
 

ความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1  

ต าแหนง่ rs17095355 กบัผู้ ป่วยเดก็โรคท่อน า้ดีตีบตนัในประเทศไทย 
      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวสรัลนชุ แก้วเกียรติยศ 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นีเ้ป็นสว่นหนึง่ของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวิชาชีวเคมีทางการแพทย์   ภาควิชาชีวเคมี  
คณะแพทยศาสตร์   จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ปีการศกึษา  2554 
ลิขสิทธ์ิของจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 

บทคัดย่อและแฟ้มข้อมูลฉบับเต็มของวิทยานิพนธ์ตั้งแต่ปีการศึกษา 2554 ที่ให้บริการในคลังปัญญาจุฬาฯ (CUIR)
เป็นแฟ้มข้อมูลของนิสิตเจ้าของวิทยานิพนธ์ที่ส่งผ่านทางบัณฑิตวิทยาลัย

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR)
are the thesis authors' files submitted through the Graduate School.



 
        ASSOCIATION OF X-PROLYL AMINOPEPTIDASE 1 RS17095355 POLYMORPHISM 

WITH BILIARY ATRESIA IN THAI CHILDREN 
      

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Sarannut Kaewkiattiyot 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Medical Biochemistry 

Department of Biochemistry 
Faculty of Medicine 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2011 

Copyright of Chulalongkorn University 
 



หวัข้อวิทยานิพนธ์ ความสัมพนัธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ต าแหน่ง rs17095355 กบั
ผู้ ป่วยเดก็โรคทอ่น า้ดีตีบตนัในประเทศไทย 

โดย นางสาวสรัลนชุ แก้วเกียรติยศ 
สาขาวิชา ชีวเคมีทางการแพทย์ 
อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ยง ภู่วรวรรณ 
อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์ สิทธิศกัดิ ์หรรษาเวก 

 

 คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อนมุตัิให้นบัวิทยานิพนธ์ฉบบันีเ้ป็นส่วน
หนึง่ของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญามหาบณัฑิต 
 

  ………………………………………….. คณบดีคณะแพทยศาสตร์ 
  (รองศาสตราจารย์ นายแพทย์ โศภณ นภาธร) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
  …………………………………………… ประธานกรรมการ 
  (ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร. พิสิฏฐ์ ประพนัธ์วฒันะ) 
 
  …………………………………………...  อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 
  (ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ยง ภู่วรวรรณ) 
 
  …………………………………………… อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  
  (รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์ สิทธิศกัดิ์ หรรษาเวก) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (รองศาสตราจารย์ แพทย์หญิง วรนชุ จงศรีสวสัดิ)์ 
 
  …………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลยั 
  (รองศาสตราจารย์ ดร. ธีรพร ชินชยั) 



 ง 

สรัลนชุ แก้วเกียรติยศ : ความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน 
X-prolyl aminopeptidase 1 ต าแหนง่ rs17095355 กบัผู้ ป่วยเด็กโรคทอ่น า้ดตีีบตนัใน
ประเทศไทย. (ASSOCIATION OF X-PROLYL AMINOPEPTIDASE 1 RS17095355 
POLYMORPHISM WITH BILIARY ATRESIA IN THAI CHILDREN) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลกั : ศ. นพ. ยง ภูว่รวรรณ, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : รศ. ดร. นพ. 
สทิธิศกัดิ ์หรรษาเวก, 82 หน้า. 

 
 โรคท่อน า้ดีตีบตนัเป็นโรคที่พบได้น้อยและพบในเด็กแรกเกิด มีลกัษณะการตีบตนัของ

ทอ่ทางเดินน า้ดีที่อยูน่อกตบัท าให้ขดัขวางการไหลของน า้ดี หากไมไ่ด้รับการรักษา ผลของการคัง่สะสมของ
น า้ดีจะท าให้เกิดพังผืดสะสมขึน้ที่ตับและอาจน าไปสู่ภาวะตับแข็งในที่สุด แม้จะมีหลายสมมติฐานที่
พยายามอธิบายถึงพยาธิสภาพของการเกิดโรค  แตปั่จจบุนัยงัคงไมท่ราบสาเหตขุองการเกิดโรคอยา่งแนช่ดั 
สมมติฐานหนึ่งคือ เป็นโรคที่เก่ียวข้องกบั immune-mediated ส าหรับยีน X-prolyl aminopeptidase 1 
เป็นยีนที่มีบทบาทเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ  และมีการแสดงออกในเซลล์เยื่อบุในระบบ 
hepatobiliary จึงอาจมีความสัมพันธ์กับการเ กิดพยาธิสภาพของโรคท่อน า้ดีตีบตัน และ SNPs 
                                    และไม่เคยมีการศึกษา SNP ต าแหน่งนีใ้นผู้ ป่วยเป็นโรค            
ทอ่น า้ดีตีบตนัในประชากรไทยมาก่อน                 นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาความสมัพนัธ์ของความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ที่ต าแหน่ง rs17095355 กบัความเสี่ยงใน
การเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตันของผู้ ป่วยเด็กในประเทศไทย โดยวิเคราะห์จีโนไทป์ของ SNP ต าแหน่ง 
rs17095355 โดยใช้เทคนิค PCR และ direct sequencing ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 124 ราย 
และในกลุม่ควบคมุที่ไมไ่ด้เป็นโรคทอ่น า้ดีตีบตนัจ านวน 114 ราย  ผลการศกึษาพบวา่ ลกัษณะจีโนไทป์ TT 
และอลัลีล T มีความสมัพนัธ์กับการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (TT; P = 0.0016,      
T; P = 0.0025) และความหลายหลากทางพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ที่ต าแหน่ง 
rs17095355 ไม่มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดภาวะตวัเหลืองในผู้ ป่วยเด็กโรคท่อน า้ดีตีบตนั ดงันัน้จึงสรุปได้
ว่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ที่ต าแหน่ง rs17095355 
โดยเฉพาะอลัลลี T มีความสมัพนัธ์กบัความเสีย่งในการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนัของผู้ ป่วยเด็กในประเทศไทย  
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              Biliary atresia (BA) is a rare disease of infancy which is characterized by 
progressive fibrosclerosing obstruction of the extrahepatic biliary system, resulting in 
obstruction of bile flow. If untreated, it will result in cholestasis which can leads to 
progressive fibrosis and ultimately to cirrhosis. Despite many hypotheses have been 
suggested for the cause of BA, but its etiology still remains largely unknown, but one 
hypothesis reveals that BA is an immune-mediated disease. X-prolyl aminopeptidase 1 
(XPNPEP1) is a gene involved in the metabolism of inflammatory mediators, which is 
shown to express in epithelial cells of the hepatobiliary system and has been suggested 
for its association with pathogenesis of BA. Moreover, SNPs may be different among races, 
and this SNP in Thai patients with biliary atresia have not yet been investigated. Therefore, 
the aim of this study was to examine whether there is an association between XPNPEP1 
rs17095355 gene polymorphism and susceptibility to BA in Thai children. A total of 124 
cases of BA and 114 controls were genotyped for XPNPEP1 rs17095355 polymorphism. 
The XPNPEP1 rs17095355 C/T genotype was determined by polymerase chain reaction 
(PCR) and direct sequencing. The result showed that the frequency of TT genotype          
(P = 0.0016) and T allele (P = 0.0025) were significantly associated with an increased risk 
of BA and there was no association between XPNPEP1 SNP and the occurrence of 
jaundice. In conclusion, the association between XPNPEP1 rs17095355 polymorphism and 
BA has been demonstrated, particularly with T allele confers increased susceptibility to the 
BA.  
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บทที่  1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

โรคท่อน ำ้ดีตีบตนั (Biliary atresia หรือ BA) เป็นกลุ่มอำกำรคัง่ของน ำ้ดีท่ีเกิดใน
ทำรกแรกเกิด เป็นโรคท่ีพบได้น้อย มีอบุตัิกำรณ์ของกำรเกิดโรคประมำณ 1:15,000 ในทำรกแรก
เกิด [1] ซึ่งมีกำรตีบตนัอย่ำงสมบูรณ์ในส่วนใดส่วนหนึ่งหรือตลอดควำมยำวของ extrahepatic 
bile duct และเป็นสำเหตหุลกัของกำรเกิดภำวะตวัเหลืองในทำรกแรกเกิด กำรตีบตนัของท่อน ำ้ดี
ท ำให้เกิดกำรคัง่ของน ำ้ดีในตบั (cholestasis) และก่อให้เกิดพังผืดขึน้ในตบั อำกำรจะปรำกฏ
ในช่วงสัปดำห์แรกๆของชีวิต ผู้ ป่วยจะแสดงอำกำรตวัเหลือง ตำเหลือง (cholestatic jaundice) 
อุจจำระสีซีด ปัสสำวะสีเข้ม ส ำหรับอำกำรท่ีปรำกฏร่วม ได้แก่ มีอำกำรตับม้ำมโต ท้องมำน  
หลังจำกได้รับกำรวินิจฉัยแล้วผู้ ป่วยจะได้รับกำรรักษำด้วยกำรเอำล ำไส้ไปต่อกับบริเวณ porta 
hepatis หรือท่ีเรียกว่ำกำรผ่ำตดัแบบคำไซ (Kasai portoenterostomy) [2] เพ่ือระบำยน ำ้ดีจำก
ตบัลงสู่ส ำไส้เล็กส่วน duodenum  มำกกว่ำคร่ึงของผู้ ป่วยท่ีได้รับกำรผ่ำตดั กำรผ่ำตดัจะได้ผลดี 
ถ้ำท ำก่อนทำรกอำยุ 2 เดือน ภำวะแทรกซ้อนหลงักำรผ่ำตดั เช่น ท่อน ำ้ดีอกัเสบ ภำวะควำมดนั
พอร์ตลัสงู  ประมำณ 1 ใน 3  ของผู้ ป่วยทัง้หมดไม่ได้ผลด้วยกำรผ่ำตดัแบบคำไซ กล่ำวคือน ำ้ดียงั
ไม่สำมำรถไหลผ่ำนไปได้ ตบัของผู้ ป่วยเด็กเหล่ำนีจ้ะพฒันำไปเป็นตบัแข็งภำยในช่วงปีแรกๆของ
ชีวิต  วิ ธี เ ดียว ท่ีสำมำรถจะท ำใ ห้ เด็กมีอำยุ ยืนยำวต่อไปได้คือกำรผ่ำตัดปลูกถ่ำยตับ                
(liver transplantation) [3] และพบวำ่ประมำณร้อยละ 90 ของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจะสำมำรถ
มีชีวิตรอดและจะมีคณุภำพชีวิตท่ีปกติ [1,4] 

มีตวัเลขรำยงำนอุบตัิกำรณ์กำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตันในเด็กแรกเกิดประมำณ
1:8,000 ถึง 1:18,000 ใน Caucasians [4-7] โรคนีเ้ป็นโรคท่ีคอ่นข้ำงพบได้น้อยและแม้ว่ำจะได้รับ
กำรศกึษำค้นคว้ำอย่ำงจริงจงัแล้วก็ตำม ปัจจบุนัก็ยงัไม่ทรำบถึงสำเหตขุองกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบ
ตนัอย่ำงแน่ชดั เช่ือว่ำปัจจยัท่ีเก่ียวข้องกบักำรเกิดโรคประกอบด้วย defective morphogenesis, 
genetic factors, vascular abnormalities, viral infection, exposure to toxins และ immune 
mechanisms จำกกำรศึกษำสำเหตขุองกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัในปัจจุบนั ได้มีกำรศึกษำถึง
ปัจจยัทำงพนัธุกรรมต่อกำรเกิดโรคเป็นจ ำนวนมำกขึน้ โดยมีกำรศกึษำหำควำมหลำกหลำยของ
ลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีนตำ่งๆ  เช่น  vascular endothelial growth factor gene (VEGF), 
intercellular adhesion molecule-1 gene (ICAM-1), macrophage migration inhibitory factor 
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gene (MIF), CFC1 gene, CD14 endotoxin receptor gene และ hepcidin antimicrobial 
peptide gene  [8-13] เป็นต้น ซึ่งยีนเหล่ำนีล้้วนเป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนกำรท่ีก่อให้เกิด 
กำรอกัเสบเน่ืองจำกกำรอกัเสบท่ีเกิดขึน้ท่ีตบัมีผลตอ่กำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั  

จำกกำรศึกษำของ Garcia-Barcelo et al. [14] ในกำรหำปัจจยัทำงพนัธุกรรม
ของยีนท่ีมีควำมสัมพันธ์กับควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน  โดยท ำกำรศึกษำ       
Genome-wide association study (GWAS) เพ่ือดลูกัษณะทำงพนัธุกรรมของต ำแหน่ง Single 
nucleotide polymorphism (SNP) ประมำณ 500,000 ต ำแหน่ง ท่ีมีส่วนเก่ียวข้องกบักระบวนกำร
อกัเสบในกลุม่ตวัอยำ่งประชำกรชำวจีนท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 200 รำย และกลุ่มควบคมุ
ท่ีไม่เป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 481 รำย พบว่ำมี SNPs 10 ต ำแหน่งท่ีมีควำมสมัพนัธ์กบักำร
เกิดพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั จำกลักษณะทำงพันธุกรรมของ SNPs ทัง้ 10 ต ำแหน่ง  
Garcia-Barcelo et al. ได้พบว่ำ rs17095355 ท่ีอยู่บนโครโมโซม 10q24 ซึ่งอยู่ upstream ของยีน 
X-prolyl aminopeptidase 1 (XPNPEP1) เม่ือน ำไปวิเครำะห์หำควำมสมัพนัธ์ทำงสถิติพบว่ำ  
rs17095355 เป็น SNP ท่ีมีควำมสัมพันธ์เก่ียวข้องกับโรคท่อน ำ้ดีตีบตันอย่ำงชัดเจน                  
(P = 0.00024)    

rs17095355 เป็น SNP ท่ีอยู่ระหว่ำงยีน X-prolyl aminopeptidase 1 
(XPNPEP1) และ Adducin 3 (ADD3) โดยพบว่ำ ADD3 จะมีกำรแสดงออกในเซลล์เย่ือบขุองตบั
และทำงเดินน ำ้ดี และพบว่ำมีกำรแสดงออกของยีนนีใ้นตับระยะทำรกในครรภ์ (fetal liver)  
มำกกว่ำในตับผู้ ใหญ่ [15]  ส่วน XPNPEP1 พบว่ำมีกำรแสดงออกในเซลล์เ ย่ือบุในระบบ  
hepatobiliary [16] ยีนนีจ้ะ encode ให้ X-prolyl aminopeptidase P หรือ soluble amino 
peptidase P (APP1) ซึ่งเป็น ubiquitous enzyme ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนกำรเมแทบอลิซึมของ 
bradykinin (BK) และ substance P (SP) [17] จำกข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกับบทบำทหน้ำท่ีของยีน 
ADD3 และ ยีน XPNPEP1 ท ำให้ Garcia-Barcelo et al. เช่ือว่ำยีนทัง้สองชนิดนีมี้บทบำทหน้ำท่ี
เก่ียวข้องกับพฒันำกำรของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ซึ่งมีส่วนเก่ียวข้องในกำรควบคมุของกระบวนกำร
อกัเสบท่ีเกิดขึน้   

SNPs มีควำมแตกต่ำงกันตำมเชือ้ชำติได้และก่อนหน้ำนีเ้ป็นกำรศึกษำในกลุ่ม
ประชำกรท่ีมีควำมแตกต่ำงกับประชำกรในไทย ผลท่ีได้อำจมีควำมแตกต่ำงกันและกำรศึกษำ
ดงักลำ่วยงัต้องอำศยักำรศกึษำในประชำกรอ่ืนๆเพ่ือยืนยนัผล ดงันัน้วตัถปุระสงค์ของกำรศกึษำใน
ครัง้นีคื้อ เพ่ือศึกษำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม (SNP) ต ำแหน่ง 
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rs17095355 บนโครโมโซม 10q24 และอยู่ upstream ของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 กับ
ควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัของผู้ ป่วยเดก็ในประเทศไทย 

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

เพ่ือศกึษำควำมสมัพนัธ์ระหวำ่งควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม (SNP) ต ำแหน่ง
rs17095355 ซึ่งอยู่บนโครโมโซม 10q24 และอยู่ upstream ของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 
กบัโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัในผู้ ป่วยเดก็ท่ีพบในประเทศไทยเพ่ือน ำข้อมลูส่วนนีไ้ปใช้ประโยชน์ในอนำคต
ตอ่ไป  

ขอบเขตของกำรวิจัย 

1. ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั (biliary atresia) ท่ีเข้ำรับกำรรักษำท่ีโรงพยำบำล
จฬุำลงกรณ์ สภำกำชำดไทย และยินยอมเข้ำร่วมโครงกำรด้วยควำมสมคัรใจตลอดระยะเวลำของ
กำรศกึษำวิจยั  

2. กลุ่มควบคมุ (control) เป็นอำสำสมคัรเด็กปกติท่ีไม่มีประวตัิกำรป่วยเป็น
โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัท่ีมีอำยแุละเพศใกล้เคียงกบักลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั  

ข้อตกลงเบือ้งต้น 

กลุม่ท่ีใช้ในกำรศกึษำครัง้นีป้ระกอบไปด้วย 2 กลุม่  ได้แก่ 
  1.   กลุ่มท่ีท ำกำรศกึษำ (case) คือ กลุ่มเด็กท่ีได้รับกำรวินิจฉัยจำกแพทย์ว่ำเป็น
ผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัท่ีได้เข้ำมำรับกำรรักษำท่ีโรงพยำบำลจฬุำลงกรณ์  สภำกำชำดไทย และมี
อำยไุมเ่กิน 18 ปี   
  2.   กลุ่มควบคุม (control) คือ กลุ่มเด็กท่ีมีสุขภำพร่ำงกำยแข็งแรงสมบูรณ์ไม่
ป่วยเป็นโรคทอ่น ำ้ดีตบัตนัและมีอำยไุมเ่กิน 18 ปี  

ข้อจ ำกัดของกำรวิจัย 

เน่ืองจำกกำรศกึษำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน XPNPEP1 ในผู้ ป่วย
เด็กโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีเป็นประชำกรไทยยงัไม่เคยมีผู้ ใดท ำกำรศกึษำมำก่อนท ำให้ไม่ทรำบควำม
แปรปรวนของประชำกรในกลุม่ควบคมุ 
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ค ำจ ำกัดควำมที่ใช้ในกำรวิจัย 

  PCR-direct sequencing คือ กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค PCR แล้ว
หำล ำดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing เพ่ือตรวจหำรูปแบบจีโนไทป์ของยีนตรงต ำแหนง่ SNP  

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ท ำให้ทรำบถึงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของยีน      
X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 กบักำรก่อให้เกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัเพ่ือท่ีจะ
ได้น ำข้อมูลมำใช้ในประกอบกำรอธิบำยควำมสัมพันธ์ระหว่ำงปัจจัยทำงพันธุกรรมกับกำร
ก่อให้เกิดพยำธิสภำพของโรค ซึ่งอำจน ำข้อมูลท่ีได้มำใช้เป็นแนวทำงในกำรป้องกันกำรเกิดโรค  
ทอ่น ำ้ดีตีบตนัหรือเป็นแนวทำงกำรรักษำในอนำคตได้  

วิธีด ำเนินกำรวิจัย  

 1. กำรเก็บตวัอย่ำงเลือด  
 2. กำรสกดั DNA โดยใช้วิธี Phenol-Chloroform Extraction 
 3. กำรเพิ่มปริมำณ DNA ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 4. กำรตรวจสอบผลิตผลจำก PCR โดยใช้ Agarose gel electrophoresis 
 5. กำรตรวจสอบควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม (polymorphism) ด้วยวิธี 
      direct sequencing 
 6. กำรเก็บรวบรวมข้อมลูและกำรวิเครำะห์ผล 
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กรอบแนวควำมคิดของกำรวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 แผนภำพท่ี 1 กรอบแนวควำมคดิของกำรวิจยั 

กระบวนกำรอกัเสบ และกำรเกิดพงัผืดสะสมในตบั มีควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั  

จำกกำรศกึษำ  Genome-wide association study (GWAS) ในประเทศจีน พบวำ่ rs17095355 
     SNP             พนัธ์กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัอยำ่งมีนยัส ำคญั 

ท ำกำรศกึษำควำมแตกตำ่งทำงพนัธุกรรมของยีน XPNPEP1 ต ำแหนง่ rs17095355 ทัง้ใน 
กลุม่ผู้ ป่วยและกลุม่ควบคมุในประชำกรไทย 

Biliary atresia Control 

PCR-Direct sequencing 
 

 

หำควำมสมัพนัธ์กบัควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคโดยน ำผลกำรทดลองมำค ำนวณโดยโปรแกรมทำงสถิติ 

สรุปและวิเครำะห์ผลกำรทดลองเพื่อน ำข้อมลูมำประกอบกำรอธิบำยร่วมกบัข้อมลูทำงด้ำนอ่ืนๆ 

PCR-Direct sequencing 

Single nucleotide polymorphism (SNP) Single nucleotide polymorphism (SNP) 

 
 
 

sms (SNPs) 
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ล ำดับขัน้ตอนในกำรเสนอผลกำรวิจัย 

1. ย่ืนเสนอโครงร่ำงวิทยำนิพนธ์ต่อคณะกรรมกำรวิทยำนิพนธ์หลกัสูตร วท.ม. 
(สำขำชีวเคมีทำงกำรแพทย์) ภำควิชำชีวเคมี คณะแพทยศำสตร์ จฬุำลงกรณ์มหำวิทยำลยั  

2. ย่ืนเสนอโครงร่ำงวิทยำนิพนธ์ตอ่คณะกรรมกำรพิจำรณำจริยธรรมในกำรวิจยั
คณะแพทยศำสตร์ จฬุำลงกรณ์มหำวิทยำลยั  

3. ด ำเนินกำรวิจยั รวบรวมข้อมลู สรุปและวิเครำะห์ผลกำรวิจยั  
4. น ำเสนอผลงำนวิทยำนิพนธ์ตอ่สำธำรณะชนและย่ืนเสนอวิทยำนิพนธ์ตอ่คณะ 

กรรมกำรวิทยำนิพนธ์หลกัสูตร วท.ม. (สำขำชีวเคมีทำงกำรแพทย์) ภำควิชำชีวเคมี คณะ
แพทยศำสตร์ จฬุำลงกรณ์มหำวิทยำลยั 
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บทที่ 2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 

โรคท่อน ำ้ดีตีบตนั (Biliary atresia; BA) (OMIM 210500) เป็นโรคท่ีมีภำวะคัง่
ของน ำ้ดีในทำรกแรกเกิด เน่ืองจำกมีกำรตีบตันในส่วนใดส่วนหนึ่งหรือตลอดควำมยำวของ 
extrahepatic bile duct ส่งผลให้เกิดกำรอกัเสบ และเกิดพงัผืดทัง้ในส่วนของ intrahepatic duct 
และ extrahepatic duct [18] รูปแบบของกำรเกิดท่อน ำ้ดีตีบตนัสำมำรถแบง่ออกตำมระยะกำร
แสดงอำกำรได้ 2 แบบ คือ [4] 

 1.  Non-syndromic BA หรือ perinatal/acquired form พบประมำณ
ร้อยละ 90 ของผู้ ป่วย อำกำรเกิดขึน้ในระยะ 3 ถึง 6 สปัดำห์นบัตัง้แต่แรกคลอด โดยในระยะแรก
เด็กมีลักษณะท่ีปกติแต่จะถ่ำยอุจจำระมีสีซีดเพิ่มขึน้เ ร่ือยๆ ซึ่งอำจจะเกิดจำกปัจจัยจำก
สิ่งแวดล้อมภำยนอกท่ีเป็นตวักระตุ้นในกำรก่อให้เกิดอำกำรมำกขึน้ 

 2.  Syndromic BA หรือ foetal/embryonic form พบประมำณร้อยละ 
10 ของผู้ ป่วย โดยท่ีผู้ ป่วยจะแสดงอำกำรภำยในระยะเวลำ 3 สปัดำห์นบัตัง้แตแ่รกคลอด เป็นผล
มำจำกควำมผิดปกติท่ีเกิดขึน้มำตัง้แต่ก ำเนิดซึ่ งอำจพบควำมผิดปกติอ่ืนๆร่วมด้วย เช่น  
polysplenia (splenic malformation syndrome), asplenia, cardiac หรือ intra abdominal 
defects (situs inversus, pre-duodenal portal vein, absence of retro-hepatic inferior vena 
cava, intestinal malrotation) เป็นต้น  

อุบัตกิำรณ์ของกำรเกิดโรค 

โรคท่อน ำ้ ดี ตีบตัน เ ป็นโรคท่ีพบได้ น้อย โดยพบในอัตรำส่วนประมำณ         
5:100,000-32:100,000 ในเด็กแรกเกิด และพบมำกในแถบเอเชียและแปซิฟิก และสดัส่วนในกำร
เกิดโรคจะพบในเพศหญิงมำกกวำ่เพศชำยเพียงเล็กน้อย [4] ส ำหรับอบุตัิกำรณ์ของกำรเกิดโรคท่อ
น ำ้ดีตีบตนัท่ีแสดงไว้ในประเทศต่ำงๆ เช่น ในประเทศเนเธอร์แลนด์พบสดัส่วนของทำรกท่ีเป็นโรค
ท่อน ำ้ดีตีบตนัตอ่ทำรกปกติ 5:100,000 [19] ในประเทศฝร่ังเศสพบประมำณ 5.1:100,000 [20] 
หมู่เกำะองักฤษพบ 6:100,000 [21] ส ำหรับประเทศสหรัฐอเมริกำในรัฐเทกซสั 6.5:100,000 [22] 
เมืองวิกตอเรียประเทศออสเตรเลียพบประมำณ 7:100,000 [23] เมืองแอตแลนตำประเทศ
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สหรัฐอเมริกำพบประมำณ 7.4:100,000 [24] หมู่เกำะฮำวำยประเทศสหรัฐอเมริกำพบ 
10.6:100,000 [5] และในแถบภูมิภำคเอเชีย เช่น ประเทศญ่ีปุ่ น พบในอตัรำส่วน 7.4:100,000 
[25] ส ำหรับในประเทศไทยยงัไม่มีตวัเลขรำยงำนอุบตัิกำรณ์ของกำรเกิดโรคนี  ้ นอกจำกนีจ้ำก
กำรศกึษำแบบ time distribution และ space distribution ของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัพบว่ำโรคนี ้
สำมำรถเกิดขึน้ได้ในทุกฤดูกำลและทุกช่วงเวลำ [22-23] แต่อย่ำงไรก็ตำมกำรศึกษำนีย้ังมี
ข้อจ ำกดัเน่ืองจำกเป็นกำรศกึษำในกลุม่ตวัอยำ่งท่ีจ ำกดั จงึไมส่ำมำรถน ำข้อมลูมำใช้อธิบำยได้  

ลักษณะทำงพยำธิวิทยำ 

พยำธิวิทยำของ extrahepatic biliary system มีควำมหลำกหลำยอย่ำงมำกใน
กลุ่มผู้ ป่วยแต่สำมำรถจ ำแนกได้โดยใช้ต ำแหน่งกำรตีบตนัเป็นพืน้ฐำนในกำรแยกท ำให้สำมำรถ
แบง่ออกได้เป็น 3 กลุม่ดงันี ้[26] 

ชนิดท่ี 1 Common bile duct atresia พบประมำณร้อยละ 5 ของผู้ ป่วย มี
ลกัษณะกำรตีบตนับริเวณ common duct ในขณะท่ี proximal ducts ปกติ ซึ่งเป็นกำรตีบตนั
เฉพำะสว่นปลำยของทอ่น ำ้ดี 

ชนิดท่ี 2 Common hepatic duct atresia พบประมำณร้อยละ 2 ของผู้ ป่วย มี
ลกัษณะกำรตีบตนัของ hepatic duct และพบ cystic structures ในบริเวณ porta hepatitis เป็น
กำรตีบตนัเฉพำะสว่นต้นของทอ่น ำ้ดี 

ชนิดท่ี 3 Common bile duct รวมทัง้ right และ left hepatic duct atresia ซึ่งพบ
ได้มำกกว่ำร้อยละ 90 ของผู้ ป่วย เป็นชนิดท่ีมีกำรตีบตนับริเวณ right และ left hepatic ducts ไป
จนถึง porta hepatitis ซึง่เป็นกำรตีบตนัตลอดบริเวณของทอ่น ำ้ดีในสว่น extrahepatic bile duct 

กำรตีบตนัของ extrahepatic bile duct ท ำให้เกิดกำรขดัขวำงกำรไหลของน ำ้ดี
จำกตบัไม่ให้ไหลลงสู่ล ำไส้เล็ก ส่งผลให้เกิดกำรคัง่ของน ำ้ดีและพงัผืดสะสมขึน้ในตบั และอำจท ำ
ให้เกิดตบัแข็งในท่ีสดุ ซึง่จะท ำให้ควำมดนัในหลอดเลือดด ำพอร์ตลัสงู (portal hypertension) และ
ตบัสูญเสียกำรท ำงำนไป ดงันัน้กำรได้รับกำรวินิจฉัยและกำรผ่ำตดัเพ่ือระบำยน ำ้ดีท่ีรวดเร็วและ
ทนัทว่งที จะชว่ยลดควำมต้องกำรในกำรผำ่ตดัปลกูถ่ำยตบัในผู้ ป่วย  



 
 

9 

รูปภำพที่ 1 กำรจ ำแนกโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัตำมต ำแหน่งกำรตีบตนัของท่อน ำ้ดี 
[26] 

ในระดบัจุลภำคของท่อน ำ้ดีนอกตบัท่ีเกิดกำรตีบตนัโดยสมบูรณ์จำกกลไกกำร
อกัเสบและกำรสร้ำงเนือ้เย่ือใหม่ (cicatricial granulation tissue) เม่ือศกึษำเนือ้เย่ือจำกขัว้ตบัจะ
พบทัง้ inflammatory cell infiltration  และพงัผืด ประกอบกบัพบโครงสร้ำงคล้ำยท่อเล็กๆ ซึ่งเช่ือ
ว่ำเปล่ียนแปลงมำจำกท่อน ำ้ดีหลกั ท่อเล็กๆบริเวณขัว้ตบัเหล่ำนีเ้ป็นช่องทำงท่ียงัสำมำรถระบำย
น ำ้ดีจำกท่อน ำ้ดีในตบัมำยงับริเวณ porta hepatis ส ำหรับเนือ้ตบัในเด็กท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั  
นัน้ พบว่ำตบัจะโต แข็ง มีสีเขียวคล ำ้ และเกิด micronodular cirrhosis ในระยะตอ่มำ ในระดบั
จลุภำคโครงสร้ำงของ portal tracts ในระยะแรกยงัคงปกต ิมีเพียง bile pigment แทรกในเซลล์ตบั
และท่อน ำ้ดีเล็กๆ (bile canaliculi) ซึ่งตอ่มำจะกว้ำงออกและเพิ่มจ ำนวนขึน้ หำกกำรตีบตนัไม่ได้
รับกำรรักษำ โครงสร้ำงของ portal tracts จะถกูท ำลำยและเกิดตบัแข็งในท่ีสดุ จลุพยำธิสภำพใน
ระยะท่ีเกิดตบัแข็งแล้วจะพบกำรตำยของเซลล์ตบัและพบ giant cell transformation รวมทัง้พบ 
mononuclear cells แทรกอยู่ พยำธิสภำพในระยะท้ำยเหล่ำนีพ้บใน โรค neonatal hepatitis ท ำ
ให้ไมส่ำมำรถแยกโรคได้จำกกำรเจำะตดัชิน้เนือ้ตบัมำตรวจ  
 
ลักษณะอำกำรทำงคลินิก 

ผู้ ป่วยเดก็โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัจะมีอำกำรท่ีเรียกว่ำภำวะดีซ่ำน (jaundice) กล่ำวคือ
ผู้ ป่วยจะมีลกัษณะตวัเหลือง บริเวณตำขำวมีสีเหลืองซึ่งปกติสำมำรถพบได้บ้ำง และเด็กสำมำรถ
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หำยเหลืองได้ภำยใน 2 สปัดำห์นบัตัง้แตแ่รกคลอด แตอ่ำกำรตวัเหลืองตำเหลืองท่ีมีสำเหตมุำจำก
โรคตบัจะไมห่ำยไป หรือหำยเองได้แตใ่ช้เวลำนำนกว่ำ 2 สปัดำห์ นอกจำกนีย้งัมีอำกำรอ่ืนๆ ได้แก่ 
อจุจำระมีสีซีด ปัสสำวะมีสีเข้ม ตบัและม้ำมโต (hepatosplenomegaly) พบว่ำมำกกว่ำคร่ึงในเด็ก
ท่ีเป็นโรคนีจ้ะมีอุจจำระสีปกติในช่วง 2-3 วันแรกคลอด จำกนัน้จะพบอำกำรอุจจำระซีดร่วมกับ
อำกำรตวัเหลือง ผู้ ป่วยทัง้หมดท่ีมีภำวะดีซ่ำนแบบเรือ้รังจะมีปัสสำวะสีเข้ม  ซึ่งลกัษณะท่ีผิดปกติ
เชน่นี ้สง่ผลตอ่กระบวนกำรดดูซมึอำหำรผิดปกตโิดยเฉพำะควำมผิดปกตใิน  กำรดดูซึมสำรอำหำร
ประเภทท่ีละลำยในไขมนั ลกัษณะอำกำรแสดงออกเป็นไปอยำ่งช้ำๆ นอกจำกนีผู้้ ป่วยบำงรำยจะมี
อำกำรโลหิตจำง (anemia) ทุพโภชนำกำร (malnutrition) ควำมดนัในหลอดเลือดด ำพอร์ตลัสูง 
(portal hypertension) ท้องมำน (astices) และหลอดเลือดโป่งพองในหลอดอำหำร 
(oesophageal varices) เกิดขึน้ร่วมด้วย อย่ำงไรก็ตำมอำกำรเหล่ำนีไ้ม่ได้เป็นอำกำรท่ีบง่บอกแน่
ชดัวำ่เป็นผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั จ ำเป็นต้องได้รับกำรวินิจฉยัอยำ่งละเอียดตอ่ไป 

กำรวินิจฉัยโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน 

นกัวิจยัพยำยำมท่ีจะพฒันำวิธีกำรตรวจคดักรองโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัเพ่ือให้ผู้ ป่วย
ได้รับกำรรักษำได้ทันท่วงที เน่ืองจำกกำรวินิจฉัยแยกโรคท่อน ำ้ดีตีบตันจ ำเป็นอย่ำงยิ่งท่ีต้อง
วินิจฉัยให้ถกูต้องก่อนอำย ุ2 เดือน เพ่ือประโยชน์ในกำรรักษำผ่ำตดัให้ได้ผลดี โดยมีกำรพฒันำ
ตรวจวดั conjugated bilirubin ในจุดเลือดแห้ง (dry blood spots) บน universal Guthrie 
screening card เพ่ือตรวจหำควำมเข้มข้นของเกลือน ำ้ดี แตผ่ลท่ีได้ไม่มีควำมจ ำเพำะ ในขณะท่ี
บำงประเทศ เช่น ไต้หวนัและญ่ีปุ่ น ได้ท ำบตัรสีอจุจำระ (stool color card) เพ่ือช่วยให้ผู้ปกครอง
ได้ตระหนกัถึงอุจจำระท่ีมีสีซีดผิดปกติซึ่งอำจเป็นผลมำจำกกำรอุดตนัของทำงเดินน ำ้ดี วิธีนีเ้ป็น
วิธีกำรท่ีง่ำย มีประสิทธิภำพ และเหมำะสมในกำรตรวจคดักรอง [27-28]  

กำรตรวจวินิจฉยัทำงห้องปฏิบตักิำร 

 กำรวดัระดบับิลิรูบินในเลือด (serum fractionated bilirubin assay) เป็นกำรวิเครำะห์
เพ่ือหำสำเหตขุองกำรเกิดอำกำรตวัเหลืองและตำเหลืองในผู้ ป่วย โดยคำ่ท่ีน ำมำใช้เป็นเกณฑ์ใน
กำรวิเครำะห์คือ คำ่ของบิลิรูบินทัง้หมด (total bilirubin) ท่ีมีคำ่มำกกว่ำหรือเท่ำกบั 2 mg/dL หรือ 
มำกกว่ำร้อยละ 20 ของบิลิรูบินทัง้หมด  ผู้ ป่วยจะมีระดบับิลิรูบินท่ีสูงกว่ำปกติ ลกัษณะแบบท่ี
เรียกว่ำ conjugated hyperbilirubinemia โดยสำรบิลิรูบินเกิดจำกกำรสลำยตวัของฮีมใน
ฮีโมโกลบินซึ่งเป็นส่วนประกอบส ำคญัของเม็ดเลือดแดง ตบัจะเก็บบิลิรูบินออกจำกกระแสเลือด
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เวลำเลือดไหลผ่ำนตบั และถูกขบัออกจำกร่ำงกำยผ่ำนทำงน ำ้ดีและปัสสำวะ บิลิรูบินเป็นสำรสี
เหลือง (bile pigment) ในน ำ้ดี เม่ือเป็นโรคของตบัหรือทำงเดินน ำ้ดี ก็จะเป็นผลให้ระดบับิลิรูบิน
เพิ่มขึน้สูงในเลือด วิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีสำมำรถใช้ในกำรวินิจฉัยได้อย่ำงรวดเร็วแต่กำรตรวจวัดระดับ      
บลิิรูบนิเป็นกำรทดสอบท่ีไมจ่ ำเพำะ เพรำะไมส่ำมำรถบอกสำเหตขุองกำรเกิดท่ีแท้จริงได้  

 กำรตรวจวิเครำะห์กำรท ำงำนของตบั (liver function test, LFT) จะพบระดบัเอนไซม์
aspartate aminotransferase (AST) และ alanine aminotransferase (ALT) อำจสงูได้เล็กน้อย
ในผู้ ป่วยบำงรำย ส่วนระดับของเอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) และเอนไซม์         
gamma-glutamyl transferase (GGT) จะพบสงูกว่ำปกติ เอนไซม์ AST (หรือ SGOT) และ ALT          
(หรือ SGPT) จะมีระดบัสงูขึน้เม่ือเซลล์ตบัถกูท ำลำยตำยลง หรือเกิดกำรอกัเสบของตบัโดยเซลล์
ตบัไม่ตำย ท ำให้เกิดกำรร่ัวของเอนไซม์ออกนอกเซลล์ตบัเข้ำสู่กระแสเลือด ส ำหรับเอนไซม์ AST 
ยงัพบได้ในเซลล์ชนิดอ่ืน เช่น เซลล์กล้ำมเนือ้หวัใจ เซลล์กล้ำมเนือ้ลำยของร่ำงกำย ดงันัน้จึงอำจ
พบสงูขึน้ได้ในโรคท่ีไม่เก่ียวกบัตบั  ในขณะท่ีกำรตรวจวดัเอนไซม์ ALP และ GGT จะเป็นกำรวดั
กำรท ำงำนของระบบทำงเดินน ำ้ดีว่ำมีกำรอุดตนัหรือไม่  หำกมีกำรตีบตันของท่อน ำ้ดีจะท ำให้
เอนไซม์ทัง้สองชนิดสงูขึน้ โดย GGT เป็นกำรตรวจเสริมท่ีช่วยยืนยนัว่ำระดบั ALP ท่ีสูงขึน้มำจำก
โรคตบัและทำงเดินน ำ้ดี เพรำะ GGT จะไม่เพิ่มขึน้ในโรคของกระดกู รก และล ำไส้  อย่ำงไรก็ตำม
กำรตรวจหน้ำท่ีของตบัอำจจะไม่สำมำรถแยกโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัออกจำกภำวะ severe neonatal 
hepatitis ได้อยำ่งชดัเจน เน่ืองจำกกำรตรวจทำงห้องปฏิบตัิกำรทัง้หมดยงัไม่สำมำรถท่ีจะบง่ชีก้ำร
เป็นโรคได้อย่ำงถูกต้อง กำรตรวจวินิจฉัยท่ีดีท่ีสุดคือกำรท ำ intraoperative cholangiography 
(IOC) [29] 

 กำรตรวจวินิจฉัยอ่ืนๆ เช่น กำรตรวจวัดอัลบูมินในเลือด เน่ืองจำกอัลบูมินเป็นโปรตีน
ส ำคญัท่ีตบัสร้ำงขึน้ ดงันัน้ ถ้ำระดบัอลับมูินลดลง โดยท่ีผู้ ป่วยนัน้ไม่ได้ขำดอำหำร ก็บง่ชีถ้ึงสภำพ
หน้ำท่ีของตบัท่ีเส่ือมลง กำรวดัเวลำกำรแข็งตวัของเลือดนิยมเรียกกนัว่ำ prothrombin time (PT) 
โดยส่วนใหญ่ส่วนประกอบท่ีท ำให้เลือดแข็งตวัเป็นโปรตีนท่ีสร้ำงโดยตบั ดงันัน้ผู้ ป่วยโรคตบัท่ีตบั
เส่ือมสภำพ กำรท ำหน้ำท่ีสร้ำงโปรตีนเหล่ำนีจ้ะลดลงท ำให้เลือดใช้เวลำแข็งตวันำนขึน้ นอกจำกนี ้
อำจท ำกำรตรวจดเูชือ้ไวรัสในกระแสเลือดหรือกำรตรวจ blood culture เพ่ือดกูำรติดเชือ้แบคทีเรีย
ในกระแสเลือด เป็นต้น 
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ตำรำงท่ี 1 กำรตรวจวดัคำ่ทำงชีวเคมีในกำรคดักรองผู้ ป่วยท่ีมีอำกำรของโรค   
ทอ่น ำ้ดีตีบตนั [26] 

Typical concentration  
at presentation  

 Normal range 
  

Bilirubin (µmol/L)  >100  <20 
Alkaline Phosphatase (IU/L)  >600  <500 
Gamma-glutamyl transferase (IU/L)  >100  20-40 
Aspartate aminotransferase (U/L)  80-200  15-40 
Alanine aminotransferase (U/L)  80-200  10-55 
Albumin (g/L)  Normal at presentation  37-56 
Prothrombin time (s)  Normal at presentation  9-13 

กำรตรวจสอบทำงด้ำนรังสีวิทยำ  

กำรทดสอบทำงอลัตรำซำวนด์ (Abdominal ultrasonography) เป็นกำรตรวจ
โดยใช้คล่ืนเสียงควำมถ่ีสงู เพ่ือตรวจดตูบั ถงุน ำ้ดี และท่อน ำ้ดี เป็นวิธีท่ีใช้บอ่ยท่ีสดุในกำรวินิจฉัย
เด็กท่ีเป็น cholestatic jaundice ซึ่งจะสำมำรถพบ cystic structure ในผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดี
โป่งพอง (choledochal cyst) หรือโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัชนิดท่ี 1 วิธีนีเ้ป็นกำรตรวจวินิจฉัยท่ีมีควำม
รวดเร็วสำมำรถแสดงให้เห็นว่ำมีหรือไม่มีถงุน ำ้ดีซึ่งสำมำรถใช้เป็นข้อมลูในกำรบ่งชีภ้ำวะของโรค
ท่อน ำ้ดีตีบตนัได้ นอกจำกนีย้งัสำมำรถบอกกำรขำดหำยไปหรือกำรหดตวัของถงุน ำ้ดี กำรพบว่ำ 
ถงุน ำ้ดีมีขนำดเล็กลงหลงัทำนนมบง่บอกวำ่ไมใ่ช่ทอ่น ำ้ดีตีบตนั ส ำหรับลกัษณะจ ำเพำะของโรคท่อ
น ำ้ดีตีบตนัคือ พบก้อนสำมเหล่ียม (triangular cord) บริเวณขัว้ตบั อย่ำงไรก็ตำมมีข้อน่ำสงัเกต
คือกำรไม่พบลกัษณะ intrahepatic bile duct dilatation ในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ียงัไม่ได้รับ
กำรผ่ำตดัรักษำ นอกจำกนีก้ำรตรวจด้วยวิธี ultrasonography ยงัสำมำรถใช้ในกำรบง่ชีรู้ปแบบ
ของโรค polysplenia (preduodenal portal vein, interrupted inferior vena cava (IVC)) ผลกำร
ทดสอบทำง ultrasonography ร่วมกบัอำกำรทำงคลินิกและกำรตรวจวินิจฉัยทำงห้องปฏิบตัิกำร
จะเป็นกำรบง่บอกภำวะของโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัได้ถกูต้องและมีควำมแมน่ย ำขึน้  [30]  
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กำรท ำ Hepatobiliary scintigraphy  

กำรตรวจทำงเวชศำสตร์นิวเคลียร์ในระบบตบัและทำงเดินน ำ้ดี (Hepatobiliary 
scintigraphy) เป็นกำรศึกษำควำมสำมำรถของตบัในกำรผลิตน ำ้ดี กำรไหลของน ำ้ดี และกำร   
อดุตนัของระบบทำงเดินน ำ้ดี โดยใช้สำรเภสชัรังสี technetium-labelled isotope ร่วมกบัอนพุนัธ์
ของ iminodiacetic acid (IDA) สำรนีเ้ม่ือเข้ำสู่กระแสเลือดจะถกูจบัโดยเซลล์ตบั (hepatocyte) 
และขบัถ่ำยออกสู่ทำงเดินน ำ้ดีและล ำไส้เล็กส่วน duodenum วิธีนีมี้ควำมแม่นย ำค่อนข้ำงสูง
สำมำรถวิเครำะห์ได้ว่ำ isotope ผ่ำนลงมำในล ำไส้เล็กหรือไม่ ถ้ำสำร isotope ผ่ำนลงมำในล ำไส้
ได้ก็มัน่ใจได้ว่ำผู้ ป่วยท่ีตวัเหลืองนัน้ไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั แตถ้่ำไม่พบสำร isotope ลง
มำใน  ล ำไส้เล็กก็ยงัไม่สำมำรถแยกโรค neonatal hepatitis ออกไปได้ เน่ืองจำกบำงครัง้ในภำวะ
ท่ีหน้ำท่ีตบัเสียไปมำก เช่น ภำวะ severe neonatal hepatitis เซลล์ตบัไม่สำมำรถก ำจดัสำร 
isotope ลงมำในล ำไส้เล็กได้มำกพอท่ีจะถกูตรวจวดัได้ [30]  

กำรท ำ Intraoperative cholangiography (IOC)  

 เป็นวิธีมำตรฐำนในกำรยืนยนักำรวินิจฉัย ในกรณีท่ีกำรตรวจทำงห้องปฏิบตัิกำร
อ่ืนข้ำงต้นไม่สำมำรถแยกโรค neonatal hepatitis ออกไปได้ กำรท ำ IOC เป็นกำรผ่ำตดัแบบ 
mini-exploratory laparotomy เพ่ือฉีดสำรทึบรังสีเข้ำทำงถงุน ำ้ดี ควรท ำ coagulogram เพ่ือ
ประเมินสภำพของตบัและกำรแข็งตวัของเลือดก่อนกำรผ่ำตดั ส ำหรับในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั
ชนิดท่ี 3 ซึง่เป็นชนิดท่ีพบบอ่ยท่ีสดุประมำณร้อยละ 90 นัน้ถงุน ำ้ดีมกัจะมีขนำดเล็กจนไม่สำมำรถ
ฉีดสำรทบึรังสีได้แตใ่นบำงรำยก็อำจเห็นถงุน ำ้ดีในภำพเอกซเรย์ ซึ่งไม่มีทำงติดตอ่กบัทำงเดินน ำ้ดี
ท่ีตีบตนั ถ้ำพบว่ำผู้ ป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจำกกำรท ำ IOC ศลัยแพทย์ก็อำจพิจำรณำขยำย
แผลผำ่ตดัเพ่ือท ำกำรผำ่ตดัรักษำโรคทำงเดนิน ำ้ดีตีบตนัตอ่ไปได้เลย  

 นอกจำกนีย้งัมีกำรตรวจวิเครำะห์อ่ืนๆอีกแตไ่มย่งัไมเ่ป็นท่ีนิยมใช้กนัแพร่หลำย 
เชน่ กำรท ำ liver biopsy, magnetic resonanace cholangiopancreaticography (MRCP), 
endoscopic retrograde cholangio pancreaticography (ERCP), duodenal drainage test 
และ serum lipoprotein-X, [30] 
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กำรรักษำโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน 

แต่เดิมท่อน ำ้ดีตีบตนัไม่สำมำรถผ่ำตดัรักษำได้ จนกระทัง่ในปลำยปี ค.ศ.1959 
ได้มีกำรคิดค้นวิธีกำรรักษำ hepatic portoenterostomy และรำยงำนครัง้แรกเป็นภำษำญ่ีปุ่ นโดย
นำยแพทย์ Morio Kasai ศลัยแพทย์ชำวญ่ีปุ่ น เขำได้ท ำกำรตรวจทำง microscopic ท่ีท่อน ำ้ดีของ
เด็กทำรกท่ีป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท ำให้เขำพบว่ำมีรูท่ีบริเวณ portal hepatis เป็นจ ำนวนมำก 
กำรเปิดรูเหล่ำนีโ้ดยกำรผ่ำตดัเอำส่วนของ extrahepatic biliary ท่ีเกิดกำรตีบตนัออก ซึ่งจะส่งผล
ให้มีกำรระบำยน ำ้ดีให้ซึมออกมำได้ กำรผ่ำตดันีจ้ะส่งผลดีต่อผู้ ป่วยโดยเฉพำะอย่ำงยิ่งผู้ ป่วยท่ี
ได้รับกำรรักษำภำยในระยะเวลำ 8 สปัดำห์นบัตัง้แต่แรกคลอด ต่อมำมีรำยงำนวิธีกำรผ่ำตดั
ดงักล่ำวเป็นภำษำเยอรมนัและภำษำองักฤษ กำรรำยงำนครัง้แรกๆยงัไม่เป็นท่ียอมรับ จนกระทัง่
เกือบ 20 ปีให้หลงัจงึจะเป็นท่ียอมรับทัว่โลกและให้เกียรตเิรียกวำ่ Kasai operation  

 

 
รูปภำพท่ี 2 ลกัษณะกำรผ่ำตดัแบบคำไซ (ด้ำนซ้ำย) [31] กำรผ่ำตดัของโรค    

ทอ่น ำ้ดีตีบตนั (ด้ำนขวำ) [4]  
 
กำรจัดกำรเพ่ือรักษำผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัในปัจจุบนัมี 2 ขัน้ตอนด้วยกัน 

กลำ่วคือ ในชว่งแรกผู้ ป่วยจะได้รับกำรผ่ำตดัแบบคำไซ (Kasai portoenterostomy) เป็นกำรผ่ำตดั
เอำส่วน extrahepatic bile duct ท่ีตีบตนัออกแล้วจะใช้ล ำไส้ส่วน jejunum ประมำณ 30-40 
เซนตเิมตร ไปตอ่แทนทอ่น ำ้ดีบริเวณ portal hepatis เป็นกำรระบำยกำรไหลของน ำ้ดีท่ีสะสมอยู่ใน
ตบัลงสู่ล ำไส้เล็ก ปัจจัยท่ีเก่ียวข้องกับผลของกำรผ่ำตดัรักษำ ได้แก่ อำยุของผู้ ป่วยท่ีได้รับกำร
ผ่ำตดั ซึ่งเป็นปัจจยัหลกัท่ีส่งผลตอ่กำรรักษำ กำรได้รับกำรวินิจฉัยและกำรผ่ำตดัท่ีรวดเร็วท่ีสดุจึง
เป็นสิ่งท่ีจ ำเป็น โดยกำรตรวจดสีูอจุจำระ และวดัระดบั conjugated bilirubin เป็น 2 วิธีหลกัท่ี
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สมควรได้รับกำรประเมินในอนำคต นอกจำกนี  ้ชนิดของกำรตีบตัน ควำมรุนแรงของ fibrosis 
     ก็เป็นปัจจยัหนึง่ในกำรสง่ผลตอ่กำรรักษำ   

 กำรผ่ำตดัแบบคำไซเป็นกำรผ่ำตดัท่ีใช้เป็นมำตรฐำนในกำรรักษำอำกำรของโรค
ทอ่น ำ้ดีตีบตนั หำกกำรผำ่ตดัแบบคำไซล้มเหลว กลำ่วคือ น ำ้ดีไมส่ำมำรถท่ีจะไหลลงสู่ล ำไส้เล็กได้ 
หรือผู้ ป่วยมีภำวะแทรกซ้อนเกิดภำวะตบัแข็ง เช่น hepatopulmonary syndrome วิธีเดียวท่ี
สำมำรถท ำให้ผู้ ป่วยมีชีวิตรอดตอ่ไปได้คือ กำรรักษำโดยกำรผ่ำตดัปลกูถ่ำยตบั (liver transplant)  
ซึ่งโดยปกติจะกระท ำก่อนผู้ ป่วยอำย ุ2 ปี [3] ดงันัน้กำรรักษำในขัน้ตอนท่ี 2 คือ กำรผ่ำตดัปลูก
ถ่ำยตบั แตม่กัประสบกบัปัญหำด้ำนค่ำใช้จ่ำยท่ีสูงมำกและมีหน่วยบริกำรท่ีค่อนข้ำงจ ำกัดท ำให้
ผู้ ป่วยจ ำนวนมำกต้องเสียชีวิตเน่ืองจำกภำวะแทรกซ้อนท่ีเกิดจำกภำวะตบัแข็ง  เช่น ภำวะ
เลือดออกจำกเส้นเลือดขอดบริเวณหลอดอำหำร (esophageal varices) ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั
ท่ีไมไ่ด้รับกำรรักษำอยำ่งถกูวิธีอำจจะท ำให้เกิดภำวะตบัวำย (liver failure) ภำยใน 1-2 ปี 

อตัรำกำรรอดชีวิตของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัพบว่ำผู้ ป่วยจะมีอตัรำกำรรอดชีวิต
มำกขึน้ภำยหลงัจำกกำรได้รับกำรผ่ำตดัแบบคำไซประมำณร้อยละ 45-60 ภำยในระยะ 5 ปี และ
ร้อยละ 25-35 ภำยในระยะ 10 ปี ซึ่งผู้ ป่วยท่ีได้รับกำรรักษำโดยกำรผ่ำตดัแบบคำไซอำจจะพบ
อำกำรข้ำงเคียง เช่น ภำวะท่อน ำ้ดีอกัเสบ (cholangitis) ซึ่งพบประมำณร้อยละ 50 และภำวะ
ควำมดนัในหลอดเลือดด ำพอร์ตลัสงู (portal hypertension) ซึ่งพบมำกกว่ำร้อยละ 60 ในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีได้รับกำรรักษำโดยกำรผำ่ตดัแบบคำไซ  

 
รูปภำพท่ี 3 อตัรำกำรรอดชีวิตของผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [26] 
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สำเหตขุองกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน 

ถึงแม้วำ่หลำยปีท่ีผำ่นมำจะมีกำรศกึษำหำสำเหตขุองกำรเกิดโรคอยำ่งจริงจงั แต ่
ในปัจจบุนัก็ยงัไมมี่ทฤษฎีใดท่ีได้รับกำรยืนยนัวำ่เป็นสำเหตท่ีุแท้จริงของกำรเกิดโรค จำกกำรศกึษำ
ท่ีผ่ำนมำเช่ือว่ำสำเหตุของกำรเกิดโรคเกิดจำกหลำยๆปัจจัยเข้ำด้วยกัน ซึ่งได้แก่ defective 
morphogenesis/genetic factor,  vascular abnormalities, viral infection, toxin exposure 
และ immune mechanisms [31]    

 รูปภำพที่  4 ควำมสัมพันธ์ของปัจจัยต่ำงๆท่ีอำจเป็นสำเหตุของกำรเกิด          
โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [26] 

 ส ำหรับกำรศึกษำข้อมูลทำงพนัธุกรรมกับควำมสัมพนัธ์กับกำรเกิดโรค โดยจำก
กำรศกึษำ identical twins พบวำ่มีเพียง 1 ใน 2 คนเท่ำนัน้ท่ีเป็นโรคนี ้(discordant) อีกทัง้กำรเกิด
โรคนีใ้นครอบครัวเดียวกนัเป็นไปได้ยำกมำก [32-33] ซึ่งเป็นสิ่งท่ีบง่ชีไ้ด้ว่ำโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัไม่จดั
ว่ำเป็นโรคถ่ำยทอดทำงพันธุกรรมตำมกฎของเมนเดล ส ำหรับในประเทศไทยได้มีกำรศึกษำใน
ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีเป็นแฝดจ ำนวนทัง้หมด 8 รำย พบว่ำผู้ ป่วยทกุรำยท่ีเป็นแฝดจะเป็นโรค
ท่อน ำ้ดีตีบตนัเพียง 1 รำย (discordant) โดยท่ีแฝดอีกคนมีลกัษณะท่ีปกติ ในกลุ่มตวัอย่ำงท่ี
ท ำกำรศกึษำมีแฝด 1 คู ่ท่ีมีลกัษณะ dizygotic twin และแฝดจ ำนวน 6 คู ่พบว่ำมีหมู่เลือด ABO 
หมู่เดียวกนั และแฝด 2 คู ่ในกลุ่มนีพ้บว่ำมีหมู่เลือด minor ท่ีเหมือนกนั (Dec, MM และ Le a-b-) 
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ส ำหรับแฝดทำรกคูส่ดุท้ำยได้พิสจูน์โดยใช้วิธี short tandem repeat (STR) ในพ่อ แม่และแฝด 
พบว่ำแฝดทัง้ 2 รำยนีน้่ำจะเป็น monozygotic twin (โอกำสเกิดมำกกว่ำร้อยละ 99.99) ผล
กำรศกึษำดงักลำ่วสนบัสนนุแนวคดิท่ีว่ำโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัเป็นโรคท่ีเกิดขึน้หลงัคลอดมำกกว่ำท่ีจะ
เป็นโรคท่ีมีกำรถ่ำยทอดทำงพันธุกรรมโดยตรง [34] แต่ถึงอย่ำงไรก็ตำมปัจจยัทำงพนัธุกรรมก็
อำจจะมีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบักำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัโดยเกิดร่วมกบัปัจจยัในด้ำนอ่ืนๆ  

ทฤษฎีท่ีเก่ียวข้องกบัสำเหตกุำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัในปัจจบุนัมี 5 ทฤษฎี มี
รำยละเอียดดงันี ้[31] 

1. Defective morphogenesis - genetic factors  

เช่ือว่ำสำเหตขุองกำรเกิดโรคในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัประเภท foetal form เกิด
จำกควำมผิดปกติของกระบวนกำร morphogenesis ของ biliary tree พบประมำณ 10-20% ของ
ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน จะมีอำกำรควำมผิดปกติตัง้แต่ก ำเนิดอ่ืนๆร่วมด้วย เช่น splenic 
abnormalities (asplenia,polysplenia), total หรือ partial situs inversus, mediopositioned 
liver, intestinal malrotation, atretic inferior vena cava, preduodenal portal vein และ 
congenital heart defects กลุ่มอำกำรดงักล่ำวเรียกว่ำ BASM syndrome ซึ่งเกิดจำกควำม
ผิดปกตใินระยะ embryogenesis จำกกำรศกึษำกำรกลำยพนัธุ์ในยีนของหนพูบควำมผิดปกติของ 
visceral organ symmetry ในโรค polysplenia syndrome [35] และโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั เน่ืองจำก
เกิด recessive insertional mutation บริเวณ proximal ในโครโมโซมคูท่ี่ 4 และเกิดกำรกลำยพนัธุ์
แบบ complete deletion ในยีน Inversion (INV) ในหนทูดลองมีผลท ำให้เกิดควำมผิดปกติของ 
hepatobiliary system  [36-37] จำกสำเหตดุงักล่ำวท ำให้ Schon et al. [38] ได้ท ำกำรวิเครำะห์
ยีน INV ในมนุษย์ ผลกำรศึกษำพบว่ำไม่พบกำรกลำยพนัธุ์ของยีน INV ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค           
ทอ่น ำ้ดีตีบตนัรวมถึงในกลุ่ม BASM ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำยีน INV ไม่มีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบักำร
เกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ส ำหรับกำรศกึษำของ Bamford et al. [39] ท่ีได้ท ำกำรศกึษำยีนท่ีเก่ียวข้อง
กบักำรเกิด situs defect พบว่ำยีน CFC1 ซึ่งจะถอดรหสัเป็นโปรตีน CRYPTIC เกิดกำรกลำยพนัธุ์
ลกัษณะ heterozygous mutations ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั 9 รำยใน 144 รำย ท่ีมี
ลกัษณะอำกำรของโรค polysplenia syndrome เกิดร่วมด้วย ในเวลำถดัมำ Jacquemin et al. 
[40] ได้ท ำกำรศกึษำกำรกำรกลำยพนัธุ์ของยีน CFC1 ลกัษณะ heterozygous gene mutation 
ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีควำมสัมพนัธ์กันทำงสำยเลือดจ ำนวน 2 รำย ซึ่งประกอบด้วยผู้ ป่วยท่ีเป็น 
laterality defect และผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั โดยได้รับกำรถ่ำยทอดลกัษณะทำงพนัธุกรรมจำก
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มำรดำท่ีมีสุขภำพดี จำกลกัษณะดงักล่ำว Jacquemin et al. จึงได้ข้อสรุปว่ำยีน CFC1 มี
ควำมสัมพันธ์เก่ียวข้องกับกำรก่อให้เกิดพยำธิสภำพของโรค และเม่ือไม่นำนมำนีพ้บกำร        
กลำยพนัธุ์บน exon 5 ของยีน CFC1 ท ำให้เกิดกำรเปล่ียนกรดอะมิโนแบบแทนท่ี (Ala145Thr) ใน
เด็ก 5 รำย จำกทัง้หมด 10 รำย ในกลุ่ม BASM [11] จึงเป็นไปได้ว่ำ กำรกลำยพนัธุ์ของยีน CFC1 
แบบ  heterozygous gene mutation มีควำมเก่ียวข้องกบักำรเกิด BASM แตถ่ึงอย่ำงไรก็ตำม 
สำเหตขุองกำรเกิดโรคประกอบด้วยหลำยปัจจยั ทัง้จำกสิ่งแวดล้อมและปัจจยัทำงพนัธุกรรมท่ีช่วย
สง่เสริมท ำให้เกิดโรค  

นอกจำกนีย้งัมีรำยงำนกำรศกึษำของ Kohsaka et al. [41] ท่ีได้ท ำกำรศกึษำ
บทบำทของยีน JAGGED1 ท่ีแสดงออกใน ductal plate epithelia และยีน HNF6 ส ำหรับยีน 
JAGGED1 จดัเป็น nuclear transcription factor ใน Notch signaling pathway ซึ่งส ำคญัตอ่ 
cell fate ระหว่ำงกำรเจริญเติบโตท่ีแสดงออกในช่วงกำรพฒันำของ extrahepatic bile duct และ 
gall bladder ผลกำรศกึษำพบว่ำผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 9 รำย จำกทัง้หมด 102 รำย มี
กำรกลำยพนัธุ์ของยีน JAGGED1 ในลกัษณะ missense mutations ซึ่งพบว่ำผู้ ป่วยท่ีมีกำรกลำย
พนัธุ์ของยีนดงักล่ำว จะมีอำกำรท่ีแย่กว่ำผู้ ป่วยท่ีไม่พบกำรกลำยพนัธุ์ของยีนดงักล่ำว และจำก
กำรศกึษำของ Clotman et al. [42] เขำได้ท ำกำร knockout ยีน Hnf6 ในหนพูบว่ำหนจูะเกิดควำม
ผิดปกติของ hepatic artery ตอ่มำ Campbell et al. [43]  พบว่ำผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัมี
ปริมำณ alpha-1-antitrypsin (A1AT) heterozygosity สงูขึน้อย่ำงมีนยัส ำคญัเม่ือเทียบกบักลุ่ม
ปกติ ซึ่งในผู้ ป่วยกลุ่มนี ้อลัลีล non-M นัน้มีควำมสมัพนัธ์กับควำมเป็นไปของโรคอย่ำงรวดเร็ว 
และเป็นสำเหตุให้ผู้ ป่วยต้องกำรกำรผ่ำตัดปลูกถ่ำยตับ ดังนัน้ จึงกล่ำวได้ว่ำ  A1AT 
heterozygosity สนบัสนุนควำมรุนแรงของโรค อย่ำงไรก็ตำมต้องได้รับกำรศึกษำเพิ่มเติมเพ่ือ
ยืนยนักำรค้นพบนีต้อ่ไป 
  คณุสมบตัิทำงจุลกำยวิภำคของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัคล้ำยคลึงกับควำมผิดปกติท่ี
เรียกว่ำ ductal plate malformation syndrome ซึ่งรวมถึง congenital hepatic fibrosis และ 
Caroli syndrome ซึ่งรำยงำนในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัประเภท foetal form [44] แสดงให้เห็นว่ำ
ควำมผิดปกติของ hepatocyte growth factor ในช่วงเวลำท่ีส ำคญัของ mesenchymal หรือ 
epithelial signallingหรือควำมผิดปกติของระบบ intracellular adhesion อ่ืนๆอำจจะมีส่วนร่วม
ในกำรก่อโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัประเภทนี ้แตอ่ย่ำงไรก็ตำมจำกกำรศกึษำของ Hinds et al. [45] ท่ีได้
ท ำกำรศกึษำในผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 9 รำย ซึง่ 1 รำยมีอำกำรในกลุ่ม BASM และไม่พบ
ลกัษณะทำงจลุกำยวิภำคของ ductal plate malformation ในผู้ ป่วยกลุม่นี ้ 
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2. Vascular abnormalities 

สมมติฐำนนีร้ำยงำนโดย Klippel [46] เช่ือว่ำระบบ intrahepatic bile duct และ 
extrahepatic bile duct ได้รับเลือดจำกระบบหมนุเวียนเลือดของ hepatic artery โดยเฉพำะ 
ดงันัน้ถ้ำหำกระบบ hepatic artery ได้รับควำมเสียหำยอำจจะส่งผลท ำให้เกิด hepatic arterial 
ischemia จนเป็นสำเหตทุ ำให้มีกำรตีบตนัของทำงเดินน ำ้ดีในช่วงหลงัจำกกำรผ่ำตดัปลกูถ่ำยตบั 
ซึ่งจำกกำรศกึษำก่อนหน้ำนีข้อง Pickett et al. [47] ได้ท ำกำรทดลองผกู hepatic vessels ของ
แกะในระยะ fetus แล้วเป็นผลท ำให้แกะมีกำรคัง่ของน ำ้ดี ผลท่ีได้สอดคล้องกบักำรศกึษำตอ่มำ
ของ Ho et al. ท่ีสงัเกตลกัษณะบริเวณ extrahepatic biliary tree ในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั
พบว่ำผู้ ป่วยมีควำมผิดปกติของแขนงหลอดเลือด hepatic artery [48] จำกกำรสงัเกตดงักล่ำวจึง
ได้อธิบำยได้ว่ำควำมผิดปกติของหลอดเลือดมีผลท ำให้เกิดควำมเสียหำยขึน้ในผู้ ป่วยโรค          
ท่อน ำ้ดีตีบตนั แต่กระบวนกำรเกิดยงัไม่สำมำรถอธิบำยได้อย่ำงชดัเจน และจำกกำรศึกษำท่ี
น่ำสนใจของ Clotman et al. [49] ได้ท ำกำรศึกษำเก่ียวกับยีน HNF6          nuclear 
transcription factor ท่ีมีกำรแสดงออกเพ่ือควบคมุในกำรพฒันำ intrahepatic bile duct และ   
ถงุน ำ้ดี จำกกำรศกึษำพบว่ำ ในหนท่ีู knockout     hnf6 หรือหนท่ีูไม่มียีน hnf1 จะเป็นสำเหตุ
ของ ductal plate malformation ร่วมกบัควำมผิดปกติของแขนงหลอดเลือดจึงเป็นกำรยืนยนัถึง
ควำมเก่ียวข้องกนัระหวำ่งโครงสร้ำงของหลอดเลือดกบักำรพฒันำของ intrahepatic bile duct  

3. Viral infection 

 จำกกำรศกึษำทำงเนือ้เย่ือวิทยำพบว่ำสำเหตขุองกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัน่ำจะ
เกิดจำกกำรติดเชือ้หรือได้รับกำรสมัผสักบัสิ่งแวดล้อมท่ีมีกำรปนเปือ้น infectious agent [24] 
นอกจำกนีจ้ำกกำรศึกษำท ำกำรทดลองฉีดไวรัสเข้ำไปในหนูท่ีเพิ่งเกิดใหม่เพ่ือให้เกิดกำรติดเชือ้
พบว่ำหนสูร้ำง lesion ท่ีคล้ำยคลึงกบัโรคท่อน ำ้ดีตบัตนั [50] ในปี ค.ศ. 1974 Bejamin Landing 
[51] นกัพยำธิวิทยำโรคเด็กได้เสนอแนวคิดว่ำโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจดัเป็นโรค idiopathic neonatal 
hepatitis และโรค choledochal cyst ซึ่งเป็นโรคท่ีมีผลจำกกำรได้รับกำรบำดเจ็บท่ีบริเวณ 
hepatobiliary tree ท่ีแตกตำ่งกนั นอกจำกนี ้Bejamin Landing ได้เสนอและคิดค้นค ำว่ำ infatile 
obstructive cholangiopathies แต่อย่ำงไรก็ตำมสิ่งท่ี Bejamin Landing พบว่ำสำเหตขุองโรค  
ท่อน ำ้ดีตีบตนัน่ำจะเก่ียวข้องกบัโรคไวรัสตบัอกัเสบ แตจ่ำกกำรศกึษำตอ่มำพบว่ำไวรัสตบัอกัเสบ
ทัง้ชนิด เอ บี และซี ไม่มีควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ท ำให้ในปัจจบุนักำรศกึษำหำ
สำเหตขุองกำรเกิดโรคจงึมุง่ศกึษำท่ีไวรัสชนิดอ่ืน  
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 จำกรำยงำนกำรศกึษำพบไวรัสหลำยชนิดท่ีอำจเก่ียวข้องกบักำรเกิดพยำธิสภำพ
ของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั เช่น Reovirus, Rotavirus, Cytomegalovirus [52-53], Human papilloma 
virus [54-55], Human herpesvirus 6 [53] และ Epstein-Barr virus [56] แตไ่วรัสท่ีได้รับควำม
สนใจท่ีจะศึกษำเป็นอย่ำงมำกในช่วงหลำยปีท่ีผ่ำนมำ คือ Reovirus, Rotavirus [57] และ 
Cytomegalovirus  

3.1 Reovirus  
 เป็นไวรัสท่ีมีสำรพันธุกรรมชนิด RNA สำยคู่ จัดอยู่ในวงศ์ Reoviridae จำก

รำยงำนกำรศึกษำพบว่ำเม่ือมีกำรติดเชือ้ reovirus ในหนู จะท ำให้เกิดกำรอักเสบบริเวณ 
intrahepatic bile duct และ extrahepatic bile duct รวมไปถึงกำรติดเชือ้บริเวณอวยัวะตบัซึ่ง
ลกัษณะกำรอกัเสบดงักล่ำวคล้ำยกบัอำกำรของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั [58] และรอย lesion ท่ีเกิดขึน้
จะยงัคงแสดงให้เห็นอยู่ภำยหลงัจำกกำรได้รับเชือ้ แม้ว่ำจะไม่สำมำรถตรวจพบ antigen ของเชือ้ 
reovirus แล้วก็ตำม จำกกำรศกึษำของ Morecki et al. [59] ในปี ค.ศ. 1982  ในกำรตรวจวดั
ปริมำณแอนติบอดีชนิด IgG ตอ่เชือ้ reovirus ในซีรัมของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัด้วยวิธี indirect 
immunofluorescence พบว่ำผู้ ป่วยจ ำนวน 9 รำย จำกทัง้หมด 15 รำย ท่ีมีแอนติบอดีต่อเชือ้ 
reovirus และไม่พบแอนติบอดีดงักล่ำวในกลุ่มควบคมุ ตอ่มำผู้วิจยักลุ่มเดียวกนันีย้งัได้ค้นพบอีก
วำ่ จำกกำรติดตำมผลในทำรกท่ีมีภำวะคัง่ของน ำ้ดีจ ำนวน 167 รำย ตรวจพบแอนติบอดีของเชือ้ 
reovirus ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัประมำณร้อยละ 62 พบในกลุ่ม idiopathic neonatal 
Hepatitis ประมำณร้อยละ 52 และ พบในกลุ่มปกติหรือกลุ่มโรคอ่ืนๆท่ีมีภำวะคัง่ของน ำ้ดีท่ีใช้เป็น
กลุ่มควบคมุน้อยกว่ำร้อยละ 12 [60] แตโ่รคเหล่ำนีใ้นช่วงต้นกำรศกึษำจะถกูจ ำกดัด้วยควำมจริง
ท่ีว่ำส่วนใหญ่ของ IgG ใน 6 เดือนแรกของเด็กจะได้รับมำจำกมำรดำโดยผ่ำนทำงรก ซึ่งอำจไม่ได้
สะท้อนให้เห็นถึงกำรติดเชือ้ reovirus อย่ำงแท้จริง นอกจำกนี ้ Richardson et al. [61] ได้ท ำกำร
ทดลองแล้วตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgM ของเชือ้ reovirus ในทำรกท่ีมีภำวะคัง่ของน ำ้ดี เช่น โรค
ท่อน ำ้ดีตีบตนั idiopathic neonatal hepatitis และโรคขำด A1-antitrypsin เป็นต้น ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่ำ
กำรติดเชือ้ reovirus ไม่ได้เกิดเฉพำะในโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัเท่ำนัน้  นอกจำกนีจ้ำกกำรศึกษำของ 
Tyler et al. [62] ตรวจพบสำรพนัธุกรรม ชิน้ส่วนของยีน L1 ของเชือ้ reovirus ในชิน้เนือ้ตบัท่ีแช่
แข็ง จำกถุงน ำ้ดี หรือจำก bile duct remnants ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั แต่ในขณะท่ี
กำรศกึษำของ Steele et al. [63] ตรวจไม่พบอำร์เอ็นเอของ reovirus ชิน้ส่วน M3 ในเนือ้เย่ือตบั
ของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 14 รำย จำกข้อมูลข้ำงต้น แสดงให้เห็นถึงควำมขดัแย้งกัน 
และจำกกำรศึกษำต่อมำในประเทศญ่ีปุ่ น [64] รำยงำนว่ำไม่สำมำรถตรวจพบอำร์เอ็นเอของเชือ้ 
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reovirus ส่วนยีน L1 ทัง้ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตันและในกลุ่มควบคุม ซึ่งเป็นไปได้ว่ำ
ประชำกรท่ีใช้ศกึษำในญ่ีปุ่ นอำยเุฉล่ียเทำ่กบั           ซึ่งตำ่งจำกกำรศกึษำก่อนหน้ำนีข้อง Tyler 
et al. [62]  ท่ีศกึษำในกลุ่มประชำกรท่ีมีอำยเุฉล่ียเพียง 2.2       ท ำให้กำรตรวจวดักำรติดเชือ้
ไวรัสอำจไม่ได้ผลเพรำะร่ำงกำยสำมำรถก ำจัดเชือ้ไวรัสออกจำกตบัและระบบทำงเดินน ำ้ดีได้
ภำยในไม่ก่ีสปัดำห์ภำยหลงัจำกติดเชือ้ไวรัส นอกจำกนีย้งัมีรำยงำนกำรทดลองตรวจพบ antigen 
ของเชือ้ reovirus ท่ีบริเวณ bile duct remnants ของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั [59,65] และตรวจ
พบ antigen ของเชือ้ reovirus ในลกูลิง rhesus เช่นเดียวกนั [66] นอกจำกนีก้ำรศกึษำของ 
Steele et al. [67] ท่ีได้ท ำกำรตรวจวิเครำะห์ดกูำรแสดงออกของ mRNA ของเชือ้ reovirus ใน
เนือ้เย่ือตบัของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 14 รำย เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ
จ ำนวน 16 รำย โดยใช้วิธี nested reverse transcriptase-polymerase chain reaction         
(RT-PCR) ผลจำกกำรศกึษำพบว่ำไม่มีกำรแสดงออกของ mRNA ของเชือ้ reovirus ในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน ำ้ดีตีบตนั จำกผลท่ีแตกตำ่งกนัอำจเป็นไปได้ว่ำ เกิดจำกวิธีกำรเตรียมเนือ้เย่ือ ขัน้ตอนใน
กำรสกดัอำร์เอ็นเอ และกำรเลือกใช้ PCR-primer ท่ีใช้ในกำรตรวจสอบยีนของเชือ้ reovirus ท่ี
แตกตำ่งกนั และถ้ำเชือ้ reovirus มีควำมเก่ียวข้องกบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ในกำรศกึษำเชือ้
ไวรัสชนิดนีจ้ะต้องมีวิธีกำรตรวจวิเครำะห์ท่ีมีประสิทธิภำพท่ีดีและมีควำมเหมำะสม รวมทัง้ต้องมี
เกณฑ์ในกำรคดัเลือกกลุม่ตวัอยำ่งท่ีจะน ำมำใช้ในกำรศกึษำและจ ำนวนท่ีใช้ในกำรศกึษำจะต้องมี
ปริมำณท่ีมำกพอ 
  ส ำหรับกำรศกึษำในสตัว์ทดลอง ในช่วงต้นของปี ค.ศ. 1968 Papadimitriou [68] 
รำยงำนพยำธิสภำพของระบบทำงเดินน ำ้ดีในหนท่ีูติดเชือ้ reovirus serotype 3 พบเชือ้ reovirus 
เพิ่มจ ำนวนภำยในเซลล์เย่ือบผุิวท่อน ำ้ดีท ำให้เกิดกำรตำยของเย่ือบผุิวท่อน ำ้ดีแบบ necrosis  แต่
อยำ่งไรก็ตำมหนท่ีูติดเชือ้ reovirus ก็ยงัไม่สำมำรถใช้เป็นโมเดลในกำรศกึษำโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัได้ 
[69] 

 3.2 Rotavirus 
จำกกำรศกึษำของ Riepenhoff-Talty et al. [70] ได้ทดลองน ำเชือ้ rotavirus 

group A ฉีดเข้ำไปในหนเูพ่ือท ำให้เกิดกำรติดเชือ้ ผลกำรทดลองพบกำรตีบตนัของ extrahepatic 
bile duct ในหนแูละลกัษณะของเนือ้เย่ือของหนคูล้ำยกบัในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั หลงัจำกนัน้
Riepenhoff-Talty et al. [71] ได้น ำเนือ้เย่ือบริเวณ hepatobiliary จำกผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัมำ
วิเครำะห์หำเชือ้ rotavirus group C ด้วยวิธี RT-PCR ผลกำรศกึษำพบวำ่ผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั
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จ ำนวน 10 รำย จำกทัง้หมด 18 รำย มีกำรแสดงออกของ mRNA ของเชือ้ rotavirus group C และ
ไมพ่บกำรแสดงออกของ mRNA ของเชือ้ rotavirus group C ในกลุม่ควบคมุ  

3.3 Cytomegalovirus (CMV) 
  CMV เป็นไวรัสท่ีมีสำรพนัธุกรรมชนิดดีเอ็นเอ จดัอยู่ในวงศ์ Herpesviridae จำก

รำยงำนกำรศกึษำเช่ือว่ำสำเหตขุองกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัน่ำจะมีส่วนเก่ียวข้องกับกำรติดเชือ้
ไวรัส CMV [72-73] มีรำยงำนกำรศกึษำพบว่ำผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัส่วนใหญ่จะมีกำรติดเชือ้
ไวรัส CMV [74] จำกกำรศกึษำในประเทศสวีเดน โดย Fischler et al. [75] ตรวจพบแอนติบอดี
ชนิด IgM ของเชือ้ไวรัส CMV ในมำรดำของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั และพบสำรดีเอ็นเอของเชือ้
ไวรัส CMV ในเนือ้เย่ือตบัจ ำนวนคร่ึงหนึ่งของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ต่อมำในปี ค.ศ. 2005 
มีรำยงำนกำรตรวจพบดีเอ็นเอของเชือ้ไวรัส CMV ประมำณร้อยละ 30 ถึง 40 ในเนือ้เย่ือตบัแช่แข็ง
ของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัแต่ไม่พบในกลุ่มควบคมุ [56,76] แต่อย่ำงไรก็ตำมผลกำรทดลองมี
ควำมขัดแย้งกับกำรศึกษำก่อนหน้ำนีท่ี้ไม่สำมำรถตรวจพบสำรพันธุกรรมดีเอ็นเอของเชือ้ไวรัส 
CMV ในเนือ้เย่ือได้ [77] ส ำหรับบทบำทของไวรัส CMV กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัยงัคงต้อง
ได้รับกำรศึกษำต่อไป แต่ปัจจุบนัยงัไม่มีรำยงำนกำรใช้หนูท่ีติดเชือ้ CMV มำใช้เป็นโมเดลใน
กำรศกึษำโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั 

รูปภำพท่ี 5 ไวรัส และ T cell–mediated autoreactivity ตอ่กำรท ำลำยของ   
เย่ือบผุิวของทำงเดนิน ำ้ดีในโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [18] 
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4. Toxin exposure  

จำกกำรศกึษำของ Harper et al. [78] ท่ีได้ท ำกำรสงัเกตกำรเกิด outbreak ของ
โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัในลูกแกะและลูกววั ท่ีมีภำวะดีซ่ำน ถ่ำยเป็นสีขำว และตำยภำยในช่วงอำยุ 4 
สัปดำห์แรกของชีวิต โดยพบว่ำสำเหตุของกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจะเก่ียวข้องกับกำรได้รับ
สำรพิษหรือเชือ้รำจำกสิ่งแวดล้อมในช่วงแรกเร่ิมของกำรตัง้ครรภ์ ซึ่งสำรพิษหรือเชือ้ตำ่งๆจะมีผล
ท ำให้ชัน้ของ bile duct epithelia ท่ีอยู่ในชัน้ submucosa ได้รับบำดเจ็บแล้วส่งผลท ำให้เกิดกำร
ท ำลำยบริเวณ extrahepatic blie ducts แต่อย่ำงไรก็ตำมจนถึงปัจจุบนั ยงัไม่มีสำรพิษจำก
สิ่งแวดล้อมใดท่ีแสดงให้เห็นอย่ำงชดัเจนว่ำมีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั
ในมนษุย์นอกจำกเชือ้ไวรัส 

5. Immune mechanisms 

โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัอำจเป็นผลมำจำกกระบวนกำร primary inflammatory แล้ว
ส่งผลให้เกิดกำรตีบตนัของทำงเดินน ำ้ดี เน่ืองจำกมีรำยงำนพบ portal tract mononuclear cell 
แทรกซึมอยู่ในเนือ้ตบัของผู้ ป่วยเด็กโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั จำกกำรศึกษำของ Bill et al. [79] ได้
รำยงำนควำมสมัพนัธ์ระหว่ำง intramural mononuclear inflammatory cell กบักำรตำยแบบ 
necrosis ของเซลล์เย่ือบผุิวของ bile duct remnant ซึ่งได้รับกำรยืนยนัจำก Ohya et al. [80] โดย
พบว่ำกำรเปล่ียนแปลงของ intrahepatic bile duct เก่ียวข้องกบัเซลล์เม็ดเลือดขำวท่ีแทรกซึมไป
ในเซลล์เย่ือบผุิวของทอ่น ำ้ดี 

ส ำหรับกลไกท่ีเซลล์ในระบบ immune        น ำให้เกิดกำรท ำลำยท่อน ำ้ดียงัไม่
ทรำบแน่ชดั โดย Schreiber และ Kleinman [81] ได้อธิบำยว่ำหำกมีกำรติดเชือ้ไวรัสหรือได้รับ
สำรพิษท่ีบริเวณ biliary epithelium จะมีผลท ำให้เกิดกำรแสดงออกของแอนติเจนท่ีบริเวณ bile 
duct epithelium ซึง่ลกัษณะดงักลำ่วเกิดจำกกำรตอบสนองของ macrophage ตอ่กำรท ำงำนของ 
T lymphocyte เป็นสำเหตท่ีุท ำให้บริเวณ epithelial ได้รับควำมเสียหำย กำรพบระบบภูมิคุ้มกนัทัง้
แบบ innate immunity และ acquired immunity ในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัตัง้แตแ่รกคลอดเพ่ือ
ตอบสนองต่อแอนติเจนบริเวณ bile duct epithelium ท ำให้สำมำรถอธิบำยได้ว่ำเหตใุดโรค       
ทอ่น ำ้ดีตีบตนัจงึเกิดภำยใน 3 เดือนแรกของทำรกแรกเกิด นอกจำกนีย้งัมีกำรศกึษำยีนท่ีเก่ียวข้อง
กบักำรสร้ำง immune regulatory protein ท่ีควบคมุเก่ียวกบั susceptibility ของระบบภูมิคุ้มกนั
ในโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัและในโรคตบัท่ีมีสำเหตเุก่ียวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกนั เช่น โรค autoimmune 
hepatitis, primary sclerosing cholangitis และ primary biliary cirrhosis พบว่ำโรคเหล่ำนีมี้
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ควำมสมัพนัธ์กบั  HLA antigen ท่ีจ ำเพำะ โดยโมเลกลุ HLA จะมีหน้ำท่ีแสดง peptide antigen 
ให้กบั unprimed T lymphocyte  

จำกกำรศกึษำของ Silviara et al. [82] ได้พบว่ำสำเหตขุองกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบ
ตนัในผู้ ป่วยท่ีเป็นชำวยุโรปมีควำมสมัพนัธ์กับ allotype HLA-B12, haplotype A9-B5 และ 
haplotype A28 -B35 โดยพบในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัประมำณร้อยละ 49 และในกลุ่ม
ควบคมุประมำณร้อยละ 23 แตน่กัวิจยักลุ่มอ่ืนๆก็ไม่ได้สนใจท่ีจะศกึษำถึงควำมสมัพนัธ์ดงักล่ำว 
[83-84] ต่อมำนกัวิจยักลุ่มเดียวกันนีไ้ด้รำยงำนว่ำไม่พบควำมสมัพนัธ์ของระบบ HLA กบัโรคท่อ
น ำ้ดีตีบตัน [85] ส ำหรับผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตันท่ีเป็นชำวอียิปต์พบควำมสัมพันธ์ในลักษณะ 
haplotype HLA-B8 และ haplotype HLA-DR3 [86] แตอ่ย่ำงไรก็ตำม ยงัไม่มีรำยงำนสนบัสนุน
ถึงควำมสมัพนัธ์ของ HLA                         ำงชดัเจน ท ำให้นักวิจัยสนใจโมเลกุลอ่ืนใน
ระบบ immune ท่ีเก่ียวข้องกบัโรคตบัท่ีมีสำเหตเุก่ียวข้องกบัระบบภูมิคุ้มกัน  จำกกำรศึกษำของ 
Donaldson et al. [85]  ซึ่งไม่พบควำมสมัพนัธ์ของลกัษณะทำงพนัธุกรรม (polymorphism) ของ
ยีน HLA, Interleukin-1 และ interleukin-10 กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั เม่ือศกึษำในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 101 รำย                ลุ่ม             134 รำย แตอ่ย่ำงไรก็ตำม
กำรศกึษำจีโนมของระบบภูมิคุ้มกนั MHC class I และ MHC class II ยงัเป็นกำรศึกษำท่ีไม่
สมบรูณ์ เน่ืองจำกมียีนท่ีเก่ียวข้องกบั HLA มำกกวำ่ 100 ยีนในระบบจีโนมของมนษุย์ เป็นไปได้ว่ำ
อำจจะพบควำมสมัพนัธ์ของ HLA ตวัอ่ืนท่ีเก่ียวข้องกบักำรเกิดโรค 

จำกกำรศกึษำของ Davenport et al. [87] โดยท ำ Immunohistochemistry พบ 
CD4 T lymphocytes และ natural killer (CD56+) cells มำกมำยในตบัและ extrahepatic bile 
ducts ของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั   Bezerra et al. [88] ใช้เทคนิค DNA microarray ตรวจกำร
แสดงออกของยีนใน proinflammatory immunity ในผู้ ป่วยเด็กโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั พบว่ำ มีกำรเพิ่ม
กำรแสดงออกในยีนท่ีสร้ำง T-helper 1 cytokine เช่น interferon gamma และลดกำรแสดงออก
ในยีนท่ีสร้ำง  T-helper 2 cytokine  ซึ่งแสดงให้เห็นถึงบทบำทของ T-helper 1 cytokine กบักำร
เกิดพยำธิสภำพของโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั 

นอกจำกนีเ้ช่ือว่ำโรคท่อน ำ้ดีตีบตันอำจเกิดจำกกระบวนกำร autoimmune 
mediated process มีรำยงำนกำรศกึษำตรวจพบ anti neutrophil cytoplasmic antibodies [89] 
และ alpha-enolase antibodies ในซีรัมของผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั [90] สิ่งท่ีน่ำสนใจคือเม่ือ
ปัจจัยเส่ียงในเร่ืองของ autoimmunity มีควำมสัมพันธ์เก่ียวข้องกับควำมหลำกหลำยทำง
พนัธุกรรมของยีน ซึ่งท ำให้สำมำรถท ำนำยควำมเส่ียงในกำรก่อให้เกิดโรคในแต่ละบุคคลได้โดย
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อำศยัข้อมลูทำงพนัธุกรรมของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบ autoimmune disorder ได้โดยมีรำยงำน
กำรศกึษำของ Bernal et al. [91] ท่ีได้ท ำกำรศกึษำลกัษณะทำงพนัธุกรรม (polymorphism) ของ
ยีน transforming growth factor beta (TGF-β) พบว่ำลกัษณะ polymorphism ในยีน TGF-β มี
ควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับควำมเส่ียงในกำรเกิดโรค primary sclerosing cholangitis ผลท่ีได้
สอดคล้องกบักำรศกึษำใน 2 ปีถดัมำของ Mitchell et al. [92]  ท่ีได้ท ำกำรศกึษำลกัษณะทำง
พนัธุกรรมของยีน TGF-β ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค primary sclerosing cholangitis ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกบั
กำรศกึษำของ Bernal et al. [91] นอกจำกนีย้งัมีกำรศกึษำของ Donaldson et al. [93] พบว่ำ
ลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีน interleukin-1 family มีควำมสมัพนัธ์กบัควำมเส่ียงในกำรก่อให้เกิด
โรค primary biliary cirrhosis และจำกกำรวิเครำะห์ลกัษณะทำงพนัธุกรรมบริเวณ promotor ของ
ยีน TGF- β , IL-1 (ILIB และ ILIRN) และ IL-10 ในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัชำวองักฤษจ ำนวน 
101 รำย และกลุ่มควบคมุจ ำนวน 96 รำย ผลกำรศกึษำพบว่ำลกัษณะจีโนไทป์ อลัลีล และ 
haplotype block ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัไม่มีควำมแตกตำ่งกนัทำงสถิติเม่ือเปรียบเทียบ
กบัในกลุ่มควบคมุ ผลจำกกำรศกึษำท่ีผ่ำนมำชีใ้ห้เห็นว่ำ ลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีน TGF- β 
และ interleukin family อำจจะไม่มีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบักำรท ำให้เกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั แต่
อยำ่งไรก็ตำมปัจจยัทำง autoimmune ท่ีมีส่วนเก่ียวข้องกบักำรเกิดโรคท ำให้นกัวิจยัเช่ือว่ำน่ำจะมี 
immunoregulatory gene ตวัอ่ืนท่ีมีบทบำทเก่ียวข้องกบัสำเหตขุองกำรเกิด biliary tract injury   

โรคท่อน ำ้ดีตีบเกิดจำกกำรอกัเสบของทำงเดินน ำ้ดีทัง้  intrahepatic duct และ 
extrahepatic duct  ท ำให้ร่ำงกำยตอบสนองตอ่กระบวนกำรอกัเสบท่ีเกิดขึน้ โดยพบ CD4+ T 
lymphocytes และ macrophages แทรกซึมไปในตบั และพบ soluble cellular adhesion 
molecules สูงขึน้เม่ือได้รับกำรผ่ำตดัแบบคำไซ ท ำให้ Narayanaswamy et al. [94] ท ำกำร
ตรวจวดั inflammatory component ตำ่งๆ ประกอบด้วย adhesion molecules (sICAM-1 และ 
sVCAM-1), proinflammatory mediator cytokines (T helper 1[IL-2, interferongamma] และ  
T helper 2 [IL-4, IL-10]) และ macrophage markers (TNF- และ IL-18) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค   
ท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 21 รำยหลงัได้รับกำรผ่ำตดัแบบคำไซ ผลจำกกำรศึกษำคือ ไม่พบควำม
แตกตำ่งของระดบั cytokines ระหว่ำงกลุ่มผู้ ป่วยและกลุ่มควบคมุท่ีเป็นเด็กปกติท่ีไม่ได้ป่วยเป็น
โรคตบั แต่พบระดบัของ IL-2 และ IL-10 ในกลุ่มผู้ ป่วยสูงขึน้อย่ำงมีนัยส ำคญัทำงสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุท่ีเป็นโรค cholestatic disease อ่ืนๆ และพบ sICAM-1 สงูขึน้อย่ำงมี
นยัส ำคญัทำงสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับทัง้กลุ่มเด็กปกติท่ีไม่ได้ป่วยเป็นโรคตบัและกลุ่มควบคมุท่ี
เป็นโรค cholestatic disease อ่ืนๆ นอกจำกนีพ้บวำ่ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัหลงัจำกกำรได้รับกำร
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ผ่ำตดัคำไซเป็นเวลำ 6 เดือนจะพบ adhesion molecules และ plasma cytokines สงูขึน้อย่ำงมี
นยัส ำคญัทำงสถิติ ยกเว้น  IL-10  จำกผลกำรศกึษำข้ำงต้น ระดบัของ sICAM-1 น่ำจะเป็นตวับง่
บอกถึงควำมรุนแรงของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัได้ดีท่ีสดุ พบว่ำท่ีระดบั cut off level เท่ำกับ 1,779 
ng/mL ท่ีตรวจวดัหลงัจำกได้รับกำรผ่ำตดั 1       จะท ำนำยได้ว่ำจะได้รับกำรผ่ำตดัปลกูถ่ำย
เปล่ียนตบัภำยใน 1 ปีแรกของชีวิต โดยมีคำ่ sensitivity ร้อยละ 87 และ คำ่ specificity ร้อยละ 92 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำสำมำรถใช้ปริมำณ sICAM-1 เป็นตวับ่งบอกควำมเป็นไปของโรคและผลของ 
กำรรักษำได้ ซึ่งจำกกำรศึกษำก่อนหน้ำนีมี้รำยงำนพบว่ำ ICAM-1 มีกำรแสดงออกมำกขึน้ใน
เนือ้เย่ือตบัของผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [95] นอกจำกนีย้งัมีรำยงำนควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงอำยขุอง
ผู้ ป่วยท่ีได้รับกำรเข้ำผำ่ตดักบัปริมำณ  sICAM-1 ในซีรัมของผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [96] 
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ตำรำงท่ี 2 ปัจจยัท่ีอำจเก่ียวข้องในกำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [97] 

ก. ปัจจัยทำงพันธุกรรม 
 Genetic alteration 
        CFC1 mutation 
        ICAM G241R polymorphism 
        NFkappaB/c mutation 
        VEGF A gene polymorphism 
 Numerical chromosomal abnormalities 
        Trisomies of chromosomes 10q, 17,  
        18, and 21 

ข. ปัจจัยอ่ืนๆ 
  Structural anomalies 
            BASM 
            Choledocopancreatic junction  
            anomalies 
            Ductal plate malformation 
            Hepatic arterial anomalies 
  Metabolic abnormalities 
             Abnormal bile acids 
             L-proline 
  Immunologic abnormalities 
            Maternal serologic auto-immunity 
  Immunogenetic alterations 
            Oligoclonal expansion of T lymphocytes 
            NK lymphocytes 
            Biliary aberrant MHC class expression 
            Microchimerism 
   Maternal diabetes 
            Gestational diabetes 
   Maternal age 

ค. ปัจจัยด้ำนสิ่งแวดล้อม 
 Drugs used during gestation 

         Amphetamines 
         Alcohol 
 Maternal/neonatal infections 
         Cytomegalovirus 
         Reovirus type 3 
         Papillomavirus 
         Rotavirus 
  Phytotoxins, mycotoxins 
         Industrial toxins 
         DAPM 
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เอกสำรและงำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

กำรศึกษำควำมสัมพันธ์ที่ เ ก่ียวข้องกับจีโนมในโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน (Genome-wide 
association study) 

  จำกกำรศกึษำ Genome-wide association study (GWAS) ซึ่งเป็นข้อมลูทำง
พนัธุกรรมของยีนท่ีมีควำมสัมพันธ์กับควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั Garcia-Barcelo   
et al. [14] ท่ีได้ท ำกำรศกึษำเพ่ือดลูกัษณะทำงพนัธุกรรมของต ำแหน่ง SNP ท่ีมีจ ำนวนประมำณ 
500,000 ต ำแหนง่ ในกลุม่ตวัอยำ่งท่ีเป็นประชำกรชำวจีนท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 200 รำย  
และกลุม่ควบคมุท่ีไม่เป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 481 รำย  และผลจำกกำรศกึษำ GWAS ท ำให้
พบวำ่มีต ำแหนง่ SNPs 10 ต ำแหนง่ท่ีมีควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั 
จำกลักษณะทำงพันธุกรรมของ SNPs ทัง้ 10 ต ำแหน่ง Garcia-Barcelo et al. ได้พบว่ำ 
rs17095355 ท่ีอยู่ในส่วนของโครโมโซมท่ีต ำแหน่ง 10q24 ซึ่งเป็นท่ีอยู่ของยีน XPNPEP1 เม่ือ
น ำไปวเิครำะห์หำควำมสมัพนัธ์ทำงสถิต ิrs17095355 เป็น SNP ท่ีมีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับโรค
ทอ่น ำ้ดีตีบตนัอยำ่งชดัเจน (P = 0.00024) นอกจำกนัน้ Garcia-Barcelo et al. ได้ท ำกำรวิเครำะห์
เพ่ือเป็นกำรยืนยันโดยท ำกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี meta-analysis จำกกำรติดตำมผลของ GWAS  
แล้วน ำมำวิเครำะห์ทำงสถิติพบว่ำข้อมูลท่ีได้มีควำมสมัพนัธ์อย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติโดยได้ค่ำ   
P = 0.00000694 ส ำหรับ SNP ท่ีต ำแหน่งอ่ืนๆ Garcia-Barcelo et al. ได้ให้ควำมสนใจ SNP ท่ี
ต ำแหน่ง rs2501577 โดยท่ีเป็น SNP ท่ีอยู่บนโครโมโซม 10q24.2 ซึ่งเป็นโครโมโชมเดียวกนักับ 
rs17095355 ถึงแม้ว่ำบริเวณท่ีต ำแหน่งนีจ้ะเป็นบริเวณท่ีอยู่ของระหว่ำงยีน XPNPEP1 และยีน 
ADD3 ซึ่งยีนทัง้สองชนิดนีเ้ป็นยีนท่ีมีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบักำรควบคมุหน้ำท่ีกำรท ำงำนของ
ตบัด้วยกันทัง้สิน้ Garcia-Barcelo et al. ได้ประเมินว่ำท่ีต ำแหน่ง rs17095355 บริเวณท่ีเป็น 
intergenic region มีควำมเป็นไปได้วำ่ท่ีบริเวณนีจ้ะเป็นส่วนของ flanking gene ท่ีมีควำมสมัพนัธ์
กับพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตันในกำรไปควบคุมหน้ำท่ีกำรท ำงำนของยีนโดยอำศัย
ควำมสมัพนัธ์ของ SNP allele ซึ่ง Garcia-Barcelo et al. พบว่ำลกัษณะทำงพนัธุกรรมแบบ  T 
allele มีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั 
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รูปภำพท่ี 6 ต ำแหน่งข้อมูลทำงจีโนมบนโครโมโซม 10q24.2 ท่ีเก่ียวข้องกับ    
โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [14] 

ยีน adducin3 (ADD3) เป็นยีนท่ีอยู่ในตระกูลเดียวกันกับโปรตีนท่ีมีหน้ำท่ี
เก่ียวกบั membrane skeletal ซึ่งจะเก่ียวข้องกับกำรรวมตวัของ spectrin กับ actin ในเซลล์    
เม็ดเลือดแดงโดยท่ี adducin เป็นตวัเสริมควำมแข็งแรงของรอยตอ่ระหว่ำง spectrin กับ actin  
นอกจำกนัน้ยงัพบในบริเวณท่ีมีกำรเช่ือมกนัระหว่ำงเซลล์สองชนิดในเนือ้เย่ือบุผิวรวมทัง้บทบำท
หน้ำท่ีในกำรย่อยสลำยเนือ้เย่ือบริเวณท่อต่ำงๆในอวยัวะตบัและท่อน ำ้ดีได้อีกด้วย ซึ่ง ADD3 มี
กำรแสดงออกใน epithelia ของตบัและทำงเดินน ำ้ดี  เป็นท่ีน่ำสังเกตว่ำกำรแสดงออกของยีน 
ADD3  พบว่ำมีกำรแสดงออกของยีนนีใ้นตบัระยะฟีตสั (fetal liver) มำกกว่ำในตบัผู้ ใหญ่ [15]  
จำกกำรศึกษำพบว่ำ ADD3 มีบทบำทเก่ียวข้องกับกำรยืดหดตัวของ bile canalicular  
membrane  ซึ่งกระบวนกำรนีถ้กูควบคมุโดยอำศยักำรท ำงำนระหว่ำง actin กบั myosin [98]   
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กำรเพิ่มกำรแสดงออกของ -smooth-muscle actin  มีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับระดบัควำม
รุนแรงของกำรเกิดพงัผืดสะสมตบัในผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [99] 

  ยีน X-prolyl aminopeptidase 1 (XPNPEP1) พบว่ำมีกำรแสดงออกใน 
epithelial cell ในระบบ hepatobiliary [16] ท ำหน้ำท่ีสร้ำงโปรตีน soluble X-prolyl 
aminopeptidase P หรือ soluble aminopeptidase P (APP1) APP1 เป็น ubiquitous enzyme  
ซึ่งเก่ียวข้องกับกระบวนกำรเมแทบอลิซึมของ bradykinin (BK) และ substance P (SP) [17] 
ส ำหรับหน้ำท่ีของ BK เก่ียวข้องกบักำรควบคมุกระบวนกำรขยำยตวัของหลอดเลือด (vasodilator) 
และควำมยืดหยุ่นของหลอดเลือดฝอย  ซึ่งกำรแสดงออกของ BK  ถูกควบคมุโดยตรงจำก bile 
acid nuclear receptor, farnesoid X receptor (FXR) เป็นท่ีทรำบกนัดีว่ำทัง้ bile acid nuclear 
receptor และ farnesoid X receptor (FXR) มีบทบำทในกำรควบคมุกระบวนกำรเมแทบอลิซึม
และกำรหลัง่ของน ำ้ดี  นอกจำกนัน้ยงัเก่ียวข้องกบักำรควบคมุกระบวนกำรอกัเสบด้วย [100-101] 

  substance P (SP)  มีบทบำทในกำรเป็น neurotransmitter และเป็นตวักลำงท่ี
เก่ียวข้องกับกำรอักเสบซึ่งทัง้หมดมีส่วนเก่ียวข้องกับกำรควบคุมกำรหลั่งของน ำ้ดีและควบคุม
สมดลุของกำรสร้ำงและหลัง่น ำ้ดีให้มีควำมเหมำะสม  นอกจำกนัน้ยงัเก่ียวข้องกบักำรส่งสญัญำณ
กระแสประสำทไปยงัตบั 

จำกข้อมูลท่ีเก่ียวข้องกับบทบำทหน้ำท่ีของยีน ADD3 และยีน XPNPEP1 ท ำให้
Garcia-Barcelo et al. เช่ือว่ำยีนทัง้สองชนิดนีมี้บทบำทหน้ำท่ีเก่ียวข้องกับพัฒนำกำรของโรค   
ทอ่น ำ้ดีตีบตนั ซึง่มีสว่นเก่ียวข้องในกำรควบคมุของกระบวนกำรอกัเสบท่ีเกิดขึน้   

 

 
              (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17095355#map) 

รูปภำพท่ี 7 แสดงต ำแหนง่ของ SNP rs17095355 บนโครโมโซมท่ี 10     
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กำรศึกษำปัจจัยทำงพันธุกรรมกับกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน 

ปัจจุบนัสำเหตุของกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัยังคงไม่ทรำบแน่ชัด โรคดงักล่ำว
อำจเกิดจำกปัจจยัหลำยอย่ำงมำเก่ียวข้อง ทัง้ปัจจยัจำกสิ่งแวดล้อมภำยนอกหรือปัจจยัท่ีเกิดจำก
พันธุกรรม จำกกำรค้นคว้ำได้พบข้อมูลกำรศึกษำเพ่ือหำสำเหตุของกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน  
พบว่ำมีกำรทดลองจ ำนวนมำกท่ีได้ท ำกำรศึกษำหำปัจจัยทำงพันธุกรรมกับควำมเส่ียงในกำร
ก่อให้เกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั   

กระบวนกำรอักเสบเป็นสมมติฐำนหนึ่งท่ีส ำคัญกับกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน 
เน่ืองจำกกำรอกัเสบเป็นผลท ำให้เกิดกำรตีบตนัของท่อน ำ้ดี ส่งผลให้เกิดพงัผืดขึน้ในตบั (fibrosis) 
และพฒันำไปสูภ่ำวะตบัแข็ง (cirrhosis) ซึง่เป็นผลแทรกซ้อนท่ีตำมมำภำยหลงัของโรคท่อน ำ้ดีตีบ
ตนั จำกตวัอย่ำงกำรศกึษำของ Arikan et al. [9] ท่ีได้ท ำกำรศกึษำควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงลกัษณะ
ทำงพนัธุกรรมของยีน ICAM-1 กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั เน่ืองจำก ICAM-1 เป็น intercellular 
adhesion molecules ท่ีมีบทบำทหน้ำท่ีเก่ียวข้องกับกำรกระบวนกำรอกัเสบ และมีควำมส ำคญั
ตอ่กำรกระตุ้น T cell ในระบบภูมิคุ้มกนัโดย ICAM-1 เป็น ligand ท่ีจะจบักบั CD-18 integrin 
receptors lymphocyte-associated antigen-1 (LFA-1)(CD-11a/CD18) และ macrophage-1 
(MAC-1)(CD-11b/CD18) และช่วยเสริมให้มีกำรจบักันระหว่ำง CD2 บนผิว T cell กบั LFA-3  
บนผิว APC ได้แน่นขึน้ LFA-1 มีบทบำทส ำคญัต่อกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันและกำรอกัเสบ
เน่ืองจำก monoclonal antibody ตอ่ LFA-1 สำมำรถยบัยัง้กำรกระตุ้นเซลล์ได้ทัง้ native และ 
activated T cell จำกกำรศึกษำพบว่ำมีกำรเพิ่มขึน้ของโมเลกุล ICAM-1 ในซีรัมของผู้ ป่วย                 
โรคท่อน ำ้ดีตีบตนั  ซึ่งกำรเพิ่มขึน้ของโมเลกลุ ICAM-1 อำจมีควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดี
ตีบตนั เน่ืองจำก ICAM-1 สำมำรถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนั และกระบวนกำรอกัเสบซึ่งเก่ียวข้องกบั
กำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ดงันัน้ Arikan et al. จึงได้ท ำกำรศึกษำลกัษณะทำงพันธุกรรมยีน 
ICAM-1 ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 19 รำย โรค Chronic liver disease จ ำนวน 38 
รำย และกลุ่มควบคมุ คือ ผู้ ท่ีมีสขุภำพร่ำงกำยแข็งแรงจ ำนวน 123 รำย ผลจำกกำรศึกษำพบว่ำ  
ควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีน ICAM-1 ท่ีต ำแหน่ง G242R โดยเฉพำะ
ควำมถ่ีของ A allele ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัสูงกว่ำในกลุ่มโรค chronic liver 
disease และกลุ่มควบคมุอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติ ในกำรศกึษำครัง้นี ้ Arikan et al. สรุปว่ำ  A 
allele ของยีน ICAM-1 มีบทบำทส ำคญัในกำรเกิดพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั แตอ่ย่ำงไรก็
ตำมสำเหตขุองกำรเกิดโรคก็ยงัคงต้องมีกำรศกึษำเพิ่มเติมเน่ืองจำกปัจจยัทำงด้ำนพนัธุกรรมเพียง
อยำ่งเดียวไมส่ำมำรถสรุปได้วำ่สำเหตขุองโรคเกิดจำกกำรกลำยพนัธุ์ของยีนดงักล่ำว    
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นอกจำกนี ้Arikan et al. [10] ได้ท ำกำรศึกษำควำมสัมพันธ์ของควำม
หลำกหลำยทำงพันธุกรรมของยีน MIF กับควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั ส ำหรับยีน 
macrophage migration inhibitory factor (MIF) เป็น pleiotrophic lymphocyte และ  
macrophage cytokine ซึ่งมีบทบำทส ำคญัในระบบ  innate immunity [102] และพบว่ำมีกำร
แสดงออกของ  MIF gene  เพิ่มขึน้ในโรคท่ีเก่ียวข้องกบัปฏิกิริยำกำรตอบสนองตอ่กำรอกัเสบด้วย  
Arikan et al. ได้ท ำกำรศกึษำลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีน MIF ท่ีบริเวณ 173G/C ท่ีอยู่ในส่วน
ของ promoter ของยีน โดยท ำกำรศึกษำในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตันจ ำนวน 18 รำย 
เปรียบเทียบกบัผู้ ป่วยโรค Chronic liver disease จ ำนวน 36 รำย และกลุ่มควบคมุจ ำนวน 103 
รำย ผลจำกกำรศกึษำพบวำ่  C allele อำจมีควำมสมัพนัธ์ในกำรป้องกนักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั
ได้เน่ืองจำกไม่พบ  genotype CC ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั  โดยท่ี C allele  อำจไป
เพิ่มกำรแสดงออกของยีน MIF ในกำรกระตุ้น protein 4 ท่ีอยู่ในส่วนของ promoter ถึงแม้ว่ำใน
กำรศกึษำครัง้นีไ้ม่พบควำมแตกตำ่งอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติของ C allele ระหว่ำงผู้ ป่วยโรคท่อ
น ำ้ดีตีบตันกับกลุ่มควบคุม แต่อย่ำงไรก็ตำมได้มีกำรศึกษำก่อนหน้ำนีท่ี้พบว่ำลักษณะทำง
พนัธุกรรมของยีน MIF กับโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั มีบทบำทส ำคญัต่อกลไกกำรท ำงำนของ steroid 
หลงัจำกท่ีได้รับกำรรักษำโดยกำรผ่ำตดัแบบคำไซ นอกจำกนีมี้หลกัฐำนท่ีแสดงให้เห็นว่ำ MIF 
เก่ียวข้องกบักระบวนกำรสร้ำงหลอดเลือด (angiogenesis) และกำรแสดงออกของยีนสมัพนัธ์กับ 
cell differentiation ซึง่กำรพฒันำของ vascular ischemia เป็นสมมติฐำนหนึ่งของสำเหตขุองกำร
เกิดโรค  โดยสรุปแล้วกำรเพิ่มขึน้ของ MIF polymorphism ในผู้ ป่วย BA อำจท ำให้กำรสร้ำงหลอด
เลือดในทอ่น ำ้ดีเกิดควำมบกพร่องได้ 

จำกกำรศกึษำ Lee et al. [8] ได้ท ำกำรศกึษำควำมสมัพนัธ์ของควำมหลำกหลำย
ทำงพนัธุกรรมของ vascular endothelial growth factor gene (VEGF) กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบ
ตนั โดยศึกษำในกลุ่มผู้ ป่วยเด็กโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัในไต้หวนัจ ำนวน 45 รำย เปรียบเทียบกลุ่ม
ควบคุมจ ำนวน 160 รำย และศึกษำในครอบครัวจ ำนวน 40 ครอบครัว จำกกำรศึกษำควำม
หลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน VEGF ท่ีต ำแหน่ง + 936 C/T พบว่ำ C allele เพิ่มควำมเส่ียงใน
กำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั 
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Single nucleotide polymorphism (SNP) 

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) คือ ควำมแตกต่ำงหรือควำม
หลำกหลำยทำงพนัธุกรรมในแตล่ะบคุคลซึ่งมีล ำดบัเบสต่ำงกันเพียงต ำแหน่งเดียว ณ ต ำแหน่ง
เดียวกนัของยีนบนโครโมโซม เป็นควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมท่ีพบได้บอ่ยโดยมีกำรประมำณ
ว่ำจะพบ SNP ในทกุๆหนึ่งพนัเบส แตจ่ ำนวน SNP ทัง้หมดยงัไม่สำมำรถระบไุด้แน่ชดั คำดว่ำ
น่ำจะอยู่ในช่วง 3–4 ล้ำนเบสตลอดจีโนมมนษุย์ SNP เป็นควำมแตกตำ่งของล ำดบัเบสเพียงหนึ่ง
ต ำแหนง่ โดย 2 ใน 3 ของ SNP ท่ีพบจะเป็นกำรเปล่ียนจำกเบสไซโตซีน (cytosine หรือ C) ไปเป็น
เบสไทมีน (thymine หรือ T) ควำมแตกตำ่งของล ำดบัเบสท่ีพบแม้เพียง 1 ต ำแหน่งนีอ้ำจส่งผลถึง
กำรแสดงออกของยีน ปริมำณและกำรท ำงำนของโปรตีนหรืออำจไม่ส่งผลกระทบใดๆเลย ทัง้นี ้
ขึน้อยูก่บัต ำแหนง่ของ SNP บนสำยดีเอ็นเอ  

เม่ือพิจำรณำต ำแหน่งกำรเกิด SNP ในยีนจะท ำให้สำมำรถแบง่ SNP ได้เป็น 2 
ประเภทคือ SNP ท่ีเกิดขึน้ในส่วนท่ีไม่มีกำรถอดรหสั (non-coding SNP) และท่ีเกิดขึน้ในส่วนท่ีมี
กำรถอดรหสั (coding SNP)  

1. SNP ที่เกิดขึน้ในส่วนที่ไม่มีกำรถอดรหัส (non-coding SNP) ได้แก่  

 Regulatory SNP (rSNP) เป็น SNP ท่ีมีผลในกำรควบคมุกำรแสดงออกของยีน 
ซึ่งบอ่ยครัง้เกิดท่ีบริเวณ promoter region ซึ่งมีควำมส ำคญัในกำรควบคมุกำร
แสดงออกของยีนในกำรสร้ำงโปรตีนให้มำกขึน้หรือลดลง  

 SNP ท่ีเกิดบริเวณรอยตอ่ระหว่ำง exon และ intron ท่ีเรียกว่ำ splicing site ท ำให้
กำรตดัตอ่ RNA ผิดไปจำกเดมิสง่ผลให้จ ำนวนกรดอะมิโนในสำยพอลิเพปไทด์ผิด
ไป  

 Intronic SNP (iSNP) เป็น SNP ท่ีเกิดบริเวณส่วนของ intron จึงมกัไม่ท ำให้เกิด
กำรเปล่ียนแปลง  

2. SNP ที่เกิดขึน้ในส่วนที่มีกำรถอดรหัส (coding SNP) ได้แก่  

 Non-synonymous SNP คือ SNP ท่ีเกิดขึน้ภำยในล ำดบัเบส 3 ตวัท่ีใช้ในกำร
แปลรหสักรดอะมิโน (triplet codon) จึงก่อให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงชนิดของ
กรดอะมิโน  
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 Synonymous SNP คือ SNP ท่ีเกิดขึน้ภำยในล ำดบัเบส 3 ตวัท่ีใช้ในกำรแปลรหสั
กรดอะมิโนแล้วไมก่่อให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงชนิดของกรดอะมิโน 

หลักกำรพืน้ฐำนของเทคนิค PCR 

  Polymerase Chain Reaction (PCR) หรือเรียกอีกช่ือว่ำ In vitro enzymatic 
gene amplification เป็นขบวนกำรสังเครำะห์ชิน้ส่วนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ซึ่งขบวนกำรนี ้
เลียนแบบขบวนกำรสงัเครำะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต  ค้นพบครัง้แรกโดย Kary Mullis และคณะในปี 
1983 ปฏิกิริยำกำรสงัเครำะห์จะเกิดต่อเน่ืองซ ำ้กันเป็นวงจรลูกโซ่ในแต่ละรอบ (Cycle) ซึ่งแต่ละ
รอบจะประกอบด้วย 3         ดงัตอ่ไปนี ้

ขัน้ตอนท่ี 1 กำรแยกสำยดีเอ็นเอเกลียวคูอ่อกจำกกนั (Denaturation)  
    โดยเม่ือเร่ิมต้น ดีเอ็นเอแม่แบบจะอยู่ในลกัษณะท่ีเป็นเกลียวคู ่เม่ือเพิ่มอณุหภูมิ
ถึงประมำณ 90-95 องศำเซลเซียส จะท ำให้พนัธะไฮโดรเจนระหว่ำงคูเ่บสของดีเอ็นเอถูกท ำลำย 
ท ำให้เส้นดีเอ็นเอสำยคูแ่ยกออกจำกกนัเป็นสำยเด่ียว โดยขัน้ตอนนีจ้ะแตกตำ่งจำกกำรสงัเครำะห์
ดีเอ็นเอในธรรมชำติ คือ ในสิ่งมีชีวิตจะมีเอนไซม์เฮลิเคส (Helicase) ช่วยในกำรแยกสำยและ
คลำยเกลียวดีเอ็นเอ 

ขัน้ตอนท่ื 2 กำรจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอ็นเอแมแ่บบ (Annealing)  
  เ ม่ื อแยกสำย ดี เ อ็น เอออกจำกกันแ ล้ว จะลดอุณหภูมิ ล ง เ ห ลือ  40-62              

องศำเซลเซียส เพ่ือให้ดีเอ็นเอสังเครำะห์ขนำดสัน้ประมำณ 15-25 เบส ท่ีเรียกว่ำ ไพร์เมอร์ 
(Primer) เข้ำมำจบับริเวณท่ีมีล ำดบัเบสคูส่มกนั ในกำรสงัเครำะห์ดีเอ็นเอไม่สำมำรถท่ีจะเร่ิมจำก
ศนูย์ได้เน่ืองจำกเอนไซม์ DNA polymerase ต้องกำรปลำย -OH ทำงด้ำน 3' เพ่ือน ำนิวคลีโอไทด์
ตวัต่อมำต่อ ซึ่งในสิ่งมีชีวิตจะมีเอนไซม์ท่ีมีช่ือว่ำ ไพรเมส (Primase) เป็นตวัสร้ำงอำร์เอ็นเอ       
ไพร์เมอร์ขึน้ 

ขัน้ตอนท่ี 3 กำรสงัเครำะห์ดีเอ็นเอสำยใหม่ตอ่จำกไพร์เมอร์ (Extension)  
   ในขัน้ตอนนีจ้ะเป็นกำรสร้ำงสำยดีเอ็นเอต่อจำกไพร์เมอร์ ใช้อุณหภูมิประมำณ 
68-72 องศำเซลเซียส โดยอณุหภมูิท่ีใช้จะเป็นอณุหภูมิท่ีเหมำะสมตอ่กำรท ำงำนของเอนไซม์ Taq 
DNA polymerase ซึ่งเอนไซม์ควรจะคงคณุสมบตัิอยู่ได้ภำยใต้สภำวะของปฏิกิริยำตลอดทัง้สำม
ขัน้ตอน หลกักำรท ำงำนของ PCR ดงัแสดงในรูปภำพท่ี 8 
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รูปภำพท่ี 8 หลกักำรท ำงำนของ PCR ท่ีใช้ในกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอ 

  ถ้ำพิจำรณำสำยดีเอ็นเอท่ีเพิ่มขึน้ โดยเร่ิมจำกสำยดีเอ็นเอแม่แบบ 1     เม่ือสิน้สดุ
รอบท่ี 1  ะ              เ    2     เม่ือท ำเชน่นีห้ลำยๆรอบของ PCR ดีเอ็นเอจะเพิ่มขึน้เป็น 2 เท่ำ 
ของทกุๆรอบ ลกัษณะทวีคณูเป็น 2n เม่ือ n เป็นจ ำนวนรอบของปฏิกิริยำ 

องค์ประกอบที่ส ำคัญในกำรท ำ PCR  

1. ดีเอ็นเอแมแ่บบ (DNA template) 
2. เอนไซม์ DNA Polymerase ชนิดทนควำมร้อน (Taq DNA polymerase) 
3. Oligonucleotide primer อยำ่งน้อย 1 คู ่
4. Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ dATP, dGTP, dCTP 

และ dTTP 
5. บฟัเฟอร์ท่ีเหมำะสมส ำหรับเอนไซม์ DNA polymerase (PCR Buffer) บฟัเฟอร์เป็น

สำรละลำยท่ีควบคมุสภำวะของกำรท ำปฏิกิริยำให้เหมำะสม เชน่ pH และเกลือตำ่ง ๆ เ ช่ น 
Tris-HCl, KCl, MgCl2 แมกนีเซียมมีผลตอ่กำรท ำงำนของเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่ง
ช่วยเพิ่มปริมำณผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ และช่วยให้เกิดกำรจบักนัของไพร์เมอร์กบัดีเอ็นเอ
ต้นแบบอยำ่งจ ำเพำะได้ซึง่จะท ำให้ได้ PCR product ท่ีมีควำมจ ำเพำะขึน้ 
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6. เคร่ืองมือท่ีส ำคญัในกำรท ำ PCR ได้แก่ Thermal cycler หรือ PCR machine 
 
กำรออกแบบไพร์เมอร์เพื่อใช้เป็นนิวคลีโอไทด์ตัง้ต้นในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอ 

Oligonucleotide primer คือ นิวคลีโอไทด์สงัเครำะห์สำยสัน้ โดยทัว่ไปมีขนำด
ประมำณ 15-25 bp และเป็นสิ่งท่ีก ำหนดควำมจ ำเพำะของกำรท ำ PCR โดยต้องออกแบบ       
ไพร์เมอร์อย่ำงน้อย 1 คู ่ โดยท่ีไพร์เมอร์หนึ่งออกแบบจำกบริเวณปลำย 5' ของดีเอ็นเอเป้ำหมำย
และอีกไพร์เมอร์หนึ่งออกแบบท่ีปลำย 3' ของดีเอ็นเอเป้ำหมำย โดยมีล ำดบัเบสเป็นคู่สมกับ         
ดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบของกำรสงัเครำะห์ในกำรท ำ PCR จึงต้องทรำบล ำดบัเบสของดีเอ็นเอท่ี    
ต้องกำรจะเพิ่มจ ำนวนเพ่ือใช้ในกำรสร้ำง primer จ ำเพำะ โดยอ้ำงอิงข้อมลูล ำดบันิวคลีโอไทด์ของ
สิ่งท่ีต้องกำรเพิ่มจ ำนวนท่ีมีรำยงำนอยูใ่นฐำนข้อมลู Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

หลกักำรทัว่ไปของกำรออกแบบไพร์เมอร์มีดงัตอ่ไปนี ้
1. ควำมยำวของไพร์เมอร์ควรมีควำมยำวประมำณ 15-25 bp ขึน้อยูก่บังำนท่ีใช้ 
2. ไพร์เมอร์ควรมีควำมจ ำเพำะกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์เป้ำหมำย (target sequence) บนสำย 

DNA ต้นแบบ โดยเฉพำะด้ำนปลำย 3’ ของ primer ควรมีลักษณะเป็นคู่สมกับ DNA 
ต้นแบบ และล ำดบันิวคลีโอไทด์ควรมีควำมจ ำเพำะเพียงแห่งเดียวบน DNA ต้นแบบด้วย 
เพ่ือหลีกเล่ียงกำรเพิ่มปริมำณ DNA ในสว่นท่ีไมต้่องกำร (non- specific product) 

3. หลีกเล่ียงล ำดบันิวคลีโอไทด์บนไพร์เมอร์ท่ีเป็นคูส่มกนัเอง (primer dimer) 
4. คำ่ %GC content ท่ีเหมำะสมควรมีคำ่ประมำณ 50-60 % และไม่ควรออกแบบไพร์เมอร์ท่ี

มีคำ่ GC content สงูเกินไป 
5. คำ่ Tm (melting temperature) ของแตล่ะคูไ่พร์เมอร์ควรมีคำ่ใกล้เคียงกนั โดยทัว่ไปควรมี

ค่ำอยู่ระหว่ำง 55-75˚C ไม่ควรมีค่ำสูงหรือต ่ำเกินไป ปัจจัยท่ีมีผลต่อค่ำ Tm คือ
สว่นประกอบของเบสแตล่ะชนิดและควำมยำวของไพร์เมอร์ ส ำหรับไพร์เมอร์ท่ีมีควำมยำว
น้อยกว่ำ 14     ล                     Tm            1 และ                       
   ก    14  นิวคลีโอไทด์ ควรเลือกใช้สตูร 2 

สตูรท่ี 1: Tm = 2˚C x (A+T) + 4˚C x (G+C) 
สตูรท่ี 2: Tm = 64 9˚C + 41˚C x ((G+C)-16.4))/N 
  N คือ จ ำนวนนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ 



 
 

37 

 กำรออกแบบไพร์เมอร์ส ำหรับกำรท ำ PCR ใช้โปรแกรม Oligos และ FastPCR 
ช่วยในกำรออกแบบ ทัง้สองเป็นโปรแกรมท่ีใช้ในกำรกลับล ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์   
(reverse complement) เพ่ือเตรียม reverse primer และค ำนวณคำ่ Tm                   แ   
รวมถึงใช้    สอบ primer dimer ในเบือ้งต้น 
 
ปัญหำและวิธีกำรแก้ไขปัญหำของกำรท ำปฏิกิริยำ PCR  

 เม่ือมีกำรปนเปือ้นของแถบดีเอ็นเออ่ืนนัน้ อำจเกิดจำกกำรจบักนัอย่ำงไม่จ ำเพำะระหว่ำง
ไพร์เมอร์กบั non-specific ซึ่งอำจต้องท ำกำรเพิ่มอุณหภูมิและเวลำช่วง annealing ให้
สงูขึน้ในช่วงกำรท ำ PCR รอบแรกๆ จำกนัน้จึงลดอณุหภูมิลงหรือเปล่ียนมำใช้ hot-start 
enzyme  

 กรณีเกิด primer-dimer อำจแก้ไขโดยออกแบบ primer ใหม่แล้วใช้โปรแกรมช่วย
ตรวจสอบ primer-dimer 

 ดีเอ็นเอแม่แบบอำจเพิ่มปริมำณได้ยำก อำจแก้ไขโดยเปล่ียนเป็นเทคนิค PCR แบบ 
nested PCR หรือ touchdown PCR  

 อำจเกิดจำกกำรปนเปือ้นดีเอ็นเออ่ืนระหว่ำงกำรท ำ PCR ซึ่งอำจเปล่ียนมำใช้ aerosol-
resistant tip หรือ UDG  

กำรตรวจวิเครำะห์ผลผลิตจำก PCR 

  ดีเอ็นเอท่ีเกิดจำกปฏิกิริยำ PCR ในหลอดทดลองจะไม่สำมำรถมองเห็นด้วยตำ
เปล่ำ ดงันัน้จะต้องน ำตวัอย่ำงท่ีท ำ PCR มำแยกหำดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิคท่ีเรียกว่ำ agarose gel 
electrophoresis 

Agarose gel electrophoresis 

  Agarose เป็นสำยพอลิเมอร์ ของ D-galactose และ 3,6-anhydro-L-galactose 
เม่ือเตรียมแผ่นเจล โดยต้มสำรละลำย agarose ในบฟัเฟอร์แล้วเทลงในถำดเตรียมเพ่ือให้แข็งตวั
เม่ือเย็นจะได้เจลท่ีมีรูพรุนใหญ่ จึงใช้แยกสำรท่ีมีขนำดใหญ่ เช่น กรดนิวคลีอิก ซึ่งขนำดรูพรุน
ขึน้กับควำมเข้มข้นของ agarose (เม่ือควำมเข้มข้นสูง รูพรุนจะเล็กลง) เม่ือให้สนำมไฟฟ้ำท่ี 
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neutral pH โมเลกุลของกรดนิวคลีอิกจะมีประจุลบ และเคล่ือนท่ีไปยงัขัว้บวกด้วยควำมเร็วท่ี
ขึน้กบัขนำดโมเลกลุ (molecular size) และโครงรูป (conformation)   

 กำรตรวจดู product ด้วยวิธี electrophoresis จะได้ออกมำเป็นชิน้ส่วนของ       
ดีเอ็นเอและน ำไปเทียบกบั DNA marker ก็จะท ำให้รู้ขนำดของดีเอ็นเอ และยงัสำมำรถดวู่ำมีกำร
แตกของเส้น DNA หรือไม่ (fragmentation) ซึ่งถ้ำมีกำรแตกของเส้นดีเอ็นเอก็จะมีขนำดเล็กลง 
หรือแถบของดีเอ็นเอท่ีได้อำจไมค่มชดั ส ำหรับกำรเกิด smear ซึง่หมำยถึงมีดีเอ็นเอขนำดใกล้เคียง
กนัเกำะกนัเป็นปืน้ทัง้หมดเกิดจำกคณุภำพของดีเอ็นเอไม่ดี ส ำหรับดีเอ็นเอท่ีมีคณุภำพดีคือควรได้
แถบดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะคมชดั  

ปัจจยัท่ีมีผลตอ่กำรเคล่ือนท่ีผำ่น gel ของดีเอ็นเอ  

 ขนำดโมเลกลุของดีเอ็นเอ โมเลกลุขนำดใหญ่จะเคล่ือนท่ีได้ช้ำกวำ่โมเลกลุขนำดเล็ก  

 รูปร่ำงของดีเอ็นเอ โดยล ำดับของควำมเร็วในกำรเคล่ือนท่ีของแต่ละรูปแบบของ           
กรดนิวคลีอิก พบว่ำ supercoiled DNA > linear double stranded DNA > circular 
DNA 

 ควำมเข้มข้นของสำรตวักลำง โดย agarose gel ท่ีมีควำมเข้มข้นสงูจะมีช่องว่ำงระหว่ำง
โมเลกลุน้อย รูพรุนจะมีขนำดเล็ก ท ำให้ดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีได้ช้ำกว่ำ ดงันัน้จะแยกดีเอ็นเอ
ขนำดเล็กได้ดี ขณะท่ีagarose gel ท่ีมีควำมเข้มข้นต ่ำ จะมีช่องว่ำงระหว่ำงโมเลกลุมำก 
ดงันัน้จะแยกดีเอ็นเอขนำดใหญ่ได้ชดัเจนดี 

 ชนิดของ electrophoresis buffer โดยTris-acetate EDTA buffer (TAE) มีควำมสำมำรถ
เป็นบฟัเฟอร์ต ่ำ (buffering capacity) ท ำให้เม่ือท ำ electrophoresis นำนๆจะหมดควำม
เป็นบฟัเฟอร์ ดงันัน้จะเหมำะกบักำร run เวลำสัน้ๆ ส่วน Tris-borate EDTA (TBE) จะมี
ควำมสำมำรถเป็นบฟัเฟอร์สงู ดีเอน็เอเคล่ือนท่ีได้ช้ำกวำ่กำรท ำในบฟัเฟอร์ TAE ประมำณ 
2 เทำ่ ท ำให้แถบของดเีอนเอแยกได้ชดัเจนมำกกวำ่ใช้บฟัเฟอร์ TAE สำรละลำยบฟัเฟอร์ท่ี
ใช้ควรมี pH ท่ีเหมำะสมประมำณ 7.5-8.0 และมี EDTA เพ่ือยบัยัง้ activity ของ DNase  

 ควำมตำ่งศกัย์ไฟฟ้ำ ควำมตำ่งศกัย์ไฟฟ้ำท่ีเหมำะสมในกำรแยกขนำดดีเอ็นเอควรต ่ำกว่ำ 
5 V/cm  

 Loading dye มกัใช้เป็น 5-10% glycerol หรือ sucrose จะท ำให้ดีเอ็นเอไม่ฟุ้ งกระจำย 
ส ำหรับสีท่ีใช้สว่นใหญ่นิยมใช้ 0.025% bromphenol blue  
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 สำรละลำยท่ีใช้ย้อมดีเอ็นเอคือ ethidium bromide ท่ีมีควำมเข้มข้น 1.0 µg/ml ซึ่ง

สำมำรถท ำให้แถบของดีเอ็นเอเรืองแสงภำยใต้แสง UV  

http://www.atom.rmutphysics.com/charud/oldnews/0/286/15/12/DNA/DNA/agarose_gel_electrophoresis.htm 

รูปภำพที่ 9 กำรตรวจวิเครำะห์ผลผลิตจำก PCR ด้วย Agarose gel electrophoresis 

กำรย้อมดีเอ็นเอด้วย ethidium bromide  

   สำรละลำย ethidium bromide (EtBr) เป็นสำรท่ีน ำมำใช้กันอย่ำง
กว้ำงขวำงในกำรย้อมดีเอ็นเอ  ซึ่งเป็น fluorescent compound (aromatic cation) ท่ีจบักับ        
ดีเอ็นเอสำยคู่ โดยสำมำรถเข้ำไปแทรกตัว (intercalate) อยู่ระหว่ำงชัน้ของคู่เบสในสำยของ         
ดีเอ็นเอเกลียวคูเ่ม่ือถกูกระตุ้นด้วยแสงอลัตรำไวโอเลตแล้วจะท ำให้เห็นดีเอ็นเอเป็นแถบสีส้มแดง 
(fluorescent radiation) ลกัษณะกำรใช้โดยทัว่ไปจะใช้ในกำรย้อม agarose gel electrophoresis 
โดยกำรน ำเจลจุ่มลงในสำรละลำย แล้วท ำกำรล้ำงสำรละลำยส่วนเกินออก (destaining) โดยกำร
จุ่มลงในน ำ้เปล่ำ หรือในบำงงำนวิจยัอำจน ำไปผสมกบั loading dye แล้วผสมกบั sample เลย 
แล้วท ำกำรโหลดลง agarose gel หรืออำจจะผสมลงใน agarose gel แล้วน ำไปส่องกบั UV ได้
ทันทีโดยไม่ต้องท ำกำร destain ซึ่งสองวิธีหลังจะท ำให้ภำชนะหรือเคร่ืองมือท่ีใช้ในกำรท ำ 
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electrophoresis เกิดกำรปนเปื้อนได้จึงควรท ำแยกกับชุดกำรทดลองอ่ืนๆ  ข้อควรระวงั คือ 
ethidium bromide จดัอยู่ในสำรก่อมะเร็ง (carcinogen) เพรำะตวั ethidium bromide จะเข้ำไป
แทรกระหวำ่งสำรดีเอ็นเอท ำให้เกิดกำรกลำยพนัธุ์ และถ้ำมีควำมเข้มข้นสงูจะท ำให้เกิดกำรระคำย
เคืองตำผิวหนงั  ปัจจบุนัจงึมีกำรพฒันำสีย้อมชนิดอ่ืนๆท่ีมีควำมปลอดภยัมำกยิ่งขึน้ 
  ในปัจจบุนัจึงนิยมย้อมเจลด้วยซิลเวอร์ไนเตรต (AgNO3) แตก่ระบวนกำรย้อมใช้
เวลำนำน  ค่อนข้ำงซับซ้อน และต้องกำรควำมช ำนำญมำกกว่ำกำรย้อมเจลด้วยสำรละลำย 
ethidium bromide โดยดีเอ็นเอจะถกูเช่ือมโยงข้ำม (crosslink) กบัเนือ้ gel ด้วยกรดแอซีติก แล้ว
จึงย้อมด้วย AgNO3 โดยในสภำพท่ีเป็นด่ำง ดีเอ็นเอจะจบักับ Ag+ แล้วจึงท ำปฏิกิริยำรีดกัชนั 
(reduction) ด้วย formaldehyde เกิดเป็นโลหะ Ag ขึน้ ท ำให้ดีเอ็นเอย้อมติดสีน ำ้ตำลเข้มซึ่ง
มองเห็นได้ด้วยตำเปล่ำ กำรย้อมด้วย AgNO3 ยังมีควำมไวมำกกว่ำกำรย้อมด้วย ethidium 
bromide ท ำให้สำมำรถตรวจวิเครำะห์ดีเอ็นเอปริมำณน้อย ๆ ได้ และโดยทัว่ไป polyacrylamide 
gel จะสำมำรถแยกขนำดท่ีดีเอ็นเอท่ีมีขนำดแตกตำ่งกนัได้ดีกว่ำ agarose gel โดยสำมำรถแยก
ชิน้ดีเอ็นเอท่ีมีขนำดต่ำงกันน้อยถึง 1 นิวคลีโอไทด์ได้ นอกจำกนีใ้นปัจจุบนัยังมีกำรใช้ระบบ 
capillary แทนกำรใช้แผ่น gel เพ่ือเพิ่มประสิทธิภำพในกำรแยกขนำดของดีเอ็นเอ โดยกำรท ำงำน
ของ capillary gel electrophoresis system จะคล้ำยคลึงกบั electrophoresis ทัว่ไป แตต่ำ่งกนั
เพียงแค่ดีเอ็นเอจะต้องเคล่ือนท่ีผ่ำนหลอด capillary ขนำดเพียงไม่ก่ีไมโครเมตรท่ีมีเจลและ 
electrolyte อยู่ท ำให้สำมำรถแยกโมเลกลุดีเอ็นเอท่ีมีขนำดแตกตำ่งกันเพียงเล็กน้อยออกจำกกัน
ในระยะทำงและเวลำน้อยกว่ำกำรแยกขนำดดีเอ็นเอด้วย high resolution agarose gel และ 
polyacrylamide gel ซึ่งในระบบ capillary gel electrophoresis นัน้ กำรย้อมสีดีเอ็นเอและกำร
ตรวจวดักำรติดสีจะท ำในตวัเคร่ือง และจะให้ข้อมูลออกมำเป็น electropherogram หรือภำพ 
digital เหมือนเจลทัว่ไปก็ได้ [103-104] 
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บทที่  3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

ประชำกร 

 1. กลุม่ประชำกรเป้ำหมำย (Target Population) 
 1.1 กลุ่มท่ีท ำกำรศึกษำ คือกลุ่มเด็กท่ีได้รับกำรวินิจฉัยจำกแพทย์ว่ำเป็นผู้ ป่วย

โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัท่ีได้เข้ำมำรับกำรรักษำท่ีโรงพยำบำลจฬุำลงกรณ์  สภำกำชำดไทย และมีอำยไุม่
เกิน 18 ปี 

เกณฑ์ท่ีใช้เลือกกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั    
-   ผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะทำงคลินิก หลงัได้รับกำรวินิจฉัยแน่นอนว่ำเป็นโรคท่อน ำ้ดี

ตีบตนัและได้รับกำรผำ่ตดั Kasai operation (hepatic portojejunostomy) 
-   กำรตรวจทำงห้องปฏิบตัิกำรท่ีใช้ตรวจกำรท ำงำนของตบัในผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดี

ตีบตนัจะใช้คำ่ของ total bilirubin (TB) เป็นเกณฑ์แบง่ผู้ ป่วยออกเป็นสองกลุ่มคือ no jaundice 
(TB < 2.0 mg/dL) และ persistant  jaundice (TB ≥ 2.0 mg/dL) 

1.2 กลุ่มควบคมุ คือ กลุ่มเด็กท่ีมีสขุภำพร่ำงกำยแข็งแรงสมบรูณ์ไม่ป่วยเป็นโรค
ทอ่น ำ้ดีตบัตนัซึง่มีอำยไุมเ่กิน 18 ปี  

2. ขนำดของประชำกรตวัอยำ่ง (Sample Size) 
 เน่ืองจำกกำรศกึษำในครัง้นีก้ลุ่มประชำกรจะแบง่ออกเป็น 2 กลุ่มและเป็นอิสระ

ตอ่กนั และจำกกำรศกึษำ pilot study ในกำรกระจำยตวัของยีนท่ีสนใจ จึงน ำมำสู่กำรค ำนวณหำ
จ ำนวนของกลุม่ตวัอยำ่งจำกกำรประมำณคำ่เฉล่ีย โดยใช้สตูรดงันี ้ 

        โดย      n   =   (Z/2)
2        

           4e2                

            ( = 0.05,   Z/2 = 1.96) 
 ก ำหนด    n  =   ขนำดของกลุม่ตวัอยำ่ง 

     Z   =   คำ่ Z score ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95%  
     e   =   relative acceptable error ซึง่ยอมรับท่ีคำ่ควำมผิดพลำดไมเ่กิน 10% 

ดงันัน้         n     =       (1.96)2     =    96.04                
                          4(0.10)2 
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 ดงันัน้ขนำดตวัอย่ำงในกลุ่มเท่ำกับอย่ำงน้อย 97 รำย จึงจะประมำณคำ่ร้อยละ
โดยมีควำมผิดพลำดไมเ่กินร้อยละ 10 แตเ่พ่ือควำมแน่นอนและถกูต้องของข้อมลู และป้องกนักำร
สูญหำยของตวัอย่ำง เน่ืองจำกกำรเก็บตวัอย่ำงจะท ำได้ก็ต่อเม่ือผู้ ป่วยมำเข้ำรับกำรตรวจรักษำ
เท่ำนัน้ จึงต้องท ำกำรเก็บตวัอย่ำงให้มำกท่ีสุดเท่ำท่ีสำมำรถเก็บได้ คือประมำณ 100 รำย และ
ตวัอยำ่งจำกกลุม่ควบคมุจ ำนวน 100 รำย โดยท่ีอำยแุละเพศใกล้เคียงกนั (age and sex-match)  

เคร่ืองมือ วัสดุอุปกรณ์ และสำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 

เคร่ืองมือ (Materials) 
  Aluminum foil (Rainbow metal company, USA) 
  Barrier Tip: 200 µl (BioScience, USA) 

Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 
Parafilm (American Nation Can, USA) 

  Pipette Tip: 10 µl, 200 µl, 1000 µl (Axygen, USA) 
  PCR tubes 0.2 ml 
  Microtubes 1.5 ml  

วสัดอุปุกรณ์ (Equipments) 
Autoclave (Sanyo, Japan) 
Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1-2 µl), P10 (0.5-10 µl), P20    
(2-20 µl) (Socorex,Switzerlang), P200 (20-200 µl) (Eppendorf, Germany), 
P1000 (100-1000 µl) (Eppendorf, Germany) 

  Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 
  Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
  Cuvett: 5 µl, 10 µl (MiralBio, Japan) 
  Freezer -20˚C (Sanyo, Japan) 
  Freezer - 0˚C (Forma Scientific, USA) 
  Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 
  Incubator (Memmert, Germany) 
  Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
  PCR Mastercycler personal (Eppendorf, Germany) 
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Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 
Refrigerator 4°C (Misubishi, Japan) 

  UV transilluminator (Fotodyne, USA) 
  Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 
  Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

สำรเคมีท่ีใช้ในกำรวิจยั (Reagent) 
1. สำรเคมีส ำหรับเก็บตวัอยำ่ง  

Lymphocyte separation medium (WISENT Inc.,Canada) 
0.1% Phosphate Buffered Saline (PBS) (Bio basic inc., NY, USA) 
Red Cell Lysis Buffer (RCLB) 

- Tris-HCl (Sigma,Singapore) 
- Sodium chloride (Promega, CA, USA) 
- Magnesium chloride (Merck, Germany) 

2. สำรเคมีส ำหรับกำรสกดั DNA (DNA extraction) 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Pharmacia biotech, Sweden) 
Absolute ethanol (Merck, Germany) 
Chloroform (Sigma, MO, USA) 
Glycogen (USB, OH, USA) 
Isoamyl alcohol (BDH, UK) 
Phenol (Amresco, OH, USA) 
Proteinase K (5PRIME, Germany) 
Tris-HCl (USB, Hong Kong) 
Sodium acetate (Sigma, Singapore) 

3.สำรเคมีส ำหรับกำรเพิ่มปริมำณ DNA ด้วย PCR 
5Prime PerfectTaq Plus MasterMix Kit (5PRIME, Germany) 

4. สำรเคมีส ำหรับกำรท ำ Agarose gel electrophoresis 
GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas, MD, USA) 
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Agarose, Low EEO, Molecular Biology grade (Reserch Organics, OH, 
USA)  
1X Tris borate buffer (1XTBE) 

 Boric acid (Fisher scientific, UK) 
 Tris base (Promega, USA) 
 EDTA (Amersham life science, UK) 
Ethidium Bromide (SIGMA, Singapore) 

5. สำรเคมีส ำหรับท ำผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสทุธ์ิ 
Agarose GelExtract Mini Kits (5PRIME, Germany) 

กำรด ำเนินกำรวิจัย 

ประชำกรศึกษำ (Population)  

กำรศึกษำครัง้นีไ้ด้ผ่ำนกำรรับรองจำกคณะกรรมกำรพิจำรณำจริยธรรมกำรวิจยั
ในมนษุย์ของคณะแพทยศำสตร์ จฬุำลงกรณ์มหำวิทยำลยั ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัทัง้หมดท่ีได้รับ
กำรวินิจฉัยว่ำเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั รวมถึงกลุ่มควบคมุซึ่งเป็นเด็กสขุภำพดีไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อ
น ำ้ดีตีบตนัซึง่ได้รับค ำแนะน ำถึงวตัถปุระสงค์ของกำรศกึษำวิจยัครัง้นี ้และลงลำยมือช่ือยินยอมให้
ท ำกำรศกึษำเป็นลำยลกัษณ์อกัษร  

ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตบัตนัท่ีใช้ในกำรศกึษำครัง้นีจ้ ำนวน 124 รำย ประกอบด้วย
ผู้ ป่วยเพศชำยจ ำนวน 63 รำย และเพศหญิงจ ำนวน 61 รำย มีอำยเุฉล่ียเท่ำกบั 8.91± 5.89 ปี ซึ่ง
เป็นผู้ ป่วยท่ีได้รับกำรวินิจฉัยว่ำป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ดีตันและเข้ำมำรับกำรรักษำท่ีโรงพยำบำล
จุฬำลงกรณ์ ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัทุกรำยจะต้องผ่ำนกำรรักษำโดยกำรผ่ำตดัคำไซ (Kasai 
operation) และมำติดตำมกำรรักษำเป็นประจ ำท่ีคลินิกหน่วยโรคระบบทำงเดินอำหำร ภำควิชำ
กมุำรเวชศำสตร์ แผนกผู้ ป่วยนอกตกึ ภปร. ชัน้ 9 ทกุวนัพธุ เวลำ 9.00-12.00 น. ส ำหรับกลุ่ม
ควบคมุจ ำนวน 114 รำย ประกอบด้วยเพศชำยจ ำนวน 59 รำย และเพศหญิงจ ำนวน 55 รำย มี
อำยุเฉล่ียเท่ำกับ 13.02±2.18 ปี โดยจะท ำกำรศึกษำลักษณะทำงพันธุกรรมของยีน X-prolyl 
aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ในกลุ่มตวัอย่ำงทัง้ 2 กลุ่ม เพ่ือน ำข้อมลูท่ีได้มำ
เปรียบเทียบควำมแตกตำ่งของลกัษณะทำงพนัธุกรรมระหว่ำงกลุ่มตวัอย่ำง 2 กลุ่มนี ้นอกจำกนีไ้ด้
ท ำกำรเปรียบเทียบผลกำรศึกษำลกัษณะทำงพันธุกรรมภำยในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัโดย
อำศยัระดบั total bilirubin (TB) เป็นเกณฑ์ท่ีใช้ในกำรจ ำแนกออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
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อำกำรตวัเหลือง (Jaundice) มีระดบัของ TB มำกกว่ำหรือเท่ำกบั 2 mg/dL และกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มี
อำกำรตวัเหลือง (No jaundice) มีระดบัของ TB น้อยกวำ่ 2 mg/dL  

กำรเก็บตัวอย่ำง (Specimen collection)  

กำรเก็บตวัอย่ำงจำกผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัและเด็กท่ีมีสุขภำพร่ำงกำยแข็งแรง
ไม่มีประวตัิป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ตีบตนั โดยท ำกำรเจำะเก็บเลือดจำก peripheral venous blood 
ด้วยหลอดมีสำรกนัเลือดแข็งตวั EDTA และ clotted blood tube ปริมำตร 3-5 ml จำกนัน้ท ำกำร
ป่ันแยกเพ่ือตกตะกอนเม็ดเลือดแดงท่ีควำมเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลำ 10 นำที ท่ีอณุหภูมิห้อง และ
ดดูแยกสว่นของพลำสมำ และเก็บ buffy coat ท่ีมีลกัษณะขำวขุ่นอยู่ชัน้กลำงของหลอดท่ีมีสำรกนั
เลือดแข็งตวั EDTA หรือดดูแยกส่วนซีรัมซึ่งอยู่ส่วนบนของหลอด clotted blood tube แล้วน ำไป
ใส่หลอด microcentrifuge tube เก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ -20oC เพ่ือสกดัดีเอ็นเอ  และท ำกำรทดสอบ
ลกัษณะทำงพนัธุกรรมตอ่ไป  

กำรสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

กำรสกดัดีเอ็นเอด้วยวิธี Phenol-Chloroform Extraction โดยมีขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้
1. เตรียม tubes ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ใส ่ Lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M 

EDTA pH 8.0, 0.5% SDS) 400 ไมโครลิตร กบั 20 mg/mL proteinase K 10 ไมโครลิตร 
หลงัจำกนัน้ใส่สำรละลำยตวัอยำ่งท่ีละลำยอยูใ่นสำรละลำย PBS ปริมำตร 100 ไมโครลิตร  

2. น ำไป vortex แล้วบม่   อณุหภมูิ 50°C เป็นเวลำ 1         
3. เตมิ Phenol 250      ล    และ Chloroform : Isoamyl alcohol (49:1) 250      ล  ร  
4. น ำไป vortex และ Centrifuge ด้วยควำมเร็ว 13,000 g เป็นเวลำ 20 นำที 
5. ดดูสว่นใสข้ำงบนใสล่งใน microtubeใหมท่ี่ประกอบด้วยสำรละลำยผสมของ glycogen 4 

ไมโครลิตร absolute ethanol 800      ล    และ 2M sodium acetate 40 ไมโครลิตร
แล้วผสมให้เข้ำกนั 

6. น ำไปบม่    -70°C       ล  1         
7. น ำไป Centrifuge ด้วยควำมเร็ว 13,000 g ท่ีอณุหภมูิ 4 °C เป็นเวลำ 30      
8. ทิง้ supernatant แล้วล้ำงตะกอนด้วย 70% EtOH ปริมำตร 1 มิลลิลิตร 
9. น ำไป Centrifuge ด้วยควำมเร็ว 13,000 g  ท่ีอณุหภมูิ 4°C เป็นเวลำ 20 นำที  
10. ทิง้ supernatant แล้วป่ันตกอยำ่งรวดเร็ว และ   สำรละลำย      
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11. ท ำให้ตะกอนแห้งด้วย Vacuum 10 นำที และละลำยตะกอนด้วยน ำ้กลัน่ 50 ไมโครลิตร 
12. ท ำกำรเก็บสำรละลำย DNA ท่ีได้ท่ีอณุหภมูิ -20°C เพ่ือรักษำสภำพของ DNA เอำไว้ 

 
กำรออกแบบไพร์เมอร์ (primer) 

  ท ำกำรออกแบบไพร์เมอร์ 1 คู่ โดยเร่ิมแรกต้องท ำกำรโหลดข้อมูลนิวคลีโอไทด์
บริเวณท่ีต้องกำร amplify ด้วยเทคนิค PCR มำจำกฐำนข้อมูล Genbank เวบไซต์
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในกำรออกแบบไพร์เมอร์ โดยออกแบบไพร์เมอร์
ให้มีขนำดประมำณ 15-25 bp มีค่ำ CG content ประมำณ 50-60% และค่ำ melting 
temperature (Tm) ของไพร์เมอร์ควรมีคำ่อยู่ระหว่ำง 55-75 °C ซึ่งไพร์เมอร์ทัง้สองเส้น (Forward 
primer และ Reverse primer) ควรมีค่ำ Tm เท่ำกนัหรือใกล้เคียงกนั โดยคำ่ Tm มีสตูรในกำร
ค ำนวณดงันี ้Tm = 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C) 

TCATTTTCCT AGATTTATGT ACTAATTTAT CTTGGATTTG ATCATGATGA AGCTGTGGTC 

CTTAAGCTCC AAGAATGGGG AAGAACAAGT CTTTAAGCAC ATGATCTTAT TTCCCATAGG 

GATTTGACCC AAGCACTGTA TGAGCCATCT CTCCTTTACA CTTCCAGGGA TTTAATGGAG 

ATAATCAGTA AATGGGGATA 

Y 
GTGGCTAAGA AGGTAAAAGG TGGAATCTGA AAGGAATTCA GAATCCCAGG TCAGCAGTTC 

TAAAGTTCCT ACATATTCAG ATCAGAGTAC TATTTCATAA GCAAATGAGG GAGTAAAAAT 

TTACTTTGCT TATCCTACCC TATACAAATA GCTTATACTG TATAAGCCAT AGTGGAAAGT 

ACTAATATAG TAGCCCCTGG AATTACTGAC AAAAATCCAA CTCCTGCCTC ACCAAATGAT 

TTGCTGAATG ACATTGGGGC AAAGTATTTA ACATGTTTTG TCTCTGTTTC TTACATTTTA 

AAACAAGGTA GATTATCCCA GCTTTCACCT GTAATGGTTG TTCTCTACCT GGAATGTACA 

GCCAAATCAT GGAGAGAGCT TTTTAGAAAA TCAGATTCCC TAGGCCCCAC CCCAATCTCT 

ACTGAGTCAA AATTTGTCCT TTCCAAAAGC TCTACACATG ATTCTGATTT GCATCTTTAA 

GAAGCACCAA ATATTATGGA 

 รูปภำพท่ี 10 ต ำแหนง่ SNP rs17095355 C/T (Y) และต ำแหนง่ท่ีไพรเมอร์เข้ำจบั 
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ท ำกำรตรวจสอบกำรจบักนัของไพร์เมอร์ด้วยโปรแกรม Oligo 1999-2001 v.9.1 
ได้ผลดงัแสดงในภำพท่ี 11 

 
รูปภำพที่  11 ผลตรวจสอบกำรจับกันของไพร์เมอร์ rs17095355F และ 

rs17095355R 
นอกจำกนีท้ ำกำรตรวจสอบควำมจ ำเพำะของกำรจับของไพร์เมอร์กับล ำดับ        

นิวคลีโอไทด์ในฐำนข้อมูล โดยท ำกำร Blast ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของทัง้ Forward primer และ 
Reverse primer กับฐำนข้อมูล จำกเวบไซต์ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ได้ผลดงั
แสดงในรูปภำพท่ี 12 และ 13 ตำมล ำดบั 

 
รูปภำพท่ี 12 ผลกำร Blast ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ Forward primer 

(rs17095355F) กบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ในฐำนข้อมลู 
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รูปภำพท่ี 13 ผลกำร Blast ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ Reverse primer 

(rs17095355R) กบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ในฐำนข้อมลู 
 

กำรเพิ่มปริมำณ DNA                        PCR 

ตำรำงท่ี 3 ข้อมลูของ primer                PCR และขนำดผลิตภณัฑ์ 

Primer type 

(name) Sequence (5’3’) 
Tm 

(°C) 
   Product size  

         (bp) 

Forward  primer 
(rs17095355F) 

GGA TTT GAC CCA AGC ACT GT 57.3             
         140  

Reverse primer 
(rs17095355R) 

ACT GCT GAC CTG GGA TTC TG 59.4 

 
กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหนง่ 

rs17095355 มีขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

1. ปิเปตสำรเคมีท่ีใช้ในกำรเตรียมสว่นผสมส ำหรับกำรท ำ PCR ลงใน microtube  
ดงัตำรำงท่ี  4  
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ตำรำงท่ี 4 ปริมำตรของสำรตำ่งๆ      ส ำหรับ       PCR 

 

 

 

 

 

 

2. จำกนัน้น ำ microtube ท่ีใสส่ว่นผสมสำรละลำยทัง้หมดใสล่งเคร่ือง Thermal 
cycler PCR (Eppendorf Mastercycler personal) ในสภำวะอณุหภมูิ ดงัตำรำง
ท่ี 5 

 ตำรำงท่ี 5 อณุหภมูิและเวลำท่ีใช้ในกำรท ำ PCR 

PCR cycle อุณหภูมิ (˚C) เวลำ 

Pre-denaturing 
Denaturing 
Annealing 
Extension 
Post-extension 
Hold 

94 
94 
57 
72 
72 
25 

5 นำที 
30 วินำที 
30 วินำที 
30 วินำที 
7 นำที 
5 นำที 

กำรตรวจหำผลิตผลจำกกำรท ำ PCR โดยใช้ agarose gel electrophoresis  

1. น ำ PCR product ท่ีได้ไปผสมกบั loading dye 
2. น ำไป run ใน 2.0% agarose gel electrophoresis เป็นเวลำนำนประมำณ 30 นำที  
3. น ำ gel ไปย้อม ethidium bromide ประมำณ 30 นำที  
4. น ำ gel ท่ีย้อมเรียบร้อยแล้วนัน้ไปสอ่งภำยใต้แสง UV จำกเคร่ือง ultraviolet  

สำรละลำย ปริมำตร (ไมโครลิตร) 

Distilled water (DW) 

2x Mastermix 

10 µM Forward primer 

10 µM Reverse primer 

DNA template 

9.5 

12.5 

0.5 

0.5 

2 

Total volume 25 

ท ำซ ำ้ 35 รอบ 
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transilluminator (Gel DOC) และขนำดของ PCR product จะทรำบจำก 100 bp DNA 
ladder ซึง่เป็น marker โดยเลือกตดัเจลของแถบ PCR product ขนำดท่ีต้องกำร 

 
กำรสกัดดีเอ็นเอออกจำกเจล 

สกดั PCR product จำกเจล ท่ีตดัออกมำด้วย Agarose GelExtract Mini Kits  
(5PRIME) โดยมีขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

1. ใสบ่ฟัเฟอร์ PS ปริมำตร 300      ล        ลหนกั 100 มิลลิกรัม 
2. บม่ท่ีอณุหภมูิ 50       ล             ลละล  จนหมด ใช้  ล   ะ    10      

โดยกลบัหลอดหลำยๆครัง้ทกุๆ 2-3 นำทีระหว่ำงบม่ เพื่อชว่ยให้เจลละลำยดีขึน้ 
3. ใส ่PCRExtract Mini Column CB2 ลงใน Collection tube ขนำด 2 มิลลิลิตรท่ีให้มำ 
4. ปิเปตบฟัเฟอร์ BL ปริมำตร 500      ล    ล     ล     centrifuge ด้วย         

12,000 rpm       ล  1        
5. ทิง้ของเหลวท่ีผำ่น column ได้ แล้วใส่ column ลงใน Collection tube เดมิ 
6. ปิเปตสำรละลำยดีเอ็นเอ (ในข้อ 2) ลงใน PCRExtract Mini Column CB2 (ในข้อ 5)         

แล้วเซนทริฟิวจ์ด้วยควำมเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลำ 1 นำที  
7. ทิง้ของเหลวท่ีผำ่น column ได้ แล้วใส่ column ลงใน Collection tube เดมิ 
8. ปิเปตบฟัเฟอร์ PW ปริมำตร 700 ไมโครลิตรลงใน PCRExtract Mini Column CB2 

และ centrifuge ด้วยควำมเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลำ 1 นำที  
9. ทิง้ของเหลวท่ีผำ่นคอลมัน์ได้ แล้วใสค่อลมัน์ลงใน Collection tube เดมิ 
10. ปิเปตบฟัเฟอร์ PW ปริมำตร 500 ไมโครลิตรลงใน PCRExtract Mini Column CB2 

และ centrifuge ด้วยควำมเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลำ 1 นำที  
11. ทิง้ของเหลวท่ีผำ่นคอลมัน์ได้ และป่ันแห้งโดย centrifuge ด้วยควำมเร็ว 12,000 rpm 

เป็นเวลำ 2 นำที เพ่ือเอำ wash buffer ออก 
12. ระเหยเอทำนอลออกไป โดยทิง้ของเหลวท่ีผำ่น column ได้ และท ำเมมเบรนให้แห้ง โดย

เปิดฝำไว้ เป็นเวลำหลำยนำที เน่ืองจำกเอทำนอลใน wash buffer อำจสง่ผลตอ่
ปฏิกิริยำในขัน้ตอน sequencing ตอ่ไป   

13. เปล่ียน column ใสใ่นหลอด microcentrifuge ขนำด 1.5 มิลลิลิตรท่ีสะอำด แล้วใส่
บฟัเฟอร์ PEB ลงตรงกลำงคอลมัน์ อยำ่ให้ปลำย tip โดน column 
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14. Elute ดีเอ็นเอออกจำกคอลมัน์ โดย centrifuge ด้วยควำมเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลำ 1 
นำที 

15. เก็บสำรละลำยดีเอ็นเอไว้ท่ี -20°C เพ่ือท ำกำรหำล ำดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ไป 

กำรหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct sequencing 

น ำดีเอ็นเอท่ีได้ไปหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งตรวจกับบริษัท First base 
laboratory SDN BHD ประเทศมำเลเซีย อ่ำนผลท่ีได้ด้วยโปรแกรม Chromas Lite หรือ Bioedit 
เพ่ือท ำกำรตรวจสอบและแก้ไขผลท่ีได้ตอ่ไป โดยวิเครำะห์หำรูปแบบของยีน (genotype) ต ำแหน่ง 
SNP (rs17095355) โดยน ำล ำดบัเบสมำเปรียบเทียบกับล ำดบัเบสท่ีเคยมีรำยงำนใน GenBank 
โดยใช้โปรแกรม BLAST จำกเวบไซต ์http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

กำรเก็บรวบรวมข้อมูล 

ในกำรเก็บรวบรวมข้อมลูท่ีได้จำกกำรทดลองผู้วิจยัได้ท ำกำรเก็บข้อมลูโดยกำรจด
ลงสมดุบนัทกึและลงข้อมลูตำ่งๆในคอมพิวเตอร์โดยได้จดัท ำตำรำงกำรเก็บข้อมลูแยกรำยละเอียด
ของแตล่ะบุคคลโดยบนัทึกรูปแบบของสำรพนัธุกรรมท่ีได้ลงใน case record form และบนัทึก
ข้อมลูลงในคอมพิวเตอร์ 

 Case Record Form: ส ำหรับบนัทึก Code Number, อำย,ุ เพศ, ลกัษณะทำง Genotype 

Code number Age Gender 
Genotype 

CC CT TT 
      

 
กำรตรวจสอบข้อมูล 

ล ำดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดท่ีได้จำกกำรท ำ DNA sequencing จะถูกวิเครำะห์
รูปแบบของยีน (genotype) ในต ำแหนง่ท่ีสนใจ โดยใช้โปรแกรมตอ่ไปนี ้

 Basic local alignment search tool (BLAST) ท ำกำรเปรียบเทียบข้อมูลของล ำดบั        
นิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับข้อมูลล ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมีรำยงำนไว้ในฐำนข้อมูล Genbank โดย
ด ำเนินกำรผำ่นเวบไซต์ของ NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
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 Chromas และ Bioedit เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส ำหรับกำรวิเครำะห์ควำมถูกต้องและควำม
น่ำเช่ือถือของข้อมลูนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จำกำรท ำ DNA sequencing โดยพิจำรณำจำกผล
กรำฟ chromatogram 

กำรวิเครำะห์ข้อมูล    

1.) วิเครำะห์หำควำมสมัพนัธ์ของรูปแบบของยีน (genotype) ระหว่ำงผู้ ป่วยท่ี
เป็นโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั กบักลุ่มควบคมุหรือผู้ ท่ีไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัโดยใช้โปรแกรมทำง
สถิติค ำนวณ โดยเลือกใช้ค่ำสถิติ chi-square ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซนต์ (p-value < 
0.05) และหำควำมเส่ียงในกำรท ำให้เกิดโรคโดยใช้คำ่สถิต ิOdd Ratio (OR)  

2.) วิเครำะห์กำรกระจำยตวัของลกัษณะทำงพนัธุกรรมโดยอำศยัหลกัสมดลุของ 
Hardy-Weinberg equilibrium ด้วย Markov chain random-walk algorithm 
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บทที่  4 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

ผลกำรวิเครำะห์ 

1. ผลกำรตรวจสอบผลิตภัณฑ์จำกกำรท ำ PCR 

หลังจำกสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี Phenol-chloroform extraction แล้วท ำกำร
           ดีเอ็นเอ           ะ         PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 1 คู่ (rs17095355F และ 
rs17095355R) เพ่ือวิเครำะห์จีโนไทป์ของ SNP ต ำแหน่ง rs17095355 ซึ่งจะได้ผลิตภณัฑ์ขนำด 
140 bp  

โดยในขัน้ตอนแรก ท ำกำรหำ melting temperature (Tm) ท่ีเหมำะสมท่ีสุด
ส ำหรับกำรท ำ PCR โดย vary อณุหภมูิในขัน้ตอน annealing ผลกำรทดลองแสดงในรูปภำพท่ี 14 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

รูปภำพที่ 14 ผลกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเออย่ำงจ ำเพำะด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ 
Tm ตำ่งกนั (แถว M : DNA ladder ขนำด 100 bp, แถวท่ี 1 : Tm = 49.1°C, แถวท่ี 2 :  Tm = 
50.3°C, แถวท่ี 3 : Tm = 53.3°C, แถวท่ี 4 : Tm = 55.5°C, แถวท่ี 5 : Tm = 57.0°C, แถวท่ี 6-10 
: negative controls ของกำรท ำแตล่ะ Tm ตำมล ำดบั)  

 
จำกรูปภำพท่ี 14 เม่ือใช้ Tm ต ่ำ (49.1°C, 50.3°C และ 53.3°C) จะพบ         

non-specific band ขึน้ และเม่ือใช้ Tm สงูขึน้ (55.5°C และ 57.0°C) จะลด non specific band   
เม่ือได้ Tm ท่ีเหมำะสมท่ีสุดส ำหรับกำรท ำ PCR แล้ว จึงท ำกำร           ดีเอ็นเอของสำร
ตวัอย่ำงอ่ืนๆ            ะ         PCR เช่นเดิม โดยเลือกใช้ Tm ท่ี 57.0 °C ดงัแสดงใน        

 

140 bp 

1       2        3       4       5      M      6      7        8       9      10  

1000 bp 

500 bp 

100 bp 
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ตำรำงท่ี 5 จำกผลกำรทดลองท่ีแสดงในรูปภำพท่ี 15 พบว่ำเกิด PCR product ขนำด 140 bp ซึ่ง
เป็น PCR product ท่ีต้องกำร โดยไม่พบ PCR product ท่ีเป็น non specific band ขึน้ ซึ่งเป็นกำร
บง่บอกถึงควำมจ ำเพำะของ primer และควำมเหมำะสมของสภำวะในกำรท ำ PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

รูปภำพที่ 15 ผลกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเออย่ำงจ ำเพำะด้วยเทคนิค PCR (แถว 
M: DNA ladder ขนำด 100 bp, แถวท่ี 1-10 : PCR product, แถว N : Negative control)  
 

2. ผลกำรหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct sequencing 

  เม่ือน ำนิวคลีโอไทด์ขนำด 140 bp จำกกำรท ำ direct sequencing มำวิเครำะห์
โดยใช้โปรแกรม Blast ล ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับล ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมีรำยงำนไว้ในฐำนข้อมูล 
Genbank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) พบว่ำมีควำม
เหมือนกับ Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, GRCh37.p5 Primary 
Assembly และ Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, alternate assembly มำก
ท่ีสดุ (Identities = 97/98 bp, 99%) ดงัแสดงในรูปภำพท่ี 16   
  

 

100 bp 

500 bp 

1000 bp 

M      1      2     3     4      5      6      7     8     9     10    N     

140 bp 
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รูปภำพที่ 16 ผลกำร Blast ล ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จำกวิธี direct sequencing 
กบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ในฐำนข้อมลู 

 
  เม่ือน ำ PCR product ขนำด 140 bp ท่ีได้จำกรูปภำพท่ี 15 ซึ่งเป็นบริเวณท่ี
ครอบคลุม SNP ต ำแหน่ง rs17095355 มำหำล ำดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct sequencing  
แล้วอ่ำนผลท่ีได้ด้วยโปรแกรม Chromas หรือ Bioedit พบว่ำแสดงลกัษณะจีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ  
Homozygous CC , Heterozygous CT  และ Homozygous TT ดงัแสดงในรูปภำพท่ี 17 
 
 
 



 
 

56 

 
รูปภำพท่ี 17   ภำพ Chromatogram ท่ีได้จำก automated sequencing แสดง

ลกัษณะจีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ Homozygous CC (ภำพ ก), Heterozygous CT (ภำพ ข) และ 
Homozygous TT (ภำพ ค) 
 
  จำกกลุม่ตวัอย่ำงท่ีป่วยเป็นโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 124 รำย พบลกัษณะทำง
พนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 โดยมีกำรกระจำยตวัของ
จีโนไทป์ CC จ ำนวน 26 รำย (ร้อยละ 20.97), จีโนไทป์ CT จ ำนวน 55 รำย (ร้อยละ 44.35) และ   
จีโนไทป์ TT จ ำนวน 43 รำย (ร้อยละ 34.68) ส ำหรับในกลุม่ควบคมุจ ำนวน 114 รำย มีกำรกระจำย

ก 
 
 
 
 
 
 
ข 
 
 
 
 
 
 
ค 
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ตวัของจีโนไทป์ CC จ ำนวน 35 รำย (ร้อยละ 30.70), จีโนไทป์ CT จ ำนวน 60 รำย (ร้อยละ 52.63) 
และจีโนไทป์ TT จ ำนวน 19 รำย (ร้อยละ 16.67) ตำมล ำดบั ดงัแสดงในรูปภำพท่ี 18 

  รูปภำพท่ี 18 แผนภูมิแท่งแสดงควำมถ่ีจีโนไทป์ของยีน X-prolyl 
aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหนง่ rs17095355 ในผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัและในกลุม่ควบคมุ 

3. ผลกำรวิเครำะห์ทำงสถติ ิ

เม่ือน ำข้อมลูจำกกำรวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน X-prolyl 
aminopeptidase 1 ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนักบัในกลุ่มควบคมุมำวิเครำะห์เปรียบเทียบดู
ควำมแตกต่ำงในกำรกระจำยตวัของจีโนไทป์และอัลลีลระหว่ำงในกลุ่มผู้ ป่วยและกลุ่มควบคุม  
ด้วยโปรแกรมวิเครำะห์ทำงสถิติ Epi Info version 6.0 โดยเลือกใช้คำ่สถิติ Chi-square ท่ีระดบั
ควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P- value < 0.05) 

จำกกำรศกึษำลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ี
ต ำแหน่ง rs17095355 ในกลุ่มผู้ ป่วยท่อน ำ้ดีตีบตนัทัง้หมดจ ำนวน 124 รำย (อำยุเฉล่ีย±SD= 
8.91 ± 5.89) ประกอบด้วยเพศชำยจ ำนวน 63 รำย และเพศหญิงจ ำนวน 61 รำย มีกำรกระจำยตวั
ของรูปแบบจีโนไทป์ดงันี ้จีโนไทป์ CC จ ำนวน 26 รำย จีโนไทป์ CT จ ำนวน 55 รำย และจีโนไทป์ 
TT จ ำนวน 43 รำย ส ำหรับในกลุ่มควบคมุทัง้หมดจ ำนวน 114     (อำยเุฉล่ีย±SD= 13.02±2.18) 
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ประกอบด้วยเพศชำยจ ำนวน 59     และเพศหญิงจ ำนวน 55     มีกำรกระจำยตวัของรูปแบบ  
จีโนไทป์ดงันี ้จีโนไทป์ CC จ ำนวน 35 รำย จีโนไทป์ CT จ ำนวน 60 รำย และจีโนไทป์ TT จ ำนวน 
19 รำย เม่ือน ำข้อมลูมำวิเครำะห์ทำงสถิติด้วยกำรทดสอบทำงสถิติ Chi-square พบว่ำกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัพบควำมถ่ีของจีโนไทป์ TT สูงกว่ำในกลุ่มควบคมุอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติท่ี
ระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P = 0.0016, odd ratio = 2.65) ส ำหรับกำรวิเครำะห์กำรกระจำย
ตวัของอลัลีลในยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 พบว่ำในกลุ่มผู้ ป่วย  
โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัมีกำรกระจำยตวัของอลัลีล C ควำมถ่ีต ่ำกว่ำอลัลีล T (ร้อยละ 43.15 และ ร้อย
ละ 56.85 ตำมล ำดบั) ส ำหรับในกลุม่ควบคมุมีกำรกระจำยตวัของอลัลีล C ควำมถ่ีสงูกว่ำอลัลีล T     
(ร้อยละ 57.02 และ ร้อยละ 42.98 ตำมล ำดบั) และเม่ือเปรียบเทียบระหว่ำงกำรกระจำยตวัของ 
อลัลีล C และ  ลล ล T  ะ     กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนักับกลุ่มควบคมุพบว่ำในกลุ่มผู้ ป่วย 
โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัมีกำรกระจำยของอลัลีล T ควำมถ่ีสงูกว่ำในกลุ่มควบคมุ และเม่ือน ำข้อมลูไป
วิเครำะห์ทำงสถิติพบว่ำมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (ร้อยละ 56.85 และร้อยละ 42.98, P = 0.0025, odd ratio = 1.75) ข้อมลูจำกกำรวิเครำะห์ 
ดงัแสดงในตำรำงท่ี 6 

ตำรำงที่  6 กำรกระจำยตวัของจีโนไทป์ของยีน X-prolyl aminopeptidase 1         
ท่ีต ำแหนง่ rs17095355 (C/T) ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัและในกลุม่ควบคมุ 

 BA 
n =124 (%) 

Controls 
n =114 (%) 

Odds Ratio 
(95%CI) 

P value 

Age (yr) 8.91±5.89 13.02±2.18   
Male:female 63:61 59:55   
Genotype     
CC 
CT 
TT 

26 (20.97) 
55 (44.35) 
43 (34.68) 

35 (30.70) 
60 (52.63) 
19 (16.67) 

 
 

2.65 (1.38-5.15) 

 
 

0.0016 
Alleles     
C 
T 

107 (43.15) 
141 (56.85) 

130 (57.02) 
98 (42.98) 

 
1.75 (1.20-2.56) 

 
0.0025 

HWE P value 0.29 0.43   
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ผลกำรศึกษำถัดมำ เป็นกำรวิเครำะห์กำรกระจำยของจีโนไทป์และอลัลีลของยีน   
X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัซึ่งได้
แบง่กลุ่มผู้ ป่วยโดยอำศยัคำ่ของ total bilirubin (TB) ใช้เป็นเกณฑ์ในกำรจ ำแนกผู้ ป่วยออกเป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีมีอำกำรตวัเหลืองจ ำนวน 21 รำย (Jaundice, TB ≥ 2.0 
mg/dL) และกลุม่ผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอำกำรตวัเหลืองจ ำนวน 73 รำย (No jaundice, TB 
< 2.0 mg/dL) ข้อมลูจำกกำรวิเครำะห์ดงัแสดงในตำรำงท่ี 7 

ตำรำงที่  7 กำรกระจำยตัวของจีโนไทป์และอัลลีลของยีน X-prolyl 
aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 (C/T) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีมีอำกำรตวั
เหลืองและในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัท่ีไมมี่อำกำรตวัเหลือง 

 Jaundice          
n = 21 (%) 

No jaundice 
n = 73 (%) 

Odds Ratio 
(95%CI) 

P value 

Genotype     
CC 4(19.05) 12 (16.44) 1.20(0.28-4.75) 0.78 
CT 10 (47.62) 35 (47.94) 0.99(0.34-2.89) 0.98 
TT 7 (33.33) 26 (35.62) 0.90(0.29-2.80) 0.85 
Alleles     
C 18 (42.86) 59 (40.41) 1.11(0.52-2.34) 0.78 
 T 24 (57.14) 87 (59.59) 0.90(0.43-1.92) 0.78 

 
จำกตำรำงท่ี 7 กำรกระจำยตัวของจีโนไทป์และอัลลีลของยีน X-prolyl 

aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 (C/T) ผลจำกกำรวิเครำะห์กำรกระจำยตวัของจีโน
ไทป์พบว่ำ ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีมีอำกำรตวัเหลืองมีกำรกระจำยตวัของจีโนไทป์  CC มี
ควำมถ่ีสงูกว่ำในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอำกำรตวัเหลือง เม่ือน ำไปวิเครำะห์ทำงสถิติ 
พบว่ำไม่มีควำมแตกตำ่งกนัทำงสถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 19.05 และร้อยละ 
16.44, P = 0.78, odd ratio = 1.20)  ส ำหรับผลจำกกำรวิเครำะห์กำรกระจำยตวัของอลัลีลของยีน 
X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 พบว่ำในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีมี
อำกำรตวัเหลืองมีกำรกระจำยตวัของอลัลีล C ควำมถ่ีสงูกว่ำในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีไม่มี
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อำกำรตวัเหลือง เม่ือน ำไปวิเครำะห์ทำงสถิติ พบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงกันทำงสถิติท่ีระดบัควำม
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 42.86 และร้อยละ 40.41, P = 0.78, odd ratio = 1.11) 
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บทที่  5 

สรุปผลกำรวิจัย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลกำรวิจัย 

โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจะมีกำรตีบตนัของ extrahepatic bile duct ท ำให้เกิดกำรคัง่
สะสมของน ำ้ดีในตบั ส่งผลท ำให้เกิดกำรอกัเสบและเกิดพงัผืดสะสมขึน้ท่ีตบั จนอำจน ำไปสู่ภำวะ
ตบัแข็งในท่ีสดุ  แม้จะมีกำรศกึษำถึงพยำธิสภำพของกำรเกิดโรคมำอย่ำงตอ่เน่ือง แตส่ำเหตขุอง
กำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัยงัคงไม่ทรำบแน่ชดั  เม่ือปี พ.ศ. 2553 มีกำรท ำกำรศกึษำ GWAS เพ่ือ
หำบริเวณท่ีเพิ่มควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตันในประชำกรจีน แล้วพบว่ำ ต ำแหน่ง        
rs 17095355 ซึ่งเป็น SNP ท่ีอยู่เหนือยีน X-prolyl aminopeptidase 1 (-68 kb) เป็น SNP ท่ีมี
ควำมสัมพันธ์กับกำรเกิดโรคอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติมำกท่ีสุดและ เน่ืองจำก SNPs 
         แ           แ  ละ          และก่อนหน้ำนีเ้ป็นกำรศึกษำในกลุ่มประชำกรท่ีมีควำม
แตกตำ่งกบัประชำกรในไทย         จึงมีควำมส ำคญัท่ีจะท ำกำรศกึษำหำควำมสมัพนัธ์ของ SNP 
ดงักล่ำวกับควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัของผู้ ป่วยเด็กในประเทศไทย เพ่ือเป็นกำร
ยืนยนัผล 
  ดังนัน้ในกำรศึกษำครัง้นีค้ณะผู้ วิจัยจึงได้ท ำกำรศึกษำควำมสัมพันธ์ระหว่ำง
ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355  ใน
กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 124 รำย กบักลุ่มควบคมุผู้ ท่ีไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั
จ ำนวน 114 รำย โดยตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ของ SNP ต ำแหน่งดงักล่ำว โดยใช้วิธี PCR-direct 
sequencing ซึ่งถือว่ำเป็นวิธีท่ีให้ผลถูกต้องและน่ำเช่ือถือท่ีสุด เน่ืองจำกแสดงผลเป็นล ำดับ         
นิวคลีโอไทด์อย่ำงชดัเจนโดยดสีูของ peak จำกภำพ chromatogram ส ำหรับกำรทดลองแรก ท ำ
กำร   annealing temperature        ะ  ท่ีสดุของกำรท ำ PCR จำกผลกำรทดลองพบว่ำ ท่ี Tm 
ต ่ำ (49.1°C, 50.3°C และ53.3°C) จะพบ non-specific amplication ขึน้นอกเหนือจำกแถบ PCR 
product ท่ีต้องกำร ในขณะท่ีเม่ือใช้ Tm สงูขึน้ (55.5°C และ 57°C) จะเพิ่มควำมจ ำเพำะของกำร
เข้ำจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอ็นเอแม่แบบมำกขึน้ ท ำให้ไม่พบ non-specific band หลงัจำกนัน้ท ำ
กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเออย่ำงจ ำเพำะด้วย PCR โดยเลือกใช้ annealing temperature ท่ี 57°C  
ผลกำรทดลองพบว่ำ ไม่พบ non-specific band ซึ่งแสดงว่ำไพร์เมอร์ท่ีออกแบบมีประสิทธิภำพดี 
เพรำะมีควำมจ ำเพำะกบัต ำแหนง่ท่ีเรำต้องกำรเทำ่นัน้    
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จำกกำรศกึษำลกัษณะทำงพนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ี
ต ำแหน่ง rs17095355 ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัมีกำรกระจำยตวัของจีโนไทป์ CC จ ำนวน 
26 รำย (ร้อยละ 20.97) จีโนไทป์ CT จ ำนวน 55 รำย (ร้อยละ 44.35) และจีโนไทป์ TT จ ำนวน 43 
รำย (ร้อยละ 34.68) ตำมล ำดบั ส ำหรับในกลุ่มควบคมุจ ำนวน 114 รำย มีกำรกระจำยตวัของ      
จีโนไทป์ CC จ ำนวน 35 รำย (ร้อยละ 30.70) จีโนไทป์ CT จ ำนวน 60 รำย (ร้อยละ 52.63) และ   
จีโนไทป์ TT จ ำนวน 19 รำย (ร้อยละ 16.67) ตำมล ำดบั เม่ือน ำข้อมลูมำวิเครำะห์ทำงสถิติด้วยกำร
ทดสอบทำงสถิติ Chi-square พบว่ำกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัพบควำมถ่ีของจีโนไทป์ TT สงู
กว่ำในกลุ่มควบคมุอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P = 0.0016, odd 
ratio = 2.65) ส ำหรับกำรวิเครำะห์เพ่ือศกึษำควำมแตกตำ่งของกำรกระจำยตวัของอลัลีลในยีน   
X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ระหว่ำงกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนักับ
กลุ่มควบคมุ พบว่ำในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัมีกำรกระจำยของอลัลีล T ควำมถ่ีสงูกว่ำใน
กลุม่ควบคมุ และเม่ือน ำข้อมลูไปวิเครำะห์ทำงสถิติพบว่ำมีควำมแตกตำ่งกนัอย่ำงมีนยัส ำคญัทำง
สถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 56.85 และร้อยละ 42.98, P = 0.0025, odd ratio = 
1.75)  

ส ำหรับกำรวิเครำะห์เพ่ือศึกษำกำรกระจำยตัวของจีโนไทป์และอัลลีลของยีน     
X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีมีอำกำร
ตวัเหลืองกบัผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัท่ีไมมี่อำกำรตวัเหลือง ผลกำรวิเครำะห์ทำงสถิติพบว่ำในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีอำกำรตวัเหลืองมีกำรกระจำยตวัของจีโนไทป์ CC ควำมถ่ีสูงกว่ำในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มี
อำกำรตวัเหลือง เม่ือน ำข้อมลูมำวิเครำะห์ทำงสถิติ พบว่ำไม่มีควำมแตกตำ่งกนัทำงสถิติท่ีระดบั
ควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 19.05 และร้อยละ 16.44, P = 0.78, odd ratio = 1.20) ส ำหรับ
กำรวิเครำะห์กำรกระจำยตวัของอลัลีล พบว่ำ กำรกระจำยตวัของอลัลีล C ท่ีพบในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
อำกำรตวัเหลืองมีควำมถ่ีสงูกวำ่ในกลุม่ผู้ ป่วยท่ีไม่มีอำกำรตวัเหลือง เม่ือน ำข้อมลูมำวิเครำะห์ทำง
สถิติ พบว่ำไม่มีควำมแตกตำ่งกนัทำงสถิติท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 42.86 และ  
ร้อยละ 40.41, P = 0.78, odd ratio = 1.11) จำกกำรวิเครำะห์กำรกระจำยตวัของจีโนไทป์และ       
อลัลีลของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบ
ตนัท่ีมีอำกำรตวัเหลืองกบัผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอำกำรตวัเหลือง จำกผลกำรทดลองพบว่ำ 
กำรกระจำยตวัของทัง้จีโนไทป์และอัลลีลของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง 
rs17095355 ไม่มีควำมแตกต่ำงกันทำงสถิติระหว่ำงในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีมีอำกำร   
ตวัเหลืองกับผู้ ป่วยโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอำกำรตวัเหลือง แสดงให้เห็นว่ำควำมหลำกหลำยทำง
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พนัธุกรรมของยีน X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ไม่มีควำมสมัพนัธ์กบักำร
เกิดภำวะตวัเหลืองในผู้ ป่วยโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั 

จำกผลกำรทัง้ลองทัง้หมดจึงสรุปได้ว่ำ ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน             
X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 มีควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบ
ตนั โดยเฉพำะอลัลีล T จะเพิ่มควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัในประเทศไทย  และควำม
หลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน  X-prolyl aminopeptidase 1 ท่ีต ำแหน่ง rs17095355 ไม่มี
ควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดภำวะตวัเหลืองในผู้ ป่วย 

อภปิรำยผลกำรวิจัย 

   โรคท่อน ำ้ดีตีบตนัยังคงเป็นปัญหำหลักของโรคตบัท่ีพบในเด็ก และเป็นสำเหตุ
หลกัของกำรผ่ำตดัปลูกถ่ำยตบัในวยัเด็ก จำกกำรศึกษำมำอย่ำงต่อเน่ืองถึงพยำธิสภำพของกำร
เกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั มีสมมติฐำนมำกมำยท่ีพยำยำมอธิบำยถึงพยำธิสภำพของกำรเกิดโรค แต่
ในปัจจุบนัยงัคงไม่ทรำบสำเหตขุองกำรเกิดโรคอย่ำงแน่ชัด แต่เช่ือว่ำโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัเกิดจำก
หลำยๆปัจจยัเข้ำด้วยกนั  สมมติฐำนหนึ่งของโรคนีคื้อ เป็นโรคท่ีเก่ียวข้องกบั immune-mediated 
disease ซึ่งอำจเก่ียวเน่ืองมำจำกควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของแตล่ะคน แตอ่ย่ำงไรก็ตำม 
กำรศึกษำด้ำนควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมยงัได้รับควำมสนใจศกึษำน้อย อำจเป็นเพรำะโรค
ทอ่น ำ้ดีตีบตนัเป็นโรคท่ีพบได้น้อย จำกหลกัฐำนแสดงควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงควำมหลำกหลำยทำง
พนัธุกรรมของยีน ICAM-1 ต ำแหน่ง G241R กบัควำมเส่ียงในกำรกำรเกิดโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน [9] 
แตจ่ำกกำรศกึษำของ Vejchapipat et al. [105] พบว่ำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน   
ICAM-1 ท่ีต ำแหน่ง K469E    มีควำมสมัพนัธ์กบักำรเกิดพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั  จำก
กำรศึกษำท่ีน่ำสนใจในประเทศจีน โดยท ำกำรศึกษำ GWAS  จ ำนวน 500,000 SNPs  ในกลุ่ม
ตวัอย่ำงประชำกรชำวจีนท่ีเป็นโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน 200  รำย  และกลุ่มควบคมุท่ีไม่เป็นโรค
ท่อน ำ้ดีตีบตนัจ ำนวน  481  รำย ผลจำกกำรศึกษำพบว่ำมีต ำแหน่ง  SNPs  10 ต ำแหน่ง  ท่ีมี
ควำมสมัพนัธ์กับกำรเกิดพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนั และจำกลกัษณะทำงพนัธุกรรมของ  
SNPs  ทัง้ 10 ต ำแหน่ง  Garcia-Barcelo et al. [14]  ได้พบว่ำ  rs17095355 ท่ีอยู่ในโครโมโซม 
10q24 และอยูเ่หนือยีน X-prolyl aminopeptidase 1 เม่ือน ำไปวิเครำะห์หำควำมสมัพนัธ์ทำงสถิต ิ
แล้วพบว่ำ rs17095355 เป็น SNP ท่ีมีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัอย่ำงชดัเจน    
(P = 0.00024) และลักษณะทำงพันธุกรรมแบบอัลลีล T มีควำมสัมพันธ์เก่ียวข้องกับโรค           
ทอ่น ำ้ดีตีบตนั  และจำกผลกำรศกึษำของ SNP ต ำแหน่งดงักล่ำวในผู้ ป่วยเด็กโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัใน
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ประเทศไทยข้ำงต้นพบว่ำลักษณะทำงพันธุกรรมแบบอัลลีล T เพิ่มควำมเส่ียงในกำรเกิดโรค      
ทอ่น ำ้ดีตีบตนัในประเทศไทย ซึง่ได้ผลสอดคล้องกบักำรศกึษำก่อนหน้ำนีใ้นประเทศจีน 
  rs17095355  เป็น SNP ท่ีตัง้อยู่บริเวณระหว่ำงยีน X-prolyl aminopeptidase 1 
และยีน  Adducin 3  ซึ่งทัง้สองยีนเป็นยีนท่ีมีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับกำรควบคมุหน้ำท่ีกำร
ท ำงำนของตบัด้วยกนัทัง้สิน้  จำกกำรศึกษำก่อนหน้ำนีข้อง Garcia-Barcelo et al. [14] ซึ่งได้
ประเมินไว้ว่ำท่ีต ำแหน่ง rs17095355 บริเวณท่ีเป็น intergenic region มีควำมเป็นไปได้ว่ำท่ี
บริเวณนีจ้ะเป็นสว่นของ flanking gene ท่ีมีควำมสมัพนัธ์กบัพยำธิสภำพของโรคท่อน ำ้ดีตีบตนัใน
กำรไปควบคมุหน้ำท่ีกำรท ำงำนของยีนโดยอำศยัควำมสมัพนัธ์ของ SNP allele 
  ยีน X-prolyl aminopeptidase 1 (XPNPEP1) ท ำหน้ำท่ีสร้ำงโปรตีน         
soluble X-prolyl aminopeptidase P  หรือ  soluble  Aminopeptidase P1  (APP1) พบว่ำมี  
กำรแสดงออกใน epithelial cell ในระบบ hepatobiliary [16]  APP1 เป็น proline-specific 
metaloaminopeptidase ซึ่งท ำหน้ำท่ีเฉพำะเจำะจงในกำรเร่งปฏิกิริยำกำรก ำจดักรดอะมิโนท่ีอยู่
ติดกับกรดอะมิโน proline  ก่อนตวัสุดท้ำยจำกปลำย N-terminal  ซึ่งเก่ียวข้องกับกระบวนกำร       
เมแทบอลิซึมของ  bradykinin (BK) และ  substance P (SP) [17] ส ำหรับ BK ท ำหน้ำท่ีเก่ียวข้อง
กบักำรควบคมุกระบวนกำรขยำยตวัของหลอดเลือดและควำมยืดหยุ่นของหลอดเลือดฝอย และ
ลดอำกำรปวด  ซึ่งกำรแสดงออกของ BK  ถกูควบคมุโดยตรงจำก  bile acid nuclear receptor,  
farnesoid  X receptor (FXR)  เป็นท่ีทรำบกนัดีว่ำทัง้ bile acid nuclear receptor  และ 
farnesoid  X  receptor (FXR)  มีบทบำทในกำรควบคมุกระบวนกำรเมแทบอลิซึมและกำรหลัง่
ของน ำ้ดี  นอกจำกนัน้ยังเก่ียวข้องกบักำรควบคมุกระบวนกำรอกัเสบด้วย [100-101] ส่วน SP มี
บทบำทในกำรเป็น neurotransmitter และเป็นตวักลำงท่ีเก่ียวข้องกบักำรอกัเสบ ซึ่งทัง้หมดมีส่วน
เก่ียวข้องกบักำรควบคมุกำรหลัง่ของน ำ้ดีและควบคมุสมดลุของกำรสร้ำงและหลัง่น ำ้ดีให้มีควำม
เหมำะสม นอกจำกนัน้ยงัเก่ียวข้องกบักำรสง่สญัญำณกระแสประสำทไปยงัตบั จำกกำรศกึษำของ 
Trivedi และ Bergasa ในปี ค.ศ. 2010 [106]  รำยงำนพบผู้ ป่วย chronic liver disease ท่ีมีภำวะ 
cholestasis มีปริมำณ SP ในซีรัมสงูกวำ่ในกลุม่ท่ีไมมี่ภำวะ cholestasis  

ส ำหรับยีน  Adducin3 (ADD3) เป็นยีนท่ีอยู่ในตระกูลเดียวกันกับโปรตีนท่ีมี
หน้ำท่ีเก่ียวกบั membrane skeletal ซึ่งจะเก่ียวข้องกบักำรรวมตวัของ spectin กบั actin ในเซลล์
เม็ดเลือดแดงโดยท่ี adducin เป็นตวัเสริมควำมแข็งแรงของรอยตอ่ระหว่ำง spectrin กับ actin  
นอกจำกนัน้ยังพบในบริเวณท่ีกำรเช่ือมกันระหว่ำงเซลล์สองชนิดในเนือ้เย่ือบุผิวรวมทัง้บทบำท
หน้ำท่ีในกำรย่อยสลำยเนือ้เย่ือบริเวณท่อต่ำงๆในอวยัวะตบัและท่อน ำ้ดีได้อีกด้วย ซึ่ง ADD3 มี
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กำรแสดงออกใน epithelia ของตบัและทำงเดินน ำ้ดี เป็นท่ีน่ำสังเกตว่ำกำรแสดงออกของยีน 
ADD3  พบว่ำมีกำรแสดงออกของยีนนีใ้นตบัระยะฟีตสั (fetal liver) มำกกว่ำในตบัผู้ ใหญ่ [15]  
จำกกำรศึกษำพบว่ำ ADD3 มีบทบำทเก่ียวข้องกับกำรยืดหดตัวของ bile canalicular  
membrane  ซึ่งกระบวนกำรนีถ้กูควบคมุโดยอำศยักำรท ำงำนระหว่ำง actin กบั myosin [98]  
กำรเพิ่มกำรแสดงออกของ -smooth-muscle actin มีควำมสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับระดบัควำม
รุนแรงของกำรเกิดพงัผืดสะสมตบัในผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนั [99]   
  โรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัเป็นกำรตีบตนัของบริเวณท่อทำงเดินน ำ้ดีท่ีเกิดกำรอกัเสบ และ
จำกข้อมูลท่ีเก่ียวข้องกับบทบำทหน้ำท่ีของยีน ADD3 และยีน XPNPEP1 ท ำให้เช่ือว่ำยีนทัง้สอง
ชนิดนีมี้บทบำทหน้ำท่ีเก่ียวข้องกับพัฒนำกำรของโรคท่อน ำ้ดีตีบตัน ซึ่งมีส่วนเก่ียวข้องในกำร
ควบคมุของกระบวนกำรอกัเสบท่ีเกิดขึน้   แตอ่ยำ่งไรก็ตำมยงัไม่มีรำยงำนกำรศกึษำควำมสมัพนัธ์
ของ SNP ต ำแหน่ง rs17095355 ในโรคอ่ืนๆ และยังไม่ทรำบบทบำทของ SNP ต ำแหน่ง 
rs17095355 ตอ่กำรแสดงออกของยีน XPNPEP1 หรือยีน ADD3 ดัง้นัน้จึงควรได้รับกำรศึกษำ
เพิ่มเตมิตอ่ไป เพ่ือจะท ำให้เข้ำใจถึงพยำธิสภำพของกำรเกิดโรคทอ่น ำ้ดีตีบตนัได้ดียิ่งขึน้ 
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ภำคผนวก 
กำรเตรียมสำรเคมี 

 
1. สำรละลำย Red Cell Lysis Buffer (RCLB) 

 1M TRIS-HCl (pH 7.6) 10  มิลลิลิตร 
 5M NaCl  2  มิลลิลิตร 
 1M MgCl2  5  มิลลิลิตร 

Distilled water เป็น       1,000   มิลลิลิตร 
ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

 
2. สำรละลำย Phosphate Buffer Saline (PBS) 
  PBS   9.88  กรัม 

Distilled water เป็น       1,000   มิลลิลิตร 
 น ำไป autoclave แล้วเก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 
 
3. สำรละลำย lysis buffer  

Tris-HCl     0.105  กรัม 
EDTA   0.1245   กรัม 
SDS   0.335  กรัม  
Distilled water เป็น  50  มิลลิลิตร 

ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บไว้ท่ี 4 องศำเซลเซียส  
 
4. สำรละลำย 20 mg/ml Proteinase K  

Proteinase K   2   มิลลิลิตร  
Distilled water เป็น  100   มิลลิลิตร 

 ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บท่ี 4 องศำเซลเซียส 
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5. 2M Sodium acetate (2M NaOAC) 
  Sodium acetate 4.92  กรัม 

Distilled water เป็น  30   มิลลิลิตร 
ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บท่ี 4 องศำเซลเซียส 

 
6. Chloroform (CHCl3):Isoamyl alcohol (IAA) (49:1) 
  Isoamyl alcohol 1  มิลลิลิตร 
  Choroform  49  มิลลิลิตร 

ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บท่ี 4 องศำเซลเซียส 
 
7. 70% Ethanol 
  Absolute ethanol 70  มิลลิลิตร 

Distilled water เป็น  100   มิลลิลิตร 
ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บท่ี 4 องศำเซลเซียส 
 

8. 5xTris borate buffer (5x TBE)  
Tris–base   54   กรัม  
Boric acid   27.5   กรัม  
EDTA (pH 8.0)   20   มิลลิลิตร  
Distilled water เป็น  1,000   มิลลิลิตร 

ผสมสำรละลำยให้เข้ำกนัแล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง  
 

9. 2% (w/v) agarose gel  
Agarose gel   4   กรัม  
1 x TBE   200   มิลลิลิตร  

ละลำยด้วยกำรอุน่ในเตำไมโครเวฟแล้วผสมให้เข้ำกนัจนกวำ่ agarose gel  
จะละลำยหมด 
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10. 10% Ethidium bromide  
Ethidium bromide  30   ไมโครลิตร  
Distilled water  300   มิลลิลิตร   

 
11. Loading dye  

0.25% Bromphenol blue  
40% (w/v) sucrose in water  

 จำกนัน้เตมิน ำ้กลัน่จนมีปริมำตร 50 มิลลิลิตร แล้วเก็บท่ี 4 องศำเซลเซียส 
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