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บทท่ี  2 
 

ความรูพื้นฐาน  และเอกสาร/งานวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

ในการวิเคราะหคาการแสดงออกของยีนที่ไดจากเทคนิคไมโครอารเรย จําเปนตองใชการ
ทดสอบทางสถิติที่เหมาะสมกับลักษณะของขอมูล ไดมีผูนําเสนอวิธีการทดสอบทางสถิติตาง ๆ ที่
เหมาะสม และมีประสิทธิภาพแตกตางกันไป ตามลักษณะของสภาพแวดลอมของขอมูล 

เน้ือหาในบทนี้ จะกลาวถึงความรู พ้ืนฐานของเทคนิคไมโครอารเรย  การวิเคราะหความ
แปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) รวมถึงปญหาท่ีเกิดจากลักษณะของขอมูลท่ีไดจากเทคนิค
ไมโครอารเรยท่ีเรียกวา การทดสอบพหุคูณ (Multiple Testing) ทฤษฎีที่เกี่ยวของ และเทคนิควิธีการ
ทดสอบทางสถิติที่ไดมีการพัฒนาขึ้นเพ่ือแกปญหาที่เกิด คือ เทคนิค MAANOVA ประกอบไปดวยสถิติ
ทดสอบ 3 ชนิด คือ วิธี Hybrid Statistic (F2), วิธี Pooled-variance F Statistic (F3) และ วิธี Fs- test (Fs) 
รวมไปถึงการทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ ซ่ึงจะรวมอยูในสวนทายของบท 
 
2.1 เทคนิคไมโครอารเรย 
 2.1.1 หลักการพ้ืนฐาน  
 ยีนมีหนาท่ีควบคุมการทํางานของเซลลโดยควบคุมใหเกิดการสรางโปรตีนเพ่ือใชในกิจกรรม
ตาง ๆ เชนโปรตีนบางชนิดทําหนาท่ีเปนโครงสรางของเซลล โปรตีนบางชนิดทําหนาที่เปนเอนไซม 
เปนตน กระบวนการสรางโปรตีนชนิดหนึ่ง ๆ เริ่มตนจากการถอดรหัสยีนหรือดีเอ็นเอ (Gene or DNA 
Transcription) จากนั้นรหัสของยีนจะถูกสงออกมานอกนิวเคลียสในรูปของเมสเซนเจอรอารเอ็นเอ 
(Messenger RNA) หรือเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) จากน้ันจะมีกระบวนการแปลรหัส (Translation) 
เพื่อท่ีจะสรางโปรตีนตอไปดังน้ันการตรวจพบเอ็มอารเอ็นเอของยีนใดยอมแสดงวาในขณะนั้นเซลล
กําลังมีการสรางโปรตีนที่ถูกควบคุมโดยยีนนั้น เทคนิคไมโครอารเรยใชในการศึกษาการแสดงออกของ
ยีนโดยตรวจสอบวาในเวลาน้ัน ๆ มีเอ็มอารเอนเอชนิดใดอยูในเซลลนอกจากใชตรวจสอบอารเอ็นเอ
แลวยังใชตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) เชนการตรวจการกลายพันธุของดีเอ็นเอ (DNA 
Mutation) และตรวจการเปล่ียนแปลงของยีนในโครโมโซมได 
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รูปท่ี 2.1  หลักการทํางานของเทคนิคไมโครอารเรย [14] 
 

หลักการของเทคนิคไมโครอารเรย (แสดงในรูปท่ี 2.1) อาศัยการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของสาย       
ดีเอ็นเอสองสายท่ีเปนคูกัน (Complementary Strands of DNA) ดีเอ็นเอหรือยีนที่ทราบบทบาทหนาที่
แลวจะถูกทําใหติดอยูบนฐานซ่ึงเปนแผนกระจกที่ดูคลายแผนกระจกสไลด แผนกระจกน้ีไดปรับใหมี
คุณสมบัติที่ยอมใหดีเอ็นเอเกาะติดที่ผิวหนาได สามารถบรรจุช้ินดีเอ็นเอไดเปนจํานวนมากและอาจได
ถึง 30,000 ช้ินดังน้ันกระจกแผนนี้จึงเปรียบเสมือนแหลงรวมของดีเอ็นเอหรือยีน เรียกแผนกระจกน้ีวา 
“แผนไมโครอารเรย (Microarray Slide: DNA-Chip)” ซ่ึงเม่ือนําดีเอ็นเอไมวาจะเปนจีโนมิกดีเอ็นเอหรือ
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (Complementary DNA: cDNA) ที่สังเคราะหจากเอ็มอารเอ็นเอมาทําปฏิกิริยา
เพื่อใหจับคูกัน (Hybridization) ดีเอ็นเอที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเขาคูกับดีเอ็นเอที่ติดอยูบนแผนไมโคร
อารเรยจะสามารถจับคูกันได กลาวคือดีเอ็นเอชนิดเดียวกันกับดีเอ็นเอที่อยูบนแผนไมโครอารเรยจะถูก
จับติดอยูบนแผนไมโครอารเรยนั้น แตดีเอ็นเอท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางออกไปจะไมสามารถยึด
จับกับดีเอ็นเอบนแผนไมโครอารเรยได จากนั้นนําแผนไมโครอารเรยนี้ไปเขาเครื่องอานเน่ืองจากไดมี
การติดฉลากเชนแถบสีเรืองแสงไวที่ดีเอ็นเอเคร่ืองจึงสามารถตรวจวัดสีเรืองแสงได หากดีเอ็นเอถูกจับคู



9 
 

ติดอยูกับดีเอ็นเอบนแผนไมโครอารเรย และความเขมของสีก็สามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอที่ถูกจับไวได 
[15] 
 2.1.2 การศึกษาการทํางานของยีนดวยไมโครอารเรยของดีเอ็นเอ 

ไมโครอารเรยของดีเอ็นเอเปนเคร่ืองมือศึกษาการแสดงออกของยีนท้ังในข้ันตอนการสรางเอ็ม
อารเอ็นเอและจีโนมิกดีเอ็นเอ ซ่ึงการเลือกศึกษาในขั้นตอนใดจะตองเตรียมแผนไมโครอารเรยให
เหมาะสม โดยสามารถแบงกลุมการศึกษาไดเปนการศึกษาระดับการแสดงออกหรือการทํางานของยีน 
จํานวนยีน และการกลายพันธุของดีเอ็นเอดังรายละเอียดตอไปน้ี 

2.1.2.1 ศึกษาระดับการแสดงออกหรอืการทํางานของยีน (Study of Gene Expression 
Level or Gene Function) 
 โดยอาจศึกษาเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนระหวางเซลลปกติกับเซลลที่
ผิดปกติ ทําใหทราบไดวาในสภาวะท่ีเซลลเกิดความผิดปกติ มียีนใดแสดงออกมากนอยตางกัน
อยางไร แผนไมโครอารเรยที่ใชในการศึกษาจะตองประกอบดวยคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่
สังเคราะหจากอารเอ็นเอในเซลลน้ัน ๆ และเมื่อทําการไฮบริไดเซชันดวยคอมพลีเมนทารี                  
ดีเอ็นเอ ที่ไดจากอารเอ็นเอของเซลลแตละชนิด ผลท่ีปรากฏจะบอกใหทราบถึงระดับการ
แสดงออกของยีนแตละชนิดได เชนยีนบางชนิดอาจแสดงออกนอยลงเม่ือเซลลไมปกติ ในขณะ
ที่ยีนบางชนิดกลับแสดงออกในทางกลับกัน ซ่ึงสามารถนําขอมูลที่ไดไปใชในการวินิจฉัยโรค 
ตลอดจนเปนแนวทางในการคนควาตัวยาใหม ๆได นอกจากน้ียังใชศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีน (Gene Expression Pattern) ในชวงอายุตาง ๆ ของเซลลเนื่องจากยีนมีหนาที่
ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ดังน้ันยีนบางชนิดจะทํางานในบางชวงอายุของเซลลเทานั้น
ซ่ึงการศึกษาในลักษณะเชนนี้จะเปนแนวทางในการตรวจวินิจฉัยแนวโนมในการเกิดมะเร็ง [1] 

  2.1.2.2 ศึกษาจํานวนยีน (Study of Gene Numbers) 
 การทํางานของเซลลถูกควบคุมโดยยีน ดังนั้นการที่ยีนถูกทําลายจะมีผลใหการทํางาน
ของเซลลผิดปกติและมีโอกาสกลายเปนเซลลมะเร็งได อยางไรก็ตามรางกายมีกระบวนการ
ซอมแซมดีเอ็นเอที่ถูกทําลาย โดยมียีนกลุมหน่ึงคอยควบคุมอยูเรียกวา “DNA Repair Genes” 
ซ่ึงอาจมีผลใหยีนบางสวนบนโครโมโซมหายไปหรือมียีนบางสวนเพิ่มจํานวน ซ่ึงไมโคร
อารเรยสามารถตรวจวัดการเพิ่มข้ึนหรือลดลงของจํานวนยีนบนโครโมโซมได โดยการใชแผน
ไมโครอารเรยที่เปนจีโนมิกดีเอ็นเอโดยเตรียมดีเอ็นเอจากโครโมโซมชุดใดชุดหนึ่งผลการ
ตรวจสอบจะบอกไดวาบนโครโมโซมนั้น ๆ มียีนใดหายไปหรือมียีนใดเพ่ิมจํานวน 
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  2.1.2.3 ศึกษาการกลายพันธุของดีเอ็นเอ (Study of DNAMutation) 
 ไมโครอารเรยสามารถใชตรวจสอบการกลายพันธุของยีนและตรวจสอบภาวะ              
พหุสัณฐานของยีนได ยีนที่กอกลายพันธุและยีนท่ีมีภาวะพหุสัณฐานเปนยีนท่ีมีนิวคลีโอไทด
ในบางตําแหนงตางไปจากกลุม ซ่ึงความแตกตางนี้อาจมีผลใหยีนมีการแสดงออกตางกัน ผลที่
ปรากฏเหมือนเชนการที่คนกลุมหนึ่งมีการตอบสนองตอยาตางจากคนอีกกลุมหนึ่ง การ
ตรวจสอบดวยไมโครอารเรยทําโดยการเตรียมแผนไมโครอารเรยดวยจีโนมิกดีเอ็นเอ ซ่ึงเม่ือทํา
การไฮบริไดเซชันดวยจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดจากเซลลดีเอ็นเอที่มีภาวะพหุสัณฐานเหมือนกันจะ
จับคูกันและปรากฏเห็นสีที่สามารถตรวจวัดได [16] 
 

 2.1.3 การประยุกตใชเทคนิคดีเอนเอไมโครอารเรยกับงานทางดานพิษวิทยา  
Hitoshi [17] ไดทํางานวิจัยที่พบ Synergistic จากการผสมแคดเมียมและไทยูแรม แลวใส

สารพิษคูผสมคูนี้ลงไปในยีสต จากการทดลองพบวาความเปนพิษไดเพิ่มมากขึ้นในสารคูผสมเมื่อเทียบ
กับการใสแคดเมียมหรือไทยูแรมเพียงอยางเดียวลงไปในเซลล ท้ังนี้เนื่องจากสารคูผสมสามารถทําลาย
การทํางานของไมโตคอนเดรีย แตไมพบการทําลายไมโตคอนเดรียในเซลลที่ใสแคดเมียมหรือ    ไทยู
แรมเพียงอยางเดียว โดยการคนพบน้ีไดใชเทคนิคดีเอนเอไมโครอารเรยมาเปนเคร่ืองมือหลักในการวิจัย 
ซ่ึงทําใหเห็นถึงความเปนไปไดในการนําเทคนิคดีเอนเอไมโครอารเรยมาประยุกตใชกับงานทางดาน
พิษวิทยา 
 
2.2 ทฤษฎีท่ีเกี่ยวของ 

2.2.1 ทฤษฎีการขยายพจนของเทเลอร (Theory of the Taylor Expansion) [18] 

 ฟงกชัน  f(x) ประกอบไปดวยพจน 1, 2, …,n+1จากหลักการการปริพันธจะไดวา 

 
 กฎการหาผลคูณของอนุพันธ สําหรับฟงกชันใด ๆ u กับ v คือ 
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เม่ือทําการปริพันธ จะไดวา  

   
 หากกําหนดให 

   
 จะทําใหไดวา 

   
 
 ดังน้ันการปริพันธเทียบกับ t จะทําใหไดในแตละสวนดงัน้ี 
 

   
 
 ซ่ึงหมายถึง  

   
   

จึงไดฟงกชัน f(x)ในรูปของ f(a) ณ จุด x = a 
ในการทําอนุพันธอันดับสอง จะสามารถใชหลักการรูปแบบเดียวกัน โดยการทําการปริพันธใน
แตละสวน จาก 

  
  
 เม่ือทําการอนพัุนธคา u เทียบกับคา t และปริพันธคา dv เทียบกับ t จะได 

   
 
 (สัญลักษณ f (n) (x) หมายถึงเทอมท่ี n ของการอนุพันธฟงกชัน f(x)) 
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 ดังน้ันพจนการกระจายตัวของ f(x) จึงเปล่ียนไปเปน 
 

 
 

หากทําการปรพิันธแตละสวน เปนจํานวน p รอบ ก็จะไดผลลัพธคือ 
 

 
โดย  

 
การกระจายพจนของฟงกชัน f(x) ขางตน ไดถูกเรียกวา สูตรติดเคร่ืองหมายปริพันธของเทเลอร 
[18] (Taylor’s Formula with Integral Remailder) หากให    จะสามารถเขียนสมการ
ขางตนไดอีกรูปคือ 

 
 หรือ 

  
 ทั้งนี้ พจน n! จะมีคาเทากบั 1 เม่ือ n = 0 
 
 2.2.2 ตัวประมาณท่ีไดจากการหดพจนของเจมส-สตีน (James-Stein Shrinkage Estimator) 
 การหดพจนของเจมส-สตีน [19] นั้นเปนการวิเคราะหเพ่ือใหพจนใด ๆ ก็ตามที่มีจํานวนมิติที่
ซับซอน หรือมีหลายมิติใหมีความเรียบงายข้ึน ตามหลักการแลวเหมาะสมกับการวิเคราะหที่มีจํานวน
ตัวอยางนอย ในตัวประมาณดั้งเดิมต้ังแตแรกเริ่มน้ัน เปนการพิจารณาท่ี n = 1 แตก็มีการพัฒนาใหมี
ความหลากหลายมากขึ้นในเวลาตอ ๆ มา 
 การหดพจนของเจมส-สตีน มีพื้นฐานมาจากโมเดลต้ังแต 2 โมเดลข้ึนไปท่ีมีความแตกตางอยาง
มาก เชน โมเดลที่มีความหลากหลายในมิติสูงมาก ประกอบกับมี Bias ตํ่า และ ความแปรปรวนสูง กับ 
โมเดลที่มีความหลากหลายในมิติตํ่ากวา แตมี Bias สูงกวาในขณะท่ีมีความแปรปรวนต่ํากวา  
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 พิจารณา  
 

    ML
kk

Shrink
k t  ˆ1ˆ   

 
 ซ่ึง  1,0  เปนความหนาแนนของการหด (Shrinkage Intensity) ซ่ึงมีคาระหวาง 0 (แปลวา
ไมมีการหด) ถึง 1 (แปลวาหดเต็มรูปแบบ) และ kt เปนเปาหมายในการหด (Shrinkage Target) kt  มีการ
แจกแจงแบบยูนิฟอรม (Uniform Distribution) พิจารณา คาเอนเอียง (Bias)   0ˆ ML

k โดยการใชตัว

ประมาณที่ไมเอนเอียง (Unbiased Estimator)    
1

ˆ1ˆ
ˆ







n
Var

ML
k

ML
kML

k


  เราจะไดความหนาแนนของ

การหดดังนี้ 

   
 

 
 

   























p

k

ML
kk

p

k

ML
k

p

k

ML
kk

p

k

ML
k

tnt

Var

1

2
1

2

1

2
1

ˆ1

ˆ1

ˆ

ˆ
*ˆ








  

 
 2.2.3 The Lowess Normalization 
 วิธีการ Normalization มีไดมากมายหลายวิธีแตในงานวิจัยคร้ังนี้เลือกใชวิธี LOWESS (Locally 
Weighted Scatterplot Smoothing) ซ่ึงมีพ้ืนฐานมาจากเทคนิค Regression ทําการสรางวิธีการ 
Normalization เพื่อขอมูลแบบไมโครอารเรยโดยเฉพาะ [21] โดยคาท่ีนํามาทําการปรับใหเปนการแจก
แจงปกตินั้น หากเปนการทดลองไมโครอารเรยแบบสองสี จะใชคาเฉล่ียการแสดงออกของยีนของสีทั้ง
สอง (สีแดง:R และสีเขียว:G) โดยกําหนดใหสีใดสีหนึ่งเปนสีของ Treatment Dye และใหอีกสีเปน 
Control Dye แตถาหากการทดลองเปนแบบสีเดียว ก็จะใชคาเฉล่ียการแสดงออกของยีนควบคุม กับยีนที่
ผานกรรมวิธีมาทําการคํานวณ โดยมีสูตรการคํานวณสําหรับแบบสีเดียวคือ  

    
ic

ic
ii

xx

xx
xx




log(

)/log(
)log(   

เม่ือ ix  เปนคาเฉล่ียการแสดงออกของยีนของแตละยีนภายหลังจากไดรับกรรมวิธีกอน 
Normalized และ cx

 
เปนคาเฉล่ียการแสดงออกของยีนของสไลดควบคุม 
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2.3 การวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) [13] 
 การวิเคราะหคาการแสดงออกของยีนจากเทคนิคไมโครอารเรย มีเปาหมายหน่ึงก็คือการ
วิเคราะหเพ่ือระบุยีนที่มีระดับการแสดงออกแตกตาง (Differentially Genes Expression) อยางมีนัยสําคัญ 
เม่ือไดรับกรรมวิธีที่แตกตางกัน [6-7] โดยอาศัยวิธีการทดสอบทางสถิติ เปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางคาเฉล่ียในแตละกลุมกรรมวิธี ในกรณีทําการทดสอบเพื่อศึกษาถึงยีนตัวหนึ่งวามีความแตกตาง
ในคาการแสดงออกของยีนเม่ือไดรับกรรมวิธีท่ีแตกตางกัน เราสามารถใชวิธีการทดสอบทางสถิติ เชน
การทดสอบ t  (t-test) การทดสอบ Z (z-test) สําหรับการทดสอบระหวางกรรมวิธี 2 กลุมแตหากเปนการ
ทดสอบระหวางกรรมวิธีมากกวา 2 กลุมขึ้น การใชการทดสอบ t และการทดสอบ Z จะทําใหตองทําการ
ทดสอบทีละคู ซ่ึงจะทําใหเกิดปญหาความยุงยากและอํานาจการทดสอบ (Power of  the Test) ก็จะมีคา
ตํ่า ทําใหจําเปนตองใชวิธีการทางสถิติที่เรียกวา การวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance: 
ANOVA) ซ่ึงขอมูลท่ีจะนํามาวิเคราะหดวยวิธีการนี้ จะตองเปนขอมูลท่ีสอดคลองกับขอสมมติตาง ๆ คือ 
ประชากรที่ตองการทดสอบทุกกลุม  มีการแจกแจงแบบปกติ  และมีความแปรปรวนเทากัน                           
เม่ือตองการทดสอบกรรมวิธีตาง ๆ k วิธี โดยทําการทดลองกับหนวยทดลองท่ีมีลักษณะคลายคลึงกัน 
(Homogeneous) ซ่ึงในงานวิจัยครั้งนี้ก็เทียบไดกับการที่ยีนตัวที่ g จากทั้งหมด G ยีนในแตละแผนสไลด
ท่ีใชในการทดลองดวยเทคนิคไมโครอารเรย จะตองมีลักษณะเหมือนกันทุกประการและทําการทดสอบ
ดวยกรรมวิธีตาง ๆ กัน k วิธี และทําซํ้าในแตละกรรมวิธีเปนจํานวน n ซํ้า (n สไลด) การทดสอบจะใช
แผนการทดลองท่ีเรียกวา แผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized design: CRD) โดยมี
สมมติฐานท่ีจะทดสอบสําหรับยีนแตละตัวคือ 
 
สมมติฐานหลัก 0H :  การแสดงออกของยีนไมแตกตางกันระหวางกรรมวิธีท้ัง k วิธี 
สมมติฐานรอง 1H :  มีการแสดงออกของยีนที่ไดรับกรรมวิธี อยางนอย 2 กลุม แตกตางกัน 
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 ตารางที่ 2.1 คาสังเกตของยีนตัวที่ g จากทั้งส้ิน N  ยีน 
 

 กรรมวิธีท่ี  

 1 2 … k  

ทําซํ้าครั้งที่ 1  11x   12x     kx1   
ทําซํ้าครั้งที่ 2  21x  

22x   kx2    

ทําซํ้าครั้งท่ี …  … … ijx  …   

ทําซํ้าครั้งที่ n  1nx   2xx     nkx   

รวม 1.T   2.T   jT.   kT.   ..T   

คาเฉล่ีย 1.x    2.x  jx.   kx.    ..x  
 
การแยกผลบวกกําลังสอง 
 ในการวิเคราะหเพื่อเปรียบเทียบอิทธิพลของกรรมวิธีตาง ๆ ที่มีตอผลการทดลองนั้นจะพิจารณา
จากความแปรผันของขอมูลโดยสวนรวม ซ่ึงเรียกวา ผลบวกกําลังสองของการทดลอง หรือของทั้งหมด 
(Sum Square Total: SST) นิยามดังน้ี 

    
 


jn

i

k

j
ij xxSST

1 1

2
..  

โดยทฤษฏีทางสถิติ สามารถแยก SST ออกเปน 2 สวนได ดังนี้ 

          
 


j jn

i

k

j

k

j

n

i

k

j
jijjjij xxxxnxx

1 1

2
.

2
....

2
..  

 
พิจารณาพจนตาง ๆ ดังตอไปน้ี 

  
k

j
jj xxn 2

....      : เปนผลรวมของความแตกตางกําลังสองระหวางคาเฉล่ียของกรรมวิธีที่ j กับ

คาเฉลี่ยทั้งหมด เปนคาที่วัดความแปรผันของอิทธิพลอันเน่ืองมาจากกรรมวิธี 
ตอไปนี้จะเรียกพจนดังกลาววา ผลบวกกําลังสองของกรรมวิธี (Sum Square 
Treatment: SStr) 
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  
jn

i

k

j
jij xx 2

.     : เปนผลรวมของความแตกตางกําลังสอง ระหวางคาสังเกตภายในกรรมวิธีกับ 

คาเฉลี่ยของกรรมวิธีนั้น ๆ เปนคาที่ใชวัดความแปรผันของความคลาดเคลื่อน
ของการทดลอง ตอไปนี้จะเรียกพจนดังกลาววา ผลบวกกําลังสองของความ
คลาดเคล่ือนของแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Sum Square of Error: SSE) 

ดีกรีความเปนอิสระ (Degree of Freedom: df) ของความแปรผันแตละชนิด 
 ความแปรผันของการทดลอง  df = n-1 
 ความแปรผันของกรรมวิธี  df = k-1 
 ความแปรผันของความคลาดเคล่ือน df = n-k 
ซ่ึงดีกรีความเปนอิสระขางตน มีความสัมพันธกันดังน้ี 

n-1 = (k-1) + (n-k)  
โดย n  คือ จํานวนการทําซํ้าในแตละกรรมวิธี และ k คือจํานวนกรรมวิธีที่ใชในการทดลอง 
 
เม่ือผลหารผลบวกกําลังสองของความแปรผันดังกลาวดวยดีกรีความเปนอิสระของความแปรผันน้ัน ๆ 
จะไดความแปรผันเฉล่ีย (Mean Square: MS) ซ่ึงก็คือ ความแปรปรวน 

 ความแปรผันเฉล่ียของการทดลอง (Mean Square Total: MST) 
 1


n

SST
MST  

 ความแปรผันเฉล่ียของกรรมวิธี (Mean Square Treatment: MStr) 
 1


k

SStr
MStr  

 ความแปรผันเฉล่ียของความคลาดเคล่ือน (Mean Square Error: MSE)     
kn

SSE
MSE


   

โดยจะไดสถิติทดสอบ F ดังนี้  
 

  
MSE

MStr
F   

 
โดยจะทําการปฏิเสธ 0H เม่ือ knkFF  ,1,1    
หรือทําการกําหนดคาระดับนัยสําคัญ α จากน้ันพิจารณาคา P-Value จากตารางโดยจะยอมรับสมมติฐาน
หลัก ถา P-Value มากกวา α และปฏิเสธ ถา P-Value เทากับหรือนอยกวา 
ตารางวิเคราะหความแปรปรวนเปนดังนี้ 



17 
 

ตารางที่ 2.2 ตารางวิเคราะหความแปรปรวน 

แหลงของความแปรผัน Degree of Freedom SS MS F-ratio 

กรรมวิธี k-1 SStr MStr 
MSE

MStr
F   

ความคลาดเคล่ือน n-k SSE MSE 

รวม n-1 SST     
 
2.4 เทคนิค MAANOVA 
 MAANOVA ยอมาจาก Microarray Analysis of Variance เปนเทคนิคทางสถิติท่ีถูกพัฒนาข้ึน
โดย Xiangqin Cui และ Gary A. Churchill [10] จากพื้นฐานของการวิเคราะหความแปรปรวน 
(ANOVA: Analysis of Variance) สําหรับใชในการวิเคราะหถึงการแสดงออกที่แตกตางกันของยีนเร่ิม
จากสถิติทดสอบ F-test และพัฒนาตอมาโดยใชหลักของความแปรปรวนรวม (Pool Variance) ไดเปน
สถิติทดสอบ F2-test และ F3-test ซ่ึงไดรับการทดสอบวาในหลายกรณีมีประสิทธิภาพดีกวา F-test ลาสุด
ผูสรางไดพัฒนาตัวสถิติ Fs-test ซ่ึงใชหลักการของตัวประมาณดวยการหด (Shrinkage Estimator) ทําให
ไดตัวสถิติที่มีประสิทธิภาพดีกวาตัวสถิติอ่ืน ๆ ในหลายกรณี  
  

สถิติทดสอบ sF - test ( sF ) ใน MAANOVA 
วิธีทดสอบ sF  เปนวิธีทดสอบที่มีการพัฒนาเพ่ือใชวิเคราะหขอมูลที่ไดจากเทคนิคไมโคร

อารเรยวิธีลาสุด เปนการเปลี่ยนแปลงในสวนของตัวสวนในสูตรสถิติทดสอบ โดยใชหลักการของ 
Shrinkage Estimator [19] 

ให gX  แทนคาของผลบวกกําลังสองของความคลาดเคล่ือนของแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(SSE) และ 2

g  แทนคาของความแปรปรวนที่แทจริงในยีน g (g = 1,2,…,G) จากการ Assume ให 
2/ ggX   มีความเปนอิสระ (Independent) แตละตัวมีการแจกแจงแบบไคสแควร ( Chi-squared 

Distribution) ดวยองศาความเปนอิสระ   จึงทําใหไดวา 

 2
2

~  g

gX
 ดังน้ัน  22~  ggX  

ทําการใสคา log ท้ังสองขางสมการ จะไดวา 

 







2

2 lnln~ln g
gX

      (1) 
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ให m แทนคาเฉล่ียของ 



2

ln  ทําการลบดวย m ทั้งสองขางจะทําใหได 

 gggX   2ln~  

โดยท่ี m
X

X g
g 


ln  และ mg 




 
2

ln  

ให V แทน ความแปรปรวนของ g   จากทฤษฏีการขยายพจนของเทเลอร [18] จะทําใหไดวา 
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
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จากทฤษฎีตัวประมาณคาแบบหดของ James-Stein-Lindley กลาววาเม่ือทําการหดเขาสู  

Common Mean,   GXXX g / จะทําใหได  
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หมายถึงคาดังกลาวจะไมสามารถเปนคาลบ  

จากนั้นทําการ Transformation กลับไปสู Scale เดิมจึงทําใหไดสถิติทดสอบคือ 
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โดย  G = จํานวนยีนทั้งหมด 

  gX  = คา SSE หรือ   
jn

i

k

j
jij xx 2

.  

    = องศาความเปนอิสระของ SSE หรือ n-k 
คา B และ V จะเปนไปตามตารางท่ี 2.1 ซ่ึงสรางข้ึนโดย Cui และ Churchill [10] ดังนี้ 
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ตารางที่ 2.3 คา B และ V ในรูปฟงกชันขององศาความเปนอิสระ   ของ Cui และ Churchill 
 

  B V/(2/  )   B V/(2/  ) 
1 3.53 2.45 13 1.08 1.08 
2 1.77 1.64 14 1.08 1.08 
3 1.44 1.39 15 1.07 1.07 
4 1.31 1.27 16 1.07 1.06 
5 1.24 1.22 17 1.06 1.06 
6 1.19 1.18 18 1.06 1.06 
7 1.16 1.15 19 1.06 1.05 
8 1.14 1.13 20 1.05 1.05 
9 1.12 1.12 25 1.04 1.04 
10 1.11 1.11 30 1.04 1.03 
11 1.10 1.10 40 1.03 1.03 
12 1.09 1.09 50 1.02 1.02 
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2.5 เอกสาร และงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
Wongta [1] ไดทําการทดลองโดยเทคนิคดีเอนเอไมโครอารเรยในการวิเคราะหความเปนพิษ

ของสารพิษตาง ๆ ดังนี้ สารซิลเวอรนาโน อาเซนิก แคดเมียม และโครเมียม โดยสารพิษทั้งส่ีชนิดน้ีได
ถูกนํามาผสมกันเปนคู คือ ซิลเวอรนาโนผสมกับอาเซนิก (AgNPs-As) ซิลเวอรนาโนผสมกับแคดเมียม 
(AgNPs-Cd) และซิลเวอรนาโนผสมกับโครเมียม (AgNPs-Cr) จากนั้นไดทําการตรวจสอบความเปนพิษ
ตอเซลล HepG2 ดวยเทคนิค Cytotoxicity และทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิคดีเอน
เอไมโครอารเรย ผลการทดลองพบวา การผสมกันของซิลเวอรนาโนกับอาเซนิก และซิลเวอรนาโนกับ
แคดเมียม มีพิษตอเซลลมากกวาการใสสารพิษเพียงตัวเดียวลงไปในเซลลการทดลองในคร้ังน้ีใช 
Human Genome Focus Array ที่ประกอบไปดวยยีนของมนุษยทั้งหมด 8793 ยีน จากบริษัท Affymetrix 
และ ทําการสแกน Probe Arrays ดวยเครื่อง Genechip Ayatem Confocal Scanner (Affymetrix, Santa 
Clara, CA)โดยในทุกๆ ชุดทดลองจะทําซํ้า สามซํ้า จากนั้นขอมูลดิบที่ไดจากการสแกนจะถูกนําไป
วิเคราะหทางสถิติดวยโปรแกรม Gene Chip Operating Software (GCOS) (Affymetrix, Santa Clara, 
CA) ซ่ึงจะทําใหไดขอมูลออกมาในรูปของ “CEL File” และนําไฟลที่ไดไปวิเคราะหหายีนท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงการแสดงออกอยางมีนัยสําคัญดวยโปรแกรม Avadis 4.2 Prophetic (Strand Genomics, 
Redwood City, CA) ซ่ึง MAS5 Algorithmไดถูกนํามาใชในการ Scale และ  Normalize ขอมูลดิบที่มา
จากการสแกนซ่ึงเรียกวา คา Signal Intensity ขั้นตอนสุดทายคือ ยีนที่มีการเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญ
โดยมีคา FC Value > 2 และ p < 0.05 จะถูกนําไปวิเคราะหหา GO Terms of Biological Process at 
Level 6 ตัวสถิติที่ใชในการทดลองน้ีคือ แบบทดสอบ t (t-test) ผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวา การ
ผสมสารซิลเวอรนาโนกับโลหะหนักสามชนิดคือ อาเซนิก แคดเมียมและโครเมียมน้ัน สงผลใหเซลล 
HepG2 มีการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนไปเมื่อเทียบกับการใสสารพิษเพียงตัวเดียวลงไปในเซลล และ
สารคูผสมระหวางซิลเวอรนาโนกับอาเซนิก และซิลเวอรนาโนกับแคดเมียมน้ันมีความเปนพิษสูงข้ึน 
เนื่องจากสารคูผสมสามารถชักนําใหเกิดการตายของเซลลเพ่ิมมากข้ึนโดยผานกลไกที่ซับซอน เชน 
กระบวนการสรางไขมันในเซลล และกระบวนการเพิ่มจํานวนของเซลลเปนตน ทั้งน้ีหากตองการทราบ
กลไกที่ชัดเจนจะตองทําการทดลองเชิงลึกในระดับของโปรตีนและชีวเคมีตอไป  

 
Cui and Churchill [10] ทําการพัฒนาวิธีการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ เพ่ือการทดสอบ

สมมติฐานคาการแสดงออกของยีนที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ สําหรับขอมูลที่ไดจากเทคนิคไม
โครอารเรย โดยใชพื้นฐานแนวคิดจากเทคนิคของ James-Stein Shrinkage ทําใหไดวิธีการทางสถิติวิธี
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ใหมท่ีเรียกวาวิธี sF -test  โดยผูวิจัยไดทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวสถิติตัวใหม กับวิธี 1F

(The Gene-specific F test), 2F  (Hybrid Statistic), 3F  (The Pooled-variances F Statistic), The 
Regularized t-statistic, The Posterior Odds Statistic B และ SAM t-testซ่ึงใหผลสรุปวา ประสิทธิภาพ
ของวิธี  sF  ใหกําลังในการทดสอบหายีนที่มีการแสดงออกที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญดีท่ีสุดในเกือบ
ทุกกรณี วิธีทดสอบดังกลาว ยังมีความแกรง (Robust) และสามารถประยุกตใชในการวิเคราะหขอมูลที่
ไดจากเทคนิคไมโครอารเรยในหลายกรณี และมีขอจํากัดนอยกวากรณีท่ัวไป 

 
Cui and Churchill [11] ไดเสนอวิธีการทางสถิติสําหรับการทดสอบสมมติฐานคาการ

แสดงออกของยีนท่ีมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ สําหรับขอมูลที่ไดจากเทคนิคไมโครอารเรย โดย
พัฒนามาจากแนวคิดของ สถิติทดสอบ t (t-test) และ Mixed ANOVA Model ทําใหไดสถิติ 2F (Hybrid 
Statistic) และ 3F  (The Pooled-variances F Statistic) สําหรับทดสอบคาการแสดงออกของยีน โดยทั้ง
สองวิธีมีประสิทธิภาพในการทดสอบท่ีดีกวาสถิติทดสอบ F-test (สําหรับการวิเคราะหความแปรปรวน) 


