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 มะเร็งตบั เป็นสาเหตุของการตายดว้ยโรคมะเร็งอนัดบัสามของโลก และเป็นมะเร็งชนิดท่ี

พบได้บ่อยท่ีสุดในชายไทย โดยสาเหตุหลกัของการเกิดมะเร็งตบัในประเทศไทยคือการติดเช้ือ

ไวรัสตบัอกัเสบบี มีรายงานว่าปัจจยัทางพนัธุกรรมท่ีเรียกว่า single nucleotide polymorphism 

ต าแหน่ง rs17401966 ซ่ึงอยูบ่นยีน KIF1B  มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือ

ไวรัสตับอักเสบบีในจีน แต่ในประเทศไทยยงัไม่มีผูศึ้กษาถึงการกระจายตัวและความถ่ีของ 

rs17401966 ในการวิจัยน้ีได้ท าการศึกษาในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบีในไทยท่ีตรวจพบ 

HBsAg จ านวน 398 คนซ่ึงถูกแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มเป้าหมาย (ผูป่้วยไดรั้บการวินิจฉัยว่าเป็น

มะเร็งตบั) จ านวน 202 คน และกลุ่มควบคุม (ผูป่้วยไม่มีประวติัการเป็นมะเร็งตบั) จ  านวน 196 คน 

โดยไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมต าแหน่ง rs17401966 รวมถึงพฒันา

วธีิการตรวจวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค TaqMan probe real-time PCR และพบวา่ผูป่้วยกลุ่มเป้าหมายเป็น

ผูท่ี้มี homozygous major genotype (AA) ร้อยละ 49.5  heterozygous  ร้อยละ 40.1 และ  

homozygous minor genotype (GG) ร้อยละ 10.4 และในกลุ่มควบคุมมีผูท่ี้มี homozygous major 

genotype, heterozygous และ homozygous minor genotype ร้อยละ 49.5, 42.3 และ 8.2 ตามล าดบั 

และจากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่า rs17401966 ไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัใน

ผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในไทยอย่างมีนัยส าคญั (p-value = 0.998, OR = 1.00  

และ 95% CI = 0.68-1.48) ซ่ึงอาจเป็นผลจากปัจจยัร่วมอ่ืนๆในการเกิดโรคมะเร็งตบั 
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 Hepatitis B virus (HBV) infection can become chronic, and if left untreated, it can 
progress to Hepatocellular Carcinoma (HCC). Thailand is endemic for HBV and HCC is one of 
the top five cancer causing deaths among Thai HBV-infected males. A single nucleotide 
polymorphism (SNP) at the KIF1B gene locus, rs17401966, has been shown to be strongly 
associated with the development of HBV-related HCC. Thai HBV patients seropositive for 
HBsAg (n=398) were divided into two groups:  Case group (chronic HBV with HCC; n=202) and 
Control group (HBV carriers without HCC; n=196). rs17401966 was analyzed by direct 
nucleotide sequencing. The genotypic distribution of rs174019660 for homozygous major 
genotype (AA), heterozygous minor genotype (AG) and homozygous minor genotype (GG) in the 
case group was 49.5% (n=100), 40.1% (n=81) and 10.4% (n=21), respectively. As for the control 
group, the genotypic distribution of rs174019660 was 49.5% (n=97), 42.3% (n=83) and 8.2% 
(n=16) for the homozygous major genotype, heterozygous minor genotype, and homozygous 
minor genotype, respectively. Binary logistic regression was used to assess the association 
between rs17401966 and the risk of developing HCC. rs17401966 was not statistically associated 
with the risk of HCC development in Thai chronic HBV patients (p-value = 0.998, OR = 1.00 and 
95% CI = 0.68-1.48) indicating that there must be other mechanisms or pathways involved in the 
development of HCC. 
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 บทที ่1  

บทน ำ 

ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำกำรวจัิย 

 มะเร็งตับปฐมภูมิสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทได้แก่  มะเ ร็งของเซลล์ตับ 

hepatocellular carcinoma (HCC) และมะเร็งของท่อน ้ า ดีในตับ หรือ intrahepatic 

cholangiocarcinoma [1] โดยส่วนมากของมะเร็งตบัปฐมภูมินั้นจะเป็นมะเร็งตบัชนิด HCC ซ่ึงคิด

เป็นร้อยละ 85 ถึง 90 ของมะเร็งตบัปฐมภูมิ [2] และในงานวิจยัน้ีจะกล่าวถึงเฉพาะมะเร็งตบัชนิด 

HCC มะเร็งตบัเป็นสาเหตุการตายดว้ยโรคมะเร็งเป็นอนัดบัส่ีของโลก [Age-standardized incidence 

rate (ASR) = 9.9/100,000] มกัพบในเพศชายมากกวา่เพศหญิง และมีโอกาสพบไดสู้งมากในเอเชีย

ตะวนัออกรวมถึงเอเชียตะวนัออกเชียงใต้ โดยในประเทศจีนประเทศเดียวมีอุบัติการณ์ของ

โรคมะเร็งตบัสูงคิดเป็นคร่ึงหน่ึงของทัว่ทั้งโลก ในประเทศไทยโรคมะเร็งตบัพบไดบ้่อยท่ีสุดในเพศ

ชาย (ASR = 40.6/100,000) แต่ในเพศหญิงมกัจะพบรองจากมะเร็งเตา้นมและมะเร็งปากมดลูก 

(ASR=19.9/100,000) [3] และสาเหตุหลกัของมะเร็งตบัท่ีพบในประเทศไทยคือการติดเช้ือไวรัสตบั

อกัเสบบีแบบเร้ือรังโดยกวา่ร้อยละ 65 ของผูป่้วยมะเร็งตบัมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี [4] การติด

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีนั้นส่งผลใหผู้ป่้วยติดเช้ือมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็งตบัเพิ่มข้ึนประมาณ 

20 เท่าเม่ือเทียบกบัผูท่ี้ไม่ไดติ้ดเช้ือไวรัสชนิดน้ี [5] การตรวจวินิจฉยัมะเร็งตบัอาจท าไดห้ลายวิธีแต่

วธีิท่ีนิยมใชใ้นการตรวจกรองนั้นจะใชว้ิธีอลัตราซาวด์ควบคู่กบัการเจาะเลือดเพื่อตรวจหาสารบ่งช้ี

มะเร็งเช่น alpha-fetoprotein (AFP) [1,6] การรักษามะเร็งตบัท าไดห้ลายวิธีดว้ยกนัไม่วา่จะเป็นการ

ผา่ตดัตบั การผา่ตดัเปล่ียนตบั การรักษาดว้ยวิธี tumor ablation  และ Molecular targeted therapies

ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัระยะของโรค ในผูป่้วยระยะท่ีมะเร็งยงัมีขนาดเล็ก ไม่ลุกลาม และไม่เป็นตบัแข็งร่วม

ดว้ยอาจใชก้ารรักษาโดยการผา่ตดัตบัเน่ืองจากมีขอ้ดีคือมีโอกาสหายขาดได้ หรือการรักษาดว้ยวิธี 

tumor ablation  ซ่ึงจะรักษาตบัส่วนท่ีไม่ไดเ้ป็นมะเร็งไวไ้ดดี้ แต่ในผูป่้วยท่ีมีกอ้นมะเร็งตบัมีขนาด

ใหญ่ไม่สามารถตดัไดห้มดหรือกระทัง่มีการแพร่กระจายทางเส้นเลือดแลว้การรักษาดว้ยวิธีขา้งตน้

อาจให้ผลได้ไม่ได้ผลดีเท่ากับผูป่้วยในระยะท่ีไม่มีการลุกลามของมะเร็ง และอาจท าการรักษา

ประคบัประคองเช่น transarterial chemoembolization (TACE) แทน [1,7] การตรวจวินิจฉยัผูป่้วยมี
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ความส าคญัและใหผ้ลต่อการรักษาเป็นอยา่งมาก หากผูป่้วยไดรั้บการรักษาในขณะท่ีกอ้นมะเร็งตบั

ยงัมีขนาดเล็กและไม่แพร่กระจายผูป่้วยจะมีโอกาสหายมากข้ึนและมีอตัราการรอดชีวิตท่ีสูงข้ึน [8] 

แต่การตรวจวินิจฉยัแต่ละคร้ังนั้นก็มีค่าใชจ่้าย ดงันั้นการประเมินความเส่ียงของการเกิดโรคมะเร็ง

ตบัในผูท่ี้มีความเส่ียงนั้นจึงเป็นเร่ืองส าคญั ในการประเมินความเส่ียงของการเกิดโรคมะเร็งตบันั้น

อาศยัการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัต่างๆท่ีอาจก่อให้เกิดโรคมะเร็งไม่วา่จะเป็นการติดเช้ือ

ไวรัสตบัอกัเสบบี และซี ร่วมกบัการติดเช้ือเอชไอวี ภาวะไขมนัสะสมในตบั การด่ืมแอลกอฮอล ์

การไดรั้บสารอะฟลาทอกซิน รวมไปถึงปัจจยัทางพนัธุกรรม [9] 

 มีผูศึ้กษา Genome wide association study (GWAS) ในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ

เร้ือรังในประเทศจีนพบว่า single nucleotide polymorphism (SNP) ท่ีมีช่ือว่า rs17401966 มี

ความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งตบัชนิด HCC ในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง [10] 

SNP rs17401966 น้ีอยูใ่น intron ท่ี 24 ของยีน kinesin family member 1 B (KIF1B) บนโครโมโซม

ท่ี 1p36.22 มีการรายงานถึงความสามารถในการเป็นยีนตา้นมะเร็ง หรือ tumor suppressor gene 

เน่ืองจากมีการศึกษาพบวา่เกิดการขาดหายไปของยีน KIF1B ในมะเร็งหลายๆชนิดรวมไปถึงมะเร็ง

ตบัด้วย [11] อย่างไรก็ตามมีผูศึ้กษาถึงความสัมพนัธ์ระหว่าง rs17401966 กบั การพฒันาของ

โรคมะเร็งตบัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในกลุ่มประชากรเกาหลี ญ่ีปุ่น ฮ่องกง และ

ซาอุดิอาราเบียแลว้พบวา่rs17401966 นั้นไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบัในผูป่้วย

ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง [12,13] ความสัมพนัธ์ระหวา่ง rs17401966 กบัการพฒันาของ

โรคมะเร็งตบัจึงอาจข้ึนกบัความหลากหลายทางพนัธุกรรมในแต่ละเช้ือชาติ 

 ยงัไม่มีผูศึ้กษาความสัมพนัธ์ระหวา่ง rs17401966 กบัการพฒันาการเกิดมะเร็งตบัในผูป่้วย

ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังในประชากรไทย และหากมีความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปร

ดงักล่าว จะสามารถน ามาเป็นประโยชน์ในการประเมินความเส่ียงร่วมกบัปัจจยัอ่ืนๆเพื่อเฝ้าระวงั

และติดตามผลการรักษาโรคมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังต่อไปในอนาคต 

ดงันั้นผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาความถ่ีอลัลีลและจีโนไทป์ของ rs17401966 รวมไปถึงความสัมพนัธ์ต่อ

การพฒันาการเกิดโรคมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีชาวไทย 
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ค ำถำมของกำรวจัิย (Research Question) 

1. ความถ่ีของรูปแบบความหลากหลายพนัธุกรรม (SNPs) rs17401966 ในกลุ่มประชากร

ไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังและเป็นมะเร็งตบักบัและกลุ่มประชากรไทย

ท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังแต่ไม่มีประวติัการตรวจพบมะเร็งตบัมีความ

แตกต่างกนัหรือไม่ 

2. ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (SNPs) rs17401966  มีความสัมพนัธ์กบัโอกาสการ

เกิดโรคมะเร็งตบัในประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบเร้ือรังหรือไม่ 

วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

1. เพื่อศึกษาหาความถ่ีของรูปแบบความหลากหลายทางพนัธุกรรม (SNPs) rs17401966 

ในกลุ่มประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังท่ีเป็นและไม่เป็นมะเร็งตบั 

2. เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายทางพนัธุกรรม (SNPs) rs17401966 

กบัความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตบัในประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง 

3. พฒันาวธีิตรวจวเิคราะห์ SNP rs17401966 ดว้ยวธีิ Taqman probe Real-time PCR 

สมมติฐำน 

1. ความถ่ีของรูปแบบความหลากหลายพนัธุกรรม (SNPs) rs17401966 ในกลุ่มประชากร

ไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังและเป็นมะเร็งตบักบัและกลุ่มประชากรไทย

ท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังแต่ไม่มีประวติัการตรวจพบมะเร็งตบั มีความ

แตกต่างกนั 

2. ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (SNPs) rs17401966  มีความสัมพนัธ์กบัโอกาสการ

เกิดโรคมะเร็งตบัในประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบเร้ือรัง 

ข้อจ ำกดัในกำรวจัิย 

 ในกรณีท่ีผูป่้วยได้รับการรักษาด้วยยาตา้นไวรัสท าให้ปริมาณDNAของไวรัสในเลือดมี

ปริมาณลดต ่าลงมากท าใหไ้ม่สามารถรวบรวมขอ้มูลส่วนน้ีจากกลุ่มประชากรตวัอยา่งได ้



4 
 

ท าการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี KIF1B ท่ี SNP rs17401966  ในประชากรไทยท่ีติดเช้ือ 

ไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง ซ่ึงอาจจะมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคมะเร็งตบั 

เก็บตวัอยา่ง PBMC จากประชากรไทย 2 กลุ่มคือ 

1. กลุ่มผูป่้วย Chronic HBV - HCC 

2. กลุ่มผูป่้วย Chronic HBV non-HCC 

สกดั DNA จากเลือด ดว้ยวธีิ 
Phenol/Chloroform 

Sequencing for SNP 

detection 

TaqMan probe Real-time PCR  เพื่อใช ้

detect SNP 

หาความสมัพนัธ์กบัความเส่ียงในการเกิดโรคโดยน าผลการทดลองมาค านวณดว้ยการค านวณ

ทางสถิติ โดยจ ากดัจ านวนของแตล่ะเพศ และช่วงอายใุกลเ้คียงกนัในแต่ละกลุ่ม 

สรุปและวเิคราะห์ผลการทดลองเพ่ือน าขอ้มูลมาประกอบการอธิบายร่วมกบัขอ้มูลทางดา้นอ่ืนๆ 

PCR ช่วง 291 bp  

ครอบคลุม rs17401966 

กำรให้ค ำนิยำมเชิงปฏิบัติทีใ่ช้ในกำรวจัิย 

 ผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง หมายถึง บุคคลผูมี้ HBsAg ในกระแสเลือดและ

สามารถตรวจพบได ้ 

กรอบแนวคิดในกำรวจัิย (Conceptual framework) 
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รูปแบบกำรวจัิย (Research Design) 

รูปแบบการวจิยัท่ีใชใ้นการศึกษาแบบ  Analytical case-control study 

ค ำส ำคัญ 

Hepatocellular carcinoma (HCC) 

chronic hepatitis B infection (CHB) 

KIF1B 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

rs17401966 

ผลหรือประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

 ท าให้ทราบถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายทางพนัธุกรรม (SNPs) ในต าแหน่ง 

rs17401966 กับโอกาสการเกิดโรคมะเร็งตบัในประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบ

เร้ือรังซ่ึงสามารถน าไปใช้ในการประเมินความเส่ียงของผูป่้วยเพื่อจดัการการรักษาให้เหมาะสมได้

ในอนาคต 

ระเบียบวธีิวจัิย 

1. การเก็บตวัอยา่ง 

1.1 กลุ่มประชากรเป้าหมาย (case) คือกลุ่มประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ

บีแบบเร้ือรังและเป็นมะเร็งตับท่ีได้เข้ามารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

1.2 กลุ่มควบคุม (control) คือ กลุ่มประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ

เร้ือรังแต่ไม่มีประวติัการตรวจพบมะเร็งตับและได้เข้ามารับการรักษาท่ี

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

2. สกดัดีเอน็เอดว้ยวธีิ Phenol-Chloroform extraction 
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3. เพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

4. ตรวจสอบผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้าก PCR ดว้ยวธีิ Agarose gel electrophoresis 

5. ตรวจวิเคราะห์ความหลากหลายพนัธุกรรมต าแหน่ง rs17401966 ดว้ยวิธีการตรวจหา

ล าดบัเบส 

6. พมันาวิธีการตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมต าแหน่ง rs17401966 ดว้ยวิธี 

TaqMan probe real-time PCR 

7. รวบรวมและวเิคราะห์ผล 
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บทที ่2 

เอกสำรและงำนวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

โรคมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma; HCC) 

 มะเร็งตบัปฐมภูมิคือมะเร็งท่ีถือก าเนิดจากตบัเป็นท่ีแรกโดยสามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด

ดว้ยกนัคือ มะเร็งของเซลล์ตบัท่ีเรียกวา่ Hepatocellular carcinoma (HCC) ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 85 ถึง 

90 ของมะเร็งตบัปฐมภูมิ [2] มะเร็งตบัปฐมภูมิอีกชนิดคือมะเร็งของท่อน ้ าดีในตบัหรือ intrahepatic 

cholangiocarcinoma ซ่ึงเป็นมะเร็งชนิดท่ีพบได้บ่อยมากในจังหวดัขอนแก่นของประเทศไทย

เน่ืองจากการรับประทานอาหารท่ีมีความเส่ียงต่อการติดเช้ือพยาธิใบไม้ในตับ (Opisthorchis 

viverrini) [14] มะเร็งตบัชนิดท่ีจะพูดถึงต่อไปในการวิจยัน้ีคือมะเร็งตบัชนิด Hepatocellular 

carcinoma  

 1.ควำมถี่ 

โรคมะเร็งตบัมกัพบไดบ้่อยมากในประเทศก าลงัพฒันาโดยเฉพาะอยา่งยิ่งในแอฟริกาและ

ประเทศในเอเชียตะวนัออก (ASR = 24.0/100,000) รวมถึงเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(ASR = 

14.8/100,000) และประเทศท่ีมีการพบมะเร็งตบัสูงท่ีสุดในโลกหรือคิดเป็นคร่ึงหน่ึงของการเกิด

มะเร็งตับทั่วโลกคือประเทศจีนอาจเน่ืองมาจากจีนเป็นประเทศท่ีมีประชากรเป็นจ านวนมาก 

(402,208 คน, ASR = 25.7/100,00) (ภาพท่ี 1 ) ในชายไทย มะเร็งตบัเป็นมะเร็งท่ีพบไดบ้่อยท่ีสุด 

(ASR = 40.6/100,00 คน) แต่ในเพศหญิงมะเร็งท่ีพบไดบ้่อยท่ีสุดคือมะเร็งเตา้นมและมะเร็งปาก

มดลูกตามมาดว้ยมะเร็งตบั (ASR = 19.9/100,000) [3]  
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 ภำพที ่1 แสดงอุบติัการณ์ของโรคมะเร็งตบัทัว่โลก [3] 

 2.เช้ือชำติ 

 อุบติัการณ์ของโรคมะเร็งตบัมีความแตกต่างอยา่งมากในหลายเช้ือชาติ ในประเทศสิงคโปร์

ท่ีมีประชากรหลากหลายเช้ือชาติ เช่น จีน อินเดีย และมาเลเซีย อตัราการเกิดมะเร็งตบัของประชากร

ชายท่ีมีเช้ือชาติจีนนั้นอยูท่ี่ 21.21/100,000 คน ในขณะท่ีประชากรชายเช้ือชาติอินเดียนั้นมีอตัราการ

เกิดอยู่ท่ี 7.86/100,000 คน [15] และในประเทศสหรัฐอเมริกาพบว่าประชากรท่ีมีเช้ือสายเป็นชาว

เอเชียมีอตัราการเกิดมะเร็งตบัมากกวา่ชาวอเมริกนัเช้ือสายแอฟริกา [2]  

 3.เพศ 

 มะเร็งตบัเป็นโรคท่ีมกัพบในเพศชายไดบ้่อยกวา่เพศหญิงโดยเฉล่ีย 2-4 เท่า (ภาพท่ี 2 ) แต่

ในยุโรปหลายประเทศพบว่าอัตราการเกิดในเพศชายต่อเพศหญิงเกิน 4.1:1 เท่า เ ช่นใน 

สวิตเซอร์แลนด์ (4.1:1) อิตาลี (5.1:1) และฝร่ังเศส (>5.1:1) แต่ในประเทศท่ีมีความเส่ียงสูงอย่าง

ประเทศจีนกลบัมีอตัราส่วนของอตัราการเกิดโรคมะเร็งตบัในเพศชายต่อเพศหญิงอยู่ท่ี 3.2:1 เท่า
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และในญ่ีปุ่นมีอตัราส่วน 3.7:1 เท่า ส่วนในประเทศท่ีมีการรายงานวา่อตัราส่วนของการเกิดมะเร็ง

ตบัในเพศชายต่อเพศหญิงน้อยท่ีสุดคือกลุ่มประชากรในอเมริกาใต้ เช่น โคลัมเบีย (1.2:1) และ 

คอสตาริกา (1.6:1) [15] อตัราส่วนการเกิดมะเร็งตบัระหวา่งเพศชายต่อเพศหญิงในประเทศไทยนั้น

อยูท่ี่ประมาณ 4-5 เท่า [4] 

ภำพที ่2 อตัราส่วนการเกิดโรคมะเร็งตบัระหวา่งเพศชายและเพศหญิงในแต่ละภูมิภาค [3] 
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 สาเหตุของการมีอตัราส่วนการเกิดมะเร็งท่ีมากกว่าในเพศชายอาจมาจากการท่ีเพศชายมี

โอกาสได้รับปัจจยัเส่ียงท่ีท าให้เกิดโรคมะเร็งตบัได้มากกว่าเพศหญิง เช่น การติดเช้ือไวรัสตบั

อกัเสบบีแบบเร้ือรังในเพศชายมากกวา่เพศหญิง [16,17] การด่ืมแอลกอฮอล์และการสูบบุหร่ีเป็นตน้ 

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาพบวา่ปริมาณของ testosterone ในกระแสเลือดยงัมีความสัมพนัธ์ต่อการ

ก่อใหเ้กิดมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีอีกดว้ย [18,19]  

 4.อำยุ 

 โรคมะเร็งตบันั้นมกัจะเกิดในผูสู้งอายุโดยในกลุ่มประชากรท่ีมีความเส่ียงต ่า เช่น ประเทศ

ต่างๆในอเมริกาเหนือผูป่้วยท่ีเป็นโรคมะเร็งตบัมกัจะมีอาย ุ75 ปีข้ึนไป แต่ในประชากรชาวแอฟริกา

ท่ีมีความเส่ียงสูงจะพบวา่มีแนวโนม้ท่ีจะพบผูป่้วยมะเร็งตบัไดสู้งตั้งแต่ช่วงอายุ 60-65 ปีในเพศชาย 

และ 65-70 ปีในเพศหญิง [2] ในประเทศไทยมีแนวโนม้สูงท่ีจะพบผูป่้วยมะเร็งตบัในช่วงอายุตั้งแต่ 

41 ปีข้ึนไปจนถึง 70 ปีและลดลงในผูป่้วยอายุท่ีมากกว่า 70 ปีข้ึนไปดงัแสดงในภาพท่ี 3 ทั้งน้ี

เน่ืองจากผูป่้วยมะเร็งตบัมกัจะมาพบแพทยเ์ม่ือมีอาการของโรครุนแรงแล้วท าให้ไม่อาจให้การ

รักษาไดท้นัท่วงที [1,4] 

 

 

 

 

 

 ภำพที ่3 แสดงช่วงอายขุองผูป่้วยมะเร็งตบั HCC ในประเทศไทย [4] 

 5.กำรตำย 

 ผูป่้วยโรคมะเร็งตบัมีอตัราการตายท่ีค่อนขา้งสูงมากเม่ือเทียบกบัอุบติัการณ์ของโรคมะเร็ง

ตบัจากภาพท่ี 2 โดยคนไขม้กัมีระยะเวลาของการอยูร่อดเฉล่ีย 8-9 เดือนโดยประมาณและยิ่งไปกวา่
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นั้นในรายท่ีแสดงอาการของโรคอยา่งรุนแรงแลว้นั้นระยะเวลาการอยูร่อดเฉล่ียจะลดลงเหลือเพียง 

1 เดือน [20] และจากการศึกษาในผูป่้วยโรคมะเร็งตบั 102 คน พบวา่หากผูป่้วยไม่สามารถท าการ

รักษาได้ด้วยการผ่าตดัตบั การปลูกถ่ายตบั หรือ ethanol injection เน่ืองจากอยู่ในสภาวะท่ีไม่

เหมาะสมหรือผูป่้วยอยูใ่นระยะ end-stage แลว้จะมีอตัราการรอดชีวิตในช่วง 1,2 และ 3 ปีเป็นร้อย

ละ 54, 40 และ 28 ตามล าดบั [21] 

6.ลกัษณะทำงคลนิิก 

ผูป่้วยโรคมะเร็งตับมักไม่แสดงอาการอะไรในระยะแรกของโรค ท าให้ผู ้ป่วยไม่ได้

ตระหนกัถึงโรคจนกระทัง่โรคไดพ้ฒันาไปสู่ระยะทา้ยแลว้ และอาการท่ีมกัพบไดบ้่อยในผูป่้วยคือมี

อาการปวดแน่นทอ้ง และจะปวดมากข้ึนเร่ือยๆตามระยะของโรค ในผูป่้วยบางรายอาจน ้ าหนัก

ลดลง มีอาการอ่อนแรง รู้สึกแน่นทอ้งหลงัม้ืออาหารหรือมีภาวะ anorexia หรือมีอาการทอ้งมาน 

คล่ืนไส้ อาเจียน ทอ้งผกู 

ในระยะแรกของโรค อาจมีอาการตบัโตเล็กนอ้ยและจะมากข้ึนจนกระทัง่ผูป่้วยสังเกตพบก็

เม่ือโรคด าเนินมาถึงระยะท่ีเป็นมากแลว้ (advance stage) อาการตบัโตนั้นอาจเกิดข้ึนไดใ้นตบัซีก

ซ้ายหรือซีกขวา หรืออาจเกิดทั้งสองซีกพร้อมกนัและท่ีผิวของตบัจะมีอาการผิดปกติหรือเป็นปุ่ม

ข้ึนมา อาการกดเจบ็บริเวณตบัมกัพบไดบ้่อยและอาจรุนแรงในบางราย โดยเฉพาะอยา่งยิ่งเม่ือผูป่้วย

มีอาการเลือดออกในช่องทอ้งหรือมีการ necrosis ของกอ้นมะเร็ง ในผูป่้วยร้อยละ 20-50 ท่ีเขา้รับ

การรักษามกัพบว่ามีอาการทอ้งมาน (Ascites) ซ่ึงมกัจะสังเกตได้ชดัข้ึนตามระยะของโรค แต่ใน

ผูป่้วยท่ีมีอาการตบัแข็งร่วมดว้ยจะสามารถสังเกตอาการทอ้งมานไดช้ดัเจน แมผู้ป่้วยจะเป็นมะเร็ง

ตบัในระยะแรก และอาการทอ้งมานน้ีอาจเกิดไดท้ั้งจากภาวะ portal hypertension หรือเกิดจากการ

ลุกลามของมะเร็งไปยงัเยื่อบุช่องทอ้ง หรือไปยงัเส้นเลือด portal veins หรือ hepatic veins ในผูป่้วย

บางราย (ร้อยละ 28-48) อาจมีอาการมา้มโตซ่ึงเป็นผลมาจากภาวะ portal hypertension และอาจคล า

ตรวจไม่พบเน่ืองจากมีอาการทอ้งมานและตบัท่ีขยายโตข้ึนมาก ผูป่้วยมกัมีอาการตวัเหลืองเพียง

เล็กน้อยถึงปานกลางแต่จะมีอาการตวัเหลืองมาข้ึนตามระยะของโรค เม่ือพบผูป่้วยมีอาการตวั

เหลืองมกัสันนิษฐานว่าเป็น cholangiocarcinoma แต่อย่างไรก็ตามอาการตวัเหลืองอาจเกิดไดจ้าก

การลุกลามของมะเร็งตบัไปยงั intrahepatic biliary system หรืออาจเกิดจากการตีบตนัของท่อน ้ าดี
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เน่ืองจากการขยายตวัของกอ้นมะเร็ง ผูป่้วยบางรายอาจมีอาการไข ้(ร้อยละ 6-54) ซ่ึงอาการไขม้กัมี

ไขต้  ่าถึงปานกลางเป็นพกัๆ ในผูป่้วยท่ีมีสภาวะตบัแข็งมาก่อนแลว้จึงเป็นมะเร็งตบัมกัจะแยกแยะ

อาการของโรคมะเร็งกบัสภาวะตบัแข็งไดย้าก จุดสังเกตหน่ึงท่ีเป็นสัญญาณเตือนถึงโรคมะเร็งตบั

ในผูป่้วยท่ีมีภาวะตบัแข็งหรือภาวะท่ีมีเหล็กสะสมในอวยัวะต่างๆจนเป็นพิษ (hemochromatosis) 

คือการทรุดหนักลงอย่างทันทีทนัใดโดยผูป่้วยอาจมีอาการ ปวดในช่องท้อง หรือน ้ าหนักลด 

ทอ้งมาน ตบัโตอยา่งเด่นชดัทนัทีทนัใดหรือกระทัง่มีอาการตบัวายได ้[22] 

7.กำรวนิิจฉัย 

การตรวจกรองมะเร็งตบัในเบ้ืองตน้นั้นจะใชผ้ลตรวจอลัตราซาวด์ของตบักบัการตรวจวดั

ระดบั Alpha-fetoprotein (AFP) ซ่ึงเป็นไกลโคโปรตีนท่ีสร้างจากเซลล์ตบัและ yolk sac ของทารก

ในช่วง 12-16 สัปดาห์และลดต ่าลงจนไม่แสดงออกอีกในภาวะปกติ แต่จะมีการตรวจพบโปรตีน

ชนิดน้ีข้ึนไดอี้กในระยะท่ีมีการสร้างเซลล์ตบัใหม่เน่ืองจากการถูกท าร้ายหรือการผา่ตดั และยงัพบ

ไดใ้นผูป่้วยตบัอกัเสบเร้ือรัง ตบัแข็ง และมะเร็งบางชนิดรวมไปถึงมะเร็งตบั เกณฑ์ของระดบั AFP 

ท่ีใชใ้นการวนิิจฉยันั้นมีตั้งแต่ค่า 20 ng/ml ไปจนถึง 400 ng/ml ซ่ึงแต่ละเกณฑ์จะให้ค่าความไวและ

ความจ าเพาะแตกต่างกนัทั้งน้ีข้ึนกบัแพทยผ์ูต้รวจท่ีจะใช้เกณฑ์ใด แต่ถา้ผูป่้วยมีระดบั AFP สูงกว่า

ปกติและสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ควรสงสัยไดว้า่ผูป่้วยอาจเป็นมะเร็งตบั 

การวินิจฉยัมะเร็งตบัจะอาศยัผลจากการตรวจกรองในขั้นตน้หากพบวา่มีสัญญาณการเป็น

มะเร็งตบั (ระดบั AFP สูงผิดปกติ / ผลอลัตราซาวด์ตรวจพบเน้ืองอก ) จะตอ้งท าการตรวจทางรังสี

วิทยาดว้ยวิธี triple-phase helical CT scan และ / หรือ triple-phase dynamic contrast enhanced  

MRI ร่วมดว้ย หากตรวจดว้ยวิธีทั้งสองแลว้พบวา่มีลกัษณะ arterial enhancement ตามดว้ย delayed 

hypointensity ใน portal venous จะสามารถวินิจฉัยไดว้่าเป็นมะเร็งตบั แต่ในกรณีท่ีไม่สามารถ

ตรวจพบทั้งสองลกัษณะน้ีไดเ้น่ืองจากผูป่้วยมะเร็งตบัร้อยละ 30 จะไม่มีลกัษณะดงักล่าว จะตอ้งใช้

การตรวจช้ินเน้ือตบั (liver biopsy) เพื่อยืนยนัผลการวินิจฉัย ทั้งน้ีหากท าการตรวจช้ินเน้ือตบัแลว้

ใหผ้ลลบก็ควรตรวจติดตามต่อไปทุก 3-6 เดือนจนกวา่จะพบวา่เน้ืองอกหายไป หรือพบวา่เน้ืองอกมี

ขนาดใหญ่หรือมีลกัษณะขา้งตน้ [1] 
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การตรวจกรองและวนิิจฉยัมะเร็งตบัในผูป่้วยท่ีมีความเส่ียงสูงนั้นมีความส าคญัมาก เพราะ

หากสามารถตรวจพบมะเร็งตบัไดเ้ร็ว มะเร็งตบัยงัอยูใ่นระยะแรกจะท าให้มีโอกาสรักษาหายขาด

ไดม้ากข้ึนและท าให้ผูป่้วยมีอตัราการรอดชีวิตสูงข้ึน [8] ดงันั้นการประเมินความเส่ียงต่อการเกิด

มะเร็งตบัดว้ยปัจจยัต่างๆไม่วา่จะเป็นความเส่ียงจากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบชนิดต่างๆ ประวติั

ครอบครัว การใช้ยา รวมไปถึงปัจจยัทางพนัธุกรรมจึงเป็นเกณฑ์ท่ีน่าจะช่วยให้การประเมินความ

เส่ียงในผูป่้วยท าไดล้ะเอียดมากข้ึน 

8.กำรแบ่งระยะของมะเร็งตับ (Staging of HCC) 

 การแบ่งระยะของมะเร็งตบันั้นอาจแบ่งไดห้ลายวิธีเช่น Okuda staging, The Cancer of the 

Liver Italian Program (CLIP) และ  Barcelona-Clinic Liver Cancer (BCLC) ซ่ึงทั้งสามวิธีใชเ้กณฑ์

ต่างกนัไป แต่วิธี BCLC เป็นวิธีท่ีก าลงัได้รับความนิยม [1] โดยมีการจดัแบ่งผูป่้วยตามเกณฑ์ดงั

ตารางท่ี 1  

 ตำรำงที1่ กำรแบ่งระยะของมะเร็งตับตำมเกณฑ์ของ BCLC [1]  

BCLC Staging 

Stage Classication PST Tumor Stage PHT Bilirubin 
0 Very early 0 Single No Normal 
A Early 0 Single Yes Normal 

  
0 Single Yes Altered 

  
0 3x <3 cm Yes Altered 

B Intermediate 0 >5 cm or multinodular 
  C Advanced 1-2 Vascular invasion 
  D Terminal 3-4 Any stage 
  PST = Performance status; PHT = Portal hypertension 

ซ่ึงการแบ่งระยะของมะเร็งตบัตามเกณฑ์ของ BCLC น้ีสามารถใช้เป็นเกณฑ์ในการ

จดัรูปแบบการรักษาผูป่้วยไดอ้ยา่งเหมาะสม โดยผูป่้วยในระยะ very early stage และ early stage 

การรักษาโดยการผ่าตดัตบั (resection) หรือการผ่าตดัเปล่ียนตบั (liver transplantation) หรือการ
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รักษาแบบ tumor ablation อาจสามารถรักษาให้หายขาดได ้ผูป่้วยท่ีอยูใ่น Intermediate stage หรือ 

advance stage อาจจะตอ้งรักษาแบบประคบัประคอง หรือ palliative treatments เพื่อช่วยให้ผูป่้วยมี

ชีวิตยืนยาวข้ึน แต่ส าหรับผูป่้วยในระยะ terminal stage อาจท าได้เพียงการรักษาตามอาการ 

(symptomatic treatment) [1,23] 

9. กำรรักษำ 

การรักษามะเร็งตบัมีหลายวิธีโดยอาจแบ่งไดด้งัน้ี การรักษาแบบ radical treatments เป็น

การรักษาท่ีมีโอกาสท าให้หายขาดได้เช่น การผา่ตดัตบั การผา่ตดัเปล่ียนตบั การท า tumor ablation 

บางชนิด และการรักษาแบบประคบัประคอง (palliative treatments) ท่ีเป็นการรักษาท่ีจะใชเ้พื่อให้

ผูป่้วยมีชีวติยนืยาวข้ึน เน่ืองจากผูป่้วยอยูใ่นระยะทา้ยๆของโรคแลว้ เช่น TACE  

  9.1. กำรผ่ำตัดตับ 

  การผ่าตดัตบัเป็นการรักษาท่ีท าให้ผูป่้วยมีโอกาสหายขาดได้ ทั้ งน้ีการเลือกใช้

วิธีการรักษาน้ีควรค านึงถึงขนาดและจ านวนของมะเร็งตบัเพราะหากมะเร็งตบัมีขนาดใหญ่หรือมี

จ านวนมากจะมีโอกาสสูงท่ีมะเร็งนั้นลุกลามเขา้สู่กระแสเลือดแลว้ซ่ึงท าให้มีโอกาสกลบัมาเป็นซ ้ า 

(recurrence) ในตบัท่ีเหลืออยู่ไดอี้ก นอกจากน้ียงัตอ้งค านึงถึงสภาวะการท างานของตบัโดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในผูป่้วยท่ีมีสภาวะตบัแข็งร่วมด้วยเน่ืองจากอาจเกิดภาวะตบัวายได้ภายหลังการผ่าตดั 

ดงันั้นวิธีการผา่ตดัตบัจึงเหมาะกบัผูป่้วยท่ีอยู่ในระยะ early (BCLC stages 0, A) ท่ีมีสภาวะการ

ท างานของตบัดีไม่มีสภาวะ portal hypertension (PHT) [1,24] 

  9.2. กำรผ่ำตัดเปลีย่นตับ 

  การผ่าตดัเปล่ียนตบันั้นนับว่าเป็นการรักษาท่ีดีท่ีสุดในผูป่้วยท่ีเป็นโรคตบัอ่ืนๆ

ร่วมกบัโรคมะเร็งตบัเพราะนอกจากจะรักษาโรคมะเร็งตบัแลว้ยงัเป็นการรักษาโรคตบัอ่ืนๆท่ีเป็น

ร่วมอยูด่ว้ย การรักษาดว้ยวิธีน้ีช่วยลดโอกาสกลบัมาเป็นซ ้ าไดดี้กวา่วิธีการผา่ตดัตบั และควรท าใน

ผูป่้วยท่ีมีมะเร็งขนาดนอ้ยกวา่ 5 cm หรือมีมะเร็งไม่เกินสามต าแหน่งแต่ละต าแหน่งมีขนาดไม่เกิน 

3 cm และอยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมท่ีจะท าการผา่ตดัตบั (อาจจะมีการท างานของตบัท่ีไม่ดี หรือ
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อาจมีภาวะตบัแข็ง) [24] ทั้งน้ีถา้ผูป่้วยมีมะเร็งขนาดใหญ่หรือมีหลายต าแหน่งอาจจะมีการลุกลาม

ของมะเร็งไปยงัระบบหมุนเวยีนเลือดแลว้ซ่ึงจะท าใหมี้โอกาสกลบัมาเป็นซ ้ าสูง 

  9.3. Tumor ablation 

  เป็นการรักษาท่ีสามารถท าไดห้ลายคร้ังและหลีกเล่ียงการท าลายเน้ือตบัโดยไม่จ  า

เป็นได้ดีซ่ึงเหมาะส าหรับผูป่้วยระยะแรกท่ีมีมะเร็งขนาดเล็กและมีจ านวนน้อยและสภาวะไม่

เหมาะสมกับการผ่าตดัตบัหรือการผ่าตดัเปล่ียนตบั และวิธีท่ีเป็นท่ีนิยมมากคือ Percutaneous 

ethanol injection (PEI) และ Radiofrequency ablation (RFA) 

Percutaneous ethanol injection (PEI) 

เป็นการรักษาโดยการฉีดเอทานอลบริสุทธ์ิใส่มะเร็งโดยตรง การ

รักษาด้วยวิธีน้ีจะใช้การอลัตราซาวด์เป็นการบอกต าแหน่ง และสามารถท าให้เกิดการตายของ

เซลลม์ะเร็ง (tumor necrosis) ไดม้ากถึงร้อยละ 70-80 ในกรณีท่ีมะเร็งมีขนาดนอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 3 

cm  และเกือบจะท าลายเซลลม์ะเร็งไดท้ั้งหมดในกรณีท่ีมะเร็งมีขนาดเล็กกวา่ 2 cm การรักษาดว้ยวิธี

น้ีเป็นการรักษาท่ีท าไดง่้าย ผลขา้งเคียงต ่า ให้ผลของการรักษาใกลเ้คียงกบัการผ่าตดัตบัเน่ืองจาก

ผูป่้วยท่ีรับการรักษาดว้ยวิธีน้ีมีอตัราการรอดชีวิตและโอกาสการเกิดมะเร็งซ ้ าไม่ต่างจากวิธีการ

รักษาดว้ยการผา่ตดัตบั [1,7] 

  Radiofrequency ablation (RFA) 

   RFA เป็นการรักษามะเร็งตบัโดยการใช้คล่ืนวิทยุท่ีมีความถ่ี

ประมาณ 480-500 kHz ไปเหน่ียวน าให้เกิดกระแสไฟฟ้าและเปล่ียนเป็นความร้อนเพื่อท าลาย

เซลลม์ะเร็งโดยตรงท าใหเ้กิดการตายของเซลลใ์นรัศมี 2-5 cm ในกรณีท่ีมะเร็งมีขนาดเล็กกวา่ 2 cm 

การรักษาด้วยวิธีน้ีให้ผลการรักษาไม่ต่างจาก PEI แต่ในกรณีท่ีมะเร็งมีขนาดใหญ่กว่า 2 cm การ

รักษาดว้ยวิธี RFA ให้ผลดีกว่า PEI [25] ท  าให้ไม่จ  าเป็นตอ้งท าการรักษาซ ้ าเหมือน PEI ดว้ยขอ้

ไดเ้ปรียบของวธีิน้ีท าใหว้ธีิ RFA มีความนิยมเพิ่มข้ึนเร่ือยๆแทนท่ีวธีิ PEI [1] 
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 9.4. Transarterial chemoembolization (TACE) 

 การรักษาดว้ยวธีิน้ีเป็นการรักษาโดยใชย้าเคมีบ าบดัและสารเคมีท่ีก่อให้เกิดการอุด

ตนัของเส้นเลือดโดยฉีดเขา้ทางเส้นเลือดแดงของตบั  เพื่อให้เกิดการอุดตนัของเส้นเลือดแดงท่ีไป

เล้ียงมะเร็งเน่ืองจากกวา่ร้อยละ 85 ของเลือดท่ีไปเล้ียงเซลล์มะเร็งเป็นเลือดท่ีมาจากเส้นเลือดแดง 

ซ่ึงการรักษาดว้ยวิธีน้ีให้ผลตอบสนองเพียงร้อยละ 15-55 เท่านั้นและยงัอาจส่งผลขา้งเคียงท่ีท าให้

การท างานของตับลดประสิทธิภาพลงได้ และผลข้างเคียงท่ีพบได้บ่อยคือ post-embolization 

syndrome ซ่ึงผูป่้วยจะมีไข ้ปวดทอ้ง และระดบัของเอนไซม ์Alanine transaminase (ALT) เพิ่มข้ึน

ชัว่คราว จึงเหมาะส าหรับผูป่้วยท่ีมีการท างานของตบัค่อนขา้งดี หรือผูป่้วยท่ีไม่สามารถท าการ

รักษาไดด้ว้ยการผ่าตดัตบั หรือ RFA แมว้า่การรักษาดว้ยวิธี TACE น้ีอาจมีโอกาสในการรักษาให้

หายขาดไดต้ ่า แต่สามารถท าใหผู้ป่้วยมีชีวติยนืยาวข้ึน โดยมีอตัราการรอดชีวิตท่ี 1, 2, 3 และ 5 ปีอยู่

ท่ีร้อยละ 82, 47, 26, 16 ตามล าดบั [1,24] 

10. ปัจจัยเส่ียงของกำรเกดิมะเร็งตับ 

ผูป่้วยมะเร็งตบักว่าร้อยละ 80 มีประวติัการเกิดสภาวะตบัแข็งซ่ึงมกัจะพบว่ามีสาเหตุมา

จากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีหรือไวรัสตบัอกัเสบซีแบบเร้ือรัง หรือสภาวะไขมนัสะสมในตบั 

(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) หรือการด่ืมแอลกอฮอล์เป็นประจ า ซ่ึงสาเหตุหลกัใน

ไทยนั้นคือการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง 

 10.1. กำรติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบี 

การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังนั้นพบไดบ้่อยในผูป่้วยมะเร็งตบัในไทย 

(ประมาณร้อยละ 65 ) [4] และเม่ือเปรียบเทียบระหวา่งผูติ้ดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีและผูท่ี้ไม่ติดเช้ือ

พบวา่ผูติ้ดเช้ือมีความเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งตบัมากกวา่ถึง 20 เท่า [5] โดยมีระยะการด าเนินของ

โรคตั้งแต่การติดเช้ือจนเป็นมะเร็งตบัเฉล่ียอยูท่ี่ 30-40 ปี [1] ซ่ึงกลไกในการด าเนินไปสู่โรคมะเร็ง

ตบัจากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีน้ีจะพดูถึงในหวัขอ้ถดัไป 
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10.2. กำรติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบซี 

การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซีพบไดใ้นผูป่้วยมะเร็งตบัในไทยร้อยละ 10-20 [4] และ

ก่อให้เกิดความเส่ียงต่อการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบัมากกวา่ผูท่ี้ไม่ติดเช้ือประมาณ 8 เท่าและจะพบ

มะเร็งตบัไดบ้่อยในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบซีท่ีมีอายุประมาณ 40-49 ปี [26] และการติดเช้ือร่วมกบั

ไวรัสตบัอกัเสบบีส่งผลให้ผูติ้ดเช้ือมีความเส่ียงต่อการพฒันาไปเป็นมะเร็งตบัประมาณ 26 เท่า ซ่ึง

ใกลเ้คียงกบัผลรวมของความเส่ียงจากการติดเช้ือแต่ละชนิด แต่บางรายงานพบวา่การติดเช้ือไวรัส

ทั้งสองชนิดน้ีเพิ่มความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งตบัแบบออกฤทธ์ิเสริมกนั (synergistic effect) [27] 

10.3. แอลกอฮอล์ 

ในผูท่ี้ด่ืมแอลกอฮอล์ปริมาณมากอยา่งต่อเน่ือง (มากกวา่ 80 กรัมต่อวนั เป็นเวลา

กวา่ 10 ปี) จะมีความเส่ียงในการเกิดมะเร็งตบัเพิ่มข้ึนถึง 5 เท่าและความเส่ียงน้ีจะไม่ลดลงแมว้า่จะ

งดเวน้จากการด่ืมแอลกอฮอล์แลว้ก็ตาม โดยท่ีความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตบัน้ีอาจไม่จ  าเป็นตอ้ง

เกิดผา่นภาวะตบัแขง็ก่อนก็ได ้ในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบซีการด่ืมแอลกอฮอล์จะทวีคูณความเส่ียงต่อ

การเกิดมะเร็งตบัเม่ือเทียบกบัผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบซีท่ีไม่ด่ืมแอลกอฮอล์ อีกทั้งยงัท าให้การด าเนิน

ของโรคไปสู่มะเร็งตบัไดเ้ร็วข้ึนและอาการรุนแรงข้ึนอีกดว้ย ในสหรัฐอเมริกาการด่ืมแอลกอฮอล์

ปริมาณมากจดัเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดมะเร็งตบั (ร้อยละ 32-45 ของผูป่้วยมะเร็งตบั) [28] และมี

การศึกษาพบวา่การไดรั้บโฟเลท (folate) ในปริมาณมากอาจมีส่วนช่วยในการลดความเส่ียงต่อการ

เกิดโรคมะเร็งตบัท่ีสัมพนัธ์กบัการด่ืมแอลกอฮอล์ [29] และกลไกอย่างหน่ึงของการเกิดมะเร็งคือ

เม่ือแอลกอฮอล์ถูกออกซิไดซ์ดว้ยเอนไซมใ์นกลุ่ม cytochrome P450 จะได ้acetaldehyde ซ่ึงเป็น

สารท่ีไม่เสถียรและจะก่อให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radical) ซ่ึงเป็นพิษสูง และอนัตรายต่อชีว

โมเลกุลต่างๆในเซลลเ์ช่น ดีเอน็เอ เป็นตน้  [1,30]  

10.4. ภำวะไขมันสะสมในตับ 

ภาวะไขมนัสะสมในตบัก่อให้เกิดการอกัเสบของตบัหรือท่ีเรียกวา่ non-alcoholic 

steatohepatitis (NASH) ซ่ึงหากเกิดการอกัเสบของตบัแบบเร้ือรังจะส่งผลให้มีการสร้างเซลล์ตบั

ใหม่ข้ึนมาทดแทนแต่กระบวนการน้ีก่อใหเ้กิดการสร้าง extracellular matrix ข้ึนมาดว้ยจนกลายเป็น
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พังผืดส่งผลให้ตับด้อยประสิทธิภาพในการท างานลงและเม่ือถึงระยะท่ีไม่สามารถสลาย 

extracellular matrix ไดจ้ะเกิดภาวะตบัแขง็ข้ึนซ่ึงจะน าไปสู่การพฒันากลายเป็นมะเร็งตบัในท่ีสุด 

10.5. ตับแข็งจำกสำเหตุอืน่ 

ภาวะตบัแข็งอาจเกิดได้จากโรคท่ีก่อให้เกิดการอกัเสบของตบัแบบเร้ือรังต่างๆ

นอกเหนือจากท่ีกล่าวมายกตวัอยา่งเช่น hemochromatosis, autoimmune hepatitis และ primary 

biliary cirrhosis เป็นตน้ 

10.6. สำรอะฟลำทอกซิน (aflatoxin) 

สารชนิดน้ีถูกสร้างจากเช้ือรา Aspergillus parasiticus และ  Aspergillus flavus ท่ี

มกัจะปนเป้ือนในอาหารประเภทถัว่ กระเทียม พริกแห้งและขา้วโพด สารอะฟลาทอกซิน ถูกจดัให้

เป็นสารก่อมะเร็งในคน โดยเฉพาะอยา่งยิง่ อะฟลาทอกซินบี 1 (AFB1) เม่ือเขา้สู่ร่างกายเอนไซมใ์น

ตบัออกซิไดซ์เป็น AFB1-exo-8,9-epoxide ซ่ึงมีความสามารถในการจบักบัดีเอ็นเอไดเ้ป็น AFB1-

N7-guanine DNA adduct [31] ดงัภาพท่ี 4 ซ่ึงจะก่อให้เกิดการเขา้คู่กนัผิดพลาดแบบ transversions 

น าไปสู่การกลายพนัธ์ุในระดบั DNA ในเบสต าแหน่งท่ี 3 ของ codon ท่ี 249 ของยีน p53 จาก AGG 

ไปเป็น AGT ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนจากอาร์จินีน (Arginine, Arg, R) ไปเป็นเซอรีน 

(Serine, Ser, S) [32,33] 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่4 แสดงการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีของ aflatoxin B1 [31] 
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และมีรายงานวา่การกลายพนัธ์ุ R249S ในยีน p53 น้ีเกิดข้ึนในเซลล์ตบัปกติของ

ผูป่้วยมะเร็งตบัในประเทศท่ีมีการปนเป้ือนของ AFB1 สูง [34,35] และในผูท่ี้ตรวจพบ AFB1 

adduct ในปัสสาวะจะมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็งสูงข้ึน 9 เท่า และในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบั

อกัเสบบีมีความเส่ียงสูงข้ึน 7 เท่า แต่ในผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสตับอกัเสบบีและตรวจพบ AFB1  

adduct จะมีความเส่ียงเพิ่มสูงข้ึนถึง 60 เท่าซ่ึงเป็นการเพิ่มข้ึนแบบทวีคูณ (multiplicative model) 

[36] แต่ก็มีการศึกษาอ่ืนพบวา่ผลท่ีไดเ้ป็นแบบผลรวมของทั้งสองปัจจยั [37] 

 11. ขั้นตอนและกลไกกำรเกดิมะเร็งตับ 

 การเกิดมะเร็งตบันั้นมีความซบัซอ้นมีหลายขั้นตอนและอาศยัปัจจยัหลายอยา่งร่วมกนั เช่น

ปัจจยัต่างๆท่ีกล่าวถึงในขั้นตน้ ปัจจยัทางพนัธุกรรม และสภาพแวดลอ้มต่างๆ โดยผูป่้วยมกัจะเกิด

สภาวะตบัแขง็ก่อนแลว้จึงพฒันาไปเป็นมะเร็งตบั และมีผูป่้วยเพียงส่วนนอ้ยท่ีเกิดมะเร็งตบัไดโ้ดย

ไม่ผา่นการเกิดสภาวะตบัแขง็ 

11.1. กระบวนกำรกำรเกดิตับแข็ง 

เม่ือเซลล์ตบัถูกท าลายจะมีการสร้างเซลล์ตบัใหม่มาทดแทน ซ่ึงกระบวนการใน

การสร้างเซลล์ทดแทนและกระบวนการของการถูกท าลายซ ้ าไปมาน้ีจะกระตุน้ให้ hepatic stellate 

cells (HSC) ซ่ึงปกติจะอยู่ ในสภาวะสงบ ท าหน้าท่ีสะสมวิตตามินเอและเป็น antigen-presenting 

cell ในเน้ือเยื่อตบั [38] ให้อยูใ่นรูป active ซ่ึงจะสร้าง extracellular matrix (ECM) ข้ึนมาท าให้เกิด

เป็นพงัผืดในตบั (fibrosis) และจะมี matrix metalloproteinases (MMPs) ท าหนา้ท่ีควบคุมปริมาณ 

ECM ยอ่ยสลาย collagen [39] แต่ถา้มีการอกัเสบหรือการถูกท าลายซ ้ าๆอย่างต่อเน่ืองจน ณ จุดๆ 

หน่ึง MMPs จะไม่สามารถขจดั ECM ไดต่้อไปเกิดเป็นสภาวะตบัแข็ง (cirrhosis) อีกทั้งเซลล์ตบัท่ี

ถูกสร้างข้ึนใหม่ยงัสูญเสีย microvilli และขนาดของ space of Disse ท่ีเล็กลง ทั้งหมดน้ีส่งผลให้ตบั

สูญเสียการท างานปกติไป (ภาพท่ี 5 ) โดยอาการทางคลินิกของผูป่้วยท่ีมีสภาวะตบัแข็งนั้นมีความ

หลากหลายมากตั้งแต่ไม่มีอาการใดๆทั้งส้ิน ไปจนถึงภาวะตบัวาย และร้อยละ 40 ของผูป่้วยตบัแข็ง

มกัจะไม่มีอาการอะไรนานนบัสิบปี แต่ถา้โรคด าเนินไปจนมีภาวะแทรกซ้อนแลว้การรักษาจะยิ่ง

ยุ่งยากข้ึน [40] และในกระบวนการอกัเสบซ ้ าๆและการเร่งให้เกิดการแบ่งเซลล์ยิ่งเพิ่มโอกาส

ผิดพลาดในการจ าลองตวัเองของดีเอ็นเอและระยะเวลาในการตรวจสอบและซ่อมแซมความ
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ผดิปกติของดีเอน็เอลดลงและการท่ีดีเอน็เอตอ้งเพิ่มจ านวนจ าเป็นตอ้งแยกจากสายคู่เป็นสายเด่ียวท า

ให้มีโอกาสสัมผสักบัปัจจยัก่อการกลายพนัธ์ุ (mutagen) ต่างๆรวมถึงสารอนุมูลอิสระท่ีสามารถ

ท าลายสารชีวโมเลกุลต่างๆรวมถึงดีเอ็นเอไดม้ากข้ึนความผิดปกติทางพนัธุกรรมเหล่าน้ีหากสะสม

ไปเร่ือยๆจะท าใหเ้ซลลก์ลายเป็นเซลลม์ะเร็งในท่ีสุด 

 ภำพที่ 5 เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งตบัปกติกบัตบัท่ีถูกท าลาย (ก) เป็นโครงสร้าง

ของตบัปกติซ่ึง stellate cell  และจะมี extracellular matrix เพียงเล็กน้อย (ข) เม่ือตบัถูกท าลาย 

cytokine จากกระบวนการการอกัเสบจะกระตุน้ให้ stellate cell เพิ่มจ านวนและเปล่ียนไปอยู่ใน

สภาวะ active [40] 

  11.2. กระบวนกำรเกดิมะเร็งตับโดยไม่เกีย่วกบัภำวะตับแข็ง 

  แม้ว่าร้อยละ 80-90 ของผูป่้วยมะเร็งตับจะมีภาวะตับแข็ง แต่ผูป่้วยมะเร็งตับ

บางส่วนอาจไม่มีภาวะตบัแข็งเลยก็ได ้ส่วนในผูท่ี้มีตบัเป็นปกติไม่มีการอกัเสบหรือการท างาน

ผิดปกติหรือพงัผืดตบัเลยนั้นมีโอกาสเกิดมะเร็งตบัไดน้้อยมาก และไม่วา่ผูป่้วยจะมีภาวะตบัแข็ง

หรือไม่แต่ถา้ผูป่้วยมีความผิดปกติในการท างานของตบัและเป็นโรคตบัเร้ือรังแลว้ มกัจะเกิดการ

พฒันากลายเป็นมะเร็งตบัไดใ้นท่ีสุดโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง 

ซ่ึงมีกลไกในส่วนของไวรัสในการกระตุน้ให้เกิดการกลายเป็นมะเร็ง [41] โดยกลไกแรกคือการ

แทรกจีโนมของไวรัสลงบนโครโมโซมของเซลล์ตับซ่ึงจัดเป็น cis-effect การแทรกตัวของ 

regulatory sequence ของไวรัสลงในบริเวณใกลเ้คียงกบั oncogenes หรือ tumor-suppressor genes 

ซ่ึงอาจท าให้การแสดงออกของยีนเหล่าน้ีผิดไปจากเดิมส่งผลกระทบถึงการท าหน้าท่ีของยีนนั้นๆ 
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[42] มีรายงานว่ายีนส่วนท่ีถอดรหัสให้ปลายอะมิโน (N-terminal) ของยีน cyclin A ซ่ึงเป็นยีนท่ี

ควบคุมวฏัจกัรเซลล์ท่ีส าคญัถูกแทนท่ีดว้ยดีเอ็นเอของไวรัสตบัอกัเสบบีช่วง PreS/S และ promoter 

ส่งผลให้โปรตีนท่ีถูกถอดรหสัข้ึนน้ีไม่สามารถสลายได ้[43] และส่งผลให้เกิด transformation ได ้

[44] นอกจากน้ี จีโนมของไวรัสตบัอกัเสบบียงัมีการแทรกตวัลงบนโครโมโซม 17p บริเวณใกลก้บั

ยนี p53 ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมกัจะมีการสูญหายไป หรือพบวา่มีการเปล่ียนแปลงของโครโมโซมส่วนน้ี

ในเซลล์มะเร็งตบั [45,46] นอกจากน้ียงัมียีนท่ีส าคญัต่อการควบคุมวฏัจกัรเซลล์อีกหลายยีนท่ีถูก

รบกวนดว้ยการแทรกตวัของจีโนมของไวรัส และไม่เพียงแต่กลไกท่ีเป็น cis-effects ของไวรัสตบั

อกัเสบบีเท่านั้น แต่ trans-effects ยงัส่งผลต่อการรบกวนการควบคุมวฏัจกัรเซลล์จนอาจน าไปสู่การ

เกิดมะเร็งไดอี้กดว้ย ยกตวัอยา่งเช่น PreS2 activators ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีไดจ้าก surface gene ORF 

ของไวรัสตบัอกัเสบบีประกอบไปดว้ยส่วน PreS1, PreS2 และ S การถอดรหสัของยีนน้ีให้โปรตีน

ออกมาหลายรูปแบบแต่มีเพียง Large hepatitis B surface protein (LHBs) และ truncated middle 

size hepatitis B surface protein (MHBst) เท่านั้นท่ีแสดงสมบติัการเป็น trans activator [47,48] โดย

การไปกระตุน้ AP-1 และ NF-kB ซ่ึงเป็น transcription factor ท่ีมีบทบาทเก่ียวขอ้งกบัการ apoptosis 

และการส่งสัญญาณภายในเซลล์ [49,50] จึงท าให้ PreS2 activators มีสมบติัในการเพิ่มอตัราการ

แบ่งเซลล์ของเซลล์ตบัได ้[47] อีกตวัอย่างของ trans-effect จากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีคือ 

Hepatitis B virus X protein (HBx, HBxAg) มีการศึกษาพบการสะสมของ HBx ในมะเร็งตบั [51] 

และในการศึกษาในสัตวท์ดลองพบวา่การแสดงออกของ HBx มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งตบั 

[52] และมีผลต่อกลไกการซ่อมแซมดีเอ็นเอท่ีถูกท าลาย [53] และ HBx ยงัสามารถจบักบัโปรตีน 

p53 ส่งผลยบัย ั้งความสามารถในการเขา้จบักบัดีเอ็นเออยา่งจ าเพาะของ p53 [54] แต่มีการศึกษาท่ี

ให้ผลแยง้กนัพบวา่การจบักนัของ HBx และ p53 ไม่ไดส่้งผลให้ความสามารถในการเขา้จบักบัดี

เอ็นเอของ p53 ลดลงหากแต่ HBx ท่ีจบัอยู่กบั p53 ไปขดัขวางกลไกในการถอดรหัสท่ี p53 มี

บทบาท [55] และ HBx ยงัสามารถเปล่ียนการส่งสัญญาณของ  Transforming Growth Factor 

(TGF)- β ท าใหเ้กิดการกระตุน้ใหเ้กิดมะเร็งได ้[56] 
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11.3. กำรบวนกำรเกดิ dysplastic nodules 

  ในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรัง หรือผูป่้วยท่ีมีภาวะตบัแข็งมีโอกาสท่ี

จะเกิด liver cell dysplasia (LCD) ได ้ซ่ึง LCD น้ีแบ่งไดเ้ป็นขนาดใหญ่และขนาดเล็ก และมีโอกาส

พบได ้(ร้อยละ 30 และ 25 ) จากการตรวจช้ินเน้ือตบัในคนไขท่ี้เป็นโรคตบัเร้ือรังจากการติดเช้ือ

ไวรัสตบัอกัเสบบีและไวรัสตบัอกัเสบซี [57] ในผูป่้วยท่ีมีภาวะตบัแข็งนั้นมกัจะพบการเกิด 

dysplastic nodules ซ่ึงจะมีลกัษณะแตกต่างจากเน้ือเยื่อพื้นของตบัทัว่ไปทั้งขนาด สี รูปร่าง และ

ผิวหนา้ตดั dysplastic nodules น้ีแบ่งไดเ้ป็น low grade (LGDN) และ high grade (HGDN) และ 

HGDN น้ีมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัมะเร็งตบัคือมีการขยายขนาด อยูเ่ป็นกลุ่ม มีนิวเคลียสท่ีผิดปกติ แต่

ยงัไม่เพียงพอท่ีจะจ าแนกวา่เป็นมะเร็งได ้[58] 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

ภำพที ่6 แสดงกลไกในการเกิดมะเร็งตบั (ดดัแปลงจากเอกสารอา้งอิงท่ี 1) 

ดว้ยขั้นตอนและกลไกท่ีกล่าวมาจะเห็นถึงความซบัซ้อนของขั้นตอนและปัจจยัในการเกิดมะเร็งตบั

ซ่ึงอาจสรุปไดด้งัภาพท่ี 6 
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ไวรัสตับอกัเสบ (hepatitis virus) 

 โรคตบัอกัเสบ (hepatitis) ซ่ึงเป็นภาวะท่ีเซลล์ตบัถูกท าลายและแบ่งตามระยะเวลาของการ

ด าเนินโรคได ้2 แบบคือ ภาวะตบัอกัเสบเฉียบพลนั (acute hepatitis) และภาวะตบัอกัเสบแบบเร้ือรัง

(chronic hepatitis) โดยสาเหตุส าคญัของการเกิดโรคตบัอกัเสบนั้นคือการติดเช้ือไวรัส ซ่ึงสามารถ

แบ่งตามความจ าเพาะของการติดเช้ือได ้2 ประเภทคือ กลุ่มของไวรัสท่ีท าให้เกิดพยาธิสภาพของ

ระบบต่างๆ (systemic infection) แต่มีการติดเช้ือท่ีตบัร่วมดว้ย เช่น herpes simplex virus, Epstein-

Barr virus และ ไวรัสไขเ้ลือดออก (dengue virus) และกลุ่มของไวรัสท่ีจ าเพาะต่อการติดเช้ือท่ีตบั 

(hepatic tropism) ซ่ึงไดแ้ก่ ไวรัสตบัอกัเสบ เอ บี ซี ดี อี และ จี รวมไปถึง ไวรัสทีที (TT virus; 

TTV) และ  ไวรัสเซน (SEN virus)  

ไวรัสตับอกัเสบบี (Hepatitis B virus; HBV) 

ไวรัสตบัอกัเสบบีตรวจพบคร้ังแรกจากตวัอยา่งเลือดของชนเผา่อะบอริจินโดยบงัเอิญโดย 

Professor Baruch Blumberg ในปีพ.ศ. 2508 และไวรัสตบัอกัเสบบี ท่ีพบในมนุษยเ์ป็นไวรัสท่ีมีสาร

พันธุกรรมเป็น DNA ถูกจัดอยู่ในตระกูล (Family) Hepadnaviridae จีนัส (Genus) 

Orthohepadnavirus โดยสามารถแบ่งอนุภาคของไวรัสเป็น 3 ประเภท ไดแ้ก่ อนุภาครูปทรงกลม 

(spherical particle) รูปแท่ง (filamentous particle) และอนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ์ (Dane particle or 

complete viral particle) และเฉพาะ Dane particle เท่านั้นท่ีมีความสามารถในการแพร่เช้ือได้

เน่ืองจากมีสารพนัธุกรรมของไวรัสบรรจุอยูภ่ายใน  

ลกัษณะทำงพนัธุกรรมของไวรัสตับอกัเสบบี 

สารพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็น DNA สายคู่แบบวงกลมไม่สมบูรณ์และเป็น 

relaxed-circular DNA (rcDNA) ท่ีมีสายบวก (plus strand) ซ่ึงมีความยาวร้อยละ 20-80 ของสายลบ

และสายลบมีความยาวประมาณ 3215 นิวคลีโอไทด์ ข้ึนกบัจีโนไทป์และประกอบไปดว้ย 4 open 

reading frames (ORFs) ท่ีเหล่ือมซอ้นกนัอยู ่(ดงัภาพท่ี 7) ไดแ้ก่ 
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1. preS/S ORF 

เป็นส่วนของโครงสร้างพนัธุกรรมท่ีประกอบไปดว้ยส่วน preS1/preS2/S ซ่ึงจะมี start 

codon ทั้งหมด 3 ต  าแหน่งดว้ยกนัจึงสามารถถอดรหสัออกมาไดโ้ปรตีน 3 รูปแบบคือ small surface 

protein, middle surface protein และ large surface protein ซ่ึงทั้งสามรูปแบบจะมีปริมาณต่างๆกนั

โดย small protein จะมีปริมาณมากท่ีสุดประมาณร้อยละ 90 และ middle protein มีประมาณร้อยละ 

10 และ large protein ท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดแต่ปริมาณนอ้ยท่ีสุดคือประมาณร้อยละ 1-2  โดยสัดส่วน

ของโปรตีนแต่ละชนิดก็จะไม่เท่ากันในอนุภาคไวรัสแต่ละประเภทโดยในอนุภาคไวรัสท่ีไม่

สมบูรณ์มกัจะพบเฉพาะ small protein เป็นส่วนใหญ่ และมี middle protein เป็นส่วนประกอบ

เล็กนอ้ยแต่จะไม่พบ large protein โดยอนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ์จะมี small protein เป็น 4 เท่าของ 

middle protein และ large protein 

 Small hepatitis B surface protein (SHBs) 

เป็นโปรตีนรูปแบบท่ีพบไดม้ากท่ีสุดท่ีไดจ้ากส่วนของ S gene  มีกรดอะมิโน

ทั้งส้ิน 226 ต  าแหน่งและขนาดของโปรตีนก่อนท าการเติมหมู่น ้ าตาลมีขนาด 24 kDa และหลงัเติม

น ้ าตาลมีขนาด 27 kDa และมีบริเวณท่ีสามารถกระตุน้การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของ

ร่างกายท าใหส้ามารถจ าแนกชนิดของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีตามการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั

ได ้(serotype) โดยในกรดอะมิโนช่วงต าแหน่งท่ี 121-149 ท่ีเรียกวา่ a determinant จะมี disulphide 

bond อยูส่องต าแหน่งระหวา่งต าแหน่งท่ี 124 กบั 137 และระหวา่งต าแหน่งท่ี 139 กบั 147  และยงั

สามารถแบ่งเป็น sub-determinant ไดต้ามตารางท่ี 2 

ตำรำงที ่2 แสดงชนิดของกรดอะมิโนในแต่ละ serotype 

determinant residue amino acid 
a 121-149 - 
d 122 K (Lysine) 
y 122 R (Arginine) 
w 160 K (Lysine) 
r 160 R (Arginine) 
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  Middle hepatitis B surface protein (MHBs) 

  เป็นโปรตีนท่ีสร้างจากส่วนของ preS2 และ S gene มีทั้งส้ิน 281 residue ขนาด

ประมาณ 30 kDa 

  Large hepatitis B surface protein (LHBs) 

 สร้างจาก preS1, preS2 และ S gene มีขนาดใหญ่ท่ีสุดในรูปแบบทั้งหมดมี 389-

400 residue ซ่ึงข้ึนกบัสายพนัธ์ุของไวรัส และเป็นรูปแบบเดียวท่ีพบบนอนุภาคไวรัสท่ีสมบูรณ์ 

และมีรายงานวา่สามารถกระตุน้การท างานของ transcription factors บางชนิดได ้[48] 

 

 

 

 ภำพที ่7 แสดงโครงสร้างทางพนัธุกรรมของไวรัสตบัอกัเสบบี [42] 
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2. C ORF 

 เป็นส่วนของรหสัพนัธุกรรมท่ีถอดรหสัไดโ้ปรตีนสองชนิดคือ core protein และ HBeAg 

โดย ช่วง precore/core gene และมีปลายทางดา้น 5´ และ 3´ ซ้อนเหล่ือมกบัลายของ X ORF และ P 

ORF ตามล าดบั ในส่วนของ core protein หรือ HBcAg นั้นมีหลายขนาดประมาณ 21 kDa มี 

กรดอะมิโนตั้งแต่ 183, 185 และ 195 residue เม่ือรวมกับสารพนัธุกรรมของไวรัสจะเรียกว่า 

nucleocapsid ซ่ึงจะท าใหส้ารพนัธุกรรมของไวรัสไม่ถูกท าลายโดยเอนไซม ์ส่วน HBeAg พบวา่เร่ิม

ถูกสร้างตั้งแต่ช่วง precore มีกรดอะมิโน 149 หรือ 151 residue ข้ึนกบัสายพนัธ์ุ น ้ าหนกั 15-18 kDa 

สันนิษฐานกนัว่ามีผลท าให้ไวรัสทนทานต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั ปัจจุบนั HBeAg 

ถูกใชเ้ป็นตวับ่งช้ีระยะของไวรัส [1] 

3. P ORF 

เป็นส่วนท่ีถอดรหสัให้เอนไซม ์ polymerase มีขนาดประมาณ 90 kDa และประกอบดว้ย

กรดอะมิโนประมาณ 800 residue  เป็น ORF ท่ีขนาดใหญ่ท่ีสุด และมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่ม

จ านวนของไวรัส มีการศึกษาพบวา่ reverse transcriptase ท่ีถูกสร้างข้ึนมีบริเวณท่ีสัมพนัธ์กบัการด้ือ

ยา lamivudine ของไวรัส [1] 

4. X ORF 

X ORF สามารถถอดรหัสให้ HBx ซ่ึงมีขนาด 17 kDa และมีกรดอะมิโน 154 residue 

ปัจจุบนัมีการศึกษาถึงสมบติัต่างๆ ของ HBx น้ีต่อการเกิดพยาธิสภาพและกลไกในการเกิดมะเร็งตบั

ดงัท่ีกล่าวมาในหวัขอ้ขา้งตน้ 

กำรเพิม่จ ำนวนของไวรัสตับอกัเสบบี 

การเขา้สู่เซลล์ของไวรัสตบัอกัเสบบีจะอาศยั receptor บนเซลล์ตบัเป็นตวัช่วย โดยเม่ือ

ไวรัสเขา้สู่เซลล์และจีโนมของไวรัสเขา้สู่นิวเคลียสแลว้จะมีการสร้างสายดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ์ (เติม

สายบวกให้เต็มสาย) มีลกัษณะเป็น supercoiled DNA ท่ีเรียกวา่ covalently closely circular DNA 

(cccDNA) ซ่ึงจะประกอบกับ histone protein และโปรตีนอ่ืนๆได้โครงสร้างท่ี เ รียกว่า 



27 
 

minichromosome ซ่ึงจะใช้เป็นต้นแบบในการสร้าง mRNA ของไวรัสต่อไป โดยเอนไซม ์ 

RNA polymerase II ของเซลล์ตบัจะท าการถอดรหัส ได ้pregenomic RNA (pgRNA) ซ่ึงจะ

กลายเป็นตน้แบบในการสร้างดีเอ็นเอสายลบโดย RNA-depentdent DNA polymerase จากนั้น 

pgRNA จะถูกยอ่ยดว้ย ribonuclease H เม่ือไดดี้เอ็นเอสายลบมาเป็นตน้แบบจะมีการสร้างดีเอ็นเอ

สายบวกท่ีมีความยาวประมาณคร่ึงนึงของสายลบ แลว้รวมกบั core protein ได ้nucleocapsid ซ่ึงจะ

ถูกส่งต่อไปยงั endoplasmic reticulum (ER) เพื่อท าการประกอบกบั HBsAg ทั้งสามรูปแบบจนได้

อนุภาคไวรัสแบบสมบูรณ์ ในหน่ึงวนัจะมีการสร้างอนุภาคไวรัสประมาณ 1011 อนุภาค [1] 

กำรจ ำแนกสำยพนัธ์ุของไวรัสตับอกัเสบบี 

ไวรัสตบัอกัเสบบีถูกจ าแนกตามความแตกต่างทางพนัธุกรรมได ้8 genotypes ตั้งแต่ A – H 

โดยจะจดัเป็นสายพนัธ์ุใหม่ก็ต่อเม่ือมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมทั้งจีโนมมากกว่าหรือ

เท่ากบัร้อยละ 8 โดยมีการกระจายตวัของแต่ละสายพนัธ์ุทัว่โลกดงัแสดงในภาพท่ี 8  โดย

ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกและตะวนัออกเฉียงใตม้กัจะพบสายพนัธ์ุ B และ C  ในแอฟริกา

มักจะพบ A และ E ในตะวนัออกกลางและยุโรปมักจะพบสายพันธ์ุ G [59] 

 ภำพที ่8 การกระจายตวัของไวรัสตบัอกัเสบบีสายพนัธ์ุต่างๆทัว่โลก [59] 

HBsAg 
>8% 

2-7% 
<2% 

A 
B 
C 
D 

E 
F 
H 
G 
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และได้มีผูท้  าการศึกษาสายพนัธ์ุของไวรัสตบัอกัเสบบีในประเทศไทยพบว่าประมาณร้อยละ 87 

เป็นสายพนัธ์ุ C และร้อยละ 10 เป็นสายพนัธ์ุ B ดงัภาพท่ี 9 [60] 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่9 การกระจายตวัของไวรัสตบัอกัเสบบีแต่ละสายพนัธ์ุในประเทศไทย [60] 

ยนี KIF1B 

 ยีน Kinesin family member 1B(KIF1B) อยูบ่นโครโมโซมท่ี 1p36.2 มีความยาวประมาณ 

1.65 Mb [61] และจดัอยูใ่นกลุ่ม kinesin superfamily proteins (KIFs) ซ่ึงมีบทบาทในการขนส่งออ

แกเนลล์ภายในเซลล์อย่างจ าเพาะโดยอาศยัไมโครทูบูล (microtubule) และมีการแสดงออกในทุก

เน้ือเยื่อแต่จะมีการแสดงออกอย่างมากในเซลล์ประสาท [62] การจัดกลุ่มโปรตีนด้วยการ

เปรียบเทียบโครงสร้างปฐมภูมิ KIF1Bβ จดัอยูใ่นกลุ่ม subfamily KIF1 ซ่ึงประกอบไปดว้ย KIF1A, 

KIF1B, KIF1C, KIF1D [63,64] โปรตีนในกลุ่ม KIF1 น้ีจะมีบริเวณปลายดา้นอะมิโน (N-terminal) 

ท่ีคลา้ยกนัและจะมีหนา้ท่ีเป็น motor domain ในขณะท่ีปลายคาร์บอกซี (C-terminal) ซ่ึงจะมีความ

หลากหลายมากกวา่ และมีหนา้ท่ีไปยึดติดกบัออแกเนลล์ ท่ีจะขนส่ง บริเวณน้ีจะเรียกวา่เป็น cargo-

binding region  [62,65] ยนี KIF1B มีขนาดประมาณ 170 kbp ประกอบไปดว้ย 48 exon มีสองไอโซ

ฟอร์มหลกั คือ KIF1Bα และ KIF1Bβ ส าหรับ  KIF1Bα ซ่ึงสามารถถอดรหสัไดโ้ปรตีนท่ีมีขนาด
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ประมาณ 130 kDa ประกอบดว้ย 1150 กรดอะมิโน และท าหนา้ท่ีขนส่งไมโทคอนเดรียในเซลล์

ประสาท ส่วน  KIF1Bβ จะถอดรหสัไดโ้ปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 200 kDa ประกอบดว้ย 1770 

กรดอะมิโน และมีส่วนตน้ภายใน 660 residue แรกดา้นปลายอะมิโน เหมือนกนักบั KIF1Bα แต่

ปลายคาร์บอกซีคาร์บอนนั้นแตกต่างกนั และมีการรายงานวา่ KIF1Bβ มีบทบาทเก่ียวขอ้งกบัการ

ขนส่ง synaptic transport vesicle ในเซลล์ประสาท [66] อีกทั้งการกลายพนัธ์ุของ KIF1Bβ ยงั

เก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรค Charcot-Marie-Tooth เช่นการกลายพนัธ์ุท่ีกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 98 จาก

กรดอะมิโนกลูตามีน (Q) ไปเป็นกรดอะมิโนลิวซีน (L) ซ่ึงส่งผลใหเ้กิดการสูญเสียความสามารถใน

การขนส่งออแกเนลล์ของ KIF1Bβ  และการเพิ่มการแสดงออกของ KIF1Bβ ท่ีกลายพนัธ์ุจะไป

ส่งผลให้เกิดการสะสมของ KIF1Bβ ในบริเวณรอบนิวเคลียส [65,66] มีการศึกษาเพิ่มเติมในเซลล์

ท่ีไม่ใช่เซลล์ประสาทพบว่า KIF1Bβ3 ซ่ึงเป็นไอโซฟอร์มหน่ึงของ KIF1Bβ เก่ียวขอ้งกบัการ

ขนส่งไลโซโซมจากบริเวณรอบนิวเคลียสไปยงัรอบนอกของเซลล์[67] นอกจากน้ี KIF1Bβ ยงัมี

ความสามารถในการเป็น tumor suppressor โดย KIF1Bβ สามารถยบัย ั้งการเจริญของ human 

neuroblastoma (NB1) และ NMuMG mouse epithelial cells และ KIF1Bβ สามารถเหน่ียวน าให้เกิด

โปรแกรมการตายของเซลล์ (apoptosis) ใน NB1 ได ้แต่การแสดงออกของ KIF1Bβ จากเพียง 

allele เดียวไม่เพียงพอท่ีจะท าหนา้ท่ีเป็น tumor suppressor [68] มีการศึกษา พบวา่ความสามารถใน

การเป็น tumor suppressor ของ KIF1Bβ โดยเหน่ียวน าให้เกิด apoptosis นั้นไม่ตอ้งอาศยั p53 และ 

KIF1Bβ จะท างานในช่วงหลงัการท างานของ EglN3 ซ่ึงเป็น hydroxylase โดยความสามารถในการ 

hydroxylase ของ EglN3 ไม่ไดส่้งผลต่อการแสดงออกของ KIF1Bβ แต่ท าให้เกิดการสะสมของ

โปรตีน KIF1Bβ และเหน่ียวน าใหเ้กิด apoptosis ในท่ีสุด นอกจากน้ีความสามารถในการเหน่ียวน า

ใหเ้กิด apoptosis ของ KIF1Bβ นั้นไม่ตอ้งการโปรตีนในบริเวณปลายอะมิโนช่วง 600 กรดอะมิโน

แรกซ่ึงเป็น kinesin motor [69] ดงันั้นจึงอาจสรุปไดว้า่การเหน่ียวน าให้เกิด apoptosis ของ KIF1Bβ 

ไม่เก่ียวขอ้งกบัหนา้ท่ีในการขนส่งออแกเนลล ์
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Single nucleotide polymorphism (SNP) 

SNP ความหลากหลายทางพนัธุกรรมอีกรูปแบบหน่ึงท่ีมีความแตกต่างกนัภายในกลุ่ม

ประชากรเดียวกนั ซ่ึงอาจส่งผลหรือไม่ส่งผลต่อลกัษณะการแสดงออกของส่ิงมีชีวิตนั้นๆก็ได ้โดย

อยา่งนอ้ยตอ้งมีความถ่ีของความหลากหลายนั้นๆ ไม่ต ่ากวา่ร้อยละ 1 และไม่ใช่การกลายพนัธ์ุท่ีเป็น

ผลมาจากการเกิดโรค และ SNP อาจอยู่ไดท้ั้งในส่วนท่ีควบคุมการแสดงออกของยีน (regulatory 

unit) หรืออยูใ่นส่วนท่ีแสดงออกของยนี (coding region) ก็ได ้ในหลายการศึกษาพบวา่ SNP เหล่าน้ี

มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคหรือพยาธิสภาพต่างๆซ่ึงอาจจะเป็นสาเหตุของลกัษณะนั้นๆโดยตรง 

หรืออาจเป็นเพียงตวับ่งบอกลกัษณะนั้นๆโดยแบ่งไดด้งัน้ี 

 Linked SNPs (indicative SNPs) 

 เป็น SNP ท่ีไม่ไดอ้ยูบ่นยีนใดๆ และไม่ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกและหนา้ท่ี

ของโปรตีนนั้นๆ แต่ส่งผลต่อลกัษณะท่ีแสดงออกในส่ิงมีชีวิตนั้นๆเช่น ส่งผลต่อลกัษณะการด้ือยา 

การตอบสนองต่อยา หรือโอกาสในการเกิดโรคต่างๆ 

 Causative SNPs 

 เป็น SNP ท่ีส่งผลกระทบต่อหน้าท่ีและการแสดงออกของโปรตีนนั้นๆโดยตรง 

และสัมพนัธ์ต่อการเกิดโรคหรือส่งผลต่อการรักษาซ่ึง SNP ประเภทน้ีอาจแบ่งไดเ้ป็นสองประเภท

ดงัน้ี 

  Coding SNPs 

  SNP อยู่บนส่วนท่ีแสดงออกของยีนและมีผลต่อการถอดรหัสเพื่อ

สังเคราะห์โปรตีนท าใหมี้ล าดบักรดอะมิโนเปล่ียนแปลงไปอาจท าให้โปรตีนสูญเสียโครงสร้างเดิม

และท าใหเ้สียความสามารถในการท างานไป 

  Non-coding SNPs 

  SNP อยู่บนส่วนควบคุมการแสดงออกของยีน (regulatory unit) ไม่ได้

ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนบนโปรตีนแต่อาจส่งผลต่อระดบัของ mRNA และโปรตีน 
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หรืออาจอาจอยูบ่น splice cite ซ่ึงส่งผลต่อการ splicing ของ mRNA ท าให้ไดรู้ปแบบของโปรตีนท่ี

ต่างออกไป [70] 

SNP rs17401966 

 SNP ต าแหน่ง rs17401966 น้ีอยูบ่น intron ท่ี 24 ของยีน KIF1B บน โครโมโซม 1p36 ซ่ึง

มกัจะเกิด deletion ในมะเร็งหลายชนิดรวมไปถึง HCC [11] และ rs17401966 อยู่ใน KIF1Bβ 

isoform ท่ีมีรายงานวา่มีความสามารถในการเป็น tumor suppressor gene [68]   

 

 

 

 

 

 

ภำพที่10 แสดงต าแหน่งของ rs17401966 บนยีน KIF1B ประกอบไปด้วย KIF1Bβ 

isoform (กรอบบน) และ KIF1Bα isoform (กรอบล่าง) [71] 

จากการศึกษา Genome wide association study (GWAS) ในประชากรจีนพบวา่ rs17401966 มี 

major allele เป็น A และ minor allele เป็น G และ  minor allele frequency เท่ากบั ร้อยละ 29  และ มี

ความสัมพนัธ์ต่อการเกิด HCC ในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรังในประเทศจีน โดยมี minor 

allele (G) เป็น Protective allele ต่อการเกิด HCC และ minor allele มีความสัมพนัธ์เชิงบวกต่อการ

แสดงออกของ KIF1Bβ isoform แต่ไม่พบว่ามีความสัมพนัธ์ต่อการแสดงออกของ KIF1Bα 

isoform [10] และการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่าง rs17401966 กบัการแสดงออกของ KIF1Bβ 

isoform น้ียงัท าในกลุ่มตวัอยา่งท่ีน้อยเกินไป และไม่ไดเ้ปรียบเทียบการแสดงออกของเซลล์มะเร็ง

ตบักบัเซลล์ตบัปกติ อีกทั้งการสร้างเซลล์ท่ี knock out ยีน KIF1B เพื่อศึกษาบทบาทของยีนต่อการ
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เกิดโรคยงัไม่สามารถท าไดใ้นปัจจุบนั [72] มีการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่ง rs17401966 กบัความ

เส่ียงในการเกิดมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในประเทศซาอุดิอาราเบียและประเทศใน

แถบเอเชียตะวนัออกเช่น เกาหลี ญ่ีปุ่น และ ฮ่องกง พบว่า rs17401966 ไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการ

เกิดมะเร็งตับในผู ้ป่วยติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในประเทศนั้ นๆ [12,13] และมีรายงานว่า 

rs17401966 หรือ SNP อ่ืนในบริเวณใกลเ้คียงไม่พบวา่มีความสัมพนัธ์กบัการพฒันาไปเป็นมะเร็ง

ตบัของผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในประเทศจีน [73]  

Locked nucleic acid (LNA) 

 LNA เป็น nucleic acid analog ชนิดหน่ึงซ่ึงมี backbones ลกัษณะเป็น bicyclic nucleic acid 

โดยมีหมู่ methyl ต่อระหวา่ง 2'-oxygen กบั 4'-carbon ดงัภาพท่ี 11 และ LNA มีสมบติัในการเขา้จบั 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภำพที ่11 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ LNA (ดดัแปลงจากเอกสารอา้งอิง 74) 

กบั single-stranded DNA (ssDNA) และ ssRNA ดว้ยความจ าเพาะสูงซ่ึงสามารถน ามาออกแบบ 

LNA-DNA / LNA-RNA chimera เพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในงานต่างๆเช่น การน ามาใชเ้ป็น probe 

ส าหรับการท า real-time PCR ดว้ยเทคนิค TaqMan probe เน่ืองจากความสามารถในการ stabilize 
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เบสคู่สมไม่วา่จะเป็น LNA-DNA หรือ LNA-RNA ท าให้การเขา้คู่ของเบสคู่สมเสถียรข้ึนส่งผลให้

ค่า melting temperature (Tm) ของ oligonucleotide นั้นๆสูงข้ึน และเม่ือมี LNA เป็นองคป์ระกอบ

ท าให ้probe เพิ่มความสามารถในการเขา้จบักบัสายดีเอนเอแม่แบบไดดี้ข้ึน โดยสามารถใชห้ลกัการ

ในการออกแบบ probe ไดด้งัน้ี 

1. ควรวางต าแหน่ง LNA ใหเ้ป็นต าแหน่งท่ีตอ้งการความสามารถในการแยกแยะเช่น 

การออกแบบ LNA-DNA / LNA-RNA probe เพื่อตรวจวิเคราะห์ SNP ณ ต าแหน่งใดๆ ควร

ออกแบบให้ LNA อยูต่รงต าแหน่งท่ีเป็น SNP เน่ืองจากความสามารถในการ stabilize โครงสร้าง

ของ nucleotide duplex ท าให้ LNA มีอ านาจในการจ าแนกเบสคู่สมไดสู้งกว่า DNA หรือ RNA 

ทัว่ไป 

2. หาก probe ท่ีใชมี้ขนาดเล็ก ควรหลีกเล่ียงการใช ้LNA ท่ีอยูติ่ดกนัเน่ืองจาก LNA 

จะ hybridize ไดแ้น่นมากเม่ือมี LNA อยูติ่ดกนั 

3. ระมดัระวงัการออกแบบไม่ใหมี้การเขา้คู่กนัเองของโมเลกุลท่ีมี LNA อยู ่

 นอกจากน้ี LNA ยงัมีประโยชน์ในด้านอ่ืนๆอีกมากมายเน่ืองจากความสามารถในการ stabilize 

โครงสร้าง oligonucleotide duplex ท่ีเกิดข้ึนน้ีเอง [74] 

 

Molecular discrimination using real-time PCR 

 เป็นการใช้เทคนิค real-time PCRซ่ึงมีความสามารถในการติดตามผลของการ PCR ไดใ้น

แต่ละรอบของการ PCR ผสานกบัความสามารถในการจ าแนกความต่างของโมเลกุลในงานวิจยัน้ีคือ

การจ าแนก nucleotide ต าแหน่งท่ีเป็น SNP ในแต่ละ allele โดยเทคนิคท่ีเลือกใชคื้อ 

TaqMan 

 วิธี TaqMan หรืออีกช่ือวา่ 5' nuclease assay เป็นวิธีท่ีใชใ้นการตรวจหาความหลากหลาย 

โดยวิธีน้ีจะใชป้ระโยชน์จาก 5' endonuclolytic activity ของ  Taq DNA polymerase ในการตดั 

oligonucleotide probe ในระหวา่งขั้นตอน extension ในการท า PCR ซ่ึงท าให้ probe ท่ีถูกติดสาร
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เรืองแสง (fluorescent) ไวท่ี้ปลายดา้นหน่ึงและปลายอีกดา้นหน่ึงมี quencher ท่ีท าหน้าท่ีดูดซับ

พลงังานแสงในช่วงคล่ืนท่ีสารเรืองแสงจะท าการเรืองแสงออกมา เม่ือ probe ขาดออกและท าให้

ระยะทางระหวา่งสารเรือแสงและ quencher ห่างออกจากกนัมากข้ึนเม่ือกระตุน้ดว้ยพลงังานแสงท า

ใหส้ารเรืองแสงมีการเรืองแสงออกมาตรวจจบัหาสัญญาณได ้(ดงัภาพท่ี 12 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภำพที ่12 ขั้นตอนในการท างานของเทคนิค TaqMan probe real-time PCR [75] 

 



35 
 

ซ่ึงในแต่ละรอบของการท า PCR จะท าใหมี้จ านวนผลิตภณัฑข์อง PCR ท่ีจะกลายไปเป็นแม่แบบใน

การเขา้คู่กบั probe โมเลกุลท่ีเหลือมากข้ึน ท าให้มีสัญญาณท่ีสูงข้ึนในรอบถดัไป จนกระทัง่รอบ

ทา้ยของการท า PCR ซ่ึงสารตั้งตน้หลายอยา่งรวมถึง probe ท่ีมีเร่ิมหมดไปท าให้สัญญาณท่ีไดเ้ร่ิม

คงท่ี [75] 
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บทที ่3 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

รูปแบบกำรวจัิย 
งานวจิยัช้ินน้ีเป็นการวจิยัแบบ Case control study โดยท าการศึกษาเปรียบเทียบกลุ่ม

ประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีและกลุ่มประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีไดรั้บ
การวนิิจฉยัวา่เป็นมะเร็งตบั โดยผูป่้วยทั้งหมดเขา้รับการศึกษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ งานวจิยัน้ี
ไดผ้า่นการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั (Chulalongkorn 
University Ethics) 

 
ประชำกรศึกษำ 
 งานวจิยัน้ีแบ่งกลุ่มประชากรออกเป็น 2 กลุ่ม 
กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target Population)  

กลุ่มท่ีท าการศึกษา คือกลุ่มประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังและเป็น
มะเร็งตบัท่ีไดเ้ขา้มารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย โดยกลุ่มประชากร
เป้าหมายน้ีสามารรถเก็บตวัอยา่งไดท้ั้งหมด 202 คน เป็นเพศชาย 158 คนและเพศหญิง 44 คน (อายุ
เฉล่ีย ± SD = 59.8 ± 12.3 ปี)  
เกณฑท่ี์ใชใ้นเลือกผูป่้วยกลุ่มท่ีท าการศึกษา 
- ผูป่้วยท่ีตรวจพบ HBsAg และไดรั้บการตรวจวินิจฉยัทางพยาธิวทิยาแลว้วา่เป็นมะเร็งตบั HCC 
และ ตบัแขง็  
กลุ่มควบคุม (Control) 

คือ กลุ่มประชากรไทยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังแต่ไม่มีประวติัการตรวจพบ
มะเร็งตบัและไดเ้ขา้มารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย โดยกลุ่มประชากร
ควบคุมน้ีสามารถเก็บตวัอยา่งไดท้ั้งหมด 196 คน เป็นเพศชาย 131 คน หญิง 65 คน (อายเุฉล่ีย ± SD 
= 46.3 ± 9.9 ปี) 
เกณฑท่ี์ใชใ้นการเลือกผูป่้วยกลุ่มควบคุม 
- ผูป่้วยท่ีตรวจพบ HBsAg แต่ไม่มีผลทางพยาธิวทิยายนืยนัไดว้า่เป็นมะเร็งตบั  
ขนาดของประชากรตวัอยา่ง (Sample Size) 
 ในการศึกษาความถ่ีของความหลากหลายทางพนัธุกรรม rs17401966 น้ีในประชากรไทย
เบ้ืองตน้พบวา่ P0 หรือโอกาสท่ีกลุ่มควบคุมจะมีปัจจยัเส่ียงมีค่าเท่ากบั 0.44 เม่ือค านวณขนาดของ
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ประชากรตวัอยา่งท่ีตอ้งใชใ้นงานวจิยัโดยใชส้มการ 

 

     
 

   
 
√      √          ))

 

      ) 
 

  
(α = 0.05, β = 0.10, Zα/2 = 1.96, Zβ = 1.28, P0 = 0.44,                 )) = 

0.61111111,        )   = 0.525555555,Q = 1-P = 0.4744444, Q0 = 0.56, Q1 = 

0.3888889) 

โดย Z = ค่า Z score ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 P0 = โอกาสท่ีกลุ่มควบคุมจะมีปัจจยัเส่ียง 

ผลจากการค านวณดว้ยสมการขา้งตน้จะไดข้นาดของประชากรต่อกลุ่มเท่ากบั184.0734777 
หรือประมาณ 185 คนและเพื่อความแน่นอนและป้องกนัการสูญหายของตวัอยา่งเน่ืองจากการเก็บ
ตวัอยา่งจะท าไดก้็ต่อเม่ือผูป่้วยมาเขา้รับการตรวจรักษาเท่านั้นจึงตอ้งท าการเก็บตวัอยา่งใหม้ากท่ีสุด
เท่าท่ีสามารถเก็บได ้ซ่ึงสามารถเก็บตวัอยา่งได ้202 คนส าหรับกลุ่มเป้าหมาย และ 196 คนส าหรับ
กลุ่มควบคุม 

 

เคร่ืองมือและวสัดุทีใ่ช้ในกำรวจัิย 

เคร่ืองมือ (Materials) 

Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml (Pyrex, USA) 
Cuvett: 5 μl, 10 μl (MiralBio, Japan) 
Cylinder: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA)  
Flask: 250 ml (Pyrex, USA)  
Freezer -20˚C (Sanyo, Japan)  
Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGen, USA)  
Parafilm (American Nation Can,USA)  
Pipet tip: 10 μl, 200 μl และ 1,000 μl (AxyGen, USA)  
Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland)  
Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, USA)  
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Stirring-magnetic bar  
 
อุปกรณ์ (Equipments) 

Autoclave (Sanyo, Japan)  
Automatic adjustable micropipette: P10 (0.5-10 μl), P20 (5-20 μl),  

P200 (20-200 μl), P1000 (100-1,000 μl) (Eppendorf, Germany)  
Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland)  
Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
Combs (Bio-RAD, Hercules, California)  
Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA)  
Freezer-20°C (Sanyo, Japan)  
Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA)  
Incubator (Memmert, Germany)  
Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA)  
Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA)  
PCR Mastercycler personal (Eppendorf, Germany)  
pH meter (Mettler Toledo, Switzerland)  
Power supply model 250 (Giboco BRL, USA)  
Refrigerate microcentrifuge (Eppendorf, Germany)  
Refrigerator 4°C (Mitsubishi, Japan)  
Rotor gene 6000 (Corbett, Australia) 
Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA)  
UV transilluminator (Fotodyne, USA)  
Vortex mixer (Scientific industry, USA)  
Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

สารเคมีท่ีใชใ้นการวิจยั  
1. สารเคมีสาหรับการเก็บตวัอยา่งเลือด  

Lymphocyte separation medium (Wisent Inc., Canada)  
Magnesium Chloride (Merck, Germany)  
Phosphate Buffer Saline (BIO BASIC INC., NY, USA)  
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Sodium Chloride (Promega, CA, USA)  
 

2. สารเคมีสาหรับการสกดั DNA (DNA extraction)  
Absolute ethanol (Merck, Germany) 
Chloroform (Sigma, MO, USA) 
Disodium ethylenediamine tetraacetic acid: EDTA (USB, Hong Kong) 
Glycogen (USB, Ohio, USA)  
Isoamyl alcohol (BDH, UK)  
Isopropanal (Sigma, Singapore)  
Phenol (Amresco, OH, USA)  
Proteinase K (5PRIME, Germany)  
Sodium acetate (Sigma, Singapore)  
Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Pharmacia biotech, Sweden)  
Tris-HCl (Sigma, Singapore) 

 
3. สารเคมีสาหรับ Polymerase Chain Reaction (PCR)  

5Prime PerfectTaq Plus MasterMix Kit (5PRIME, Germany)  
Primer (BioDesign, Thailand; 1st BASE CUSTOM OLIGOS,Singapore) 

 
4. สารเคมีสาหรับท า gel electrophoresis  

Agarose molecular grade (Reserch Organics, OH, USA)  
Ethidium bromide (Sigma, Singapore)  
GeneRuler 100 base pair DNA ladder (Fermentas, MD, USA)  

 
5. สารเคมีสาหรับการท าผลผลิต PCR ใหบ้ริสุทธ์ิ  

Agarose GelExtract Mini Kits (5PRIME, Germany)  
 
6.สารเคมีสาหรับการท าโคลนน่ิง (Cloning) 

Agar Bacteriological (GIBCO, NY, USA) 
Ampicillin (Phamacia, Hong Kong) 
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FastPlasmid Mini (Eppendorf, Germany)  
Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside: IPTG (Eppendorf, Germany)  
One Shot TOP10 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen, NY, USA)  
pGEM-T Easy Vector System (Promega, CA, USA)  
Tryptone powder (BIO BASIC INC., NY, USA)  
5-bromo-4-chloro-3-inodolyl-β-D-galactopyranoside: X-Gal (Promega, CA, USA)  

 Yeast Extract (GIBCO, NY, USA) 

โปรแกรมส าหรับการวเิคราะห์ขอ้มูล 

 Chromas Lite (version 2.01) 
 OLIGOS primer design software (version 9.1) 
 Rotor gene (version 6.0) 
 SPSS for window (version 13.0) 

 

วธีิกำรด ำเนินกำรวจัิย 

กำรเกบ็ตัวอย่ำง (Specimen collection) 

 ในประชากรกลุ่มเป้าหมายจะใชเ้ลือดจากการรักษาดว้ยวิธี Transcatheter Arterial Chemo 
Embolization (TACE) ซ่ึงตอ้งท าการเจาะหลอดเลือดอยูแ่ลว้โดยจะท าการเก็บตวัอยา่งเลือด
ประมาณ 3 มิลลิลิตรในหลอดท่ีมีสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด (EDTA) และในกลุ่มประชากร
ควบคุมซ่ึงเป็นผูท่ี้มาท าการตรวจรักษาไวรัสตบัอกัเสบบี จะใชก้ารเจาะเลือดจากหลอดเลือดด าโดย
ใชเ้ขม็ปลอดเช้ือ และเก็บเลือดในหลอดท่ีมีสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือดเช่นกนั เม่ือไดต้วัอยา่ง
เลือดมาแลว้จึงน าไปท าการป่ันเหวีย่งเพื่อแยกพลาสมาและเซลลเ์มด็เลือดขาวโดยใช ้Lymphocyte 
separation medium (Wisent Inc., Quebec, Canada) แลว้ท าการละลายในสารละลาย PBS จากนั้นจึง
น าไปสกดั DNA ต่อไป 

กำรสกดัดีเอน็เอ 

 การสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งเมด็เลือดขาวในการวิจยัน้ีใชว้ิธี Phenol/Chloroform 
Extraction โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
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1. น าตวัอยา่งเมด็เลือดขาว 100 µl ใส่ใน Microcentrifuge tube 1.5 ml 

2. เติม Lysis buffer 400 µl และ proteinase K 10 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการ vortex 

3. บ่มท่ีอุณหภูมิ 50   C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

4. เติม Phenol และ Chloroform:IAA (49:1) อยา่งละ 250 µl แลว้ vortex 

5. ป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 g เป็นเวลา 20 นาที 

6. ดูดสารละลายส่วนบนใส่ในสารละลาย Glycogen 4 µl + 2M NaOAc 40 µl + Absolute 
ethanol 800 µl แลว้ใชก้ารกลบัหลอดไปมาเพื่อผสมสารใหเ้ขา้กนั 

7. แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ -70   C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

8. ป่ึนเหวีย่งท่ี 13,000 g เป็นเวลา 30 นาที 

9. เทสารละลายทิ้งแลว้ลา้งดว้ย 70 % ethanol 1 ml 

10. ป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 g เป็นเวลา 20นาทีแลว้เทสารละลายทิ้ง แลว้ท าใหแ้หง้ 

11. เติม Distilled Water 100 µl 

 
กำรออกแบบไพรเมอร์ 
 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับ SNP rs17401966 นั้นไดอ้า้งอิงนิวคลีโอไทด ์

NW_001838523.1 บนฐานขอ้มูล Genbank  โดยเลือกใหไ้พรเมอร์มีขนาดไม่เกิน 30 bp มีค่า GC 

content ประมาณ 50-60% และมี melting temperature (Tm) ระหวา่ง 55-75 ̊C โดยค านวณจากสูตร 

Tm = 2 ̊C x (A+T) + 4 ̊C x (C+G) และไพรเมอร์ท่ีออกแบบไดจ้ะถูกน ามา BLAST เพื่อตรวจสอบ

วา่มีความเหมือนกบัต าแหน่งท่ีตอ้งการในจีโนมของมนุษยห์รือไม่ จากนั้นใชโ้ปรแกรม Oligos 

version 9.1 ในการตรวจสอบการจบักนัเองระหวา่งไพรเมอร์เพื่อป้องกนัการเกิดการจบักนัเองซ่ึงจะ

ท าใหไ้พรเมอร์ดอ้ยประสิทธิภาพลง 
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กำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 ปริมาณของสารเคมีรวมถึงเวลาและอุณหภูมิในการท า PCR จะแสดงในตารางท่ี 3และ 4 

ตามล าดบั ส่วนล าดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการท า PCR และขนาดของผลิตภณัฑแ์สดงในตาราง

ท่ี 5 

 ตำรำงที ่3 แสดงสารเคมีและปริมาตรท่ีใชใ้นการท า PCR ต่อ 1 ปฏิกิริยา 

ส่วนประกอบ ปริมำตร (µl/reaction) 

2X Masrermix (5PRIME, Germany) 12.5 
Forward primer (10 µM) 0.5 
Reverse primer (10 µM) 0.5 
Distilled water 10.5 
DNA template 1 
Tatal volume 25 

 ตำรำงที ่4 แสดงรอบปฏิกิริยาท่ีใชใ้นการท า PCR  

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลำ 
Initial denaturation 94  C 5 นาที 
Denaturation (35 repeats) 94  C 30 วนิาที 
Annealing 60  C 30 วนิาที 
Extension 72  C 45 วนิาที 
Final extension 72  C 7 นาที 

 ตำรำงที ่5 แสดงไพรเมอร์และขนาดของผลิตภณัฑ์ 

ไพรเมอร์ ชนิด ล าดบัเบส (5’>3’) ขนาดผลิตภณัฑ ์(bp) 

KIF1B_rs17401966_F1 Forward ATTCATCCCACTTTAGTCATTGCAAG  
291 bp 

KIF1B_rs17401966_R1 Reverse CACAACATACTATGACTTCAGCAACT  
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กำรท ำโคลนน่ิง (Cloning) เพือ่เตรียม Positive control 

 1. การเช่ือมต่อ DNA (Ligation) ท่ีตอ้งการเขา้กบั plasmid (pGEM®-T Easy Vector) โดย
น า PCR product ท่ีตอ้งการโคลนมาบ่มกบัสารเคมีตามวธีิของ pGEM®-T Easy Vector System 
(Promega, CA, USA) 
 2. การน าพลาสมิดท่ีไดถ่้ายเขา้สู่ Competent cell (Transformation) มีขั้นตอนดงัน้ี 

  2.1 น า Competent cell (E.Coli)  50 µl ผสมกบัสารละลาย ligation  5 µl 

  2.2 แช่เยน็บนน ้าแขง็เป็นเวลา 20 นาที 

  2.3 Hear shock ดว้ยการน าไปบ่มท่ี 42   C เป็นเวลา 50 วนิาที จากนั้นน ากลบัมาแช่
บนน ้าแขง็ต่ออีก 2 นาที แลว้ทิ้งไวใ้นอุณหภูมิหอ้ง 

  2.4 เติมสารละลายท่ีประกอบไปดว้ย SOC medium 950 µl และ 2M Mg2+ 10 µl 
และ 2M glucose 10 µl 

  2.5 น าไป shake ท่ีความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 37   Cเป็น 
เวลา 1.30ชัว่โมง 

  2.6 ป่ันเหวีย่งท่ี 4,000 rpm นาน 5 นาที แลว้เทส่วน supernatant ทิ้ง 

  2.7 เติม x-gal 15 µl และ 200 mg/ml IPTG 4 µl 

  2.8 น าไปเกล่ียบน LB agar ท่ีมี ampicillin 2.5 µg แลว้จึงน าไปบ่ม 
ท่ี 37 ̊C ขา้มคืน 

3.การคดัเลือก Blue-white colony โดยจะท าการเลือก white colony มาเพาะต่อใน LB broth 
ปริมาตร 5 ml ท่ีมี ampicillin 0.5 mg และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ̊C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมงจากนั้นจึงท า
การสกดั plasmid DNA จากแต่ละ culture (ปริมาตร 3 ml) แบบ Miniprep โดยใชว้ธีิและอุปกรณ์ใน
ชุดสกดั FastPlasmid Mini (Eppendorf, Germany)  
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กำรตรวจวเิครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม 

 1.การตรวจล าดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) 

  1.1 น า PCR product ท่ีไดม้าเลือกขนาดดว้ยวธีิ agarose gel eletrophoresisโดยใช ้

agarose gel ท่ีมีความเขม้ขน้ 2% (w/v) และใช ้100 bp DNA ladder ในการอา้งอิงขนาดของ DNA 

โดยน าไปยอ้มดว้ย ethidium bromide ก่อนจะน าไปส่องภายใตแ้สง ultraviolet (UV)แลว้ท าการตดั

ส่วนของ DNA ท่ีมีขนาดท่ีตอ้งการ 

  1.2 สกดัดว้ย PCRExtract & GelExtract Mini Kits (5PRIME, Germany) 

  1.3 ส่งDNA ท่ีไดใ้หบ้ริษทั First base laboratory SDN BHD (Malaysia) ตรวจ

ล าดบันิวคลีโอไทดต่์อไป 

  1.4 เม่ือไดรั้บผลล าดบัเบสกลบัมาจึงน าไป BLAST เพื่อยนืยนัล าดบัเบสท่ีไดว้า่

ตรงกบัช่วงท่ีตอ้งการจากนั้นใชโ้ปรแกรม Chromas Lite (version 2.01) ในการเปิดเพื่อดู 

Chromatogram ของล าดบันิวคลีโอไทดน์ั้น 

 2. การตรวจดว้ยวธีิ TaqMan probe Real-time PCR 

  2.1 เตรียม positive control ส าหรับใชอ้า้งอิงในการท า real-time PCR 

  2.2 เตรียมสารเคมีและอุณหภูมิและเวลา รวมถึงไพรเมอร์และprobe ส าหรับแต่ละ

ปฏิกิริยาดงัตาราง 6-9 
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 ตำรำงที ่6 แสดงสารเคมีและปริมาตรท่ีใชใ้นการท า real-time PCR 

สารเคมี ปริมาตร (µl/reaction) 

2X Mastermix (5PRIME, Germany) 10 

Forward primer (10 µM) 0.25 

Reverse primer (10 µM) 0.25 

KIF1B_rs17401966_Minor(FAM) probe (10 µM) 1 

KIF1B_rs17401966_Major(JOE) probe (10 µM) 1 

25 mM MgCl2 1 

Distilled water 3.5 

DNA Template 3 

Total volume 20 

  

ตำรำงที ่7 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการท า Real-time PCR 

 Cycle อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

Initial denaturation 95 10 นาที 

Cycling step 1 (45 repeats) 95 10 วนิาที 

Cycling step 2 69 30 วนิาที 
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ตำรำงที ่8 แสดงล าดบัเบสของ primer ท่ีใชใ้นการท า TaqMan probe Real-time PCR   

Primer’s name Type Sequence(5’ -> 3’) Product size(bp) 

rs17401966F1 Forward ATTCATCCCACTTTAGTCATTGCAAG F1-R1:291bp 

rs17401966F2 Forward AGCACTTAATGAAAACACATAGTGCC F2-R1:214bp 

rs17401966R1 Reverse CACAACATACTATGACTTCAGCAACT  

 

ตำรำงทึ ่9 แสดงล าดบัเบสของ probe ท่ีใชใ้นการท า TaqMan probe Real-time PCR 

Probe’s name LNA monomers 

in sequence 

Sequence(5’ -> 3’) Predicted 

Tm (  C) 

KIF1Brs17401966Minor(FAM) 7 tatGaGtCcAtaTtGaGtc* 67 

KIF1Brs17491966Major(JOE) 5 tatGagTccGtattGagTc* 67 

*ตวัพิมพเ์ล็กคือต าแหน่งเบสท่ีเป็น DNA และตวัพิมพใ์หญ่คือต าแหน่งเบสท่ีเป็น LNA 

  2.3 วเิคราะห์ผลจาก Real-time PCRดว้ยวธีิ TaqMan probe โดยการใชโ้ปรแกรม 

Rotor gene (version 6.0) ในการวเิคราะห์ค่า Tm ในการจ าแนกรูปแบบของความหลากหลายทาง

พนัธุกรรม 

กำรวเิครำะห์ข้อมูลและสถิติ 

 1.การวเิคราะห์รูปแบบความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genotype) 
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  SNP rs17401966 จะถูกแบ่งออกเป็น 3 รูปแบบดว้ยกนันัน่คือ Major หรือ 

common homozygous genotype (AA) Minor (GG) และ heterozygous genotype (AG) และการ

วเิคราะห์จะใชผ้ลบวกของแต่ละจีโนไทป์ท่ีพบจากการทดลอง 

 2.การค านวณความถ่ีของอลัลีล (Allele frequencies) 

  การค านวณความถ่ีของอลัลีลจะค านวณไดจ้ากสูตรต่อไปน้ี 

       )   
    )    )

          )
 

       )  
    )    )

          )
 

โดย AA AG และ GG คือความถ่ีของจีโนไทป์แต่ละแบบ  

 3. การวเิคราะห์ผลทางสถิติเพื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายทางพนัธุกรรม

ต าแหน่ง rs17401966 จะใชว้ธีิวเิคราะห์ binary logistic regression ในโปรแกรม SPSS version 13.0

การวเิคราะห์ โดยการเปรียบเทียบค่า odd ratio (OR)  
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บทที ่4 

ผลกำรทดลองและวเิครำะห์ข้อมูล 

ผลกำรทดลอง 

 ผลจากการทดลองสามารถอธิบายไดด้งัต่อไปน้ี 

 1.ผลกำรตรวจสอบกำรผลติภัณฑ์จำกกำรท ำ PCR ด้วยวธีิ agarose gel electrophoresis 

 เม่ือน าผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอตวัอยา่งดว้ยวธีิ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 

rs17401966F1 และ rs17401966R1 มาท าการแยกตามขนาดของดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ agarose gel 

electrophoresis พบวา่ไดผ้ลิตภณัฑท่ี์มีขนาดใกลเ้คียงกบัขนาดอา้งอิงท่ี 300 bp ซ่ึงใกลเ้คียงกบั

ขนาดท่ีคาดการณ์จากการออกแบบไพรเมอร์ไวน้ัน่คือ 291 bp ดงัภาพท่ี 13 

ภำพที ่13  แสดงผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ rs17401966 โดยใช ้2% (w/v) 

agarose gel โดยช่อง M คือ 100 bp DNA marker ช่อง N คือ negative control และผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้

ขนาด  291 bp  

 เม่ือท าการแยกตามขนาดดีเอ็นเอแลว้จึงน าไปตรวจสอบ SNP ต่อไปดว้ยวธีิ direct 

sequencing  

 

 

N M 

M 

291 bp 
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 2. ผลกำรตรวจสอบล ำดับนิวคลโีอไทด์ด้วยวธีิ direct sequencing 

 ผลท่ีไดจ้ากการตรวจสอบล าดบันิวคีลโอไทดจ์ากบริษทั First base laboratories SDN BHD 

จะถูกน ามาเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม BLAST 

พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดน้ั้นมีความเหมือนกบั  Homo sapiens FOSMID clone ABC24-

1934F16 from chromosome 1, complete sequence และ Homo sapiens kinesin family member 1B 

(KIF1B), RefSeqGene (LRG_252) on chromosome 1 (ภาพท่ี 14) ซ่ึงทั้งสองล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์

อา้งอิงในฐานขอ้มูลคือบริเวณเดียวกนัและเป็นบริเวณยนี KIF1B จึงถือวา่ไดผ้ลผลิตจากการ PCR 

ตามตอ้งการ 

 

ภำพที ่14 แสดงผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการท า PCR ยนี KIF1B ในช่วงท่ี

ครอบคลุม rs17401966 กบั ล าดบันิวคลีโอไทดอ์า้งอิงในฐานขอ้มูลของ GenBank 

จากนั้นจึงใชโ้ปรแกรม Chromas Lite (version 2.01)ในการอ่านและตรวจสอบล าดบั 

นิวคลีโอไทดท่ี์ได ้เพื่อท าการตรวจสอบ SNP ท่ีไดเ้ป็น genotype ใดซ่ึงจะแสดงในภาพท่ี 15 โดยผล

ท่ีไดจ้ากการหาล าดบันิวคลีโอไทดจ์ะเรียกวา่ chromatogram ซ่ึงแกน x จะบอกถึงล าดบั 

นิวคลีโอไทดน์ั้นๆ แกน y จะบอกถึงขนาดของสัญญาณท่ีไดจ้ากการตรวจ โดยผลท่ีไดจ้ะถูก

รวบรวมเพื่อน าไปใชว้เิคราะห์ผลทางสถิติต่อไป 
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ภำพที ่15 รูปแบบการแสดงผล chromatogram ของ rs17401966 ในยนี KIF1B ท่ีไดจ้ากการหา

ล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดยจะแสดงถึงลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบต่างๆ ก. Homozygous A (AA) ข. 

Homozygous G (GG) ค. Heterozygous (AG) 

 3.ผลวเิครำะห์ทำงสถิติ 

 จากการหาล าดบันิวคลีโอไทดเ์พื่อตรวจสอบลกัษณะทางพนัธุกรรมในผูป่้วยติดเช้ือไวรัส

ตบัอกัเสบบีทั้งหมด 398 คนและมี 202 คนท่ีไดรั้บการวนิิจฉยัวา่เป็นมะเร็งตบั (กลุ่มเป้าหมาย)  และ

อีก 196 คนท่ีไม่มีประวติัการเป็นมะเร็งตบั (กลุ่มควบคุม) โดยในละกลุ่มเป้าหมายพบวา่มีลกัษณะ

ก.  

ข. 

ค. 
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ทางพนัธุกรรมเป็นแบบ homozygous major genotype (AA) ทั้งหมด 100 คนคิดเป็นร้อยละ 49.5

และมีลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็นแบบ heterozygous (AG) และ homozygous minor allele (GG) 

เป็นจ านวน 81 คน (ร้อยละ 40.1) และ 21  คน (ร้อยละ 10.4) ตามล าดบั และการกระจายตวัของ

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมน้ีเป็นลกัษณะใกลเ้คียงกนัในกลุ่มควบคุม 196 คน โดยมีผูท่ี้มีความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมแบบ homozygous major genotype (AA) 97 คน (ร้อยละ 49.5) และ 

heterozygous (AG) จ  านวน 83 คน (ร้อยละ 42.3) และ homozygous minor allele จ านวน 16 คน 

(ร้อยละ 8.2)  และจากการค านวณความถ่ีของแต่ละลกัษณะความหลากหลายทางพนัธุกรรมพบวา่

ในกลุ่มเป้าหมายมี major allele (A) เท่ากบัร้อยละ 69.6 และ minor allele (G) เท่ากบัร้อยละ 30.4 

ส าหรับในกลุ่มควบคุมมีความถ่ีของ major allele (A) ร้อยละ 70.7 และมีความถ่ีของ minor allele 

คิดเป็นร้อยละ 29.3 ซ่ึงขอ้มูลขา้งตน้จะแสดงในภาพท่ี 16 

 

ภำพที ่16 แสดง (ก) ความถ่ีของแต่ละ genotype และ (ข) ความถ่ีของ allele ในกลุ่มผูป่้วยติดเช้ือ

ไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีเป็นมะเร็งตบัและกลุ่มผูป่้วยท่ีไม่ไดเ้ป็นมะเร็งตบั 
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ภำพที ่16 แสดง (ก) ความถ่ีของแต่ละ genotype และ (ข) ความถ่ีของ allele ในกลุ่มเป้าหมายและ

กลุ่มควบคุม 

 ขอ้มูลทางสถิติของกลุ่มผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีป็นมะเร็งตบัและกลุ่มควบคุม

ทั้งหมด 398 คนจะแสดงอยูใ่นตารางท่ี 10 ซ่ึงในกลุ่มเป้าหมายมีอายเุฉล่ียอยูท่ี่ 59.8 ± 12.3 ปี มีเพศ

หญิงจ านวน 44 คน เพศชาย 158 คน คิดเป็นร้อยละ 21.8 และ 78.2 ตามล าดบั กลุ่มควบคุมมีอายุ

เฉล่ีย 46.3 ± 9.9 ปี มีเพศหญิงจ านวน 65 คน และเพศชาย 131 คน คิดเป็นร้อยละ 33.2 และ 66.8 

ตามล าดบั 

ตำรำงที ่10 แสดงขอ้มูลสถิติของกลุ่มเป้าหมายและกลุ่มควบคุม 

Characteristics Case Controls 

Total, n 202 196 

 อำยุเฉลีย่, ปี 
  

(Standard Deviation) 59.8 (12.3) 46.3 (9.9) 

เพศ 
  

หญงิ, n (%) 44 (21.8) 65 (33.2) 
ชำย, n (%) 158 (78.2) 131 (66.8) 
สัดส่วนเพศ (หญิง/ชำย) 44/158 65/131 
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 เม่ือน าความถ่ีของ genotype ของ rs17401966 ในยนี KIF1B มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยใชว้ิธี

วิเคราะห์ binary logistic regression ในโปรแกรม SPSS version 13.0 เพื่อเปรียบเทียบค่า odd ratio 

(OR) ท่ีความเช่ือมั่นร้อยละ 95 พบว่า rs17401966 ไม่มีความสัมพนัธ์กับการเกิดมะเร็งตับ 

เน่ืองจากเม่ือให้ความถ่ีของ homozygous (AA)  genotype เป็นตวัอ้างอิงเปรียบเทียบกับ 

heterozygous (AG)  genotype (odd raito (95% CI) = 0.95 (0.79-1.31), p = 0.795) และ 

homozygous (GG) genotype (odd ratio (95% CI) = 1.27 (0.63–2.58),  p = 0.503) รวมไปถึง 

heterozygous (AG) + homozygous (GG) genotypes  (odd ratio (95% CI) = 1.00 (0.68–1.48), 

 p = 0.998)  แลว้พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัระหวา่งกลุ่มเป้าหมายและกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั 

(ตารางท่ี 11)  

ตำรำงที ่11 แสดงค่าความถ่ีของ genotype ของ rs17401966 เปรียบเทียบระหวา่งกลุ่มเป้าหมายและ

กลุ่มควบคุม 

SNPs Genotype 
Cases Controls 

OR* 95%CI p-values* 
(n=202) (n=196) 

rs17401966 

AA 100 (49.5%) 97 (49.5%) 1** – – 

AG 81 (40.1%) 83 (42.3%) 0.95 0.63-1.43 0.795 

GG 21 (10.4%) 16 (8.2%) 1.27 0.63-2.58 0.503 

AG + GG 102 (50.5%) 99 (50.5%) 1 0.68-1.48 0.998 

*Cases compare with controls 

    ** Reference 
       และเม่ือน าความถ่ี allele ของ rs17401966 Allele frequencies of rs17401966 and its 

association to HBV-related HCC มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้วิธีวิเคราะห์ binary logistic 

regression  เพื่อเปรียบเทียบค่า odd ratio (OR) ท่ีความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เช่นเดียวกนัพบวา่ ความ

แตกต่างของ allele ในระหว่างกลุ่มเป้าหมายและกลุ่มควบคุมไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็ง
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ตบัในผูป่้วยไวรัสตบัอกัเสบบีในไทยอยา่งมีนยัส าคญั (odd ratio (95% CI ) = 0.95 (0.70–1.28), 

 p = 0.733) ดงัแสดงในตารางท่ี 12 

ตำรำงที่ 12 แสดงค่าความถ่ี allele ของ rs17401966 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มเป้าหมายและกลุ่ม

ควบคุม 

SNP Allele 
Cases Controls 

OR* 95%CI p-values* 
(2n=404) (2n=392) 

rs17401966 

Major 
(A) 

281 
(69.6%) 

277 
(70.7%) 

1** - - 

Minor 
(G) 

123 
(30.4%) 

115 
(29.3%) 

0.95 0.70-1.28 0.733 

*Cases compare with controls 
    ** Reference 

      

 4.ผลกำรตรวจวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม rs17401966 ด้วยวิธี TaqMan 

probe real-time PCR  

 ในการพฒันาเทคนิค TaqMan probe real-time PCR ตอ้งท าการหาค่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ี 

probe จะใหส้ัญญาณท่ีดีและสามารถแยกแยะแต่ละ genotype ไดโ้ดยอาศยัค่า melting temperature 

(Tm) และตอ้งท าการหาปริมาณเกลือ MgCl2 ท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา และทดสอบเพื่อหาค่า

ความไว (sensitivity) และความแม่นย  า (accuracy) เพื่อน าไปเปรียบเทียบกบัวธีิท่ีเช่ือถือได ้ในท่ีน้ี

คือ direct sequencing โดยผลของการทดลองในแต่ละส่วนเป็นดงัน้ี 

 อุณหภูมิที่เหมำะสมส ำหรับปฏิกริิยำ 

 โดยดูจากค่า Tm ท่ีเหมาะสมท่ีจะท าให ้probe จบักบัสายแม่แบบไดอ้ยา่งจ าเพาะสามารถ

แยกสัญญาณจาก major และ minor ออกจากกนัไดโ้ดยค่า Tm เร่ิมตน้คือ 65˚C และเพิ่มเป็น 67 ˚C, 

68 ˚C, 69˚C ในท่ีสุด เน่ืองจากในการทดลองท่ี Tm = 65 ˚C, 67 ˚C และ 68 ˚C ยงัไม่สามารถแยก
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สัญญาณจากทั้งสอง genotype ออกจากกนัไดด้งัภาพท่ี 17, 18 โดยเม่ือเพิ่ม Tm ข้ึนจะท าใหส้ัญญาณ

เกิดชา้ลงหรือไม่เกิด เม่ือ Ct ท่ีเพิ่มข้ึน แสดงใหเ้ห็นถึงความสามารถในการแยกสัญญาณจากแต่ละ 

genotype  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่17 แสดงการเปล่ียนแปลงของสัญญาณเปรียบเทียบระหวา่งการเพิ่ม Tm จาก (ก) 65 ˚C ข้ึน

ไปเป็น (ข) 69 ˚C ท าใหส้ามารถแยกสัญญาณของ homozygous (AA) และ heterozygous ออกจาก 

homozygous (GG) ได ้

 

 

ก 

ข 

MA 

Het 

MI 

MA 

Het 

MI 
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ภำพที ่18 แสดงการเปล่ียนแปลงของสัญญาณเปรียบเทียบระหวา่งการเพิ่ม Tm จาก (ก) 65 ˚C ข้ึน

ไปเป็น (ข) 69 ˚C ท าใหส้ามารถแยกสัญญาณของ homozygous (GG) และ heterozygous ออกจาก 

homozygous (AA) 

  

ปริมำณเกลอื (MgCl2) ทีเ่หมำะสม 

 เกลือ MgCl2 ช่วยใหดี้เอ็นเอสามารถเขา้คู่กนัไดดี้ข้ึนเน่ืองจาก Mg2+ จะไปท าหนา้ท่ีเป็น 

salting bridge เพื่อลดแรงผลกัระหวา่งประจุลบของหมู่ฟอสเฟตบน backbone ของดีเอน็เอดงันั้น

การเพิ่มปริมาณเกลือจึงส่งผลต่อการจบัของ probe กบั template ท าให ้probe มีโอกาสถูกตดัไดม้าก

ข้ึนและสัญญาณท่ีไดจ้ะไดใ้นช่วง Ct ท่ีต  ่าลง แต่จะมีโอกาสท่ีสัญญาณของแต่ละ genotype ซอ้นกนั

ท าใหต้อ้งปรับหาปริมาณเกลือท่ีใหส้ัญญาณข้ึนท่ี Ct ไม่สูงจนเกินไปและสามารถแยกแยะสัญญาณ

ข 

ก 

MA 

Het 

MI 

MA 

Het 

MI 



57 
 

จากแต่ละ genotype ได ้โดยลองท าการเพิ่มปริมาณเกลือในปฏิกิริยาโดยใช ้MgCl2 ท่ีมีความเขม้ขน้ 

25mM โดยเปล่ียนความเขม้ขน้สุดทา้ยในแต่ละปฏิกิริยาจาก 1.25 mM (ใส่ 1µl) เป็น 1.875 mM (ใส่ 

1.5 µl) พบ วา่ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมคือ 1.25 mM ดงัภาพท่ี 19, 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่19 แสดงการเปล่ียนแปลงของสัญญาณเปรียบเทียบระหวา่งการเพิ่มปริมาณเกลือ MgCl2 จาก 

(ก) 1.25 mM ข้ึนไปเป็น (ข) 1.875 mM ท าใหไ้ม่สามารถแยกสัญญาณของ homozygous (AA) และ 

heterozygous ออกจาก homozygous (GG) 
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ภำพที ่20 แสดงการเปล่ียนแปลงของสัญญาณเปรียบเทียบระหวา่งการเพิ่มปริมาณเกลือ MgCl2 จาก 

(ก) 1.25 mM  ข้ึนไปเป็น (ข) 1.875 mM ท าใหไ้ม่สามารถแยกสัญญาณของ homozygous (GG) และ 

heterozygous ออกจาก homozygous (AA) 

 ควำมไว (Sensitivity) 

 ความไวของวธีิ TaqMan probe real-time PCR จะทดสอบดว้ยการน า plasmid ท่ีรู้ความ

เขม้ขน้ของ DNA อยูแ่ลว้ (ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงในช่วง  260 nm) มาท าการเจือจางเป็น

ล าดบั (serial dilution) โดยเร่ิมตั้งแต่ความเขม้ขน้ 1010 copies/µl เจือจางคร้ังละ 10 เท่า ไปจนถึง  

10 copies/µl  แลว้ท าการวดัค่า cycle threshold (Ct) เพื่อหาความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีต ่าท่ีสุดท่ี

เหมาะสมกบัการตรวจดว้ยเทคนิคน้ี 

ก 

ข 
MA 

Het 

MI 

MA 

Het 

MI 
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โดยเม่ือน า positive control ท่ีไดจ้ากการโคลนใส่ plasmid ไวม้าท าการเจือจางเป็นล าดบั

แลว้น ามาทดสอบดว้ยเทคนิค TaqMan probe real-time PCR ในส่วนของ major (AA) positive 

control ค่าความเขม้ขน้ของดีเอน็เอต ่าสุดท่ีสามารถจะใชเ้ทคนิคน้ีไดอ้ยูท่ี่ 103 copies/µl และส าหรับ 

minor (GG) positive control ค่าความเขม้ขน้ของดีเอน็เอต ่าสุดท่ีสามารถใชไ้ดคื้อ 103 copies/µl 

เช่นเดียวกนั (ดงัภาพท่ี 21) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่21 แสดงผลจากการท า serial dilution เพื่อหาค่าความไวของเทคนิค TaqMan probe real-time 

PCR (เส้นในแนวนอนคือ threshold) (ก) serial dilution ของ major positive control (ข) serial 

dilution ของ minor positive control 

  

ก 

ข 
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ควำมแม่นย ำ (accuracy) 

 การค านวณหาความจ าเพาะจะอา้งอิงผลการหาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากวธีิ direct 

sequencing เพื่อเปรียบเทียบกบัผลท่ีไดจ้ากวธีิ TaqMan probe real-time PCR พบวา่จากกลุ่ม

ตวัอยา่ง 53 คนท่ีผลจากวธีิ direct sequencing ตรวจพบ homozygous major genotype (AA) 25 คน 

heterozygous (AG) 23 คน และ homozygous minor genotype (GG) 5 คน และวธีิ TaqMan probe 

real-time PCR ตรวจพบ homozygous major genotype (AA) 24 คน heterozygous (AG) 22 คนและ 

homozygous minor genotype (GG) 7 คน ซ่ึงขอ้มูลแสดงอยูใ่นตารางท่ี 13 และจากผลการ

เปรียบเทียบระหวา่งสองวธีิสามารถค านวณความแม่นย  า (accuracy) ไดเ้ท่ากบั ร้อยละ 94.34 

ตำรำงที่ 13 แสดงผลการตรวจวเิคราะห์ genotype ของ rs17401966 ดว้ยวธีิ TaqMan probe real-

time PCR เปรียบเทียบกบัวธีิ direct sequencingในกลุ่มตวัอยา่ง 53 คน 

  Sequencing  
  MA MI Het total 
Real-time MA 24 0 0 24 

MI 0 5 2 7 
Het 1 0 21 22 

 total 25 5 23 53 
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บทที ่5 

สรุปผลและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 

 โรคมะเร็งตบัมีการด าเนินของโรคท่ีรวดเร็วและในระยะแรกๆ ผูป่้วยมกัจะไม่มีอาการท า

ให้ไม่ไดรั้บการตรวจและรักษาอยา่งถูกวิธีในขณะท่ีมะเร็งยงัไม่ลุกลาม ดงันั้นผูป่้วยส่วนมากท่ีมา

พบแพทยจึ์งมกัจะเป็นระยะท่ีมะเร็งลุกลามแลว้ท าให้ผลการรักษาเป็นไปไดไ้ม่ดี การตรวจวินิจฉัย

ผูป่้วยจึงมีความส าคญัต่อการรักษาเป็นอย่างมากเพราะนอกจากจะท าให้มีอตัราการรอดชีวิตของ

ผูป่้วยสูงข้ึนแลว้ยงัเพิ่มโอกาสท่ีจะรักษามะเร็งตบัให้หายขาดไดอี้กดว้ย การประเมินความเส่ียงใน

การเกิดโรคมะเร็งตบัในกลุ่มเส่ียงจึงอาจหมายถึงการตรวจพบโรคในระยะแรกและเฝ้าระวงัการ

ด าเนินของโรค ในงานวิจยัน้ีหากพบว่า rs17401966 มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัในผูป่้วย

ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี อาจน ามาใชต้วัแปรทางพนัธุกรรมน้ีมาประกอบการประเมินความเส่ียงใน

ผูป่้วยเพื่อติดตามรักษาต่อไปได ้

ในประเทศไทยยงัไม่มีการศึกษาถึงการกระจายตัวของรูปแบบความหลากหลายทาง

พนัธุกรรมและความถ่ีของ allele  ของ rs17401966 รวมไปถึงความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัใน

ผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี แต่ในประเทศซาอุดิอาราเบียและหลายประเทศทางเอเชียตะวนัออก

เช่น ญ่ีปุ่น เกาหลี ฮ่องกง ไดมี้การศึกษาการกระจายตวัและความถ่ีของ allele และความสัมพนัธ์ต่อ

การเกิดมะเร็งตบัของ rs17401966 แลว้ [12,13] และไดท้  าการเปรียบเทียบกบัผลในการวิจยัคร้ังน้ีใน

ตารางท่ี 14 โดยในการวิจยัน้ีพบว่าในกลุ่มเป้าหมายท่ีเป็นมะเร็งตบัมีจ านวนผูท่ี้มี homozygous 

major genotype (AA) อยูร้่อยละ 49.5 และมี  heterozygous genotype (AG) ร้อยละ40.1 และผูท่ี้มี 

homozygous minor genotype (GG) ร้อยละ 10.4 และในกลุ่มควบคุมก็มีการกระจายตวัท่ีใกลเ้คียง

กนันัน่คือมีผูท่ี้มี homozygous major genotype (AA) ร้อยละ 49.5 เช่นเดียวกบักลุ่มเป้าหมาย แต่มี 

heterozygous genotype (AG) ร้อยละ 42.3 และ homozygous minor genotype (GG) ร้อยละ 8.2 (ดงั

ภาพท่ี 13 และตารางท่ี 11) ซ่ึงการกระจายตวัของ genotype ของ rs17401966 ในไทยน้ีใกลเ้คียงกบั

ในประชากรฮ่องกงมาก และมีความแตกต่างกบัประชากรซาอุดิอาราเบียทั้งน้ีรูปแบบการกระจายตวั

ของ genotype ของ rs17401966 อาจแตกต่างกันข้ึนกับชาติพนัธ์ุ แต่อย่างไรก็ตามจากผลการ

วิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ rs17401966 ไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือไวรัส
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ตบัอกัเสบบีในไทย (p-value = 0.998, OR = 1.00 and 95% CI = 0.68-1.48) และกลุ่มประชากร

ขา้งตน้อย่างมีนัยส าคญั ซ่ึงขดัแยง้กบัผลการศึกษาในกลุ่มประชากรจีนแผ่นดินใหญ่ตามมณฑล

ต่างๆของจีนเช่น Guangxi, Beijing, Jiangsu, Guandong และ Shanghai พบวา่มีความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัส าคญัระหว่างกลุ่มเป้าหมายและกลุ่มควบคุม โดยพบว่าในกลุ่มประชากรเป้าหมายจะมี 

homozygous major genotype (AA) สูงกว่าในกลุ่มควบคุม ในขณะเดียวกนัก็มี heterozygous 

genotype (AG) และ homozygous minor genotype (GG) นอ้ยกวา่กลุ่มควบคุมเช่นกนั ซ่ึงช้ีให้เห็น

ว่า rs17401966 มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัในกลุ่มผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ

เร้ือรังในจีน [10] ความไม่สอดคลอ้งของผลการศึกษาในประเทศต่างๆน้ีอาจเกิดจากปัจจยัต่างๆท่ี

เก่ียวขอ้งกบัการเกิดมะเร็งตบันอกเหนือจากความหลากหลายทางชาติพนัธ์ุ ทั้งน้ีมีงานวิจยัมากมาย

ช้ีให้เห็นถึงปัจจยัร่วมในการเกิดมะเร็งตบัเช่น อายุ เพศ การด่ืมแอลกอฮอล์ ปริมาณโฟเลทท่ีไดรั้บ 

การไดรั้บสารพิษในกลุ่ม aflatoxin ท่ีปนเป้ือนในอาหาร การกลายพนัธ์ุของยีน p53 และปัจจยัร่วมท่ี

เกิดจากไวรัส เช่นการกลายพนัธ์ุของไวรัส การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี genotype ต่างๆ ซ่ึงทั้งหมด

น้ีเป็นปัจจยัท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งในการเกิดมะเร็งตบั [35,42]   

 ทั้งน้ีการเกิดมะเร็งตบัเป็นเป็นขั้นตอนท่ีซับซ้อนและมีปัจจยัร่วมหลายปัจจยัเช่น ความ

แตกต่างทางเพศโดยพบวา่เพศชายมีโอกาสเป็นมะเร็งตบัมากกวา่เพศหญิง [3,4,15] และมีการศึกษา

พบวา่ระดบัฮอร์โมนเพศชายยงัมีผลต่อการก่อให้เกิดมะเร็งตบัอีกดว้ย [18] และมกัพบผูป่้วยมะเร็ง

ตบัในประชากรท่ีมีอายุมาก [2,4] อาจเน่ืองมาจากการเกิดมะเร็งตบันั้นเกิดจากการสะสมความ

ผิดปกติทางพนัธุกรรมดงันั้นผูสู้งอายุจึงเป็นกลุ่มประชากรท่ีมีโอกาสสะสมความผิดปกติไวไ้ด้

มากกวา่กลุ่มผูท่ี้มีอายนุอ้ยกวา่ และการด่ืมแอลกอฮอลใ์นปริมาณท่ีไม่เหมาะสมจะเพิ่มความเส่ียงใน

การเป็นมะเร็งตบัข้ึนถึง 5 เท่าโดยผูป่้วยอาจมีภาวะตบัแข็งร่วมดว้ยหรือไม่ก็ได ้[28] แต่อย่างไรก็

ตามมีการศึกษาพบวา่ปริมาณการไดรั้บโฟเลท อาจช่วยในการลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็งตบั

ท่ีเกิดจากการด่ืมแอลกอฮอลไ์ดเ้ช่นกนั [29] โดยจะเห็นไดว้า่ปัจจยัเหล่าน้ีส่งผลต่อกนัและกนัแสดง

ใหเ้ห็นถึงความซบัซอ้นในการเกิดมะเร็งตบั นอกจากปัจจยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ การไดรั้บสารพิษกลุ่ม 

aflatoxin โดยเฉพาะอยา่งยิง่ aflatoxin B1 ซ่ึงจดัเป็นสารก่อมะเร็งท่ีส าคญัท่ีก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุ

เช่น การกลายพนัธ์ุ R249S ในยีน p53 ซ่ึงเป็น tumor suppressor gene โดยพบว่ามีการกลายพนัธ์ุ

ของยีน p53 สูงมากในแอฟริกาและจีนซ่ึงเป็นผลมาจากการไดรั้บ aflatoxin [33, 34, 35] และ
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นอกจากปัจจยัแวดล้อมต่างๆแลว้ ยงัมีปัจจยัจากไวรัสท่ีส่งผลต่อการเกิดมะเร็งตบัอีกดว้ยไม่วา่จะ

เป็น การกลายพนัธ์ุของไวรัสและการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี genotype ต่างๆกนั โดยพบวา่เช้ือ

ไวรัสตบัอกัเสบบี genotype C นั้นมีความสัมพนัธ์กบัอุบติัการณ์ของมะเร็งตบัหรือก็คือผูป่้วยท่ีติด

เช้ือไวรัส genotype C จะมีความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตบัเพิ่มข้ึนกวา่ผูท่ี้ติดเช้ือไวรัส genotype อ่ืนๆ 

และความเส่ียงในการเกิดมะเร็งตบัจะยิ่งเพิ่มมากข้ึนอีกหากพบว่าผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี 

genotype C ร่วมกบัการตรวจพบการกลายพนัธ์ุของไวรัสท่ี basal core promoter [76] และการติด

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี genotype ต่างๆกนัในแต่ละประเทศยงัส่งผลต่อการเกิดมะเร็งตบัท่ีไม่เท่ากนั

ในแต่ละประเทศดว้ย โดยการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี genotype C ในประเทศเกาหลีคิดเป็นร้อยละ 

100 ของผูติ้ดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี และร้อยละ 82.3, 73 และ 50.9 ในประเทศญ่ีปุ่น ไทย และจีน

ตามล าดบั [77-79]  แต่ในขณะท่ีซาอุดิอาราเบีย การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีส่วนใหญ่เป็น 

genotype D [80] ดงันั้นผูว้ิจยัจึงคาดว่าปัจจยัท่ีกล่าวในขา้งตน้อาจส่งผลให้เกิดความแตกต่าง

ระหว่างผลการศึกษาความสัมพนัธ์ของ rs17401966 กบัการเกิดมะเร็งตบัในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบั

อกัเสบบี แต่อยา่งไรก็ดีขอ้มูลดา้นไวรัสไม่ว่าจะเป็นปริมาณไวรัส หรือการกลายพนัธ์ุในไวรัสเป็น

ขอ้จ ากดัในงานวิจยัน้ีเน่ืองจากผูป่้วยหลายคนจ าเป็นตอ้งไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นไวรัสส่งผลให้

ปริมาณไวรัสในเลือดลดต ่าลงจนไม่สามารถตรวจหาไดใ้นบางราย และขอ้จ ากดัในการหาผูป่้วย

กลุ่มควบคุมท่ีมีอายุใกล้เคียงกับกลุ่มเป้าหมายเน่ืองจากผูป่้วยมะเร็งตับท่ีมาท าการรักษาใน

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มีอายคุ่อนขา้งมาก 

กล่าวโดยสรุปจากผลการศึกษาพบวา่ rs17401966 ไม่มีความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบั

ในผูป่้วยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังในไทย ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าปัจจยัร่วมอ่ืนๆส่งผลต่อความ

ซบัซ้อนของกลไกการเกิดมะเร็งตบั และถึงแมก้ารตรวจ rs17401966 อาจจะยงัไม่มีความส าคญัใน

การวางแผนการรักษาและประเมินความเส่ียง แต่ในส่วนของผลการพฒันาเทคนิค TaqMan probe 

real-time PCR เพื่อใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ rs17401966 พบวา่สามารถใชเ้ทคนิคน้ีในการตรวจได้

โดยมีความแม่นย  าอยูท่ี่ร้อยละ 94.34 และมีความไวอยูท่ี่ 103 copies/µl และดว้ยขอ้ดีของเทคนิคน้ีท่ี

มีความรวดเร็วกวา่วิธี direct sequencing และลดขั้นตอนในการปฏิบติัการและลดโอกาสปนเป้ือน 

จึงอาจน าวธีิ TaqMan probe real-time PCR ไปพฒันาและประยุกตใ์ชท้างคลินิกในโอกาสอ่ืนไดใ้น

อนาคต 



64 
 

  

 

 

               

Populations OR 95%CI p -value Reference

Total AA AG GG A G Total AA AG GG A G

Chinese (Total) 2310 1497 (64.8) 736 (31.9) 77 (3.3) 3730 (80.7) 890 (19.3) 1789 936 (52.3) 715 (40.0) 138 (7.7) 2587 (72.3) 991 (27.7) 1.61 1.45-1.78 <0.001 Zhang et al., 2010

Japanese (Total) 321 196 (61.0) 107 (33.3) 18 (5.6) 499 (77.7) 143 (22.3) 1020 609 (59.7) 352 (34.5) 59 (5.8) 1570 (77.0) 470 (23.0) 0.94 0.76-1.16 0.572 Sawai et al., 2012

Korean 164 88 (53.6) 59 (36.0) 17 (10.4) 235 (71.6) 93 (28.4) 144 74 (51.4) 55 (38.2) 15 (10.4) 203 (70.5) 85 (29.5) 1.06 0.75-1.50 0.751 Sawai et al., 2012

Hong Kong Chinese 93 44 (46.8) 39 (41.5) 10 (10.6) 127 (68.3) 59 (31.7) 187 94 (50.3) 80 (42.8) 13 (6.9) 268 (71.7) 106 (28.3) 0.85 0.58-1.25 0.409 Sawai et al., 2012

Thai 202 100 (49.5) 81 (40.1) 21 (10.4) 281 (69.6) 123 (30.4) 196 97 (49.5) 83 (42.3) 16 (8.2) 277 (70.7) 115 (29.3) 0.95 0.70-1.28 0.733 This  study

Saudi Arabian 183 127 (69.4) 47 (25.7) 9 (4.9) 301 (82.2) 65 (17.8) 72 47 (65.3) 22 (30.6) 3 (4.2) 116 (80.6) 28 (19.4) 1.12 0.68-1.83 0.657 Al-Qahtani et al., 2012

Case, n (%) Control, n (%)

ตำรำงที ่14 เปรียบเทียบผลการศึกษาการกระจายตวัของ genotype ความถี่ allele ของ rs17401966 และ ความสัมพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งตบัในแต่ละกลุ่มประชากร 
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ภำคผนวก ก 

กำรเตรียมสำรเคมี 

กำรเตรียมสำรเคมีสำหรับเกบ็ตัวอย่ำง 

1. Red Cell Lysis Buffer (RCLB) 

1 M Tris – HCl   10  ml 

5 M NaCl  2  ml 

1 M MgCl2   5  ml 

จากนั้นเติม distilled water จนมีปริมาตร 1,000 ml แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

2. Phosphate Buffer Saline (PBS) 

PBS    9.88   g 

จากนั้นเติม distilled water จนมีปริมาตร 1,000 ml น าไป autoclave แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

กำรเตรียมสำรเคมีสำหรับกำรสกดัดีเอน็เอ 

1. Lysis buffer 

Tris – HCl   0.105   g 

EDTA    0.1245  g 

SDS    0.335  g 

จากนั้นเติม distilled water จนมีปริมาตร 50 ml แลว้เก็บท่ี 4 °C 
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2. 20 mg/ml proteinase K 

Proteinase K   2   ml 

จากนั้นเติม distilled water 100 ml แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3. 2M Sodium Acetate (2M NaOAC) 

Sodium acetate  4.92  g 

เติม distilled water 30 ml 

4. Chloroform (CHCl3): Isoamyl Alcohol (IAA), 49:1 

Isoamyl Alcohol  1   ml 

เติม Chloroform จนปริมาตรรวมเป็น 50 ml 

5. 70% Ethanol 

Absolute Ethanol  70   ml 

เติม distilled water ใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 100 ml 

กำรเตรียมสำรเคมีสำหรับหำล ำดับนิวคลโีอไทด์ 

1. 2% (w/v) agarose gel 

Agarose gel   4  g 

1 x TBE   200  ml 

เขยา่ใหเ้จลกระจายตวัแลว้อุ่นจน agarose gel ละลายหมด 

2. 5xTris borate buffer (5 x TBE) 

Tris–base   54  g 
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Boric acid   27.5  g 

EDTA (pH 8.0)   20  ml 

จากนั้นเติม distilled water จนปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1,000 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

3. 10% Ethidium bromide 

Ethidium bromide  30   µl 

Distilled water   300  ml 

4. Loading dye 

0.25% Bromphenol blue 

40% (w/v) sucrose in water 

จากนั้นเติม distilled water จนมีปริมาตร 50 ml แลว้เก็บท่ี 4 °C 

กำรเตรียมสำรเคมีในกำรท ำ cloning 

1. LB/ampicillin/IPTG/X-Gal agar plate 100 ml 

agar    1.5   g 

yeast extract  0.5  g 

peptone   1  g 

NaCl   0.5  g 

เติม distilled water ให้มีปริมาตรรวมเป็น 100 ml แลว้น าไป autoclave ท่ีความดนั 

15 lb/inch2 จากนั้นรอให้อุณหภูมิลดลง เติม ampicilin 100 µg/ml แลว้เตรียมใส่ plate 

ปริมาตร 35 ml  
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2. LB broth 50 ml 

yeast extract  0.25  g 

peptone   0.5   g 

NaCl    0.25   g 

เติม distilled water จนมีปริมาตรรวมเป็น 50 ml แลว้น าไป autoclave ท่ีความดนั 15 

lb/inch2 เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไวจ้นอุ่นจากนั้นเติม ampicillin จนความเขม้ขน้สุดทา้ย100 µg/ml 

3. SOC medium 100 ml 

yeast extract   0.5   g 

peptone   2   g 

NaCl   1  ml 

KCl   0.25  ml 

เติม distilled water จนปริมาตรรวมเป็น 100 ml จากนั้นเติมกลูโคส 100 μl และ Mg2+100 μl 
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ภำคผนวก ข 

ข้อมูลรำยละเอียดของประชำกรของกลุ่มเป้ำหมำย 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM3 ชาย 49 GG 
LM5 หญิง 60 AA 
LM7 หญิง 79 AA 

LM10 ชาย 57 AA 
LM11 ชาย 52 AA 
LM12 ชาย 79 AG 
LM16 หญิง 56 AA 
LM18 ชาย 56 AG 
LM19 ชาย 67 AG 
LM22 ชาย 55 GG 
LM23 ชาย 63 AA 
LM31 ชาย 58 AA 
LM35 ชาย 45 AG 
LM37 หญิง 26 AG 
LM39 ชาย 40 AA 
LM40 ชาย 55 AA 
LM41 ชาย 45 AG 
LM42 ชาย 84 AA 
LM43 ชาย 77 AA 
LM45 ชาย 58 AA 
LM49 ชาย 69 AA 
LM51 ชาย 65 AA 
LM55 ชาย 56 AA 
LM56 ชาย 42 AG 
LM61 ชาย 64 AG 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM63 ชาย 57 AA 
LM64 ชาย 66 AA 
LM66 ชาย 58 AG 
LM67 หญิง 71 AG 
LM69 ชาย 64 GG 
LM71 ชาย 54 AA 
LM72 ชาย 42 AA 
LM73 ชาย 45 AA 
LM74 หญิง 38 AA 
LM81 ชาย 62 AG 
LM82 ชาย 62 AG 
LM84 ชาย 56 AG 
LM86 ชาย 71 AG 
LM88 ชาย 53 GG 
LM89 ชาย 41 AG 
LM91 ชาย 57 GG 
LM92 ชาย 47 AG 
LM94 ชาย 49 AA 
LM95 ชาย 63 AA 
LM98 หญิง 65 GG 

LM100 ชาย 69 AG 
LM105 ชาย 46 AG 
LM106 หญิง 80 AA 
LM108 ชาย 57 GG 
LM109 ชาย 72 GG 
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Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM110 ชาย 59 AG 
LM112 ชาย 47 AG 
LM118 ชาย 59 AA 
LM119 ชาย 52 AA 
LM120 ชาย 57 AA 
LM121 ชาย 44 AA 
LM124 ชาย 58 AA 
LM128 ชาย 45 AG 
LM130 ชาย 45 AG 
LM132 หญิง 66 AG 
LM134 ชาย 66 AG 
LM136 ชาย 41 AA 
LM140 ชาย 69 AA 
LM141 ชาย 43 AA 
LM142 ชาย 66 AA 
LM143 ชาย 62 AA 
LM146 ชาย 82 AA 
LM147 ชาย 73 AG 
LM149 หญิง 48 AG 
LM152 ชาย 65 AA 
LM153 ชาย 77 GG 
LM154 ชาย 53 AA 
LM155 ชาย 83 GG 
LM157 ชาย 48 AG 
LM157 ชาย 48 AG 
LM158 หญิง 36 AA 
LM159 หญิง 59 AG 
LM162 ชาย 80 GG 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM163 ชาย 49 AA 
LM164 หญิง 71 AA 
LM165 หญิง 46 AA 
LM171 ชาย 73 AG 
LM172 ชาย 42 AA 
LM175 ชาย 54 AG 
LM176 หญิง 60 AG 
LM177 ชาย 56 GG 
LM178 ชาย 54 AA 
LM186 หญิง 77 AA 
LM187 ชาย 57 AG 
LM189 หญิง 60 AA 
LM192 หญิง 68 AG 
LM193 ชาย 57 AG 
LM203 ชาย 72 AG 
LM204 ชาย 68 AA 
LM205 ชาย 56 AA 
LM212 ชาย 55 AG 
LM215 หญิง 83 AA 
LM216 ชาย 67 AG 
LM217 ชาย 60 AA 
LM219 ชาย 66 AA 
LM220 หญิง 71 AG 
LM221 ชาย 70 AG 
LM222 ชาย 52 AA 
LM224 ชาย 42 AA 
LM226 ชาย 70 AA 
LM228 ชาย 71 AG 
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Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM229 ชาย 82 AA 
LM230 ชาย 65 AA 
LM235 หญิง 61 AG 
LM236 ชาย 48 AG 
LM237 ชาย 66 AG 
LM238 ชาย 62 AA 
LM242 ชาย 50 GG 
LM243 ชาย 64 AA 
LM244 หญิง 64 AA 
LM248 ชาย 79 AA 
LM250 หญิง 58 AA 
LM251 หญิง 47 AG 
LM253 หญิง 63 AA 
LM254 ชาย 61 AG 
LM255 ชาย 61 AG 
LM256 หญิง 64 AG 
LM258 ชาย 64 AA 
LM259 ชาย 33 AG 
LM260 ชาย 39 AA 
LM261 ชาย 56 AG 
LM265 หญิง 81 AG 
LM266 ชาย 65 AG 
LM269 หญิง 89 AA 
LM270 ชาย 79 AA 
LM271 ชาย 66 AA 
LM274 หญิง 64 AA 
LM275 หญิง 64 AA 
LM277 ชาย 73 GG 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM278 ชาย 78 AA 
LM289 ชาย 38 AG 
LM290 ชาย 33 AG 
LM295 ชาย 54 AA 
LM296 ชาย 54 AA 
LM301 ชาย 42 AG 
LM302 ชาย 51 AA 
LM303 หญิง 78 AG 
LM305 ชาย 47 AA 
LM320 ชาย 43 AG 
LM321 ชาย 77 AA 
LM323 หญิง 57 AA 
LM324 หญิง 75 GG 
LM325 ชาย 53 AA 
LM326 หญิง 77 AG 
LM328 ชาย 55 AG 
LM329 หญิง 53 AG 
LM330 ชาย 49 AG 
LM331 หญิง 78 GG 
LM333 ชาย 63 AG 
LM334 ชาย 74 AA 
LM335 ชาย 73 AA 
LM336 ชาย 72 GG 
LM338 ชาย 61 GG 
LM340 หญิง 37 AA 
LM341 ชาย 44 AG 
LM344 หญิง 77 AA 
LM345 ชาย 74 AG 
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Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM350 หญิง 61 AA 
LM351 ชาย 68 AG 
LM353 ชาย 69 AG 
LM354 ชาย 66 AA 
LM357 ชาย 47 AA 
LM358 ชาย 62 AG 
LM359 ชาย 49 GG 
LM362 ชาย 72 AA 
LM363 ชาย 38 AG 
LM364 ชาย 60 AA 
LM373 ชาย 44 AA 
LM377 ชาย 44 AA 
LM393 ชาย 53 AA 
LM405 ชาย 50 AA 
LM411 ชาย 61 AG 
LM412 ชาย 53 AG 
LM421 ชาย 73 AA 
LM426 ชาย 52 AG 
LM441 ชาย 54 AG 
LM443 ชาย 62 AA 
LM450 ชาย 45 GG 
LM463 หญิง 63 AG 
LM465 ชาย 72 AG 
LM466 ชาย 68 AA 
LM470 ชาย 66 AA 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
LM471 หญิง 69 AA 
LM475 หญิง 70 AG 
LM486 ชาย 61 AG 
LM492 ชาย 68 AG 
LM507 ชาย 51 AA 
LM523 ชาย 65 AG 
LM526 ชาย 62 AA 
LM527 ชาย 64 AG 
LM537 หญิง 54 GG 
LM544 ชาย 63 AG 
LM545 ชาย 61 AG 
LM546 ชาย 64 AA 
LM553 ชาย 84 AA 
LM568 ชาย 55 GG 
LM572 ชาย 71 AG 
LM573 ชาย 30 AA 
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ข้อมูลเบือ้งต้นของประชำกรในกลุ่มควบคุม 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
BC1 ชาย 55 AG 
BC2 หญิง 55 AG 
BC3 ชาย 54 AG 
BC4 หญิง 56 AG 
BC5 ชาย 54 AG 
BC6 ชาย 54 AA 
BC7 หญิง 64 GG 
BC8 หญิง 42 AA 
BC9 ชาย 50 AA 
BC10 ชาย 55 AA 
BC11 หญิง 53 GG 
BC12 ชาย 54 AG 
BC13 ชาย 45 AG 
BC14 หญิง 45 AG 
BC15 ชาย 44 AA 
BC17 ชาย 47 AG 
BC18 หญิง 44 AA 
BC19 หญิง 50 AA 
BC20 ชาย 69 AG 
BC21 ชาย 50 AA 
BC22 หญิง 54 AA 
BC23 หญิง 61 AG 
BC24 หญิง 47 AA 
BC25 ชาย 59 AA 
BC26 ชาย 54 AA 
BC27 หญิง 47 AG 
BC28 หญิง 58 AG 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 
BC29 หญิง 55 AG 
BC30 ชาย 45 AG 
BC31 หญิง 53 AG 
BC32 หญิง 48 AA 
BC33 หญิง 52 AG 
BC34 หญิง 54 AA 
BC35 ชาย 48 AA 
BC36 ชาย 43 AA 
BC37 หญิง 57 AA 
BC38 ชาย 56 AG 
BC39 หญิง 42 AG 
BC40 ชาย 58 AA 
BC41 ชาย 42 GG 
BC42 หญิง 57 AG 
BC43 ชาย 45 AA 

BC44 หญิง 49 GG 

BC45 หญิง 70 AA 

BC46 หญิง 70 AG 

BC47 ชาย 78 AA 

BC48 หญิง 57 AG 

BC49 หญิง 80 AA 

BC50 ชาย 45 AA 

BC51 ชาย 41 AA 

BC52 ชาย 51 AA 

BC53 หญิง 52 AG 

BC54 หญิง 55 AA 

BC55 ชาย 57 GG 
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Code เพศ อาย ุ rs17401966 

BC56 ชาย 56 AA 

BC57 ชาย 53 AA 

BC58 ชาย 50 AA 

BC59 ชาย 62 AG 

BC60 ชาย 52 AA 

BC61 ชาย 44 GG 

BC62 ชาย 46 AG 

BC63 หญิง 52 AA 

BC64 หญิง 59 AG 

BC65 หญิง 56 AA 

BC66 ชาย 49 AA 

BC67 ชาย 52 AG 

BC68 ชาย 46 AG 

BC69 ชาย 44 GG 

BC70 ชาย 43 AA 

BC71 ชาย 42 AG 

BC72 ชาย 51 AA 

BC73 ชาย 51 AA 

BC74 ชาย 48 AA 

BC75 ชาย 45 AG 

BC76 หญิง 42 AG 

BC77 ชาย 45 AG 

BC78 ชาย 68 AA 

BC79 ชาย 51 AG 

BC80 ชาย 40 AA 

BC81 ชาย 50 AG 

BC82 ชาย 45 AA 

BC83 หญิง 53 AA 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 

BC84 ชาย 51 AG 

BC85 ชาย 41 GG 

BC86 หญิง 42 AA 

BC87 หญิง 40 AG 

BC88 ชาย 41 AA 

BC89 หญิง 40 AA 

BC90 ชาย 62 AA 

BC91 ชาย 45 AG 

BC92 หญิง 53 AA 

BC93 หญิง 40 AA 

BC94 ชาย 61 AA 

BC95 หญิง 40 AG 

BC96 หญิง 50 AG 

BC97 ชาย 42 AG 

BC98 หญิง 33 AG 

BC99 ชาย 54 AA 

BC100 ชาย 52 GG 

BC101 ชาย 43 AA 

BC102 ชาย 43 GG 

BC103 ชาย 32 AG 

BC104 ชาย 37 AG 

BC105 ชาย 31 AA 

BC106 หญิง 56 AG 

BC107 ชาย 43 AG 

BC108 หญิง 35 AG 

BC109 ชาย 46 AA 

BC110 ชาย 54 AG 

BC111 หญิง 31 AA 
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Code เพศ อาย ุ rs17401966 

BC112 ชาย 56 AA 

BC113 ชาย 52 AG 

BC114 ชาย 35 AA 

BC115 ชาย 44 AG 

BC116 ชาย 43 AG 

BC117 หญิง 34 AA 

BC118 ชาย 39 AA 

BC119 ชาย 31 AG 

BC121 ชาย 57 AA 

BC122 ชาย 62 AA 

BC123 ชาย 48 AG 

BC124 ชาย 40 AA 

BC125 ชาย 45 AA 

BC126 ชาย 51 AG 

BC127 ชาย 32 AG 

BC128 ชาย 34 AG 

BC129 ชาย 42 AA 

BC130 หญิง 53 AG 

BC131 ชาย 44 AA 

BC132 ชาย 45 AG 

BC133 ชาย 49 AG 

BC134 ชาย 45 AG 

BC135 ชาย 21 AA 

BC136 หญิง 41 AG 

BC137 หญิง 36 AA 

BC138 ชาย 38 AA 

BC139 ชาย 42 AA 

BC140 ชาย 45 AA 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 

BC141 ชาย 26 AG 

BC142 หญิง 43 AG 

BC143 ชาย 41 AA 

BC144 ชาย 60 AA 

BC145 หญิง 33 AA 

BC146 ชาย 49 AG 

BC147 หญิง 35 AA 

BC148 ชาย 31 AA 

BC149 ชาย 33 AG 

BC150 ชาย 40 AA 

BC151 ชาย 48 AG 

BC152 ชาย 40 AG 

BC153 หญิง 29 AA 

BC154 ชาย 40 AA 

BC155 หญิง 44 AA 

BC156 ชาย 42 GG 

BC157 ชาย 54 AG 

BC158 ชาย 30 AA 

BC159 ชาย 31 AG 

BC160 หญิง 36 AG 

BC161 หญิง 37 AA 

BC162 ชาย 33 AA 

BC163 ชาย 31 GG 

BC164 หญิง 48 AA 

BC165 ชาย 51 AG 

BC166 ชาย 50 AG 

BC167 ชาย 46 AA 

BC168 ชาย 35 AA 
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Code เพศ อาย ุ rs17401966 

BC169 หญิง 45 GG 

BC170 ชาย 49 AA 

BC171 ชาย 67 AG 

BC172 ชาย 30 AA 

BC173 ชาย 59 AG 

BC174 หญิง 56 AG 

BC175 หญิง 28 AA 

BC176 ชาย 31 AG 

BC177 หญิง 29 GG 

BC178 ชาย 29 AA 

BC179 หญิง 40 AG 

BC180 ชาย 38 AA 

BC181 ชาย 42 AG 

BC182 ชาย 53 GG 

BC183 ชาย 35 AA 

BC184 ชาย 46 GG 

BC185 ชาย 45 AA 

BC186 หญิง 41 AG 

BC187 ชาย 32 AA 

BC188 หญิง 22 AA 

BC189 ชาย 46 AG 

BC190 ชาย 36 AA 

BC191 หญิง 51 AG 

BC192 ชาย 39 AA 

BC193 ชาย 39 AA 

BC194 ชาย 40 AG 

BC195 ชาย 48 AG 

BC196 หญิง 50 AA 

Code เพศ อาย ุ rs17401966 

BC197 ชาย 34 AA 

BC198 ชาย 44 AG 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยำนิพนธ์ 

ช่ือ-นำมสกุล วทญัญู โสภิพงษ ์เพศ ชาย 

อำยุ 24 ปี เกดิ 22 ตุลาคม 2531 

สถำนทีเ่กดิ โรงพยาบาล มิชชัน่ กรุงเทพฯ 

ทีอ่ยู่ 164 ซอยท่าดินแดง 17 ถนนท่าดินแดง แขวงสมเด็จเจา้พระยา เขตคลองสาน กรุงเทพฯ 10600

ประวตัิกำรศึกษำ 

ระดับปริญญำตรี ส าเร็จการศึกษาวทิยาศาสตร์บณัฑิต (ชีวเคมี) 

จากคณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปี 2552 

ระดับปริญญำโท เขา้ศึกษาต่อระดบัวทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต หลกัสูตรชีวเคมีทางการแพทย ์

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เม่ือปี พ.ศ. 2553 

กำรตีพมิพ์ในวำรสำรต่ำงประเทศ 
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