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  ปัญหาท่ีพบบ่อยในเด็กแรกเกิด คืออาการตวัเหลือง ซ่ึงเกิดไดจ้ากหลายปัจจยั เช่น การไม่
เขา้กนัของหมู่เลือด ABO, การท างานผิดปกติของเอนไซม์ glucose – 6 –phosphate dehydrogenase 
(G6PD), การด่ืมนมแม่, Gilbert syndrome และ Crigler – Najjar syndrome เป็นตน้ การกลายพนัธ์ุ
ของยนี Uridine glucuronosyltransferase1 (UGT1A1) ท าใหเ้กิดการสะสมของบิลิรูบินในเลือด โดย
การกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 พบมากบริเวณ TA promoter โดยมี TA ซ ้ าเพิ่มข้ึนหรือลดลง และ 
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 211G>A ของ exon1 โดยเปล่ียนจากกรดอะมิโนไกลซีนเป็นอาร์จีนีน ท่ี
กรดอะมิโนต าแหน่ง 71 (G71R)  การกลายพนัธ์ุของทั้งสองต าแหน่งน้ีส่งผลต่อการท างานของ
เอนไซมด์งักล่าว  นอกจากการกลายพนัธ์ุของยีนน้ีแลว้ ยงัข้ึนกบัความแตกต่างทางพนัธุกรรมของ
แต่ละเช้ือชาติ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาหาความถ่ีของยีน UGT1A1 ในเด็กแรก
เกิดชาวไทยและหาความเก่ียวขอ้งของการกลายพนัธ์ุกบัการเกิดอาการตวัเหลือง  ในการทดลองน้ี
ไดท้  าการศึกษาในเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษาจ านวน 71 ราย  และกลุ่ม
คนไทยปกติจ านวน 115 ราย โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction และ direct sequencing จาก
การศึกษาพบวา่ ในคนไทยปกติและในเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษา ทั้งสองกลุ่มมี
ค่าความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากนัคือ 0.15   ส่วนในต าแหน่ง 211G>A มีความถ่ีของอลัลีล A 
เท่ากบั 0.12 และ 0.09 ตามล าดบั หากคดักลุ่มเด็กตวัเหลืองท่ีทราบสาเหตุออกจ านวน 17 รายจะ
พบวา่ค่าความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 0.14 และต าแหน่ง 211G>A มีความถ่ีของอลัลีล A
เท่ากบั 0.10 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 ทั้งต าแหน่ง TA promoter และ 
211G>A บริเวณ exon1 ยงัพบวา่ไม่มีความเก่ียวขอ้งอย่างมีนยัส าคญักบัการก่อให้เกิดอาการตวั
เหลืองโดย มีค่า p – value เท่ากบั 0.90  และ 0.55 ตามล าดบั   ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่การกลายพนัธ์ุของ
ยีน UGT1A1 บริเวณ TA promoter และ 211G>A บริเวณ exon1  ไม่มีความเก่ียวขอ้งกบัความเส่ียง
ในการก่อใหเ้กิดอาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิดชาวไทย 
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  Neonatal jaundice or hyperbilirubinemia is a common problem in newborns. There are 
various factors contribute to jaundice such as ABO incompatibility, glucose-6-phosphate 
dehydrogenase deficiency (G6PD), breast milk feeding, Gilbert syndrome (GB), Crigler – Najjar 
syndrome (CN). Mutation of Uridine glucuronosyltransferase1 (UGT1A1) gene can cause 
jaundice by accumulation of unconjugated bilirubin in plasma. The number of TA repeats in the 
gene promoter and the mutation of 211G>A in exon1 (G71R) are associated with the enzyme 
activity. The mutations are associated with jaundice. Moreover, these mutations are different 
among ethnic groups. Therefore, the aim of this study was to assess the frequency of the two 
polymorphisms of the UGT1A1 gene in Thai population and their association with unconjugated 
hyperblirubinemia in neonates. In this study, 71 samples of newborns with unconjugated 
hyperbilirubinemia who were treated with phototherapy and 115 healthy adult controls were 
recruited. The promoter and exon1 of UGT1A1 were directly sequenced from the DNA products 
obtained by polymerase chain reaction. The association between UGT1A1 promoter, 211G>A of 
exon1 and neonatal hyperbilirubinemia was evaluated by using chi – square test. Both jaundice 
newborns and healthy Thai adults have similar frequency of A(TA)7TAA  allele (0.15) and the 
frequency of 211G>A allele are 0.12 and 0.09, respectively. When exclude the newborn who 
know the cause of jaundice, the result showed that no significant association between UGT1A1 
promoter (p – value = 0.90), 211G>A of exon1 (p – value = 0.55). In conclusion, the UGT1A1 
promoter and 211G>A mutation were not associated with Thai neonatal jaundice.  
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บทที ่1 

บทน า 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย 

 ปัญหาท่ีพบไดบ้่อยในเด็กแรกเกิด คืออาการตวัเหลือง ซ่ึงอาการน้ีเกิดไดจ้ากหลาย

ปัจจยั เช่น การไม่เขา้กนัของหมู่เลือด ABO, การท างานผิดปกติของเอนไซม์ glucose – 6 –

phosphate dehydrogenase (G6PD), การด่ืมนมแม่, Gilbert syndrome และ Crigler – Najjar 

syndrome เป็นตน้[1 – 4]  โดยสาเหตุท่ีท าใหเ้ด็กมีอาการตวัเหลืองเกิดจากการสะสมของบิลิรูบินใน

เลือดมากเกินไป ถา้หากมีการสะสมของบิลิรูบินสูงมากอาจจะท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนทางสมอง 

(Kernicterus) เกิดอาการชกั และมีการท าลายเน้ือสมองอยา่งถาวร นอกจากน้ียงัพบวา่ 25% ของเด็ก

ท่ีมีความผิดปกติของเอนไซม์น้ี มีโอกาสเส่ียงในการเกิดภาวะ I.Q. ต ่า หรือ ความฉลาดลดลงได ้

รวมถึงอาจเกิดภาวะการไดย้ินผิดปกติ (Sensory neural hearing loss) ความพิการทางสมอง และมี

ความผิดปกติต่อระบบประสาท [4]  นอกจากน้ียงัมีปัจจยัภายนอกท่ีสนับสนุนให้เกิดอาการตวั

เหลือง เช่น การรับประทานยา  ปริมาณแอลกอฮอล ์การสูบบุหร่ี อาย ุเพศ เป็นตน้ [5]  

 ใ นก า รก า จัด บิ ลิ รู บิ นออกจ า ก ร่ า ง ก า ยท า ไ ด้ โ ด ย อ า ศัย เ อนไซม์ Uridine 

glucuronosyltransferase (UGT) เอนไซมน้ี์สร้างจากยีน UGT1A1 สามารถแบ่งได ้ เป็น 3 families 

คือ UGT1,  UGT2  และ UGT8  โดยท่ี UGT1 family ประกอบดว้ย isoform ท่ีท าหนา้ท่ีในการเร่ง

ปฏิกิริยา Glucuronidation ของบิลิรูบิน  ควินิล และฟีนอล  ซ่ึง isoform UGT1A1 เป็นรูปท่ีมี

ความจ าเพาะต่อบิลิรูบิน  ในเด็กท่ีมีการท างานของเอนไซม ์UGT1A1 ผิดปกติท าให้มีการก าจดับิลิรู

บินไดไ้ม่ดี จึงมีอาการตวัเหลืองอนัเกิดจากการสะสมของบิลิรูบินชนิด unconjugated ในเลือด  การ

ท างานผิดปกติของเอนไซม์ UGT1A1 ส่วนหน่ึงเกิดจากการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1  บริเวณ 

promoter  ซ่ึงมกัพบ TATA box บริเวณ promoter ของยีนเป็น 7 ซ ้ าของ TA (A(TA)7TAA) หรือ

เรียกว่า UGT1A1*28 นอกจากน้ียงัสามารถพบ 5 ซ ้ าของ TA (A(TA)5TAA) หรือเรียกว่า 

UGT1A1*36,   และ 8 ซ ้ าของ TA (A(TA)8TAA) หรือเรียกวา่ UGT1A1*37 ในชาวแอฟริกนั [6]  

ในคนปกติจะพบ 6 ซ ้ าของ TA (A(TA)6TAA) หรือเรียกว่า UGT1A1*1  ซ่ึงในเด็กแรกเกิดช่วง

ระหวา่ง 5 วนัแรกมกัพบอาการตวัเหลืองประมาณ 50 % และจะมีการท างานของเอนไซมท่ี์สมบูรณ์

ภายใน 3 เดือน ความผิดปกติของเอนไซม์ UGT1A1 ก่อให้เกิด Gilbert syndrome และ Crigler-
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Najjar syndrome  ซ่ึง Gilbert  syndrome เกิดจากเอนไซมท์ างานผิดปกติเล็กนอ้ย ส่วน Crigler-

Najjar แบ่งได ้2 ชนิดโดยชนิดท่ี1 มีความรุนแรงมากกวา่ชนิดท่ี2 [5] นอกจากการกลายพนัธ์ุของยีน 

UGT1A1 บริเวณ promoter แลว้ ยงัพบว่ามกัมีการกลายพนัธ์ุบริเวณ 211G>A ของ exon1 โดย

เปล่ียนจากกรดอะมิโนไกลซีนเป็นอาร์จีนีน ท่ีต าแหน่ง 71 (G71R) [7] ซ่ึงส่งผลให้การท างานของ

เอนไซม ์UGT1A1 ลดลงและกระตุน้การก่อให้เกิดการสะสมของบิลิรูบินในเลือดมากข้ึน [8]  ใน

การรักษาเด็กท่ีมีอาการตวัเหลืองสามารถรักษาได้ด้วยวิธีดงัน้ี การรับประทานยา Phenobarbital 

และการส่องไฟรักษา (Phototherapy) หรือ ก าจดับิลิรูบินออกจากร่างกายโดยตรงดว้ยการเปล่ียน

ถ่ายเลือด (Blood transfusion) [4]   

  อุบติัการณ์ในการเกิดอาการตวัเหลืองในแต่ละเช้ือชาติจะมีความแตกต่างกนั เช่น ใน

ชาว Caucasian มีความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 0.36 – 0.39  ในชาวแอฟริกนัมีความถ่ี

ของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 0.43  ในชาวมาเลเซียและชาวญ่ีปุ่นมีความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA 

เท่ากบั 0.16 และ 0.15 ตามล าดบั [6, 8, 9] การศึกษาหาความถ่ีของอลัลีล 211G>A พบว่าใน

ประชากรญ่ีปุ่นมีความถ่ีของอลัลีลเท่ากบั 0.16  ในประชากรมาเลเซียเท่ากบั 0.03 [9, 10] และไม่เคย

พบการกลายพนัธ์ุน้ีในประชากรแอฟริกนัและไม่มีการรายงานการกลายพนัธ์ุของต าแหน่งน้ีในชาว 

Caucasian [11] นอกจากน้ียงัพบการกลายพนัธ์ุในครอบครัวชาวไทยครอบครัวหน่ึง ซ่ึงพบวา่มีการ

แทนท่ีของกรดอะมิโนลิวซีนเป็นฟีนิลอะลานีนท่ีต าแหน่ง 83 (F83L) [12] ในปัจจุบนัมีการศึกษาหา

สาเหตุของการเกิดอาการตวัเหลืองอย่างจริงจงัแต่ยงัไม่มีผูใ้ดทราบถึงสาเหตุท่ีแทจ้ริงในการเกิด

พยาธิสภาพของอาการตวัเหลือง  

 จากตวัอย่างการศึกษาสาเหตุของ Gilbert syndrome พบว่ามีความสัมพนัธ์กับ

พนัธุกรรมของผูป่้วย โดยมีการศึกษาหาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1  ดว้ยวิธี

ต่างๆ ไดแ้ก่ sequencing, fragment analysis, high resolution melting curve analysis(HRM) และยงั

มีการใชเ้ทคนิคReal – time PCR แบบ Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) ดว้ย 

เน่ืองจากเป็นวธีิท่ีง่าย รวดเร็ว มีความไว มีความจ าเพาะสูงและยงัช่วยลดการปนเป้ือน [13, 14]  

 ในการศึกษาคร้ังน้ีจะท าการศึกษาหาความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ TATA box และ 

211G>A ในกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตัวเหลือง เพื่อน าข้อมูลท่ีได้มา
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วิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัทางพนัธุกรรมกบัความเส่ียงในการก่อให้เกิดอาการตวั

เหลือง 

 

ค าถามของการวจัิย  

1. ความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ TATA box ในกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดตวั

เหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษามีความแตกต่างกนัหรือไม่  

2. ความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ 211G>A ในกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดตวั

เหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษามีความแตกต่างกนัหรือไม่ 

3. ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 มีความเก่ียวขอ้งกบัการก่อให้เกิดอาการตวั

เหลืองในเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษาหรือไม่ 

 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย  

1. เพื่อศึกษาหาความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ TATA box ของ promoter โดย

เปรียบเทียบกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีได้รับการส่องไฟ

รักษา 

2. เพื่อศึกษาหาความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ 211G>A ของ exon1 โดย

เปรียบเทียบกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีได้รับการส่องไฟ

รักษา 

3. เพื่อศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยนี UGT1A1 กบัการก่อใหเ้กิดอาการตวั

เหลือง โดยเปรียบเทียบกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการ

ส่องไฟรักษา 

4. เพื่อพฒันาวิธีการตรวจหาลกัษณะของ TATA box บริเวณ promoter ของยีน 

UGT1A1 ดว้ยวธีิ Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)   
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สมมติฐาน  

1. ความถ่ีของ TA บริเวณ promoter ของยีน UGT1A1 ในกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่ม

เด็กแรกเกิดตวัเหลืองมีความแตกต่างกนั โดยในกลุ่มเด็กแรกเกิดตวัเหลืองจะมี

ความถ่ีของ TA บริเวณ promoter ท่ีผดิปกติมากกวา่ในกลุ่มคนไทยปกติ 

2. ความถ่ีของ 211G>A บริเวณ exon1 ของยีน UGT1A1 ในกลุ่มคนไทยปกติและ

กลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความแตกต่างกนั โดยในกลุ่มเด็กแรกเกิดตวั

เหลืองจะมีความถ่ีของ 211G>A ท่ีผดิปกติมากกวา่ในกลุ่มคนไทยปกติ 

3. ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 มีความเก่ียวขอ้งกบัการก่อให้เกิด

อาการตวัเหลือง โดย กลุ่มท่ีมี TATA box ยาวกวา่ปกติจะมีการท างานของเอนไซม ์

UGT1A1 ลดลง และ กลุ่มท่ีมีกรดอะมิโนอาร์จีนีนจะมีการท างานของเอนไซม์

นอ้ยกวา่กลุ่มท่ีมีกรดอะมิโนไกลซีน 

4. สามารถพฒันาวธีิการตรวจ TA repeat บริเวณ promoter ดว้ยเทคนิค FRET 

 

ข้อจ ากดัของการวจัิย  

  เน่ืองจากตวัอย่างในประชากรไทยเป็นตวัอย่างเลือดท่ีเหลือจากศูนยบ์ริการโลหิต 

สภากาชาดไทย ซ่ึงเป็นตวัอยา่งท่ีไม่เปิดเผยขอ้มูล ท าให้ขาดขอ้มูลทางคลินิก จึงท าให้เกิดอุปสรรค

แก่การวเิคราะห์ขอ้มูล  

 

ค าจ ากดัความทีใ่ช้ในการวจัิย 

           Wild-type คือ ลกัษณะทางพนัธุกรรมบริเวณ TATA box ของ promoter ท่ีมี TA ซ ้ า

กนั 6 คู่ เป็น homozygous type โดยใชเ้คร่ืองหมายแทนดงัน้ี A(TA)6TAA 
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กรอบแนวความคิดในการวจัิย   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fluorescence Resonance Energy 

Transfer (FRET) 

ท า PCR บริเวณ TATA box และ 211G>A โดยใช ้

primer ท่ีจ าเพาะต่อแต่ละบริเวณ 

วเิคราะห์ล าดบัเบสโดยใชโ้ปรแกรม Chromas lite 

Sequencing (Gold standard) 

เปรียบเทียบขอ้มูลจากทั้ง 2 วธีิ 

หาความถ่ีของยนี UGT1A1 บริเวณ TATA box โดย

น าผลการทดลองมาค านวณโดยโปรแกรมทางสถิติ 

หาความถ่ีของยนี UGT1A1 บริเวณ 211G>A โดยน าผลการทดลองมาค านวณโดยโปรแกรมทางสถิติ 

คดัตวัอยา่งท่ีมี TA repeats ต่างกนัมา

อยา่งละ1 ตวัอยา่ง เพ่ือท า positive 

เก็บตวัอยา่งเลือด 

กลุ่มท่ี 1:  คนไทยปกติ (n=115)  

กลุ่มท่ี 2:  กลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและไดรั้บการส่องไฟรักษา (n=71) 

สกดัดีเอน็เอจากเลือด ดว้ยวธีิ 

Phenol/Chloroform Extraction 

Cloning ช้ินยนีเขา้สู่พลาสมิดเพ่ือเพ่ิม

ปริมาณของ positive control 

ได ้positive control เพื่อใชเ้ป็นตวั

เปรียบเทียบผลการทดลอง 

แผนภาพท่ี 1  กรอบแนวความคิดของการวจิยั 
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ค าส าคัญ 

Uridine glucuronosyltransferase (UGT1A1) 

 TATA box 

 211G>A 

 Adult Thai population 

 Neonatal jaundice 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. ท าให้ทราบถึงความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ TATA box และ 211G>A ในคนไทย

ปกติและในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลือง   

2. ท าใหท้ราบถึงความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 ต่อความเก่ียวขอ้งในการ

ก่อใหเ้กิดอาการตวัเหลือง   

3. น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวจิยัไปประกอบการรักษาและป้องกนัการเกิดอาการตวัเหลือง  

4. สามารถพฒันาเทคนิคในการตรวจการกลายพนัธ์ุในต าแหน่ง TA repeat บริเวณ 

promoter ของยนี UGT1A1 ดว้ยเทคนิค FRET 

5. ผลงานตีพิมพร์ะดบันานาชาติอยา่งนอ้ย 1 เร่ือง 
 

วธีิด าเนินการวจัิย 

1. เก็บตวัอยา่งเลือด 

2. สกดัดีเอน็เอดว้ยวธีิ Phenol – Chloroform Extraction 

3. เพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

4. ตรวจสอบผลิตภณัฑจ์ากการท า PCR โดยใช ้Agarose gel electrophoresis 

5. ตรวจสอบการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 ท่ีต  าแหน่ง TATA box และ 211G>A ดว้ย

วธีิ direct sequencing 

6. พฒันาเทคนิคการตรวจสอบการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 ท่ีต  าแหน่ง TATA box 

ดว้ยเทคนิค real – time PCR โดยใช ้Fluorescence Energy Transfer (FRET) 

7. เก็บรวบรวมขอ้มูลและท าการวเิคราะห์ผล 



บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

เด็กแรกเกดิทีม่ีอาการตัวเหลอืง 

 อาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิด (Neonatal jaundice)  เกิดจากการสะสมของบิลิรูบินใน

กระแสเลือด ซ่ึงบิลิรูบินเป็นสารสีเหลืองท่ีเกิดจากการสลายตวัของเม็ดเลือดแดง  โดยอาการตวั

เหลืองเป็นอาการท่ีพบไดบ้่อยในเด็กแรกเกิดและยงัเป็นปัญหาส าคญัท่ีตอ้งท าการวินิจฉยั และตอ้ง

รักษาในระยะเวลาท่ีเหมาะสม ถา้ไม่ไดรั้บการรักษาในเวลาท่ีเหมาะสม เด็กอาจเกิดความผิดปกติ

ของบางอวยัวะ หรืออาจจะสูญเสียอวยัวะจนไม่สามารถท าหน้าท่ีไดต้ามปกติ ในบางรายอาจเกิด

การสะสมของบิลิรูบินสูงจนส่งผลต่อการท างานของสมอง  ในช่วงอายุ 1 – 2 สัปดาห์แรกเด็กแรก

เกิดท่ีคลอดครบก าหนดจะพบอาการตวัเหลืองร้อยละ 25 –  50  และจะพบมากข้ึนในเด็กท่ีคลอด

ก่อนก าหนด 

 ในเด็กแรกเกิดจะอยูโ่รงพยาบาล 2 – 3 วนั เพื่อให้ให้แพทยส์ังเกตอาการตวัเหลือง 

โดยอาการตวัเหลืองจะเร่ิมสังเกตไดจ้ากใบหนา้ของเด็ก แลว้จะเร่ิมเกิดอาการเหลืองไปท่ีตวั ขา และ

เทา้  แต่การสังเกตน้ีไม่สามารถบอกไดอ้ยา่งละเอียด แพทยจึ์งตอ้งท าการเจาะเลือดเพื่อดูระดบัของ 

บิลิรูบินในกระแสเลือดและท าการประเมินว่าเด็กมีอาการตวัเหลืองในระดบัใด เพื่อท่ีจะท าการ

รักษาไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

  

กลไกการเกดิและการก าจัดบิลรูิบิน 

 เมตาบอลิซึมของบิลิรูบินเกิดข้ึนในหลายเน้ือเยื่อ บิลิรูบินเป็นสารสีเหลืองท่ีไม่ละลาย

น ้า เกิดจากการสลายตวัของฮีมในเม็ดเลือดแดงซ่ึงจะอยูใ่นรูป unconjugated bilirubin  การสลายตวั

ของเม็ดเ ลือดแดง ท่ีหมดอายุ ส่วนใหญ่จะ เ กิด ท่ีตับ  ม้าม  ต่อมน ้ า เหลืองและไขกระดูก 

(reticuloendothelial system) และได้จากการสลายของ hemoprotein ท่ีไม่ใช่ฮีโมโกลบิน เช่น        

คะตะเลส มยัโอโกลบิน ซยัโตโครม และเพอร์รอกสิเดส  เม่ือมีการสลายตวัของเม็ดเลือดแดง  ฮีม

จะถูกปล่อยออกมาและถูกสลายดว้ยเอนไซม ์heme oxygenase ท าให้ porphyrin ring แตกออกเป็น 
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biliverdin ซ่ึงมีสีเขียวและคาร์บอนมอนอกไซด์ จากนั้น biliverdin จะถูกรีดิวซ์ด้วยเอนไซม ์

biliverdin reductase จะไดบิ้ลิรูบิน จากนั้นบิลิรูบินจะจบักบัอลับูมินในกระแสเลือดเพื่อส่งเขา้สู่ตบั 

และจะถูกท าให้ละลายน ้ าไดดี้ข้ึนโดยการ conjugate กบั glucuronic acid 2 โมเลกุล ซ่ึงมีเอนไซม ์

uridine glucuronosyltransferase (UGT) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  เม่ือบิลิรูบิน conjugate กบั glucuronic 

acid 2 โมเลกุลจะได ้bilirubin diglucuronide แสดงดงัภาพท่ี1 ซ่ึงอยูใ่นรูปท่ีพร้อมท าการขบัออก

ทางน ้าดีและเปล่ียนแปลงท่ีล าไส้ ส่วนใหญ่ขบัออกทางอุจจาระ  และส่วนนอ้ยขบัออกทางปัสสาวะ 

บิลิรูบินบางส่วนท่ีถูกเปล่ียนเป็น unconjugated bilirubin ในล าไส้จะถูกดูดซึมกลบัผ่านทาง portal 

system   [15]   

 

 

 

 

 

 

                        ภาพท่ี 1  แสดงวถีิการสลายตวัของฮีม [16] 

 

ความผดิปกติเกีย่วกบัเมตาบอลซึิมของบิลรูิบิน 

 ในภาวะปกติ บิลิรูบินในเลือดเกือบทั้งหมดเป็นชนิด unconjugated bilirubin โดยมี

ค่าประมาณ 0.3 – 1.0 มิลลิกรัม/เดซิลิตร ถา้หากมีปริมาณของบิลิรูบินรวม  (total bilirubin) สะสม

ในเลือดมากกวา่ 2.0 – 3.0 มิลลิกรัม/เดซิลิตร จะท าให้เกิดภาวะดีซ่าน (jaundice) ซ่ึงจะมีการสะสม

ของบิลิรูบินบริเวณเน้ือเยื่อต่างๆ เช่น ผิวหนงั เยื่อบุของลูกตา และมีอาการตวัเหลืองตาเหลือง และ

ถา้ระดบัของบิลิรูบินในเลือดชนิด conjugated bilirubin  สูงกวา่ 0.5 มิลลิกรัม/เดซิลิตร จะตรวจพบ
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บิลิรูบินในปัสสาวะร่วมดว้ย โดยภาวะท่ีมีปริมาณบิลิรูบินในเลือดสูง (hyperbilirubinemia) สามารถ

แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ unconjugated hyperbilirubinemia และ conjugated hyperbilirubinemia 

ชนิด unconjugated hyperbilirubinemia 

 unconjugated hyperbilirubinemia เกิดจากมีการสะสมของบิลิรูบินท่ียงัไม่ได ้

conjugation กบั glucuronic acid โดยภาวะน้ีอาจเกิดจาก มีการสร้างบิลิรูบินมากข้ึน เช่น ภาวะท่ีเม็ด

เลือดแดงแตก (hemolysis) หรือมีการสลายตวัของเม็ดเลือดแดงก่อนก าหนดเน่ืองจากเม็ดเลือดแดง

มีความผิดปกติ (ineffective erythropoiesis) หรือ อาจเกิดจากการท างานของตบัในการก าจดั 

unconjugated bilirubin เกิดความผิดปกติ ซ่ึง unconjugated bilirubin สามารถส่งผา่น blood brain 

barrier ได ้และท าให้ส่งผลกระทบต่อการท างานของระบบประสาท เกิดการสะสมของบิลิรูบินใน

นิวเคลียสของสมองท าให้สมองเกิดการอักเสบ (kernicterus) โดยปัจจัยเส่ียงท่ีก่อให้เกิด 

unconjugated hyperbilirubinemia ในเด็กแรกเกิดสามารถแบ่งตามปัจจยัการเกิดได ้3 ปัจจยั 

1. ปัจจยัจากแม่ : เช้ือชาติ, โรคแทรกซ้อนอ่ืนๆ เช่น การไม่เขา้กนัของหมู่เลือด ABO, 

การไม่เขา้กนัของหมู่ Rh, โรคเบาหวาน , การให้นมแม่ซ่ึงประกอบไปดว้ยสารท่ีท า

หนา้ท่ียบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์uridine glucuronosyltransferase 

2.  ปัจจยัท่ีเกิดจากระหวา่งช่วง 5 เดือนก่อนคลอดและ 1 เดือนหลงัคลอด : เกิดบาดแผล 

เช่น เ ลือดออกใต้ผิวหนัง  (ecchymoses), ก้อนเลือดใต้หนัง ศีรษะทารก 

(cephalhematoma) , การติดเช้ือไวรัส หรือเช้ือแบคทีเรีย ตั้งแต่ในครรภ ์เช่น ติดเช้ือ

หดัเยอรมนั ซิฟิลิส หรือเช้ือซีเอม็ว ี(CMV, Cytomegalovirus)  

3.  ปัจจยัจากเด็ก : คลอดก่อนก าหนด, เกิดจากความผิดปกติทางดา้นพนัธุกรรม เช่น 

Crigler – Najjar syndrome, Gilbert syndrome , เกิดจากความผิดปกติของเอนไซม ์

เช่น glucose – 6 – phosphate dehydrogenase (G6PD), pyruvate kinase deficiency, 

hexokinase deficiency, congenital erythropoietic porphyria , เม็ดเลือดแดงผิดรูป 

เช่น ความผิดปกติของรูปร่างเม็ดเลือดแดง (Spherocytosis หรือ Elliptocytosis), 
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ภาวะท่ีมีจ านวนเม็ดเลือดแดงมากเกินไป (polycythemia) , เกิดจากการไดด่ื้มนมแม่

นอ้ยเกินไป 

ชนิด conjugated hyperbilirubinemia 

 Conjugated hyperbilirubinemia เป็นภาวะท่ีมีการสะสมของ conjugated bilirubin ใน

กระแสเลือดมากเกินไป ซ่ึงแสดงว่าการท างานของตบัและกระบวนการขบับิลิรูบินออกมีความ

ผิดปกติจนท าให้ปริมาณ conjugated bilirubin มีปริมาณสูงจนเกิดการยอ้นกลบัเขา้สู่ระบบการ

ไหลเวยีนของเลือด   โดยปัจจยัเส่ียงท่ีก่อให้เกิด conjugated hyperbilirubinemia เช่น เกิดจากการติด

เช้ือ ไดรั้บสารอาหารไม่เพียงพอ ท่อน ้าดีตีบตนั (biliary atresia), galactosemia, cystic fibrosis [17] 

 

สาเหตุของการเกดิอาการตัวเหลอืง   

1. ภาวะตวัเหลืองปกติ (Physiological jaundice) 

 ภาวะตวัเหลืองปกติ (Physiological jaundice) เป็นภาวะท่ีเกิดจากเด็กแรกเกิดมีการ

ท างานของตบัยงัไม่สมบูรณ์เต็มท่ีและมีเม็ดเลือดแดงอายุสั้นกว่าในผูใ้หญ่ท าให้มีปริมาณของบิลิรู

บินสูงในระดบัหน่ึงและจะไม่สูงข้ึนเร็ว โดยอาการเหล่าน้ีมกัเกิด 2 – 4 วนัหลงัจากคลอด เด็กจะไม่

ซึม และไม่มีอาการอ่ืนๆแทรกซอ้น เช่น ภาวะติดเช้ือ โดยทัว่ไปอาการตวัเหลืองจะหายไปภายใน 7 

วนั แต่ในเด็กท่ีคลอดก่อนก าหนด อาการตวัเหลืองจะหายไปภายใน 2 สัปดาห์ [18] 

2. ภาวะตวัเหลืองทางพยาธิวทิยา (Pathophysiological jaundice) 

 อาการตวัเหลืองท่ีไม่ปกติเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุ โดยเด็กจะมีอาการตวัเหลืองช่วง     

1 - 2 วนัแรกหลงัจากคลอดและตวัเหลืองข้ึนอยา่งรวดเร็ว  เด็กจะมีอาการซึมและเม่ือท าการตรวจ

ระดบัของบิลิรูบินในเลือดจะมีปริมาณสูงกวา่ระดบัปกติ ซ่ึงแพทยจ์ะท าการวิเคราะห์หาสาเหตุ ซ่ึง

จะแยกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ เด็กท่ีอาการตวัเหลืองภายใน 7 วนั และเด็กท่ีมีอาการตวัเหลืองหลงั 7 วนั 

นอกจากน้ีเด็กท่ีมีอาการตวัเหลืองภายใน 7 วนั ยงัสามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือเกิดอาการเหลืองในวนั

แรก และเกิดอาการเหลืองในวนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 7   ถา้เด็กมีอาการตวัเหลืองหลงัอายุ 7 วนัไปแลว้ 
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จะตอ้งมีการตรวจหาสาเหตุท่ีท าให้เกิดอาการตวัเหลืองอ่ืนๆ เช่น อาจเกิดจากไวรัสตบัอกัเสบ หรือ

อาจมีการตีบตนัของท่อน ้าดี เป็นตน้ 

2.1 อาการตวัเหลืองจากการสลายตวัของเมด็เลือดแดง (hemolytic causes) 

2.1.1 การไม่เขา้กนัของหมู่เลือด ABO  (ABO incompatibility) 

 สาเหตุหลกัท่ีพบบ่อยของการเกิดหมู่เลือดของแม่และลูกไม่ตรงกนัคือ ลูกมีหมู่เลือด 

A หรือ B ท่ีเกิดจากแม่ท่ีมีหมู่เลือด O โดยแม่จะสร้างแอนติบอดีแลว้ส่งมาสู่ลูกโดยผา่นทางรก สาร

ดงักล่าวจะจบักบัผนงัของเซลลเ์มด็เลือดแดงของลูก ซ่ึงร่างกายของลูกมีกลไลในการก าจดัเม็ดเลือด

แดงเหล่าน้ีจึงท าใหเ้มด็เลือดแดงของลูกแตก  

2.1.2 การไม่เขา้กนัของหมู่เลือด Rh (Rhesus incompatibility) 

 การไม่เขา้กนัของหมู่เลือด Rh มกัเกิดในทารกท่ีมีหมู่เลือด Rh+ และมารดามีหมู่เลือด 

Rh- โดยปฏิกิริยาส่วนใหญ่จะเร่ิมเกิดตั้งแต่ครรภท่ี์สองเป็นตน้ไป เน่ืองจากมารดาจะตอ้งเคยไดรั้บ

เลือด Rh+ (antigen D) จากการตั้งครรภใ์นคร้ังแรกมาก่อน แลว้ถูกกระตุน้ให้มีการสร้างแอนติบอดี 

(anti-D) ข้ึน  ซ่ึงเป็นชนิด IgG และสามารถผา่นรกเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเม็ดเลือดแดงของทารกใน

ครรภต่์อๆไป  วธีิการป้องกนัไม่ใหม้ารดาสร้างแอนติบอดีต่อ Rh สามารถท าไดโ้ดยการฉีด anti-Rh 

immunoglobulin (RhIg) ใหแ้ก่มารดาท่ีมี Rh- โดยฉีดภายใน 72 ชัว่โมงหลงัคลอดทุกๆ การตั้งครรภ ์   

RhIg จะไปท าลายเมด็เลือดแดง Rh+ ของทารกท่ีผา่นเขา้มาในกระแสเลือดของมารดา ก่อนท่ีจะไป

กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัใหส้ร้างแอนติบอดี [19]  
 

2.1.3 ภาวะพร่องเอนไซม ์glucose -6-phosphate dehydrogenase(G6PD deficiency) 

เอนไซม ์glucose – 6 – phosphate dehydrogenase (G6PD) เป็นเอนไซมส์ าคญัใน

กระบวนการของวิถี Pentose Phosphate Pathway (PPP) ของน ้ าตาลกลูโคส โดยเปล่ียนกลูตาทยั

โอนในรูปออกซิไดซ์ให้อยูใ่นรูปรีดิวซ์โดยใชไ้ฮโดรเจนไอออน (H+) จาก NADPH   ซ่ึง NADPH 

เกิดจาก nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) โดยมีเอนไซม ์G6PD เป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยา แสดงดงัภาพท่ี 2   ซ่ึงเอนไซม์น้ีส่งผลต่อการท าลายสารอนุมูลอิสระ (Oxidants) ต่าง ๆ 
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เช่น ไฮโดรเจนเพอร็อคไซด์ (H2O2) ท่ีเป็นพิษต่อเซลล์ในร่างกายโดยเฉพาะเซลล์เม็ดเลือดแดง  

ดงันั้นเอนไซม์ G6PD จึงเป็นเอนไซม์ท่ีช่วยป้องกนัเม็ดเลือดแดงจากการท าลายของสารอนุมูล

อิสระ  คนท่ีเกิดภาวะพร่องเอนไซม์ชนิดน้ีแลว้จะท าให้เกิดอาการเม็ดเลือดแดงแตก (Hemolysis) 

ไดง่้าย โดยภาวะพร่องเอนไซม ์G6PD เกิดจากความผิดปกติทางพนัธุกรรมแบบ X-linked recessive 

โรคน้ีจึงพบในผูช้ายไดม้ากกวา่ผูห้ญิง [20, 21] ภาวะพร่องเอนไซม ์G6PD มกัพบบ่อยในประเทศท่ี

ก าลังพฒันา ซ่ึงภาวะพร่องของเอนไซม์น้ีเป็นส่วนหน่ึงท่ีท าให้ทารกเกิดความผิดปกติและตาย

เน่ืองจากอาการตวัเหลืองได ้[22] 

 

 

 

 

 

 

 

                ภาพท่ี 2  แผนภาพแสดงการเปล่ียน NADPH เป็น NADP  โดยมีเอนไซม์ G6PD  เป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยา [21] 

 

 โดยปกติแลว้อาการตวัเหลืองท่ีมีสาเหตุจากภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD จะท าให้เกิด

เม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis)  นอกจากน้ีความเส่ียงในการเกิดอาการตวัเหลืองอาจเกิดจากอาการ

ตวัเหลืองร่วมกบัการเกิดภาวะพร่อง G6PD หรืออาจเกิดจากสาเหตุอ่ืนท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบั G6PD เช่น 

การสร้างบิลิรูบินชนิด conjugate ได้น้อยลง ซ่ึงเก่ียวขอ้งกับลกัษณะของ promoter  ของยีน 

UGT1A1 [7] หรือการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 ต าแหน่ง211G>A บริเวณ exon1 ร่วมกบัภาวะ

พร่องเอนไซม ์G6PD  [23] 
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2.1.4 โรคธาลสัซีเมีย (Thalassemia) 

โรคธาลสัซีเมียเกิดจากความผิดปกติทางพนัธุกรรมท าให้มีการสร้างโปรตีนท่ีเป็น

ส่วนประกอบส าคญัของเม็ดเลือดผิดปกติ จึงท าให้เม็ดเลือดแดงมีอายุสั้ นกว่าปกติ แตกง่าย ถูก

ท าลายง่าย ผูป่้วยท่ีเป็นโรคน้ีจึงมีเลือดจาง โรคน้ีพบไดท้ั้งหญิงและชายปริมาณเท่าๆ กนั ถ่ายทอด

มาจากพอ่และแม่ทางพนัธุกรรม    

ธาลสัซีเมียสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ แอลฟาธาลสัซีเมียและเบตา้ธาลสัซีเมีย 

โดยถา้มีความผิดปกติของสายแอลฟาจะเรียกวา่ แอลฟาธาลสัซีเมีย และถา้มีความผิดปกติของสาย

เบตา้จะเรียกวา่ เบตา้ธาลสัซีเมีย [24] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3  แผนภาพแสดงชนิดของธาลสัซีเมียและลกัษณะของแอลฟายนี [25] 
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2.2 อาการตวัเหลืองท่ีไม่ไดเ้กิดจากการสลายของเมด็เลือดแดง (non - hemolytic causes) 

2.2.1 Hepatocellular jaundice    

ภาวะน้ีเกิดจากเซลลต์บัถูกท าลายดว้ยสาเหตุต่างๆ เช่น ไวรัสตบัอกัเสบ  A,  B,  C,  D,  

G   รับสารพิษ เช่น  Carbon tetrachloride, ยาชนิดต่างๆ เช่น การไดรั้บยา paracetamol มากเกินไป,  

ด่ืมแอลกอฮอลม์ากเป็นเวลานานจนตบัเสียหรืออาจเกิดจากภาวะช็อค 

ภาวะต่างๆน้ีจะท าให้มีการตายของเซลล์ตบัหรือเซลล์ตบัขาดพลงังานจนไม่สามารถ

ขบับิลิรูบินชนิด conjugated ได ้รวมทั้งท าให้กระบวนการ conjugation ลดลงดว้ย การเกิดการ

อกัเสบของตบัจะท าใหผู้ป่้วยมีอาการอ่อนเพลีย  เบ่ืออาหาร  คล่ืนไส้  อาเจียน  ผูป่้วยอาจมีอาการจุก

แน่นชายโครงขวาเน่ืองจากอาการตบัโต ลกัษณะของผูป่้วยกลุ่มน้ีคือจะมีการเพิ่มของระดบัเอนไซม ์ 

AST(SGOT) และ ALT(SGPT) ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีถึง hepatocellular injury   

2.2.2 Obstructive  Jaundice   

เป็นการอุดตนัของทางเดินน ้ าดี ซ่ึงจะท าให้มีอาการตวัเหลืองโดยเกิดการอุดตนัของ

ทางเดินน ้าดีส่วนท่ีอยูน่อกตบั  สาเหตุอาจเกิดจากกอ้นน่ิว  กอ้นเน้ืองอกหรือการตีบตนัของทางเดิน

น ้ าดี (Biliary atresia) การอุดตนัของทางเดินน ้ าดีจะท าให้บิลิรูบินชนิด conjugated ไม่สามารถขบั

ออกมาได ้จึงลน้กลบัไปในกระแสเลือดส่งผลท าให้เกิดอาการตวัเหลืองได ้  นอกจากน้ีการอุดตนั

จะมีผลท าใหก้ารท างานของตบัผิดปกติ ความสามารถในการ uptake และ conjugation ลดลง ท าให้

บิลิรูบินชนิด unconjugated เพิ่มข้ึนดว้ย ท าใหไ้ม่สามารถใชอ้ตัราส่วนของบิลิรูบินชนิด  conjugated  

และ  unconjugated แยก obstructive กบั  hepatocellular jaundice ได ้   หากมีการอุดตนัโดย

สมบูรณ์จะท าให้ไม่มีน ้ าดีออกมาในอุจจาระ ท าให้อุจจาระสีซีด และตรวจไม่พบ urobilinogen ใน

ปัสสาวะ [26] 

2.2.3 Breastfeeding jaundice  

เป็นภาวะท่ีล าไส้ขยบัตวัเคล่ือนไหวนอ้ยในเด็กแรกเกิดท่ียงัรับนมแม่ไดน้อ้ย เน่ืองจาก

แม่มีน ้ านมไม่เพียงพอในช่วงแรกๆ จึงส่งผลท าให้มีการคัง่ของน ้ าดี ท าให้น ้ าดีถูกดูดซึมเขา้กระแส
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เลือดมากข้ึนจึงเกิดอาการตวัเหลือง แต่จะมีอาการดีข้ึนเม่ือให้ดูดนมแม่บ่อยๆ ทั้งกลางวนัและ

กลางคืน 

2.2.4 Breast milk jaundice 

 เด็กบางคนอาจเกิดอาการตวัเหลืองจากนมแม่ โดยอาการจะแสดงเม่ือเด็กอายุหลงั

สัปดาห์ท่ี 1 จนถึงสัปดาห์ท่ี 2-3 หรืออาจนานกวา่นั้น ซ่ึงกลไกการเกิดอาการตวัเหลืองยงัไม่แน่ชดั

ทั้งหมด แต่เม่ือลองหยุดนมแม่ 2-3 วนั จะมีปริมาณบิลิรูบินลดลงมาก เป็นการพิสูจน์ว่าภาวะตวั

เหลืองเกิดจากนมแม่ หลงัจากนั้นให้นมแม่ต่อได ้เพราะเด็กจะไม่เหลืองมากกวา่เดิม และมกัจะไม่

เกิดภาวะบิลิรูบินไปจบัท่ีสมอง อาการของเด็กในภาวะน้ีจะปกติ ไม่ซึม ภาวะน้ีหากเหลืองมากจะดี

ข้ึนดว้ยการส่องไฟรักษา 

2.2.5 ความผดิปกติของเอนไซม ์ Uridine glucuronosyltransferase (UGT1A1)  

ความผิดปกติของเอนไซม์ UGT1A1 เกิดจากการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 ซ่ึงท า

หนา้ท่ีเปล่ียนบิลิรูบินจากสารท่ีไม่ละลายน ้ าไปเป็นสารท่ีละลายน ้ าและขบัออกจากร่างกายได ้หาก

เอนไซมน้ี์ผดิปกติ หรือหากมียา หรือสารชนิดอ่ืนมาแยง่จบั หรือขดัขวางการท างานเอนไซมน้ี์จะท า

ให้บิลิรูบินไม่ถูกเปล่ียนไปเป็นสารท่ีขบัออกได ้จึงมีสารบิลิรูบินคัง่อยู่ในเลือดจ านวนมาก โดย

ความผดิปกติของยนีน้ีจะก่อใหเ้กิดโรค Crigler – Najjar syndrome และ Gilbert syndrome  

 

โรคทีม่ีความเกีย่วข้องกบัการกลายพนัธ์ุของยนี UGT1A1 

1. โรค Crigler – Najjar syndrome 

โรค Crigler – Najjar สามารถแบ่งได ้2 ชนิด คือ Crigler-Najjar  Type I  และ 

Crigler-Najjar  Type II  โดย Crigler-Najjar  Type I  เอนไซม ์UGT1A1 จะไม่สามารถท างานไดเ้ลย  

จะก่อใหเ้กิดโรคเน้ือเยื่อสมองเส่ือม และท าให้เด็กไม่สามารถเจริญเติบโตได ้ มกัมีอาการตวัเหลือง

มาก มีอาการรุนแรงและเสียชีวติตั้งแต่อาย ุ1-2 ปี สามารถรักษาไดด้ว้ยการปลูกถ่ายตบัใหม่ และการ

ส่องไฟรักษาเพื่อลดปริมาณบิลิรูบินซ่ึงช่วยไดเ้ล็กน้อย  โรคน้ีมีการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ 
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autosomal recessive  และ Crigler-Najjar Type II  เอนไซม์ UGT1A1 สามารถท างานไดบ้างส่วน 

[27]  ท าให้ไม่สามารถเปล่ียนบิลิรูบินชนิด unconjugated เป็นบิลิรูบินชนิด conjugated ไดห้มด  

ระดบับิลิรูบินชนิด unconjugated ในเลือดจะมีปริมาณเพิ่มข้ึน อาจมีค่าสูงถึง  6 - 25  มิลลิกรัม/

เดซิลิตร  ซ่ึงมีการถ่ายทอดแบบ autosomal recessive เช่นกนั แต่พบไดน้้อย  ความผิดปกติน้ี

สามารถรักษาดว้ยการกินยา Phenobarbital  เพื่อช่วยให้การท างานของเอนไซม ์UGT1A1 เพิ่มข้ึน 

และลดปริมาณ unconjugated bilirubin ลงหรืออาจท าการเปล่ียนถ่ายเลือด (blood transfusion) เพื่อ

ลดปริมาณบิลิรูบินโดยตรง [8, 28, 29]   

2. โรค Gilbert syndrome 

โรค Gilbert syndrome มี activity ของเอนไซม์ UGT1A1 ลดลงเช่นกนั แต่ขาด

เอนไซม์นอ้ยกว่าผูป่้วยโรค Crigler-Najjar   ผูป่้วยส่วนใหญ่ตวัไม่เหลืองและมกัมีบิลิรูบินชนิด 

unconjugated ไม่เกิน 6.0 มิลลิกรัม/เดซิลิตร  บางรายจะแสดงอาการเฉพาะช่วงอดอาหารหรือป่วย

ซ่ึงจะมีการท างานเอนไซม ์UGT1A1 ลดลง 

 

ยนี Uridine glucuronosyltransferase1A1 (UGT1A1) 

 เอนไซม์ Uridine glucuronosyltransferase (UGTs) อยู่ในกลุ่มของเอนไซม์กลุ่ม  

glycosyltransferase  โดย UGTs ในคนสามารถแบ่งได ้ 3 families คือ UGT1, UGT2  และ UGT8 

โดยแบ่งตามความเหมือนของลกัษณะ sequence และโครงร่างของยีน  โดยท่ี UGT1 family 

ประกอบด้วย isoform ท่ีท าหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยา Glucuronidation ของบิลิรูบิน ควินิล และ        

ฟีนอล  ซ่ึง UGT1A1 และ UGT1A4 เป็น isoform ท่ีส าคญัในการเกิดปฏิกิริยา Glucuronidation ของ 

บิลิรูบิน แต่ในคนจะมีเฉพาะ UGT1A1 ท่ีมีความจ าเพาะต่อบิลิรูบิน [30] 

   ยีน UGT1A1 อยู่บนโครโมโซมท่ี 2q37  ประกอบดว้ย 5 exon  ท่ีบริเวณปลาย 3 

(ตั้งแต่ exon 2 – 5) ทางดา้นปลาย Carboxy ของยีน UGT ทุก isoform จะถอดรหสัเป็นโปรตีนซ่ึงจะ

จบักบั Glucuronic acid และท่ีปลาย N-terminal (exon1) มีต าแหน่งจบัจ าเพาะกบัสารตั้งตน้ท่ีต่างกนั  

ซ่ึง UGT1A1 จะจบัจ าเพาะกบับิลิรูบิน และอยา่งนอ้ย 13 exon ของยีน UGT1A1 ถึง UGT1A13 จะ

อยูบ่ริเวณเหนือ exon2 [4, 6, 12] ดงัภาพท่ี 4  
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 เอนไซม ์UGT1A1 ท าหนา้ท่ี conjugate บิลิรูบินกบั glucuronic acid  ไดเ้ป็น bilirubin 

diglucuronide (ประมาณ 80%) และ bilirubin monoglucuronide (ประมาณ 20%)  ซ่ึงบิลิรูบินชนิด 

conjugated ทั้ง 2 ชนิดละลายน ้าไดดี้  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

          ภาพท่ี 4  แผนภาพแสดงรูปแบบของยนี UGT1A1 [31]  

  
  ยนี UGT1A1 ในช่วง 500 เบสของ Transcription start site มีรูปแบบปกติของ (TATA 

box) promoter ของยีน UGT1A1 แบบ A(TA)6TAA หรือเรียกว่า UGT1A1*1    หากเกิด 

A(TA)7TAA  (UGT1A1*28) หรือ A(TA)8TAA (UGT1A1*37) จะท าให้การท างานของเอนไซม์

ลดลง แต่ถา้เป็น A(TA)5TAA (UGT1A1*36) จะท าใหเ้อนไซมท์ างานไดดี้ข้ึน ซ่ึง A(TA)5TAA และ 

A(TA)8TAA จะพบไดใ้นแถบแอฟริกา [10, 32]  นอกจากน้ียงัพบการกลายพนัธ์ุในบริเวณ exon1 

ซ่ึงเปล่ียนจากเบส G เป็น A  ณ ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 211  จะเปล่ียนกรดอะมิโนจากไกลซีนเป็น

อาร์จินีนท่ีต าแหน่ง 71 (G71R) ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบับริเวณท่ีมีการกลายพนัธ์ุจากเบส T เป็น G ณ 

ต าแหน่ง -3279 (T-3279G) ต าแหน่ง -3279 อยู่ในบริเวณ  Phenobarbital responsive enhancer 

module (PBREM) จากการศึกษางานวิจยัก่อนหน้าน้ีพบว่าลกัษณะ promoter A(TA)7TAA มี

ความสัมพนัธ์กบั T-3279G แบบ Linkage disequilibrium ในการท าให้เกิดโรค Gilbert syndrome 

[9, 33, 34] การกลายพนัธ์ุ ณ ต าแหน่งท่ี 71 (G71R) ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีพบมากในเด็กแรกเกิดใน
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ประเทศญ่ีปุ่น แต่ไม่พบการกลายพนัธ์ุต าแหน่งน้ีในชาวยุโรป ซ่ึงการกลายพนัธ์ุชนิดน้ีท าให้การ

ท างานของเอนไซม์ UGT1A1 ลดลง ซ่ึงเป็นการกลายพนัธ์ุแบบ heterozygous type  โดยท่ีการ

ท างานของ UGT1A1 จะลดลง 40%  และลดลง 70% ในการกลายพนัธ์ุแบบ homozygous type     

[5, 6] งานวิจยัของ Maruo และคณะ ทดลองหาการแสดงออกของการกลายพนัธ์ุแบบ G71R ใน

หลอดทดลองพบวา่ homozygous type มีประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซมล์ดลง 68%  แต่ 

heterozygous type  การท างานของเอนไซมจ์ะลดลง 40% จากปกติ [9]   

 นอกจากน้ียงัพบการกลายพนัธ์ุท่ีเปล่ียนจากเบส  T เป็นเบส C  ณ ต าแหน่ง 247 ใน 

exon1 แปลรหัสจากกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีนเป็นลิวซีนท่ีต าแหน่ง 83 (F83L) (ไม่พบการกลาย

พนัธ์ุบริเวณ TATA box) ในชาวไทยครอบครัวหน่ึง ซ่ึงเป็นแบบ homozygous type  โดยท่ีพ่อและ

แม่มีความผิดปกติแบบ heterozygous  การกลายพนัธ์ุเช่นน้ีพบไดย้ากและไม่พบในชาวญ่ีปุ่น [12]  

งานวิจยัของ Ernest Beutler และคณะไดศึ้กษา TATA box ของยีน UGT1A1 เพื่อศึกษาการท างาน

ของเอนไซมใ์นเซลล์ Hep G2 และ HuH  ซ่ึงพบวา่เอนไซมมี์ความสามารถในการ conjugate กบั 

bilirubin ไดดี้ และพบวา่หากความยาวของ TA ยิง่มาก การท างานของเอนไซม ์UGT1A1 ก็จะลดลง 

ท าใหมี้ปริมาณของบิลิรูบินสูงข้ึน [6]     

 
ลกัษณะอาการทางคลนิิก 

 ในเด็กจะมีผวิหนงัเป็นสีเหลือง หากมีปริมาณบิลิรูบินชนิด Unconjugated มากเกินไป

ถา้มากเกินกวา่ท่ีโปรตีนอลับูมินในเลือดจะจบัไวไ้ดห้มด บิลิรูบินส่วนท่ีเหลือจะผา่นเขา้ไปสู่สมอง

ส่งผลต่อระบบประสาทส่วนกลางและไปจบัท่ีเน้ือสมองท าให้สมองผิดปกติ เรียกวา่  Kernicterus  

ในระยะตน้เด็กจะมีอาการเกร็ง ซึม ดูดนมไม่ดี อาเจียน ร้องเสียงแหลม จากนั้นจะมีการเกร็งมากข้ึน 

ชกัหลงัแอ่น มีไข ้ตาเหลือกลง เด็กหลายรายจะเสียชีวิตในระยะน้ี หากเด็กรอดชีวิตผา่นระยะน้ีไป 

จะไปสู่ระยะทา้ย คือหลงัแอ่นชดัเจน ความตึง หรือเกร็งของกลา้มเน้ือลดลง หยุดหายใจ หมดสติ 

หรือเสียชีวติ หากไม่เสียชีวิตจะเกิดความพิการถาวร เช่น ชกั เกร็ง การเคล่ือนไหวผิดปกติ หูหนวก 

ปัญญาอ่อน และมีพฒันาการชา้ [18, 35]  
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การวนิิจฉัยอาการตัวเหลอืงโดยการตรวจวดัปริมาณบิลรูิบินในกระแสเลอืด 

 เด็กแรกเกิดปกติจะมีการสร้างบิลิรูบินวนัละประมาณ 6-10 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัตวั 1

กิโลกรัม แต่ผูใ้หญ่จะมีการสร้างบิลิรูบินวนัละ 3-4 มิลลิกรัม/น ้ าหนกัตวั 1 กิโลกรัม อีกทั้งตบัของ

เด็กแรกเกิดยงัท างานไม่สมบูรณ์ ท าใหพ้บภาวะตวัเหลืองไดบ้่อยในเด็กแรกเกิด (ขณะท่ีทารกอยูใ่น

ครรภ์ สารสีเหลืองจะผ่านรก เขา้สู่กระแสเลือดของแม่และขบัออกทางตบัของแม่) การวินิจฉัย

อาการตวัเหลืองอยา่งละเอียดท าไดโ้ดยการตรวจวดัปริมาณบิลิรูบินในกระแสเลือด 

 บิลิรูบินในเลือดมี 2 ชนิด คือ 

1. Conjugated หรือ Direct bilirubin เป็นบิลิรูบินท่ีจบักบั glucuronic acid สามารถท าปฏิกิริยา

อย่างรวดเร็วเม่ือใส่สียอ้ม (diazo reagent) ลงในตัวอย่างเลือด ได้ผลิตภัณฑ์เป็น 

azobilirubin  

2.  Unconjugated bilirubin เป็นบิลิรูบินท่ีไม่ไดจ้บักบั glucuronic acid ท าปฏิกิริยาช้ากว่า 

Conjugated bilirubin แต่ไดผ้ลิตภณัฑเ์ช่นเดียวกนั  

 การเพิ่มเอทานอลจะท าให้บิลิรูบินทั้งหมด (total bilirubin, TBIL) พร้อมท าปฏิกิริยาได ้คือ

การวดัได้ทั้ง conjugated bilirubin และ unconjugated bilirubin โดยสามารถค านวณ indirect 

bilirubin ได ้โดย indirect bilirubin = total bilirubin – direct bilirubin [36] 

 วิธีการวดัปริมาณบิลิรูบินในเด็กแรกเกิดส่วนใหญ่จะใช้เคร่ืองตรวจหาปริมาณบิลิรูบิน 

(Bilirubinometer, BM) โดยวดัท่ีความยาวคล่ืน 454 นาโนเมตรซ่ึงเป็นความยาวคล่ืนท่ีบิลิรูบินใน

ซีร่ัมหรือพลาสมาดูดแสงได ้โดยตดัสารท่ีรบกวนท่ีความยาวคล่ืน 540 หรือ 575 นาโนเมตรออก

เน่ืองจากใชต้วัอยา่งเลือดจ านวนนอ้ย (ไม่เกิน 50 ไมโครลิตร) 

การรักษาอาการตัวเหลอืง 

 การส่องไฟรักษา (phototherapy) 

 ใช้แสงไฟจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent lamp) ชนิดพิเศษ (Special blue 

light) ส่องไปท่ีตวัเด็ก ซ่ึงจะใช้จ  านวนหลอดไฟและระยะห่างจากตวัเด็กตามมาตรฐาน โดยถอด
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เส้ือผา้เด็ก และปิดตาเด็กไวเ้พื่อป้องกนัภาวะแทรกซ้อนท่ีตา แสงสีฟ้าท่ีใชมี้ความยาวคล่ืนประมาณ 

425-475 นาโนเมตร จะถูกดูดซับโดยบิลิรูบินและจะช่วยเปล่ียนบิลิรูบินให้เป็นชนิดท่ีละลายน ้ าได ้

และถูกขบัออกจากร่างกายผา่นทางน ้ าดี ออกทางอุจจาระ และผา่นไตออกทางปัสสาวะ (ภาพท่ี 5) 

การส่องไฟรักษาเด็กตวัเหลืองเป็นวิธีท่ีช่วยลดการเปล่ียนถ่ายเลือด [37]  แต่อาการขา้งเคียงจากการ

ส่องไฟ เช่น เด็กอาจมีอุณหภูมิร่างกายสูงข้ึน ดงันั้นตอ้งให้นมหรือให้น ้ าเด็กให้เพียงพอ อาจมีการ

บาดเจ็บของจอประสาทตา อาจมีผื่นข้ึนตามตวับา้ง อาจมีอุจจาระเหลว ในเด็กท่ีมีบิลิรูบินชนิด

ละลายน ้าไดสู้งอาจท าใหผ้วิของเด็กมีสีเขียวๆ เหลืองๆ เป็นมนั เรียกวา่ Bronze baby แต่ไม่อนัตราย   

ภาวะแทรกซอ้นดงักล่าวสามารถป้องกนัไดโ้ดย ตรวจเช็คอุณหภูมิและเช็ดตวักรณีมีไข ้ กระตุน้ให้

ทารกดูดนมทุก 2 – 3  ชัว่โมง สวมผา้ปิดตาทุกคร้ังท่ีท าการส่องไฟ  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5  ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการส่องไฟรักษา [38] 
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 การใหย้า phenobarbital 

 ยา phenobarbital เป็นยาในกลุ่มบาร์บิทูเรต (Barbiturates)  โดยปกติแลว้ยาน้ีท าให้มี

การขบับิลิรูบินออกไดม้าข้ึนและแกไ้ขอาการชกัจากภาวะท่ีมีบิลิรูบินสะสมในเน้ือสมอง นอกจากน้ี

ยา phenobarbital ยงัเป็นยาท่ีกระตุน้การท างานของ Y protein  โดยโปรตีนน้ีอยูใ่นไซโตซอล 

มีคุณสมบติัในการจบักบั lipophilic organic anion ซ่ึงสามารถจบักบับิลิรูบินท่ีความเขม้ขน้ต ่าไดดี้ 

โดยปกติแลว้ในทารกแรกเกิดจะมี Y protein ในปริมาณนอ้ยท าให้ตบัไม่สามารถก าจดับิลิรูบินออก

ไดห้มดและยาน้ียงักระตุน้การหลัง่ของน ้ าดี ท าให้ช่วยขบับิลิรูบินออกจากร่างกายอีกทางหน่ึง โดย

ผลขา้งเคียงของยาน้ีจะท าใหเ้ด็กมีอาการซึม [39, 40] 

 การเปล่ียนถ่ายเลือด (blood transfusion) 

 การเปล่ียนถ่ายเลือดเป็นวิธีการรักษาท่ีจะช่วยน าสารท่ีเป็นอนัตรายท่ีอยู่ในกระแส

เลือดใหอ้อกไปอยา่งรวดเร็ว โดยการเอาเลือดของคนปกติท่ีผา่นการตรวจสอบหมู่เลือด และการติด

เช้ือในเลือด ตามวิธีมาตรฐานสากล แลว้น าเลือดในจ านวนมากกว่าเลือดเด็กอีกหน่ึงเท่าตวั แลว้จึง

ค่อยๆดูดเลือดเด็กออก ใส่เลือดใหม่เขา้ไปสลบักนั โดยการเปล่ียนถ่ายเลือดตอ้งท าในห้องท่ีปลอด

เช้ือและมีการตรวจสอบสัญญาณชีพของเด็กโดยตลอด  นอกจากน้ียงัตอ้งมีการทดแทนสารน ้ าและ

เกลือแร่ในเลือด เช่น แคลเซียมท่ีอาจลดต ่าลงจากการเปล่ียนถ่ายเลือด ดงันั้นโอกาสติดเช้ือ หรือ

ภาวะแทรกซ้อนจากกระบวนการท าจะมีน้อยมาก เม่ือเทียบกบัผลดีท่ีได้จากการรักษาโดยการ

เปล่ียนถ่ายเลือด  การเปล่ียนเลือดใหม่ท่ีไม่มีสารบิลิรูบินเขา้ไปทดแทนเลือดของเด็กจะท าในกรณีท่ี

เด็กมีอาการตวัเหลืองท่ีรุนแรงและใหก้ารรักษาดว้ยการส่องไฟแลว้ยงัคงมีอาการตวัเหลือง [41] 

 
การป้องกนัภาวะตัวเหลอืงในเด็ก 

 ภาวะตวัเหลืองในเด็กหลายชนิดไม่สามารถป้องกนัได ้แต่มีภาวะตวัเหลืองในเด็กบาง

ภาวะสามารถป้องกนัได้ เช่น ภาวะติดเช้ือระหว่างการตั้งครรภ์ มารดาควรรีบฝากครรภ์ตั้งแต่ 3

เดือนแรกท่ีตั้งครรภ ์ซ่ึงจะท าการเจาะเลือดตรวจหาความผิดปกติทางพนัธุกรรม เช่น ความเส่ียงต่อ

การเกิดโรคธาลสัซีเมียชนิดรุนแรง และตรวจหาภาวะติดเช้ือในแม่ เช่น โรคไวรัสตบัอกัเสบ โรค

ซิฟิลิส ติดเช้ือไวรัสเอชไอวี ท าให้สามารถทราบว่า อาจมีการติดเช้ือในเด็กตั้งแต่ในครรภ์หรือไม่ 

เม่ือใกลค้ลอดหรือในระหวา่งให้ลูกกินนมแม่ แม่ควรระวงัการใชย้าบางอยา่ง เช่น ยากลุ่มซลัโฟนา
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ไมด์ (Sulfonamide) ซ่ึงท าให้บิลิรูบินจบักบัอลับูมินไดไ้ม่ดี หรือท าให้เม็ดเลือดแดงแตกในเด็กท่ีมี

ภาวะขาดเอนไซม์ G6PD  แม่ควรให้ลูกไดดู้ดนมแม่เร็วท่ีสุดและให้ลูกดูดนมแม่บ่อยๆ ประมาณ 

10-12 คร้ังต่อวนัเพราะจะท าให้ล าไส้ของลูกเคล่ือนตวัได้ดี และช่วยขบับิลิรูบินออกจากกระแส

เลือด   ไม่อบผา้ออ้มด้วยลูกเหม็นซ่ึงเป็นสารท่ีอาจท าให้เด็กท่ีขาดเอนไซม์ G6PD เกิดภาวะเม็ด

เลือดแดงแตกมากข้ึน [42, 43] 

 

อุบัติการณ์ของการเกดิอาการตัวเหลอืง 

 ยีน UGT1A1 มีการกลายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัในแต่ละเช้ือชาติ ส่งผลต่อการท างานของ

เอนไซม ์UGT1A1 [44, 45] โดยในบริเวณ TATA box ของ promoter พบวา่ ในชาว Caucasian มี

ความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 0.36 – 0.39  ในชาวแอฟริกนัมีความถ่ีของอลัลีล 

A(TA)7TAA เท่ากบั 0.43  ในชาวมาเลเซียและชาวญ่ีปุ่นมีความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 

0.16 และ 0.15 ตามล าดบั [6, 8, 9] และจากการศึกษาในประชากรในสิงคโปร์พบวา่ A(TA)7TAA 

พบในเช้ือสายอินเดียและเช้ือสายมาเลย์มากกว่าเช้ือสายจีน[45] และยงัพบ A(TA)5TAA และ 

A(TA)8TAA ในประชากรแอฟริกนั [6]  นอกจากน้ีในต าแหน่ง 211G>A พบวา่ ในประชากรญ่ีปุ่นมี

ความถ่ีของอลัลีลเท่ากบั 0.16  ในประชากรมาเลเซียมีความถ่ีของอลัลีลเท่ากบั 0.03 [9, 10] และไม่

เคยพบการกลายพนัธ์ุน้ีในประชากรแอฟริกนัและไม่มีการรายงานการกลายพนัธ์ุของต าแหน่งน้ีใน

ชาว Caucasian [11] และในเช้ือสายจีนจะพบการกลายพนัธ์ุ 211G>A มากกวา่ชาวอินเดีย [45] และ

ยงัพบวา่บริเวณ TATA box ของ promoter มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณบิลิรูบินในชาวอเมริกาเหนือ 

ชาวแอฟริกนั และชาวยโุรป ส่วนในชาวญ่ีปุ่น และในเอเชียมกัพบการกลายพนัธ์ุแบบ 211G>A [6]  

 

การออกแบบไพร์เมอร์เพือ่ใช้เป็นนิวคลโีอไทด์ตั้งต้นในการสังเคราะห์สายดีเอน็เอ 

 การออกแบบไพร์เมอร์โดยออกแบบให้มีล าดบัเบสคู่สม (complementary) กบัดีเอ็นเอ

เป้าหมายท่ีตอ้งการเพิ่มจ านวน เพื่อให้ไพร์เมอร์สามารถจบักบัคู่ (anneal) กบัดีเอ็นเอตน้แบบ และ

ออกแบบใหไ้พร์เมอร์ทั้งคู่มีปลาย 3 ท่ีจ  าเพาะและมีเบสคู่สมท่ีดี  ช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มจ านวนไม่ควร

มีขนาดใหญ่จนเกินไป ขนาดท่ีพอเหมาะคือไม่เกิน 1 kb  ความยาวของไพร์เมอร์ตอ้งพอเหมาะท่ีจะ

ใหเ้บสคู่สมจบักบัดีเอน็เอตน้แบบโดยใหมี้ความจ าเพาะเจาะจง ถา้ไพร์เมอร์สั้นเกินไป ไพร์เมอร์จะ
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จบักบัดีเอ็นเอตน้แบบไดห้ลายท่ีท าให้ความจ าเพาะในการเพิ่มจ านวนลดลง ถา้หากไพรเมอร์ยาว

จนเกินไป ท าให้เวลาท่ีจะไปใช้จบักบัดีเอ็นเอตน้แบบเพิ่มข้ึน ท าให้ปฏิกิริยามีประสิทธิภาพและ

ผลิตภณัฑข์องดีเอน็เอลดลง 

 หลกัการออกแบบหรือคดัเลือกไพร์เมอร์มีดงัน้ี 

1.      เลือกไพร์เมอร์ท่ีมีขนาดประมาณ 15 – 25 นิวคลีโอไทด ์

2. ไพร์เมอร์ควรมีปริมาณ G + C ท่ีใกลเ้คียงกนัทั้งสองสาย เพื่อดีเอ็นเอตน้แบบจะไดใ้ช ้

จบักบัไพร์เมอร์ทั้งสองสายอย่างมีความจ าเพาะเจาะจงท่ีอุณหภูมิเดียวกนั และมี

ปริมาณ G + C ในช่วง 50 – 60 %  

3.  หลีกเล่ียงการมีเบสซ ้ า (palindromic sequences) ทั้งในสายหรือระหวา่งสายไพร์เมอร์ 

โดยเฉพาะท่ีปลาย 3 เพื่อหลีกเล่ียงการจบักนัเองระหว่างไพร์เมอร์ (primer dimer) 

หรือการเกิด hairpin loop structure (secondary structure) ในสายเดียวกนั 

4. ค่า melting temperature (Tm) ของแต่ละคู่ไพร์เมอร์ควรมีค่าเท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั 

โดยทัว่ไปควรมีค่าระหวา่ง 55 – 75 องศาเซลเซียส โดยท่ี ค่า Tm มีสูตรในการค านวณ

ดงัน้ี Tm = 2°C × (A + T) + 4°C × (C + G) 

การออกแบบไพร์เมอร์สามารถใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ เช่น Oligos หรือ โปรแกรมท่ี

สามารถ download ไดจ้าก internet เป็นตวัช่วยในการออกแบบ เช่น การกลบัล าดบันิวคลีโอไทด ์

(reverse complement) หรือ ใชใ้นการช่วยค านวณค่า Tm และยงัใชใ้นการพิจารณา primer  อีกดว้ย 

 

หลกัการพืน้ฐานของ Polymerase Chain Reaction (PCR)  

 Polymerase Chain Reaction เป็นการจ าลองหลกัการเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรม 

(replication) โดยท่ีมีดีเอ็นเอเป็นแม่แบบ (template) ซ่ึงกระบวนการน้ีเลียนแบบการสังเคราะห์

ช้ินส่วนของดีเอน็เอในส่ิงมีชีวติ  

 โดยองคป์ระกอบท่ีส าคญัในการท า PCR ไดแ้ก่  ดีเอ็นเอแม่แบบ  (template), เอนไซม ์

Taq DNA polymerase, โอลิโกนิวคลีโอไทด์ ไพร์เมอร์(oligonucleotide primer) อย่างน้อย 1 คู่, 

Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด คือ  dATP, dGTP, dCTP และ dTTP  

นอกจากน้ียงัมีสารละลายบฟัเฟอร์ ท าหนา้ท่ีเป็นสารละลายท่ีควบคุมสภาวะของการท าปฏิกิริยาให้
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เหมาะสม เช่น pH และเกลือต่างๆ เช่น Tris – HCl, KCl, MgCl2  ซ่ึงจะช่วยให้เพิ่มการจบักนัของ

ไพร์เมอร์และดีเอน็เอตวัอยา่งไดอ้ยา่งจ าเพาะมากยิง่ข้ึน 

  เทคนิคน้ีมีความจ าเพาะเน่ืองจากไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการจบักับแม่แบบนั้น ต้องจับ

เฉพาะกบัแม่แบบ (template)ท่ีเราตอ้งการศึกษาเท่านั้น ซ่ึงประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกั คือ 

 1. การแยกสาย DNA จากสายคู่เป็นสายเด่ียว (Denaturation) โดยใช้ความร้อนท่ี

อุณหภูมิระหวา่ง 90 – 95 องศาเซลเซียส โดยจะท าใหพ้นัธะไฮโดรเจนระหวา่งคู่เบสของดีเอ็นเอถูก

ท าลาย ท าให้สายดีเอ็นเอสายคู่แยกออกเป็นสายเด่ียว โดยขั้นตอนน้ีจะแตกต่างจากการสังเคราะห์   

ดีเอ็นเอในธรรมชาติ คือ ในส่ิงมีชีวิตจะมีเอนไซมเ์ฮลิเคส (Helicase) ช่วยในการแยกสายและคลาย

เกลียวดีเอน็เอ  

 2. การจบัระหวา่งไพร์เมอร์กบัแม่แบบ (annealing) ไพร์เมอร์ซ่ึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอ

ไทด์ขนาดประมาณ 20 – 30 เบส ท่ีมีล าดับเบสคู่สมกับล าดับเบสของสายดีเอ็นเอต้นแบบ

(complement)  จะเขา้มาจบักบัดีเอ็นเอท่ีแยกเป็นเส้นเด่ียวทั้งสองเส้นท่ีต าแหน่งตรงขา้ม และใช้

อุณหภูมิในช่วงระหว่าง 45 – 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัต่อการเพิ่มจ านวนสาร

พนัธุกรรม ถ้าอุณหภูมิในการจบัของไพร์เมอร์กบัแม่แบบสูงเกินไป จะส่งผลให้การจบัระหว่าง 

ไพร์เมอร์กบัแม่แบบเกิดไดย้าก แต่ถา้อุณหภูมิต ่าเกินไปส่งผลให้ความจ าเพาะต่อการจบัลดลงไป 

ซ่ึงในส่ิงมีชีวติจะมีเอนไซมไ์พรเมส (Primase) เป็นตวัสร้างอาร์เอน็เอไพร์เมอร์  

 3. การเพิ่มความยาวของสายพนัธุกรรม (extension) เม่ือไพร์เมอร์จบักบัแม่แบบได้

อยา่งคู่สม (complement) แลว้ dNTP ทั้ง 4 ชนิด (dATP, dGTP, dCTP และ dTTP) จะเขา้มาเขา้คู่กบั

สายแม่แบบ ส่งผลให้สายพนัธุกรรมใหม่ยาวข้ึนในทิศทาง 5 ไปทาง 3 ของสายพนัธุกรรมใหม่ 

โดยอาศยัเอนไซม ์Taq DNA polymerase เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ในขั้นน้ีใชอุ้ณหภูมิประมาณ 70 -75 

องศาเซลเซียส  

 โดยแต่ละขั้นตอนจะเกิดข้ึนซ ้ าประมาณ 40 รอบ โดยแต่ละรอบเกิดการเพิ่มจ านวน

ของสารพนัธุกรรมใหม่เป็น 2 เท่า ดงันั้นปริมาณของสารพนัธุกรรมใหม่หลงัจากส้ินสุดเท่ากบั 2 ยก

ก าลงัดว้ยจ านวนรอบของการท า PCR  เม่ือปฏิกิริยา PCR ด าเนินมาประมาณ 20 รอบ ดีเอ็นเอ

เป้าหมายจะถูกสร้างข้ึนมาเป็นลา้นเท่า ในขณะท่ีไพร์เมอร์มีจ านวนลดลง และเอนไซมไ์ม่เพียงพอ

ในการท่ีจะใช้จบักบัดีเอ็นเอท่ีสร้างข้ึนใหม่ไดท้ั้งหมด ท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีควรจะไดมี้ปริมาณลดลง 
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และดีเอ็นเอเป้าหมายอาจจะจบัคู่กนัเอง ท าให้การจบัของไพร์เมอร์ลดลงด้วย อตัราการเพิ่มของ

จ านวนดีเอน็เอจึงไม่เป็นแบบทวคูีณเหมือนในช่วงแรก และในท่ีสุดจะไม่มีการเพิ่มของดีเอน็เออีก 

 

หลกัการพืน้ฐานของ Real-time PCR แบบ Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 

 Real – time PCR เป็นการท า PCR ท่ีสามารถติดตามผลไดข้ณะท่ีเกิดปฏิกิริยา โดย

ขอ้ดีของการท า real –time PCR คือ สามารถติดตามผลไดใ้นขณะท่ีเกิดข้ึนจริง ไม่ตอ้งมีขั้นตอน

หลงัการท า PCR ท าให้ลดโอกาสการปนเป้ือน การท างานในแต่ละรอบมกัจะมีความรวดเร็ว

มากกวา่ PCR ธรรมดา และวดัค่าไดม้ากข้ึนจนถึง 1010 เท่า (wide dynamic range) ในปฏิกิริยาของ 

real – time PCR ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ะมีการติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง (fluorophore) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

        ภาพท่ี 6  หลกัการท างานของ Real – time PCR แบบ FRET [46] 
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 Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) เป็น real – time PCR ท่ีใช ้probe 

จบักบัสายดีเอ็นเอ  ซ่ึง probe จะเป็นสายดีเอ็นเอเส้นเด่ียวท่ีมีล าดบัเบสท่ีออกแบบไวแ้ลว้ท าการติด

ฉลากดว้ยสารเรืองแสง โดย probe จะมีลกัษณะเป็น  Hybridization probes  โดยมี probe สายสั้น 2 

สาย [47] สายแรกจะติดฉลากท่ีปลาย 3 ดว้ย Fluorescine (เป็น Donor dye) ส่วนสายท่ี 2 ติดฉลากท่ี

ปลาย 5 ดว้ย Red 640 หรือ Red 705 (เป็น Acceptor dye) (ภาพท่ี 6) โดย probe ทั้ง 2 สายจะมีล าดบั

เบสต่อเน่ืองกนัโดยเวน้ช่องวา่งระหวา่งปลาย 3 ของเส้นแรก กบัปลาย 5 ของเส้นท่ี 2 ประมาณ 1-

5 คู่เบส โดย donor dye จะถูกกระตุน้ดว้ยแสงสีฟ้าท่ีความยาวคล่ืน 480 นาโนเมตร (nm)  และปล่อย

แสงสีเขียวท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร (nm)  เม่ือ probe ทั้ง 2 สายท าการ hybridization กบั      

ดีเอ็นเอเป้าหมาย จะท าให้เกิด Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) แลว้วดัแสงของ 

fluorescence ได ้[48]  ซ่ึงจะท าการวดัแสงในช่วง annealing phase และช่วงแรกของ extension 

phase ของปฏิกิริยา  

 

การวเิคราะห์ Melting curve analysis  

 เป็นการใชเ้พื่อวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR ท่ีเกิดข้ึน โดยมกัจะท าทนัที

หลงัจากจบการท า PCR โดยตั้งค่าให้มีการเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเร่ือยๆจนถึง 95 องศาเซลเซียส และวดั

สัญญาณ fluorescence ตลอดเวลา จะพบวา่สัญญาณจะค่อยๆลดลง ดงัแสดงในภาพท่ี 7ก. เน่ืองจาก

ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR ท่ีเป็นสายคู่แยกตวัออกจากกนั ซ่ึงดีเอ็นเอจากผลิตภณัฑ์แต่ละชนิด 

จะมี melting temperature (Tm) เฉพาะตวั คือจุดท่ีคู่ base pair ของนิวคลีโอไทด์จะแยกออกจากกนั

ประมาณคร่ึงหน่ึงของขนาดทั้งหมด ท าให้เกิดการลดลงของสัญญาณอยา่งฉบัพลนั ณ จุดนั้น โดย

อุณหภูมิน้ีจะข้ึนกบัความยาวและปริมาณ G + C ท่ีมีในดีเอ็นเอแต่ละชนิด [49] ดงันั้นจึงสามารถใช้

เพื่อแยกผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR ออกจากผลิตภณัฑ์ท่ีปนเป้ือนได ้เม่ือโปรแกรมน าสัญญาณ 

fluorescence ท่ีวดัไดท่ี้แต่ละอุณหภูมิมาเปล่ียนให้เป็นกราฟระหวา่ง dF/dT กบัอุณหภูมิ ดงัภาพ 7ข.  

จะไดเ้ป็นรูป peak ของผลิตภณัฑ์แต่ละตวัท่ีไดจ้ากการท า PCR  โดยท่ีถูกตอ้งมกัจะแสดง peak 

เดียวท่ีอุณหภูมิสูง (โดยทัว่ไปจะสูงกวา่ 80°C) ในขณะท่ี non-specific product หรือ primer-dimer 

จะให้ peak ท่ีมีขนาดกวา้งท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ ดงันั้น melting curve analysis ของผลิตภณัฑ์ PCR  มกั
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ใชเ้พื่อยืนยนัวา่เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งการ ท าให้ไม่ตอ้งมีการ run gel electrophoresis หลงัจากการ 

PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 7  แสดงการวดั fluorescence จากผลิตภณัฑ ์PCR  ก.  เม่ือมีการเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเร่ือยๆ  

              ข. เม่ือเปล่ียน scale ใหเ้ป็น dF/dt  ซ่ึงแสดงอุณหภูมิท่ีเป็น melting temperature ของ 

              ผลิตภณัฑ ์PCR แต่ละตวั โดยเทียบกบัขนาดเม่ือ run gel electrophoresis ตามท่ีลูกศรช้ี [50] 

ก. 

ข. 



 

 

บทที ่3 

วธิีด าเนินการวจิัย 

รูปแบบการวจัิย 

การวิจยัคร้ังน้ีเป็นการวิจยัเชิงพรรณนา (Cross-sectional, descriptive research) ไดผ้า่นการพิจารณา

จากคณะกรรมการจริยธรรม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics 

Committee)  

 
ประชากรศึกษา 

               ในการศึกษาน้ีได้แบ่งประชากรออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มประชากรเป้าหมาย (Target 

Population) และ กลุ่มควบคุม ซ่ึงท าการเก็บตวัอยา่งเลือดจากทั้งสองกลุ่มตั้งแต่ สิงหาคม 2554 ถึง 

พฤศจิกายน 2554 โดยแต่ตวัอยา่งในแต่ละกลุ่มท่ีน ามาศึกษามีคุณสมบติัดงัน้ี 

1. กลุ่มประชากรเป้าหมาย  คือ กลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีเป็นประชากรไทยอายุไม่เกิน 7 วนัท่ีมี

อาการตวัเหลืองและไดรั้บการรักษาดว้ยการส่องไฟ 

เกณฑท่ี์ใชใ้นการคดัเลือกเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษา (inclusion criteria) 

 กลุ่มเด็กแรกเกิดคลอดก่อนก าหนดท่ีมีปริมาณ total serum bilirubin (TB) มากกวา่ 10 

mg/dL หรือ กลุ่มเด็กแรกเกิดคลอดครบก าหนดท่ีมีปริมาณ total serum bilirubin (TB) มากกวา่  12  

mg/dL และไดท้ าการส่องไฟตามขอ้บ่งช้ีเพื่อการรักษา  

เกณฑท่ี์ใชใ้นการคดัเลือกออกจากการศึกษา (exclusion criteria) 

   -    กลุ่มเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีมีอาการหนกั ท่ีอยูใ่นหอพกัผูป่้วยหนกั 

                -    ผูป้กครองหรืออาสาสมคัรปฏิเสธการเขา้ร่วมในการศึกษา 

2. กลุ่มประชากรไทย ช่วงอาย ุ20 – 60 ปี ท่ีมีสัญชาติไทย 

ขนาดของประชากรตัวอย่าง (Sample Size)   

การศึกษาในคร้ังน้ีกลุ่มประชากรจะแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มและเป็นอิสระต่อกนั  จึงค านวณหาจ านวน

ของกลุ่มตวัอยา่งในผูใ้หญ่จากการประมาณค่าเฉล่ีย โดยใชสู้ตรดงัน้ี  
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  โดย      n   =       (Z/2)
2        

                4e2                

   ( = 0.05,   Z/2 = 1.96) 

 ก าหนด      n   =   ขนาดของกลุ่มตวัอยา่ง 

       Z   =   ค่า Z score ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

        e   =   relative acceptable error ซ่ึงยอมรับท่ีค่าความผดิพลาดไม่เกิน 10% 

 

  ดงันั้น  n    =     (1.96)2     =    96.04                

                4(0.10)2 

           ดงันั้นตอ้งท าการศึกษาตวัอยา่งผูป่้วยอยา่งนอ้ย 97 ราย จึงจะประมาณค่าร้อยละโดยมีความ

ผดิพลาดไม่เกินร้อยละ 10   สามารถเก็บตวัอยา่งไดท้ั้งหมดเป็นจ านวน  115 ตวัอยา่ง 

           และในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองจะค านวณขนาดตวัอย่างเพื่อหาการกลายพนัธ์ุ   

ซ่ึงในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีอาการตวัเหลือง สามารถตรวจพบความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ TATA box 

แบบ A(TA)7TAA เป็น 0.04 [9]  จึงใชสู้ตรค านวณดงัน้ี 

                  n   =       (Z2pq )       

                        d2                

      โดย     Z   =   ค่า Z score ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

      p   =   ความถ่ีของยนี UGT บริเวณ TATA box แบบ A(TA)7TAA 

      q   =   1 – p  

   ค่าความคลาดเคล่ือน (d)  =   5% 

   n    =   (1.96)2 (0.04)(1 – 0.04)       =      59.01 

              (5/100)2     

 ดงันั้นตอ้งท าการศึกษาจากตวัอยา่งผูป่้วยท่ีมีอาการตวัเหลืองจ านวนอยา่งนอ้ย 59 คน จึงจะ

ประมาณค่าร้อยละโดยมีความผิดพลาดไม่เกินร้อยละ 5   ซ่ึงสามารถเก็บตวัอย่างไดท้ั้งหมดเป็น

จ านวน  71 ตวัอยา่ง  
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 และในกลุ่มผูป่้วยเด็กท่ีมีอาการตวัเหลือง สามารถตรวจพบความถ่ีของยีน UGT1A1 บริเวณ 

211G>A  เป็น 0.15 [23] และใชสู้ตรค านวณเช่นเดียวกบัเด็กแรกเกิดตวัเหลืองบริเวณ TATA box  

โดยมีค่าความผิดพลาดไม่เกินร้อยละ10 พบว่าตอ้งท าการศึกษาจากตวัอย่างผูป่้วยท่ีมีอาการตวั

เหลืองจ านวนอยา่งนอ้ย  49 ตวัอยา่ง  ซ่ึงในการศึกษาน้ีไดใ้ชต้วัอยา่งเด็กตวัเหลืองกลุ่มเดียวกนักบั

การกลายพนัธ์ุต าแหน่ง TA repeat  ดงันั้น การกลายพนัธ์ุในบริเวณ 211G>A  จึงใชต้วัอยา่งทั้งหมด 

71 ตวัอยา่ง 

 
 เคร่ืองมือและวสัดุทีใ่ช้ในการวจัิย 

1. เคร่ืองมือ  

1.1   Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml (Pyrex, USA)       

1.2   Cuvett: 5 µl, 10 µl (MiralBio, Japan) 

1.3   Cylinder: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 

1.4   Flask: 250 ml (Pyrex, USA)  

1.5   Freezer -20˚C (Sanyo, Japan) 

1.6   Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGen, USA) 

1.7   Parafilm (American Nation Can,USA) 

1.8   Pipet tip: 10 μl, 200 μl และ 1,000 μl (AxyGen, USA) 

1.9   Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 

1.10 Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, USA) 

1.11 Stirring-magnetic bar 

2. อุปกรณ์  

2.1 Autoclave (Sanyo, Japan) 

2.2 Automatic adjustable micropipette: P10 (0.5-10 μl), P20 (5-20 μl),  

            P200 (20-200 μl), P1000 (100-1,000 μl) (Eppendorf, Germany)  

2.3 Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 

2.4 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA)  
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2.5 Combs (Bio-RAD, Hercules, California) 

2.6 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 

2.7 Freezer-20°C (Sanyo, Japan) 

2.8 Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 

2.9 Incubator (Memmert, Germany) 

2.10 LightCycler® 480 (Roche, Germany) 

2.11 Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 

2.12 Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 

2.13 PCR Mastercycler personal (Eppendorf, Germany) 

2.14 pH meter (Mettler Toledo, Switzerland) 

2.15 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 

2.16 Refrigerate microcentrifuge (Eppendorf, Germany) 

2.17 Refrigerator 4°C (Mitsubishi, Japan) 

2.18 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 

2.19 UV transilluminator (Fotodyne, USA) 

2.20 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 

2.21 Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 

3. สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั  

 3.1 สารเคมีส าหรับเก็บตวัอยา่ง 

  3.1.1 Lymphocyte separation medium (Wisent Inc., Canada)  

  3.1.2 Magnesium Chloride (Merck, Germany)  

  3.1.3 Phosphate Buffer Saline (BIO BASIC INC., NY, USA)  

  3.1.4 Sodium Chloride (Promega, CA, USA) 

  3.1.5 Tris-HCl (Sigma, Singapore) 

3.2 สารเคมีส าหรับการสกดั DNA (DNA extraction)  

3.2.1 Absolute ethanol (Merck, Germany)  
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3.2.2 Chloroform (Sigma, MO, USA)  

3.2.3 Glycogen (USB, Ohio, USA) 

3.2.4 Isoamyl alcohol (BDH, UK) 

3.2.5 Isopropanal (Sigma, Singapore)  

3.2.6 Phenol (Amresco, OH, USA) 

3.2.7 Proteinase K (5PRIME, Germany) 

3.2.8 Sodium acetate (Sigma, Singapore) 

3.2.9 Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Pharmacia biotech, Sweden) 

3.3 สารเคมีส าหรับการตรวจสอบและเพิ่มจ านวนยนีท่ีจ าเพาะดว้ยวธีิ PCR 

3.3.1 5Prime PerfectTaq Plus MasterMix Kit (5PRIME, Germany) 

3.4 สารเคมีส าหรับท า gel electrophoresis 

3.4.1 Agarose molecular grade (Reserch Organics, OH, USA)  

3.4.2 Ethidium bromide (Sigma, Singapore)  

3.4.3 GeneRuler 100 base pair DNA ladder (Fermentas, MD, USA)  

3.5 สารเคมีส าหรับการท าผลผลิต PCR ใหบ้ริสุทธ์ิ  

3.5.1 Agarose GelExtract Mini Kits (5PRIME, Germany) 

             3.6 สารเคมีส าหรับ cloning และ transformation ใน E.coli 

                           3.6.1 Agar Bacteriological (GIBCO, NY, USA) 

                           3.6.2  FastPlasmid Mini (Eppendorf, Germany) 

                           3.6.3  IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside) (Eppendorf, Germany) 

                           3.6.4  One Shot TOP10 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen, NY, USA) 

                           3.6.5  pGEM-T Easy Vector System (Promega, CA, USA) 

                           3.6.6  Tryptone powder (BIO BASIC INC., NY, USA) 

                           3.6.7  X-Gal (Promega, CA, USA) 

                           3.6.8  Yeast Extract (GIBCO, NY, USA) 

 



33 

 

 4.  โปรแกรมส าหรับ bioinformatic และการวเิคราะห์ขอ้มูล 

              4.1 BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.9) 

              4.2 Chromas Lite (version 2.01) 

              4.3 OLIGOS primer design software (version 9.1) 

              4.4 SPSS for Windows (version 13.0) 
 

วธีิการด าเนินการวจัิย 
 

การเกบ็ตัวอย่าง  (Specimen collection)   
 

 ในเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองจะท าการเจาะเลือดและเก็บตวัอย่างเลือดใน 

Hematocrit tube 2 tube ประมาณ 100 ไมโครลิตร   

 ในตวัอยา่งเลือดผูใ้หญ่ (กลุ่มควบคุม) จะเจาะเลือดประมาณ  1 – 3 มิลลิลิตร จาก

หลอดเลือดด าโดยใช้เข็มปลอดเช้ือ ใส่ในหลอดท่ีมีสารกนัเลือดแข็งชนิด EDTA  

จากนั้นป่ันแยกพลาสมาและเซลล์เม็ดเลือดขาวซ่ึงมีลกัษณะเป็นสีขาวขุ่น โดยใช ้

lymphocyte separation medium (Wisent Inc., Quebec, Canada)  
 

การสกดัดีเอน็เอ (DNA extraction)   
 

 จากตัวอย่างเลอืดของเด็กแรกเกดิ 

น าตวัอยา่งเลือดท่ีอยูใ่น Hematocrit tube มา 50 µl 

 

ใส่ Red Cell Lysis Buffer (RCLB) 1000 µl แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

Centrifuge 4,000 g, 10 นาที 

เทส่วนใสดา้นบนทิ้ง จากนั้นเติม RCLB เพื่อลา้งอีกคร้ัง 

Centrifuge 4,000 g, 10 นาที 

เทส่วนใสดา้นบนทิ้ง จากนั้นเติม PBS buffer 100 µl 

 

น าไปสกดั DNA ดว้ยวธีิ Phenol/Chloroform Extraction 



34 

 

 จากตัวอย่างเลอืดของผู้ใหญ่ด้วยวธีิ Phenol/Chloroform Extraction 

น าตวัอยา่งเซลลเ์มด็เลือดขาวท่ีละลายอยูใ่นสารละลาย PBS มา 100 µl ใส่ใน 

Lysis buffer 400 µl + proteinase K 10 µl 

 

น าไป vortex แลว้บ่มท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 

เติม Phenol 250 µl และ Chloroform: IAA(49:1) 250 µl แลว้น าไป vortex 

Centrifuge 13,000 g, 20 นาที 

ดูดส่วนบนใส่ในสารละลาย Glycogen 4 µl + 2M NaOAc 40 µl + Absolute ethanol 800 µl 

 

Mix ใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปแช่ท่ี -70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 Centrifuge 13,000 g, 30 นาที 

เทสารละลายทิ้ง แลว้เติม 70% ethanol 1 ml 

 Centrifuge 13,000 g, 20 นาที 

เทสารละลายทิ้ง แลว้น าไป Dry ใหแ้หง้ 

 

เติม Distilled Water  100 µl 

 

การเตรียม Positive control ด้วยวธีิ cloning  

1. Ligation ระหวา่ง PCR product กบั plasmid (pGEM®-T Easy Vector) เตรียม mixture 

ดงัน้ี 

 2x Rapid Ligation buffer   5.0 l 

 T4 DNA ligase    1.0 l 

 pGEM®-T Easy Vector   1.0 l 

 PCR product    5.0 l 

จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC  ขา้มคืน  
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2. Transformation 

                                เตรียม competent cells ปริมาตร 50 l ใน tube 1.5 ml จากนั้นเติมสารละลาย       

                                 ligation ปริมาตร 3 l 

 

               น า tube ไป chill ice เป็นเวลา 20 นาที 

 

               น า tube ไป heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42oC เป็นเวลา 50 วนิาที 

            แลว้กลบัมา chill ice อีกคร้ังเป็นเวลา 2 นาที 

 

เติม SOC medium ปริมาตร 950 l, 2M Mg2+ 10 l, 2M glucose 10 l 

 

Shaking ท่ีประมาณ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1.30 ชัว่โมง 

        Centrifuge 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

             เท supernatant ทิ้ง ใหเ้หลือ pallet ประมาณ 100 l 

 

                     เติม x-gal 15 l และ 200 mg/ml IPTG 4 l   mix ใหเ้ขา้กนั 

 

     Spread plate และน า plate ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC ขา้มคืน 

3. Colony selection 

สังเกตดู colony ท่ีข้ึนบน plate โดยจะเลือก colony ท่ีใส แลว้ Pick colony ใส ลงใน LB 

broth จากนั้น Shaking 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

4. Plasmid extraction ดว้ย Fast Plasmid mini 

น า bacterial culture 1.5 ml มาใส่ลงใน tube 1.5 ml 

        Centrifuge 13,000 rpm, 1 นาที 

             เท supernatant ทิ้ง จะเหลือ pallet 
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            เติม PD1 (แช่เยน็) ท่ีเติม RNase A ปริมาตร 200 l 

Vortex 30 วนิาที 

          เติม PD2 ปริมาตร 200 l และพลิกหลอดกลบัไปมา 

      บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 นาที 

                 เติม PD3 ปริมาตร 300 l และพลิกหลอดกลบัไปมา 

 

น าสารละลาย lysate ลงใน spin column 

Centrifuge 13,000 rpm, 30 วนิาที 

       เทส่วน filtrate ทิ้ง และเติม W1 buffer ปริมาตร 400 l ลงใน spin column  

Centrifuge 13,000 rpm, 30 วนิาที 

         เทส่วน filtrate ทิ้ง และเติม Wash buffer ปริมาตร 600 l ลงใน spin column  

 

              เทส่วน filtrate ทิ้ง  

 Centrifuge 13,000 rpm, 3 นาที  

              จากนั้นน า spin column ลงใน collection tube   

 

        เติม elution buffer ปริมาตร 50 l และตั้งทิ้งไว ้2 นาที  

 Centrifuge 13,000 rpm, 2 นาที 

           ไดส้ารละลาย positive control เป็นปริมาตร 50 l  

 

การออกแบบไพร์เมอร์ (primer) 
 

 การออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับการตรวจสอบยีน UGT1A1 ท่ีบริเวณ promoter และ

exon1 โดยน าขอ้มูลยีน UGT1A1 มาจากฐานขอ้มูล Genbank เพื่อเป็นขอ้มูลในการออกแบบ      

ไพร์เมอร์โดยใชนิ้วคลีโอไทด ์ NC_000002.11 เป็นตวัอา้งอิง  เลือกบริเวณช่วงท่ีมีการเปล่ียนแปลง

ของนิวคลีโอไทด์นอ้ยท่ีสุด, มีค่า GC content ประมาณ 50-60% และ ค่า melting temperature (Tm) 
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ของไพร์เมอร์ควรมีค่าอยู่ระหว่าง 55-75oC  โดยท่ีไพร์เมอร์คู่เดียวกนัควรมีค่า Tm เท่ากนัหรือ

ใกลเ้คียงกนั ค่า Tm มีสูตรในการค านวณดงัน้ี Tm = 2°C × (A + T) + 4°C × (C + G)  ซ่ึงได้

ออกแบบไพร์เมอร์ 2 คู่ ดงัน้ี ไพร์เมอร์ส าหรับ promoter: UGT1A1_F/ UGT1A1_Rpromoter  มี

ขนาด 362 bp และ ไพร์เมอร์ส าหรับ exon1: UGT1A1_F2/ UGT1A1_2R1 มีขนาด 823 bp  

จากนั้นตรวจสอบผลการออกแบบไพร์เมอร์โดยการน าไพร์เมอร์ไป BLAST เปรียบเทียบ

กบัในฐานขอ้มูล NCBI และตรวจสอบการจบักนัระหว่างไพร์เมอร์ดว้ยโปรแกรม Oligos version 

9.1 ไดผ้ลดงัน้ี 

ผลการน า UGT1A1_F BLAST เปรียบเทียบกบัในฐานขอ้มูล NCBI 

 
ภาพท่ี 8 ผลการ BLAST ของ UGT1A1_F เทียบกบัในฐานขอ้มูล 

 

ผลการน า UGT1A1_Rpromoter BLAST เปรียบเทียบกบัในฐานขอ้มูล NCBI 

 
ภาพท่ี 9 ผลการ BLAST ของ UGT1A1_Rpromoter เทียบกบัในฐานขอ้มูล 
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ตรวจสอบการจบักนัระหวา่ง UGT1A1_F กบั UGT1A1_Rpromoter ดว้ย Oligos version 9.1 

 
ภาพท่ี 10 ผลการตรวจสอบการจบักนัระหวา่งไพร์เมอร์ UGT1A1_F กบั UGT1A1_Rpromoter 

 

ผลการน า UGT1A1_F2 BLAST เปรียบเทียบกบัในฐานขอ้มูล NCBI 

 
ภาพท่ี 11 ผลการ BLAST ของ UGT1A1_F2 เทียบกบัในฐานขอ้มูล 

 

ผลการน า UGT1A1_2R1 BLAST เปรียบเทียบกบัในฐานขอ้มูล NCBI 

 
ภาพท่ี 12 ผลการ BLAST ของ UGT1A1_2R1 เทียบกบัในฐานขอ้มูล 
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ตรวจสอบการจบักนัระหวา่ง UGT1A1_F2 กบั UGT1A1_2R1 ดว้ย Oligos version 9.1 

 
ภาพท่ี 13 ผลการตรวจสอบการจบักนัระหวา่งไพร์เมอร์ UGT1A1_F2 กบั UGT1A1_2R1 

 

การเพิม่ปริมาณดีเอน็เออย่างจ าเพาะด้วยเทคนิค PCR (PCR amplification) 

เพิ่มจ านวน DNA ของยีน UGT1A1 ในส่วน TA repeats บริเวณ promoter และ 211G>A 

บริเวณ exon1 

        ตารางท่ี 1  แสดงล าดบัเบสของ primer ท่ีใชใ้นการท า PCR และขนาดผลิตภณัฑ ์

ต าแหน่ง ไพร์เมอร์ ชนิด ล าดับเบส (5  3)  Product 

size (bp) 

TATA box UGT1A1_F Forward ATTTGAGTATGAAATTCCAGCC 362 

 UGT1A1_Rpromoter Reverse CCAAGCATGCTCAGCCAG  

211G>A UGT1A1_F2 Forward CTGGCTGAGCATGCTTGG 823 

 UGT1A1_2R1 Reverse TGGGGCTAGTTAATCGATCC  

 

         ตารางท่ี 2  แสดงสารเคมีและปริมาตรในการท า PCR  เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 

สารเคมี ปริมาตร(µl/tube) 

Distilled water 

2× Mastermix (5PRIME, Germany) 

Forward primer (10 µM) 

Reverse primer (10 µM) 

DNA template 

10.5 

12.5 

0.5 

0.5 

1 

Total volume 25 
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          ตารางท่ี 3  แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการท า PCR ในส่วน TATA box 

PCR cycle อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส)                 เวลา 

Pre-denaturing 

Denaturing 

Annealing 

Extention 

Post-extention 

         94 

         94 

         55 

         72 

         72 

                 5    นาที 

               30   วนิาที 

               30   วนิาที 

               45   วนิาที 

                 7    นาที 

          

          ตารางท่ี 4  แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการท า PCR ในส่วน 211G>A 

PCR cycle อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส)                 เวลา 

Pre-denaturing 

Denaturing 

Annealing 

Extention 

Post-extention 

         94 

         94 

         61 

          72 

          72 

                 5   นาที 

               45   วนิาที 

               45   วนิาที 

            1.30    นาที 

                 7   นาที 

 

 การหาล าดับนิวคลโีอไทด์  

 หาขนาด PCR product ท่ีตอ้งการดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช ้2% 

agarose gel  และใช ้100 bp DNA ladder เป็น marker เพื่อตรวจสอบขนาดของ 

DNA ท่ีตอ้งการ ยอ้มดูแถบ DNA ท่ีตอ้งการดว้ยสารละลาย ethidium bromide   

น าไปส่องดูแถบ DNA ภายใตแ้สง ultraviolet (UV) 

 ตดั gel โดยเลือกตดัในบริเวณท่ีมีแถบ PCR product ขนาดท่ีตอ้งการ  

 สกดั PCR product จาก gel ท่ีตดัออกมาดว้ย  PCRExtract & GelExtract Mini Kits 

(5PRIME, Germany) 

 น า DNA ท่ีได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยส่งตรวจกับบริษทั First base 

laboratory SDN BHD (Malaysia) 

35 รอบ 

35 รอบ 
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การตรวจสอบล าดับนิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing) 

โดยใชโ้ปรแกรม 

 BioEdit  เป็นโปรแกรมท่ีใชใ้นการออกแบบ primers 

 BLAST เพื่อน าผลของล าดบัเบสท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูลท่ีเคยมี

การรายงานมาก่อนใน GenBank 

 Chromas Lite เป็นโปรแกรมท่ีใชดู้กราฟท่ีไดจ้ากการท า sequencing 

 Oligos เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการเปล่ียนล าดบั sequence ท่ีเกิดจากการใช ้ 

reverse primer และเป็นโปรแกรมท่ีใชใ้นการดู primer dimer 

 

การท า real – time PCR ด้วย Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET ) 

        ตารางท่ี 5   แสดงล าดบัเบสของ primer และ probe บริเวณ promoter ท่ีใชใ้นการท า  

 Real – time PCR 

 

 

 

 

 

 Primer Type Sequence (5  3)  

Primer’s 

name 

UGT1A1_F1 Forward GTCACGTGACACAGTCAAA 

 UGT1A1_Rpromoter Reverse CCAAGCATGCTCAGCCAG 

Probe’s 

name 

UGT1A1_sensor Donor TTTGCTCCTGCCAGAGGTTCGCCCT[Flc] 

 UGT1A1_anchor Acceptor [LC640]CCTACTTATATATATATATATATG 

GCAAAAAC[Phos] 
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         ตารางท่ี 6  แสดงสารเคมีและปริมาตรท่ีใชใ้นการท า Real – time PCR  บริเวณ promoter 

สารเคมี ปริมาตร(µl/tube) 

Distilled water 

2× Mastermix (5PRIME, Germany) 

Forward primer (10 µM) 

Reverse primer (10 µM) 

Donor probe (5 µM) 

Acceptor probe (5 µM) 

DNA template 

6.5 

10 

0.5 

0.5 

0.75 

0.75 

1.5 

Total volume 20 

 

          ตารางท่ี 7  อุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการท า Real – time PCR ในส่วน promoter 

PCR cycle อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส)                   เวลา 

Pre-denaturing 

Denaturing 

Annealing 

Denaturing 

Melting 

95 

95 

60 

95 

45 – 70  

                 5    นาที 

               10   วนิาที 

               30   วนิาที 

               30   วนิาที 

     (ramp rate 0.05 °C/sec) 

 

การวเิคราะห์ผลการทดลองจากการท า Real – time PCR ด้วย FRET 

  การวิเคราะห์ผลของ FRET จะใช้โปรแกรม LightCycler480 และวิเคราะห์โดยใช้ Melt 

 curve genotyping และ Tm calling 

 

 

 

 

45 รอบ 
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การตรวจสอบข้อมูล 

 ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการท า DNA sequencing จะถูกวิเคราะห์รูปแบบของยีน 

(genotype) ในต าแหน่งท่ีสนใจ โดยท าการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดก้บันิวคลีโอไทด์ใน

ธนาคารรหัสพนัธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  นอกจากน้ียงัใชโ้ปรแกรม Chromas lite และ Bioedit 

ในการดูผลกราฟ chromatogram  
 

การวเิคราะห์ข้อมูล   

 ความถ่ีของรูปแบบของยีน (genotype) บริเวณ TATA box และ 211G>A หาไดจ้ากผลบวก

ของจีโนไทป์ท่ีพบจริงจากการจ าแนกชนิดดว้ยวธีิ direct sequencing   

 การค านวณหาความถ่ีของอลัลีล (Allele frequencies) สามารถค านวณดงัน้ี 

1. ค านวณจากความถ่ีของจีโนไทป์ 

               p =  f(AA) + ½ f (Aa)  =  ความถ่ีของอลัลีล A  

   q =  f(aa)   + ½ f (Aa)  =  ความถ่ีของอลัลีล a 

 : f(AA) คือ ความถ่ีของจีโนไทป์ AA, f(Aa) คือ ความถ่ีของจีโนไทป์ Aa และ f(aa) คือ 

ความถ่ีของจีโนไทป์ aa 

     โดยท่ี    p + q   =    f(AA) + f(Aa) + f(aa)  =   1 

     จากสูตรท าใหไ้ด ้ q  = 1 – p  และ   p  =  1 – q   

2. ค านวณจากจ านวนประชากรท่ีส ารวจ  

  p(AA)     =  2(AA) + (Aa)                

2(AA+Aa+aa) 

  p(aa)       =         2(aa) + (Aa)                 

2(AA+Aa+aa) 

 : AA คือ ความถ่ีของจีโนไทป์ AA, Aa คือ ความถ่ีของจีโนไทป์ Aa, aa คือ ความถ่ีของจีโนไทป์ aa 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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 นอกจากน้ีใชค้่าสถิติ Chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05)  ในการ

หาความเก่ียวขอ้งระหว่างการกลายพนัธ์ุของบริเวณ TATA box บริเวณ promoter และ 211G>A 

บริเวณ exon1 กบัการก่อให้เกิดอาการตวัเหลืองและหาความเส่ียงในการท าให้เกิดอาการตวัเหลือง

โดยใชค้่าสถิติ Odd Ratio (OR) โดยใชโ้ปรแกรม SPSS version 13.0  

 

   

  

 

 



500 bp 

500 bp 

362 bp 

823 bp 

บทที ่4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

ผลการวเิคราะห์ 

1. ผลการตรวจสอบผลติภัณฑ์จากการท า PCR   

             จากการน าตวัอย่างเลือดของเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตัวเหลืองท่ีได้รับการส่องไฟรักษา

จ านวน 71 คน และตวัอย่างเลือดจากคนไทยปกติท่ีได้จากตวัอย่างท่ีเหลือจากสภากาชาดไทย

จ านวน 115 คน แลว้ท าการสกดั DNA ดว้ยวิธี Phenol – chloroform extraction จากนั้นท าการเพิ่ม

จ านวน DNA ดว้ยวิธี PCR และน า PCR product มาท า agarose gel electrophoresis ไดผ้ลิตภณัฑ์

จากการท า PCR ในส่วน promoter ขนาดประมาณ 362 bp ดงัภาพท่ี 14 และ บริเวณ exon1 มีขนาด

ประมาณ 823 bp  เพื่อวเิคราะห์จีโนไทป์บริเวณ 211G>A ดงัภาพท่ี 15 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 14  แสดงผลผลิตจากการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของยีน UGT1A1 บริเวณ 

promoter ไดผ้ลผลิตขนาด 362 bp โดย M คือ 100 bp marker, S1 – S9 คือตวัอยา่งท่ี 1 – 9 และ       

N คือ negative control 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 15  แสดงผลผลิตจากการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ (DNA amplification) ของยีน UGT1A1 บริเวณ 

exon1 ไดผ้ลผลิตขนาด 823 bp โดย M คือ 100 bp marker, S1 – S9 คือตวัอยา่งท่ี 1 – 9 และ            

N คือ negative control 

M S1 S2 S3 S4 S5 N S9 S8 S7 S6 

M S1 S2 S3 S4 S5 N S9 S8 S7 S6 
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 จากนั้นท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย PCRExtract & GelExtract Mini Kits (5PRIME, Germany)   และ

หาล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดยส่งตรวจกบับริษทั First base laboratories SDN BHD  

 

2. ผลการหาล าดับนิวคลโีอไทด์ด้วยวธีิ direct sequencing  

 เม่ือไดล้ าดบันิวคลีโอไทด์จากการท า direct sequencing ท าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอ

ไทด์โดยใช้โปรแกรม BLAST เปรียบเทียบขอ้มูลกบัฐานขอ้มูล GenBank ในต าแหน่ง TA box 

(ภาพท่ี 16) พบว่ามีความเหมือนกบั Homo sapiens UDP glucuronosyltransferase 1 family, 

polypeptide A (UGT1A1) (Identities = 149/149 bp, 100%) และในต าแหน่ง 211G>A (ภาพท่ี 17) 

พบวา่มีความเหมือนกบั Homo sapiens UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A 

(UGT1A1) (Identities = 699/699 bp, 100%)   
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 16   ผลการ BLAST ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นต าแหน่ง TA box บริเวณ promoter กบัล าดบั 

     นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 17   ผลการ BLAST ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นต าแหน่ง 211G>A บริเวณ exon1 กบัล าดบั 

     นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล  
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ใชโ้ปรแกรม Chromas Lite version 2.01 และ BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.9 

ในการอ่านผลล าดบันิวคลีโอไทด ์ซ่ึงผลล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ promoter แสดงดงัภาพท่ี 18  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 ภาพท่ี 18  แสดงตวัอยา่ง Chromatogram ของยนี UGT1A1 บริเวณ TA repeat แสดงลกัษณะ              

                  จีโนไทป์ 3 รูปแบบ ก. แสดง Homozygous A(TA)6TAA  ข. แสดง Homozygous        

                  A(TA)7TAA   ค. แสดง Heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA ดว้ยโปรแกรม  

                 Chromas lite   

 

ค. 

ข. 

ก. A(TA)6TAA/A(TA)6TAA (homozygous 6/6) 

A(TA)6TAA/A(TA)7TAA (heterozygous)  

A(TA)7TAA/A(TA)7TAA (homozygous 7/7) 

1 

7 

2 3 4 6 6 5 

1 2 3 4 6 5 7 
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กลุ่มคนไทยปกติ  (n=115) 

 จากกลุ่มตวัอยา่งเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและไดก้ารท าการส่องไฟรักษาจ านวน 71 

ราย พบความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous A(TA)6TAA จ านวน 52 ราย, แบบ heterozygous 

A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 17 ราย และแบบ homozygous A(TA)7TAA จ านวน 2 ราย  ใน

กลุ่มคนไทยปกติจ านวน 115 ราย มีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous A(TA)6TAA จ านวน 82 

ราย, แบบ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 32 ราย และแบบ homozygous 

A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย  แสดงดงัภาพท่ี 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 19  แผนภูมิแท่งแสดงความถ่ีจีโนไทป์ของยนี UGT1A1 บริเวณ TA box ในเด็กแรกเกิดท่ีมี 

                 อาการตวัเหลืองและในกลุ่มคนไทยปกติ 
 
 
 
 
 
 
 

กลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลือง (n=71) 
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นอกจากน้ีผลการอ่านล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ exon1 ต าแหน่ง 211G>A แสดงดงัภาพท่ี 20  
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 20  แสดงตวัอยา่ง Chromatogram ของยนี UGT1A1 บริเวณ exon1 ต าแหน่ง 211G>A  แสดง 

                 ลกัษณะจีโนไทป์ 3 รูปแบบ ก. แสดง Homozygous GG  ข. แสดง Heterozygous GA        

                 ค. แสดง Homozygous AA  ดว้ยโปรแกรม Chromas lite   

 

 จากการวิเคราะห์ด้วย direct sequencing พบว่าจากกลุ่มตวัอย่างเด็กแรกเกิดตวัเหลือง

จ านวน 71 ราย พบความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 59 ราย, แบบ heterozygous 

GA จ านวน 11 ราย และแบบ homozygous AA จ านวน 1 ราย  ในกลุ่มคนไทยปกติจ านวน 115 ราย 

มีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 89 ราย, แบบ heterozygous GA จ านวน 24 

ราย และแบบ homozygous AA จ านวน 2 ราย แสดงดงัภาพท่ี 21 

 

 

 

ค. 

ข. 

ก. G/G 

G/A 

A/A 
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ภาพท่ี 21 แผนภูมิแท่งแสดงความถ่ีจีโนไทป์ของยนี UGT1A1 บริเวณ 211G>A ในเด็กแรกเกิดท่ีมี 

               อาการตวัเหลืองและในกลุ่มคนไทยปกติ 

 
3. ผลการวเิคราะห์ทางสถิติ 

               จากการศึกษาในเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษามีอายุไม่เกิน 7 

วนั จ านวน 71 คน พบวา่ เด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองท่ีไม่ทราบสาเหตุมีจ านวน 54 ราย เด็กแรก

เกิดท่ีมี ABO incompatibility จ านวน 6 ราย เด็กแรกเกิดท่ีมี cephalhematoma จ านวน 5 ราย เด็ก

แรกเกิดท่ีมี polycythemia จ านวน 1 ราย เด็กแรกเกิดท่ีมีความผิดปกติของเอนไซม ์G-6-PD จ านวน 

2 ราย และเด็กแรกเกิดท่ีมี subgaleal hematoma จ านวน 3 ราย ซ่ึงเด็กแรกเกิดท่ีมีความผิดปกติของ

เอนไซม ์G-6-PD และเด็กแรกเกิดท่ีมี  subgaleal hematoma ไม่พบการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 

ทั้งในบริเวณ TATA box และ 211G>A   ซ่ึงขอ้มูลทางสถิติของเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและ

ไดรั้บการส่องไฟรักษาจ านวน 71 ราย แสดงดงัตารางท่ี 8              

 

 

 

 

กลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลือง (n=71) กลุ่มคนไทยปกติ  (n=115) 
GG GA AA GG GA AA 
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ตารางท่ี 8  แสดงขอ้มูลทางสถิติของเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและไดรั้บการส่องไฟรักษา 

 

     จากตารางท่ี 8  พบวา่จากเด็กแรกเกิดทั้งหมด 71 ราย มีเพศชายจ านวน 43 ราย และมี

เพศหญิงจ านวน 28 ราย  ค่าเฉล่ียของอายขุองอายคุรรภม์ารดาเท่ากบั 38.38 ± 1.61 สัปดาห์  ค่าเฉล่ีย

น ้ าหนกัเด็กแรกเกิดเท่ากบั 3143.45 ± 398.42 กรัม  และค่าปริมาณบิลิรูบินสูงสุดในเด็กแรกเกิด

เท่ากบั 13.43 ± 1.77 มิลลิกรัม/เดซิลิตร  

 จากการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 ในต าแหน่ง TA box พบวา่ในกลุ่ม

ประชากรทัว่ไปจ านวน 115 ราย มีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous A(TA)6TAA จ านวน 82 

ราย (ร้อยละ 71.30), แบบ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 32 ราย (ร้อยละ 27.83)  

และแบบ homozygous A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย (ร้อยละ 0.87)   และในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมี

อาการตวัเหลืองมีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous A(TA)6TAA จ านวน 52 ราย (ร้อยละ 

73.24), แบบ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 17 ราย (ร้อยละ 23.94)  และแบบ 

homozygous A(TA)7TAA จ านวน 2 ราย (ร้อยละ 2.82)    ความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมี

อาการตวัเหลืองและกลุ่มคนไทยปกติพบว่า  อลัลีล A(TA)6TAA มีความถ่ี 0.85  และ  อลัลีล 

A(TA)7TAA  มีความถ่ี 0.15 ทั้งสองกลุ่ม  เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยการทดสอบโดยใช้

ค่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05) พบวา่ จีโนไทป์ A(TA)7TAA 

ไม่มีความเก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิดอาการตวัเหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัส าคญั (p – value = 0.78)  เม่ือน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ TA repeat บริเวณ 

ข้อมูล กลุ่มเด็กแรกเกดิทีม่ีอาการตัวเหลอืง (n = 71) 

เพศ  (ชาย : หญิง) 43:28 

อายคุรรภ(์สัปดาห์) 38.38 ± 1.61 

น ้าหนกัแรกเกิด (กรัม) 3143.45 ± 398.42 

ปริมาณบิลิรูบินสูงสุด (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 13.43 ± 1.77 
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promoter ไม่ก่อความเส่ียงในการเกิดอาการตวัเหลือง โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.10 (95%CI = 

0.57 – 2.14)  (ตารางท่ี 9) 

 นอกจากน้ียงัท าการวิเคราะห์ค่าทางสถิติในต าแหน่ง 211G>A พบวา่ในกลุ่มคนไทยปกติ

จ านวน 115 ราย มีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 89 ราย (ร้อยละ 77.39), แบบ 

heterozygous GA จ านวน 24 ราย (ร้อยละ 20.87)  และแบบ homozygous AA จ านวน 2 ราย (ร้อย

ละ 1.74)   และในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous GG 

จ านวน 59 ราย (ร้อยละ 83.10), แบบ heterozygous GA จ านวน 11 ราย (ร้อยละ 15.50)  และแบบ 

homozygous AA จ านวน 1 ราย (ร้อยละ 1.41)   ความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มคนไทยปกติพบวา่  อลัลีล 

G  มีความถ่ี 0.88  และ  อลัลีล A มีความถ่ี 0.12  ในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ี

ของอลัลีล G เท่ากบั 0.91 และความถ่ีของอลัลีล A เท่ากบั 0.09   เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติ

ดว้ยการทดสอบโดยใชค้่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05) พบวา่    

จีโนไทป์ AA ไม่มีความเก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิดอาการตวัเหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มี

ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p – value = 0.35)  เม่ือน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่จีโน

ไทป์ GA และ AA ไม่ก่อให้ความเส่ียงในการเกิดตวัเหลือง โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.44                       

( 95%CI = 0.67 – 3.07)  (ตารางท่ี 9) 

 จากการวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติของการกลายพนัธ์ุของทั้งสองต าแหน่งพบว่าไม่มีความ

แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทั้งค่าความถ่ีของจีโนไทป์และความถ่ีของอลัลีล นอกจากน้ีการกลายพนัธ์ุ

ของทั้งสองต าแหน่งไม่มีความเก่ียวขอ้งกบัการก่อให้เกิดอาการตวัเหลือง และไม่พบวา่ในเด็กแรก

เกิดท่ีมีการกลายพนัธ์ุ A(TA)7TAA  มีการกลายพนัธ์ุ 211G>A  ร่วมดว้ย 

 

 

 

 

 

 

 



5
3
  

                          

P-value 

 

 

0.78 

 

0.35 

95% CI 

 

 

0.57 -  2.14 

 

0.67 – 3.07 

Odd ratio 

 

 

1.10 

 

1.44 

ความถี่ของอลัลลี 

กลุ่มคนไทยปกต ิ

(n=115) 

7/7 

0.15 

AA 

0.12 

6/6 

0.85 

GG 

0.88 

เดก็แรกเกดิตวัเหลอืง 

(n=71) 

7/7 

0.15 

AA 

0.09 

6/6 

0.85 

GG 

0.91 

ความถี่ของจโีนไทป์ 

กลุ่มคนไทยปกต ิ

(n=115) 

7/7 

1 

AA 

2 

6/7 

32 

GA 

24 

6/6 

82 

GG 

89 

เดก็แรกเกดิตวัเหลอืง 

(n=71) 

7/7 

2 

AA 

1 

6/7 

17 

GA 

11 

6/6 

52 

GG 

59 

ต าแหน่ง 

 

TA promoter 

 

211G>A 

 

ตารางที่  9   แสดงค่าความถี่ของจีโนไทป์และความถี่ของอลัลีลในกลุ่มเด็กแรกเกิดที่มีอาการตวัเหลืองที่ไดร้ับการ 

                    ส่องไฟรักษาและกลุ่มคนไทยปกติ แสดงค่าOdd ratio, 95% CI และ ค่า p- value  
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  นอกจากน้ียงัไดท้  าการวิเคราะห์ทางสถิติโดยน าเด็กตวัเหลืองท่ีไม่ทราบสาเหตุมาท าการ

วเิคราะห์ทางสถิติเปรียบเทียบกบักลุ่มคนไทยปกติ ซ่ึงผลแสดงดงัตารางท่ี 10 
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พบว่าบริเวณ TA promoter ของกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ 

homozygous A(TA)6TAA จ านวน 40 ราย, แบบ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 

13 ราย และแบบ homozygous A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย    ความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ี

มีอาการตวัเหลืองพบวา่  อลัลีล A(TA)6TAA มีความถ่ี 0.86    อลัลีล A(TA)7TAA  มีความถ่ี 0.14 

เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยการทดสอบโดยใช้ค่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 

เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05) พบวา่ จีโนไทป์ A(TA)7TAA ไม่มีความเก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิด

อาการตวัเหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p – value = 0.78)  

เม่ือน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ TA repeat บริเวณ promoter ไม่ก่อความเส่ียงในการเกิด

อาการตวัเหลือง โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.03 (95%CI = 0.63 – 1.69)  (ตารางท่ี 10) 

  นอกจากน้ียงัท าการวเิคราะห์ค่าทางสถิติในต าแหน่ง 211G>A พบวา่ในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมี

อาการตวัเหลืองมีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 44 ราย, แบบ heterozygous 

GA จ านวน 9 ราย และแบบ homozygous AA จ านวน 1 ราย  ความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ี

มีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีของอลัลีล G เท่ากบั 0.90 และความถ่ีของอลัลีล A เท่ากบั 0.10   เม่ือน า

ขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยการทดสอบโดยใชค้่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์

(p – value < 0.05) พบวา่ จีโนไทป์ AA ไม่มีความเก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิดอาการตวัเหลือง  และ

ในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (p – value = 0.55)  เม่ือน าขอ้มูลไป

วิเคราะห์ทางสถิติพบว่าจีโนไทป์ GA และ AA ไม่ก่อให้ความเส่ียงในการเกิดตวัเหลือง โดยมีค่า 

Odd ratio เท่ากบั 1.19   ( 95%CI = 0.67 – 2.13)  (ตารางท่ี 10) 

  เม่ือน าผลจากการท า sequencing มาแยกตามสาเหตุของการเกิดอาการตวัเหลืองและไม่

ทราบสาเหตุของอาการตัวเหลือง พบว่าเด็กท่ีเป็น ABO incompatibility จ านวน 6 ราย มี 

homozygous A(TA)6TAA จ านวน 5 ราย และ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 1 

ราย  เด็กท่ีเป็น Cephalohematoma จ านวน 5 ราย มี homozygous A(TA)6TAA จ านวน 3 ราย 

heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย และ homozygous A(TA)7TAA จ านวน 1 

ราย   เด็กท่ีเป็น Subgaleal hematoma จ านวน 3 ราย มี homozygous A(TA)6TAA จ านวน 2 ราย 

heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย  เด็กท่ีเป็น G-6-PD จ านวน 2 ราย มี 

homozygous A(TA)6TAA จ านวน 2 ราย  เด็กท่ีเป็น Polycythemia จ านวน 1 ราย มี heterozygous 
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A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย   ส่วนอาการตวัเหลืองท่ีไม่ทราบสาเหตุจ านวน 54 ราย

พบวา่มี homozygous A(TA)6TAA จ านวน 40 ราย และ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA 

จ านวน 13 ราย   และhomozygous A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย   ส่วนในต าแหน่ง 211G>A พบวา่ 

ABO incompatibility จ านวน 6 ราย มี homozygous GG จ านวน 5 ราย และ heterozygous GA 

จ านวน 1 ราย  เด็กท่ีเป็น Cephalohematoma จ านวน 5 ราย มี GG จ านวน 5 ราย  เด็กท่ีเป็น 

Subgaleal hematoma จ านวน 3 ราย มี GG จ านวน 2 ราย GA จ านวน 1 ราย  เด็กท่ีเป็น G-6-PD 

จ านวน 2 ราย มี GG จ านวน 2 ราย  เด็กท่ีเป็น Polycythemia จ านวน 1 ราย มี GG จ านวน 1 ราย   

ส่วนอาการตวัเหลืองท่ีไม่ทราบสาเหตุจ านวน 54 รายพบวา่มี GG จ านวน 44 ราย และ GA จ านวน 9 

ราย   และ AA จ านวน 1 ราย (ตารางท่ี 11)   

 

ตารางท่ี 11 แสดงสาเหตุของการเกิดอาการตวัเหลืองกบัการกลายพนัธ์ุในต าแหน่ง TA repeat และ  

                  211G>A  

 

 

สาเหตุของการเกดิ 

อาการตัวเหลอืง 

TA repeat 211G>A 

6/6 6/7 7/7 G/G G/A A/A 

   ABO incompatibility (n=6) 5 1 - 5 1 - 

   Cephalohematoma (n=5) 3 1 1 5 - - 

   Subgaleal hematoma(n=3) 2 1 - 2 1 - 

   G-6-PD (n=2) 2 - - 2 - - 

   Polycythemia (n=1) - 1 - 1 - - 

   Unspecified (n=54) 40 13 1 44 9 1 
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4. ผลการการตรวจการกลายพันธ์ุบริเวณ TA repeat ด้วยเทคนิค Fluorescence 

Resonance Energy Transfer (FRET ) 

 จากการน าพลาสมิดท่ีใส่ช้ินยนีบริเวณ TA repeat มาเป็น template ในการท า real – time PCR 

 เพื่อพฒันาเทคนิคในการตรวจสอบการกลายพนัธ์ุบริเวณ TA repeat ของยีน UGT1A1  จากการท า

การทดลองโดย melting อยูใ่นช่วง 45 – 70 °C และมี ramp rate 0.05 °C /S  เม่ือไดผ้ลการทดลอง

แลว้ท าการวิเคราะห์ดว้ย melt curve genotyping โดยจะตดัช่วงอุณหภูมิท่ีมีความแตกต่างในแต่ละ  

จีโนไทป์มากท่ีสุด ดงัภาพท่ี 22  จากนั้นท าการค านวณโดยโปรแกรมของ LightCycler 480 (Roche, 

Germany) จะพบวา่สามารถแยกไดท้ั้ง 3 จีโนไทป์ ดงัภาพท่ี 23 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 22 แสดงการตดัช่วงอุณหภูมิเพื่อใชใ้นการวเิคราะห์ melt curve genotyping โดยมีพลาสมิด   

                เป็น template 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 23 แสดงผลของการกลายพนัธ์ุของทั้ง 3 จีโนไทป์โดยใชเ้ทคนิค FRET 

(สีเขียว :  homozygous A(TA)6TAA, สีฟ้า :  heterozygous A(TA)6TAA/ A(TA)7TAA, สีแดง :  

homozygous A(TA)7TAA) 

TA7/7 

TA6/7 
TA6/6 

TA7/7 

TA6/7 

TA6/6 
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นอกจากน้ียงัท าการวเิคราะห์ผลโดยการใช ้Tm calling เพื่อแสดงให้เห็นถึงค่า Tm ในการแยกแต่ละ

จีโนไทป์ แสดงดงัตารางท่ี 12  โดยจีโนไทป์ homozygous A(TA)6TAA มี Tm ประมาณ 55 °C,      

จีโนไทป์ homozygous A(TA)7TAA มี Tm ประมาณ 59 °C และ จีโนไทป์ heterozygous 

A(TA)6TAA /A(TA)7TAA จะพบวา่มีค่าของทั้งสองช่วงจึงมีค่า Tm สองค่า 
  

       ตารางท่ี 12 แสดงค่า Tm ในการแยกแต่ละจีโนไทป์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

และจากการน า DNA ของเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและประชากรไทยเป็น template ในการ

ท า real-time PCR  แลว้ท าการวิเคราะห์ดว้ย melt curve genotyping โดยจะตดัช่วงอุณหภูมิท่ี 

Minimum Temperature 51°C และ Maximum Temperature 62°C โดยมีค่า  Score Threshold  

เท่ากบั 0.72 และค่า Resolution Threshold  เท่ากบั 0.10 ดงัภาพท่ี 24  และ ท าการค านวณโดยใช้

โปรแกรม LightCycler พบว่าสามารถแยกไดท้ั้ง 3 จีโนไทป์ ดงัภาพท่ี 25   นอกจากน้ียงัท าการ

วิเคราะห์ผลโดยการใช้ Tm calling เพื่อแสดงให้เห็นถึงค่า Tm ในการแยกแต่ละจีโนไทป์ โดย        

จีโนไทป์ homozygous A(TA)6TAA มี Tm ประมาณ 54 – 55 °C, จีโนไทป์ homozygous 

A(TA)7TAA มี Tm ประมาณ 58 – 59 °C และ จีโนไทป์ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA 

จะพบวา่มีค่า Tm อยูใ่นช่วงของทั้งสองจีโนไทป์  

  

 

ต าแหน่ง ช่ือ Tm1 Tm2 

A1 6/6 55.72  

A2 7/7 59.44  

A3 6/7 55.90 59.75 

A4 NTC   

C1 6/6 55.65  

C2 7/7 59.48  

C3 6/7 55.78 59.62 

C4 NTC   
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ภาพท่ี 24 แสดงการตดัช่วงอุณหภูมิเพื่อใชใ้นการวเิคราะห์ melt curve genotyping โดยใช ้DNA  

                ของเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและคนไทยปกติเป็น template 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 25 แสดงผลของการกลายพนัธ์ุของทั้ง 3 จีโนไทป์ของตวัอยา่ง โดยใชเ้ทคนิค FRET  

(สีฟ้า :  homozygous A(TA)6TAA, สีแดง :  heterozygous A(TA)6TAA/ A(TA)7TAA, สีเขียว :  

homozygous A(TA)7TAA) 

 

 

TA6/6 
TA7/7 

TA6/7 

Tm  58.5    Tm  54.8    
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   ผลจากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค PCR และ เทคนิค real – time PCR ดว้ย FRET  พบวา่ ทั้ง

ในกลุ่มคนไทยปกติและกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีลกัษณะของจีโนไทป์ทั้ง 3 จีโนไทป์

เหมือนกนัทั้งสองเทคนิค  ซ่ึงการท า real – time PCR จะใชเ้วลานอ้ยกวา่เทคนิค PCR และลดการ

ปนเป้ือนไดม้ากกวา่ 
 



บทที ่5 
สรุปผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
 ในเด็กแรกเกิดส่วนใหญ่มกัพบอาการตวัเหลืองโดยไม่ทราบสาเหตุ ซ่ึงท าให้ปริมาณ 

บิลิรูบินในเลือดมีปริมาณสูง โดยสาเหตุท่ีก่อใหเ้กิดอาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิดอาจเกิดจากหลาย
ปัจจยั เช่นความแตกต่างทางลกัษณะพนัธุกรรม ปัจจยัดา้นส่ิงแวดลอ้ม ปัจจยัดา้นความแตกต่างทาง
เช้ือชาติ น ้าหนกัแรกเกิดนอ้ย การด่ืมนมแม่ เป็นตน้  การเกิดการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 เป็นอีก
สาเหตุหน่ึงท่ีท าให้เกิดอาการตวัเหลืองเน่ืองจากการท างานของเอนไซม ์UGT1A1  ลดลง ส่งผลให้
การก าจดับิลิลูบินออกจากเลือดได้น้อยลง ท าให้เกิดการสะสมของบิลิรูบินเป็นจ านวนมาก โดย
เอนไซม์ UGT1A1 พบมากในตบั  ซ่ึงการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 ท่ีพบมากคือต าแหน่ง TA 
repeat บริเวณ promoter ซ่ึงมกัพบเป็นจีโนไทป์ A(TA)7TAA และต าแหน่ง 211G>A บริเวณ exon1  
ดังนั้นในการศึกษาคร้ังน้ีคณะผูว้ิจยัจึงได้ท าการศึกษาความถ่ีของการเกิดการกลายพนัธ์ุใน 2 
ต าแหน่งน้ีและศึกษาหาความเก่ียวขอ้งของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 และการก่อให้เกิดอาการ
ตวัเหลือง 

 ในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการศึกษาในเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่อง
ไฟรักษาจ านวน 71 รายและในกลุ่มคนไทยปกติจ านวน 115 ราย วิธีท่ีใชใ้นการตรวจสอบหาการ
กลายพนัธ์ุของยนี UGT1A1 ในทั้งสองต าแหน่งคือ วธีิ PCR ซ่ึงออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะ
ต่อการจบัในช่วงของนิวคลีโอไทด์ท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุ ซ่ึงผลของการท า PCR พบว่าไพร์เมอร์ท่ี
ออกแบบมาส าหรับงานวิจัยน้ีมีความจ าเพาะในการเพิ่มจ านวนของยีน และไม่มี non-specific 
amplification นอกเหนือจาก band ท่ีคาดไว ้นอกจากน้ีลกัษณะของ band PCR product ท่ีไดจ้ากการ
ท า electrophoresis นั้นมีความชดัเจนและสามารถน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์ไดโ้ดยตรง ไม่ตอ้ง
ท า DNA cloning  หลงัจากการท า direct sequencing แลว้น าผลท่ีไดไ้ป BLAST เพื่อเปรียบเทียบ
ขอ้มูลกบัฐานขอ้มูล GenBank พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
ในฐานขอ้มูล 100%  ผลท่ีไดแ้สดงถึงการจบักนัอยา่งจ าเพาะของการออกแบบไพรเมอร์ 

 จากการศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 บริเวณ TA repeat ของ 
promoter ในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษามีความถ่ีของจีโนไทป์
แบบ homozygous A(TA)6TAA จ านวน 52 ราย (ร้อยละ 73.24), แบบ heterozygous A(TA)6TAA 
/A(TA)7TAA จ านวน 17 ราย (ร้อยละ 23.94)  และแบบ homozygous A(TA)7TAA จ านวน 2 ราย 
(ร้อยละ 2.82)   และในกลุ่มคนไทยปกติจ านวน 115 ราย มีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous 
A(TA)6TAA จ านวน 82 ราย (ร้อยละ 71.30), แบบ heterozygous A(TA)6TAA /A(TA)7TAA 
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จ านวน 32 ราย (ร้อยละ 27.83)  และแบบ homozygous A(TA)7TAA จ านวน 1 ราย (ร้อยละ 0.87)   
ความถ่ีของอัลลีลในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตัวเหลืองและกลุ่มคนไทยปกติพบว่า  อัลลีล 
A(TA)6TAA มีความถ่ี 0.85  และ  อลัลีล A(TA)7TAA  มีความถ่ี 0.15 ทั้งสองกลุ่มประชากร  เม่ือน า
ขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยการทดสอบโดยใชค้่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
(p – value < 0.05)  พบวา่ จีโนไทป์ A(TA)7TAA ไม่มีความแตกต่างกนัในเด็กแรกเกิดอาการตวั
เหลืองและในกลุ่มคนไทยปกติ นอกจากน้ี จีโนไทป์ A(TA)7TAA ไม่มีความเก่ียวข้องต่อการ
ก่อใหเ้กิดอาการตวัเหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p – value 
= 0.78)  เม่ือน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ TA repeat บริเวณ promoter ไม่ก่อให้ความเส่ียง
ในการเกิดตวัเหลือง โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.10 (95%CI = 0.57 – 2.14)  
  จากผลการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน UGT1A1 บริเวณ 211G>A ของ exon1 
ในกลุ่มเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษามีความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous GG 
จ านวน 59 ราย (ร้อยละ 83.10), แบบ heterozygous GA จ านวน 11 ราย (ร้อยละ 15.50)  และแบบ 
homozygous AA จ านวน 1 ราย (ร้อยละ 1.41)   และในกลุ่มคนไทยปกติจ านวน 115 ราย มีความถ่ี
ของจีโนไทป์แบบ homozygous GG จ านวน 89 ราย (ร้อยละ 77.39), แบบ heterozygous GA 
จ านวน 24 ราย (ร้อยละ 20.87)  และแบบ homozygous AA จ านวน 2 ราย (ร้อยละ 1. 74)   ในกลุ่ม
เด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีของอลัลีล G เท่ากบั 0.91 และความถ่ีของอลัลีล A เท่ากบั 
0.09   ความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มคนไทยปกติพบวา่  อลัลีล G  มีความถ่ี 0.88  และ  อลัลีล A มีความถ่ี 
0.12  เม่ือน าขอ้มูลมาวเิคราะห์ทางสถิติดว้ยการทดสอบโดยใชค้่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 
เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05) พบวา่ จีโนไทป์ AA ไม่มีความแตกต่างกนัในเด็กแรกเกิดตวัเหลือง
และในกลุ่มคนไทยปกติ นอกจากน้ีจีโนไทป์ AA ยงัไม่มีความเก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิดอาการตวั
เหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (p – value = 0.35)  เม่ือน า
ขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่จีโนไทป์ GA และ AA ไม่ก่อให้ความเส่ียงในการเกิดตวัเหลือง 
โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.44 (95%CI = 0.67 – 3.07) 
  นอกจากน้ียงัไดท้  าการวิเคราะห์ผลจากการ sequencing โดยน ากลุ่มเด็กแรกเกิดตวั
เหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษาและไม่ทราบสาเหตุของการตวัเหลืองมาท าการวิเคราะห์ทางสถิติ
โดยเปรียบเทียบกบักลุ่มคนไทยปกติ พบวา่บริเวณ TA promoter มีความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มเด็กแรก
เกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองพบวา่  อลัลีล A(TA)6TAA มีความถ่ี 0.86    อลัลีล A(TA)7TAA  มีความถ่ี 
0.14   เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยการทดสอบโดยใชค้่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 
95 เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05) พบวา่ จีโนไทป์ A(TA)7TAA ไม่มีความเก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิด
อาการตวัเหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p – value = 0.90)  
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เม่ือน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ TA repeat บริเวณ promoter ไม่ก่อความเส่ียงในการเกิด
อาการตวัเหลือง โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.03 (95%CI = 0.63 – 1.69) และในการกลายพนัธ์ุ
ต าแหน่ง 211G>A พบว่า ความถ่ีของอลัลีลในกลุ่มเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีของ    
อลัลีล G เท่ากบั 0.90 และความถ่ีของอลัลีล A เท่ากบั 0.10   เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติดว้ย
ค่าสถิติ chi-square ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p – value < 0.05) พบวา่ จีโนไทป์ AA ไม่มีความ
เก่ียวขอ้งต่อการก่อให้เกิดอาการตวัเหลือง  และในแต่ละจีโนไทป์ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญั (p – value = 0.55)  เม่ือน าขอ้มูลไปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่จีโนไทป์ GA และ AA ไม่ก่อ
ใหค้วามเส่ียงในการเกิดตวัเหลือง โดยมีค่า Odd ratio เท่ากบั 1.19   ( 95%CI = 0.67 – 2.13) 
  จากการทดลองทั้งหมดจึงสรุปไดว้่า การกลายพนัธ์ุของทั้งสองต าแหน่งไม่มีความ
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทั้งค่าความถ่ีของจีโนไทป์และความถ่ีของอลัลีล นอกจากน้ีการกลาย
พนัธ์ุของทั้งสองต าแหน่งไม่มีความเก่ียวขอ้งกบัการก่อใหเ้กิดอาการตวัเหลือง 

 ในการศึกษาหาความถ่ีของการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1 บริเวณ TA repeat ของ 
promoter พบวา่ A(TA)7TAA เป็นจีโนไทป์ท่ีพบการกลายพนัธ์ุมากท่ีสุด โดยในชาว Caucasian มี
ความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 0.36 – 0.39  ในชาวแอฟริกนัมีความถ่ีของอลัลีล 
A(TA)7TAA เท่ากบั 0.43  ในชาวมาเลเซียและชาวญ่ีปุ่นมีความถ่ีของอลัลีล A(TA)7TAA เท่ากบั 
0.16 และ 0.15 ตามล าดบั [6, 8, 9] ซ่ึงในการทดลองน้ีพบวา่ในคนไทยปกติมีความถ่ีของอลัลีล 
A(TA)7TAA เท่ากับ 0.15  ซ่ึงในเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองและได้รับการส่องไฟรักษามี
ค่าความถ่ีของอัลลีลเช่นเดียวกับกลุ่มคนไทยปกติ โดยจากการวิจัยพบว่าความถ่ีของอัลลีล 
A(TA)7TAA  ในเด็กแรกเกิดตวัเหลืองชาวไทยมีค่าสอดคลอ้งกบัชาวเอเชียชาติอ่ืนๆ  ซ่ึงการกลาย
พนัธ์ุบริเวณ TA repeat ของ promoter เป็นสาเหตุหน่ึงในการก่อให้เกิด Gilbert syndrome   หากเกิด
การกลายพนัธ์ุบริเวณ coding region ร่วมดว้ยจะก่อให้เกิด Crigler - Najjar syndrome [4]  ในเด็ก
แรกเกิดท่ีมี homozygous A(TA)7TAA พบวา่ มี jaundice index เพิ่มข้ึนใน 2 วนัแรกหลงัจากคลอด
เม่ือเปรียบเทียบกบั heterozygous A(TA)6TAA/ A(TA)7TAA และ homozygous A(TA)6TAA [3]  
ในงานวิจยัของ Bosma และคณะ พบว่าจีโนไทป์ homozygous  A(TA)7TAA ไม่ไดเ้ป็นสาเหตุ
ส าคญัในการก่อใหเ้กิด Gilbert syndrome    ในประชากรชาวผวิขาวพบวา่ การกลายพนัธ์ุบริเวณ TA 
repeat เป็นการกลายพนัธ์ุท่ีพบไดม้ากในผูป่้วยท่ีเป็น Gilbert syndrome และการกลายพนัธ์ุแบบ 
A(TA)7TAA หรือการกลายพนัธ์ุท่ีมีจ  านวน TA repeat เพิ่มมากข้ึนมีความสัมพนัธ์ในการก่อให้เกิด
การสะสมของบิลิรูบินมากยิง่ข้ึน [7]  นอกจากน้ียงัพบ A(TA)5TAA และ A(TA)8TAA ในประชากร
แอฟริกนั เม่ือมี TA repeat มากข้ึนกว่าปกติจะส่งผลให้ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม ์
UGT1A1 ลดลง ซ่ึงความสัมพนัธ์ของ TA repeat บริเวณ promoter และปริมาณบิลิรูบินในเลือด
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ข้ึนกบัเช้ือชาติ [6]  โดยจากการศึกษาน้ีพบวา่ในในเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษา
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมพบว่า  A(TA)7TAA  ไม่ไดเ้ป็นหน่ึงในสาเหตุในการก่อให้เกิด
อาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิดชาวไทย ซ่ึงโดยปกติแลว้ผูท่ี้มีการกลายพนัธ์ุในต าแหน่ง TA repeat 
บริเวณ promoter ของยนี UGT1A1 จะมีการท างานของเอนไซม ์UGT1A1 ลดลง 

 นอกจากน้ียงัมีการกลายพนัธ์ุของยนี UGT1A1 บริเวณ 211G>A ของ exon1 โดยท าให้
กรดอะมิโนไกลซีนเปล่ียนเป็นอาร์จีนีน ท่ีต าแหน่ง 71[7] ซ่ึงส่งผลให้การท างานของเอนไซม ์
UGT1A1 ท างานได้ลดลงและกระตุ้นการก่อให้เกิดการสะสมของบิลิรูบินในเลือดมากข้ึน [8]  
การศึกษาหาความถ่ีของอลัลีล 211G>A พบวา่ในประชากรญ่ีปุ่นมีความถ่ีของอลัลีลเท่ากบั 0.16  ใน
ประชากรมาเลเซียเท่ากบั 0.03 [9, 10] และไม่เคยพบการกลายพนัธ์ุน้ีในประชากรแอฟริกนัและไม่
มีการรายงานการกลายพนัธ์ุของต าแหน่งน้ีในชาว Caucasian [11] จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ใน
ชาวไทยปกติมีความถ่ีของอลัลีลเท่ากบั 0.12  ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนักบัชาวญ่ีปุ่น ส่วนในเด็กแรกเกิด
อาการตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษามีความถ่ีอลัลีลเท่ากบั 0.09   จากการศึกษาดว้ย meta – 
analysis พบวา่ ในเด็กแรกเกิดท่ีมีจีโนไทป์ AA และ GA มีความเส่ียงในการเกิดการสะสมของบิลิรู
บินในเลือดมากกว่าเด็กแรกเกิดท่ีมีจีโนไทป์ GG [51]  ในงานวิจยัก่อนหน้าน้ีมีรายงานว่า การ   
กลายพนัธ์ุต าแหน่ง 211G>A เป็นปัจจยัในการก่อให้เกิดการสะสมของบิลิรูบินในเลือดทั้งจีโนไทป์ 
homozygous AA และ heterozygous GA [9] และจากการท าการศึกษาในงานวิจยัน้ีแสดงวา่การ
กลายพนัธ์ุต าแหน่ง 211G>A บริเวณ exon1 ไม่ไดก่้อให้เกิดอาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิด แต่ใน
การศึกษาน้ีในกลุ่มประชากรไทยหรือกลุ่มควบคุมไดท้  าการเก็บตวัอยา่งจากสภากาชาดไทยในรูป
นิรนามซ่ึงไม่มีขอ้มูลทางคลินิกท าใหไ้ม่สามารถวเิคราะห์ขอ้มูลทางคลินิกท่ีส่งผลต่อการกลายพนัธ์ุ
ได ้

 นอกจากน้ีสาเหตุในการก่อให้เกิดอาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิดนั้นอาจเกิดจากการ
ผิดปกติอ่ืน เช่น ความผิดปกติของเอนไซม์ glucose – 6 –phosphate dehydrogenase (G6PD), 
โรคธาลสัซีเมีย (Thalassemia), ภาวะเลือดขน้เกินไป (Polycythemia), ภาวะเลือดออกบริเวณหนงั
ศีรษะ (Cephalhematoma), ABO incompatibility เป็นตน้ ซ่ึงในการศึกษาน้ีพบวา่ในเด็กแรกเกิดตวั
เหลืองท่ีได้รับการส่องไฟรักษาท่ีไม่ทราบสาเหตุมีจ านวน 54 ราย เด็กแรกเกิดท่ีมี  ABO 
incompatibility จ  านวน 6 ราย เด็กแรกเกิดท่ีมี cephalhematoma จ านวน 5 ราย เด็กแรกเกิดท่ีมี 
polycythemia จ านวน 1 ราย เด็กแรกเกิดท่ีมีความผิดปกติของเอนไซม ์G6PD จ านวน 2 ราย และ
เด็กแรกเกิดท่ีมี subgaleal hematoma จ านวน 3 ราย ซ่ึงเด็กแรกเกิดท่ีมีความผิดปกติของเอนไซม ์  
G6PD และเด็กแรกเกิดท่ีมี  subgaleal hematoma ไม่พบการกลายพนัธ์ุของยีน UGT1A1  ทั้งใน
บริเวณ TA repeat และ 211G>A โดยเด็กแรกเกิดในประเทศไทยพบว่า มีความชุกของ G6PD 
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เท่ากบั 22.1% (N = 140) ในผูช้าย และ 10.1% (N=89) ในผูห้ญิง [52]  จากการศึกษาของ 
Prachukthum และคณะ พบวา่ ในเด็กแรกเกิดชาวไทยมีความหลากหลายของยีน UGT1A1 ต าแหน่ง 
211G>A หรือ  ร่วมกบัการเกิดความผิดปกติของเอนไซม ์G6PD จะท าให้เกิดความเส่ียงมากยิ่งข้ึน
ในการก่อใหเ้กิดอาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิด [23] ในทางกลบักนัจากการศึกษาในงานวิจยัคร้ังน้ี
พบวา่การกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง 211G>A ไม่ก่อให้เกิดความเส่ียงในการเกิดอาการตวัเหลืองในเด็ก
แรกเกิด และไม่มีความแตกต่างกนัทั้งในเด็กและผูใ้หญ่  

 นอกจากน้ีในการพฒันาเทคนิค real – time PCR ดว้ย FRET เพื่อตรวจวดัการกลาย
พนัธ์ุของยนี UGT1A1 บริเวณ TA promoter พบวา่สามารถแยกจีโนไทป์ทั้ง 3 แบบได ้แสดงถึงการ
จบักนัอยา่งจ าเพาะของ probe และ primer จากการจบักนัอย่างจ าเพาะของ template, probe และ 
primer ท าให้สามารถแยกแต่ละจีโนไทป์ไดโ้ดยท่ีแต่ละจีโนไทป์มีความแตกต่างของค่า Tm เพียง    
1 – 2 องศาเซลเซียสเท่านั้น ซ่ึงการพฒันาเทคนิคน้ีท าให้สามารถแยกแต่ละจีโนไทป์ในเวลาท่ี
รวดเร็วข้ึนและลดขั้นตอนในการเกิดการปนเป้ือน โดยการพฒันาเทคนิคน้ีท าให้สามารถทราบถึง
การกลายพนัธ์ุบริเวณ TA repeat ซ่ึงส่งผลต่อการท างานของเอนไซม ์UGT1A1 ไดง่้ายข้ึน สามารถ
น าไปประยกุตใ์ชท้างคลินิกไดเ้ป็นอยา่งดี 

 กล่าวโดยสรุปจากผลการวิจยัคร้ังน้ีท าให้ทราบขอ้มูลความถ่ีของอลัลีลและความถ่ี
ของจีโนไทป์ของยีน UGT1A1 บริเวณ TA repeat และ 211G>A ของคนไทยปกติและเด็กแรกเกิด
ตวัเหลืองท่ีได้รับการส่องไฟรักษา โดยอาศยัเทคนิค PCR และท าการยืนยนัผลด้วยการหาล าดบั     
นิวคลีโอไทด ์ซ่ึงการศึกษาน้ีจะใชใ้นการศึกษาหาสาเหตุของการเกิดอาการตวัเหลืองในเด็กแรกเกิด 
และยงัท าใหท้ราบวา่ การกลายพนัธ์ุของ TA repeat และ 211G>A ไม่ไดก่้อให้เกิดความเส่ียงในการ
เกิดอาการตวัเหลืองในคนไทยปกติและในเด็กแรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลือง ซ่ึงความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมของแต่ละบุคคลจะส่งผลต่อการเกิดอาการตวัเหลืองท่ีแตกต่างกนั  นอกจากน้ีในการ
พฒันาเทคนิคในการตรวจการกลายพนัธ์ุดว้ย FRET ท าให้สะดวกและรวดเร็วยิ่งข้ึนในตรวจสอบ
การกลายพนัธ์ุ นอกจากน้ีการตรวจสอบการกลายพนัธ์ุน้ียงัมีประโยชน์ในการวางแผนเพื่อรักษาเด็ก
แรกเกิดท่ีมีอาการตวัเหลืองดว้ย 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี 

 
การเตรียมสารเคมีส าหรับเก็บตัวอย่าง 

1.  Red Cell Lysis Buffer (RCLB) 
  1 M Tris – HCl 10 มิลลิลิตร 
  5 M NaCl 2 มิลลิลิตร 
  1 M MgCl2 5 มิลลิลิตร 
 เติม distilled water จนมีปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 

2. Phosphate Buffer Saline (PBS) 
  PBS 9.88 กรัม 
จากนั้นเติมน ้ากลัน่จนมีปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร  น าไป autoclave แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 
การเตรียมสารเคมีส าหรับการสกดัดีเอน็เอ 

1. Lysis buffer  
Tris – HCl 0.105 กรัม  
EDTA 0.1245 กรัม 
SDS 0.335 กรัม 

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

 Proteinase K  2 มิลลิลิตร 
  จากนั้นเติม distilled water 100 มิลลิลิตร แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3. 2M Sodium Acetate (2M NaOAC) 
  Sodium acetate  4.92  กรัม 
  เติมน ้ากลัน่ 30 ml  

4. Chloroform(CHCl3) : Isoamyl Alcohol(IAA), 49:1 
   Isoamyl Alcohol     1  มิลลิลิตร  
 เติม    Chloroform ใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 50 ml 
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5. 70% Ethanol  
  Absolute Ethanol  70  มิลลิลิตร  
เติมน ้าใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 100 มิลลิลิตร 

 
การเตรียมสารเคมีส าหรับหาล าดับนิวคลโีอไทด์ 

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

2.       5xTris borate buffer (5 x TBE)  
 Tris–base  54  กรัม  
 Boric acid  27.5  กรัม  
 EDTA (pH 8.0)  20  มิลลิลิตร  
                 จากนั้นเติมน ้ากลัน่จนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง  

3. 10% Ethidium bromide  
 Ethidium bromide  30  ไมโครลิตร  
 น ้ากลัน่   300  มิลลิลิตร 
       4.        Loading dye  
 0.25% Bromphenol blue  
 40% (w/v) sucrose in water  
  จากนั้นเติมน ้ากลัน่จนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว้เก็บท่ี 4 °C 
 
การเตรียมสารเคมีในการท า cloning 

1. LB agar 100 ml  
 agar  1.5  กรัม 
 yeast extract     0.5 กรัม 
 peptone  1  กรัม 
 NaCl     0.5  กรัม 
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เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 100 ml แลว้น าไปผา่นการ autoclave
จากนั้นรอให้อุณหภูมิลดลง เติม ampicilin 100 μg/ml แลว้เตรียมเทปริมาณ 35 mLใส่ 
plate  

2.       LB broth 50 ml  
yeast extract  0.25  กรัม 
peptone  0.5  กรัม  
NaCl   0.25 กรัม  
เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 50 ml แลว้น าไปผา่นการ autoclave 

3. SOC medium 100 ml  
yeast extract  0.5   กรัม 
peptone  2  กรัม 
NaCl   1   มิลลิลิตร      
KCl   0.25  มิลลิลิตร 
เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 100 ml จากนั้นเติมกลูโคส 100 μl และ 
Mg2+100 μl  
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ภาคผนวก ข 
 

ล าดบั เพศ 
ส่วนสูง 
(ซม.) 

น า้หนัก
(กรัม) 

อายุครรภ์

(สัปดาห์) 
อายุ 
(วนั) สาเหตุอาการตวัเหลอืง 

บิลรูิบนิ 
สูงสุด 

TATA 
box G71R 

J11 หญิง 48.5 3105 37 2 Unspecified 16.5 TA6/6 G/G 

J12 หญิง 50 3560 40 3 Unspecified 11.3 TA6/6 G/G 

J13 หญิง 49.5 3260 36 1 ABO incompatibility 15.1 TA6/6 G/G 

J14 ชาย 51 2775 35 2 Unspecified 10.5 TA6/6 G/G 

J15 หญิง 52 3680 41 1 ABO incompatibility 11.2 TA6/6 G/G 

J16 หญิง 52 3605 38 1 Unspecified 11.4 TA6/7 G/G 

J17 ชาย 48 2640 35 3 Unspecified 16.3 TA6/7 G/G 

J18 หญิง 54 3600 40 5 Unspecified 15.9 TA6/6 G/A 

J19 หญิง 49.5 2865 43 3 ABO incompatibility 11.5 TA6/7 G/G 

J20 ชาย 51.5 3495 40 3 Unspecified 13.4 TA6/6 G/G 

J21 ชาย 47.5 2940 38 3 Unspecified 13.2 TA6/7 G/G 

J22 หญิง 48 2955 39 4 Unspecified 11.9 TA6/6 G/G 

J23 ชาย 51 3020 38 1 Subgaleal hematoma 15.8 TA6/6 G/G 

J24 หญิง 51 3200 38 1 Unspecified 13.2 TA6/6 G/G 

J25 ชาย 51 2750 40 3 skin ecchymosis 10.3 TA6/6 G/G 

J26 ชาย 48.5 2790 35 5 Unspecified 14.7 TA6/7 G/G 

J27 ชาย 46.5 3175 38 1 Unspecified 14.3 TA6/6 G/A 

J28 ชาย 50 3245 39 3 Unspecified 12.2 TA6/6 G/G 

J29 ชาย 50 3435 39 4 Unspecified 15.3 TA6/6 G/G 

J30 หญิง 47 3040 37 4 Unspecified 14.7 TA6/7 G/G 

J31 หญิง 49 3310 39 2 Unspecified 13.5 TA6/7 G/G 

J32 หญิง 47.5 2320 40 1 Unspecified 12.2 TA6/6 G/G 

J33 ชาย 50 2830 39 2 Unspecified 14.1 TA6/6 G/G 

J34 ชาย 48.5 3010 38 4 Cephalohematoma 13.2 TA7/7 G/G 

ขอ้มูลของเด็กแรกเกิดตวัเหลืองท่ีไดรั้บการส่องไฟรักษา 
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ล าดบั เพศ 
ส่วนสูง 
(ซม.) 

น า้หนัก
(กรัม) 

อายุครรภ์

(สัปดาห์) 
อายุ 
(วนั) สาเหตุอาการตวัเหลอืง 

บิลรูิบนิ 
สูงสุด 

TATA 
box G71R 

J35 ชาย 50.5 3295 38 1 Unspecified 11.3 TA6/7 G/G 

J36 ชาย 49.5 2665 36 3 Unspecified 14.1 TA6/6 G/G 

J37 ชาย 50 2995 37 4 Cephalohematoma 12.7 TA6/6 G/G 

J38 หญิง 50 3140 39 4 Unspecified 14 TA6/6 G/A 

J39 หญิง 54 3935 39 1 Unspecified 13.5 TA6/6 G/G 

J40 หญิง 48 2680 38 3 Subgaleal hematoma 15.6 TA6/7 G/A 

J41 หญิง 48.1 2905 40 2 Unspecified 12 TA6/6 G/G 

J42 ชาย 39 3215 39 3 Polycythemia 14.5 TA6/7 G/G 

J43 ชาย 50.5 3320 39 2 Unspecified 15.6 TA6/6 G/A 

J44 ชาย 47.7 2360 37 1 Unspecified 13.6 TA6/6 G/G 

J45 ชาย 44.6 2260 36 4 Unspecified 14.9 TA6/6 G/G 

J46 หญิง 52.5 3370 40 3 Cephalohematoma 15.2 TA6/6 G/G 

J47 หญิง 47 2765 39 1 Unspecified 13.3 TA6/6 G/G 

J48 ชาย 49 3170 38 1 Unspecified 13.5 TA6/6 G/G 

J49 ชาย 47 2775 36 3 Unspecified 14.7 TA6/6 G/G 

J50 ชาย 49 3300 38 4 G-6-PD 16.8 TA6/6 G/G 

J51 ชาย 49 3040 39 3 Unspecified 14.2 TA6/6 G/A 

J52 ชาย 50 3400 38 1 Unspecified 16.2 TA6/6 G/G 

J53 ชาย 52.5 4310 38 1 Subgaleal hematoma 15.2 TA6/6 G/G 

J54 ชาย 51 3485 39 1 Unspecified 15.2 TA6/7 G/G 

J55 หญิง 52.5 3350 41 1 Unspecified 13.5 TA6/7 G/G 

J56 ชาย 52 3755 40 3 ABO incompatibility 14.7 TA6/6 G/G 

J57 ชาย 52.5 3330 40 1 Unspecified 13 TA6/6 G/G 

J58 หญิง 52 4165 38 1 Unspecified 15.4 TA6/6 G/G 

J59 หญิง 48 3000 40 2 Unspecified 16.2 TA7/7 G/G 

J60 หญิง 49 3130 40 3 Unspecified 13.1 TA6/7 G/G 

J61 ชาย 49 3010 37 5 Unspecified 10.5 TA6/6 G/G 

J62 ชาย 50.5 3615 38 3 Unspecified 10.5 TA6/6 G/G 
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ล าดบั เพศ 
ส่วนสูง 
(ซม.) 

น า้หนัก
(กรัม) 

อายุครรภ์

(สัปดาห์) 
อายุ 
(วนั) สาเหตุอาการตวัเหลอืง 

บิลรูิบนิ 
สูงสุด 

TATA 
box G71R 

J63 ชาย 51 3220 39 3 G-6-PD 14.9 TA6/6 G/G 

J64 ชาย 47.5 2640 34 3 Unspecified 11.3 TA6/6 G/G 

J65 ชาย 49 3320 39 4 Unspecified 12.8 TA6/6 G/G 

J66 ชาย 48.5 3140 39 4 Unspecified 13 TA6/6 G/A 

J67 หญิง 49 2975 38 3 Unspecified 11.3 TA6/7 G/G 

J68 หญิง 51 3890 39 1 Unspecified 11.3 TA6/6 G/G 

J69 หญิง 47.5 2800 36 1 Cephalohematoma 11.3 TA6/6 G/G 

J70 หญิง 49 3075 38 1 ABO incompatibility 14.2 TA6/6 G/A 

J71 ชาย 48 2860 38 1 Unspecified 13.8 TA6/7 G/A 

J72 ชาย 48.5 3000 37 2 Unspecified 15.9 TA6/6 A/A 

J73 ชาย 47 2520 38 4 Unspecified 12 TA6/6 G/G 

J74 ชาย 47.5 2660 37 3 Unspecified 9.7 TA6/6 G/G 

J75 ชาย 51 3150 40 3 Cephalohematoma 11.2 TA6/7 G/G 

J76 ชาย 50 3115 39 1 Unspecified 12.5 TA6/6 G/G 

J77 ชาย 50 3530 41 2 Unspecified 13.3 TA6/7 G/A 

J78 หญิง 50 3280 38 4 Unspecified 12.4 TA6/6 G/G 

J79 ชาย 51 3510 40 2 ABO incompatibility 15 TA6/6 G/G 

J80 ชาย 49 2985 38 4 Unspecified 12.1 TA6/6 G/A 

J81 หญิง 54 3170 38 2 Unspecified 12.5 TA6/6 G/G 
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ภาคผนวก ค 
 
แสดงรายงานการตีพิมพบ์างส่วนของวทิยานิพนธ์ในวารสาร 
1. คาดวา่จะไดตี้พิมพใ์นวารสาร BMC Research Notes หวัขอ้เร่ือง Frequency of Promoter TA 
Repeat and 211G>A of UGT1A1 Gene among Thai Infants with Neonatal Jaundice 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 
ช่ือ-นามสกุล ภรจริม  นิลยนิมิต เพศ หญิง 
อายุ 24 ปี เกิด 12  พฤศจิกายน  2530 
สถานทีเ่กดิ โรงพยาบาล สมเด็จ ณ ศรีราชา จงัหวดัชลบุรี 
ทีอ่ยู่ 51 ถนนประเสริฐมนูกิจ ต าบลจรเขบ้วั อ าเภอลาดพร้าว จงัหวดักรุงเทพมหานคร 10230 
ประวตัิการศึกษา 
 ระดับปริญญาตรี ส าเร็จการศึกษาวทิยาศาสตร์บณัฑิต (ชีวเคมี) 
              จากคณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปี 2552 
 ระดับปริญญาโท เขา้ศึกษาต่อระดบัวทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต หลกัสูตรชีวเคมีทางการแพทย ์
              คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เม่ือปี พ.ศ. 2553 
การตีพมิพ์ในวารสารต่างประเทศ 
เสนอผลงานหวัขอ้เร่ือง : Frequency of Promoter TA Repeat and 211G>A of UGT1A1 Gene 

among Thai Infants with Neonatal Jaundice  
 เพื่อตีพิมพใ์นวารสาร BMC Research Notes 
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