มตวัอยา่งท่ีสุขภาพแข็งแรง 
(OR = 0.59 และ Pc = 0.048) 
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ตารางที ่5  การกระจายของความถ่ีจีโนไทป์และอลัลีลของ SNP IFNAR2-F8S (rs2229297, T/C) และ IL01RB-K47E (rs2834067, A/G) 
 

SNP 
 

Genotype/ allele Total HBV HBV with HCC HBV without HCC Self-limited HBV Healthy control 
 N=227 (%) N=100 (%) N=127 (%) N=170 (%) N=150 (%) 

IFNAR2-F8S  CC  13 (5.73)a 7 (7)d 6 (4.72)f 10 (5.88)  2 (1.33)  
(rs2229207)  CT  96 (42.29)a 42 (42)d 54 (42.52)f  86 (50.59)  26 (17.33)  
   TT  118 (51.98)  51 (51)  67 (52.76)  74 (43.53)  122 (81.33)  
   C  122 (26.87)b 56 (28)e 66 (25.98)g 106 (31.18)  30 (10)  
   T  332 (73.13)  144 (72)  188 (74.02)  234 (68.82)  270 (90)  

IL10RB-K47E  AA  22 (9.69)c 13 (13)  9 (7.09)h 33 (19.41)  19 (12.67)  
(rs2834167)  AG  115 (50.66)  51 (51)  64 (50.39)  67 (39.41)  69 (46)  
   GG  90 (39.65)  36 (36)  54 (42.52)  70 (41.18)  62 (41.33)  
   A  159 (35.02)  77 (39)  82 (32.28)  133 (39.12)  107 (35.67)  
   G  295 (64.98)  123 (62)  172 (67.72)  207 (60.88)  193 (64.33)  
 
หมายเหตุ SNP = single nucleotide polymorphism 
 HBV = Hepatitis B Virus 

HCC = Hepatocellular carcinoma 
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ตารางที ่5  (ต่อ) 
 

a Autosomal dominant model CC+CT compared with TT genotype (total HBV vs. healthy control); OR (95%CI) = 4.02 (2.41-6.75),  
P = 4.631 x10-9, Pc = 1.389x10-8. 

b C compared with T allele (total HBV vs. healthy control); OR (95%CI) = 3.31 (2.11-5.21), P = 6.214x10-9, Pc  = 1.864x10-8.  
c AA compared with AG + GG genotype (total HBV vs. self-limited HBV); OR (95%CI) = 0.45 (0.24 –0.83), P = 0.006, Pc = 0.018. 
d Autosomal dominant model CC+CT compared with TT genotype (HBV with HCC vs. healthy control); OR (95%CI) = 4.19 (2.29-7.70),  

P =6.734x10-7, Pc =2.020x10-6. 
e C compared with T allele (HBV with HCC vs. healthy control); OR (95%CI) = 3.50 (2.09-5.87), P = 2.630x10-7, Pc = 7.890x10-7. 

f Autosomal dominant model CC+CT compared with TT genotype (HBV with HCC vs. healthy control); OR (95%CI) = 3.90 (2.20-6.94),  
P =3.814 x10-7, Pc =1.144x10-6. 

g  C compared with T allele (HBV without HCC vs. healthy control); OR (95%CI) = 3.61 (1.93-5.20), P = 9.169 x10-7, Pc = 2.751x10-6. 
hAA compared with AG + GG genotype (HBV without HCC vs. self-limited HBV); OR (95%CI) = 0.32 (0.13 –0.723), P = 0.003, Pc = 0.009. 
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ตารางที ่6  การวเิคราะห์แฮพโพไทป์ของยนี IFNAR2-F85 (rs2229207) และ IL10RB-K47E (rs2834167) 
 
 Haplotype frequency HBV without HCC  

vs Healthy control 
HBV with HCC 

vs Healthy control 
Total HBV 

vs Healthy control 

Haplotype Healthy 
control 

HBV 
without 

HCC 

HBV with 
HCC 

Total HBV OR Pc value OR Pc value OR Pc value 

CA 0.0248 0.0730 0.0841 0.0835 5.99 0.039 7.7 0.016 6.84 0.014 
TA 0.3416 0.2498 0.2896 0.2902 0.63 0.116 0.80 0.887 0.69 0.732 
CG 0.0779 0.1868 0.1852 0.1858 3.72 0.001 3.48 0.002 3.75 0.002 
TG 0.5557 0.4904 0.4412 0.4406 0.72 0.414 0.59 0.048 0.66 0.059 

 
หมายเหตุ HBV = Hepatitis B Virus 

HCC = Hepatocellular carcinoma 
OR = odds ratio 
Pc = corrected P-value 
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วจิารณ์ 
 

ในการศึกษาน้ี เป็นการศึกษาเพื่อหาบทบาทของยีน IFNAR2 และยีน IL10RB ซ่ึงเป็นยีนใน
กลุ่ม Class II cytokine receptor ในการเกิดโรคและการด าเนินโรคของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรังในประชากรไทยสนิปต าแหน่งท่ีสนใจศึกษา คือ IFNAR2 –F8S (rs2229207, T/C)  
ซ่ึงมีบทบาทในการเปล่ียนกรดอะมิโนจากฟีนิลอะลานีนเป็นเซอรีนและอยูบ่ริเวณ signal peptide ซ่ึง
มีความส าคญัต่อกระบวนการ Protein trafficking ของยีน IFNAR2 –F8S การพบอลัลีล C  
ท่ีต าแหน่งน้ี มีผลใหก้ารแสดงออกของโปรตีนท่ีผิวหนา้เซลล์ต ่าลง รวมทั้งท าให้กระบวนการ signal 
transduction และ antiviral response (ซ่ึงถูกเหน่ียวน าจาก interferon alpha) ลดลงดว้ย (Frodsham et 
al., 2006) 

 
จากผลการทดลอง ไดแ้สดงให้เห็นว่า ยีน IFNAR2 –F8S มีความเก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือ

ไวรัสตบัอกัเสบบี โดยอลัลีล C ในยีน IFNAR2 –F8S จะสูงข้ึนในผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี
เร้ือรังเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีมีสุขภาพปกติ  แต่เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีเคยติดเช้ือชัว่คราวและ
สามารถก าจดัเช้ือได้นั้น กลบัไม่พบความสัมพนัธ์  อย่างไรก็ตาม เม่ือทดลองแบ่งกลุ่มผูป่้วยเป็น  
2 กลุ่ม คือ กลุ่มติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังท่ีมีการด าเนินโรคไปเป็นมะเร็งตบั และกลุ่มท่ีติด
เช้ือตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังท่ีไม่มีการด าเนินโรคไปเป็นมะเร็งตบั พบว่ายีน IFNAR2 –F8S สัมพนัธ์
กั บ ก ลุ่ ม ท่ี ติ ด เ ช้ื อ ไ ว รั ส ตั บ อั ก เ ส บ บี เ ร้ื อ รั ง ท่ี ไ ม่ มี ก า ร พัฒ น า ไ ป เ ป็ น ม ะ เ ร็ ง ตั บ  
ดงันั้น สันนิษฐานไดว้า่ อลัลีล C สัมพนัธ์กบัการเพิ่มความเส่ียงในการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ
เร้ือรัง เพราะไปส่งผลถึง กระบวนการ signal transduction และ antiviral response ตามท่ีกล่าวมา
ขา้งตน้ แต่ทั้งน้ี จ  าเป็นตอ้งมีการศึกษาในประชากรกลุ่มใหญ่กวา่น้ีเพื่อยนืยนัผลการศึกษาต่อไป 

 
สนิปอีกต าแหน่งหน่ึงท่ีสนใจศึกษา คือ IL10RB-K47E (rs2834167, A/G) มีบทบาท 

ในการเปล่ียนกรดอะมิโนจากไลซีนเป็นกรดกลูตามิค อยูใ่นต าแหน่ง first extracellular FnIII domain 
repeat (Frodsham et al., 2006)  การศึกษาของ Frodsham et al.พบวา่ อลัลีล A ของยีน IL10RB-K47E 
มีผลต่อการแสดงออกของ receptor ให้ลดต ่าลงท าให้กระบวนการ signal transduction ลดลงเช่นกนั 
จากผลการศึกษา ไม่พบความสัมพนัธ์ของความถ่ีของอลัลีลของสนิปต าแหน่งน้ีกบักลุ่มผูป่้วยไวรัส
ตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังและกลุ่มควบคุมท่ีสุขภาพปกติ  แต่เม่ือวิเคราะห์ความถ่ีของจีโนไทป์กลบัพบ
ความสัมพนัธ์ กล่าวคือ จีโนไทป์ AA ลดลงในกลุ่มผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง เม่ือเทียบกบั
กลุ่มผูป่้วยท่ีเคยติดเช้ือและสามารถก าจดัเช้ือไดเ้อง และเม่ือวิเคราะห์โดยแบ่งกลุ่มผูป่้วยเป็น 2 กลุ่ม 
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คือ กลุ่มติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังท่ีมีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั  และกลุ่มท่ีติดเช้ือไวรัส
ตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังท่ีไม่มีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั พบวา่ มีการลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
ของจีโนไทป์ AA  ในกลุ่มผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังท่ีไม่มีการด าเนินโรคไปเป็น
มะเร็งตบั  ผลการศึกษาน้ีสอดคล้องกบัการศึกษาก่อนหน้าน้ี ท่ีระบุว่า จีโนไทป์ AA อาจจะเป็น 
protective genotype (Gong et al., 2009)  แต่ให้ผลการศึกษาตรงขา้มกบัการศึกษาในผูป่้วยชาวจีน ท่ี
ระบุวา่อลัลีล A อาจจะเพิ่มความเส่ียงในการเป็นไวรัสตบัอกัเสบบี (Chen et al., 2010)  อยา่งไรก็ตาม 
ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม โดยเพิ่มจ านวนประชากรให้กลุ่มใหญ่ข้ึน และมีความหลากหลายของกลุ่ม
ประชากรมากข้ึน เพื่อยนืยนัผลการศึกษาน้ีอีกคร้ัง  

 
นอกจากน้ี ไดมี้การวิเคราะห์ haplotype   พบวา่ haplotype ทั้งหมดท่ีมีอลัลีล C  (CA และ 

CG) ในยนี IFNAR2 –F8S (rs2229207) มีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ กบัการติดเช้ือไวรัส
ตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง ทั้งในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั และไม่มีการพฒันาไปเป็น
มะเร็งตับ  การวิเคราะห์ haplotype น้ี จึงเป็นส่ิงท่ียืนยนัผลการทดลองก่อนหน้าน้ี ท่ีระบุว่า  
อลัลีล C มีความส าคัญต่อการเกิดโรคและการด าเนินโรคของไวรัสตับอักเสบบีแบบเร้ือรัง  
แต่ผลการศึกษาน้ีไม่สอดคลอ้งกบัการศึกษาในผูป่้วยชาวจีน ท่ีไม่พบความสัมพนัธ์ใดๆ เลยในการ
วิเคราะห์ haplotype (Gong et al., 2009)  ดงันั้น การเพิ่มจ านวนประชากรให้มากข้ึนจึงเป็นส่ิงจ าเป็น
ในการศึกษาเร่ืองน้ีต่อไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

จากการวิจยัเพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างยีน IFNAR2 และ IL10R กบัการติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบบีชนิดเร้ือรังในประชากรไทย พบความสัมพนัธ์ระหวา่ง ยีน IFNAR2 กบัการติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบบีแบบเร้ือรัง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  นอกจากน้ี พบว่าจีโนไทป์ homozygous AA  
ของ SNP rs2834167 สูงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในกลุ่มท่ีเคยได้รับเช้ือไวรัสตับอักเสบ
เพียงชัว่คราว และสามารถก าจดัเช้ือได ้เปรียบเทียบกบักลุ่มผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี 
แสดงวา่ IL10RB AA genotype อาจมีผลในการป้องกนัการติดเช้ือไวรัสตบับีแบบเร้ือรัง อาจจะเป็น 
protective genotype   

 
ทั้งน้ี อาจมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยเพิ่มจ านวนประชากรตวัอย่าง และเพิ่มความหลากหลาย

ของกลุ่มประชากรเพื่อยนืยนัผลการศึกษาท่ีไดใ้นอนาคต 
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ซิงเกลินิวคลโีอไทด์โพลมีอร์ฟิซึม (Single-nucleotide polymorphism) 
 

ซิงเกิลนิวคลีโอไทด์โพลีมอร์ฟิซึม (Single-nucleotide polymorphism) หรือสนิป (SNP) เป็น
การแปรผนัของล าดบัดีเอน็เอชนิดหน่ึงซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์หน่ึงตวัในจีโนมท าให้
แตกต่างจากจีโนมของส่ิงมีชีวติอ่ืนในสปีชีส์เดียวกนัหรือต่างจากโครโมโซมอีกแท่งหน่ึงในส่ิงมีชีวิต
เดียวกนั ตวัอยา่งเช่น ช้ินส่วนดีเอ็นเอในต าแหน่งเดียวกนัจากคนสองคนพบเป็น AAGCCTA และ 
AAGCTTA มีความแตกต่าง ท่ี นิวคลีโอไทด์ตัวหน่ึง  เ ช่น น้ีกล่าวได้ว่า  SNP น้ี มี  
2 อลัลีล โดย SNP ส่วนใหญ่มีเพียง 2 อลัลีลเท่านั้น 
 

 
 

ภาพผนวกที ่1  แสดงลกัษณะของ SNP ท่ีเกิดข้ึนบนสาย DNA 
 

เทคนิคพซีีอาร์ (PCR, Polymerase chain reaction) 
 

การเพิ่มจ านวน DNA โดยวิธี PCR (Polymerase chain reaction) เป็นวธีิการเพิ่มจ านวนของ 
DNA ส่วนท่ีตอ้งการจาก DNA รวมทั้งหมดท่ีสกดัมาไดจุ้ดเร่ิมตน้ของการท า PCR คือส่วนผสมของ 
DNA ท่ีมีส่วนของ DNA ท่ีเราตอ้งการเพิ่มจ านวนอยูมี่ oligonucleotide primer 1 คู่ท่ีมีล าดบัเบส 
complementary กนักบัล าดบัเบสของปลาย 2 ขา้งของ DNA ส่วนท่ีเราตอ้งการเพิ่มจ านวน (ดงันั้นจึง
จ าเป็นท่ีจะตอ้งทราบล าดบัเบสบางส่วนของ DNA ท่ีอยูใ่กลห้รือ DNA ส่วนท่ีเราตอ้งการเพิ่มจ านวน 
เพื่อท่ีเราจะสามารถเพิ่มจ านวน DNA ส่วนนั้นๆได)้ 
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วธีิการท า PCR ประกอบไปดว้ย 
 

1. denaturation ท าให้สาย double stranded DNA แยกตวัออกมาเป็น single stranded โดย
ใชค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 94°C 

 
2. annealing หมายถึง การรวมตวัระหวา่ง primer กบัล าดบัเบสท่ี complementary กนั 

 
3. polymerization หรือ extension หรือ elongation เป็นการต่อสาย primer ใชเ้อนไซม ์

DNA polymerase โดยในการน้ีเราจะใช้ DNA polymerase ชนิดพิเศษท่ีเรียกว่า Taq (Tack) 
polymerase เป็น DNA polymerase ท่ีสกดัมาจากแบคทีเรียThermus aquaticusซ่ึงมีคุณสมบติัทนต่อ
ความร้อนได ้(แบคทีเรียสายพนัธ์น้ีอาศยัอยูบ่ริเวณน ้าพุร้อน) 

 
 ท าซ ้ าจากขอ้ 1 ถึงขอ้ 3 คือ heat denaturation, annealing of primers และ primer extension 
อีกหลายๆรอบโดยทัว่ไปนิยมท าประมาณ 25 - 30 รอบ 
 

 
 
ภาพนวกที ่2  วธีิการเพิ่มปริมาณดีเอนเอดว้ยเทคนิค PCR 
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 ขอ้เสียเปรียบประการหน่ึงของวธีิ PCR คือ Taq polymerase ท่ีใชไ้ม่มีคุณสมบติั proof 
reading ดงันั้นอาจจะมีความผดิพลาดในการน าเบสท่ีถูกตอ้งมาต่อในสาย DNA นั้นไดท้  าใหไ้ดเ้บสท่ี
ผดิไปจาก DNA ตน้แบบอีกประการหน่ึง PCR เป็นวธีิท่ีไวต่อการปนเป้ือนของ DNA ถา้ DNA ตวั
ตน้ถูกปนเป้ือนดว้ยDNA อ่ืนซ่ึง primer สามารถจบัไดก้็จะมีการเพิ่มจ านวนส่วนของ DNA นั้นๆ
พร้อมๆกบัการเพิ่มจ านวน DNA ส่วนท่ีเราตอ้งการไดมี้การประยกุตน์ าเอาวธีิการและผลผลิตจาก 
PCR ไปใชห้ลายดา้นรวมทั้งการเพิ่มจ านวนของส่วนของ DNA เพื่อน าไปท า DNA cloning หรือการ
เพิ่มจ านวนส่วนของ DNA ท่ีตอ้งการจาก genomicDNA เพื่อใชไ้ปท า sequencing รวมถึงการใชว้ธีิ 
PCR ในการวนิิจฉยัโรค 
  

วธีิ PCR น้ีจ  านวนของ DNA ส่วนท่ีตอ้งการจะเพิ่มข้ึนแบบเรขาคณิตกล่าวคือถา้เร่ิมตน้จาก 
DNA1 โมเลกุลรอบท่ีหน่ึงของ PCR จะได ้DNA 2 โมเลกุลรอบท่ีสองจะได ้4 โมเลกุลรอบท่ีสามจะ
ได ้8 โมเลกุลอยา่งน้ีเร่ือยไปรอบท่ีสิบจะได ้1,026 โมเลกุลรอบท่ียีสิ่บจะได ้1,048,576 โมเลกุล 

 
วธีิน้ีเป็นวธีิท่ีท าไดง่้าย, รวดเร็วแต่ละรอบใชเ้วลาไม่นาน แต่เราตอ้งรู้บางส่วนของล าดบัเบส

ของ DNAท่ีเราสนใจเพื่อเป็นประโยชน์ในการออกแบบและสังเคราะห์ primer PCR สามารถช่วย
วนิิจฉยัโรคไดเ้ช่นใช ้PCR ในการตรวจคน้แบคทีเรียหรือไวรัสเช่น HIV (human immunodeficiency 
virus) ท่ีเป็นสาเหตุของโรค AIDS Human cytomegalovirus และ hepatitis B virus PCR ยงัสามารถ
น าไปใชใ้นการวนิิจฉยัโรคทางพนัธุกรรมโดยเฉพาะท าใหก้ารตรวจสอบsingle-copy sequence ใน 
DNA ของเซลลเ์ป็นไปไดง่้ายข้ึนมาก การประยกุตใ์ช ้PCR ท่ีน่าสนใจอีกอยา่งหน่ึงคือ “ancient 
DNA analysis” คือการใช ้ PCR เพิ่มจ านวนDNA ของซากของส่ิงมีชีวติท่ีมีอายเุป็นร้อยหรือพนัปี
มาแลว้เช่น DNA จากมมัม่ีจากซากแมลงเพื่อน ามาศึกษาคน้ควา้ดา้นวิวฒันาการเป็นตน้ 
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อเิลคโตรโฟไลซิส (Electrophoresis) 
  

เป็นวิธีการแยกสารท่ีผสมกันอยู่ให้ออกจากกันโดยใช้กระแสไฟฟ้าหลักการของ
electrophoresis คือเม่ือวางโมเลกุลท่ีมีประจุลงในสนามไฟฟ้าท่ีเกิดจากขั้วไฟฟ้า 2 ขั้วท่ีอยู่ใต้
สารละลายโมเลกุลของสารนั้นจะมีการเคล่ือนยา้ยจากขั้วหน่ึงไปสู่ขั้วหน่ึงโดยท่ีโมเลกุลท่ีมีประจุ
ไฟฟ้ารวมเป็นบวกจะเคล่ือนท่ีไปท่ีขั้วลบในขณะท่ีโมเลกุลท่ีมีประจุไฟฟ้ารวมเป็นลบจะเคล่ือนท่ีไป
ท่ีขั้วบวกการเคล่ือนท่ีในลกัษณะน้ีเราเรียกว่า electrophoresis ความเร็วในการเคล่ือนท่ีข้ึนอยู่กบั
ปัจจยั 2 ประการคือแรงผลกัดนัซ่ึงเกิดโดยสนามไฟฟ้ากระท าต่อโมเลกุลนั้นๆปัจจยัอีกประการหน่ึง
คือแรงตา้นทานการเคล่ือนท่ีซ่ึงเกิดข้ึนในขณะท่ีโมเลกุลนั้นเคล่ือนยา้ยเขา้ไปในตวักลาง 

 
 เม่ือเร่ิมเปิดสนามไฟฟ้าโมเลกุลของสารจะเคล่ือนท่ีด้วยความเร่งจนกระทัง่ถึงความเร็วท่ี
สมดุลยก์บัแรงตา้นทานจากนั้นโมเลกุลจะเคล่ือนท่ีดว้ยความเร็วคงท่ีและเน่ืองจากโมเลกุลของสาร
ต่างๆจะมีความแตกต่างกนัทั้งขนาดรูปร่างและประจุไฟฟ้าท าให้ความสามารถในการเคล่ือนท่ีใน
สนามไฟฟ้าต่างกนัจึงสามารถแยกออกจากกนัได้การแยกสารโดยวิธี electrophoresis น้ีจึงเป็น
ประโยชน์และเป็นท่ีนิยมอย่างมากในทางอณูชีววิทยานิยมน าเทคนิคน้ีมาใช้ในการแยกขนาดของ 
DNAและโปรตีน 
 
Paper electrophoresis และ Gel electrophoresis 
 
 แมว้า่ electrophoresis จะสามารถกระท าไดใ้นสารละลายแต่จะเป็นการสะดวกกวา่เป็นอยา่ง
มากถา้ท าใหโ้มเลกุลเหล่าน้ีเคล่ือนท่ีในตวักลางท่ีก าหนดให้แทนท่ีจะเคล่ือนท่ีในสารละลายตวักลาง 
ท่ีนิยมใชมี้ 2 ประเภท คือ 
 

1. paper electrophoresis ซ่ึงนิยมใชใ้นการแยกสารท่ีเป็นส่วนผสมของโมเลกุลท่ีมีประจุ
และมีขนาดเล็กโดยใชก้ระดาษ (ส่วนมากเป็นกระดาษกรอง) น ามาท าให้เปียกดว้ยสารละลายท่ีมีการ
ควบคุม pH และน ามาวางไวร้ะหวา่งขั้วไฟฟ้า 2 ขั้วจากนั้นน าสารท่ีตอ้งการจะแยกโมเลกุลต่างๆออก
จากกนัไปหยดท่ีต าแหน่งท่ีก าหนดบนกระดาษนั้นเม่ือเปิดสนามไฟฟ้าและปล่อยให้เคล่ือนท่ีเป็น
เวลาพอเหมาะแลว้จึงน าเอากระดาษนั้นมาท าให้แห้งยอ้มสีและเปรียบเทียบกบัการเคล่ือนท่ีของสาร
มาตรฐานท่ีเราทราบท าให้เราสามารถศึกษาโมเลกุลต่างๆเหล่านั้นไดห้รือถา้ใชส้ารกมัมนัตรังสีก็จะ
เอาไปประกบกบั film x-ray เป็นตน้ 
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2. gel electrophoresis คือการใช้วุน้เป็นตวักลางซ่ึงเป็นท่ีนิยมเป็นอยา่งมากในการศึกษา
เก่ียวกบัโปรตีนและกรดนิวคลีอิกวุน้ประกอบไปดว้ยเน้ือวุน้และสารละลายท่ีเหมาะสมและจะถูก
หล่อเป็นแบบอยูร่ะหวา่งแผน่กระจก 2 แผน่เน้ือวุน้ท่ีนิยมใชมี้ 2 ชนิดคือ polyacrylamide ซ่ึงเป็น 
cross-linked polymer ท่ีละลายน ้ าไดแ้ละ agarose ซ่ึงเป็น polysaccharide ในเน้ือวุน้ท่ีหล่อเป็นแบบมี
คุณสมบติัเป็นรูพรุนอยูภ่ายในจากนั้นเน้ือวุน้จะถูกน าไปตั้งไวร้ะหวา่งขั้วไฟฟ้า 2 ขั้วสารละลายท่ีเรา
ตอ้งการศึกษาจะถูกหยดลงไปในเน้ือวุน้และเม่ือเราเปิดกระแสไฟฟ้าโมเลกุลในสารละลายนั้นก็จะมี
การเคล่ือนท่ีถ้าปัจจยัอ่ืนๆเหมือนกันโมเลกุลใหญ่กว่าก็จะเคล่ือนท่ีด้วยความเร็วน้อยกว่ายิ่งใช้
เวลานานข้ึนก็จะเคล่ือนท่ีแยกกนัไดช้ดัเจนข้ึนเม่ือไดเ้วลาพอเหมาะก็จะปิดกระแสไฟฟ้าและน าวุน้
ออกมาจากแผน่กระจกแลว้น าไปยอ้มสีหรือประกบกบั film x-ray ต่อไป 
 

อาร์เอฟแอลพ ี(RFLP, Restriction Frangment Length Polymorphism) 
 

RFLP หมายถึง ความแตกต่างหรือความหลากหลายของขนาดดีเอนเอ ท่ีเกิดจากการตดัดว้ย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzyme) เน่ืองจากการตรวจสอบในระดบัโปรตีนท าไดไ้ม่กวา้ง
เท่าท่ีควร จึงมีการตรวจสอบในระดบัดีเอนเอ ซ่ึงมีขอ้ไดป้รียบ คือ สามารถวิเคราะห์จากส่วนใดก็ได ้
โดยไม่ข้ึนกบัเน้ือเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต และสภาพแวดลอ้ม ทั้งยงัสามารถตรวจสอบไดท้ั้งส่วน
ของยนีและส่วนท่ีไม่ใช่ยนี  

 
เม่ือมี DNA polymorphism แลว้ บริเวณท่ีมีความหลากหลายน้ี อาจอยูใ่นส่วนท่ีเป็นจุดตดั

จ าเพาะท าให ้restriction enzyme สามารถตดัดีเอนเอบริเวณดงักล่าวขาดไดห้รืออาจตดัไม่ไดใ้นจีโนม
ของต่างตวับุคคลกนั จึงท าให้ขนาดของช้ินส่วน RFLP (ท่ีบริเวณต าแหน่งเดียวกนัของดีเอนเอในจี
โนม) เป็นขนาดท่ีหลากหลายกนั 

 
ถา้พบ RFLP ในบริเวณโลคสัใดแลว้ย่มกล่าวไดว้่าตอ้งมีมิวเทชัน่เกิดข้ึนท่ีบริเวณดงักล่าว 

เรียกแต่ละช้ินส่วน RFLP ในต าแหน่งโลคสัเดียวกนัวา่ อลัลีล 
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DNA sequence 
 

 เทคนิคในการหา DNA sequence นั้นมีการพฒันาข้ึนตั้งแต่ปี 1970 โดยมี 2 วิธีดว้ยกนัคือวิธี
ท่ีหน่ึง พฒันาข้ึนโดย Allan Maxam และ Walter Gilbert โดยใชส้ารเคมีท่ีจะตดัสาย DNA ท่ีต าแหน่ง
จ าเพาะโดยท่ีส าคญั DNA ท่ีเราจะน ามาท าการหาล าดบัเบสนั้นจะตอ้งเป็น DNA ชนิดเดียวกนัและมี
ขนาดประมาณ 299-0999 bp วิธีน้ีเรียกวา่ Maxam-Gilbert sequencing ส่วนอีกวิธีหน่ึงนั้นเรียกว่า 
dideoxy sequencing หรือSanger sequencing ซ่ึงพฒันาข้ึนมาโดย Fred Sanger โดยวิธีการใช ้enzyme 
มาต่อสาย DNA จาก primer ในปัจจุบนัวธีิ dideoxy เป็นวธีิท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุด วิธีการหาล าดบัเบสนั้น
ไดรั้บการพฒันามาตลอด จนปัจจุบนัน้ีสามารถท าไดง่้ายและไม่ซบัซอ้นยุง่ยากนกั การหาล าดบัเบสน้ี
เป็นประโยชน์อย่างมากในการศึกษายีนต่างๆทั้งในคน สัตว ์และพืช โดยในคน human genome 
project เป็นโครงการท่ีจะศึกษาล าดบัเบสทั้งหมดของคน ซ่ึงไดเ้ร่ิมและด าเนินการติดต่อกนัมาหลาย
ปีแลว้ 
 

ส าหรับการส่งตรวจล าดบัเบสโดยตรง (DNA sequencing) หลงัจากเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์ ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีได้ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟลิสิสแล้ว ท าการสกัดดีเอ็นเอจาก 
เจลใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยชุดสกดั HiYield™ Gel PCR DNA Fragments Extraction Kit (ภาพท่ี 3) 
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ภาพนวกที ่3  ชุดสกดั HiYield™ Gel PCR DNA Fragments Extraction Kit 
 

 
 

ภาพผนวกที ่4  ขั้นตอนการสกดั PCR product โดยใชชุ้ด สกดั HiYield™ Gel PCR DNAFragments 
Extraction Kit 
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การวเิคราะห์สนิสป์ด้วยวธีิทางสถิติ 
 

โปรแกรม PLINK v1.07 program ผลิตโดย Purcell S et al จาก the Center for Human 
Genetic  Research, Massachusetts General Hospital, Boston (Purcell S et al., 2007). The software is 
available  online at http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/.Input file format 
  

ขอ้มูล 2 ไฟลใ์ชก้บัโปรแกรม PLINK ประกอบดว้ย PED file และ MAP file 
 
1. PED file 

 
 PED file คือ white-space (space or tab) delimited file:คอลมัน์ท่ี 1 - 6 มีหวัขอ้ดงัน้ี 
 
 Family ID 
 Individual ID 
 Paternal ID 
 Maternal ID 
 Sex (1=male; 2=female) 
 Phenotype (normal=1; SLE=2) 
 ส าหรับคอลมัน์ท่ี 7 ถดัมาคือจีโนไทป์ท่ีจะเป็นตวัอกัษร (1,2,3,4 หรือ A,C,G,T และอ่ืนๆ) 
ยกเวน้หา้มใส่เลขศูนย ์
  

ตวัอยา่งของ PED file (IFI2.ped) แสดงใหเ้ห็นดา้นล่าง 
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2. MAP file 
 

โดยค่าเร่ิมตน้ของแต่ละคอลมัน์ของ MAP file อธิบาย single marker ซ่ึงมีขอ้มูลจ านวน 4 
แถวดงัน้ี 

 
chromosome (1-22, X, Y or 0 if unplaced) 
rs# or snp identifier 
Genetic distance (morgans) 
Base-pair position (bp units) 

 
 การวิเคราะห์ส่วนใหญ่ไม่จ  าเป็นต้องเป็นแผนท่ีทางพนัธุกรรมท่ีถูกระบุไวใ้นกรณีใดๆ
specifying a genetic (cM) map เป็นส่ิงส าคญัท่ีสุดส าหรับชุดของการวิเคราะห์ท่ีหาส่วนท่ีใชร่้วมกนั
ระหวา่งบุคคลส าหรับการทดสอบการเช่ือมโยงขั้นพื้นฐานคอลมัน์ระยะทางพนัธุกรรมท่ีสามารถตั้ง
ค่าท่ี 0 
 
ตวัอยา่งของ MAP file (IFI2.map) แสดงใหเ้ห็นดา้นล่าง 
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การ Running ของโปรแกรม PLINK 
 
1. Allelic association test 

 
เพื่อด าเนินการมาตรฐานกรณี / การควบคุมการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ตามค าสั่งขา้งล่างน้ี 

 

 
  

CHR   Chromosome 
 SNP   SNP ID 
 BP   Physical position (base-pair) 
 A1   Minor allele name (based on whole sample) 
 F_A   Frequency of this allele in cases 
 F_U   Frequency of this allele in controls 
 A2   Major allele name 
 PExact p-value for this test 
 OREstimated odds ratio (for A1) 
 L95   Lower bound of 95% confidence interval for odds ratio  
 U95   Upper bound of 95% confidence interval for odds ratio 
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ตวัอยา่งของ output file แสดงใหเ้ห็นดา้นล่าง 
 

 
 
ยงัมีการด าเนินการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงตามค าสั่งขา้งล่างน้ี 
 

 
 
2. Model of inheritance analysis 
 

การทดสอบ dominantmodels และ recessive models คือการศึกษาเพื่อ minor allele ( ซ่ึง 
minor allele สามารถพบใน output ของค าสั่ง - - assoc หรือ - - freq 
 
สมมติถา้ D คือ minor allele และ d คือ major allele 
 

Allelic:   D versus d 
 Dominant:  (DD, Dd) versus dd 
 Recessive:  DD versus (Dd, dd) 
 Genotypic:  DD versus Dd versus dd 
 
จากกล่าวขา้งตน้ ท าการทดสอบตามค าสั่งขา้งล่างน้ี 
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การเตรียมสารเคมี 
 
1. Primer 

 
เตรียม stock ใหเ้ป็น 200 pmol/µl   โดยการค านวณ 
 

C1V1  = C2V2 
100 × 568 = 200 × V2 
V2 = (568 × 100)/200    
V2    = 284 

 
เตรียม working ใหเ้ป็น 20 pmol/µl   ปริมาตร 100 µl   โดยการค านวณ 
 

C1V1  = C2V2 
200 × V1 = 20 × 100 
V1 = (20 × 100)/200    
V1 = 10  

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 90 µl    ใช ้primer 10 µl     

 
2. 5 M NaCl 
 

NaCl  29.22 g 
Distilled water  100 ml 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 100 ml ปรับ pH ท่ี 7.2 ผสมสารละลายและน าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 ๐C 

เวลา 15 นาที 
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3. EDTA 
 

EDTA  37.22 g 
Distilled water  200 ml 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 200 ml ปรับ pH ท่ี 8.0ผสมสารละลายและน าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 ๐C 

เวลา 15 นาที 
 

4. 50x Tris-acetate buffer (TAE) 
 

Tris base  424.0 g 
Glacial acetic acid  57.1 g 
0.5 M EDTA pH 8.0  100 ml 

 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 10 ml ปรับ pH ท่ี 8.0ผสมสารละลายและน าไปฆ่าเช้ือท่ี 121๐C 

เวลา 15 นาที 
 
5. 10 mg/ml Ethidium bromide 
 

Ethidium bromide  1.0 g 
Distilled water  100 ml 

 
ผสมสารละลายและเก็บไวท่ี้มืด 4๐C 

 
6. 1.5% Agarose gel 
 

Agarose  0.3 g 
1x TAE  20 ml 

 
ละลายดว้ยความร้อนในเตาอบไมโครเวฟและเคร่ืองผสมเป็นคร้ังคราวจนไม่มีเมด็ agarose 
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ผลงานทางวชิาการ 1. น าเสนอผลงานทางวิชาการในรูปแบบโปสเตอร์ เร่ือง Class 

II cytokine receptor gene polymorphisms associated with 
hepatocellular carcinoma in Hepatis B virus infectious   ใน
งาน International Singapore Symposium of Immunology คร้ัง
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