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บทท่ี  1 
 

บทนํา 
 
1.1 หลักการและเหตุผล 

ปจจุบันองคการทะเบียนสารเคมีระหวางชาติ ภายใตการดําเนินงานของโครงการส่ิงแวดลอม
แหงสหประชาชาติไดรายงานวามีสารเคมีจํานวนมากประมาณกวา 6 ลานชนิดเกิดข้ึนในโลกทั้งโดย
ธรรมชาติและโดยการสังเคราะหข้ึน ในจํานวนนี้ 60,000 ชนิดเปนสารเคมีท่ีมนุษยนํามาใชในกิจการ
ตาง ๆ สําหรับการดําเนินชีวิตประจําวัน คือนํามาใชในการเกษตรกรรม อุตสาหกรรม เปนสวนประกอบ
ในอาหาร เครื่องอุปโภคบริโภค และสาธารณูปโภครวมท้ังยารักษาโรคเพ่ือความเปนอยูที่ดี ในทุก ๆ ป
จะมีสารเคมีถูกแนะนําสูตลาดเพิ่มข้ึนประมาณ 1,000 ชนิด สารเคมีท้ังหมดนี้ไดรับการพิสูจนแลววา
เปนพิษตอมนุษยและส่ิงแวดลอมไดทั้งทางตรงและทางออม คือ จากการบริโภค การสัมผัสโดยตรง
และ/หรือออกมากับของเสียในกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรมตาง ๆ เขาสูส่ิงแวดลอมและหวงโซ
อาหาร ความเปนพิษของสารเคมีเกิดข้ึนไดทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง ท้ังนี้ ขึ้นอยูกับปริมาณที่สัมผัส 
ลักษณะการสัมผัส ชวงเวลา และคุณสมบัติความเปนพิษของสารเคมีตัวนั้น ซ่ึงจะสงผลใหเกิดอันตราย
ถึงชีวิต การเจ็บปวยอยางรุนแรงหรือเรื้อรังแลวแตกรณี และยังเปนสาเหตุหน่ึงของการเปล่ียนแปลงทาง
พันธุกรรม (Genetic) และความพิกลพิการของรางกายดวย [1] การศึกษาวิจัยเพ่ือใหทราบถึงผลกระทบ
ท่ีเกิดข้ึนจากสารเคมีแตละชนิดเปนส่ิงจําเปนที่จะชวยในการกําหนดมาตรการปองกัน หรือแนวทางใน
การรักษาเม่ือมีการสัมผัสสารเคมีดังกลาว ซ่ึงการศึกษาผลกระทบจากสารเคมีที่มีตอการเปล่ียนแปลง
ทางพันธุกรรมกําลังเปนแนวทางการวิจัยที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากในปจจุบัน [1-4] ท้ังนี้เพราะ
จะทําใหสามารถทราบถึงตนตอของความผิดปกติที่เกิดข้ึนในรางกายจากการสัมผัสกับสารเคมี วิธีการที่
สามารถใชทําการวิเคราะหผลกระทบของสารเคมีลึกลงไปในระดับพันธุกรรมมีดวยกันหลายวิธี วิธี
หนึ่งคือการใชเทคนิคไมโครอารเรย (Microarray) ซ่ึงเปนเทคนิควิเคราะหถึงผลกระทบจากสารเคมีใน
ระดับพันธุกรรมดวยการตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีน (Gene Expression) โดยใชหลักการ
ตรวจสอบการทํางานของยีนซ่ึงข้ึนอยูกับปริมาณโปรตีนที่ยีนแตละตัวสามารถแปลงได หรือที่เรียกวา
คาการแสดงออกของยีน คาดังกลาวเปนขอมูลสําคัญท่ีชวยใหเขาใจลักษณะการทํางานตาง ๆ ของยีนวา
สารเคมีนั้น ๆ สงผลตอยีนกลุมไหนในรางกาย และเปนแบบยับย้ังการทํางานของยีน หรือกระตุนการ
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ทํางานของยีน โดยการไดมาแตละหนวยตัวอยางจะอาศัยการทําการทดลองดวยแผนสไลด (Array 
Slide) ซ่ึงในแตละแผนสไลด จะบรรจุไปดวยยีนจํานวนมาก (จํานวนยีนของส่ิงมีชีวิต มีประมาณ 
20,000 ถึง 25,000 ยีน [5]) ภายหลังใสกรรมวิธี (Treatment) ลงไป สามารถใชเคร่ืองมือในการวัดระดับ
การแสดงออกของยีนแตละตัวได แตเน่ืองดวยคาใชจายในการทดลองโดยใชเทคนิคไมโครอารเรย         
แตละครั้งคอนขางสูงมาก ทําใหมักจะไดตัวอยางหรือแผนสไลดเปนจํานวนนอยในการทดลอง 

การวิเคราะหคาการแสดงออกของยีนจากเทคนิคไมโครอารเรย มีเปาหมายหนึ่งก็คือการ
วิเคราะหเพ่ือระบุยีนที่มีระดับการแสดงออกแตกตาง (Differentially Genes Expression) อยางมี
นัยสําคัญ เม่ือไดรับกรรมวิธีที่แตกตางกัน [6-7] โดยอาศัยวิธีการทดสอบทางสถิติ เปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางคาเฉล่ียในแตละกลุมกรรมวิธี ในกรณีทําการทดสอบเพื่อศึกษาถึงยีนตัวหนึ่งวามีความ
แตกตางในคาการแสดงออกของยีนเม่ือไดรับกรรมวิธีที่แตกตางกัน เราสามารถใชวิธีการทดสอบทาง
สถิติ เชนการทดสอบ t (t-test) การทดสอบ Z (z-test) หรือ การทดสอบ F (F-test) เพื่อทําการหาขอสรุป 
แตภายใตลักษณะเฉพาะของขอมูลที่ไดจากเทคนิคไมโครอารเรย ซ่ึงมียีนที่ศึกษาเปนจํานวนมาก ทําให
ตองทําการทดสอบเพื่อเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉล่ียระดับการแสดงออกของยีนระหวางกลุม
กรรมวิธีมากคร้ัง การทดสอบท่ีมีลักษณะเชนน้ี เปนรูปแบบการวิเคราะหที่เรียกวา การทดสอบพหุคูณ 
(Multiple Testing) นอกจากน้ีดวยการที่ขอมูลจากเทคนิคไมโครอารเรยมักจะมีตัวอยางขนาดเล็ก ทําให
การใชสถิติทดสอบท่ีกลาวไวขางตน ไดรับผลกระทบ กลาวคือ ใหอํานาจการทดสอบ (Power of the 
Test) ตํ่า จึงมีงานวิจัยหลายงาน [8-11] ที่พยายามพัฒนาเทคนิค และตัวสถิติที่สามารถแกปญหาดังกลาว 
หนึ่งในน้ันก็คือ เทคนิค Microarray Analysis of Variance (MAANOVA) [10-12] โดยใชหลักการสราง
ตัวประมาณความแปรปรวน (Variance Estimator) เพื่อทําการประมาณคาความแปรปรวนและให
เปนไปตามขอตกลงเบื้องตนวาประชากรท่ีสุมตัวอยางมาแตละชุด จะมีความแปรปรวนเทากับความ
แปรปรวนที่ประมาณไดจากตัวประมาณดังกลาว โดยวิธีการนี้จะชวยเพิ่มอํานาจการทดสอบได เทคนิค 
MAANOVA ประกอบดวยสถิติทดสอบ 4 ชนิด คือ 1) วิธี F-test 2) วิธี Hybrid Statistic ( 2F ) ท่ีสรางตัว
สถิติภายใตหลักการใชคาความแปรปรวนท่ีหาไดจากคาเฉล่ีย (Average) ระหวางคาความแปรปรวน
ของยีนแตละตัวและคาความแปรปรวนรวม 3) วิธี Pooled-varianceF Statistic (F3 ) โดยใชการหาคา
ความแปรปรวนรวม (Pooled Variance) และใหยีนทุกตัวมีคาความแปรปรวนเทากับคาความแปรปรวน
รวมดังกลาว และ 4) วิธี sF - test ( sF ) ซ่ึงเปนวิธีลาสุดที่ไดพัฒนาข้ึนมาโดยใชหลักการประมาณคา
ความแปรปรวนดวยหลักของวิธี Shrinkage Estimator และไมไดมีการกําหนดเง่ือนไขของขอตกลง
เบื้องตนเกี่ยวกับการเทากันของความแปรปรวน [10] ผลจากงานวิจัยที่ไดนําเทคนิค MAANOVA ไป
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ทดลองใชเพื่อดูอํานาจการทดสอบในขอมูลที่ทําการจําลอง (Simulation) ข้ึนมา 3 กรณี คือ กรณีท่ี 1 
เปนการจําลองขอมูลภายใตรูปแบบคาโนนิคอล (Canonical Form) tgtgtg ,,,

ˆ   โดยที่ tg ,  คือคา
การแสดงออกของยีนตัวที่ g ภายหลังไดรับกรรมวิธีที่ t และ tg , คือคา Gene-Specific Residual Error 
โดย   2

, ,0~ gtg N   ทําการทดสอบภายใตความหลากหลายของความแปรปรวน  (Variance 
Heterogeneity) โดยการทดลองปรับเปล่ียนคา Coefficient of Variation (CV) และองศาความเปนอิสระ 
(Degree of Freedom) ตาง ๆ กัน ทําการทดสอบดวยสถิติ 4 ตัว คือ F1 (F-test), F2, F3 และ Fs ไดผลวา วิธี 
F1 มีอํานาจการทดสอบ ท่ีดีเฉพาะกรณีที่องศาอิสระสูง ( 6 )  วิธี F3 มีอํานาจการทดสอบท่ีดีเฉพาะ
กรณีที่คา CV ตํ่า (CV<1) วิธี F2 ใหผลคลายคลึงกับวิธี F3  แตมีความแกรง (Robust) มากกวา คาอํานาจ
การทดสอบทั้งสองวิธีน้ีจะย่ิงลดลงเม่ือคา CV เพิ่มข้ึน (แปรผกผันกับคา CV) ในขณะที่วิธี Fs 

เปรียบเทียบกับทุกวิธีแลว มีความแกรงมากกวา และในเกือบทุกสถานการณ จะใหอํานาจการทดสอบที่
ดีท่ีสุด โดยเฉพาะกรณีที่องศาอิสระตํ่า กรณีท่ี 2 เปนการจําลองขอมูลภายใตลักษณะของขอมูลที่ไดจาก
การทดลองจริง ซ่ึงเปนการทดลองกับยีนมะเร็งรังไข 3 ชนิด เทคนิคไมโครอารเรยที่ใชเปนแบบสลับสี 
(Dye Swap) ทําการทดลองดวยแผนการทดลองแบบ Loop Design ภายใตตัวแบบ 

ijkkjiijk ADSy    โดย   คือคาเฉล่ียการแสดงออกของยีน (Gene Mean) iS  คือ
ผลกระทบจากตัวอยาง (Sample Effect) jD  คือผลกระทบจากการยอมสี (Dye Effect) kA  คือ
ผลกระทบจากแผนสไลด (Array Effect) และ ijk  คือคาเรสซิดวล (Residual)  ทําการจําลองขอมูล 10 
ชุด แตละชุดประกอบไปดวยยีนที่ไมแตกตางในการแสดงออก 1,000 ยีน และ ยีนที่มีการแสดงออก
แตกตาง 1,000 ยีน โดยทําการทดลองปรับเปล่ียนคา CV=1.2, 1.8 และ 3.7 ผลที่ไดคือ วิธี Fs ใหคา
อํานาจการทดสอบท่ีดีกวา วิธี F1 และ Fs  กรณีที่ 3 เปนการจําลองขอมูลภายใตลักษณะของขอมูลที่ได
จากการทดลองจริง ซ่ึงมีการทําซํ้าในหนวยทดลอง โดยใชแผนการทดลองแบบ Reference Design 
ภายใตตัวแบบ ijklhhlkjiijklh RMTDAy    โดย kT  คือผลกระทบจากกรรมวิธี 
(Treatment Effect) lM คือผลกระทบจากหนวยทดลอง (Mouse Effect) และ hR  คือผลกระทบที่เกิด
จากตัวช้ีวัดการเปรียบเทียบระหวางตัวควบคุมกับหนวยทดลอง (Indicator of Reference versus Tissue 
Sample) ทําการจําลองขอมูล 10 ชุด แตละชุดประกอบไปดวยยีนที่ไมแตกตางในการแสดงออก 1,000 
ยีน และ ยีนท่ีมีการแสดงออกแตกตาง 1,000 ยีน ไดผลวา วิธี Fs ใหอํานาจการทดสอบดีกวา วิธี F1 และ
เม่ือเปรียบเทียบกับทุกวิธีแลว จะยิ่งเห็นชัดวาภายใตสถานการณที่หนวยทดลองสงผลกับตัวแบบ วิธี  
Fs-test จะใหผลดีกวาวิธีทดสอบอ่ืน ๆ [10-11]   
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ในการศึกษาคร้ังน้ีสนใจศึกษาถึงผลกระทบของสารโลหะหนัก (Heavy Metals) และอนุภาค
ซิลเวอรนาโน (Silver Nanoparticles) ในระดับพันธุกรรม โดยสารโลหะหนักที่ศึกษาคือ อาเซนิก 
(Arsenic) แคดเมียม (Cadmium) และ โครเมียม (Chromium) พบไดในยาฆาแมลง ยาเบ่ือหนู 
แบตเตอรร่ี พลาสติกพีวีซี เปนตน เปนสารเคมีที่องคกร ATSDR (The Agency for Toxic Substances 
and Disease Registry) ซ่ึงเปนองคกรที่กอต้ังขึ้นเพื่อศึกษาผลกระทบตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตที่ลดลง
จากสารอันตรายตาง ๆ ไดจัดไวเปนสารอันตรายอันดับตน ๆ ท่ีเม่ือถูกดูดซึมเขาสูรางกายมนุษยแลว จะ
มีการสะสมและตรงเขาทําลายเนื้อเย่ือในอวัยวะภายในท่ีสําคัญ โดยการเปล่ียนแปลงโครงสรางและการ
ทํางานของเซลล ทําความเสียหายตอโครโมโซมซ่ึงเปนปจจัยทางพันธุกรรม เปนตัวชักนําใหเกิดมะเร็ง 
หรืออาจทําใหเซลลตาย สวนอนุภาคซิลเวอรนาโน ซ่ึงปจจุบันพบไดมากขึ้นในผลิตภัณฑอุปโภค
บริโภคตาง ๆ เชน การบรรจุหีบหออาหาร   ส่ิงทอที่ตานทานการเกิดกล่ิน  อุปกรณเคร่ืองใชในบาน 
และอุปกรณทางการแพทย รวมถึงผาปดแผล ในระยะเวลาไมกี่เดือนมานี้เริ่มมีการตระหนักถึงความ
เส่ียงของอนุภาคซิลเวอรนาโนตอการเปนพิษตอสุขภาพของมนุษยและส่ิงแวดลอม มีความเปนไปไดที่
อนุภาคซิลเวอรนาโนจะสงผลกระทบตอแบคทีเรียท่ีมีประโยชนในส่ิงแวดลอม โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ดินและน้ํา [2] หรือทําใหแบคทีเรียท่ีมีโทษเกิดการตานทานในการยับยั้งตออนุภาคซิลเวอรนาโน [1] 
โดยในงานวิจัยครั้งนี้จะอาศัยขอมูลไมโครอารเรยของงานวิจัยเรื่อง Analysis of Mixture Toxicity of 
Dual Combinations for Silver Nanoparticles and Heavy Metals using Toxicogenomics Approach [1] 
ท่ีทําการทดลองในเซลลมะเร็งตับดวยกรรมวิธี 2 ประเภท คือ อนุภาคซิลเวอรนาโน และ โลหะหนัก 
(คือ อาเซนิก แคดเมียม และโครเมียม) มาทําการวิเคราะหคนหายีนที่มีการแสดงออกอยางมีนัยสําคัญ
โดยอาศัยวิธีการทางสถิติที่เหมาะสม ซ่ึงพิจารณาจากการตรวจสอบตัวสถิติท่ีมีการพัฒนาข้ึนมาสําหรับ
ขอมูลไมโครอารเรยโดยเฉพาะ คือ เทคนิค MAANOVA โดยเลือก สถิติทดสอบวิธี F-test (สําหรับการ
วิเคราะหความแปรปรวน) และวิธี Fs - test (Fs )ใชวิธีการจําลองขอมูล ภายใตสถานการณที่สอดคลอง
กับขอมูลไมโครอารเรยที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เพื่อทําการตรวจสอบสถิติทดสอบที่เหมาะสมกับขอมูล
ท่ีสุด 
 
1.2  วัตถุประสงคของการศึกษา 
 1.2.1) เพ่ือวิเคราะหเปรียบเทียบสมรรถนะของตัวสถิติทดสอบ F-test และ Fs-test โดยการ
จําลองขอมูล    
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 1.2.2) เพ่ือหากลุมยีนที่มีความแตกตางในการแสดงออกของยีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
ภายหลังจากไดรับกรรมวิธี 2 ประเภท คือ อนุภาคซิลเวอรนาโน และ โลหะหนัก (คือ อาเซนิก 
แคดเมียม และโครเมียม) 
 
1.3  ประโยชนท่ีไดรับจากการศึกษา 

เม่ือทราบถึงกลุมยีนท่ีมีความแตกตางการแสดงออกเม่ือไดรับสารโลหะหนักและอนุภาคนาโน
ซิลเวอร จะทําใหสามารถทําความเขาใจกลไกการเปลี่ยนแปลงกระบวนการตาง ๆ ที่เกิดข้ึนภายในเซลล
เม่ือเซลลไดรับสารพิษแบบผสมดียิ่งข้ึน และสามารถเปนขอมูลพ้ืนฐานเพื่อนําไปศึกษาการเปล่ียนแปลง
ของเซลลในเชิงกลไกทางดานชีววิทยาตอไป 
 
1.4 ขอบเขตการศึกษา 

1.4.1 ขอมูลที่ใชในการศึกษาคร้ังน้ี เปนขอมูลทุติยภูมิ จากโครงการวิจัยเร่ือง Analysis of 
Mixture Toxicity of Dual Combinations for Silver Nanoparticles and Heavy Metals using 
Toxicogenomics Approach [1] ซ่ึงไดทําการทดลองดวยเทคนิคไมโครอารเรย โดยใชเซลลมะเร็งตับ
เปนเซลลทดลอง และใชกรรมวิธีทั้งหมด 2 ประเภท คือ อนุภาคซิลเวอรนาโน และโลหะหนัก (คือ อา
เซนิก แคดเมียม และโครเมียม)  

1.4.2 ตัวสถิติท่ีใชในการทดสอบสมมติฐานของงานวิจัยครั้งนี้คือ 
1. สถิติทดสอบ F-test [13] 

เปนตัวสถิติที่ใชสําหรับเปรียบเทียบคาเฉล่ียของประชากรมากกวา 2 กลุมข้ึน
ไปพรอม ๆ กันซ่ึงเรียกวาเปนการวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) โดยความ
แตกตางระหวางกลุมดังกลาวจะถูกวัดในรูปของสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานหรือความ
แปรปรวน ซ่ึงในที่นี้ก็คือคาเฉล่ียของความแปรผัน (Mean Squares) โดยที่ความแปร
ผันเกิดจากผลรวมยกกําลังสองของความแตกตางระหวางคาแตละคาของคาเฉล่ีย การ
วิเคราะหความแปรปรวนจึงเปนการเปรียบเทียบความแตกตางระหวางกลุมกับความ
แตกตางภายในกลุมในกรณีที่ประชากรมีมากกวา 2 กลุมในลักษณะของความแปรผัน
โดยมีเงื่อนไขวาขอมูลท่ีไดจากกลุมประชากรที่นํามาทดสอบความแตกตางของ
คาเฉล่ียของขอมูลของแตละกลุมจะตองมีการแจกแจงแบบปกติเทานั้น 



6 
 

   
MSE

MStr
F   

 

ซ่ึง MStr คือความแปรผันเฉล่ียของกรรมวิธี 
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โดย n  คือ จํานวนการทําซํ้า (ขนาดการทดลอง) ในแตละกรรมวิธี 
   และ k คือ จํานวนกรรมวิธีท่ีใชในการทดลอง 
 

 2. สถิติทดสอบ Fs-test [10] 
ใชหลักการประมาณคาความแปรปรวนดวยวิธี Shrinkage Estimator และ

ไมไดมีการกําหนดเงื่อนไขของขอตกลงเบื้องตนเกี่ยวกับการเทากันของความ
แปรปรวน  
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G  คือ จํานวนยีนทั้งหมด, V  คือ Variance ของ g  , m  คือ คาเฉลี่ยของ 
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ผูวิจัยจะทําการเปรียบเทียบอํานาจการทดสอบของตัวสถิติ F-test และ Fs-test

โดยใชวิธีการจําลองขอมูล (Simulation) เพ่ือทําการตรวจสอบสถิติทดสอบท่ีเหมาะสม
กับขอมูลที่สุดโดยโปรแกรมทางสถิติท่ีใชในงานวิจัยจะอาศัยโปรแกรมทางสถิติ R 
Programming Environments ในการประมวลผลขอมูล 


