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โรคท่อน  าดีตีบตันเป็นการตีบตันของบริเวณท่อทางเดินน  าดีที่เกิดการอักเสบ ซึ่งจะ
ส่งผลท าให้เกิดการค่ังของน  าดีสะสมในตับและเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดพังผืดสะสมในตับ 
ลักษณะอาการดังกล่าวอาจะน าไปสู่ภาวะตับแขงงได้ในที่สุด ส าหรับโปรตีน adiponectin ซึ่ง
เป็นฮอร์โมนที่หลั่งมาจากเนื อเยื่อไขมัน มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการอักเสบที่เกิดขึ นในร่างกาย 
และการเกิดพังผืดสะสมในตับ ลักษณะดังกล่าวท าให้ โปรตีน adiponectin อาจมี
ความสัมพันธ์กับการเกิดพยาธิสภาพของโรคท่อน  าดีตีบตัน ในการศึกษาครั งนี จึงได้ท าการ
วิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin ที่ต าแหน่ง +45T/G บริเวณ exon 2 
และที่ต าแหน่ง +276G/T บริเวณ intron 2 ด้วยวิธี PCR-RFLP และท าการตรวจวัดระดับ
โปรตีน adiponectin ด้วยวิธี ELISA ในกลุ่มผู้ป่วยโรคท่อน  าดีตีบตันจ านวน 106 ราย และ
กลุ่มควบคุมผู้ที่ไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อน  าดีตีบตันจ านวน 107 ราย (ส าหรับวิเคราะห์ลักษณะ
ทางพันธุกรรม) และ 40 ราย (ส าหรับวิเคราะห์ระดับโปรตีน) ผลการศึกษาพบว่าลักษณะจีโน
ไทป์ GG และอัลลีล G ที่ต าแหน่ง +276G/T มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคท่อน  าดีตีบตัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (GG; P = 0.009, G; P = 0.004) และผลการวิเคราะห์ระดับโปรตีน 
adiponectin พบว่าในกลุ่มผู้ป่วยมีระดับโปรตีน adiponectin สูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (172.7590.85 ng/ml กับ 93.9153.35 ng/ml, P < 0.001) นอกจากนี 
ยังพบว่าผู้ป่วยที่มีลักษณะจีโนไทป์ GG ที่ต าแหน่ง +276G/T มีระดับโปรตีน adiponectin สูง
กว่าผู้ป่วยที่มีลักษณะจีโนไทป์ GT และ TT อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (GG; 197.986.5 

ng/ml, GT; 122.14  78.45 ng/ml, TT; 118.75  84.47 ng/ml, P < 0.001) ดังนั นผล
การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin และการวิเคราะห์ระดับโปรตีนอาจมี
ความสัมพันธ์กับการเกิดพยาธิสภาพของโรคท่อน  าดีตีบตัน ซึ่งอาจจะน าข้อมูลมาใช้ในการ
ประกอบการอธิบายสาเหตุของการเกิดโรคท่อน  าดีตีบตันร่วมกับการศึกษาปัจจัยในด้านอ่ืนๆ   
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 Biliary atresia (BA) is an inflammatory obliteration cholangiopathy, leading to 
progressive fibrosis and cirrhosis. Adiponectin, an inflammatory adipokine, is 
associated with liver fibrosis and inflammation, further suggesting that it may be 
associated with pathogenesis of BA. In this study, we examined whether two SNPs of 
adiponectin (+45T/G and +276G/T) were associated with the risk factors of BA. Total 
of 106 Thai patients with BA and 107 control subjects were included in this study. 
Adiponectin polymorphisms at +45T/G (rs2241766) of exon2 and +276G/T 
(rs1501299) of intron2 were evaluated by PCR-RFLP technique. Serum samples were 
assayed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The +276G/T SNP, the 
frequency of GG genotype (P = 0.009) and G allele (P = 0.0043) were significantly 
associated with an increased risk of BA. In addition, adiponectin levels were 

significantly higher in BA patients (172.75  90.85 ng/ml) than those controls (93.91 

 53.35 ng/ml, P < 0.001). The +276G/T polymorphism was associated with 
adiponectin levels. The serum adiponectin concentrations were higher in BA patients 

with the GG genotype (197.94  86.45 ng/ml) compared with GT (122.14  78.45 

ng/ml) and TT genotype (118.75  84.47 ng/ml for TT, P < 0.001). Adiponectin gene 
variation showed an association with BA, and adiponectin genotype may predict the 
increasing risk for BA and play a role in the susceptibility and progression of BA. 
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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคท่อน า้ดีตีบตนั (Biliary atresia หรือ BA) เป็นโรคท่ีเกิดขึน้ในทารกแรกเกิดซึ่ง
พบได้น้อย  มีรายงานอบุตักิารณ์ในการเกิดโรคประมาณ 1:15,000 ของทารกแรกคลอด [1] ผู้ ป่วย
มีการคัง่ของบิลิรูบินชนิด conjugated หรือ direct bilirubin ในเลือด เน่ืองจากการตีบตนัของท่อ
น า้ดีและส่งผลท าให้เกิดพงัผืดสะสมในตบั (liver  fibrosis) การคัง่ของน า้ดีท าให้เกิดอนัตรายตอ่
ตบัและน าไปสู่ภาวะตบัแข็งในผู้ ป่วยได้ เม่ือเกิดภาวะตบัแข็งและไม่ได้รับการผ่าตดัระบายน า้ดีท่ี
คัง่ลงมาในล าไส้โดยการท า hepatic-portoenterostomy (Kasai operation) ผู้ ป่วยจะเสียชีวิต
จากตบัแข็งท่ีอายเุฉล่ียประมาณ 1 ปีคร่ึง และสว่นใหญ่จะเสียชีวิตเม่ืออายปุระมาณ 7 ปี  หากการ
ผ่าตดั Kasai operation ไม่ประสบผลส าเร็จ โดยท่ีอาการของโรคยงัไม่ดีขึน้จ าเป็นต้องท าการ
รักษาโดยการผ่าตดัปลูกถ่ายตบั ซึ่งพบว่าเม่ือท าการผ่าตดัปลูกถ่ายตับ อัตราการรอดชีวิตเพิ่ม
สงูขึน้ ส าหรับลกัษณะอาการท่ีพบในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจะพบอาการตวัเหลือง บริเวณตาขาว
มีสีเหลือง (jaundice) ปัสสาวะมีสีเข้ม อุจจาระมีสีซีด ท้องมานจากการท่ีมีตับหรือม้ามโตซึ่ง
อาการเหลา่นีมี้สาเหตเุกิดจากการมีน า้ดีคัง่ค้างสะสมในตบั [2-4] 

ส าหรับอบุตักิารณ์ของการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีรายงานไว้ในประเทศตา่งๆ เช่น 
ในประเทศฮอลแลนด์พบสดัส่วนของทารกท่ีเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนัตอ่ทารกปกติ  5:100,000 ใน
ประเทศฝร่ังเศสพบประมาณ 5.1:100,000, ประเทศองักฤษพบ 6:100,000, ประเทศสหรัฐอเมริกา
ในรัฐเทกซสั 6.5:100,000, เมืองวิกตอเรียประเทศออสเตรเลียพบประมาณ 7:100,000, หมู่เกาะ
ฮาวายประเทศสหรัฐอเมริกา และหมู่เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิกทางฝ่ังประเทศฝร่ังเศสพบ
ประมาณ 10.6-32:100,000 และในแถบภูมิภาคเอเชียประเทศญ่ีปุ่ นพบ 7.4:100,000  [1] จาก
สถิตติวัเลขท่ีรายงานการเกิดโรคแสดงให้เห็นว่าโรคท่อน า้ดีตีบตนัเป็นโรคท่ีพบได้น้อยและสดัส่วน
ในการเกิดโรคพบในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย แม้ว่าในปัจจบุนัมีการศกึษาหาสาเหตขุองการเกิด
โรคอยา่งจริงจงั แตก็่ยงัไมมี่ผู้ใดทราบถึงสาเหตท่ีุแท้จริงท่ีท าให้เกิดพยาธิสภาพของโรค  

จากตวัอย่างการศึกษาสาเหตขุองการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัได้พบความสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมโดยมีการศึกษาความหลากหลายลักษณะทางพันธุกรรมของยีนต่างๆ เช่น  
vascular endothelial growth factor gene (VEGF), intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1), และ macrophage migration inhibitory factor (MIF)  เป็นต้น ซึ่งยีนดงักล่าวเป็นยีน
ท่ีเก่ียวข้องกบัปฏิกิริยาท่ีก่อให้เกิดการอกัเสบ  เน่ืองจากการอกัเสบเกิดขึน้ท่ีตบัมีความสมัพนัธ์กบั

   



 
 

2 

การเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั  ในการศึกษาวิจยันีจ้ึงได้ท าการศึกษาเพ่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของ
ลักษณะทางพันธุกรรมในยีน adiponectin กับความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตัน 
adiponectin เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกับการเป็นตวัต่อต้านการอกัเสบ (anti-inflammation) และมี
บทบาทส าคัญท่ีเก่ียวข้องกับการเผาผลาญไขมันในร่างกาย  มีรายงานการศึกษาพบว่า 
adiponecin มีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัการเกิดพงัพืดสะสมในตบั (liver fibrosis) ด้วย  

มีรายงานการศกึษาท่ีได้ท าการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin 
ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766, synonymous) ในส่วนของ exon 2 และท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) ในส่วนของ intron 2 พบว่าลกัษณะทางพนัธุกรรมของ 2 ต าแหน่งนีเ้ก่ียวข้องกับ
ภาวะ insulin resistance ความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคเบาหวานประเภทท่ี 2 ภาวะ metabolic 
syndrome และภาวะ atherosclerosis ในประชากรหลายชนชาติโดยเฉพาะในประชากรท่ีเป็น
ชาวเอเชียตะวนัออก [5] 

ด้วยเหตนีุท้างผู้ วิจัยจึงสนใจศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin 
ในส่วนของต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) ท่ีอยู่ในบริเวณ exon 2 และ +276G/T (rs1501299) 
ท่ีอยู่ในบริเวณ intron 2 ซึ่งอาจน าข้อมลูท่ีได้มาใช้ประกอบการอธิบายเพ่ือวิเคราะห์ความสมัพนัธ์
ของความหลากหลายทางพนัธุกรรมกบัการก่อให้เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัได้ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.   เพ่ือศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีมีความสมัพนัธ์กับ
การเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัในประชากรไทย โดยเปรียบเทียบกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนักับกลุ่ม
ควบคมุท่ีไมเ่ป็นโรคทอ่น า้ดีตีบตนั 

2.   เพ่ือท าการเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีน adiponectin ในเลือดของผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตันกับกลุ่มควบคุม และศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของโปรตีน 
adiponectin ในกลุม่ผู้ ป่วยกบักลุม่ควบคมุ 

3.   เพ่ือท าการเปรียบเทียบปริมาณของโปรตีน adiponectin ในเลือดของกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีรูปแบบของยีนท่ีแตกต่างกันและศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของโปรตีน 
adiponectin กบัลกัษณะของจีโนไทป์ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั 
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ขอบเขตของการวิจัย 

1.  ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั (biliary atresia) ท่ีเข้ารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล
จฬุาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และยินยอมเข้าร่วมโครงการด้วยความสมคัรใจตลอดระยะเวลาของ
การศกึษาวิจยั 

2.   กลุม่ควบคมุ (control) เป็นอาสาสมคัรเด็กปกติท่ีไม่มีประวตัิการป่วยเป็นโรค
ทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีมีอายแุละเพศใกล้เคียงกบักลุม่ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั 

ข้อตกลงเบือ้งต้น 

กลุม่ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นีป้ระกอบไปด้วย 2 กลุม่  ได้แก่ 
1.   กลุ่มท่ีท าการศกึษา (case) คือ กลุ่มเด็กท่ีได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็น

ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีได้เข้ามารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และมี
อายไุมเ่กิน 18 ปี   

2.   กลุ่มควบคมุ (control) คือ กลุ่มเด็กท่ีมีสุขภาพร่างกายแข็งแรงสมบูรณ์ไม่
ป่วยเป็นโรคทอ่น า้ดีตบัตนัท่ีเข้ามารับวคัซีนท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์และมีอายไุมเ่กิน 18 ปี  

ข้อจ ากัดของการวิจัย 

เน่ืองจากการศกึษาความหลากหลายของยีน adiponectin ในผู้ ป่วยเด็กโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัท่ีเป็นประชากรไทยยงัไม่เคยมีผู้ ใดท าการศึกษามาก่อนท าให้ไม่ทราบความแปรปรวน
ของประชากรในกลุม่ผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนั 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

1.   Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphisms 
(PCR-RFLP) คือ การศึกษาความยาวของชิน้ส่วนดีเอ็นเอ ภายหลังการตัดโดย restriction 
enzyme เพ่ือใช้หาความสมัพนัธ์ระหว่างลกัษณะทางพนัธุกรรมหรือโรคทางพนัธุกรรมท่ีเกิดจาก
กลายพันธุ์  (mutation) การกลายพันธุ์สามารถท าให้เกิด restriction site ใหม่ หรือท าให้ 
restriction site เดมิท่ีมีอยูแ่ล้วหายไป   

2.   Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) คือ วิธีการตรวจหาสาร
โดยอาศยัหลกัการการจบักนัของแอนติเจนและแอนติบอดี โดยท าการเคลือบพืน้ผิวของแผ่นเพลท 
ด้วยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะตอ่แอนติเจนท่ีต้องการตรวจหาในสารตวัอย่าง ซึ่งถกูเติมลงไปพร้อมกับ
แอนติเจน ท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์คอนจเูกต (enzyme conjugate) โดยทัง้คูเ่กิดการแย่งกนัลงไป
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จบักบัแอนตบิอดีท่ีเคลือบผิวเอาไว้ ซึ่งขึน้อยู่กบัปริมาณสารท่ีต้องการตรวจหา ดงันัน้ถ้าตวัอย่างมี
แอนตเิจนมากกวา่ก็จะจบักบัแอนติบอดีได้มากกว่า และเม่ือเติมสบัสเตรท (substrate) ก็จะได้สีท่ี
เข้มตา่งกนัตามจ านวนของ แอนตเิจน และแอนตบิอดีคอนจเูกต 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ท าให้ทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 
adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G SNP (rs2241766) บริเวณ exon 2 และท่ีต าแหน่ง +276G/T 
SNP (rs1501299) บริเวณ intron 2  กบัการก่อให้เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพ่ือท่ีจะได้น าข้อมลูมาใช้
ในประกอบการการอธิบายความสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยัทางพนัธุกรรมกบัการก่อให้เกิดพยาธิสภาพ
ของโรค   

วิธีด าเนินการวิจัย 

1.   เก็บตวัอย่างเลือด โดยเจาะเลือดปริมาณประมาณ 3-5 ml ใส่ในหลอดท่ีมี
สารกนัเลือดแข็งชนิด EDTA   

2.   ป่ันเลือดเพ่ือแยกเก็บซีรัม ท าการสกดัดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวบริเวณส่วน
ของ buffy coat ตรงรอยตอ่ระหวา่งพลาสมาและก้อนเลือด 

ขัน้ตอนการสกดั DNA    
การสกดัสารพนัธุกรรมใช้ชดุสกดั illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit 

(GE Healthcare, USA) โดยมีขัน้ตอนดงันี ้
-   น าสว่นของเลือดท่ีได้ท าการแยกพลาสมาและซีรัมออกไปแล้ว  
-   ท าการเตมิ lysis buffer ลงไปประมาณ 3 ml จากนัน้ผสมให้เข้ากนัทิง้ไว้ท่ี

อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้จึงน าไปป่ันท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เท
สว่นใสทิง้ ท าซ า้อยา่งน้อย 2 ครัง้ เพื่อให้แนใ่จวา่ได้เอาเม็ดเลือดแดงออกไปจนหมด  

-   เติม PBS ลงไป 200 µl ผสมให้เข้ากนัแล้วจึงน าไปใส่ใน microtube ท่ีมี 
proteinase K อยู่ 20 µl และเติม lysis buffer ลงไปอีก 400 µl น าไป vortex เป็นเวลา 15 วินาที 
จึงตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ระหว่างนัน้ให้ท าการ vortex เป็นครัง้คราว เม่ือครบ
เวลาจะเห็นสีของสารละลายเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีน า้ตาล  

-   น าสารละลายใส่ลงใน column ป่ัน column ท่ีความเร็ว 10,000 rpm 
นาน 1 นาที เทของเหลวในสว่นของ collection tube ทิง้ไป  
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-   เติม lysis buffer 500 µl ป่ัน column ท่ีความเร็ว 10,000 rpm นาน 1 
นาที ตอ่จากนัน้เทสว่นของเหลวทิง้ไป  

-   เติม wash buffer 500 µl ป่ันท่ีความเร็ว 10,000 rpm เทส่วนของเหลวทิง้
ไปจากนัน้น าไปป่ันอีก 3 นาทีเพ่ือให้ column แห้งสนิท  

-   เปล่ียน column ไปสู่ microtube อนัใหม่ จึงท าการเติม elution buffer ท่ี
ได้ท าการอุน่ท่ีอณุหภมูิ 70 °C ลงไป 200 µl ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 นาที  

-   น าไปป่ันท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  
-   ท าการเก็บส่วนของสารละลาย (genomic DNA) ท่ีได้ท่ีอณุหภูมิ -20°C 

เพ่ือรักษาสภาพของดีเอ็นเอ 
การวิเคราะห์ Genomic  DNA 

น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไปวัดปริมาณและวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ  
โดยน าไปวัดด้วยเคร่ือง nanodrop ซึ่งมีหลักการการวัดปริมาณดีเอ็นเอคล้ายกับเคร่ือง UV 
spectrophotometer โดยวิเคราะห์ปริมาณสารโดยใช้หลักการดูดกลืนแสงท่ีอยู่ในช่วง
อลัตราไวโอเลต และแสงท่ีตาสามารถมองเห็นได้ (visible light) ช่วงความยาวคล่ืนประมาณ 190-
1000 นาโนเมตร  

1.   การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยวิธี polymerize chain reaction (PCR)  
Polymerase chain reaction หรือ (PCR) เป็นเทคนิคส าหรับเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง โดยอาศัยหลักการการจ าลองตัวเองของสายดีเอ็นเอ (DNA 
Replication) ซึ่งเป็นการสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบภายในระยะเวลาอนั
สัน้  ส าหรับหลกัการของ PCR ใช้หลกัการพืน้ฐานในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จากสายดีเอ็น
เอท่ีเป็นต้นแบบหนึง่สายด้วยเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งใช้กนัอยู่ทัว่ไปในการติดฉลากดีเอ็นเอ
และการศกึษาวิเคราะห์ล าดบัเบส แตส่ าหรับเทคนิค PCR สามารถสงัเคราะห์ดีเอ็นเอได้คราวละ 2 
สายพร้อมกนัโดยใช้ไพรเมอร์ (primer) 1 คู ่ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขัน้ตอน และหมนุเวียนตอ่เน่ืองกนั
ไปภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมของแตล่ะขัน้ตอน  

ขัน้ท่ี 1   Denaturing   เป็นการแยกสายดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบจากสภาพ
ท่ีเป็นเส้นคูใ่ห้เป็นเส้นเดี่ยวโดยใช้อณุหภมูิสงู 92-95o C 

ขัน้ท่ี 2   Annealing   เป็นขัน้ตอนท่ีลดอณุหภูมิลงและจดัให้ไพรเมอร์ซึ่ง
เป็นดีเอ็นเอสายสัน้ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 14-13 เบส) ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกับดี
เอ็นเอ ท่ีเป็นต้นแบบจบัคูก่นั ซึง่นิยมใช้อณุหภมูิในชว่ง 37-60o C 
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ขัน้ท่ี 3   Extension เป็นขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดย
สงัเคราะห์ตอ่จากส่วนปลาย 5’ ของไพรเมอร์ตามข้อมลูบนดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบแตล่ะสายโดย
อาศยัการท างานของเอ็นไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ซึ่งเอ็นไซม์นีส้ามารถ
ท างานได้ดีท่ีสดุท่ีอุณหภูมิ 72-75o C เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอเรสท่ีใช้ควรจะคงคณุสมบตัิอยู่ได้
ภายใต้สภาวะของปฏิกิริยาตลอดทัง้ 3 ขัน้ตอน  

2.   ท าการวิเคราะห์ polymorphism โดยใช้เทคนิค restriction fragment 
length polymorphism (RFLP) โดยท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) บริเวณ exon 2 ใช้ 
restriction enzyme ชนิด BspH1 (New England Biolabs) และท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) บริเวณ intron 2 ใช้ restriction enzyme ชนิด BgL1 (New England Biolabs) ซึ่ง
ทัง้ 2 ต าแหน่งใช้อ้างอิงจาก Nakatani et al. [89] เพ่ือศกึษาการกลายพนัธุ์ของยีนและท าการ
วิเคราะห์ปัจจยัทางพนัธุกรรมกบัการก่อให้เกิดโรค 

3.   การตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท าเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรม (PCR 
products)  และวิเคราะห์ polymorphism จากการตดัด้วยเอนไซม์โดยวิธี  RFLP  และวิเคราะห์
ชิน้ส่วนของดีเอ็นเอโดยใช้  2-2.5%  agarose gel electrophoresis และ 12% polyacrelymind 
gel electrophoresis  ตอ่จากนัน้น า gel  ท่ีได้ไปย้อมด้วย ethidium bromide  และน าไปส่องดู
ลกัษณะแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง  UV      

4.   ตรวจวดัระดบัของ adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วยด้วยวิธี enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA)   
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กรอบแนวความคิดการวิจัย 

    
 
  
 
 

 
 
 
   

 
 
 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

กระบวนการอกัเสบ และการเกิดพงัผืดสะสมในตบั มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรค
ทอ่น า้ดีตีบตนั  

ศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนท่ีมีความเก่ียวข้องกบัการเกิดการอกัเสบและการเกิด
พงัผืดสะสมในตบั 

ท าการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin และวดัปริมาณโปรตีน adiponectin  

ซึง่อาจมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคท่อน า้ดีตบัตนัได้ 

Biliary atresia Control 

Serum adiponectin level, polymorphisms 
(SNPs) 

ELISA, PCR-RELP 
 

การศกึษาความสมัพนัธ์เก่ียวกบัความเส่ียงในการเกิดโรคโดยน าผลการทดลองมาค านวณ
โดยโปรแกรมทางสถิติ 

สรุปและวิเคราะห์ผลการทดลองเพ่ือน าข้อมลูมาประกอบการอธิบายร่วมกบัข้อมลูทางด้านอ่ืนๆ 

Serum adiponectin level, polymorphisms 

ELISA, PCR-RELP 
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ล าดับขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1.   ย่ืนเสนอโครงร่างวิทยานิพนธ์ตอ่คณะกรรมการวิทยานิพนธ์หลกัสตูร วท.ม.       
(สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์) คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

2.   ย่ืนเสนอโครงร่างวิทยานิพนธ์ตอ่คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมในการวิจยั      
คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

3.   ด าเนินการวิจยั รวบรวมข้อมลู สรุปและวิเคราะห์ผลการวิจยั 
4.   น าเสนอผลงานวิทยานิพนธ์ต่อสาธารณะชนและย่ืนเสนอวิทยานิพนธ์ต่อ

คณะกรรมวิทยานิพนธ์หลักสูตร วท.ม. (สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์) คณะแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 

โรคท่อน า้ดีตีบตนั (Biliary atresia  หรือ BA) เป็นโรคท่ีมีการคัง่ของน า้ดีในทารก
แรกเกิด โดยมีการตีบตนัของท่อน า้ดีในส่วนของ extrahepatic bile duct รูปแบบของการเกิดโรค
ทอ่น า้ดีตีบตนัแบง่ออกตามระยะการแสดงอาการได้ 2 แบบ คือ 

 1.   Non-syndromic BA หรือ postnatal form พบประมาณร้อยละ 80   
ของผู้ ป่วย อาการเกิดขึน้ในระยะ 3 ถึง 6 สปัดาห์นบัตัง้แต่แรกคลอด โดยในระยะแรกเด็กมี
ลกัษณะท่ีปกติและจะถ่ายอุจจาระมีสีซีดเพิ่มขึน้เร่ือยๆ ซึ่งอาจจะเกิดจากปัจจยัจากสิ่งแวดล้อม
ภายนอกท่ีเป็นตวักระตุ้นในการก่อให้เกิดอาการมากขึน้ 

 2.   Syndromic BA หรือ fetal/embryonic form พบประมาณร้อยละ 20   
ของผู้ ป่วย โดยท่ีผู้ ป่วยจะแสดงอาการภายในระยะเวลา 3 สปัดาห์นบัตัง้แตแ่รกคลอด เป็นผลมา
จากความผิดปกติ ท่ี เ กิดขึน้มาตัง้แต่ก าเนิดและอาจพบความผิดปกติ อ่ืนๆร่วมด้วย เช่น  
polysplenia syndrome, cardiac  หรือ  intra-abdominal defects (situs inversus, pre-
duodenal portal vein, absence of retro-hepatic inferior vena cava และ annular 
pancrease) เป็นต้น [6] 

ในปัจจบุนัยงัไมมี่ทฤษฎีใดได้รับการยืนยนัว่าสามารถอธิบายสาเหตท่ีุแท้จริงของ
การเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ท าให้ไม่ทราบสาเหตขุองการเกิดโรคนีอ้ย่างถกูต้อง Tan et al. [7] ได้
เสนอทฤษฎี ductal plate malformation ท่ีเกิดขึน้ระหว่างการพฒันาตบั และได้อธิบายการไหล
ของน า้ดีเม่ือทอ่น า้ดีมีลกัษณะผิดปกต ิลกัษณะดงักล่าวเกิดจากกระบวนการตอ่ต้านการอกัเสบซึ่ง
เป็นปฏิกิริยาท่ีใช้ในการก าจดัน า้ดีมีการท างานท่ีไมส่มดลุ   

 ส าหรับการศกึษาข้อมลูทางพนัธุกรรมกบัความสมัพนัธ์กบัการก่อโรค มีรายงาน
การเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีพบในเด็กฝาแฝด และประมาณร้อยละ 10-20 ของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัจะพบอาการของความผิดปกติตัง้แตก่ าเนิดท่ีเกิดจาก interrupted inferior vena cava, 
pre-duodenal portal vein, malrotation, cardiac anomalies, situs inversus และ polysplenia 
(BA splenia malformation syndrome) นอกจากนัน้ยงัมีการศกึษาพบว่าการกลายพนัธุ์ของยีน  
CFC1  เป็นสาเหตใุนการเกิดโรคในผู้ ป่วยท่ีมีอาการแบบ syndromic BA โดยมีปัจจยัท่ีเกิดจาก
สิ่งแวดล้อมหรือปัจจยัทางพนัธุกรรมชว่ยสง่เสริมให้เกิดลกัษณะของโรคนีข้ึน้ด้วย ส าหรับปัจจยัอ่ืน
ของการเกิดโรค เชน่ ความผิดปกตท่ีิเกิดขึน้ในระหว่างกระบวนการพฒันาหลอดเลือดน าไปสู่ภาวะ
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ขาดเลือดไปหล่อเลีย้งเพ่ือใช้ในการสร้างและพฒันาระบบท่อน า้ดีและเมตาบอลิซึมของกรดน า้ดี 
(bile acid metabolism) ซึง่ล้วนแล้วแตเ่ป็นสาเหตสุว่นหนึง่ของการเกิดโรคทัง้สิน้ [7] 

ลักษณะทางพยาธิวิทยา  

  ในระดบัจุลภาคของท่อน า้ดีนอกตบัท่ีเกิดการตีบตนัโดยสมบูรณ์จากกลไกการ
อกัเสบและการสร้างเนือ้เย่ือใหม่ (cicatricial granulation tissue) เม่ือศกึษาเนือ้เย่ือจากขัว้ตบั จะ
พบทัง้ inflammatory cell infiltration และ fibrosis ประกอบกบัมีโครงสร้างคล้ายท่อเล็กๆ ซึ่งเช่ือ
ว่าเปล่ียนแปลงมาจากท่อน า้ดีหลกั ท่อเล็กๆบริเวณขัว้ตบัเหล่านีเ้ป็นช่องทางท่ียงัสามารถระบาย
น า้ดีจากทอ่น า้ดีในตบัมายงับริเวณ porta hepatis ได้  

เนือ้ตบัในเด็กท่ีเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนัจะมีลกัษณะ ตบัโต แข็งและมีสีคล า้เขียว  
nodular cirrhosis เกิดในระยะต่อมา ในระดบัจลุภาคในระยะแรกโครงสร้างของ portal tracts 
ยงัคงปกติ มีเพียง bile pigment แทรกในเซลล์ตบัและท่อน า้ดีเล็กๆ (bile canaliculi) ซึ่งตอ่มาจะ
กว้างออกและเพิ่มจ านวนขึน้ หากการตีบตนัไม่ได้รับการรักษา โครงสร้างของ portal tracts จะถกู
ท าลายและเกิดตบัแข็งในท่ีสุด จุลพยาธิสภาพในระยะท่ีเกิดตบัแข็งแล้วพบการตายของเซลล์ตบั
และพบ giant cell transformation รวมทัง้พบ mononuclear cells แทรก พยาธิสภาพในระยะ
ท้ายเหล่านีพ้บใน neonatal hepatitis ท าให้ไม่สามารถแยกโรคได้จากการตดัชิน้เนือ้ตบัมาตรวจ 
[7] 

พยาธิวิทยาของ extrahepatic biliary system มีความหลากหลายมากในกลุ่ม
ผู้ ป่วยแตส่ามารถจ าแนกโดยอาศยัต าแหนง่การตีบตนัของบริเวณท่อน า้ดีเป็นเกณฑ์พืน้ฐานท่ีใช้ใน
การจ าแนกท าให้สามารถแบง่ออกได้เป็น 3 กลุม่ ดงันี ้ 

ชนิดท่ี 1   Common bile duct atresia เป็นชนิดท่ีมีการตีบตนับริเวณ 
common duct ในขณะท่ี proximal ducts ปกต ิซึง่เป็นการตีบตนัเฉพาะสว่นปลายของทอ่น า้ดี 

 ชนิดท่ี 2   Common hepatic duct atresia เป็นชนิดท่ีมีการตีบตนัของ 
hepatic duct และพบ cystic structures ในบริเวณ portal hepatis ซึ่งเป็นการตีบตนัเฉพาะส่วน
ต้นของทอ่น า้ดี 

 ชนิดท่ี 3   Common bile duct รวม right และ left hepatic duct 
atresia ซึง่พบได้มากกวา่ร้อยละ 90 ของผู้ ป่วยท่ีมีการตีบตนับริเวณ right hepatic ducts และ left 
hepatic ducts ไปจนถึง portal hepatis เป็นการตีบตนัตลอดบริเวณท่อน า้ดีในส่วน extrahepatic 
bile duct [7] 
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  รูปภาพท่ี 1   ลกัษณะการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีแบง่ตามต าแหนง่การตีบตนั
ของทอ่น า้ดี [12]    

ลักษณะอาการทางคลินิก 

  ผู้ ป่วยเดก็โรคทอ่น า้ดีตีบตนัจะมีอาการตวัเหลืองตาเหลือง อจุจาระมีสีซีด ตบัและ
ม้ามโต (hepatosplenomegaly) มากกว่าคร่ึงในเด็กท่ีเป็นโรคนีจ้ะมีอุจจาระสีปกติในช่วง  2-3  
วันแรกคลอด จากนัน้จะพบอาการอุจจาระซีดร่วมกับอาการตัวเหลืองท่ีเรียกว่าภาวะดีซ่าน 
(jaundice) คือ ผู้ ป่วยจะมีตวัเหลืองและบริเวณตาขาวมีสีเหลือง อาการตวัเหลืองตาเหลืองท่ีพบใน
เด็กเกิดใหม่ถือว่าเป็นเร่ืองปกติ และเด็กสามารถหายเหลืองได้ภายใน 2 สปัดาห์นบัตัง้แต่แรก
คลอด แตถ้่าสาเหตขุองอาการตวัเหลืองตาเหลืองเกิดจากโรคตบัอาการเหล่านีจ้ะไม่สามารถหาย
ได้เอง หรือหายได้เองแตใ่ช้เวลานานกว่า 2 สปัดาห์ในผู้ ป่วยโรคตบับางชนิด ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัทัง้หมดท่ีมีภาวะดีซ่านแบบเรือ้รังจะมีปัสสาวะสีเข้ม  ซึ่งลักษณะท่ีผิดปกติเช่นนีส้่งผลท าให้
กระบวนการดูดซึมอาหารผิดปกติโดยเฉพาะความผิดปกติในการดูดซึมสารอาหารประเภทท่ี
ละลายในไขมนั ลกัษณะอาการดงักล่าวจะมีการแสดงออกในผู้ ป่วยอย่างช้าๆ  นอกจากนีผู้้ ป่วย
บางรายจะมีอาการโลหิตจาง (anemia) ทุพโภชนาการ (malnutrition) ภาวะความดนัในหลอด
เ ลื อ ดด า พ อ ร์ ตั ล สู ง  ( portal hypertension) ท้ อ ง ม าน  ( ascites)  ตับ ม้ า ม โ ต 
(hepatosplenomegaly) และหลอดเลือดโป่งพองในหลอดอาหาร (oesophageal varices) 
เกิดขึน้ร่วมด้วย [7] 
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อุบัตกิารณ์ของการเกิดโรค   

โรคท่อน า้ ดีตีบตันเป็นโรคท่ีพบได้น้อยโดยจะพบในอัตร าส่วนประมาณ 
1:10,000-20,000 ของเด็กแรกเกิดมีชีพ มีตวัเลขรายงานอบุตัิการณ์ในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั
ดงันี ้ในประเทศเนเธอร์แลนด์ [6] มีรายงานสดัส่วนของการเกิดโรคต่อเด็กปกติ 5:100,000  ใน
ประเทศฝร่ังเศส [8] มีรายงาน 5.1:100,000 ประเทศสหรัฐอเมริกาบริเวณรัฐเทกซัส [9] พบ
ประมาณ 6.5:100,000 ประเทศออสเตรเลียบริเวณรัฐวิกตอเรีย [10] รายงานไว้ประมาณ 
7:100,000 และในประเทศญ่ีปุ่ น [11] มีรายงานประมาณ 7.4:100,000 ส าหรับในประเทศไทยยงั
ไมมี่ตวัเลขรายงานอบุตักิารณ์ของการเกิดโรคนี ้จากการศกึษาแบบ time distribution และ space 
distribution ของโรคท่อน า้ดีตีบตนัพบว่าโรคนีส้ามารถเกิดขึน้ได้ในทุกช่วงเวลาและฤดกูาล แต่
อยา่งไรก็ตามการศกึษานีมี้ข้อจ ากดัเน่ืองจากท าการศกึษาในกลุ่มตวัอย่างท่ีจ ากดั [9-10] ซึ่งยงัไม่
สามารถท่ีจะน าข้อมลูมาใช้อธิบายได้  

จากตัวเลขท่ีรายงานอุบัติการณ์ของการเกิดโรคชี ใ้ห้เห็นว่าโรคท่อน า้ดีตีบตัน
สามารถเกิดได้ในทุกเชือ้ชาติ และความแตกต่างระหว่างเพศชายและเพศหญิงอาจส่งผลต่อการ
ก่อให้เกิดโรคเน่ืองจากมีรายงานการเกิดโรคในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย ส าหรับช่วงอายุท่ีจะ
ก่อให้เกิดโรคนัน้ส่วนใหญ่พบว่าโรคท่อน า้ดีตีบตันจะเกิดเฉพาะในช่วงแรกเ กิด ในลักษณะท่ี
เรียกว่า fetal/perinatal form ซึ่งจะเกิดภายใน 2 สปัดาห์แรก และในลกัษณะ postnatal form จะ
เกิดภายใน 2-8 สปัดาห์นบัตัง้แตแ่รกคลอด 

นอกจากนีอ้ตัราการรอดชีวิตของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัพบว่าผู้ ป่วยจะมีอตัรา
การรอดชีวิตมากขึน้ภายหลังจากการได้รับการผ่าตดัแบบคาไซประมาณร้อยละ 45-60 ภายใน
ระยะ 5 ปี และร้อยละ 25-35 ภายในระยะ 10 ปี ซึง่ผู้ ป่วยท่ีได้รับการรักษาโดยการผ่าตดัแบบคาไซ
อาจจะพบอาการข้างเคียง เช่น ภาวะ cholangitis ซึ่งพบประมาณร้อยละ 50 และภาวะ portal 
hypertension พบมากกว่าร้อยละ 60 ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีได้รับการรักษาโดยการผ่าตดัแบบคาไซ 
ส าหรับผู้ ป่วยท่ีได้รับการรักษาโดยการผ่าตดัแบบคาไซแล้วไม่ประสบผลส าเร็จ น า้ดีไม่สามารถท่ี
จะไหลลงสู่ล าไส้เล็กได้จะส่งผลต่อตบัของผู้ ป่วยซึ่งอาจพฒันาน าไปสู่ภาวะตบัแข็งภายในช่วงปี
แรกของชีวิต ผู้ ป่วยท่ีมีอาการตับแข็งจะมีความเส่ียงในการเกิดมะเร็งตับได้ (hepatocellular 
carcinoma) และส าหรับวิธีการท่ีใช้ในการรักษาผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีเกิดประสิทธิภาพดีท่ีสดุ
คือ การรักษาโดยการผา่ตดัปลกูถ่ายตบั (liver transplant) 
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การวินิจฉัยโรคท่อน า้ดีตีบตัน 

  การตรวจวินิจฉยัทางห้องปฏิบตักิาร   เป็นการวิเคราะห์เพ่ือหาสาเหตขุองการเกิด
อาการตัวเหลืองและตาเหลืองในผู้ ป่วย โดยทั่วไปจะใช้วิธีการท่ีเรียกว่า serum fractionated 
bilirubin assay โดยค่าท่ีน ามาใช้เป็นเกณฑ์ในการวิเคราะห์คือ ค่าของ total bilirubin ท่ีมีค่า
มากกว่าหรือเท่ากับ 2 mg/dl ซึ่งวิธีการนีเ้ป็นวิธีการท่ีสามารถใช้ในการวินิจฉัยได้อย่างรวดเร็ว 
ส าหรับการตรวจวิเคราะห์การท างานของตบั (liver function test, LFT) จะพบระดบั bilirubin สงู
กว่าปกติ โดยมีลกัษณะแบบท่ีเรียกว่า direct hyperbilirubinemia นอกจากนีจ้ะพบระดบัเอนไซม์ 
aspartate aminotransferase (AST) และ alanine aminotransferase (ALT) อาจสงูได้เล็กน้อย
ในผู้ ป่วยบางราย ส่วนระดบัของเอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) และเอนไซม์ gamma-
glutamyl transferase (GGT) จะพบสูงกว่าปกติ อย่างไรก็ตามการตรวจหน้าท่ีของตบัอาจะไม่
สามารถแยกโรคท่อน า้ดีตีบตนัออกจากภาวะ severe neonatal hepatitis ได้อย่างชัดเจน 
เน่ืองจากการตรวจทางห้องปฏิบัติการทัง้หมดไม่สามารถท่ีจะบ่งชีก้ารเป็นโรคได้อย่างถูกต้อง
ชดัเจน การตรวจวินิจฉยัท่ีดีท่ีสดุคือการท า intraoperation cholangiography (IOC) [7] 

  ตารางที่ 1   การตรวจวดัคา่ทาง biochemical ในการคดักรองผู้ ป่วยท่ีมีอาการ
ของโรคทอ่น า้ดีตีบตนั [12] 

 Typical concentration  
at presentation 

Normal range 

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

  กา รตรวจสอบทาง ด้าน รั ง สี วิ ทยา    กา รทดสอบทางอุลต ร้าซาวน ด์ 
(ultrasanography) เป็นการตรวจวินิจฉัยท่ีมีความรวดเร็วสามารถแสดงให้เห็นการปรากฏหรือไม่
ปรากฏของถงุน า้ดีซึง่สามารถใช้เป็นข้อมลูในการบง่ชีภ้าวะของโรคท่อน า้ดีตีบตนัได้ นอกจากนีย้งั
สามารถบอกการขาดหายไปหรือการหดตวัของถงุน า้ดี การขาดหายไปของ biliary ducts และการ
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เพิ่ม echogenicity ท่ีเกิดขึน้ในตบั การตรวจด้วยวิธี ultrasanography สามารถท่ีจะใช้ในการบง่ชี ้
รูปแบบของโรค polysplenia (preduodenal portal vein, interrupted inferior vena cava (IVC)) 
การท า ultrasanography เป็นการตรวจท่ีใช้บ่อยท่ีสุดในการวินิจฉัยผู้ ป่วยท่ีเป็น cholestatic 
jaundice ซึ่งสามารถพบ cystic structure ในผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคท่อน า้ดีโป่งพอง (choledochal 
cyst) หรือโรคท่อน า้ดีตีบตนัชนิดท่ี 1 และการพบว่าถงุน า้ดีมีขนาดเล็กลงหลงัจากการรับประทาน
นมลกัษณะดงักล่าวบ่งบอกว่าผู้ ป่วยไม่เป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนั ส าหรับลกัษณะจ าเพาะของโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัคือ พบก้อนสามเหล่ียม (triangular cord) บริเวณขัว้ตบั อย่างไรก็ตามมีข้อน่าสงัเกต
คือการไม่พบลกัษณะ intrahepatic bile duct dilatation ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ียงัไม่ได้รับ
การผ่าตดัรักษา ผลการทดสอบทาง ultrasanography ร่วมกับอาการทางคลินิกและการตรวจ
วินิจฉัยทางห้องปฏิบตัิการจะเป็นการบ่งบอกภาวะของโรคท่อน า้ดีตีบตนัได้ถูกต้องและมีความ
แมน่ย าขึน้ [13] 
  การท า Hepatobiliary scintigraphy   ด้วย technetium-labelled isotope 
ร่วมกับอนุพันธ์ของ iminodiacetic acid (IDA) สารนีเ้ม่ือเข้าสู่กระแสเลือดจะถูกจับโดย 
hepatocyte และขบัถ่ายออกสู่ทางเดินน า้ดีและล าไส้เล็กส่วน duodenum วิธีนีมี้ความแม่นย า
คอ่นข้างสงูสามารถวิเคราะห์ได้ว่า isotope ผ่านลงมาในล าไส้เล็กหรือไม่ ถ้าสาร isotope ผ่านลง
มาในล าไส้ได้ก็มัน่ใจได้ว่าผู้ ป่วยท่ีตวัเหลืองนัน้ไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนั แต่ถ้าไม่พบสาร 
isotope ลงมาในล าไส้เล็กก็ยังไม่สามารถแยกโรค neonatal hepatitis ออกไปได้ เน่ืองจาก
บางครัง้ในภาวะท่ีหน้าท่ีตบัเสียไปมาก เช่น ในภาวะ severe neonatal hepatitis เซลล์ตบัไม่
สามารถก าจดัสาร isotope ลงมาในล าไส้เล็กได้มากพอท่ีจะถกูตรวจวดัได้ [13] 
  การท า Intra-operative cholangiography (IOC)   เป็นวิธีมาตรฐานในการ
ยืนยนัการวินิจฉัย ในกรณีท่ีการตรวจทางห้องปฏิบตัิการอ่ืนข้างต้นไม่สามารถแยกโรค neonatal 
hepatitis ออกไปได้ การท า IOC เป็นการผ่าตดัแบบ mini-exploratory laparotomy เพ่ือฉีดสาร
ทึบรังสีเข้าทางถงุน า้ดี ควรท า coagulogram เพ่ือประเมินสภาพของตบัและการแข็งตวัของเลือด
ก่อนการผา่ตดั ส าหรับในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัชนิดท่ี 3 ซึ่งเป็นชนิดท่ีพบบอ่ยท่ีสดุประมาณร้อย
ละ 90 นัน้ถงุน า้ดีมกัจะมีขนาดเล็กจนไม่สามารถฉีดสารทึบรังสีได้แตใ่นบางรายก็อาจเห็นถงุน า้ดี
ในภาพเอกซเรย์ ซึ่งไม่มีทางติดต่อกบัทางเดินน า้ดีท่ีตีบตนั ถ้าพบว่าผู้ ป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนั
จากการท า IOC ศลัยแพทย์ก็อาจพิจารณาขยายแผลผา่ตดัเพ่ือท าการผ่าตดัรักษาโรคทางเดินน า้ดี
ตีบตนัตอ่ไปได้เลย  
  นอกจากนีย้งัมีการตรวจพิเศษอย่างอ่ืนอีกแตไ่ม่ยงัไม่เป็นท่ีนิยมใช้กนัแพร่หลาย 
เช่น การท า serum lipoprotein-X, duodenal fluid aspiration, liver biopsy, endoscopic 
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retrograde cholangio-pancreaticography (ERCP) และ magnetic resonanace 
cholangiopancreaticography (MRCP) [13]  

การรักษาโรคท่อน า้ดีตีบตัน 

  ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่ได้รับการรักษาอย่างถูกวิธีอาจจะท าให้เกิดภาวะตบั
วาย (liver failure) ภายใน 1-2 ปี การจดัการเพ่ือรักษาผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัในปัจจุบนัมี 2 
ขัน้ตอนด้วยกัน ในช่วงแรกผู้ ป่วยจะได้รับการรักษาโดยการผ่าตดัแบบคาไซ ซึ่งจะเป็นการผ่าตดั
และตอ่ล าไส้เข้ากบัท่อน า้ดีเล็กท่ีขัว้ตบั (portoenterostomy, Kasai’s operation) การผ่าตดัแบบ
คาไซได้เกิดขึน้ในช่วงปลายปี ค.ศ. 1959 โดยนายแพทย์ Morio Kasai ศลัยแพทย์ชาวญ่ีปุ่ น เม่ือ
เขาได้ท าการตรวจทาง microscopic ท่ีท่อน า้ดีของเด็กทารกท่ีป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนัท าให้เขา
พบว่ามีรูท่ีบริเวณ portal hepatis เป็นจ านวนมาก การเปิดรูเหล่านีโ้ดยการผ่าตดัเอาส่วนของ 
extrahepatic biliary ท่ีเกิดการตีบตนัออกจะส่งผลให้มีการระบายน า้ดีให้ซึมออกมาได้ การผ่าตดั
นีจ้ะส่งผลดีต่อผู้ ป่วยโดยเฉพาะอย่างยิ่งหากผู้ ป่วยได้รับการรักษาภายในระยะเวลา 8 สปัดาห์
นับตัง้แต่แรกคลอด การผ่าตัดแบบคาไซนีปั้จจุบันได้ รับการยอมรับว่าเป็นการผ่าตัดท่ีใช้เป็น
มาตรฐานในการรักษาอาการของโรคท่อน า้ดีตีบตนั อย่างไรก็ตามการผ่าตดัแบบคาไซเป็นการ
ผา่ตดัเพ่ือแก้ไขปัญหาท่อน า้ดีตีบตนัในเด็ก แตว่ิธีการนีไ้ม่ใช่การรักษาเพ่ือแก้ไขปัญหาท่อน า้ดีตีบ
ตนัในระยะยาว ดงันัน้การรักษาในขัน้ตอนท่ี 2 คือ การผ่าตดัปลกูถ่ายตบัส าหรับใช้ในกรณีท่ีการ
รักษาแบบการผ่าตดัคาไซไม่ประสบผลส าเร็จ นอกจากนีก้ารผ่าตดัปลูกถ่ายตบัเป็นวิธีการท่ีใช้
แก้ปัญหาการคัง่ของน า้ดีท่ีเกิดร่วมกับการเกิดภาวะตบัแข็ง ส าหรับการผ่าตดัปลูกถ่ายตบันัน้มี
ปัญหาด้านค่าใช้จ่ายท่ีสูงมากและมีหน่วยบริการท่ีค่อนข้างจ ากัดท าให้ผู้ ป่วยจ านวนมากต้อง
เสียชีวิตเน่ืองจากภาวะแทรกซ้อนท่ีเกิดจากภาวะตบัแข็ง เช่น ภาวะเลือดออกจากเส้นเลือดขอด
บริเวณหลอดอาหาร (esophageal varices) หรือ ตบัวายจากการตดิเชือ้  

          
 
 
 
 
 
รูปภาพท่ี 2   ลกัษณะการผา่ตดัแบบคาไซ (ด้านซ้าย) [1] ลกัษณะบริเวณ portal 

hepatis ภายหลงัจากการ transfection (ด้านขวา) [12] 
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สาเหตุของการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตัน 

  ในปัจจบุนัสาเหตขุองการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัยงัไม่สามารถท่ีจะอธิบายให้เกิด
ความกระจ่างได้ จากการศึกษาอย่างต่อเน่ืองเช่ือว่าโรคท่อน า้ดีตีบตนัเกิดจากปัจจยัภายในและ
ปัจจยัภายนอกรวมกนัรวมไปถึงปัจจยัก่อนคลอดและหลงัคลอดท่ีเป็นตวักระตุ้นท าให้เกิดโรค โดย
ปัจจัยเหล่านีจ้ะเกิดขึน้อย่างจ าเพาะเจาะจงในช่วงระยะเวลาท่ีเหมาะสม คือระหว่างช่วงก่อน
คลอดจนถึงอายไุด้ 3 เดือนนบัตัง้แตแ่รกคลอด [14] ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 3 

 
  รูปภาพท่ี 3   ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การท าให้เกิดโรคในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั [14] 

  รายงานการศึกษาบ่งชีว้่าโรคท่อน า้ดีตีบตนัไม่จัดเป็นโรคท่ีมีการถ่ายทอดทาง
พนัธุกรรม จากการศกึษาในกลุ่มตวัอย่าง identical twins แบบ discordant พบว่ามีเพียง 1 ใน 2 
ราย ในกลุ่มตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาท่ีป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนั (discordant) และการเกิดซ า้
ของโรคท่อน า้ดีตีบตนัในครอบครัวเดียวกันมีโอกาสเกิดขึน้น้อยมาก [15-16] ส าหรับในประเทศ
ไทยได้มีการศึกษาในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีเป็นแฝดจ านวน 8 ราย พบว่าผู้ ป่วยทุกรายท่ีเป็น
แฝดจะเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพียง 1 ราย (discordant) โดยท่ีแฝดอีกคนมีลกัษณะท่ีปกติ ในกลุ่ม
ตวัอย่างท่ีท าการศกึษามีแฝด 1 คู่ ท่ีมีลกัษณะ dizygotic twin และแฝดจ านวน 6 คู ่พบว่ามีหมู่
เลือด ABO หมู่เดียวกนั และแฝด 2 คู่ ในกลุ่มนีพ้บว่ามีหมู่เลือด minor ท่ีเหมือนกัน (Dec, MM 
และ Le a-b-) ส าหรับแฝดทารกคูส่ดุท้ายได้พิสจูน์โดยใช้วิธี short tendom repeat (STR) ในพ่อ 
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แม่และแฝด พบว่าแฝดทัง้ 2 รายนีน้่าจะเป็น monozygotic twin (โอกาสเกิดมากกว่าร้อยละ 
99.99) ผลการศกึษาดงักล่าวสนบัสนนุแนวคิดท่ีว่าโรคท่อน า้ดีตีบตนัเป็นโรคท่ีเกิดขึน้หลงัคลอด
มากกว่าท่ีจะเป็นโรคท่ีมีการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมโดยตรง [17] แต่ถึงอย่างไรก็ตามปัจจยัทาง
พนัธุกรรมก็อาจจะมีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกับการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัโดยเกิดร่วมกบัปัจจยัใน
ด้านอ่ืนๆ  
  ทฤษฎีเก่ียวกบัสาเหตกุารเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตันในปัจจบุนัมี 6 ทฤษฎี ท่ีอธิบาย
ปัจจยัของการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั มีรายละเอียดดงันี ้
  Viral infection   จากการศกึษาทางเนือ้เย่ือวิทยาพบว่าสาเหตขุองการเกิดโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัน่าจะเกิดจากการติดเชือ้หรือได้รับการสมัผสักบัสิ่งแวดล้อมท่ีมีการปนเปือ้น infection 
agent [18] นอกจากนีจ้ากการศึกษาโดยได้ท าการทดลองฉีด virus เข้าไปในหนูท่ีเพิ่งเกิดใหม่
เพ่ือให้เกิดการตดิเชือ้พบวา่หนสูร้าง lesion ท่ีคล้ายคลึงกบัโรคท่อน า้ดีตบัตนั [19] ในปี ค.ศ. 1974 
Bejamin Landing [20] นกัพยาธิวิทยาโรคเด็กได้เสนอแนวคิดว่าโรคท่อน า้ดีตีบตนัจดัเป็นโรค 
idiopathic neonatal hepatitis และโรค choledochal cyst ซึ่งเป็นโรคท่ีมีผลจากการได้รับการ
บาดเจ็บท่ีบริเวณ hepatobiliary tree ท่ีแตกตา่งกัน นอกจากนี ้Bejamin Landing ได้เสนอและ
คิดค้นค าว่า infatile obstructive cholangiopathies แต่อย่างไรก็ตามสิ่งท่ี Bejamin Landing 
พบว่าสาเหตขุองโรคท่อน า้ดีตีบตนัน่าจะเก่ียวข้องกับโรคไวรัสตบัอกัเสบ แต่จากการศกึษาตอ่มา
พบวา่ไวรัสตบัอกัเสบทัง้ชนิด เอ บี และซี ไม่มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ท าให้ใน
ปัจจบุนัการศกึษาหาสาเหตขุองการเกิดโรคจงึมุง่ศกึษาท่ีไวรัสชนิดอ่ืน 
  ในช่วงระยะเวลาหลายปีท่ีผ่านมา cytomegalovirus (CMV) จดัเป็นไวรัสชนิด
หนึ่งท่ีได้รับความสนใจ เน่ืองจากนักวิจัยส่วนใหญ่เช่ือว่าสาเหตุของการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตัน
นา่จะมีส่วนเก่ียวข้องกบัการติดเชือ้ไวรัส CMV มีรายการศกึษาพบว่าผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัส่วน
ใหญ่จะมีการติดเชือ้ไวรัส CMV เม่ือเปรียบเทียบสดัส่วนกับเด็กท่ีมีสุขภาพดีไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อ
น า้ดีตีบตนั [30] นอกจากนีย้งัพบการศกึษา CMV antibody ในมารดาของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัในประเทศสวีเดน และในประเทศแคนาดาท่ีสามารถตรวจพบดีเอ็นเอของไวรัส CMV ในตบัของ
ผู้ ป่วยจ านวนคร่ึงหนึง่ของผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคทอ่น า้ดีตีบตนั แตอ่ยา่งไรก็ตามก็ไม่สามารถท่ีจะแสดงให้
เห็นว่ามีไวรัส CMV อยู่ในบริเวณ bile duct atresia ของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั [22] ส าหรับ
บทบาทของไวรัส CMV กบัการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนัยงัคงต้องได้รับการศกึษาตอ่ไป 
  นอกเหนือจากเชือ้ CMV แล้วเชือ้ไวรัสท่ีได้รับความสนใจอีก 2 ชนิด คือ เชือ้ 
reovirus และเชือ้ rotavirus สาเหตท่ีุเชือ้ reovirus ได้รับความสนใจเน่ืองจากพบว่าเม่ือมีการติด
เชือ้ reovirus จะท าให้เกิดการอกัเสบบริเวณ intrahepatic bile duct และ extrahepatic bile 
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duct รวมไปถึงการตดิเชือ้บริเวณอวยัวะตบัซึ่งลกัษณะการอกัเสบดงักล่าวคล้ายกบัอาการของโรค
ท่อน า้ดีตีบตนั [23] และรอย lesion ท่ีเกิดขึน้จะยงัคงแสดงให้เห็นอยู่ภายหลงัจากการได้รับเชือ้ 
แม้ว่าจะไม่สามารถตรวจพบ antigen ของเชือ้ reovirus แล้วก็ตาม นอกจากนีย้งัมีรายงานการ
ทดลองตรวจพบ antigen ของเชือ้ reovirus ท่ีบริเวณ bile duct remnants ของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนั [24-25] และตรวจพบ antigen ของเชือ้ reovirus ในลกูลิง rhesus เช่นเดียวกนั [26] และ
จากการศกึษาของ Steele et al. [27] ท่ีได้ท าการตรวจวิเคราะห์เพ่ือดกูารแสดงของ mRNA ของ
เชือ้ reovirus ในเนือ้เย่ือตบัของกลุ่มตวัอย่างท่ีป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 14 ราย และท าการ
เปรียบเทียบการแสดงของ mRNA กับกลุ่มควบคุมจ านวน 16 ราย ด้วยวิธี nested reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) ผลจากการศึกษาพบว่าไม่มีการ
แสดงออกของ mRNA ของเชือ้ reovirus ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตัน ซึ่งเป็นไปได้ว่าผล
การศกึษาท่ีแตกตา่งกนัอาจจะมีสาเหตเุกิดจากวิธีการเตรียมเนือ้เย่ือ ขัน้ตอนในการสกดัอาร์เอ็นเอ 
และการเลือกใช้ PCR-primer ท่ีใช้ในการตรวจสอบยีนของเชือ้ reovirus ท่ีแตกตา่งกนั และถ้าเชือ้ 
reovirus มีความเก่ียวข้องกับการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตัน ในการศึกษาเชือ้ไวรัสชนิดนีจ้ะต้องมี
วิธีการตรวจวิเคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพท่ีดีและมีความเหมาะสม รวมทัง้ต้องมีเกณฑ์ในการคดัเลือก
กลุม่ตวัอยา่งท่ีจะน ามาใช้ในการศกึษาและจ านวนท่ีใช้ในการศกึษาจะต้องมีปริมาณท่ีมากพอ 
  การศกึษาของ Riepenhoff-Talty et al. [28] ได้ทดลองน าเชือ้ rotavirus group 
A ฉีดเข้าไปในหนเูพ่ือท าให้เกิดการติดเชือ้ ผลการทดลองพบการตีบตนัของ extrahepatic bile 
duct ในหนูและลักษณะของเนือ้เย่ือของหนูคล้ายกับในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั ต่อจากนัน้ 
Riepenhoff-Talty et al. ได้น าเอาเนือ้เย่ือบริเวณ hepatobiliary จากผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมา
วิเคราะห์หาเชือ้ rotavirus group C ด้วยวิธี RT-PCR ผลการศกึษาพบว่าผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั
จ านวน 10 ราย จากผู้ ป่วยทัง้หมด 18 ราย พบการแสดงออกของ mRNA ของเชือ้ rotavirus 
group C ซึง่จะไมพ่บการแสดงออกของ mRNA ของเชือ้ rotavirus group C ในกลุม่ควบคมุ [29] 
  นอกจากนีย้งัได้พบรายงานการศกึษาของ Drut et al [30] ท่ีได้ท าการศกึษาเชือ้ 
human papilloma virus (HPV) ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 18 ราย พบว่าผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัมีการตดิเชือ้  HPV จ านวน 16 ราย ส าหรับในกลุ่มควบคมุไม่พบการติดเชือ้ HPV ซึ่งผล
การศกึษาท่ีพบมีความแตกตา่งจากการศกึษาของ Domiati Saad et al. [31] ท่ีได้ท าการศกึษา
การติดเชือ้ HPV ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัชาวอเมริกนัจ านวน 19 ราย พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วย
ไมพ่บการตดิเชือ้ HPV  
  Immune injury   Schreiber และ Kleinman [32] ได้อธิบายว่าหากมีการติดเชือ้
ไวรัสหรือได้รับสารพิษท่ีบริเวณ biliary epithelium จะมีผลท าให้เกิดการแสดงออกของแอนติเจนท่ี
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บริเวณ bile duct epithelium ซึ่งลักษณะดงักล่าวเกิดจากปฏิกิริยาของ macrophage ท่ี
ตอบสนองตอ่การท างานของ T lymphocyte เป็นสาเหตท่ีุท าให้บริเวณ epithelial ได้รับความ
เสียหาย การท่ีพบระบบภูมิคุ้มกนัทัง้แบบ innate immunity และ acquired immunity ในผู้ ป่วย
โรคทอ่น า้ดีตีบตนัตัง้แตแ่รกคลอดท่ีใช้ในการตอบสนองตอ่แอนติเจนบริเวณ bile duct epithelium  
ท าให้สามารถท่ีจะอธิบายได้ว่าเหตใุดโรคท่อน า้ดีตีบตนัจึงเกิดภายใน 3 เดือนแรกของทารกแรก
เกิด นอกจากนีย้งัมีการศกึษายีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้าง immune regulatory protein ท่ีควบคมุ
เก่ียวกบั susceptibility ของระบบภูมิคุ้มกนัในโรคท่อน า้ดีตีบตนัและในโรคตบัท่ีมีสาเหตเุก่ียวข้อง
กบัระบบภูมิคุ้มกัน เช่น โรค autoimmune hepatitis, primary sclerosing cholangitis และ 
primary biliary cirrhosis พบวา่โรคเหลา่นีมี้ความสมัพนัธ์กบั specific HLA antigen [33]  
  จากการศกึษาของ Silviara et al. [34] ได้พบว่าสาเหตขุองการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัในผู้ ป่วยท่ีเป็นชาวยุโรปมีความสมัพนัธ์กับ HLA-B12 haplotype A9-B5 และ haplotype 
A28-B35 โดยพบในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัประมาณร้อยละ 49 และในกลุ่มควบคุม
ประมาณร้อยละ 23 ส าหรับผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีเป็นชาวญ่ีปุ่ นพบความสมัพนัธ์ในลกัษณะ 
haplotype A33, B44 และ DR6 [35] แตเ่ม่ือท าการศกึษาในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเป็นชาวสเปนไม่พบ
ความสมัพนัธ์ของระบบ HLA กบัการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั [36] อย่างไรก็ตามการศกึษาจีโนมของ
ระบบภูมิคุ้มกัน MHC molecule 1 และ MHC molecule 2 ยงัเป็นการศกึษาท่ีไม่สมบูรณ์ 
เน่ืองจากมียีนท่ีเก่ียวข้องกบั HLA มากกว่า 100 ยีนในระบบจีโนมของมนษุย์ เป็นไปได้ว่าอาจจะ
พบความสมัพนัธ์ของ HLA ตวัอ่ืนท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดโรค 
  Autoimmunity โรคท่อน า้ ดี ตีบตันอาจจะเป็นผลมาจากกระบวนการ 
autoimmune mediated process มีรายงานการศกึษาของ Vasiliauskas et al. [37] ท่ีได้ท าการ
ทดสอบ autoantibodies ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 11 ราย ผลการศึกษาพบว่า 
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 10 ราย จะตรวจพบ antibody ชนิด IgG, IgA และ IgM ในซีรัม
ของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัสงูกว่าในกลุ่มควบคมุซึ่งเป็นผู้ ป่วยเด็กและผู้ ใหญ่ท่ีป่วยเป็นโรค
ตบัชนิดอ่ืน ถดัมา Burch et al. [38] ได้ท าการศกึษา autoantibodies ในมารดาของผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัเพ่ือท าการทดสอบสมมติฐานท่ีคาดว่าการถ่ายทอด autoantibodies จากแม่ไปสู่ลูก
อาจจะเก่ียวข้องกบัการท่ีตบัและ bile duct ได้รับความเสียหาย ผลจากการศกึษาพบว่าระดบั titer 
ของ anti-Rho antibodies ในมารดาของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีระดบัท่ีต ่ากว่าในกลุ่มควบคมุ 
ส าหรับ Rho protein เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด actin organization, gene expression 
และ cell cycle progression และสามารถพบระดบั titer ของ anti-Rho antibodies ต ่าในมารดา
ของผู้ ป่วยท่ีป่วยเป็นโรคตบัชนิดอ่ืนด้วยเช่นกนั ผลจากการศกึษาสรุปได้ว่าการถ่ายทอดระบบภูมิ
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คุมกันจากมารดาสู่ทารกท่ีเก่ียวข้องกับระบบ immune-mediated bile duct injury อาจมี
ความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั แตอ่ยา่งไรก็ตามข้อสรุปนีก็้ยงัไมไ่ด้รับการยืนยนัแนช่ดั 
  สิ่งท่ีน่าสนใจเม่ือปัจจยัเส่ียงในเร่ืองของ autoimmunity มีความสมัพนัธ์เก่ียวข้อง
กบัความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน ซึง่ท าให้สามารถท านายความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรค
ในแต่ละบุคคลได้โดยอาศัยข้อมูลทางพันธุกรรมของยีนท่ีเก่ียวข้องกับระบบ autoimmune 
disorder ได้ โดยมีรายการการศึกษาของ Bernal et al. [39] ท่ีได้ท าการศึกษาลกัษณะทาง
พนัธุกรรม (polymorphism) ของยีน transforming growth factor beta (TGF-) พบว่าลกัษณะ 
polymorphism ในยีน TGF- มีความสัมพันธ์เก่ียวข้องกับความเส่ียงในการเกิดโรค primary 
sclerosing cholangitis ผลท่ีได้สอดคล้องกบัการศกึษาใน 2 ปีถดัมาของ Mitchell et al. [40] ท่ี
ได้ท าการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของยีน TGF- ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค primary sclerosing 
cholangitis ให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาของ Bernal et al.  นอกจากนีย้ังมีการศึกษาของ 
Donaldson et al. [41] พบว่าลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน interleukin-1 family เก่ียวข้องกบั
ความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคในผู้ ป่วย primary biliary cirrhosis และจากการวิเคราะห์ลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมบริเวณ promotor ของยีน TGF- , IL-1 (ILIB และ ILIRN) และ IL-10 โดยใช้ดีเอ็น
เอของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัชาวอังกฤษจ านวน 101 ราย และท าการเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุจ านวน 96 ราย ผลการศกึษาพบว่าลกัษณะจีโนไทป์, อลัลีล และ haplotype block ใน
กลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัไมมี่ความแตกตา่งทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบัในกลุม่ควบคุม [42] 
  ผลจากการศกึษาท่ีผ่านมาชีใ้ห้เห็นว่าลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน TGF- และ 
interleukin family อาจจะไม่มีความสัมพันธ์เก่ียวข้องกับการท าให้เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั แต่
อยา่งไรก็ตามปัจจยัทาง autoimmune ท่ีมีส่วนเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคท าให้นกัวิจยัเช่ือว่าน่าจะมี 
immunoregulatory gene ตวัอ่ืนท่ีมีบทบาทเก่ียวข้องกับการสาเหตขุองการเกิด biliary tract 
injury 
  Vascular etiology   สมมติฐานนีเ้กิดจากการทดลองของ Pickett et al. [43] 
จากแนวความคิดของ Pickett ท่ีเช่ือว่าระบบ intrahepatic bile duct และ extrahepatic bile 
duct ซึ่งได้รับเลือดจากระบบหมุนเวียนเลือดของ hepatic artery ดงันัน้ถ้าหากระบบ hepatic 
artery ได้รับความเสียหายอาจจะส่งผลท าให้เกิด hepatic arterial ischemia ได้ จากแนวคิด
ดงักล่าว Pickett et al. จึงได้ท าการทดลองในแกะโดยท าการผกู hepatic vessels ของแกะใน
ระยะ fetus เป็นผลท าให้แกะมีการคัง่ของน า้ดี ผลท่ีได้สอดคล้องกบัการสงัเกตลกัษณะบริเวณ 
extrahepatic biliary tree ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัพบว่าผู้ ป่วยมีความผิดปกติของแขนงหลอด
เลือด hepatic artery จากการสงัเกตดงักล่าว Pickett et al. ได้อธิบายว่าความผิดปกติของหลอด
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เลือดมีผลท าให้เกิด lesion ขึน้ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั แต่กระบวนการเกิด lesion ยังไม่
สามารถอธิบายได้อยา่งชดัเจน   
  Defective morphogenesis   เป็นความผิดปกติของ biliary tree ท่ีเกิดจาก
กระบวนการ morphogenesis โดยจะพบความผิดปกติดังกล่าวในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตัน
ประเภท fetal form และจากการศกึษาการกลายพนัธุ์ในยีนของหนพูบความผิดปกติของ visceral 
organ symmetry ในโรค polysplenia syndrome และโรคท่อน า้ดีตีบตนั เน่ืองจากเกิดการ 
recessive insertional mutation บริเวณ proximal ในโครโมโซมคูท่ี่ 4 และเกิดการกลายพนัธุ์แบบ 
complete deletion ในยีน INV ในหนูทดลองมีผลท าให้เกิดความผิดปกติของ hapatobiliary 
system จากสาเหตดุงักล่าวท าให้ Schon et al. [44] ได้ท าการวิเคราะห์ยีน INV ในมนษุย์ผล
การศกึษาพบวา่ไมมี่การกลายพนัธุ์ของยีน INV ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
ยีน INV ไมมี่ความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั 
  ส าหรับการศกึษาของ Bamford et al. [45] ท่ีได้ท าการศกึษายีนท่ีเก่ียวข้องกบั
การเกิด situs defect พบว่ายีน CFC1 ซึ่งจะถอดรหสัเป็นโปรตีน CRYPTIC เกิดการกลายพนัธุ์
ลกัษณะ heterozygous mutations ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีลกัษณะอาการของโรค 
polysplenia syndrome เกิดร่วมด้วย ในเวลาถดัมา Jacquemin et al. [46] ได้ท าการศกึษาการ
การกลายพนัธุ์ของยีน CFC1 ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีความสมัพนัธ์กนัทางสายเลือดจ านวน 2 ราย ซึ่ง
ประกอบด้วยผู้ ป่วยท่ีเป็น laterality defect และผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั ผลการวิเคราะห์พบว่ามี
การกลายพนัธุ์ของยีน CFC1 ลกัษณะ heterozygous gene mutation โดยได้รับการถ่ายทอด
ลกัษณะทางพนัธุกรรมจากมารดาท่ีมีสขุภาพดี จากลกัษณะดงักล่าว Jacquemin จึงได้ข้อสรุปว่า
ยีน CFC1 มีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัการก่อให้เกิดพยาธิสภาพของโรค แต่ถึงอย่างไรสาเหตขุอง
การเกิดโรคประกอบด้วยหลายปัจจยัทัง้จากสิ่งแวดล้อมและปัจจยัทางพนัธุกรรมท่ีช่วยส่งเสริมท า
ให้เกิดโรค 
  นอกจากนีย้งัมีรายงานการศกึษาของ Kohsaka et al. [56] ท่ีได้ท าการศกึษา
บทบาทของยีน JAGGED1 ท่ีแสดงออกต่อ ductal plate epithelia และ HNF6 ส าหรับ ยีน 
JAGGED1 จดัเป็น nuclear transcription factor ท่ีแสดงออกในช่วงการพฒันา extrahepatic 
bile duct และ gall bladder ผลการศึกษาพบว่าผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 9 ราย จาก
ทัง้หมด 102 ราย มีการกลายพนัธุ์ของยีน JAGGED1 ในลกัษณะ missense mutations ซึ่งพบว่า
ผู้ ป่วยท่ีมีการกลายพนัธุ์ของยีนดงักล่าวจะมีอาการท่ีแย่กว่าผู้ ป่วยท่ีไม่พบการกลายพนัธุ์ของยีน
ดงักล่าว การทดสอบถดัมาของ Clotman et al. [48] เขาได้ท าการ knockout ยีน Hnf6 ในหนู
พบวา่หนจูะเกิดความผิดปกตขิอง hepatic artery  
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  Toxin exposure   จากการศกึษาของ Herper et al. [47] ท่ีได้ท าการสงัเกตการ
เกิด outbreak ของโรคท่อน า้ดีตีบตันในแกะพบว่าสาเหตุของการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตันจะ
เก่ียวข้องกบัสารพิษหรือเชือ้ราท่ีสตัว์เหล่านีไ้ด้รับจากสิ่งแวดล้อม ซึ่งสารพิษหรือเชือ้ตา่งๆจะมีผล
ท าให้ชัน้ของ bile duct epithelia ท่ีอยู่ในชัน้ submucosa ได้รับบาดเจ็บแล้วส่งผลท าให้เกิดการ
ท าลายบริเวณ extrahepatic blie ducts 
  ส าหรับทฤษฏีท่ีอธิบายสาเหตุของการเกิดโรคท่อน า้ ดีตีบตันสามารถสรุป
รายละเอียดดงัแสดงไว้ในตารางท่ี 2 

  ตารางท่ี 2   ปัจจยัตา่งๆท่ีเป็นสาเหตใุนการก่อให้เกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั 

Theory of biliary atresia 

Virus infections : reovirus, rotavirus, retrovirus, cytomegalovirus, human papilloma virus  
Immune injury : immune dysregulation 

Autoimmune meachanism : innate immunity, acquired immunity, and HLA antigen 

Vascular etiology : lesion/ateriopathy 
Defective morphogenesis 
          Inherited mutations 
                   Laterality genes (presumed), associated with polysplenia and asplenia 
syndromes (CFC-1 gene) 
                   Ductal plate malformation (HNF-6 gene)             
              Jagged-1 gene         

 Somatic mutation 
 Modifier genes 

Toxin exposure : environmental factor and toxin 

 การศึกษาปัจจัยทางพันธุกรรมกับการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตัน 

การศกึษาหาสาเหตขุองการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัในปัจจบุนัยงัไม่สามารถระบไุด้
วา่ปัจจยัใดเป็นสิ่งกระตุ้นท่ีท าให้เกิดพยาธิสภาพของโรค  เน่ืองจากโรคท่อน า้ดีตีบตนัประกอบด้วย
ปัจจยัหลายอย่างทัง้ปัจจยัจากสิ่งแวดล้อมภายนอกหรือปัจจัยท่ีเกิดจากลกัษณะทางพนัธุกรรม 
จากรายงานการศกึษาท่ีผา่นมาได้พบวา่มีข้อมลูการทดลองจ านวนมากท่ีท าการวิเคราะห์หาปัจจยั
ทางพนัธุกรรมกบัความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั  
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กระบวนการอกัเสบเป็นสาเหตหุนึง่ท่ีท าให้เกิดการตีบตนัของท่อน า้ดีและการท่ีท่อ
น า้ดีเกิดการตีบตันนัน้จะมีผลท าให้น า้ดีมีการคั่งสะสมในตบัและเป็นสาเหตุท่ีท าให้ เกิดพังผืด
สะสมในตบั (liver fibrosis) น าไปไปสู่การเกิดภาวะตบัแข็ง (cirrhosis) ซึ่งเป็นอาการแทรกซ้อนท่ี
ตามมาภายหลังของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตัน ด้วยเหตุนีน้ักวิจัยจึงพยายามท าการศึกษาหา
ความสัมพันธ์ของความหลากหลายทางพันธุกรรมใน ยีนท่ีมีบทบาทหน้าท่ีเก่ียวข้องกับการ
กระบวนการอกัเสบกบัความเส่ียงในการก่อให้เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั  

จากตวัอย่างการศกึษาของ Arikan et al. [50] ท่ีได้ท าการศกึษาลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของยีน MIF ส าหรับยีน macrophage migration inhibitory factor (MIF) มีคณุสมบตัิ
ในการเป็น pleiotrophic lymphocyte และ macrophage cytokine ท่ีมีบทบาทส าคญัในระบบ  
innate immunity ซึ่งจะพบการแสดงออกของยีน MIF เพิ่มขึน้ในโรคท่ีมีสาเหตุเก่ียวข้องกับ
กระบวนการอกัเสบ ด้วยเหตนีุ ้Arikan et al. จึงได้ท าการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน  
MIF  ท่ีบริเวณ 173G/C ซึง่อยูใ่นส่วนของ promoter โดยท าการศกึษาในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัจ านวน 18 ราย เพ่ือเปรียบเทียบกบัผู้ ป่วยโรค chronic liver disease จ านวน 37 ราย และใน
กลุม่ควบคมุจ านวน 103 ราย ผลจากการศกึษาพบว่าอลัลีล C อาจมีความสมัพนัธ์กบัการป้องกนั
การเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั เน่ืองจากไม่พบลกัษณะจีโนไทป์ CC ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนั  เน่ืองจากอลัลีล C อาจมีผลไปเพิ่มการแสดงออกของยีน MIF ในการกระตุ้น protein 4 ท่ีอยู่ใน
ส่วนของ promoter  นอกจากนัน้อลัลีล C อาจจะมีความสมัพันธ์เก่ียวข้องกับภาวะ steroid 
resistance ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีภาวะ idiopathic nephrotic syndrome ถึงแม้ว่าในการศกึษาครัง้นี ้
Arikan et al. ไม่พบความแตกตา่งทางสถิติของอลัลีล C ระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนักบั
ในกลุม่ควบคมุ แตอ่ยา่งไรก็ตามมีรายงานการศกึษาก่อนหน้านีท่ี้พบว่าลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
ยีน MIF กับโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีบทบาทส าคญัต่อกลไกการท างานของ steroid hormone 
ภายหลงัจากท่ีผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัได้รับการรักษาโดยการผ่าตดัแบบคาไซ   

ในระยะเวลา 2 ปีถดัมา Arikan et al. [51] ได้ท าการศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่าง
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน ICAM-1 กบัการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ส าหรับยีน ICAM-1 จดัเป็น
adhesion molecules  ท่ีมีความส าคญัตอ่การกระตุ้น T-cell โดยท่ี ICAM-1 จะจบักบั LFA-1 เพ่ือ
ชว่ยเสริมให้การจบักนัระหว่าง CD2 บนผิว T-cell กบั LFA-3 บนผิว APC ได้แน่นขึน้ lymphocyte 
function-associated antigen-1 (LFA-1) มีบทบาทส าคญัต่อการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันและ
การอกัเสบเน่ืองจาก monoclonal antibody ต่อ LFA-1 สามารถยบัยัง้การกระตุ้นเซลล์ได้ทัง้ 
naive และ activated T-cell เป็นต้น ดังนัน้การเพิ่มขึน้ของโมเลกุล ICAM-1 อาจจะมี
ความสมัพนัธ์กับการความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั เน่ืองจาก ICAM-1 สามารถกระตุ้น
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ระบบภมูิคุ้มกนัและกระบวนการท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบซึ่งเป็นสาเหตหุนึ่งของโรคท่อน า้ดีตีบตนั  
ด้วยเหตนีุ ้Arikan et al. จึงได้ท าการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมยีน  ICAM-1  ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค
ท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 19 ราย  และผู้ ป่วยโรค chronic liver disease จ านวน 38 ราย ส าหรับใน
กลุ่มควบคุมคือ ผู้ ท่ีมีสุขภาพร่างกายแข็งแรงจ านวน 123 ราย  ผลจากการศึกษาพบว่า
ความสมัพนัธ์ระหว่างลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน ICAM-1 ท่ีบริเวณ G242R ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค
ท่อน า้ดีตีบตนัจะพบการกระจายตวัของอลัลีล A มีความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรค chronic liver 
disease และในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ในทางตรง
ข้ามการกระจายตวัของอลัลีล G ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีความถ่ีท่ีต ่ากว่าในกลุ่มผู้ ป่วย
โรค chronic liver disease และกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ จากข้อมลูดงักล่าว Arikan 
et al. จึงสรุปว่าอลัลีล A ของยีน ICAM-1 มีบทบาทส าคญัในการเกิดพยาธิสภาพของโรคท่อน า้ดี
ตีบตนั แต่อย่างไรก็ตามสาเหตขุองการเกิดโรคก็ยงัคงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมเน่ืองจากปัจจัย
ทางด้านพนัธุกรรมเพียงอย่างเดียวไม่สามารถสรุปได้ว่าสาเหตขุองโรคเกิดจากการกลายพนัธุ์ของ
ยีนดงักลา่ว   

ตอ่มาในปี ค.ศ. 2010 Lee et al. [52] ได้ท าการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
ยีน vascular endothelium growth factor (VEGF) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 45 
ราย, สมาชิกในครอบครัวของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 40 ครอบครัว และกลุ่มควบคุม
จ านวน 160 ราย ส าหรับยีน VEGF เป็นยีนท่ีมีบทบาทในการกระตุ้ นกระบวนการเกิด 
vasculogenesis และ angiogenesis นอกจากนัน้ยังพบว่ายีน VEGF มีผลต่อการเพิ่มการ 
migration และการแบง่ตวัของ endothelial cell ด้วย ผลการวิเคราะห์พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัมีการกระจายตวัของจีโนไทป์ CC และอลัลีล C ท่ีต าแหน่ง +936 ความถ่ีสงูกว่าในกลุ่ม
ควบคมุอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 และพบการกระจายของจีโนไทป์ 
CC และอลัลีล C ท่ีต าแหนง่ +936 ในกลุ่มสมาชิกครอบครัวของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัสงูกว่าใน
กลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ในการศกึษาครัง้นี ้Lee et al. จึงได้อธิบายว่าลกัษณะทาง
พนัธุกรรมในยีน VEGF ท่ีบริเวณ +936 ลกัษณะจีโนไทป์ CC และอลัลีล C จะมีผลตอ่การเพิ่ม
ความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตัน และลักษณะดังกล่าวอาจจะมีการถ่ายทอดลักษณะ
พนัธุกรรมทางสายเลือดด้วย 
  จากข้อมลูข้างต้นจะเห็นได้ว่ามีงานวิจยัมากมายท่ีได้ศกึษาเก่ียวกบัลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของยีนตา่งๆกบัความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั  การอกัเสบท่ีเกิดขึน้ในตบัมีผล
ตอ่การเพิ่มความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั  เพราะฉะนัน้ด้วยเหตนีุจ้ึงเช่ือว่าสาเหตสุ่วน
หนึ่งในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตันน่าจะมีความสัมพันธ์กับการอักเสบท่ีเกิดขึน้ท่ีตับ เน่ืองจาก
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กระบวนการดังกล่าวจะส่งผลท าให้ไปขัดขวางการไหลของน า้ ดีท าให้เกิดการคั่งของน า้ดีและ
ก่อให้เกิดพังผืดสะสมในตบั  จากเหตผุลดงักล่าวผู้ วิจัยจึงสนใจท่ีจะท าการศึกษาความสมัพนัธ์
ระหวา่งลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin กบัการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ถึงแม้ว่าโปรตีน
adiponectin จะเป็นโมเลกุลท่ีบทบาทเก่ียวกับการควบคุมระดบัฮอร์โมน insulin และการเผา
ผลาญไขมันในร่างกายแต่ก็มีรายงานการศึกษาพบว่า adiponectin มีบทบาทท่ีสัมพันธ์กับ
กระบวนการอกัเสบและการเกิดพงัพืดสะสมในตบัด้วย 

Adiponectin 

โปรตีน adiponectin เป็นสารท่ีหลัง่ออกมาจากเนือ้เย่ือไขมนั (adipose tissue) 
จดัอยู่ในกลุ่ม adipocytokines ท าหน้าท่ีเสมือนเป็นฮอร์โมนชนิดหนึ่ง adiponectin มีหน้าท่ี
ส าคญัเก่ียวกบักระบวนการเผาผลาญไขมนัในร่างกาย นอกจากนีย้งัสามารถควบคมุและปรับการ
ท างานของฮอร์โมนอินซูลินให้มีความเหมาะสมซึ่งจะตอบสนองตอ่ภาวะ insulin sensitivity  ได้
เป็นอยา่งดี โปรตีน adiponectin มีบทบาทในการตอ่ต้านปฏิกิริยาการอกัเสบ (anti-inflammation) 
ท่ีเกิดขึน้, ต่อต้านภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตวั (anti- atherosclerosis) และมีความสมัพนัธ์กับ
การเกิดภาวะพงัผืดสะสมในตบัด้วย [53] 

ส าหรับการค้นพบยีน adiponectin ในมนุษย์นัน้ได้ท าการทดลองโดยการโคลน
ยีนจาก  adipose tissue  ตอ่จากนัน้จะท าการศกึษาดลู าดบัเบสใน  adipose tissue  ซึ่งบริเวณท่ี
จะพบความถ่ีของล าดับเบสในยีนนั น้จะต้องท าการศึกษาในขัน้ตอนของกระบวนการ 
transcription ก่อนท่ีจะท่ียีนจะเกิดกระบวนการ translation ออกมาเป็นโปรตีน  และโปรตีนท่ีถูก
แยกออกมาจากซีรัมจะถกูท าให้บริสทุธ์ิโดยการไปจบักบั gelatin  จึงได้ตัง้ช่ือว่า  gelatin-binding 
protein of 28 kDa (GBP28)  ภายหลงัจากการค้นพบยีน adiponectin ในปีค.ศ. 1995  ได้มี
งานวิจัยเก่ียวกับยีน  adiponectin ออกมาให้ท าการศึกษาเป็นจ านวนมาก ผลจากรายงาน
การศึกษาพบว่า adiponectin มีความสมัพนัธ์กับโรคอ้วนโดยพบว่าความอ้วนจะส่งผลให้ระดบั
ของ adiponectin  ลดต ่าลงและเป็นปัจจยัเส่ียงในการน าไปสู่โรคเบาหวานประเภทท่ี 2 (Type 2 
diabetic)  และโรคหลอดใจและหลอดเลือดได้  (coronary artery disease, CAD)  และในปี ค.ศ. 
1999  ได้มีการศกึษากระบวนการตอ่ต้านภาวะหลอดเลือดหวัใจแข็งตวั (antiatheroslerotic)  จาก
การศึกษาบทบาทของ adiponectin แสดงให้เห็นว่า adiponectin จะไปยับยัง้การเกาะติดของ
โมเลกลุ  monocyte ท่ี arotic endothelial cell และจะไปหยดุกระกวนการเปล่ียนแปลงรูปร่างของ 
macrophage ในการสร้าง foam cell ตอ่มาก็ได้มีการค้นพบความผิดปกติของ vascular ในหนท่ีู
มีภาวะพร่อง adiponectin โดยลกัษณะดงักล่าวจะมีผลต่อการแบ่งตวัของ vascular smooth 
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muscle cells ท าให้หลอดเลือดแดงเกิดความผิดปกติ เวลาถดัมาในปีค.ศ. 2001 ได้มีการศกึษาใน
ผู้ ป่วยโรคอ้วนพบว่าระดบัของโปรตีน adiponectin ในเลือดท่ีลดลงนัน้มีความสมัพนัธ์กับความ
เส่ียงในการเกิดโรคอ้วน (obese) และภาวะดือ้ต่อฮอร์โมนอินซูลิน (insulin resistance) ซึ่งจะ
น าไปสู่โรคเบาหวานประเภทท่ี 2 (type 2 diabetic, T2D) เป็นท่ีน่าสงัเกตว่าสมมติฐานหลกัท่ี
สนบัสนนุวา่ระดบั adiponectin ในเลือดท่ีต ่าลงนัน้จะมีความสมัพนัธ์กบัการตอบสนองตอ่ความไว
ของอินซูลิน  (insulin sensitivity)  ซึ่งการแสดงออกของ adiponectin ในหนท่ีูได้รับการ knock 
out ยีน adiponectin จะเก่ียวข้องกับระบบเมตาบอลิซึมผลการศึกษาสอดคล้องกบัสมมติฐาน
ดงักลา่ว [53]   

การแสดงออกของ adiponectin ถูกควบคุมโดยสารหลายชนิด เช่น insulin, 
corticoids, catecholamines, adhesive molecules, cytokine,  adipocytokines, estrogens, 
androgens, prolactin, IGF-1, และ PPAR-gamma เป็นต้น [54]     

Adiponectin ถกูถอดรหสัออกมาจากยีน APM1 หรือ ACDC หรือ ADIPOQ โดย
ตัง้อยู่บนโครโมโซมท่ีต าแหน่ง 3q27 ซึ่งจะประกอบไปด้วย 3 exons ท่ีบริเวณ exon 1 และบริเวณ
exon 2 อยู่ในต าแหน่งท่ี 76 และ 222 bp ตามล าดบั  และท่ีต าแหน่งตรงกลางระหว่าง 2 exon นี ้
จะเป็นส่วนของ  intron 1 ขนาดประมาณ  10.30 kb  ส าหรับบริเวณ exon 3 มีขนาดประมาณ  
4.28 kb เม่ือยีนเกิดกระบวนการ translation จะเร่ิมจากบริเวณ exon 2 ไปจนถึงปลายด้านท่ี
สิน้สดุของบริเวณ exon 3 [55]    

 

  รูปภาพท่ี 4   ลกัษณะโครงสร้างทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin [55] 

โครงสร้างระดับโมเลกุลของ adiponectin 

  Adiponectin เป็นโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 30 kDa มีล าดบัเบสอยู่บนยีน 
APM1 ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนจ านวน 247 amino acid [57] โมเลกุล adiponectin 
ประกอบด้วย 4 สว่น ได้แก่ สว่นท่ี 1 เป็นล าดบักรดอะมิโนท่ีรับสญัญาณอยู่ด้าน N–terminal, ส่วน
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ท่ี 2 เป็น hypervariable region สัน้ ๆ, ส่วนท่ี 3 เป็น collagenous domain และส่วนสดุท้ายเป็น 
globular domain อยูท่างด้าน C-terminal [58] ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 5 

 

  รูปภาพท่ี 5   ลกัษณะของโครงสร้างของ adiponectin [58] 

ลกัษณะโครงสร้างของ adiponectin จะมีรูปร่างคล้ายกบั complement 1q และ collagen VIII 
และ collagen X แต่เม่ือศึกษาลักษณะโครงสร้างในรูปแบบ 3 มิติ พบว่ามีลกัษณะคล้ายกับ

โครงสร้างของ tumor necrosis factor- (TNF-)  โดยอยู่ในรูปของ homomultimer โครงสร้าง
พืน้ฐานของ adiponectin จะอยู่ในรูป homotrimer ประกอบด้วย subunit ขนาด 30 kDa จ านวน 
3 subunit โดยรูปร่าง trimer จะมีขนาดพอดีกบัร่อง disulfide bond ท่ีอยู่ในส่วน collagen ของ 
monomer เม่ือ monomer แตล่ะอนัรวมตวักนัจะกลายเป็นโครงสร้างท่ีใหญ่ขึน้เหมือนช่อดอกไม้
เรียกว่า low-molecular weight ( LMW) ซึ่งก็คือโครงสร้างท่ีเรียกว่า hexamer มีขนาด 180 kDa 
ถ้า monomer จ านวน 16 – 18 monomer มารวมกันจะมีลกัษณะโครงสร้างท่ีเรียกว่า high 
molecular weight (HMW) มีขนาดมากกวา่ 400 kDa [58] ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 6 

 

  รูปภาพท่ี 6   การรวมตวักนัของโมเลกลุ adiponectin ในรูปแบบตา่ง ๆ [58]   

Adiponectin และ adiponectin receptor 

  การท างานของ adiponectin จะต้องเกิดจากการจับกันระหว่างโมเลกุลของ 
adiponectin กับ adiponectin receptor เพ่ือกระตุ้นให้เกิดตอบสนองต่อกระบวนการต่างๆ
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ภายในเซลล์เป้าหมาย ส าหรับการศกึษาเก่ียวกบั adiponectin receptor พบว่ามีโครงสร้างอยู่ 2 
แบบ คือ adipoR1 และ adipoR2 โดยท่ี adipoR2 จะมีลักษณะโครงสร้างท่ีคล้ายคลึงกับ 
AdipoR1 คือประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณร้อยละ 67 เช่นเดียวกนั ส าหรับ adipoR1 อยู่บน
โครโมโซม 1p36.13-q41 จะพบว่าในกล้ามเนือ้ลายจะมีการแสดงออกของ adipoR1 สงูในอวยัวะ
อ่ืนๆ ส าหรับ adipoR2 อยูบ่นโครโมโซม 12p13  และพบการแสดงออกของ adipoR2 ส่วนใหญ่ใน
ตบั  จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า adiponectin receptor นัน้จะมีแสดงออกใน -cell ของตบั
อ่อนซึ่งมีความสมัพนัธ์กับการตอบสนองต่อภาวะ insulin sensitivity การควบคมุการแสดงออก
ของ adiponectin receptor พบว่าอาจจะถูกควบคุมโดยกรดไขมนัในร่างกาย นอกจากนัน้ยัง
พบว่า growth hormone มีบทบาทในการควบคมุการแสดงออกของ adipoR2 ในเซลล์ 3T3-L1 
adipocyte ด้วย 
  Adiponectin receptors ทัง้ adipoR1 และ adipoR2 จะอยู่ในรูปของ integral 
membrane protein โดยท่ีปลายด้าน N-terminal จะอยู่ในส่วนของ internal membrane และ
ปลายด้าน C-terminal จะอยู่ในส่วนของ external membrane ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 7 ซึ่งมี
ลกัษณะตรงข้ามกบัถ่ายภาพโมเลกลุของ G-protein coupled receptors ท่ีได้มีรายงานไว้ว่าทัง้ 
adipoR1 และ adipoR2 จะมีลกัษณะโครงสร้างแบบ homomultimers และ heteromultimers 

 

  รูปภาพท่ี 7   ลกัษณะโครงสร้างของ adiponectin receptors (adipoR1 และ 
adipoR2) [59] 

 ต่อจากนัน้เม่ือท าการวิเคราะห์ด้วย scatchard plot พบว่า adipoR1 เป็น 
receptor ท่ีมีความจ าเพาะกบั globular adiponectin และ adipoR2 ก็จะเป็น receptor ท่ีมี
ความจ าเพาะส าหรับ full-length adiponectin ข้อสรุปดงักล่าวเกิดจากการศกึษาการควบคมุการ
แสดงออกของ adipoR1 ด้วย small interfering RNA (siRNA) ซึ่งพบว่า adipoR1 มีผลไปกระตุ้น
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กระบวน fatty-acid oxidation เม่ือจบักบั glubular adiponectin  และ adipoR2 จะมีผลไป
กระตุ้นกระบวนการ fatty-acid oxidation เม่ือจบักบั full-length adiponectin  

เม่ือ adiponectin จบักบั adiponectin receptors ทัง้ adipoR1 และ adipoR2 

จะมีผลไปกระตุ้นการท างานของ AMPK, กระตุ้นการท างานของ PPAR- ligand, กระตุ้น
กระบวนการ fatty-acid oxidation ในตบัและกล้ามเนือ้ลาย, กระตุ้นกระบวนการ glucose 
uptake ในกล้ามเนือ้ลาย นอกจากนีย้งัมีผลไปยบัยัง้กระบวนการ gluconeogenesis ในตบั ดงั
แสดงในรูปภาพท่ี 8 

  

 

  รูปภาพท่ี 8   การส่งสญัญาณของ adiponectin receptors (adipoR1 และ 
adipoR2) [60] 

กลไกการแสดงออกทางชีวเคมีของ  adiponectin 

Adiponectin กระตุ้น adenosine monophosphate activated protein kinase 
(AMPK):  การท างานของ adiponectin สามารถเพิ่มกระบวนการสลายของกรดไขมนั  และลด
กระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนั โดยการกระตุ้นผ่าน AMP-activated protein kinase (AMPK)  
เม่ือ AMPK ถกูกระตุ้นจะมีผลไปกระตุ้นกระบวนการ phosphorylation ของ acetyl coenzyme A 
carboxylase (ACC)  เม่ือ ACC ถกูเติมหมู่ฟอสเฟตจะไปลดการสร้าง malonyl-CoA มีผลยบัยัง้ 
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allosteric inhibitor  ของ carnitine palmitoyl transferase 1 (CPT-1) และไปเพิ่มการออกฤทธ์ิ
ของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการสลายกรดไขมนั เป็นต้น  ซึ่งกระบวนการดงักล่าวจะมีผลไป
เพิ่มกระบวนการสลายกรดไขมนั ท าให้ระดบัของ triglyceride ท่ีสะสมในกล้ามเนือ้และในตบัลด
น้อยลง [61] 

Adiponectin กระตุ้น PPAR- : peroxisome proliferator-activated 

receptor-alpha (PPAR-) เป็น transcription factor ท่ีควบคมุขัน้ตอนการ transcription ของ
ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างเอนไซม์ในกระบวนการสลายกรดไขมนั เช่น FATP, acyl-CoA oxidase 

(ACOX)  และ  long chain acyl-CoA synthetase (LCAS) เป็นต้น เม่ือ PPAR- ท่ีถกูกระตุ้น
โดย adiponectin จะมีผลไปยบัยัง้กระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนัและไปเพิ่มกระบวนการสลาย

กรดไขมนัได้ นอกจากนัน้การกระตุ้น PPAR- จะสามารถป้องกนัการเกิดภาวะไขมนัสะสมในตบั 
(hepatic steatosis) ได้อีกด้วย [61] 

 

รูปภาพที่ 9   การสง่สญัญาณของ adiponectin ท่ีกระตุ้นการท างานของ AMPK 

และ PPAR- [61]  

Adiponectin กับบทบาท anti-inflammation : เน่ืองจาก adipoenctin  มีผลไป

ยบัยัง้การท างานของ tumor necrosis factor-alpha (TNF-) โดยไปยบัยัง้กระบวนการ IB 

phosphorylation ซึง่จะเก่ียวข้องกบั nuclear factor-B pathway ส าหรับการอกัเสบของ 

endothelial cell จะตอบสนองผา่น cAMP-protein kinase A และ NF-B pathway การสะสม
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ของ cAMP และถกูยบัยัง้โดย adenyl cyclase และ protein kinase A (PKA) inhibitors 

กระบวนการดงักลา่วเกิดขึน้โดยมี TNF- เป็นตวักลางในการกระตุ้น นอกจากนี ้adiponectin จะ
ไปลดการเกาะตดิของโมเลกลุภายในเซลล์ของ molecule-1 และการเกาะติดของ E-selesctin โดย

มีผลไปยบัยัง้การท างานของ TNF-  ด้วยการไปยบัยัง้กระบวนการ IB phosphorylation  ซึง่

เก่ียวข้องกบั nuclear factor-B โดยท่ี adiponectin จะไปยบัยัง้การเกาะตดิของ monocyte ใน 
endothelial  cell [62]   

นอกจากนี ้Adiponectin จะไปลดการแสดงออกของ scavenger receptor class 
A-1 ของ macrophage ผลก็คือท าให้ไปลดการน า oxidized LDL เข้าสูเ่ซลล์ได้น้อยลง ส าหรับ
บทบาทของ adiponectin กบั anti-inflammation ยงัเก่ียวข้องกบั Toll-like receptor-4 (TLR-4) 
signaling pathway ใน macrophage ซึง่มีผลไปยบัยัง้การแสดงออกของ Toll-like receptor-4 
(TLR-4) แตก่ลไกการท างานยงัไมส่ามารถอธิบายได้อยา่งชดัเจน adiponectin สามารถยบัยัง้การ

สร้าง cytokine ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการอกัเสบ เชน่ TNF-, interlukin-6 (IL-6) เป็นต้น  ทัง้ 

TNF- และ IL-6 เป็น cytokine ท่ีหลัง่มาจาก hepatic stellate cell (HSC)  โดยเกิดจากการ
กระตุ้นของ lipopolysaccharide (LPS) ร่วมกบัการท างานของ interlukin-10 (IL-10) 
กระบวนการเกิด transformation ของ  HSC ใน myofibroblasts  เป็นกญุแจส าคญัในขัน้ตอนการ
เร่ิมต้นกระบวนสร้างพงัผืดระหวา่งท่ีตบัได้รับความเสียหาย การกระตุ้นของ HSC จะมีผลท าให้ไป
เพิ่มการสะสมของเซลล์ใน extracellular matrix ซึง่การแสดงออกของ adiponectin receptor ทัง้ 
adipoR1 และ adipoR2 ใน extracellular matrix ก็จะเพิ่มขึน้ด้วย จากกระบวนการดงักลา่วสง่ผล
ท าให้เกิดการอกัเสบเกิดขึน้ท่ีตบัและท าให้เกิดการสร้างพงัผืดสะสมในตบั [61] 

บทบาทของ adiponectin ที่มีผลต่อ mitochondria : จากการศกึษาของ Zhou 
et al. [63] พบว่าในหนท่ีูมีภาวะพร่อง adiponectin จะมีการสะสมของไขมันเพิ่มมากขึน้ภายใต้
สภาวะท่ีปกติ สิ่งท่ีพบชีใ้ห้เห็นว่าการเกิดภาวะไขมนัสะสมในตบั (hepatic steatotic) อาจจะ
เก่ียวข้องกับการควบคมุการแสดงออกของยีนหรือโปรตีนใน mitochondria ท่ีท างานได้ไม่เต็ม
ประสิทธิภาพ adiponectin มีบทบาทในการช่วยซ่อมแซมระบบการท างานของ mitochondria 
respiratory chain (MRC) ส าหรับโมเลกุลใน MRC จะมีบทบาทโดยตรงในการควบคมุระบบ 
intracellular ROS activities, ป้องกันการสะสมของไขมัน และยับยัง้กระบวนการ lipid 
peroxidation ในตบั การลดลงของ MRC จะมีผลไปเพิ่มการสร้าง reactive oxygen species 
(ROS) ซึง่จดัเป็นอนมุลูอิสระท่ีส าคญัตอ่ร่างกายมีบทบาทในการท าลายโมเลกลุและโครงสร้างของ
เซลล์ท่ีอยูใ่กล้เคียงกบัโมเลกลุ ROS ปฏิกิริยาท่ีส าคญัคือ ปฏิกิริยาระหว่างอนมุลูอิสระกบัสายของ
กรดไขมนัท่ีอยู่ท่ีผนงัเซลล์ โดยเฉพาะผนงัของ mitochondria ท่ีเป็นต าแหน่งท่ีเกิดการหายใจ
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ระดับเซลล์ ส่งผลท าให้สายโมเลกุลของกรดไขมันท่ีผนังเซลล์ถูกท าลายหรือผิดรูปร่างไป 
นอกจากนีย้งัเป็นสาเหตขุองการเกิดภาวะ steatohepatitis, necrosis, inflammation และ liver 
fibrosis การเพิ่มกระบวนการสังเคราะห์ mitochondrial ROS formation ในผู้ ป่วย 
steatohepatitis มีผลท าให้เกิดการท าลาย mitochondria DNA (mtDNA) และ respiratory chain 

polypeptides โดยไปกระตุ้น nuclear factor kappa-B (NF-B) และไปเพิ่มการสร้าง TGF- ใน
ตบั [64] จากการศึกษาของ Negre-Salvayre et al. [65] ท่ีได้ท าการวิเคราะห์บทบาทของ 
adiponectin ใน mitochondria ท่ีมีผลตอ่การท างานของโมเลกลุ uncoupling protein 2 (UCP2) 
ในหนท่ีูอยู่ในภาวะขาดโมเลกลุ UCP2 ผลการศกึษาพบว่าการกระตุ้นของ adiponectin จะมีผล
ท าให้การท างาน MRC จะลดน้อยลงและพบการแสดงออกของโมเลกุล UCP2 จึงสรุปได้ว่าการ
แสดงออกของโมเลกุล UCP2 ท่ีเพิ่มขึน้อาจมีส่วนเก่ียวข้องกับการกระตุ้ นการท างานของ 
adiponectin ใน mitochondria ดงัแสดงในรูปท่ี 10  

 

  รูปภาพท่ี 10  บทบาทของ adiponectin กบัการป้องกนัการเกิด liver injury [61]   

การศกึษาตอ่มาของ Bai  et al. [66] พบว่าโมเลกลุ UCP2 มีบทบาทในการไป
ยบัยัง้การสร้าง pro-inflammatory cytokines ทัง้ใน macrophage และ kupffer cells จาก
กระบวนการดงักล่าวท าให้ทราบว่าโมเลกุล UCP2 เป็นโมเลกุลท่ีมีประโยชน์ในการรักษา fatty 
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liver diseases โดยจะมีการท างานร่วมกับ adiponectin ท่ีจะช่วยในการต่อต้านการเกิดพยาธิ
สภาพของโรคได้ ส าหรับรายละเอียดของกลไกการท างานของ adiponectin กบัการกระตุ้น UCP2 
นัน้ยงัไมส่ามารถอธิบายได้อยา่งชดัเจน 

Adiponectin Hypothesis 

ส าหรับสมมติฐานของ adiponectin  กบัระดบัของ  adiponectin  ท่ีลดลงนัน้เกิด
ได้จากปัจจยัหลายประการ  ไม่ว่าจะเป็นปัจจยัทางพนัธุกรรมจากรูปแบบของยีน  adiponectin  ท่ี
ท าให้เกิดความหลากหลายทางพนัธุกรรม (single nucleotide polymorphisms, SNPs) และ
ปัจจยัท่ีเกิดจากสิ่งแวดล้อมท่ีเป็นสาเหตใุนการกระตุ้นท าให้เกิดโรคตา่งๆ  เช่น  อาหารท่ีมีไขมนัสงู 
เป็นต้น ส าหรับการแสดงออกของ adiponectin ท่ีลดลงนัน้เป็นผลมาจากการส่งสญัญาณของ 
adiponectin receptors  ท่ีลดลงเน่ืองจากมีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัการเกิดโรคเข้ามาเก่ียวข้อง 

จากสมมติฐานของ adiponectin ท่ีว่าระดบัของ adiponectin  ท่ีลดลงอาจมี
สาเหตุเกิดจากปัจจัยทางด้านพันธุกรรม เช่น ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) บริเวณ intron 2 และการลดลงของระดบั adiponectin อาจ
เก่ียวข้องกับวิธีการด าเนินชีวิตท่ีส่งผลท าให้เกิดโรคต่างๆได้ [58] ในการศึกษาบทบาทหน้าท่ี, 
ลกัษณะทางพนัธุกรรม และระดบัของ adiponectin ท่ีลดลง อาจจะน าข้อมลูมาใช้ในการอธิบาย
กลไกการเกิดโรคท่ีมีสัมพนัธ์กบั adiponectin เช่น การเกิดโรคเบาหวานประเภทท่ี 2, การเกิดโรค 
atherosclerosis, และการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั รวมไปถึงบทบาทในการเป็น anti-inflammation 
และ anti-fibrotic ด้วย  

Adiponectin gene 

Adiponectin gene ตัง้อยู่บนโครโมโชม 3q27  จากตวัอย่างการศกึษาท่ีผ่านมา
พบว่าท่ีต าแหน่ง +276 G/T (rs1501299) บริเวณ intron 2 มีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัระดบัของ
โปรตีน  adiponectin  ในพลาสมาท่ีก่อให้เกิดภาวะ insulin resistance  และการตอบสนองตอ่
ความไวของโรคเบาหวานประเภทท่ี 2  จากการศกึษากลุ่มตวัอย่างท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GG จะมี
ปริมาณของโปรตีน adiponectin ในพลาสมาต ่ากวา่ผู้ ท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ TT และในกลุ่มตวัอย่าง
ท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีความเส่ียงในการเป็นโรคเบาหวาน
ประเภทท่ี 2  เพิ่มขึน้ ซึ่งคา่ odd ratio ท่ีค านวณได้มีคา่มากกว่า 2 เท่า และจากการศกึษาทดลอง
ในหลายชนชาติได้พบความสมัพนัธ์ของ  adiponectin  กบัการเกิดโรคเบาหวานประเภทท่ี 2 ซึ่ง
ผลการศกึษามีความคล้ายคลึงกนั ตวัอย่างเช่น การศกึษาในชาวเยอรมนัและชาวอเมริกนัพบว่าท่ี
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ต าแหน่ง +276 G/T (rs1501299)  และ +45T/G (rs2241766)  มีความสมัพนัธ์กบัโรคอ้วนและ
ภาวะ insulin resistance ส าหรับการศึกษาในชาวฝร่ังเศสท่ีต าแหน่ง SNP-11377  และ SNP-
11391 ท่ีอยู่ในบริเวณ promoter ของยีน adiponectin พบว่ามีความสัมพันธ์กับภาวะ 
hypoadiponectinemia และโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ผลการศึกษาเหล่านีไ้ด้สนับสนุนสมมติฐาน
ท่ีวา่ยีน adiponectin มีบทบาทส าคญัในการก่อให้เกิดพยาธิสภาพของโรค [58]    

จากรายงานการศึกษาทัง้หมดท่ีได้กล่าวมาในข้างต้นนัน้ชีใ้ห้เห็นว่าการศึกษา
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ซึ่งมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบและการเกิดพงัผืด
ในตบั [61] อาจมีความสมัพนัธ์กับการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ดงันัน้ในการศกึษานีจ้ึงได้สนใจท่ีจะ
ศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45 T/G (rs2241766) บริเวณ 
exon 2 และ +276 G/T (rs1501299) บริเวณ intron 2  ในกลุ่มผู้ ป่วยเด็กโรคท่อน า้ดีตีบตนั  เพ่ือ
น าข้อมลูท่ีได้มาใช้ในการประกอบการอธิบายสาเหตทุางพนัธุกรรมกบัความเส่ียงในการเกิดพยาธิ
สภาพของโรคทอ่น า้ดีตีบตนั  

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin  

จากการศกึษาของ Tokushige et al. [67]  ท่ีท าการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรม
ของยีน  adiponectin ในผู้ ป่วยโรค non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) ในกลุ่มตวัอย่าง
ท่ีเป็นประชากรชาวญ่ีปุ่ น โรค NAFLD หรือโรคไขมันพอกท่ีตับเป็นโรคท่ีมีไขมันโดยเฉพาะ 
triglyceride อยู่ในเซลล์ตบัโดยท่ีไม่ได้ด่ืมสุรา เน่ืองจากการด่ืมสรุานานก่อให้เกิดการสะสมของ
เซลล์ไขมนัในตบั ในการศกึษาครัง้นี ้Tokushige  et al. ได้ท าการศกึษายีน adiponectin บริเวณ 
exon 2 ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และบริเวณ intron 2 ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค NAFLD จ านวน 119  ราย และในกลุ่มควบคมุท่ีไม่ได้เป็นโรค  
NAFLD จ านวน 115  ราย ผลการศกึษาพบว่าท่ีต าแหน่ง  +276 G/T (rs1501299)  ในกลุ่มผู้ ป่วย
โรค  NAFLD  มีการกระจายตวัของจีโนไทป์ GG  ความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มควบคมุ แตเ่ม่ือน าของทัง้ 
2 กลุ่มมาวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ และเม่ือน ามาวิเคราะห์โดยท า
การวิเคราะห์แยกประเภทของเพศจะพบว่าท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ท่ีมีลกัษณะจีโน
ไทป์ GG  ท่ีพบในเพศหญิงมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ   เม่ือท าการ
วิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเป็นโรค NAFLD  ในเพศหญิงกบัในกลุ่มควบคมุเพศ
หญิง  เช่นเดียวกันกับท่ีต าแหน่ง  +45T/G (rs2241766) ได้ท าการวิเคราะห์โดยแบ่งกลุ่มตาม
ระดบัความรุนแรงของกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเกิดภาวะ fibrosis ในระดบัความรุนแรงแตกต่างกนั  พบว่าท่ี
ต าแหน่ง  +45 T/G (rs2241766) ลกัษณะจีโนไทป์ GG มีความสมัพนัธ์กบัความเส่ียงในการเกิด  



 
 

35 

fibrosis  ในระดบัรุนแรงมากกว่าผู้ ป่วยท่ีมีภาวะ fibrosis ในระดบัท่ีรุนแรงน้อยกว่าอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ   โดยท าการวิเคราะห์ร่วมกับความแตกต่างทางเพศ  อายุ  ค่าดชันีมวลกาย 
(body mass index, BMI)  คา่  HOMA-IR  และระดบัของโปรตีน adiponectin  ร่วมด้วย  ท าให้
บอกได้ว่าลกัษณะจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง  +45 T>G (rs2241766) เป็นปัจจยัหนึ่งของการท าให้
เกิด liver fibrosis ในระดบัท่ีรุนแรง  อยา่งไรก็ตามการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมกบัการเกิดโรค
นัน้อาจจะไม่ได้เป็นเพียงปัจจัยเดียวท่ีจะสามารถก่อให้เกิดโรคขึน้ได้  ในการเกิดพยาธิสภาพ
ประกอบด้วยหลายปัจจยัทัง้จากลกัษณะทางพนัธุกรรมและสิ่งแวดล้อมภายนอกท่ีเป็นตวักระตุ้น
ท าให้เกิดอาการของโรค  

นอกจากนัน้แล้วยงัมีการศกึษาของ Musso et al. [68]  ท่ีได้ท าการศกึษายีน  
adiponectin  ในผู้ ป่วยท่ีเป็นโรค  nonalcoholic  steatohepatitis  (NASH)  ส าหรับโรค  NASH  
มีลกัษณะการด าเนินไปของโรคและสาเหตขุองการเกิดโรคคล้ายกับโรค  NAFLD  แตมี่ข้อแตกตา่ง
กนัตรงท่ีโรค NASH  จะมีอาการของตบัอกัเสบเกิดร่วมด้วย  ซึ่งการเกิดตบัอกัเสบสามารถพฒันา
และอาจน าไปสู่ภาวะตบัแข็งได้  ในการศกึษาของ  Musso et al. ได้ท าการวิเคราะห์ลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ  +276G/T (rs1501299)  
เชน่เดียวกนั  ผลจากการศกึษาพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเป็นโรค NASH มีการกระจายตวัของจีโนไทป์ 
TT ท่ีต าแหน่ง  +45T/G (rs2241766)  ความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
และท่ีต าแหน่ง  +276G/T (rs1501299) พบการกระจายตวัจีโนไทป์ GG มีความถ่ีสงูกว่าในกลุ่ม
ควบคมุและมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ จากผลการศกึษาดงักล่าว Musso et al.  
ได้สรุปว่าลกัษณะจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และลกัษณะจีโนไทป์ GT/TT  ท่ี
ต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) จะพบมากในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการท่ีรุนแรงมากกว่าลกัษณะจีโน
ไทป์แบบอ่ืนๆ  ถึงอยา่งไรก็ตามข้อมลูท่ีได้ก็ยงัไมส่ามารถใช้บอกถึงสาเหตท่ีุแท้จริงของการเกิดโรค
แตส่ามารถน าข้อมลูมาช่วยสนบัสนนุว่าปัจจยัทางพนัธุกรรมอาจจะเป็นสาเหตสุ่วนหนึ่งในการก่อ
โรคได้  นอกจากนีย้งัสามารถน าข้อมูลมาใช้เป็นแนวทางในการป้องกันการเกิดโรคในอนาคตได้
เชน่เดียวกนั 

Single nucleotide polymorphism (SNP) 

  Single Nucleotide Polymorphism (SNP) คือ ความแตกต่างหรือความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในแต่ละบุคคลมีล าดับเบสต่างกันเพียงต าแหน่งเดียว ณ ต าแหน่ง
เดียวกนัของยีนบนโครโมโซม เป็นความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ีพบได้บอ่ยโดยมีการประมาณ
ว่าจะพบ SNP ในทุกๆหนึ่งพนัเบส แต่จ านวน SNP ทัง้หมดยงัไม่สามารถระบไุด้แน่ชดั คาดว่า
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น่าจะอยู่ในช่วง 3–4 ล้านเบสตลอดจีโนมมนษุย์ SNP เป็นความแตกตา่งของล าดบัเบสเพียงหนึ่ง
ต าแหน่ง โดย 2 ใน 3 ของ SNP ท่ีพบจะเป็นการเปล่ียนจากเบสไซโตซีน (cytosine C หรือ C) ไป
เป็นเบสไทมีน (thymine หรือ T) ความแตกตา่งของล าดบัเบสท่ีพบแม้เพียง 1 ต าแหน่งนีอ้าจส่งผล
ถึงการแสดงออกของยีน ปริมาณและการท างานของโปรตีนหรืออาจไม่ส่งผลกระทบใด ๆเลย ทัง้นี ้
ขึน้อยูก่บัต าแหนง่ของ SNP บนสายดีเอ็นเอ  
  SNP haplotype คือ สนิปอลัลีล (SNP alleles) หลายๆต าแหน่งท่ีอยู่ใกล้กนับน
โครโมโซมเดียวกนัลกัษณะของ SNP haplotype ในจีโนมของมนษุย์จะกระจายอยู่ทัว่ไปเป็นกลุ่ม
เรียกว่า haplotype block คือ SNP alleles ท่ีอยู่ใกล้กันมีแนวโน้มท่ีจะถูกถ่ายทอดไปด้วยกัน
ทัง้หมดเป็นชุดโดยไม่มีการเปล่ียนแปลง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มประชากรท่ีไม่มีการอพยพ 
เคล่ือนย้าย หรือแต่งงานข้ามเชือ้ชาติ ซึ่งมีโอกาสสูงท่ี  SNP จะถูกถ่ายทอดไปด้วยกันเป็นชุด 
ปรากฏการณ์ท่ี SNP alleles หลายต าแหน่งถูกพบอยู่ด้วยกันในประชากรบ่อยกว่าท่ีจะพบโดย
บงัเอิญ แสดงถึงการถูกถ่ายทอดไปพร้อมๆกนั เรียกว่า SNP เหล่านีมี้ linkage disequilibrium 
(LD) ตอ่กนัและกนัหรืออกันยัหนึง่คือ SNP เป็นลกัษณะอยา่งหนึง่ในกลุม่ประชากร 
  เม่ือพิจารณาต าแหน่งการเกิด SNP ในยีนจะท าให้สามารถแบง่ SNP ได้เป็น 2 
ประเภทคือ SNP ท่ีเกิดขึน้ในส่วนท่ีไม่มีการถอดรหสั (non-coding SNP) และท่ีเกิดขึน้ในส่วนท่ีมี
การถอดรหสั (coding SNP) 
  1.   SNP ที่เกิดขึน้ในส่วนที่ไม่มีการถอดรหัส (non-coding SNP) ได้แก่ 

1.1  Regulatory SNP (rSNP) เป็น SNP ท่ีมีผลในการควบคมุการแสดงออก
ของยีน ซึ่งบอ่ยครัง้เกิดท่ีบริเวณ promoter region ซึ่งมีความส าคญัในการควบคมุการแสดงออก
ของยีนในการสร้างโปรตีนให้มากขึน้หรือลดลง  

1.2   SNP ท่ีเกิดบริเวณรอยตอ่ระหว่าง exon และ intron ท่ีเรียกว่า splicing 
site ท าให้การตดัตอ่ RNA ผิดไปจากเดมิสง่ผลให้จ านวนกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด์ผิดไป 

1.3   Intronic SNP (iSNP) เป็น SNP ท่ีเกิดบริเวณส่วนของ intron จึงมกัไม่
ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง 

2.   SNP ที่เกิดขึน้ในส่วนที่มีการถอดรหัส (coding SNP) ได้แก่ 
2.1   Non-synonymous SNP คือ SNP ท่ีเกิดขึน้ภายในล าดบัเบส 3 ตวัท่ีใช้

ในการแปลรหสักรดอะมิโน (triplet codon) จงึก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงชนิดของกรดอะมิโน 
2.2   Synonymous SNP คือ SNP ท่ีเกิดขึน้ภายในล าดบัเบส 3 ตวัท่ีใช้ใน

การแปลรหสักรดอะมิโนแล้วไมก่่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงชนิดของกรดอะมิโน 
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ปัจจบุนัมีการศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่าง SNP กับลกัษณะทางคลินิกมากมาย 
การศึกษาลกัษณะนีจ้ าเป็นต้องท าการวิเคราะห์ SNP หลายต าแหน่งท่ีอยู่ใกล้กนั ซึ่งการใช้ SNP 
haplotype สามารถลดจ านวน SNP ท่ีต้องวิเคราะห์ลงได้ เน่ืองจากปรากฏการณ์ linkage 
disequilibrium (LD) ท่ีเกิดกับ SNP ทุกต าแหน่งบน haplotype ถ้าทราบเพียง SNP ในบาง
ต าแหนง่บน haplotype นัน้ก็สามารถท านาย SNP ท่ีควรจะเป็นในทกุต าแหนง่ได้ [69] 

การวิเคราะห์หาต าแหน่ง SNPs ด้วยเทคนิค  PCR 

  เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)   Polymerase Chain Reaction 
หรือ (PCR) เป็นเทคนิคส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง และสามารถก าหนดปริมาณ
ได้เองโดยอาศยัหลกัการ DNA Replication ซึง่เป็นการสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอ
ต้นแบบภายในระยะเวลาอนัสัน้ จดุเดน่ของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่าง
เฉพาะเจาะจงโดยมีขัน้ตอนการท างานน้อยและใช้เวลาน้อย จนถึงปัจจุบนันีเ้ทคนิค PCR ได้รับ
การปรับปรุงและพฒันาในหลายๆด้านจนกระทัง่ได้รับการยอมรับวา่เป็นเทคโนโลยีท่ีส าคญัมากตอ่
งานด้านอณูชีวโมเลกุล สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ทัง้กับงานวิจัยทางชีวโมเลกุลและพันธุ
วิศวกรรม เช่น การเพิ่มปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน (gene 
sequencing) การสร้างดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) และการวิจยัประยกุต์ เช่น การศกึษาการ
แสดงออกของยีนจาก mRNA, การสร้างยีนกลายพนัธุ์ (in vitro mutagenesis), การบง่ชีต้ าแหน่ง
กลายพนัธุ์บนยีน (point mutations and deletions) เป็นต้น  
  ส าหรับหลกัการของ PCR ใช้หลกัการพืน้ฐานในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่
จากสายดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบหนึ่งสายด้วยเอนไซม์ DNA poloymerase ซึ่งใช้กนัอยู่ทัว่ไปในการ
ตดิฉลากดีเอ็นเอ และการศกึษาวิเคราะห์ล าดบัเบสแตเ่ทคนิค PCR สามารถสงัเคราะห์ดีเอ็นเอได้
คราวละ 2 สายพร้อมกนัโดยใช้ไพรเมอร์ (primer) 1 คู ่ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขัน้ตอน และหมนุเวียน
ตอ่เน่ืองกนัไป ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมของแตล่ะขัน้ตอน  

ขัน้ที่ 1   Denaturing  เป็นการแยกสาย DNA ท่ีเป็นต้นแบบจากสภาพท่ี
เป็นเส้นคูใ่ห้เป็นเส้นเดี่ยวโดยใช้อณุหภมูิสงู 92-95o C 

ขัน้ที่ 2    Annealing   เป็นขัน้ตอนท่ีลดอณุหภูมิลงและจดัให้ไพรเมอร์ซึ่ง
เป็นดีเอ็นเอสายสัน้ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 14-13 เบส) ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคูส่มกบัดี
เอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบจบัคูก่นั ซึง่นิยมใช้อณุหภมูิในชว่ง 37-60oC 

ขัน้ที่  3 Extension เป็นขัน้ตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดย
สงัเคราะห์ตอ่จากส่วนปลาย 5’ ของไพรเมอร์ตามข้อมลูบนดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบแตล่ะสายโดย
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อาศยัการท างานของเอ็นไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ซึ่งเอ็นไซม์นีส้ามารถ
ท างานได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 72-75oC เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอเรสท่ีใช้ควรจะคงคณุสมบตัิอยู่ได้
ภายใต้สภาวะของปฏิกิริยาตลอดทัง้สามขัน้ตอน [70]  หลกัการท างานของ PCR ดงัแสดงใน
รูปภาพท่ี 11 

 
                                                                                                 (http://www.vcharkarn.com.html) 

  รูปภาพท่ี 11  หลกัการท างานของ PCR ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ 

สารเคมีที่เก่ียวข้องในปฏิกิริยา PCR 

เน่ืองจากการท า PCR เป็นการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ในหลอดทดลองจึงต้อง
มีการเตมิสารเคมีและสารตัง้ต้นท่ีเก่ียวข้องเพ่ือใช้ในการน ามาสร้างเป็นดีเอ็นเอสายใหม่สารเคมีท่ี
ต้องใช้ในปฏิกิริยา PCR มีดงัตอ่ไปนี ้ 

1.  Deoxynucleotides (dNTPs) เป็นนิวคลีโอไทด์ซึ่งเป็นหน่วยย่อยส าหรับ
น าไปสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม ่ 
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2. DNA polymerase เป็นเอนไซม์ส าหรับสังเคราะห์ดีเอ็นเอให้ช่วยเร่ง
ปฏิกิริยาเช่ือมต่อนิวคลีโอไทด์ใหม่เข้ากับไพรเมอร์ซึ่งเป็นดีเอ็นเอเร่ิมต้นสายสัน้ๆโดยปกติจะมี
ความยาวประมาณ 15-30 nucleotides มี GC content ประมาณ 50% หรือมากกว่า การ
ออกแบบ primer ต้องออกแบบ 2 primers โดยท่ี primer หนึ่งออกแบบจากบริเวณปลาย 5' ของ 
ดีเอ็นเอเป้าหมายและอีก primer หนึ่งท่ีปลาย 3' ของดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยมีล าดบัเบสเป็นคูส่ม
กบัดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบของการสงัเคราะห์ในการท า PCR จึงต้องทราบล าดับเบสของดีเอ็นเอท่ี
ต้องการจะเพิ่มจ านวนเพ่ือใช้ในการสร้าง primer จ าเพาะ วิธีการเก็บ primer ให้ใช้งานได้นาน
ท่ีสดุ เม่ือ primer ถกูส่งมาจะอยู่ในรูปแบบ lyophilized primer สามารถเก็บไว้ท่ี -20 oC ประมาณ 
1 ปี แตเ่ม่ือท าการละลาย primer ขึน้มาใช้ด้วย TE buffer แล้ว primer นัน้สามารถเก็บไว้ใช้ได้
ประมาณ 6 เดือน ท่ีอณุหภูมิ -20 oC หรืออณุหภูมิ 4 oC ถ้าละลาย primer ด้วยการเติมน า้กลัน่นัน้
สามารถเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ-20 oC หรืออณุหภูมิ 4 oC ได้น้อยกว่า 6 เดือน ดงันัน้การเก็บ primer ให้
ใช้งานได้นานนัน้ควรเก็บใน TE buffer เพราะคา่ pH ของน า้นัน้เปล่ียนแปลงเป็นกรดได้ง่ายซึ่งคา่ 
pH ดงักล่าวจะสามารถ hydrolyze primer ท าให้ primer ท่ีละลายด้วยน า้กลัน่เก็บไว้ใช้งานได้ไม่
นาน 

3.   PCR buffer   เป็นสารละลายท่ีควบคมุสภาวะของการท าปฏิกิริยาให้
เหมาะสม เชน่ pH และเกลือตา่ง ๆ ซึง่จะต้องมีอนมุูลแมกนีเซียม (Mg++) อยู่ด้วย แมกนีเซียมมีผล
ตอ่การท างานของเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งช่วยเพิ่มปริมาณผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้ และช่วย
ให้เกิดการจบักนัของ primer กบัดีเอ็นเอต้นแบบอย่างจ าเพาะได้ซึ่งจะท าให้ได้ PCR product ท่ีมี
ความจ าเพาะขึน้ 

4.   Template  คือ  ดีเอ็นเอต้นแบบหรือยีนส่วนท่ีต้องการเพิ่มปริมาณหรือ
เป็นตวัอยา่งของดีเอ็นเอท่ีต้องการน ามาตรวจหาดีเอ็นท่ีจ าเพาะ  

สารเคมีท่ีเป็นส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR จะผสมกนัไว้ในหลอดทดลองเล็ก
ปริมาตรสาร 20-100 ไมโครลิตร เม่ือน าหลอดส่วนผสมไปใส่ไว้ในเคร่ืองควบคมุอณุหภูมิท่ีเรียกว่า 
DNA thermal cycler สามารถปรับอณุหภูมิได้ตามโปรแกรมท่ีก าหนดจะเกิดการสงัเคราะห์ดีเอ็น
เอสายใหม่ขึน้ในหลอดเม่ือเกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาท่ีก าหนดจะได้ผลผลิตดีเอ็นเอ
ขนาดท่ีต้องการเป็นจ านวนมาก [70]  

ปัญหาและวิธีการแก้ไขปัญหาของการท าปฏิกิริยา PCR  

-   เม่ือมีการปนเปื้อนของแถบดีเอ็นเออ่ืนนัน้อาจเกิดจากการจับกันอย่างไม่
จ าเพาะระหวา่ง non-specific ของดีเอ็นเอแม่แบบกบั primer ซึ่งอาจต้องท าการเพิ่มอณุหภูมิและ
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เวลาช่วง annealing ให้สงูขึน้ในช่วงการท า PCR รอบแรกๆ จากนัน้จึงลดอณุหภูมิลงหรือเปล่ียน
มาใช้ hot-start enzyme 

-   เกิด primer-dimer อาจแก้ไขโดยออกแบบ primer ให้ไม่สามารถเข้าคูก่ับ
ล าดบัทางปลาย 3’ ของดีเอ็นเอต้นแบบ 

-   ปรับแมกนีเซียมให้ไมส่งูเกินไป 
-   อาจเกิดจากการปนเปือ้นดีเอ็นเออ่ืนระหว่างการท า PCR ซึ่งอาจเปล่ียนมาใช้ 

aerosol-resistant tip หรือ UDG 
-   ดีเอ็นเอแม่แบบอาจเพิ่มปริมาณได้ยากอาจเปล่ียนเป็นเทคนิค PCR  แบบ 

nested PCR หรือ touchdown PCR 
-  บางครัง้มีการเติม UDG ลงไปก่อนการท า PCR นัน้เติมสาร Uracil DNA 

Glycosylase (UDG) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีดึงเบส uracil จากสายดีเอ็นเอโดยการตดั N-
glycosidic bond ท่ีเช่ือมระหว่าง uracil กบั suga-phosphate backbone ท าให้สายดีเอ็นเอไม่มี
เบส uracil เรียกสายดีเอ็นเอนัน้ว่า apyrimidic DNA ซึ่งดีเอ็นเอท่ีเป็น apyrimidic DNA จะถูก
ท าลายเม่ือเพิ่มอณุหภูมิให้สงูขึน้พร้อมกบัสภาวะท่ี pH เป็นดา่ง (ประมาณ pH 8.3) ดงันัน้ในการ
ท า PCR เม่ือเปล่ียนระบบจากท่ีใช้เบส dTTP มาเป็น dUTP จะท าให้ PCR product ท่ีเกิดขึน้มี
เบส uracil แทนที thymidine เรียกว่า dU-PCR product ถ้า dU-PCR product เหล่านีป้นเปือ้น
ไปในการท า PCR ครัง้ตอ่ไป เอนไซม์ UDG จะสามารถท าลาย dU-PCR product ท่ีปนเปือ้นได้ซึ่ง
เป็นวิธีการก าจดัการปนเปือ้นก่อนการท า PCR หนทางหนึง่ [71] 

การวิเคราะห์ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR 

ดีเอ็นเอท่ีเกิดจากปฏิกิริยา PCR ในหลอดทลองจะไม่สามารถมองเห็นด้วยตา
เปลา่ได้ ดงันัน้เพ่ือตรวจหาดีเอ็นเอผลผลิตจะต้องน าตวัอย่างท่ีท า PCR มาแยกหาดีเอ็นเอ โดยใช้
เทคนิคท่ีเรียกว่า agarose gel electrophoresis ซึ่งเป็นการแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าบนแผ่น
วุ้น (agarose gel) โดยระยะทางท่ีดีเอ็นเอสามารถเคล่ือนท่ีไปได้จะขึน้อยู่กบัขนาดของดีเอ็นเอ
และกระแสไฟฟ้าท่ีใช้ ดีเอ็นเอท่ีแยกโดยวิธีนีส้ามารถมองเห็นได้เม่ือย้อมด้วยสีพิเศษซึ่งจะเรืองแสง
เม่ือเจอกบัแสงอลุตร้าไวโอเลต (ultraviolet,UV) 

ส าหรับวิธี electrophoresis จะได้ออกมาเป็นชิน้ส่วนของดีเอ็นเอและน าไปเทียบ
กบั DNA marker ก็จะท าให้รู้ว่าขนาดของดีเอ็นเอ และยงัสามารถดวู่ามีการแตกของเส้น DNA 
หรือไม่ (fragmentation) ถ้ามีการแตกของเส้นดีเอ็นเอก็จะมีขนาด เล็กลง หรือแถบของดีเอ็นเอท่ี
ได้อาจไม่คมชดั  ส าหรับการเกิด smear ซึ่งหมายถึงมีดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียงกนัเกาะกันเป็นปืน้
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ทัง้หมดเกิดจากคุณภาพของดีเอ็นเอไม่ดี ส าหรับดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดีคือควรได้ดีเอ็นเอท่ีมี
ลกัษณะคมชดั 

Agarose gel Electrophoresis 

 Agarose gel electrophoresis เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยกชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดแตกต่างกันออกจากกันด้วยสนามไฟฟ้า ทัง้นีเ้พราะดีเอ็นเอมีประจุลบจากหมู่ฟอสเฟต 
ส าหรับดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ซึ่งมีมวลมากก็จะมีจ านวนประจลุบมากขึน้ด้วย ดงันัน้เม่ือพิจารณา
สัดส่วนของประจุต่อมวลของดีเอ็นเอแล้วจะเป็นค่าคงท่ี หลักการของ agarose gel 
electrophoresis แยกดีเอ็นเอออกจากกนัได้โดยอาศยัแรงเสียดทานการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอแรง
เสียดทานนีข้ึ น้อยู่กับรูปร่างและขนาดของ ดีเอ็นเอโดยท่ีดีเอ็นเอท่ีมีรูปร่างอัดแน่นอย่าง 
supercoiled DNA จะมีแรงเสียดทานน้อย จึงเคล่ือนท่ีได้เร็วกว่า circular DNA และดีเอ็นเอท่ีมี
รูปร่างเป็นแท่งดีเอ็นเอท่ีมีรูปร่างเหมือนกนัอย่างชิน้ดีเอ็นเอรูปแท่งนัน้ ดงันัน้ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็ก
จะเคล่ือนท่ีได้เร็วกวา่ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ซึง่มีแรงเสียดทานการเคล่ือนท่ีมากกว่า [72] 

 
                                      http://www.student.chula.ac.th/~49371019/agarose_gel_electrophoresis.htm 

รูปภาพท่ี 12   การวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  

 

http://www.student.chula.ac.th/~49371019/agarose_gel_electrophoresis.htm
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ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีผ่าน gel ของดีเอ็นเอ 

  ขนาดโมเลกลุของดีเอ็นเอ โมเลกลุขนาดใหญ่จะเคล่ือนท่ีได้ช้ากว่าโมเลกลุขนาด
เล็ก 

รูปร่างของดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะขดเป็นเกลียวจะเคล่ือนท่ีได้เร็วกว่า  ดีเอ็น
เอท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นตรง 

ความเข้มข้นของสารตวักลาง แผ่น gel ท่ีมีความเข้มข้นสงูจะมีช่องว่างระหว่าง
โมเลกลุน้อยท าให้ดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีได้ช้ากวา่แผน่ gel ท่ีมีความเข้มข้นต ่า 

ส่วนประกอบของ electrophoresis buffer   สารละลาย buffer ท่ีใช้ควรมี pH ท่ี
เหมาะสมประมาณ 7.5-8.0 

ความต่างศกัย์ไฟฟ้า ความต่างศกัย์ไฟฟ้าท่ีเหมาะสมในการแยกขนาดดีเอ็นเอ
ควรต ่ากวา่ 5 V/cm 

Loading dye มกัใช้เป็น 5-10% glycerol หรือ sucrose จะท าให้ดีเอ็นเอไม่ฟุ้ ง
กระจาย ส าหรับสีท่ีใช้สว่นใหญ่นิยมใช้ 0.025% bromphenol blue   

สารละลายท่ีใช้ย้อมดีเอ็นเอ สารละลายท่ีใช้ย้อมดีเอ็นเอคือ ethidium bromide 
ท่ีมีความเข้มข้น 1.0 g/ml ซึง่สามารถท าให้แถบของดีเอ็นเอเรืองแสงภายใต้แสง UV  

การย้อมดีเอ็นเอด้วย ethidium bromide 

 การย้อมสีดีเอ็นเอใน agarose gel เดิมนิยมใช้ ethidium bromide ซึ่งสามารถ
แทรกตัวเข้าไปจับอยู่ระหว่างชัน้ของคู่เบสในสายของดีเอ็นเอเกลียวคู่เม่ือถูกกระตุ้นด้วยแสง
อัลตราไวโอเลต จะเห็นดีเอ็นเอเป็นแถบสีส้มแดง (fluorescent radiation) อยู่ในเนือ้ gel  
เน่ืองจาก ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็งปัจจบุนัจึงมีการพฒันาสีย้อมชนิดอ่ืนๆท่ีมีความ
ปลอดภยัตอ่สขุภาพมากขึน้  

ในปัจจุบนัจึงนิยมย้อมด้วย AgNO3 แต่กระบวนการย้อมสีค่อนข้างซบัซ้อนใช้
เวลานาน และต้องการความช านาญมากกวา่การย้อมสีด้วย ethidium bromide โดยดีเอ็นเอจะถกู
เช่ือมโยงข้าม (crosslink) กบัเนือ้ gel ด้วยกรดแอซีติกแล้วจึงย้อมด้วย AgNO3 โดยดีเอ็นเอจะจบั
กบั Ag+ แล้วจึงท าปฏิกิริยารีดกัชนั (reduction) ด้วย formaldehyde ในสภาพท่ีเป็นดา่งเกิดเป็น
โลหะ Ag ขึน้ และดีเอ็นเอจะย้อมติดสีน า้ตาลเข้มมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า โดยทั่วไป 
polyacrylamide gel จะสามารถแยกขนาดท่ีดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกตา่งกนัได้ดีกว่า agarose gel 
โดยสามารถแยกชิน้ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตา่งกนัน้อยถึง 1 นิวคลีโอไทด์ได้ และการย้อมด้วย AgNO3 
ยงัมีสภาพไวมากกว่าการย้อมด้วย ethidium bromide ท าให้สามารถตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ 
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ปริมาณน้อย ๆ ได้ และในปัจจุบนัยงัมีการใช้ระบบ capillary แทนการใช้แผ่น gel  เพ่ือเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการแยกขนาดของดีเอ็นเอ การท างานของ capillary gel electrophoresis 
system จะคล้ายคลึงกบั electrophoresis ทัว่ไป แตต่า่งกนัเพียงแคดี่เอ็นเอจะต้องเคล่ือนท่ีผ่าน
หลอด capillary ขนาดเพียงไม่ก่ีไมโครเมตรท่ีมี gel และ electrolyte อยู่ท าให้สามารถแยก
โมเลกุลดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกตา่งกนัเพียงเล็กน้อยออกจากกนัในระยะทางและเวลาน้อยกว่าการ
แยกขนาดดีเอ็นเอด้วย high resolution agarose gel และ polyacrylamide gel ในระบบ 
capillary gel electrophoresis การย้อมสีดีเอ็นเอและการตรวจวดัการติดสีจะท าในตวัเคร่ืองและ
จะให้ข้อมลูออกมาเป็น electropherogram หรือภาพ digital เหมือน gel ทัว่ไปก็ได้ [73] 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ประชากร 

1.   กลุม่ประชากรเป้าหมาย (Target Population) 
1.1   กลุ่มท่ีท าการศกึษา คือกลุ่มเด็กท่ีได้รับการวินิจฉัยจากแพทย์ว่าเป็น

ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีได้เข้ารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และมีอายุ
ไมเ่กิน 18 ปี 

เกณฑ์ท่ีใช้ในเลือกผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนั    
-  ผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะทางคลินิกหลงัได้รับการวินิจฉัยแน่นอนว่าเป็นโรคท่อน า้ดีตีบ

ตนัและได้รับการผา่ตดั Kasai operation (hepatic-portojejunostomy) 
-  การตรวจทางห้องปฏิบตัิการท่ีใช้ตรวจการท างานของตบัในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี

ตีบตนัโดยใช้ระดบั total bilirubin (TB) เป็นเกณฑ์แบง่ผู้ ป่วยออกเป็นสองกลุ่มคือ non jaundice 
(TB < 2.0 mg/dl) และ persistent jaundice (TB ≥ 2.0 mg/dl) 

1.2   กลุ่มควบคมุ คือ กลุ่มเด็กท่ีมีสขุภาพร่างกายแข็งแรงสมบรูณ์ไม่ป่วย
เป็นโรคท่อน า้ดีตบัตันท่ีเข้ารับวคัซีนท่ีโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และมีอายุไม่เกิน 
18 ปี  

ขนาดของประชากรตวัอยา่ง (Sample Size) 
เน่ืองจากการศกึษาในครัง้นีก้ลุ่มประชากรถกูแบง่ออกเป็น 2 กลุ่มและเป็นอิสระ

ตอ่กนั และจากการศกึษาน าร่อง (pilot study) ในการกระจายตวัของยีนท่ีสนใจ จึงน ามาสู่การ
ค านวณหาจ านวนของกลุม่ตวัอยา่งจากการประมาณคา่เฉล่ีย โดยใช้สตูรดงันี ้ 

โดย      n   =       (Z/2)
2        

      4e2                

 ( = 0.05,   Z/2 = 1.96) 
                         ก าหนด n   =   ขนาดของกลุม่ตวัอยา่ง 

             Z   =   คา่ Z score ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
                                      e   =   relative acceptable error ซึง่ยอมรับท่ีคา่ความผิดพลาดไมเ่กิน
ร้อยละ 10 
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ดงันัน้  n    =   (1.96)2     =    96.04                
                               4(0.10)2 

ดงันัน้ขนาดตวัอย่างในกลุ่มท่ีใช้ในการศึกษาจ านวนอย่างน้อย 97 ราย จึงจะ
ประมาณค่าร้อยละโดยมีความผิดพลาดไม่เกินร้อยละ 10 แต่เพ่ือความแน่นอนและถูกต้องของ
ข้อมูลและป้องกันการสูญหายของตวัอย่าง เน่ืองจากการเก็บตวัอย่างจะท าได้ก็ต่อเม่ือผู้ ป่วยมา
เข้ารับการตรวจรักษาเท่านัน้ จึงต้องท าการเก็บตัวอย่างให้มากท่ีสุดเท่าท่ีสามารถเก็บได้ คือ 
จ านวน 100 ราย และตวัอย่างจากกลุ่มควบคมุจ านวน 100 ราย โดยท่ีอายุและเพศใกล้เคียงกัน 
(age and sex-match) โดยอ้างอิงจากการศกึษาวิจยัน าร่อง (pilot study) เพ่ือเป็นข้อมลูเบือ้งต้น
ในการวิจยั โดยใช้จ านวนตวัอยา่งทัง้หมด 30 ราย โดยน าข้อมลูมาวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตวั
ของยีนก่อนการศกึษาในผู้ ป่วยกลุม่ใหญ่ตอ่ไป  

เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

เคร่ืองมือ (Materials) 
-   Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 
-   Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 
-   Balance (Sartorius) 
-   Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
-   Centrifuge, refrigerated centrifuge (Eppendorf, USA) 
-   Centrifuge, microcentrifuge high speed (Eppendorf, USA) 
-   Combs (BIO-RAD, Hercules, California, USA) 
-   Cuvette 80-100 µl 
-   Cylinder : 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
-   Digital Timer 
-   DNA Thermal cycler (Thermo Hybaid, USA) 
-   Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA) 
-   ELISA microplate reader (Bio-RAD model 3550, USA) 
-   Flask : 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
-   Freezer -80oC (Forma Scientific, USA) 
-   Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 
-   Mitsubishi video copy processor (BIO-RAD, USA) 
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-   Mixing block (BIOER,USA) 
-   Multi-block heater (Techne DRI Block, USA) 
-   Multi-channel pipette: P (Socorex, Switzerland) 
-   pH meter (Eutech Cybernataics) 
-   Pipette aid (Tecnomara, Switzerland) 
-   Pipette rack (Autopack, USA) 
-   Power supply model 250 (BIO-RAD, USA) 
-   Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA) 
-   Refrigerator (Sanyo, Japan) 
-   Spectrophotometer (BIO-RAD, USA) 
-   Stirring-magnetic bar 
-   Test tube racks 
-   Thermometer (IR Thermometer, USA) 
-   Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 
-   Water purification equipment (Water pro Ps, Labconco USA) 
-   Water bath, Thermostat shaking (Memmert, Germany) 
-   Rolimeter™ (Aircast, USA) 

วสัดอุปุกรณ์ (Equipments) 
-   Aluminum foil (Rainbow metal company, USA)    
-   Barrier Tip: 200 µl (BioScience, USA)    
-   Clotted blood and EDTA tube (Vacuettee, Austria) 
-   Disposable gloves 
-   Glass pipette : 1 ml, 5 ml, 10 ml (Witeg, Germany) 
-   Kimwibe paper 
-   Microcentrifuge tube : 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (BIO-RAD, USA) 
-   Needle, sterile (Nipro) 
-   Parafilm (American National Can, USA) 
-   Petri dish 
-   Pipette tip : 10 µl, 200 µl, 1,000 µl (AxyGen, USA) 
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-   Plastic wrap 
-   Polypropylene conical tube,sterile : 15 ml, 50 ml (Elkay, USA) 
-   PCR markers (Bio-Rad, USA) 
-   Sanitary tissue paper (Celox, Thailand) 
-   Sterile pasture pipette (Samco Scientific Corporation, USA) 
-   Syringe disposable (Nipro, Japan) 

สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั (Reagent) 
 1.   สารเคมีทัว่ไป (General reagent) 
  -   Agarose molecular grade (Sigma, USA) 
  -   Boric acid (USB, Hong Kong) 
  -   Bromphenal blue (Pharmacia, Hong Kong) 
  -   Diethyl pyrocarbonate (Sigma, USA) 
  -   Ethanol 70%    

-   Ethidium bromide (Sigma, USA) 
  -   Hydrochloric acid (Sigma, USA) 
  -   Sucrose (USB, Hong Kong) 
  -   Tris (USB, Hong Kong) 
 2.   สารเคมีส าหรับสกดัดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

-   1X PBS buffer pH 7.2 
-   RBC lysis buffer 
-   Absolute ethanol 
-   Elution buffer  
-   Lysis solution 
-   Proteinase K 
-   Wash buffer 

3.   สารเคมีส าหรับการท า Polymerase Chain Reaction (PCR) 
-   10 µM primer forward (Bio Basic Inc, Thailand) 
-   10 µM primer reverse (Bio Basic Inc, Thailand) 

 -   10X PCR buffer (Fermentus, USA) 
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-   1X TAE buffer 
-   2 mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Fermentus, USA) 
-   25 mM MgCl2 (Fermentus, USA) 
-   PCR marker (Bio-Rad, USA) 
-   Taq polymerase enzyme (Fermentus, USA) 

4.   สารเคมีส าหรับการท าการ PCR-RFLP 
-   10X NEBuffer 3 (New England BioLabs, UK) 
-   10X NEBuffer 4 (New England BioLabs, UK) 
-   Bgll (New England BioLabs, UK) 
-   BspHl (New England BioLabs, UK) 
-   Nuclease-free water 

 5.   สารเคมีส าหรับ Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
  -   Horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody (R&D, USA) 
  -   Recombinant human adiponectin (R&D, USA) 
  -   Stop solution (R&D, USA) 
  -   Substrate solution (R&D, USA) 
  -   Wash buffer (R&D, USA) 

6.   สารเคมีส าหรับการเตรียม polyacrylamide gel 
-   0.5X TBE buffer 
-   10% Ammoniumpersulfate 
-   30% polyacrylamide 
-   5X TBE buffer 
-   TEMED 

การเก็บรวบรวมข้อมูล 

ในการเก็บรวบรวมข้อมลูท่ีได้จากการทดลองผู้วิจยัได้ท าการเก็บข้อมลูโดยการจด
ลงสมุดบันทึก และลงข้อมูลต่างๆในคอมพิวเตอร์  โดยได้จัดท าตารางการเก็บข้อมูลแยก
รายละเอียดของแต่ละบุคคลโดยบนัทึกรูปแบบของสารพันธุกรรมท่ีได้ลงใน case record form 
และบนัทกึข้อมลูลงในคอมพิวเตอร์ด้วยโปรแกรม Microsoft excel  
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Case Record Form 1:   ส าหรับบนัทึกระดบัโปรตีน adiponectin และลกัษณะ
จีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหนง่ +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299)    

รหัส อายุ 
(ปี) 

Adiponectin 
(ng/ml) 

+45T/G +276G/T 
TT TG GG GG GT TT 

         
         
         
         

Case Record Form 2:   ส าหรับบนัทกึผลการตรวจทางห้องปฏิบตักิารในกลุม่
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั  

รหัส อายุ Total protein  Alb TB DB AST ALT ALP -GGT 
          
          
          
          

การด าเนินการวิจัย 

ประชากรศกึษา (Population) 
  การศึกษาครัง้นีไ้ด้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั
ในมนษุย์ของคณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัทัง้หมดท่ีได้รับ
การวินิจฉัยว่าเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนั รวมถึงกลุ่มควบคมุซึ่งเป็นเด็กสุขภาพดีไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัซึง่ได้รับค าแนะน าถึงวตัถปุระสงค์ของการศกึษาวิจยัครัง้นี ้และลงลายมือช่ือยินยอมให้
ท าการศกึษาเป็นลายลกัษณ์อกัษร 
  ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตบัตนัท่ีใช้ในการศึกษาครัง้นีจ้ านวน 106 ราย ประกอบด้วย
ผู้ ป่วยเพศชายจ านวน 44 ราย และเพศหญิงจ านวน 62 ราย มีอายุเฉล่ียเท่ากบั 12.9±2.4 ปี ซึ่ง
เป็นผู้ ป่วยท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตันและเข้ามารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตันทุกรายจะต้องผ่านการรักษาโดยการผ่าตัดคาไซ (Kasai 
operation) และมาติดตามการรักษาเป็นประจ าท่ีคลินิกหน่วยโรคระบบทางเดินอาหาร ภาควิชา
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กมุารเวชศาสตร์ แผนกผู้ ป่วยนอกตึก ภปร. ชัน้ 9 ทกุวนัพุธ เวลา 9.00-12.00 น. ส าหรับกลุ่ม
ควบคมุจ านวน 107 ราย ประกอบด้วยเพศชายจ านวน 42 ราย และเพศหญิงจ านวน 65 ราย โดย
จะท าการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มตวัอย่างทัง้ 2 กลุ่ม เพ่ือน าข้อมูลท่ีได้มาเปรียบเทียบความ
แตกต่างของลักษณะทางพันธุกรรมระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 2 กลุ่มนี ้นอกจากนีไ้ด้ท าการ
เปรียบเทียบผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมภายในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัโดยอาศยั
ระดบั total bilirubin (TB) เป็นเกณฑ์ท่ีใช้ในการจ าแนกออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการ
ตวัเหลือง (Jaundice) มีระดบัของ TB มากกว่าหรือเท่ากบั 2 mg/dl และกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการ
ตวัเหลือง (No jaundice) มีระดบัของ TB น้อยกว่า 2 mg/dl ในการศกึษานีไ้ม่ได้น ากลุ่มผู้ ป่วยโรค
ทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีได้รับการผ่าตดัปลกูถ่ายตบั (liver transplantation) โดยไม่ได้ท าการผ่าตดัแบบคา
ไซ หรือเป็นผู้ ป่วยท่ีท าการผ่าตดัแบบคาไซแล้วไม่ประสบผลส าเร็จเป็น end stage biliary atresia 
คือการท างานของตบัล้มเหลวรอรับการรักษาด้วยวิธีผา่ตดัเปล่ียนปลกูถ่ายตบั รวมถึงผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัท่ีมีความเก่ียวข้องกบัโรคอ่ืนๆ แสดงอาการไข้ หรือมีการอกัเสบของท่อน า้ดี หรือมีความ
ผิดปกติ เ ก่ียวกับการแข็งตัวของเ ลือดเ ม่ือท าการเจาะเลือด (ยกเว้นอาการท่ี เ กิดจาก
ภาวะแทรกซ้อนเม่ือได้รับการผา่ตดัแบบคาไซ)    

การเก็บตวัอย่าง (Specimen collection) 
  การเก็บตวัอย่างจากผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและเด็กท่ีมีสุขภาพร่างกายแข็งแรง
ไม่มีประวตัิป่วยเป็นโรคท่อน า้ตีบตนั โดยท าการเจาะเก็บเลือดจาก peripheral venous blood 
ด้วยหลอดมีสารกนัเลือดแข็งตวั EDTA และ clotted blood tube ปริมาตร 3-5 ml จากนัน้ท าการ
ป่ันแยกส่วนของพลาสมาในหลอด EDTA และส่วนของซีรัมในหลอด clotted blood tube  ออก
โดยการตกตะกอนเม็ดเลือดแดงท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง จากนัน้
ดูดแยกส่วนของพลาสมาหรือซีรัมซึ่งจะอยู่ส่วนบนของหลอดน าไปใส่หลอด microcentrifuge 
tube เก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ -80 o C เพ่ือน าไปใช้ในการวดัระดบัโปรตีน adiponectin และส าหรับใน
ส่วนของเม็ดเลือดท่ีอยู่ในหลอด EDTA จะน ามาท าการสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือท าการทดสอบลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมตอ่ไป 

การสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์เม็ดเลือด (DNA extraction) 
   การสกัดสารพนัธุกรรมใช้ชดุสกัด illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit 
(GE Healthcare, USA) มีขัน้ตอนดงันี ้

1.   น าสว่นของ whole blood ท่ีท าการแยกพลาสมาออกไปแล้ว  
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2.   ท าการเติม lysis buffer ลงไปประมาณ 3 ml จากนัน้ผสมให้เข้ากนั ทิง้
ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้จึงน าไปป่ันท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
เทสว่นใสทิง้ ท าซ า้อยา่งน้อย 2 ครัง้ เพื่อให้แนใ่จวา่ได้ก าจดัเม็ดเลือดแดงออกไปจนหมด 

3.   เติม PBS ลงไป 200 µl ผสมให้เข้ากนัแล้วจึงน าไปใส่ใน microtube ท่ีมี 
proteinase K อยู่ 20 µl และเติม lysis buffer ลงไปอีก 400 µl น าไป vortex เป็นเวลา 15 วินาที 
และตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ระหว่างนัน้ให้ท าการ vortex เป็นครัง้คราว เม่ือครบ
เวลาจะเห็นสีของสารละลายเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีน า้ตาล  

4.   น าสารละลายใส่ลงใน column ป่ัน column ท่ีความเร็ว 10,000 rpm 
นาน 1 นาที เทของเหลวในสว่นของ collection tube ทิง้ไป  

5.   เติม lysis buffer 500 µl ป่ัน column ท่ีความเร็ว 10,000 rpm นาน 1 
นาที เทสว่นของเหลวทิง้ไป  

6.   เติม wash buffer 500 µl ป่ันท่ีความเร็ว 10,000 rpm เทส่วนของเหลว
ทิง้ไป จากนัน้น าไปป่ันอีก 3 นาที เพ่ือให้ column แห้งสนิท  

7.   ย้าย column ไปสู่ micro tube อนัใหม่ จึงท าการเติม elution buffer ท่ี
ได้ท าการอุน่ท่ีอณุหภมูิ 70 °C ลงไป 200 µl ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 นาที  

8. น าไปป่ันท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ท าการเก็บส่วนของ
สารละลายท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ -20°C เพ่ือรักษาสภาพของดีเอ็นเอเอาไว้ จากนัน้จึงแบ่งสารละลาย
บางส่วนไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 260 และ 280 nm เพ่ือหาความเข้มข้นและความบริสทุธ์ิของดี
เอ็นเอท่ีสกดัได้ ดงันี ้

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (µg /200µl) =   ค่า OD ที่ 260 nm x 50 x dilution factor  
ความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอ       =   ค่า OD ที่ 260 nm / ค่า OD ที่ 280 nm 

การเพิ่มจ านวนของสารพนัธกุรรมโดยใช้เทคนิค PCR 
ก่อนการวิเคราะห์ลกัษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin ที่ต าแหน่ง +45T/G 

(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในขัน้แรกจะต้องเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมโดยใช้วิธี 
polymerase chain reaction (PCR) ส าหรับ forward primer และ reverse primer ท่ีใช้ในการท า 
PCR ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) บริเวณ exon 2 และท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) 
บริเวณ intron 2 ซึง่ใช้อ้างอิงจาก Nakatani et al. [89] ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี 3   ไพร์เมอร์และขนาดของผลิตภณัฑ์ 

Primer 
adiponectin 

Sequence Primer length 
(bp) 

Tm 

(C) 

Size product 
(bp) 

+45T/G (rs2241766) บริเวณ exon 2 
Forward primer 5’-TCCTTTGTAGGTCCCAACT-3’ 19 55.4 

503 
Reverse primer 5’-GCAGCAAAGCCAAAGTCTTG-3’ 20 57.8 
+276G/T (rs1501299) บริเวณ intron 2 
Forward primer 5’-ACACTGATATAAACGCCATGAA-3’ 22 54.5 

168 
Reverse primer 5’-GCAGCAAAGCCAAAGTCTTG-3’ 20 57.8 

  การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของยีน adiponectin ที่ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
และท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) มีขัน้ตอนดงันี ้

1.   ท าการผสม master mix ส าหรับ PCR ที่ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
และท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) ดงัแสดงในตารางท่ี 4 และตารางท่ี 5 ตามล าดบั  

ตางรางที่ 4   Reaction mixture ส าหรับ PCR ท่ีต าแหนง่ +45T/G (rs2241766) 

สารละลาย ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10x amplification buffer 5 1x 
2 mM dNTPs Mix 1 200 µM 
25 mM MgCl2 6 3 mM 
10 µM primer forward (+45T/G) 2 20 pmol 
10 µM primer reverse 2 20 pmol 
0.5U/µl Taq DNA polymerase 3 1.5 U/reaction 

DAN template * 0.5 µg 

Sterile distilled water * - 
Total volume 50  

* ปริมาตรแปรผนัตามความเข้มข้นของดีเอ็นเอโดยรวมกนัแล้วได้ 31 µl 
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ตารางที่ 5   Reaction mixture ส าหรับ PCR ท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) 

สารละลาย ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10x amplification buffer 5 1x 
2 mM dNTPs Mix 1 200 µM 
25 mM MgCl2 6 3 mM 
10 µM primer forward (+276T/G) 2 20 pmol 
10 µM primer reverse 2 20 pmol 
0.5U/µl Taq DNA polymerase 4 2.0 U/reaction 

DAN template * 0.5 µg 

Sterile distilled water * - 
Total volume 50  

* ปริมาตรแปรผนัตามความเข้มข้นของดีเอ็นเอโดยรวมกนัแล้วได้ 30 µl 

2.   น าส่วนผสมเข้าเคร่ือง thermal cycle PCR ตัง้โปรแกรมเคร่ือง thermal 
cycler ส าหรับ PCR ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ดงั
ตารางท่ี 6 และ ตารางท่ี 7 ตามล าดบั 

ตารางที่  6   สภาวะและอุณหภูมิท่ีใช้ในการท า PCR ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) 

Step Temperature (C) Time (min) Cycle 

Initial PCR activation step 95 10 1 
3-step cycling   
    -  Denaturing 95 0.3 

40     -  Annealing 56 0.3 
    -  Extension 72 1 
Final extension 72 7 1 
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ตารางที่  7   สภาวะและอุณหภูมิท่ีใช้ในการท า PCR ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) 

Step Temperature (C) Time (min) Cycle 

Initial PCR activation step 95 10 1 
3-step cycling   
    -  Denaturing 95 0.3 

40     -  Annealing 48 1 
    -  Extension 72 1 
Final extension 72 7 1 

3.   ตรวจหา PCR product โดยใช้ agarose gel electrophoresis 
3.1   น า PCR product ท่ีได้ไปผสมกบั loading dye 
3.2   น าไป run ใน 2.0% agarose gel electrophoresis เป็นเวลานาน

ประมาณ 60 นาที 
3.3   น า gel ไปย้อม ethidium bromide ประมาณ 30 นาที จากนัน้

ล้างด้วยน า้ประมาณ 15 นาที 
3.4   น า gel ท่ีย้อมเรียบร้อยแล้วนัน้ไปส่องด้วยแสง UV จากเคร่ือง 

ultraviolet transilluminator (Gel DOC) และขนาดของ PCR product จะทราบจาก marker    
100 bp ladder  

การวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมด้วยวิธี PCR-RFLP 

PCR-RFLP ท่ีต าแหนง่ +45T/G (rs2241766) 
 1.   น า PCR product มาตดัด้วย restriction enzyme BspH I (10 U/µl, NEB, 

USA) โดยเตมิสารตา่งๆ ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ดงัตารางท่ี 8 
2.   น าส่วนผสมทัง้หมดไป incubate ใน incubator หรือ waterbath 37°C เป็น

เวลา 18 ชัว่โมง 
3.   วิเคราะห์ PCR product ท่ีผ่านการตดัด้วยเอนไซม์โดยใช้ 2.5% agarose gel 

electrophoresis 
3.1   น า PCR product ท่ีได้ไปผสมกบั loading dye 
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3.2   น าไป run ใน 2.5% agarose gel electrophoresis เป็นเวลานาน
ประมาณ 60-120 นาที 

3.3   น า gel ไปย้อม ethidium bromide ประมาณ 30 นาที จากนัน้
ล้างด้วยน า้ประมาณ 15 นาที 

3.4   น า gel ท่ีย้อมเรียบร้อยแล้วนัน้ไปส่องด้วยแสง UV จากเคร่ือง 
ultraviolet transilluminator (Gel DOC) และขนาดของ DNA product จะทราบจาก marker     
100 bp ladder 

ตารางท่ี 8   สว่นผสมในการตดั PCR product ด้วย restriction enzyme BspHI 

สารละลาย ปริมาตร (l) 

PCR product 7 
1x NEB buffer 4 1 
BspHI (10 U/µl) 1 
Sterile distilled water 1 
Total 10 

PCR-RFLP ท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) 
 1.   น า DNA product มาตดัด้วย restriction enzyme BgLI (10 U/µl, NEB, 

USA) โดยเตมิสารตา่ง ๆ ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ดงัตารางท่ี 6 
2.   น าส่วนผสมทัง้หมดไป incubate ใน incubator หรือ waterbath 37°C เป็น

เวลา 18 ชัว่โมง 
3. วิเคราะห์ PCR product ท่ีผ่านการตัดด้วยเอนไซม์โดยใช้ 12% 

polyacrylamide gel electrophoresis สารท่ีใช้ในการเตรียมดงัแสดงในตารางท่ี 9 
3.1   หยอด sample 10 µl ท่ีผสมกบั loading dye 2 µl ลงในหลมุของ 

12% polyacrylamide gel แบบแนวตัง้ 
3.2   น าไป run ใน 12% polyacrylamide gel electrophoresis เป็น

เวลานานประมาณ 120-180 นาที 
3.3   น า gel ไปย้อม ethidium bromide ประมาณ 30 นาที จากนัน้

ล้างด้วยน า้ประมาณ 15 นาที 
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3.4   น า gel ท่ีย้อมเรียบร้อยแล้วนัน้ไปส่องด้วยแสง UV จากเคร่ือง 
ultraviolet transilluminator (Gel DOC) และขนาดของ PCR product จะทราบจาก marker     
25 bp ladder 

 ตารางท่ี 9   สว่นผสมในการตดั PCR product ด้วย restriction enzyme BgLI 

สารละลาย ปริมาตร (l) 

PCR product 7 
1x NEB buffer 3 1 
BgLI (10 U/µl) 1 
Sterile distilled water 1 
Total 10 

ตารางท่ี 10   สารละลายท่ีใช้ในการเตรียม 12% polyacrylamide gel   

สารละลาย ปริมาณที่ใช้ 

30% polyacrylamide 4 ml 
5X TBE buffer 2 ml 
Deionized water 3.93 ml 
10% ammonium persulfate 70 µl 
TEMED 3.5 µl 

การตรวจวดัปริมาณโปรตีน adiponectin ด้วยวิธี ELISA 
  การวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วยและกลุ่มควบคมุ
ด้วยวิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA; R&D, USA) มีขัน้ตอนดงันี ้

  1.   เติมสารละลาย adiponectin diluent buffer ปริมาตร 100 µl ลงใน 
microplate ทกุหลมุ 

  2.  เติมสารละลาย adiponectin standard ท่ีผ่านการท า serial dilution 
ตามความเข้มข้นจากมากไปน้อย ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 13 และเตมิซีรัมของผู้ ป่วยและกลุ่มควบคุม
ท่ีผ่านการ dilute ในอตัราส่วน 1:100 ในสารละลาย diluent ปริมาตร 50 µl ลงใน microplate ตัง้
ทัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
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                                                                                                   (http://www.rndsystems.com/pdf/drp300.pdf.html) 

รูปภาพท่ี 13   การท า serial dilution เพ่ือใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน  

3.  เทสารละลายทิง้และเติมสารละลาย wash buffer หลมุละ 400 µl ลง
ใน microplate เม่ือเตมิครบทกุหลมุก็เทสารละลายทิง้ โดยเทสารละลายออกให้หมดและซบัลงใน
กระดาษท่ีสะอาด ท าการล้างทัง้หมด 4 ครัง้ ครัง้สดุท้ายจะต้องเทสารละลายออกให้หมดพยายาม
อยา่ให้มีสารละลายเหลือตดิอยูท่ี่หลมุ เน่ืองจากอาจจะท าให้ไปรบกวนผลการตรวจวดัได้ 

4.   เติมสารละลาย adiponectin conjugate ลงใน microplate หลมุละ 
200 µl ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

5.   เทสารละลายออกและท าการล้างด้วยสารละลาย wash buffer 
จ านวน 4 ครัง้ ท าซ า้ตามขัน้ตอนท่ี 3 

6.   เติมสารละลาย substrate ลงใน microplate หลมุละ 200 µl ตัง้ทิง้
ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ในขัน้ตอนนีจ้ะต้องท าการเติมสารละลาย substrate ในท่ีไม่มี
แสง เน่ืองจากสารละลาย substrate เป็นสารท่ีไวตอ่แสง 

7.  เติมสารละลาย sulfuric acid ซึ่งเป็น stop solution ลงใน 
microplate ปริมาตร 50 µl ทกุหลุมสงัเกตการเปล่ียนสีจากสีน า้เงินเป็นสีเหลือง ท าการ mix 
สารละลายใน microplate ให้เข้ากนั 

8.   น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีคา่ความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ด้วย
เคร่ือง microplate reader 

9.   น าคา่การดดูกลืนแสง (OD) ท่ีวดัได้มาค านวณความเข้มข้นของ
โปรตีน adiponectin โดยเทียบจากสมการของกราฟระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลาย 
standard ท่ีคา่ตา่งๆ กบัคา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ 
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การวิเคราะห์ข้อมูล 

1.  วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของลักษณะจีโนไทป์ของยีน adiponectin ระหว่าง
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนักับกลุ่มควบคมุโดยใช้โปรแกรมทางสถิติ  SPSS statistical package 
version 17.0 โดยเลือกใช้การทดสอบทางสถิติ Chi-square ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P-
value < 0.05) และหาความเส่ียงในการท าให้เกิดโรคโดยใช้คา่สถิต ิodd ratio (OR)  

2.  วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางพันธุกรรมแบบ haplotypes 
block กบัความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตบัตนั โดยเลือกใช้การทดสอบทางสถิติ Chi-square ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P-value < 0.05)   

3.  วิเคราะห์ลกัษณะความสมัพนัธ์ระหว่างอาการทางคลินิกกบัลกัษณะจีโนไทป์
ของยีน adiponectin ท่ีพบในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัโดยใช้การทดสอบทางสถิติ One-way 
ANOVA และ Student’s unpaired t-test 

4.  วิเคราะห์การกระจายตวัของลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยอาศยัหลกัสมดลุของ 
Hardy-Weinberg equilibrium ด้วย Markov chain random-walk algorithm 

5.   วิเคราะห์ความแตกตา่งของระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตันเพ่ือเปรียบเทียบกับในกลุ่มควบคุมโดยใช้การทดสอบทางสถิติ Student’s 
unpaired t-test 

6.   วิเคราะห์ความแตกตา่งของระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ท่ีแตกตา่งกนัด้วยการทดสอบทางสถิติ Bofferoni post hoc 
One-way ANOVA test 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ 

ในการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งความหลากหลายทางพนัธุกรรมกบัการก่อเกิด
โรคท่อน า้ดีตีบตนัในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 106 ราย โดยได้ท าการแบง่กลุ่มผู้ ป่วย
ออกเป็น 2 กลุ่ม อาศยัคา่ของบิลิรูบิน (total bilirubin, TB) เป็นเกณฑ์ในการจ าแนก คือ กลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลือง (jaundice, TB ≥ 2 mg/dl) จ านวน 67 ราย และกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการ
ตวัเหลือง (no jaundice, TB < 2 mg/dl) จ านวน 39 ราย ส าหรับข้อมลูลกัษณะทัว่ไปและผลการ
ตรวจทางห้องปฏิบตัิการท่ีบง่ชีล้กัษณะอาการทางคลินิก ได้ถูกน ามาวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือศกึษา
ความสมัพนัธ์ของข้อมลูด้วยโปรแกรมทางสถิติ SPSS statistical package version 17.0 ด้วยการ
ทดสอบทางสถิต ิStudent unpaired t-test มีรายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 11 

ตารางที่ 11   ข้อมลูลกัษณะทัว่ไปและอาการทางคลินิกของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนั  

 All patients BA group P  value 

  Jaundice No jaundice  

N (M/F) 106 (44/62) 39 (16/23) 67 (28/39)  
Age (years) 5.8±4.7 5.9±5.7 5.7±3.4  

AST (IU/L) 137.2±103.5 213.7±106.9 92.7±70.7 < 0.001 

ALT (IU/L) 121.9±96.4 159.4±101.4 100.0±86.8 0.009 

ALP (IU/L) 468.3±275.0 586.7±274.9 400.9±253.3 0.01 

-GGT (IU/L) 286.5±323.9 424.3±407.6 184.9±195.4 0.011 

TB (mg/dl) 4.5±7.2 11.1±8.4 0.7± 0.4 < 0.001 

DB (mg/dl) 3.7±6.4 8.9±7.0 0.6±3.3 < 0.001 

Protein (g/dl) 6.9±0.7 6.7±0.8 7.2±0.6 NS 
Albumin (g/dl) 4.2±0.7 3.8±0.8 4.5±0.4 < 0.001 
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จากตารางท่ี 11   พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน106 ราย ใน
จ านวนนีเ้ป็นเพศชายจ านวน 44 ราย และเพศหญิงจ านวน 62 ราย  มีอายเุฉล่ียเท่ากบั 8.0±5.4 ปี 
เม่ือท าการวิเคราะห์ผลตรวจทางห้องปฏิบตัิการเพ่ือบ่งชีล้กัษณะอาการทางคลินิกในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีลกัษณะอาการตวัเหลืองจ านวน 39 ราย กับในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวั
เหลืองจ านวน 67 ราย พบว่าระดบัเอนไซม์ aspartate aminotransferase (AST), เอนไซม์ 
alanine aminotransferase (ALT), เอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP), เอนไซม์ gamma-

glutamyl transferase (-GGT), คา่ total bilirubin (TB), และคา่ direct bilirubin (DB)  ในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองสูงกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลืองอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (AST; 213.7±106.9 IU/L กับ 92.7±70.7 IU/L, P < 0.001, ALT; 
159.4±101.4 IU/L กับ 100.0±86.8 IU/L, P = 0.009, ALP; 586.7±274.9 IU/L กับ 

400.9±253.3 IU/L, P = 0.01, -GGT; 424.3±407.6 IU/L กบั 184.9±195.4 IU/L, P = 0.011, 
TB; 11.1±8.4 mg/dl กบั 0.7±0.4 mg/dl, P < 0.001, และDB; 8.9±7.0 mg/dl กบั 0.6±3.3 
mg/dl, P < 0.001) ส าหรับระดบัโปรตีน albumin ในผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองพบต ่ากว่าในผู้ ป่วย
ท่ีไมมี่อาการตวัเหลืองอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (3.8±0.8 g/dl กบั 
4.5±0.4 g/dl, P < 0.001)     

การวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin    

ในการวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเปรียบเทียบกบัในกลุ่ม
ควบคมุด้วยเทคนิค PCR-RFLP ส าหรับ PCR product ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) มีขนาด 
503 bp ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 14 เม่ือน ามาตดัด้วยเอนไซม์ BspHl จะพบลกัษณะจีโนไทป์ 3 
รูปแบบ ได้แก่ GG homozygous ซึ่งจะพบชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 1 ชิน้ท่ีขนาด 503 bp, TG 
heterozygous จะพบชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 3 ชิน้ท่ีมีขนาด 503 bp, 375 bp, และ 128 bp ตามล าดบั 
และ TT homozygous จะพบชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 2 ชิน้ท่ีมีขนาด 375 bp, และ 128 bp ตามล าดบั ดงั
แสดงไว้ในรูปภาพท่ี 15 
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รูปภาพท่ี 14   ผลการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
บริเวณ exon 2  (แถวท่ี M : DNA ladder ขนาด 100 bp,  แถวท่ี 1-4 : PCR product, แถวท่ี 5 : 
Negative control) 

 

รูปภาพที่  15   ลกัษณะจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) (แถวท่ี M : DNA ladder ขนาด 100 bp, แถวท่ี 6 : GG genotype (homozygous), 
แถวท่ี 3,5,8 : TG genotype (heterozygous), แถวท่ี 1,2,4,7 : TT genotype (homozygous) 
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ส าหรับ PCR product ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีขนาด 168 bp ดงัแสดงใน
รูปภาพท่ี 16  เม่ือน ามาตดัด้วยเอนไซม์ BgLl จะพบลักษณะจีโนไทป์ 3 รูปแบบ ได้แก่ TT 
homozygous จะพบชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 1 ชิน้ท่ีขนาด 168 bp, TG heterozygous จะพบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอ 3 ชิน้ท่ีมีขนาด 168 bp, 147 bp, และ 21 bp ตามล าดบั และ GG homozygous จะพบ
ชิน้สว่นดีเอ็นเอ 2 ชิน้ท่ีมีขนาด 147 bp, และ 21 bp ตามล าดบั ท่ีแสดงไว้ในรูปภาพท่ี 17 

 

รูปภาพท่ี 16   ผลการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) 
บริเวณ intron 2  (แถวท่ี M : DNA ladder ขนาด 100 bp, แถวท่ี 1-10 : PCR product, แถวท่ี 
11 : Negative control) 
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รูปภาพที่  17   ลกัษณะจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) บริเวณ intron 2  (แถวท่ี M : DNA ladder ขนาด 25 bp,  แถวท่ี 2,3 : TT genotype 
(homozygous), แถวท่ี 4  : GT genotype (heterozygous),  แถวท่ี 5 : GG genotype 
(homozygous)) 

จากกลุ่มตวัอย่างท่ีป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 106 ราย พบลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) โดยมีการกระจายตวัของจีโน
ไทป์ TT จ านวน 47 ราย (ร้อยละ 44.3), จีโนไทป์ TG จ านวน 41 ราย (ร้อยละ 38.7) และจีโนไทป์ 
GG จ านวน 18 ราย (ร้อยละ 17) ส าหรับในกลุ่มควบคมุจ านวน 107 ราย มีการกระจายตวัของจี
โนไทป์  TT จ านวน 50 ราย (ร้อยละ 46.7), จีโนไทป์ TG จ านวน 45 ราย (ร้อยละ 42.1) และจีโน
ไทป์ GG จ านวน 12 ราย (ร้อยละ 11.2) ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 18  
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รูปภาพที่  18   แผนภูมิแท่งแสดงความถ่ีจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหนง่ +45T/G (rs2241766) ในผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัและในกลุม่ควบคมุ 

ส าหรับท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัพบการ
กระจายตวัของจีโนไทป์ GG จ านวน 71 ราย คิดเป็นร้อยละ 67, จีโนไทป์ GT จ านวน 30 คิดเป็น
ร้อยละ 28.3 และจีโนไทป์ TT จ านวน 5 ราย คิดเป็นร้อยละ 4.7 กลุ่มควบคมุพบการกระจายตวั
ของจีโนไทป์ GG จ านวน 53 ราย คิดเป็นร้อยละ 49.5, จีโนไทป์ GT จ านวน 42 ราย คิดเป็นร้อย
ละ 39.3 และจีโนไทป์ TT จ านวน 12 ราย คดิเป็นร้อยละ 11.2  ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 19 

 

รูปภาพที่  19   แผนภูมิแท่งแสดงความถ่ีจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) ในผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัและในกลุม่ควบคมุ 



 
 

65 

นอกจากนีค้วามถ่ีของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T 
(rs1501299) ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัจ านวน 106 ราย จะพบการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ี
ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) แบบจีโนไทป์ TT/GG จ านวน 26 
ราย (ร้อยละ 55.3), TT/GT  จ านวน 17 ราย (ร้อยละ 36.2), TT/TT จ านวน 4 ราย (ร้อยละ 8.5), 
TG/GG จ านวน 31 ราย (ร้อยละ 75.6), TG/GT จ านวน 9 ราย (ร้อยละ 22.0), TG/TT จ านวน 1 
ราย (ร้อยละ 2.4), GG/GG จ านวน 14 ราย (ร้อยละ 77.8), GG/GT จ านวน 4 ราย (ร้อยละ 22.2) 
และไมพ่บลกัษณะจีโนไทป์ GG/TT ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนั ข้อมลูดงัแสดงในตารางท่ี 12 

ตารางที่  12   ความถ่ีของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนั 

+45T/G 
(rs2241766) 

+276G/T (rs1501299) Total 
GG genotype GT genotype TT genotype  

TT genotype TT/GG 
26 (55.3%) 

TT/GT 
17 (36.2%) 

TT/TT 
4 (8.5%) 

47 
(44.3%) 

TG genotype TG/GG 
31 (75.6%) 

TG/GT 
9 (22.0%) 

TG/TT 
1 (2.4%) 

41 
(38.7%) 

GG genotype GG/GG 
14 (77.8%) 

GG/GT 
4 (22.2%) 

GG/TT 
0 (0.0%) 

18 
(17.0%) 

Total 71 (67.0%) 30 (28.3%) 5 (4.7%) 106 (100%) 

ส าหรับในกลุ่มควบคุมจ านวน 107 ราย จะพบความถ่ีของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) โดยท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ 
+276G/T (rs1501299) มีการกระจายตวัของจีโนไทป์ TT/GG จ านวน 21 ราย (ร้อยละ 19.6), 
TT/GT  จ านวน 26 ราย (ร้อยละ 24.3), TT/TT จ านวน 3 ราย (ร้อยละ 2.8), TG/GG จ านวน 26 
ราย (ร้อยละ 24.3), TG/GT จ านวน 13 ราย (ร้อยละ 12.1), TG/TT จ านวน 6 ราย (ร้อยละ 5.6), 
GG/GG จ านวน 6 ราย (ร้อยละ 5.6), GG/GT จ านวน 3 ราย (ร้อยละ 2.8) และลกัษณะจีโนไทป์ 
GG/TT จ านวน 3 ราย (ร้อยละ 2.8) รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 13 
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ตารางที่  13   ความถ่ีของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุม่ควบคมุ 

+45T/G 
(rs2241766) 

+276G/T (rs1501299) Total 
GG genotype GT genotype TT genotype  

TT genotype TT/GG 
21 (19.6%) 

TT/GT 
26 (24.3%) 

TT/TT 
3 (2.8%) 

50 
(46.7%) 

TG genotype TG/GG 
26 (24.3%) 

TG/GT 
13 (12.1%) 

TG/TT 
6 (5.6%) 

45 
(42.1%) 

GG genotype GG/GG 
6 (5.6%) 

GG/GT 
3 (2.8%) 

GG/TT 
3 (2.8%) 

12 
(11.2%) 

Total 53 (49.5%) 42 (39.3%) 12 (11.2%) 107 (100%) 

ผลการเปรียบเทียบทางสถติ ิ

1.   ผลการวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin 

เ ม่ือน าข้อมูลจากการวิ เคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน 
adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนักับในกลุ่มควบคมุมาวิเคราะห์เปรียบเทียบดคูวาม
แตกต่างในการกระจายตวัของจีโนไทป์และอัลลีลระหว่างในกลุ่มผู้ ป่วยและกลุ่มควบคมุ ด้วย
โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ EpiInfo version 6.0  โดยเลือกใช้คา่สถิติ Chi-square ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P value < 0.05)  
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ตารางท่ี 14 การกระจายตวัของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง+45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัและในกลุม่ควบคมุ    

 Genotype frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 

 TT TG GG 
+45T/G (rs2241766)  genotypes 
BA patients (n=106) 47 

(44.3%) 
41 
(38.7%) 

18 
(17.0%) 

0.91  
 

0.51-1.61 0.728 

Controls (n=107) 50 
(46.7%) 

45  
(42.1%) 

12 
(11.2%) 

1   

 Genotype frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 

 GG GT TT 

+276G/T (rs1501299) genotypes 
BA patients (n=106) 71 

(67.0%) 
30 
(28.3%) 

5 
(4.7%) 

2.07 1.14-3.74 0.009* 

Controls (n=107) 53 
(49.5%) 

42 
(39.3%) 

12 
(11.2%) 

1   

จากตารางท่ี 14   แสดงการกระจายตวัของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจะ
พบการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) โดยมีความถ่ีของจีโนไทป์ TT ต ่า
กว่าในกลุ่มควบคมุและเม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าข้อมลูในกลุ่มผู้ ป่วยและในกลุ่มควบคมุ
ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 44.3 และร้อยละ 46.7, P = 
0.728, odd ratio = 0.91) และส าหรับการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัพบความถ่ีของจีโนไทป์ GG สงูกว่าในกลุ่มควบคมุ
และเม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมั่น
ร้อยละ 95 (ร้อยละ 67.0 และร้อยละ 49.5, P = 0.009, odd ratio = 2.07)  

 



 
 

68 

ตารางที่  15   การกระจายตวัของอัลลีลของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง+45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัและในกลุม่ควบคมุ    

 Allele frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
T allele G allele 

+45T/G (rs2241766)  genotypes 
BA patients (2n=212) 135 (63.7%) 77 (36.3%) 1.20 0.79-1.83 0.375 
Controls (2n=214) 145 (67.8%) 69 (32.3%) 1   

 Allele frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
G allele T allele 

+276G/T (rs1501299) genotypes 
BA patients (2n=212) 172* (81.1%) 40 (18.9%) 1.92 1.19-3.08 0.004* 

Controls (2n=214) 148 (69.2%) 66 (30.8%) 1   

จากตารางท่ี 15   แสดงการกระจายตวัของอลัลีลของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจะมี
การกระจายตวัของอลัลีลท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) โดยมีความถ่ีของอลัลีล T ต ่ากว่าใน
กลุ่มควบคมุและเม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าข้อมูลในกลุ่มผู้ ป่วยและในกลุ่มควบคมุไม่มี
ความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 63.7 และร้อยละ 67.8, P = 
0.375, odd ratio = 1.20) และส าหรับการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัพบความถ่ีของอลัลีล G สูงกว่าในกลุ่มควบคมุและ
เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 81.1 และร้อยละ 69.2, P = 0.004, odd ratio = 1.92)  

นอกจากการวิเคราะห์ความแตกตา่งของความถ่ีจีโนไทป์และอลัลีลระหว่างกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและกลุ่มควบคมุ คณะผู้วิจยัได้แบง่กลุ่มผู้ ป่วยและกลุ่มควบคมุโดยอาศยั
ลกัษณะของเพศออกเป็น 4 กลุ่มคือ กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพศชายจ านวน 44 ราย, กลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพศหญิงจ านวน 62 ราย, กลุ่มควบคมุเพศชายจ านวน 42 ราย และกลุ่ม
ควบคมุเพศหญิงจ านวน 65 รายตามล าดบั เพ่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือศกึษาความแตกตา่ง
ของความถ่ีจีโนไทป์และอลัลีลระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพศชายกับกลุ่มควบคมุเพศ
ชายและกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัเพศหญิงกบักลุม่ควบคมุเพศหญิง  
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ตารางที่  16  การกระจายตัวของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและ
ในกลุม่ควบคมุเม่ือแบง่ตามลกัษณะของเพศ       

 Genotype frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 

 TT TG GG 
+45T/G (rs2241766)  genotypes 
Male BA patients 
(n=44) 

20 
(45.5%) 

16 
(35.4%) 

8 
(18.2%) 

0.83  
 

0.33-2.12 0.673 

Male controls 
(n=42) 

21 
(50.0%) 

15 
(35.7%) 

6 
(43.3%) 

1   

Female BA patients 
(n=62) 

27 
(43.5%) 

25 
(40.3%) 

10 
(16.1%) 

0.96 0.45-2.05 0.904 

Female controls 
(n=65) 

29 
(44.6%) 

29 
(44.6%) 

7 
(10.7%) 

1   

 Genotype frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 

 GG GT TT 

+276G/T (rs1501299) genotypes 
Male BA patients 
(n=44) 

23 
(54.8%) 

13 
(30.9%) 

6 
(14.3%) 

1.23 0.57-2.68 0.566 

Male controls 
(n=42) 

53 
(49.5%) 

42 
(39.3%) 

12 
(11.2%) 

1   

Female BA patients 
(n=62) 

45* 
(72.6%) 

14 
(22.6%) 

3 
(4.8%) 

3.09 1.38-6.95 0.003* 

Female controls 
(n=65) 

30 
(46.2%) 

29** 
(44.6%) 

6 
(9.2%) 

2.76 1.20-6.43 0.008** 

จากตารางท่ี 16   แสดงการกระจายของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัเพศชายพบการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) โดยมีความถ่ีของจีโน
ไทป์ TT ต ่ากวา่ในกลุม่ควบคมุเพศชาย เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าข้อมลูในกลุ่มผู้ ป่วยเพศ
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ชายและในกลุ่มควบคุมเพศชายไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(ร้อยละ 45.5 และร้อยละ 50.0, P = 0.673, odd ratio = 0.83) และในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงพบการ
กระจายตวัของจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) มีความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่มควบคมุเพศ
หญิงเม่ือน าข้อมลูไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 (ร้อยละ 43.5 และร้อยละ 44.6, P = 0.904, odd ratio = 0.96)  ส าหรับการกระจายตวั
ของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตันเพศชายพบ
ความถ่ีของจีโนไทป์ GG สงูกวา่ในกลุม่ควบคมุเพศชายและเม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มี
ความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 54.8 และร้อยละ 49.5, P = 
0.566, odd ratio = 1.23) และในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงพบการกระจายตวัของจีโนไทป์ TT ท่ี
ต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีความถ่ีสูงกว่าในกลุ่มควบคุมเพศหญิง เม่ือน าข้อมูลไป
วิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อย
ละ 72.6 และร้อยละ 46.2, P = 0.003, odd ratio = 3.09) นอกจากนีย้งัพบการกระจายตวัของจี
โนไทป์ GT ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงมีความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่ม
ควบคมุเพศหญิงเม่ือน าข้อมูลไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  (ร้อยละ 22.6 และร้อยละ 44.6, P = 0.008, odd ratio = 2.76)   

ผลการวิเคราะห์การกระจายตัวของอัลลีลของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและในกลุ่ม
ควบคุมเม่ือแบ่งตามลักษณะของเพศ พบว่าการกระจายตวัของอัลลีล T ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัเพศชายมีความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่มควบคมุเพศชาย เม่ือ
น าข้อมลูไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
(ร้อยละ 63.3 และร้อยละ 67.9, P = 0.560, odd ratio = 0.83) และในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงพบการ
กระจายของอลัลีล T ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) มีความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่มควบคมุเพศหญิง
เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
(ร้อยละ 63.7 และร้อยละ 66.9, P = 0.590, odd ratio = 0.87) ส าหรับการกระจายตวัของอลัลีล 
G ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ผลการวิเคราะห์พบว่ากลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพศชาย
มีความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มควบคมุเพศชาย เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกตา่งกัน
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 77.3 และร้อยละ 70.2, P = 0.294, odd ratio = 
1.44) และในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงพบการกระจายตัวของอัลลีล G ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) มีความถ่ีสูงกว่าในกลุ่มควบคมุเพศหญิงเม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความ
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แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 83.9 และร้อยละ 68.5, P = 
0.004, odd ratio = 2.40) ข้อมลูดงัแสดงในตารางท่ี 17 

ตารางที่  17   การกระจายตัวของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและ
ในกลุม่ควบคมุเม่ือแบง่ตามลกัษณะของเพศ       

 Allele frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
T allele G allele 

+45T/G (rs2241766)  genotypes 
Male BA patients (2n=88) 56 (63.3%) 32 (36.4%) 0.83 0.79-1.83 0.560 
Male controls (2n=84) 57 (67.9%) 27 (32.1%) 1   
Female BA patients (2n=124) 79 (63.7%) 45 (36.3%) 0.87 0.50-1.50 0.590 
Female controls (2n=130) 87 (66.9%) 43 (33.1%) 1   

 Allele frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
G allele T allele 

+276G/T (rs1501299) genotypes 
Male BA patients (2n=88) 68 (77.3%) 20 (22.7%) 1.44 0.69-3.02 0.294 
Male controls (2n=84) 59 (70.2%) 25 (29.8%) 1   
Female BA patients (2n=124) 104 (83.9%) 20 (16.1%) 2.40 1.26-4.59 0.004* 

Female controls (2n=130) 89 (68.5%) 41 (31.5%) 1   

ผลการศึกษาถัดมาเป็นการวิเคราะห์การกระจายของจีโนไทป์และอลัลีลของยีน 
adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัซึ่งได้แบง่กลุ่มผู้ ป่วยโดยอาศยัคา่ของ total bilirubin (TB) ใช้เป็นเกณฑ์ในการจ าแนก
ผู้ ป่วยออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลืองจ านวน 39 ราย 
(Jaundice, TB ≥ 2.0 mg/dl) และกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอาการตวัเหลืองจ านวน 67 
ราย (No jaundice, TB < 2.0 mg/dl) ข้อมลูจากการวิเคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 18 

 



 
 

72 

ตารางที่  18   การกระจายตัวของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมี
อาการตวัเหลืองและในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีไมมี่อาการตวัเหลือง 

 Genotype frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
TT TG GG 

+45T/G (rs2241766)  genotypes 
Jaundice (n=39) 17 

(43.6%) 
16 
(41%) 

6 
(15.4%) 

0.95  
 

0.40-2.28 0.906 

No jaundice (n=67) 30 
(44.8%) 

25 
(37.3%) 

12 
(17.9%) 

1   

 Genotype frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
GG GT TT 

+276G/T (rs1501299) genotypes 
Jaundice (n=39) 31 

(79.5%) 
8 
(20.5%) 

0 
(0.0%) 

2.62 0.96-7.28 0.060 

No jaundice (n=67) 40 
(59.7%) 

22 
(32.8%) 

5 
(7.5%) 

1   

จากตารางท่ี 18   แสดงการกระจายของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ผลจากการวิเคราะห์พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรค
ท่อน า้ดีตีบตันท่ีมีอาการตัวเหลืองมีการกระจายตัวของจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) โดยมีความถ่ีต ่ากวา่ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง เม่ือน าไป
วิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 
43.6 และร้อยละ 44.8, P = 0.906, odd ratio = 0.95) ส าหรับท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) 
พบการกระจายตวัของจีโนไทป์ GG ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ี
สงูกวา่ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีไมมี่อาการตวัเหลือง เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่
มีความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 79.5 และร้อยละ 59.7, P = 
0.060, odd ratio = 2.62) 
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ตารางที่ 19   การกระจายตวัของอลัลีลของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง+45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลือง
และในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีไมมี่อาการตวัเหลือง     

 Allele frequency Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
T allele G allele 

+45T/G (rs2241766)  genotypes 
Jaundice (2n=78) 50 (64.1%) 28 (35.9%) 1.03 0.55-1.92 0.922 
No jaundice (2n=134) 85 (63.4%) 49 (36.6%) 1   

 Genotype Odd ratio 
(OR) 

95% CI P value 
G allele T allele 

+276G/T (rs1501299) genotypes 
Jaundice (2n=78) 70 (89.7%) 8 (10.3%) 1   

No jaundice (2n=134) 102* (76.1%) 32 (23.9%) 0.36 0.14-0.89 0.014* 

 จากตารางท่ี 19   แสดงการกระจายของอลัลีลของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ผลจากการวิเคราะห์พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรค
ท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลืองมีการกระจายตวัของอลัลีล T ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
โดยมีความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง เม่ือน าไปวิเคราะห์ทาง
สถิต ิพบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 64.1และร้อยละ 
63.4, P = 0.922, odd ratio = 1.03) ส าหรับท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) พบการกระจาย
ตวัของอัลลีล G ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลืองซึ่งมีความถ่ีสูงกว่าในกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง เม่ือน าไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ามีความแตกตา่ง
กนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 89.7 และร้อยละ 76.1, P = 
0.014, odd ratio = 0.36) 

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายพันธุกรรมของยีน adiponectin จ านวน 2 
ต าแหน่ง คณะผู้วิจยัจึงได้ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมลูการกระจายตวัของจีโนไทป์ของทัง้ 2 
ต าแหน่งดังกล่าวในลักษณะท่ีเรียกว่า haplotype block และการวิเคราะห์ linkage 
disequilibrium (LD) เพ่ือศึกษาว่าอัลลีลท่ีอยู่คนละต าแหน่งบนโครโมโซมเดียวกัน มีโอกาส
ถ่ายทอดไปด้วยกนัมากกว่าหรือน้อยกว่าคา่คาดหวงั ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ haploview version 
4.2 ผลจากการวิเคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 20 
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ตารางที่ 20   การกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ 
+276G/T (rs1501299) แบบ haplotype block 

Haplotype  BA patients 
(2n=212) 

Controls 
(2n=214) 

Chi-square P value Empirical P value 

TG 104 (49.1%) 99 (46.3%) 0.274 0.601 0.945 
GG 68 (27.6%) 50 (23.4%) 4.752 0.029* 0.116 
TT 32 (18.2%) 46 (21.5%) 3.129 0.076 0.258 
GT 8 (6.7%) 20 (9.4%) 4.897 0.027* 0.105 

จากตารางท่ี 20   แสดงการกระจายตวัของจีโนไทป์ของยีน adiponectin ท่ี
ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและ
ในกลุ่มควบคมุ เม่ือท าการวิเคราะห์ในลกัษณะ haplotype block พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัมีการกระจายตวัของจีโนไทป์ในแบบ haplotype ท่ีมีลกัษณะ +45 T- และ +276 G- (TG) 
ความถ่ีสงูกวา่ในกลุม่ควบคมุ (ร้อยละ 49.1 และร้อยละ 46.3) และพบการกระจายตวัของจีโนไทป์
ในแบบ haplotype ท่ีมีลกัษณะ +45 G-/+276 G- (GG), ลกัษณะ +45 T-/+276 T- (TT) และ
ลกัษณะ +45 G-/+276 T- (GT) ความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่มควบคมุ (GG; ร้อยละ 27.6 กบั ร้อยละ 
23.4, TT; ร้อยละ 18.2 กบั ร้อยละ 21.5 และ GT; ร้อยละ 6.7 กบั ร้อยละ 9.4 ตามล าดบั) เม่ือน า
ข้อมลูมาท าการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าการกระจายตวัของจีโนไทป์ในแบบ haplotype +45 G-
/+276 G- (GG) และ +45 G-/+276 T- (GT)  มีความแตกตา่งกนัระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตบัตนักบักลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (GG; P = 0.029, GT; P = 
0.027) แต่เม่ือท าการวิเคราะห์หลงัจากการทดสอบด้วย 100,000 permutation test พบว่า 2 
ลกัษณะ haplotype ดงักล่าวไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (GG; 
Empirical P value = 0.116, GT; Empirical P value = 0.105) 

ส าหรับการวิเคราะห์ linkage disequilibrium (LD) เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ของ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T 
(rs1501299) ต่อโอกาสในการถ่ายทอดไปด้วยกัน ผลการวิเคราะห์พบว่าท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ ต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) อลัลีลท่ีอยู่บนยีน adiponectin ของทัง้ 2 
ต าแหนง่นีไ้มมี่โอกาสในการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมกนั (D’ = 0.214, r2 = 0.008)               
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2. ผลการวิเคราะห์ระดับโปรตีน adiponectin  

 คณะผู้วิจยัได้ท าการตรวจวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 106 ราย และในกลุ่มควบคมุจ านวน 40 ราย ด้วยวิธี enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) ตอ่จากนัน้น าข้อมูลท่ีได้ไปวิเคราะห์เพ่ือศกึษาความ
แตกตา่งของระดบัโปรตีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและในกลุ่มควบคมุด้วย
โปรแกรมทางสถิติ SPSS statistical package version 17.0 ด้วยการทดสอบทางสถิติ Student’s 
unpaired t-test และ Bonferoni One way ANOVA  

ผลการวิเคราะห์พบว่าซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตันมีระดับโปรตีน 
adiponectin สูงกว่าในกลุ่มควบคุมและเม่ือน าข้อมูลท่ีได้ไปวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วยค่าสถิต ิ
Student’s unpaired t-test พบว่าระดบัโปรตีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีคา่
สงูกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (172.8±90.8 ng/ml และ 
93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 20 

 

   รูปภาพท่ี 20   กราฟ box plot แสดงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของ
กลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัและกลุม่ควบคมุ  
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รูปภาพท่ี 21   กราฟ box plot แสดงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลือง ผู้ ป่วยท่ีไมมี่อาการตวัเหลือง และกลุม่ควบคมุ 

จากรูปภาพท่ี 21   ข้อมลูจากกราฟ box plot สามารถอธิบายได้ว่าระดบัโปรตีน 
adiponectin ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวัเหลืองจ านวน 39 ราย มีคา่เฉล่ียเท่ากบั 
229.6±89.0 ng/ml และในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอาการตวัเหลืองจ านวน 67 ราย มี
ค่าเฉล่ียเท่ากับ 139.7±74.5 ng/ml เม่ือน าข้อมูลมาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าระดับโปรตีน 
adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองสงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลืองอย่างมี
นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P < 0.001) และเม่ือท าการเปรียบเทียบระดบัโปรตีน 
adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองกับกลุ่มควบคมุ พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวั
เหลืองมีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกวา่ในกลุม่ควบคมุและมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (229.6±89.0 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) 
เช่นเดียวกันกบัในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลืองพบระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่ม
ควบคุมและมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(139.7±74.5 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P = 0.007)  
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เพ่ือศึกษาผลของระดบัเอนไซม์ ALT ท่ีมีต่อโปรตีน adiponectin ในซีรัมของ
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจึงได้ท าการวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัโดยแบ่งผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดับ
เอนไซม์ ALT สงู (High ALT, ระดบั ALT ≥ 45 IU/L) และกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบั
เอนไซม์ ALT ปกติ (Normal ALT, ระดบั ALT < 45 IU/L) ส าหรับข้อมลูลกัษณะทัว่ไปและอาการ
ทางคลนิิกของผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัทัง้ 2 กลุม่ แสดงในตารางท่ี 21             

ตารางท่ี 21   ข้อมลูลกัษณะทัว่ไปและอาการทางคลินิกในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู และกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกต ิ

 High ALT Normal ALT P value 

 (ALT ≥ 45 IU/L) (ALT  45 IU/L)  

N (M/F) 84 (40/44) 22 (4/18)  

Age (years) 5.6±5.0 6.5±3.5  

Serum adiponectin (ng/ml) 187.2±91.8 117.6±62.8 < 0.001 

AST (IU/L) 163.2±101.1 37.9±9.8 < 0.001 

ALT (IU/L) 146.5±93.7 27.9±8.2 < 0.001 

ALP (IU/L) 524.4± 269.7 238.5±150.9 < 0.001 

-GGT (IU/L) 355.7±337.9 51.0±48.8 < 0.001 

TB (mg/dl) 5.36 ± 7.66 1.3±3.4 < 0.001 

DB (mg/dl) 4.18 ± 6.40 1.8±6.0 0.113 
Total protein (g/dl) 6.86 ± 0.70 7.3±0.5 0.021 

Albumin (g/dl) 4.11 ± 0.69 4.7±0.4 0.003 

จากตารางท่ี 21   แสดงข้อมลูทัว่ไปและลกัษณะอาการทางคลินิกในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู (High ALT) และในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมี
ระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ (Normal ALT) พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู จ านวน 84 
ราย เป็นเพศชายจ านวน 40 ราย และเพศหญิงจ านวน 44 ราย  มีอายเุฉล่ียเท่ากบั 5.6±5.0 ปี และ
ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ จ านวน 22 ราย เป็นเพศชายจ านวน 4 ราย และเพศ
หญิงจ านวน 18 ราย มีอายุเฉล่ียเท่ากับ 6.5±3.5 ปี ส าหรับผลตรวจทางห้องปฏิบตัิการท่ีบง่บอก
ลกัษณะอาการทางคลินิกในกลุม่ผู้ ป่วยโรคท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู เปรียบเทียบกบัในกลุ่มผู้ ป่วย
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ท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกต ิพบวา่กลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู มีระดบัเอนไซม์ aspartate 
aminotransferase (AST), เอนไซม์ alanine aminotransferase (ALT), เอนไซม์ alkaline 

phosphatase (ALP), เอนไซม์ gamma-glutamyl transferase (-GGT), ค่า total bilirubin 
(TB), และคา่ total protein สงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ และเม่ือน าข้อมลูไป
วิเคราะห์ทางสถิตด้ิวยการทดสอบทางสถิติ Student’s unpaired t-test พบว่าข้อมลูของทัง้ 2 กลุ่ม
มีความแตกตา่งกนัอย่างนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (AST; 163.2±101.1 
IU/L กบั 37.9±9.8 IU/L, P < 0.001, ALT; 146.5±93.7 IU/L กบั 27.9±8.2 IU/L, P < 0.001, 

ALP; 524.4± 269.7 IU/L กบั 238.5±150.9 IU/L, P < 0.001, -GGT; 355.7±337.9 IU/L กบั 
51.0±48.8 IU/L, P < 0.001, TB; 5.36 ± 7.66 mg/dl กบั 1.3±3.4 mg/dl, P < 0.001 และ Total 
protein; 6.86±0.70 g/dl กบั 7.3±0.5 g/dl, P = 0.021 ตามล าดบั) ส าหรับระดบัโปรตีน albumin 
ในผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สูง มีค่าต ่ากว่าในผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (4.11±0.69 g/dl กบั 4.7±0.4 g/dl, P = 0.003)        

ส าหรับผลการตรวจวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สูง และกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ 
ALT ปกติ ผลการทดสอบพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดับเอนไซม์ ALT สูง มีระดับโปรตีน 
adiponectin คา่เฉล่ียเท่ากบั 187.2±91.8 ng/ml และในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ มี
ระดบัโปรตีน adiponectin คา่เฉล่ียเท่ากับ 117.6±62.8 ng/ml เม่ือน าข้อมลูไปวิเคราะห์ทางสถิติ
พบวา่ในกลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
ระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (187.2±91.8 
ng/ml กับ 117.6±62.8 ng/ml, P < 0.001) นอกจากนีย้งัพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ 
ALT สูง มีระดบัโปรตีน adiponectin สูงกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (187.2±91.8 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) และส าหรับใน
กลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มควบคมุแตผ่ล
การวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(117.6±62.8 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P = 0.783)  ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 22 
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รูปภาพท่ี 22   กราฟ box plot แสดงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สงู ผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ และกลุ่ม
ควบคมุ 

นอกจากนีท้างคณะผู้ วิจัยยังได้ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบระดับโปรตีน 
adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีภาวะความดนัพอร์ตอลสงูในหลอดเลือดด าของ
ตบั (Portal hypertension) กับกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีภาวะความดนัพอล์ตอลสงูใน
หลอดเลือดด าของตบั (Non-portal hypertension)  เน่ืองจากภาวะความดนัพอร์ตอลสงูในหลอด
เลือดด าของตบั (Portal hypertension) เป็นภาวะแทรกซ้อนท่ีเกิดขึน้ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัท่ีมีอาการตบัแข็งเกิดขึน้ร่วมด้วย และการศกึษาครัง้นีใ้นกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีผู้ ป่วยท่ี
เกิดภาวะ portal hypertension จ านวน 66 ราย และกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่เกิดภาวะ portal 
hypertension (Non- portal hypertension) จ านวน 40 ราย 

  ผลจากการวิเคราะห์พบว่ากลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตันท่ีเกิดภาวะ portal 
hypertension มีระดบัโปรตีน adiponectin คา่เฉล่ียเท่ากบั 207.0±90.2 ng/ml และในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีไมเ่กิดภาวะ portal hypertension มีระดบัโปรตีน adiponectin คา่เฉล่ียเท่ากบั 
118.5±62.1 ng/ml เม่ือน าข้อมลูมาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่ากลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีเกิด
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ภาวะ portal hypertension มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่ากลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่
เกิดภาวะ portal hypertension อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(207.0±90.2 ng/ml กบั 118.5±62.1 ng/ml, P < 0.001) และเม่ือท าการเปรียบเทียบระดบัโปรตีน 
adiponectin กบัในกลุ่มควบคมุพบว่ากลุ่มผู้ ป่วยท่ีเกิดภาวะ portal hypertension มีระดบัโปรตีน 
adiponectin สูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(207.0±90.2 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) และส าหรับในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่เกิดภาวะ 
portal hypertension มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มควบคมุแตไ่ม่มีความแตกตา่งกนั
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (118.5±62.1 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P = 0.420)  
ข้อมลูแสดงในรูปภาพท่ี 23 

      

รูปภาพท่ี 23   กราฟ box plot แสดงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีเกิดภาวะ portal hypertension, กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่เกิด
ภาวะ portal hypertension, และกลุม่ควบคมุ 

ส าหรับผลการการวิเคราะห์เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน adiponectin 
กบัลกัษณะจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วย
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โรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 106 ราย ด้วยการทดสอบทางสถิติ Bofferoni One-way ANOVA ผล
การวิเคราะห์พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 47 ราย พบลักษณะจีโนไทป์ TT ท่ี
ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) มีระดบัโปรตีน adiponectin คา่เฉล่ียเท่ากบั 186.4±104.1 ng/ml 
ลกัษณะจีโนไทป์ TG จ านวน 41 ราย มีระดบัโปรตีน adiponectin ค่าเฉล่ียเท่ากบั 167.0±82.1 
ng/ml และลกัษณะจีโนไทป์ GG จ านวน 18 ราย มีระดบัโปรตีน adiponectin ค่าเฉล่ียเท่ากับ 
150.4±68.3 ng/ml เม่ือน าข้อมลูของทัง้ 3 กลุ่มไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนั
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (TT ; 186.4±104.1 ng/ml กบั TG; 167.0±82.1 ng/ml 
กบั GG; 150.4±68.3 ng/ml, P = 0.318) ข้อมลูดงัแสดงในรูปภาพท่ี 24 

 

  รูปภาพท่ี 24   กราฟ box plot แสดงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุม่
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ TT, TG และ GG ท่ีต าแหนง่ +45T/G (rs2241766)   

ส าหรับท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั
จ านวน 71 ราย ท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GG มีระดบัโปรตีน adiponetin คา่เฉล่ียเท่ากบั 197.9±86.5 
ng/ml ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลักษณะจีโนไทป์ GT จ านวน 30 ราย มีระดบัโปรตีน adiponectin 
คา่เฉล่ียเท่ากบั 122.1±78.5 ng/ml และกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ TT จ านวน 5 ราย มีระดบั
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โปรตีน adiponectin ค่าเฉล่ียเท่ากบั 118.8±84.5 ng/ml เม่ือน าข้อมลูท่ีได้ไปวิเคราะห์ทางสถิติ 
พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GG มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
ลกัษณะจีโนไทป์ GT อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (197.9±86.5 
ng/ml กบั 122.1±78.5 ng/ml, P < 0.001)  แต่เม่ือท าการเปรียบเทียบกบัในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
ลกัษณะจีโนไทป์ TT ผลการวิเคราะห์พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อย
ละ 95 (197.9±86.5 ng/ml กบั 118.8±84.5 ng/ml, P = 0.134) และระดบัโปรตีน adiponectin
ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GT กบัลกัษณะจีโนไทป์ TT พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนัทาง
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (122.1±78.5 ng/ml กบั 118.8±84.5 ng/ml, P = 1.000) 
ข้อมลูดงัแสดงในรูปภาพท่ี 25 

 

  รูปภาพท่ี 25   กราฟ box plot แสดงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GG, GT และ TT ท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs150299)   

จากนัน้ได้ท าการวิ เคราะห์เ พ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับโปรตีน 
adiponectin กบัผลตรวจเลือดทางชีวเคมีท่ีบง่ชีล้กัษณะอาการทางคลินิกในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้
ตีบตนั ซึง่ถกูน ามาวิเคราะห์เพ่ือหาความสมัพนัธ์ของตวัแปรทัง้ 2 ด้วยกราฟ correlation analysis 
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และวิเคราะห์ทางสถิติด้วยการทดสอบทางสถิติ Pearson’s correlation ผลจากการวิเคราะห์
พบว่าระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีความสมัพนัธ์ท่ีเป็นไป
ในแนวทางเดียวกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 กับระดบัเอนไซม์ 
aspartate aminotransferase (AST; r = 0.626, P < 0.001), ระดบัเอนไซม์ alanine 
aminotransferase (ALT; r = 0.344, P < 0.001), alkaline phosphatase (ALP; r = 0.335, P = 
0.001) และระดบั total bilirubin (TB; r = 0.626, P < 0.001) ในทางตรงกันข้ามจะพบ
ความสัมพันธ์ของระดบัโปรตีน adiponectin ในลกัษณะแปรผกผันกลบัระดบัโปรตีน albumin 
และระดบั total protein ซึ่งลกัษณะดงักล่าวมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (alblumin; r = -0.508, P < 0.001 และ protein; r = -0.355, P = 0.004) 
ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 26 

 

รูปภาพท่ี 26   กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัโปรตีน adiponectin ใน
ซีรัมของผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนักบัลกัษณะอาการทางคลินิก      
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

โรคท่อน า้ดีตีบตนัเป็นผลท่ีเกิดจากบริเวณท่อน า้ดีเกิดการอกัเสบ ท าให้เกิดการ
ตีบตนัไมส่ามารถระบายน า้ดีได้ สง่ผลท าให้เกิดการคัง่สะสมของน า้ดีในตบั ส าหรับสาเหตขุองการ
อกัเสบท่ีเกิดขึน้นัน้ยงัไม่สามารถระบไุด้ว่ามีสาเหตจุากปัจจยัใดท่ีกระตุ้นท าให้เกิดลกัษณะอาการ
ดงักล่าว เม่ือมีน า้ดีสะสมท่ีตบัมากขึน้จะก่อให้เกิดพงัผืดสะสมในตบั (liver fibrosis) และพฒันา
น าไปสู่การเกิดภาวะตับแข็งได้ [2] มีรายงานการศึกษาเก่ียวกับความสัมพันธ์ระหว่าง 
inflammatory cells กบัการเกิดพยาธิสภาพบริเวณ bile ducts ในผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั ผล
การศึกษาชีใ้ห้เห็นว่า inflammatory cells มีบทบาทในการก่อให้เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั [74,75] 
ดงันัน้การศึกษาบทบาทของโมเลกุลท่ีตอบสนองต่อกระบวนการอกัเสบอาจจะท าให้เราสามารถ
อธิบายสาเหตขุองเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัได้ชดัเจนขึน้  

ส าหรับโปรตีน adiponectin จัดเป็น adipokine ท่ีหลัง่มากจากเนือ้เย่ือไขมัน 
(adipose tissue) มีบทบาทในการต่อต้านการเกิดการอักเสบ (anti-inflammatory) โดยท่ี 
adiponectin จะสามารถยบัยัง้กระบวนการสร้าง pro-inflammatory cytokines เช่น TGF- และ 
IL-6 รวมทัง้มีผลไปกระตุ้นการแสดงออกของ anti-inflammatory cytokines เช่น IL-10 และ IL-1 
receptor antagonist [76,77] นอกจากนี ้adiponectin จะไปลดการแสดงออกของ adhesion 
molecules โดยไปยับยัง้การเกาะติดภายในเซลล์ของ intracellular adhesion molecule-1 
กระบวนการดังกล่าวมีผลท าให้เซลล์เกิดการอักเสบน้อยลง [76] จากปัจจัยข้างต้นท าให้
คณะผู้วิจยัเช่ือว่าโปรตีน adiponectin น่าจะมีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัการเกิดพยาธิสภาพของ
โรคทอ่น า้ดีตีบตนั   

ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีค้ณะผู้วิจยัจึงได้ท าการวิเคราะห์เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์
ระหว่างความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
บริเวณ exon 2 และท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) บริเวณ intron 2  ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัจ านวน 106 ราย กบักลุ่มควบคมุผู้ ท่ีไม่ได้ป่วยเป็นโรคท่อน า้ดีตีบตนัจ านวน 107 ราย ผล
การศกึษาพบว่าลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) ใน
กลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัมีการกระจายตวัของจีโนไทป์ TT จ านวน 47 ราย (ร้อยละ 44.3), จีโน
ไทป์ TG จ านวน 41 ราย (ร้อยละ 38.7) และจีโนไทป์ GG จ านวน 18 ราย (ร้อยละ 17) ตามล าดบั 
ส าหรับในกลุม่ควบคมุจ านวน 107 ราย มีการกระจายตวัของจีโนไทป์  TT จ านวน 50 ราย (ร้อยละ 
46.7), จีโนไทป์ TG จ านวน 45 ราย (ร้อยละ 42.1) และจีโนไทป์ GG จ านวน 12 ราย (ร้อยละ 
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11.2) ตามล าดบั เม่ือน าข้อมลูมาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยการทดสอบทางสถิติ Chi-square พบว่า
ข้อมลูของทัง้ 2 กลุ่ม ไม่มีความแตกตา่งทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P > 0.05, odd 
ratio = 0.91) ส าหรับการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299)ในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัพบลกัษณะจีโนไทป์ GG จ านวน 71 ราย (ร้อยละ 67), จีโนไทป์ GT จ านวน 30 
(ร้อยละ 28.3) และจีโนไทป์ TT จ านวน 5 ราย (ร้อยละ 4.7) ในกลุ่มควบคมุพบการกระจายตวัของ
จีโนไทป์ GG จ านวน 53 ราย (ร้อยละ 49.5) จีโนไทป์ GT จ านวน 42 ราย (ร้อยละ 39.3) และจีโน
ไทป์ TT จ านวน 12 ราย (ร้อยละ 11.2) เม่ือน าข้อมลูมาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยการทดสอบทางสถิต ิ
Chi-square พบวา่กลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัพบความถ่ีของจีโนไทป์ GG สงูกว่าในกลุ่มควบคมุ
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (P = 0.009, odd ratio = 2.07) ส าหรับ
การวิเคราะห์เพ่ือศึกษาความแตกตา่งของการกระจายของอลัลีลในยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนักบักลุ่ม
ควบคุม พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีการกระจายของอัลลีล T ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) ความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่มควบคมุ แตเ่ม่ือน าข้อมลูไปวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าไม่มีความ
แตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 63.7 และร้อยละ 67.8, P > 0.05, 
odd ratio = 1.20) ส าหรับท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) พบการกระจายตวัของอลัลีล G ใน
กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีความถ่ีสูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 81.1 และร้อยละ 69.2, P = 0.004, odd ratio = 1.92)     

เม่ือท าการวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัและกลุ่มควบคมุโดยแบ่งตามลกัษณะทางเพศ พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัเพศหญิงพบการกระจายตวัของจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีความถ่ี
สงูกว่าในกลุ่มควบคมุเพศหญิงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 
72.6 และร้อยละ 46.2, P = 0.003, odd ratio = 3.09) นอกจากนีย้งัพบการกระจายตวัของจีโน
ไทป์ GT ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงมีความถ่ีต ่ากว่าในกลุ่ม
ควบคมุเพศหญิงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  (ร้อยละ 22.6 และร้อย
ละ 44.6, P = 0.008, odd ratio = 2.76) ส าหรับการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) ผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าข้อมลูระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัทัง้ในเพศ
ชายและเพศหญิงเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุทัง้ในเพศชายและเพศหญิงไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (เพศชาย; ร้อยละ 45.5 และร้อยละ 50.0, P = 0.673, 
odd ratio = 0.83, เพศหญิง; ร้อยละ 43.5 และร้อยละ 44.6, P = 0.904, odd ratio = 0.96) 
เช่นเดียวกับผลการวิเคราะห์ทางสถิติท่ีพบว่าการกระจายตวัของอัลลีล T ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) ทัง้ในกลุ่มผู้ ป่วยเพศชายและเพศหญิงเม่ือน าข้อมูลมาเปรียบเทียบกับในกลุ่ม
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ควบคมุทัง้เพศชายและเพศหญิง พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (เพศชาย; ร้อยละ 63.3 และร้อยละ 67.9, P = 0.560, odd ratio = 0.83, เพศหญิง; ร้อยละ 
63.7 และร้อยละ 66.9, P = 0.590, odd ratio = 0.87) ส าหรับการกระจายตวัของอลัลีล G ท่ี
ต าแหน่ง+276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิงมีความถ่ีสูงกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 83.9 และร้อยละ 68.5, P = 0.004, 
odd ratio = 2.40) และการกระจายตวัของอลัลีล G ในผู้ ป่วยเพศชายเม่ือเปรียบเทียบกบัในกลุ่ม
ควบคุมเพศชาย ผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 77.3 และร้อยละ 70.2, P = 0.294, odd ratio = 1.44)  

ส าหรับการวิเคราะห์เพ่ือศึกษาการกระจายตวัของจีโนไทป์และอลัลีลท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตวั
เหลืองกับผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง ผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองมีการกระจายตวัของจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
ความถ่ีสูงกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง เม่ือน าข้อมลูมาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่า ไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 43.6 
และร้อยละ 44.8, P = 0.906, odd ratio = 0.95) และการกระจายตวัของอลัลีล T ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) ท่ีพบในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มี
อาการตวัเหลือง เม่ือน าข้อมูลมาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 64.1และร้อยละ 63.4, P = 0.922, odd ratio = 1.03) ส าหรับ
การกระจายตวัของจีโนไทป์และอลัลีลท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
อาการตวัเหลืองมีการกระจายของจีโนไทป์ GG ความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง 
เม่ือน าข้อมูลมาวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อย
ละ 95 (ร้อยละ 79.5 และร้อยละ 59.7, P = 0.060, odd ratio = 2.62) และพบว่าการกระจายตวั
ของอลัลีล G ในกลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองมีความถ่ีสงูกวา่ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมมัน่ร้อยละ 95 (ร้อยละ 89.7 และร้อยละ 76.1, P = 
0.014, odd ratio = 0.36)      

จากนัน้คณะผู้ วิจัยได้วิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมูลการกระจายตวัของจีโนไทป์
ระหว่างต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในลักษณะท่ีเรียกว่า 
haplotype block และการวิเคราะห์ linkage disequilibrium (LD) ผลการวิเคราะห์พบว่าในกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีการกระจายตวัของจีโนไทป์ในแบบ haplotype +45 G-/+276 G- (GG) 
และ +45 G-/+276 T- (GT) ความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (GG; ร้อยละ 27.6 กบั ร้อยละ 23.4, P = 0.029, GT; ร้อยละ 6.7 กบั ร้อยละ 
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9.4, P = 0.027) แตเ่ม่ือท าการวิเคราะห์หลงัจากการทดสอบด้วย 100,000 permutation test 
พบว่า 2 ลกัษณะ haplotype ดงักล่าวไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (GG; Empirical P value = 0.116, GT; Empirical P value = 0.105) ส าหรับการวิเคราะห์ 
linkage disequilibrium (LD) พบว่าท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) อลัลีลท่ีอยู่บนยีน adiponectin ของทัง้ 2 ต าแหน่งนีไ้ม่มีโอกาสในการถ่ายทอด
ลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมกนั (D’ = 0.214, r2 = 0.008) 

ผลการตรวจวดัระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั
จ านวน 106 ราย และในกลุม่ควบคมุจ านวน 40 ราย พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีระดบั
โปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (172.8±90.8 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) และเม่ือท าการวิเคราะห์ระดบัโปรตีน 
adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองและกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง  พบว่าใน
กลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองมีระดบัโปรตีน adiponectin สูงกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวั
เหลืองอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (229.6±89.0 ng/ml กับ 
139.7±74.5 ng/ml, P < 0.001) นอกจากนีย้งัพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลืองมีระดบั
โปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (229.6±89.0 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) เช่นเดียวกบัในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการ
ตวัเหลืองพบระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (139.7±74.5 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P = 0.007) 

 ส าหรับผลการตรวจวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สูง และกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีระดบัเอนไซม์ 
ALT ปกติ พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT สูง มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าใน
กลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
(187.2±91.8 ng/ml กับ 117.6±62.8 ng/ml, P < 0.001) นอกจากนีย้งัพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
ระดบัเอนไซม์ ALT สูง มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (187.2±91.8 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) และ
ในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีระดบัเอนไซม์ ALT ปกติ มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่ากลุ่มควบคมุแตผ่ล
การวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(117.6±62.8 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P = 0.783)   

ถดัมาเป็นการวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัท่ีเกิดภาวะ portal hypertension และในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่เกิดภาวะ portal 
hypertension พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีเกิดภาวะ portal hypertension มีระดบั
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โปรตีน adiponectin สูงกว่ากลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีไม่เกิดภาวะ portal hypertension 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (207.0±90.2 ng/ml กับ 118.5±62.1 
ng/ml, P < 0.001) และเม่ือท าการเปรียบเทียบระดบัโปรตีน adiponectin กบัในกลุ่มควบคมุ
พบว่ากลุ่มผู้ ป่วยท่ีเกิดภาวะ portal hypertension มีระดบัโปรตีน adiponectin สูงกว่าในกลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (207.0±90.2 ng/ml กับ 
93.9±53.4 ng/ml, P < 0.001) และในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่เกิดภาวะ portal hypertension มีระดบั
โปรตีน adiponectin สูงกว่าในกลุ่มควบคมุ เม่ือน าข้อมูลไปวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าไม่มีความ
แตกตา่งกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (118.5±62.1 ng/ml กบั 93.9±53.4 ng/ml, P 
= 0.420) 

ส าหรับผลการวิเคราะห์เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน adiponectin กบั
ลกัษณะจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรค
ท่อน า้ดีตีบตนั พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ TT, TG และ GG ท่ี
ต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) ระดบัโปรตีน adiponectin ของทัง้ 3 กลุ่ม ไม่มีความแตกตา่งกนั
ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (TT; 186.4±104.1 ng/ml กบั TG; 167.0±82.1 ng/ml 
กบั GG; 150.4±68.3 ng/ml, P = 0.318) และท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) พบว่าในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GG มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโน
ไทป์ GT อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (197.9±86.5 ng/ml กับ 
122.1±78.5 ng/ml, P < 0.001)  แตเ่ม่ือท าการเปรียบเทียบกบัในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ 
TT ผลการวิเคราะห์พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(197.9±86.5 ng/ml กบั 118.8±84.5 ng/ml, P = 0.134) และระดบัโปรตีน adiponectinในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GT และลกัษณะจีโนไทป์ TT พบว่าข้อมลูทัง้ 2 กลุ่มไม่มีความแตกตา่ง
กนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (122.1±78.5 ng/ml กับ 118.8±84.5 ng/ml, P = 
1.000) 

สุดท้ายคณะผู้ วิจัยได้ท าการวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin กับผลตรวจ
เลือดทางชีวเคมีท่ีบง่ชีล้กัษณะอาการทางคลินิกในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ตีบตนั พบว่าระดบัโปรตีน 
adiponectin ในซีรัมของกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีความสมัพนัธ์ท่ีเป็นไปในแนวทางเดียวกนั
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 กับระดับเอนไซม์ aspartate 
aminotransferase (AST; r = 0.626, P < 0.001), ระดบัเอนไซม์ alanine aminotransferase 
(ALT; r = 0.344, P < 0.001), alkaline phosphatase (ALP; r = 0.335, P = 0.001) และระดบั 
total bilirubin (TB; r = 0.626, P < 0.001) ในทางตรงกนัข้ามจะพบความสมัพนัธ์ของระดบั
โปรตีน adiponectin ในลกัษณะแปรผกผนักลบัระดบัโปรตีน albumin และระดบั total protein ซึ่ง



 
 

89 

ลักษณะดงักล่าวมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
(alblumin; r = -0.508, P < 0.001 และ protein; r = -0.355, P = 0.004) 

อภปิรายผลการวิจัย 

  ผลจากการวิเคราะห์เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ของความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของยีน adiponectin กบัการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั พบว่าการกระจายตวัของลกัษณะจีโนไทป์ GG 
และอลัลีล G ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีความถ่ีสงูกว่า
ในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 แต่การกระจายตวัของ
ลกัษณะจีโนไทป์ TT และอลัลีล T ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) พบว่าไม่มีความแตกตา่งทาง
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ระหว่างกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัและกลุ่มควบคมุ มีราย
การศกึษาก่อนหน้านีท่ี้ได้ท าการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วย
โรคเบาหวานประเภทท่ี 2 ชาวญ่ีปุ่ น พบว่าลกัษณะจีโนไทป์ GG และอัลลีล G ท่ีต าแหน่ง 
+276G/T (rs1501299) มีความสมัพนัธ์กบัการเพิ่มความเส่ียงในการเกิดโรคเบาหวานประเภทท่ี 2 
[78] และรายงานการศกึษาของ Tokushige et al. [67] พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วย non-alcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) ท่ีเกิดภาวะพงัพืดสะสมตบัในระดบัท่ีรุนแรง (severe fibrosis) มีการ
กระจายตวัของลักษณะจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) ความถ่ีสูงกว่าในกลุ่ม
ผู้ ป่วยท่ีเกิดภาวะพงัผืดสะสมตบัในระดบัปานกลาง (mild fibrosis group) แม้ว่าในการศกึษาของ 
Musso et al. [68] จะพบการกระจายตวัของจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) มี
ความถ่ีสงูในกลุ่มผู้ ป่วยโรค NAFLD ชาวอิตาลีอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อย
ละ 95 เม่ือท าการเปรียบกับในกลุ่มควบคมุผู้ ท่ีไม่ได้ป่วยเป็นเป็นโรค NAFLD  อย่างไรก็ตามสิ่งท่ี
พบจากการศึกษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่าลกัษณะจีโนไทป์ GG และอลัลีล G ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) อาจมีความสัมพันธ์กับความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั แต่ลักษณะทาง
พนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) อาจจะไม่มีความสมัพนัธ์กับ
การเกิดพยาธิสภาพในผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนั 
  จากตวัเลขรายงานอบุตักิารณ์ของการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั พบว่าโรคท่อน า้ดีตีบ
ตนัเป็นโรคท่ีพบน้อย มีสดัส่วนในการเกิดโรคประมาณ 1-1.5:10,000 และผู้ ป่วยท่ีเป็นเพศหญิงจะ
มีโอกาสในการเกิดโรคมากกว่าในเพศชาย [74] จากการวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมในกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัเพศหญิงพบการกระจายตวัของลกัษณะจีโนไทป์ GG และอลัลีล G ท่ี
ต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีความถ่ีสงูกว่าในกลุ่มควบคมุเพศหญิงอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 แต่การกระจายตวัของลักษณะจีโนไทป์ GT ท่ีต าแหน่ง 
+276G/T (rs1501299) มีความถ่ีต ่ากวา่ในกลุม่ควบคมุเพศหญิงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั
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ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ผลท่ีได้มีความสอดคล้องกบัการศึกษาท่ีผ่านมา พบว่าลกัษณะจีโนไทป์ 
GG ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีความสมัพนัธ์กบัความเส่ียงในการเกิดภาวะ polycystic 
ovary syndrome และโรคเบาหวานประเภทท่ี 2 ในกลุ่มผู้ ป่วยเพศหญิง [79, 80] นอกจากนี ้
การศึกษาของ Tokushige et al. [67] ได้รายงานว่าในกลุ่มผู้ ป่วย NAFLD เพศหญิงจะพบ
ลกัษณะจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ความถ่ีสูงกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ผลการศกึษาท่ีพบในครัง้นีส้ามารถอธิบายได้ว่า
ลกัษณะจีโนไทป์ GG และอลัลีล G ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) อาจจะมีผลตอ่ความเส่ียง
ในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนัในผู้ ป่วยเพศหญิง และลกัษณะจีโนไทป์ GT ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) ท่ีพบในกลุม่ผู้ ป่วยเพศหญิงอาจจะมีผลในการป้องกนัการเกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนัได้   
  นอกจากนีค้ณะผู้ วิจัยได้ท าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดภาวะ 
cholestasis กับลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมี
อาการตัวเหลืองและกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตัวเหลือง ผลการวิเคราะห์พบว่าการกระจายตัว
ของอลัลีล G ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดภาวะ cholestasis ใน
กลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัท่ีมีอาการตัวเหลือง ถึงแม้ว่าลักษณะจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ไม่มีความสัมพันธ์กับความเส่ียงในการเกิดภาวะ 
cholestasis ในกลุม่ผู้ ป่วยท่ีมีอาการตวัเหลือง อาจเป็นไปได้ว่าในการศกึษาครัง้นีจ้ านวนผู้ ป่วยท่ีมี
อาการตัวเหลืองมีจ านวนน้อยเกินไป ท าให้เม่ือน าข้อมูลไปวิเคราะห์ทางสถิติจึงไม่พบความ
แตกตา่งระหวา่งข้อมลูทัง้ 2 กลุ่ม สิ่งท่ีน่าสนใจจากผลการวิเคราะห์ครัง้นีคื้อ กลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีอาการ
ตวัเหลืองจะไมพ่บการกระจายตวัของลกัษณะจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) 
  ถดัมาคณะผู้วิจยัได้ท าการตรวจวิเคราะห์ระดบัโปรตีน adiponectin ผู้ ป่วยโรคท่อ
น า้ดีตีบตนัและท าการเปรียบเทียบกับในกลุ่มควบคมุ มีรายงานการศึกษาเก่ียวกับบทบาทของ
โปรตีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วย chronic liver disease (CLD) เช่น การศกึษาของ Tietge et 
al. [81] รายงานว่าระดบัโปรตีน adiponectin จะเพิ่มขึน้สงูขึน้ในกลุ่มผู้ ป่วย advanced cirrhosis 
ผลจากการศกึษา Tietge et al. สรุปว่าระดบัโปรตีน adiponectin ท่ีเพิ่มสงูขึน้มีความสมัพนัธ์กบั
การเกิดโรค chronic liver disease (CLD) เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Tacke et al. [82] พบว่า
ระดบัโปรตีน adiponectin จะเพิ่มขึน้ในผู้ ป่วย CLD และมีความสัมพันธ์กับการกระบวนการ
อักเสบและการท่ีตับถูกท าลายได้รับความเสียหาย นอกจากนีใ้นกลุ่มผู้ ป่วยท่ีเกิดภาวะ 
cholestatic จะพบระดบัโปรตีน adiponectin สูง ซึ่งเป็นการบ่งชีว้่ากระบวนการก าจัดน า้ดีมี
ความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบับทบาทของ adiponectin จากรายงานการศกึษาดงักล่าวได้สนบัสนุน
ผลการศกึษาท่ีพบวา่ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนัจะมีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 และพบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
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อาการตวัเหลืองจะมีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการตวัเหลือง จาก
ผลการวิจยัท่ีพบสามารถอธิบายได้ว่า โปรตีน adiponectin อาจจะมีความสมัพนัธ์กับการเกิด
พยาธิสภาพของโรคทอ่น า้ดีตีบตนั  
  เม่ือท าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับโปรตีน adiponectin กับ
พารามิเตอร์ท่ีใช้บง่ชีก้ารเกิดภาวะ hepatic injury และภาวะ cholestasis พบว่าระดบัโปรตีน 
adiponectin มีความสมัพันธ์สอดคล้องกับระดบัเอนไซม์ AST, ALT, ALP และระดบั total 
bilirubin ในทางตรงข้ามจะพบความสมัพนัธ์ของระดบัโปรตีน adiponectin จะแปรผกผนักบัระดบั
โปรตีน albumin และระดบั total protein ผลการวิเคราะห์ได้สนบัสนุนแนวคิดท่ีว่าระดบัของ
โปรตีน adiponectin มีความสมัพนัธ์เก่ียวข้องกบัลกัษณะอาการทางคลินิกท่ีใช้บ่งบอกการเกิด
ภาวะ cholestasis ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั และการท่ีพบความสมัพนัธ์ของระดบัโปรตีน 
adiponectin ท่ีแปรผกผนักบัระดบัของโปรตีน albumin และระดบั total protein สามารถใช้เป็น
ตวับ่งชีค้วามสามารถของตบัในการสงัเคราะห์โปรตีน ผลการศึกษาท่ีพบสรุปได้ว่า adiponectin 
อาจจะเป็นตวัท่ีใช้บง่บอกการเกิด hepatocellular damage ในผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตบัตนัได้ 
  การวิเคราะห์ถัดมาเพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางพันธุกรรมกับ
ระดบัโปรตีน adiponectin ในกลุม่ผู้ ป่วยโรคทอ่น า้ดีตีบตนั ผลการวิเคราะห์พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมี
ลกัษณะจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) มีระดบัโปรตีน adiponectin สูงกว่า
ผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GT และจีโนไทป์ TT อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อย
ละ 95 ผลการศกึษาท่ีพบบง่ชีว้่าลกัษณะจีโนไทป์ GG ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ในกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนัมีความสมัพนัธ์กบัการเพิ่มระดบัโปรตีน adiponectin อย่างไรก็ตามผล
การวิเคราะห์มีความแตกตา่งจากการศกึษาของ Kang et al. [83] ท่ีพบว่าอลัลีล G ท่ีต าแหน่ง 
+45T/G (rs2241766) มีความสมัพนัธ์กับการแสดงออกของ adiponectin ท่ีลดลง และอลัลีล T 
จะมีความสัมพนัธ์กับการแสดงออกของ adiponectin ท่ีเพิ่มขึน้ [84, 85] นอกจากนีร้ายงาน
การศึกษาของ Menzaghi et al. [86] พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ TT ท่ีต าแหน่ง 
+276G/T (rs1501299) มีระดบัโปรตีน adiponectin สงูกว่าในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์ GT 
และจีโนไทป์ GG แม้ว่าลักษณะทางพันธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +276G/T 
(rs1501299) จะมีส่วนเก่ียวข้องกบัการเปล่ียนแปลงระดบัโปรตีน adiponectin ในซีรัมของผู้ ป่วย
โรคท่อน า้ดีตีบตัน แต่ก็ยังไม่สามารถอธิบายได้อย่างชัดเจนว่าเหตุใดความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีมีผลต่อความเส่ียงในการเกิดโรคจึงมีความแตกต่างกัน ซึ่ง
อาจจะเกิดจากความแตกต่างทางด้านเชือ้ชาติ และกลไกการเกิดพยาธิสภาพของโรคท่ีต่างกัน 
และเป็นไปได้ท่ีลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) บริเวณ exon 2 อาจอยู่
ในส่วนบริเวณ silent substitution ท าให้ไม่มีผลตอ่การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในสายพอลิเพป
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ไทด์ และท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) ในส่วน intron 2 อาจเป็นบริเวณท่ีมีบทบาทเก่ียวกบั 
consensus splice site 
  มีรายงานการศกึษาการกระจายตวัของจีโนไทป์ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) 
และ +276G/T (rs1501299) ในลกัษณะท่ีเรียกว่า SNP haplotype พบว่าท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) จะมีการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมกนัในยีน 
adiponectin ท่ีตอ่สนองตอ่ภาวะ metabolic syndrome ในกลุ่มชาว Caucasian [87] ชาวสวีเดน 
[88] และชาวญ่ีปุ่ น [89] แม้ว่าในการศกึษาครัง้นีจ้ะไม่พบความสมัพนัธ์ระหว่าง SNP haplotype 
ในยีน adiponectin กบัโอกาสในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ซึ่งความแตกตา่งดงักล่าวอาจเกิดจาก
ความแตกต่างทางด้านเชือ้ชาติและกลไกการเกิดพยาธิสภาพของโรคท่ีแตกตา่งกันเป็นสาเหตุให้
การวิเคราะห์ไม่พบความสมัพนัธ์ของ SNP haplotype ท่ีต าแหน่ง +45T/G (rs2241766) และ 
+276G/T (rs1501299) ต่อโอกาสในการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมร่วมกันท่ีส่งผลต่อการ
เกิดโรคทอ่น า้ดีตีบตนั     
  จากบทบาทของ adiponectin ท่ีตอบสนองต่อกระบวนการอกัเสบและการเกิด 
liver injury [90] ท าให้พบวา่ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดี
ตีบตนัชาวไทยท่ีพบลักษณะจีโนไทป์ GG และอลัลีล G ท่ีต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) 
บริเวณ intron 2 สงูกว่าในกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
สามารถท่ีจะน าข้อมลูมาใช้บง่บอกการเกิดกระบวนการอกัเสบในผู้ ป่วย ซึ่งเป็นสาเหตหุนึ่งของการ
เกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั ส าหรับระดบัโปรตีน adiponectin ท่ีสงูขึน้ในกลุ่มผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตนั 
ลักษณะดังกล่าวเป็นสิ่ง ท่ีบ่งชีว้่า adiponectin อาจจะมีบทบาทในการตอบสนองต่อ 
hepatoprotective effect และการเป็น anti-inflammatory เช่นเดียวกบัระดบัโปรตีน adiponectin 
ท่ีเพิ่มสงูขึน้นัน้อาจจะเป็นผลท่ีเกิดจากการท่ีตบัได้รับความเสียหายและการมีน า้ดีคัง่สะสมในกลุ่ม
ผู้ ป่วยโรคท่อน า้ดีตีบตัน สุดท้ายคณะผู้ วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่าผลการวิเคราะห์ลักษณะทาง
พนัธุกรรมของยีน adiponectin และการตรวจวดัระดบัโปรตีน adiponectin อาจจะน ามาใช้ในการ
ช่วยอธิบายกลไกการเกิดพยาธิสภาพและการด าเนินของโรคท่อน า้ดีตีบตนัให้เกิดความกระจ่าง
ชดัเจนมากขึน้     

ข้อเสนอแนะ 

ในการวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin ท่ีต าแหน่ง +45T/G 
(rs2241766) และ +276G/T (rs1501299) ด้วยวิธี PCR-RFLP ได้พบปัญหาในขัน้ตอนของเพิ่ม
จ านวนสารพนัธุกรรมด้วยวิธี PCR ท่ีบริเวณ +276G/T (rs1501299) เน่ืองจาก PCR-product ท่ี
ได้มีการปนเปือ้นของแถบดีเอ็นเออ่ืน ซึ่งเกิดจากการจบักนัอย่างไม่จ าเพาะระหว่าง non-specific 



 
 

93 

ของดีเอ็นเอแม่แบบกับ primer ลักษณะดงักล่าวส่งผลต่อการแปลผลลักษณะทางพันธุกรรม 
ส าหรับวิธีการแก้ปัญหาในระยะแรกคณะผู้วิจยัได้ท าการเพิ่มอณุหภูมิและเวลาช่วง annealing ให้
สูงขึน้ในช่วงการท า PCR รอบแรกๆ จากนัน้จึงลดอุณหภูมิลง และท าการลดจ านวนรอบของ
ปฏิกิริยาท่ีใช้ในการท า PCR แตอ่ย่างไรก็ยงัไม่สามารถท่ีจะแก้ไขปัญหาดงักล่าวได้ คณะผู้วิจยัจึง
ท าการเปล่ียนชนิดเอนไซม์ DNA polymerase เป็นแบบ hot-start enzyme ซึ่งสามารถลดการจบั
กนัอยา่งไมจ่ าเพาะลงได้  

นอกจากนีย้ังพบปัญหาในขัน้ตอนของการแปลผลลักษณะทางพันธุกรรม ท่ี
ต าแหนง่ +276G/T (rs1501299) เน่ืองจากการวิเคราะห์ผลลกัษณะจีโนไทป์ด้วยวิธีการใช้เอนไซม์
ตดับริเวณ restriction site จะท าให้เกิดชิน้ส่วนของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดท่ีแตกตา่งกนั ส าหรับ PCR 
product ท่ีบริเวณต าแหน่ง +276G/T (rs1501299) เม่ือน ามาตดัด้วยเอนไซม์ท่ีตดัจ าเพาะจะเกิด
ชิน้ส่วนของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย เม่ือท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis ท าให้ไม่สามารถอ่านผลได้อย่างชัดเจนในกลุ่มตัวอย่างบางราย ด้วยเหตุนี ้
คณะผู้วิจยัจงึได้ท าการแก้ไขปัญหาโดยการแปลผลลกัษณะทางพนัธุกรรมในกลุ่มตวัอย่างบางราย
ด้วยวิธี polyacrylamind gel electrophoresis เน่ืองจากวิธีนีจ้ะมีความสามารถในการแยก
ชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กได้ดีกว่าวิธี agarose gel electrophoresis 

จากผลการศึกษาความสัมพันธ์ของลักษณะทางพันธุกรรมในยีน adiponectin 
กบัความเส่ียงในการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั พบว่ายีน adiponectin มีบทบาทเก่ียวข้องกบัการเกิด
พยาธิสภาพของโรค ผลการวิจยัดงักล่าวชีใ้ห้เห็นว่าปัจจยัทางพนัธุกรรมอาจมีส่วนเก่ียวข้องกับ
การเกิดโรคท่อน าดีตีบตัน และเพ่ือเป็นการยืนยันสมมติฐานข้างต้น เราควรท่ีจะท าการศึกษา
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนชนิดอ่ืนท่ีมีบทบาทเก่ียวข้องกบัสาเหตขุองการเกิดโรคท่อน า้ดีตีบตนั 
เพ่ือท่ีจะน าข้อมูลมาใช้ในการประกอบการอธิบายสาเหตขุองการเกิดโรคท่ีเก่ียวข้องกับลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมให้มีความกระจา่งมากขึน้     
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ภาคผนวก ก 

เอกสารข้อมูล และหนังสือแสดงความยินยอมในการเข้าร่วมโครงการวิจัย 

1.   เอกสารข้อมลูส าหรับผู้แทนโดยชอบธรรม 
2.   เอกสารข้อมลูส าหรับอาสาสมคัรท่ีมีอายรุะหวา่ง 13-18 ปี 
3.   เอกสารข้อมลูส าหรับอาสาสมคัรท่ีมีอายรุะหวา่ง 7-12 ปี 
4.   หนงัสือแสดงความยินยอมในการเข้าร่วมโครงการวิจยัส าหรับผู้แทนโดยชอบธรรม 
5.   หนงัสือแสดงความยินยอมในการเข้าร่วมโครงการวิจยัส าหรับอาสาสมคัรท่ีมีอายรุะหวา่ง 13-

18 ปี 
6.   หนงัสือแสดงความยินยอมในการเข้าร่วมโครงการวิจยัส าหรับอาสาสมคัรท่ีมีอายรุะหวา่ง 7-

12 ปี 
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ช่ือโครงการวจิยั  ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin  ท่ีต  าแหหนงง 
SNP45/SNP276  ในผูป้ง วยโรคทงอน ้าดีตีบตนั 

ผูส้นบัสนุนการวจิยั  อยูงระหวงางการด าเนินการขอทุนมหาวทิยาลยัวจิยัแหหงงชาติ 

 

ผู้ท าวจัิย  
ช่ือ   นางสาววนัวสิาข ์ อุดมสินประเสริฐ    
ท่ีอยูง   513/540 ม.2 ต. ประชาธิปัตย ์อ. ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12130   
เบอร์โทรศพัท ์ 087-068-9721, 02-958-4401 
 

แพทย์ผู้ร่วมในโครงการวจัิย 
ช่ือ   นพ.สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก    
ท่ีอยูง   ภาควชิาชีวเคมี  คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
เบอร์โทรศพัท ์ 02-256-4482, 085-042-5466 
ช่ือ  นพ.ยง ภูงวรวรรณ  
ท่ีอยูง   ภาควชิากุมารเวชศาสตร์ คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
เบอร์โทรศพัท ์ 02-256-4909 

 

เรียน ผู้แทนโดยชอบธรรมของผู้เข้าร่วมโครงการวจัิยทุกท่าน 
 เด็กในปกครองของทงานไดรั้บเชิญให้เขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ีเน่ืองจากเด็กในปกครอง
ของทงานเป็นผูป้ง วยเด็กโรคทงอน ้ าดีตีบตนั กงอนท่ีทงานจะตดัสินใจอนุญาตให้เด็กในปกครองของ
ทงานเขา้รงวมในการศึกษาวจิยัดงักลงาว ขอใหท้งานองานเอกสารฉบบัน้ีอยงางถ่ีถว้น เพื่อให้ทงานไดท้ราบ
ถึงเหตุผลแหละรายละเอียดของการศึกษาวจิยัในคร้ังน้ี หากทงานมีขอ้สงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซกัถาม
จากทีมงานของผูท้  าวิจยั หรือแหพทย์ผูร้ง วมท าวิจยัซ่ึงจะเป็นผูส้ามารถตอบค าถามแหละให้ความ
กระจงางแหกงทงานได ้
 ทงานสามารถขอค าแหนะน าในการเขา้รงวมโครงการวิจยัน้ีจากครอบครัว เพื่อน หรือแหพทย์
ประจ าตวัของเด็กในปกครองของทงานได้ ทงานมีเวลาอยงางเพียงพอในการตดัสินใจโดยอิสระ ถ้า
ทงานตดัสินใจแหลว้วงาจะอนุญาตให้เด็กในปกครองของทงานเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ี ขอให้ทงานลง
นามในเอกสารแหสดงความยนิยอมของโครงการวจิยัน้ี 
 

                        
                     คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้แทนโดยชอบธรรม 

( Information sheet for research participant) 
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เหตุผลความเป็นมา 
 โรคทงอน ้ าดีตีบตนัเป็นกลุงมอาการคัง่ของน ้ าดีท่ีเกิดในทารกอนัเน่ืองมาจากการตีบตนัของ
ทงอน ้ าดีแหละเป็นหน่ึงในสาเหตุหลกัของการเกิดอาการตวัเหลืองในทารกแหรกเกิด  เม่ือมีการตีบตนั
ของทงอน ้ าดีเพิ่มมากข้ึนจะสงงผลให้เกิดการคัง่ของน ้ าดีข้ึนในตบั  ท าให้เกิดอนัตรายตงอตบัแหละ
น าไปสูงภาวะตบัแหขง็ได ้ แหละเม่ือเกิดภาวะตบัแหขง็หากผูป้ง วยไมงไดรั้บการผงาตดัระบายน ้ าดีท่ีคัง่ลงมา
ในล าไส้  ผูป้ง วยจะเสียชีวิตจากตบัแหข็งท่ีอายุเฉล่ียประมาณ 1 ปีคร่ึง  แหละสงวนหน่ึงเสียชีวิตเม่ืออายุ
ประมาณ 7 ปี  หากอาการของโรคยงัไมงดีข้ึนจะตอ้งท าการรักษาโดยท าการผงาตดัเปล่ียนตบั  
 โรคทงอน ้ าดีตีบตนัเป็นโรคท่ีคงอนขา้งพบไดน้อ้ยแหมว้งาจะมีการศึกษาหาสาเหตุของการเกิด
โรคอยงางจริงจงัแหละเป็นจ านวนมาก  แหตงในปัจจุบนัก็ยงัไมงมีผูใ้ดทราบถึงสาเหตุท่ีแหทจ้ริงในการท่ีท า
ให้เกิดพยาธิสภาพโรค  ส าหรับการศึกษาเก่ียวกับปัจจัยทางพนัธุกรรมกับความเส่ียงในการ
กงอใหเ้กิดโรคทงอน ้าดีตีบตนั  ซ่ึงไดมี้รายงานการเกิดโรคทงอน ้าดีตีบตนัท่ีพบในเด็กฝาแหฝด ประมาณ
ร้อยละ 10-20  ของกลุงมอาการของโรค  จะพบลกัษณะอาการท่ีเกิดจากความผิดปกติตั้งแหตงก าเนิด 
นอกจากนั้นยงัมีการศึกษาพบวงาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนท่ีมีการกลายพนัธ์ุมีความสัมพนัธ์กบั
การเกิดโรคในผูป้ง วย   โดยมีปัจจยัท่ีเกิดจากส่ิงแหวดลอ้มหรือปัจจยัทางพนัธุกรรมอ่ืนชงวยสงงเสริมให้
เกิดลกัษณะของโรครงวมด้วย  นอกจากน้ีการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการท่ีกงอให้เกิดโรค  โดยยีนท่ีท าการศึกษาจะเป็นยีนท่ีมีหน้าท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการท่ีกงอให้เกิดการอกัเสบในตบั  แหละการเกิดพงัผืดสะสมอยูงในตบัซ่ึงพบวงาลกัษณะ
ดงักลงาวมีความสัมพนัธ์ในการกงอให้เกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัข้ึนได ้ ในการศึกษาวิจยัไดพ้ยายามมอง
หาความสัมพนัธ์ระหวงางโรค กบัความแหตกตงางของลกัษณะทางพนัธุกรรมในประชากรท่ีเกิดข้ึน
อยงางสม ่าเสมอในคนท่ีเป็นโรคซ่ึงมีความจ าเพาะสูง ถา้น าตวัอยงางของดีเอ็นเอมาตรวจแหบบสุงมใน
ประชากรหลายๆกลุงมท่ีแหตกตงางกนั แหลว้สามารถตรวจสอบได ้ การวิเคราะห์หายีนท่ีตอบสนองตงอ
โรคเพื่อท่ีจะหาลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีพบมากในกลุงมของผูป้ง วยจึงมีโอกาสสูงท่ีจะท าให้เกิดโรค
ได ้   เน่ืองจากกลไกการเกิดโรคในมนุษยอ์าจมีการควบคุมโดยยีนจ านวนมากมาย  การศึกษาการ
กลายพนัธ์ุของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคจึงเป็นหนทางหน่ึงท่ีสามารถจะชงวยให้การวินิจฉยัแหละ
การป้องกนัการเกิดโรคไดจ้  าเพาะแหละรวดเร็วมากข้ึน 
วตัถุประสงค์ของการศึกษา 
 วตัถุประสงคห์ลกัจากการศึกษาในคร้ังน้ีคือ  เพื่อศึกษาหาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนท่ี
มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัในประชากรไทย โดยเปรียบเทียบกลุงมผูป้ง วยโรคทงอ
น ้ าดีตีบตนักบักลุงมอาสาสมคัรท่ีไมงเป็นโรคทงอน ้ าดีตีบตนั  ขอ้มูลวิจยัน้ีจะท าให้ทราบถึงปัจจยัทาง
พนัธุกรรมท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการกงอให้เกิดพยาธิสภาพของโรคทงอน ้ าดีตีบตนั  ซ่ึงจะสามารถน า
ขอ้มูลท่ีได้มาใช้เป็นแหนวทางป้องกนัการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัได้ในอนาคต   จ  านวนผูเ้ขา้รงวม
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โครงการวิจยั คือ  ผูป้ง วยเป็นโรคทงอน ้ าดีตีบตนัท่ีไดเ้ขา้มารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์
จ านวนประมาณ 100 ราย  แหละอาสาสมคัรท่ีไมงไดป้ง วยเป็นโรคทงอน ้ าดีตีบตนัจ านวนประมาณ 100  
ราย 
วธีิการทีเ่กีย่วข้องกบัการวจัิย 
 หากเด็กในปกครองของทงานมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมแหละทงานยินยอมท่ีจะให้เด็กใน
ปกครองของทงานเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ี  ผูท้  าวิจยัคร้ังน้ีจะท าการเจาะเก็บตวัอยงางเลือดโดยการ
เจาะเลือดจากหลอดเลือดด าชั้นผิว (venipuncture) บริเวณหน้ารอยพบัขอ้ศอก (cubital fossa) 

ดว้ยการใชเ้ขม็ปลอดเช้ือ เจาะเก็บเลือดปริมาณประมาณ  3-5 มิลลิลิตร (1 ชอ้นชา)  
 สารตวัอยงางจะน าไปยงัห้องปฏิบติัการวิจยั  โดยเลือดท่ีไดจ้ากการเจาะจะน าไปป่ันเพื่อท า
การแหยกเก็บซีรัม   ซ่ึงซีรัมของเด็กในปกครองของทงานจะไดรั้บการตรวจสอบการท างานของตบั 
(liver function tests) ส าหรับสงวนท่ีเป็นเม็ดเลือดขาวแหละซีรัมจะน ามาท าการสกดัดีเอ็นเอ  เพื่อ
น าไปวเิคราะห์หาลกัษณะทางพนัธุกรรมของเด็กในปกครองของทงาน 
ความรับผดิชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวจัิย 
 เพื่อให้งานวิจยัน้ีประสบความส าเร็จ คณะผูท้  าวิจยัใครงขอความความรงวมมือจากทงานแหละ
เด็กในปกครองของทงาน  โดยจะขอให้ทงานอธิบายให้เด็กในปกครองของทงานปฏิบติัตามค าแหนะน า
ของผูท้  าวิจยัอยงางเครงงครัด รวมทั้งแหจง้อาการผิดปกติตงาง ๆ ท่ีเกิดข้ึนกบัเด็กในปกครองของทงาน
ระหวงางท่ีเด็กในปกครองของทงานเขา้รงวมในโครงการวจิยัใหผู้ท้  าวจิยัไดรั้บทราบ 
ความเส่ียงทีไ่ด้รับจากการเจาะเลอืด 

 เด็กในปกครองของทงานมีโอกาสท่ีจะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก  ช ้ าจากการเจาะเลือด  
อาการบวมบริเวณท่ีเจาะเลือดหรือหนา้มืด  แหละโอกาสท่ีจะเกิดการติดเช้ือบริเวณท่ีเจาะเลือดพบได้
นอ้ยมาก  

หากทงานมีขอ้สงสัยใด ๆ เก่ียวกบัความเส่ียงท่ีเด็กในปกครองของทงานอาจไดรั้บจากการเขา้
รงวมในโครงการวจิยั ทงานสามารถสอบถามจากแหพทยผ์ูท้  าวจิยัไดต้ลอดเวลา 
ความเส่ียงทีไ่ม่ทราบแน่นอน 
 เด็กในปกครองของทงานอาจเกิดอาการขา้งเคียง หรือความไมงสบาย นอกเหนือจากท่ีได้
แหสดงในเอกสารฉบบัน้ี ซ่ึงอาการขา้งเคียงเหลงาน้ีเป็นอาการท่ีไมงเคยพบมากงอน เพื่อความปลอดภยั
ของเด็กในปกครองของทงานทงาน ควรแหจง้ผูท้  าวจิยัใหท้ราบทนัทีเม่ือเกิดความผดิปกติใดๆ เกิดข้ึน 
 หากทงานมีขอ้สงสัยใดๆ เก่ียวกบัความเส่ียงท่ีเด็กในปกครองของทงานอาจไดรั้บจากการเขา้
รงวมในโครงการวจิยั ทงานสามารถสอบถามจากผูท้  าวจิยัไดต้ลอดเวลา   
 หากมีการคน้พบขอ้มูลใหมง ๆ ท่ีอาจมีผลตงอความปลอดภยัของเด็กในปกครองของทงานใน
ระหวงางท่ีเด็กในปกครองของทงานเข้ารง วมในโครงการวิจยั ผูท้  าวิจยัจะแหจ้งให้ทงานทราบทนัที 
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เพื่อให้ทงานตดัสินใจวงาจะอนุญาตให้เด็กในปกครองของทงานอยูงในโครงการวิจยัตงอไปหรือจะขอ
ถอนตวัออกจากการวจิยั 
การพบแพทย์นอกตารางนัดหมายในกรณทีีเ่กดิอาการข้างเคียง 
 หากมีอาการข้างเคียงใด ๆ เกิดข้ึนกับเด็กในปกครองของทงาน ขอให้ทงานรีบพาเด็กใน
ปกครองของทงานมาพบแหพทยท่ี์สถานพยาบาลทนัที ถึงแหมว้งาจะอยูงนอกตารางการนัดหมาย เพื่อ
แหพทยจ์ะไดป้ระเมินอาการขา้งเคียงของเด็กในปกครองของทงาน  แหละให้การรักษาท่ีเหมาะสมทนัที 
หากอาการดงักลงาวเป็นผลจากการเขา้รงวมในโครงการวิจยั ทงานจะไมงเสียคงาใชจ้งาย  
ประโยชน์ทีอ่าจได้รับ 

 ประโยชน์ท่ีได้จากการศึกษาท าให้สามารถน าขอ้มูลมาอธิบายถึงความสัมพนัธ์ระหวงาง
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมกบัการกงอให้เกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัเพื่อท่ีจะไดน้ าขอ้มูลมาใช้ใน
การอธิบายสาเหตุของการเกิดโรคซ่ึงอาจจะใชเ้ป็นแหนวทางในการป้องกนัการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนั
ในอนาคตได้  การเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ีเด็กในปกครองของทงานจะไมงไดรั้บประโยชน์ใด ๆ 
โดยตรง แหตงจะมีประโยชน์ตงอวงการแหพทยใ์นการคิดคน้วิธีการรักษาแหบบใหมงท่ีมีความจ าเพาะตงอ
โรคแหละสามารถหาแหนวทางการป้องกนัการเกิดโรคในอนาคตได ้ การเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ี
อาจจะท าให้เด็กในปกครองของทงานมีสุขภาพท่ีดีข้ึน หรืออาจจะลดความรุนแหรงของโรคได ้แหตง
ไมงไดรั้บรองวงาสุขภาพของเด็กในปกครองของทงานจะตอ้งดีข้ึนหรือความรุนแหรงของโรคจะลดลง
อยงางแหนงนอน 

วธีิการและรูปแบบการรักษาอืน่ ๆ ซ่ึงมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 
 ทงานไมงจ  าเป็นตอ้งอนุญาตใหเ้ด็กในปกครองของทงานเขา้รงวมโครงการวิจยัน้ีเพื่อประโยชน์
ในการรักษาโรคท่ีเด็กในปกครองของทงานเป็นอยูง เน่ืองจากมีแหนวทางการรักษาอ่ืน ๆ หลายแหบบ
ส าหรับรักษาโรคของเด็กในปกครองของทงานได ้ดงันั้นทงานจึงควรปรึกษาแหนวทางการรักษาวิธี
อ่ืนๆ กบัแหพทยผ์ูใ้ห้การรักษาเด็กในปกครองของทงานกงอนทงานจะอนุญาตแหละตดัสินใจให้เด็กใน
ปกครองของทงานเขา้รงวมในการวจิยั 
ข้อปฏิบัติของท่านขณะทีร่่วมในโครงการวจัิย 

ขอใหท้งานแหละเด็กในปกครองของทงานปฏิบติัดงัน้ี 
- ขอใหท้งานใหข้อ้มูลทางการแหพทยข์องเด็กในปกครองของทงานทั้งในอดีต แหละปัจจุบนั 

แหกงผูท้  าวจิยัดว้ยความสัตยจ์ริง 
- ขอให้ทงานแหจง้ให้ผูท้  าวิจยัทราบความผิดปกติท่ีเกิดข้ึนระหวงางท่ีเด็กในปกครองของ

ทงานรงวมในโครงการวจิยั 
อันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของแพทย์ผู้ท าวิจัย/

ผู้สนับสนุนการวจัิย 
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 หากพบอนัตรายท่ีเกิดข้ึนจากการวิจยั เด็กในปกครองของทงานจะได้รับการรักษาอยงาง
เหมาะสมทนัที  หากพิสูจน์ไดว้งาเด็กในปกครองของทงานปฏิบติัตามค าแหนะน าของทีมผูท้  าวิจยัแหลว้ 
ผูท้  าวิจยั/ผูส้นบัสนุนการวิจยัยินดีจะรับผิดชอบคงาใชจ้งายในการรักษาพยาบาลของเด็กในปกครอง
ของทงาน แหละการลงนามในเอกสารใหค้วามยนิยอม ไมงไดห้มายความวงาเด็กในปกครองของทงานได้
สละสิทธ์ิทางกฎหมายตามปกติท่ีเด็กในปกครองของทงานพึงมี 
 

 ในกรณีท่ีเด็กในปกครองของทงานได้รับอันตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพิ่มเติมท่ี
เ ก่ี ยวข้องกับโครงการวิจัย  ทง านสามารถติดตงอกับทีมแหพทย์ผู ้รง วมในโครงการวิจัย คือ                     
นพ.ยง ภูงวรวรรณ แหละ นพ.สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก โทรศพัท ์02-256-4482, 085-042-5466 ไดต้ลอด 
24 ชัว่โมง 
ค่าใช้จ่ายของเด็กในปกครองท่านในการเข้าร่วมการวจัิย 
 ทงานจะไมงเสียคงาใชจ้งายในการอนุญาตใหเ้ด็กในปกครองของทงานเขา้รงวมการวจิยั 
ค่าตอบแทนส าหรับผู้เข้าร่วมวจัิย 
 ทงานจะไมงได้รับเงินคงาตอบแหทนจากการเขา้รงวมในการวิจยั เน่ืองจากโครงการวิจยัน้ีมี
งบประมาณท่ีจ ากัด ไมงมีงบประมาณสนับสนุนในสง วนของคงาตอบแหทนส าหรับผู ้ข้ารง วม
โครงการวจิยั 
การเข้าร่วมและการส้ินสุดการเข้าร่วมโครงการวจัิย 
 การเข้ารงวมในโครงการวิจยัคร้ังน้ีเป็นไปโดยความสมคัรใจ หากทงานไมงสมคัรใจท่ีจะ
อนุญาตให้เด็กในปกครองของทงานเขา้รงวมการศึกษาแหลว้ ทงานสามารถให้เด็กในปกครองของทงาน
ถอนตวัไดต้ลอดเวลา การขอถอนตวัออกจากโครงการวิจยัจะไมงมีผลตงอการดูแหลรักษาโรคของเด็ก
ในปกครองทงานแหตงอยงางใด 
 ผูท้  าวจิยัอาจถอนเด็กในปกครองของทงานออกจากการเขา้รงวมการวจิยั เพื่อเหตุผลดา้นความ
ปลอดภยัของเด็กในปกครองของทงาน หรือเม่ือผูส้นบัสนุนการวิจยัยุติการด าเนินงานวิจยั หรือ ใน
กรณีดงัตงอไปน้ี 
  -     เด็กในปกครองของทงานไมงสามารถปฏิบติัตามค าแหนะน าของผูท้  าวจิยั 
การปกป้องรักษาข้อมูลความลบัของอาสาสมัคร 
 ขอ้มูลท่ีอาจน าไปสูงการเปิดเผยตวัเด็กในปกครองของทงาน จะไดรั้บการปกปิดแหละจะไมง
เปิดเผยแหกงสาธารณชน ในกรณีท่ีผลการวิจยัไดรั้บการตีพิมพ ์ช่ือแหละท่ีอยูงของเด็กในปกครองของ
ทงานจะตอ้งไดรั้บการปกปิดอยูงเสมอ โดยจะใชเ้ฉพาะรหสัประจ าโครงการวิจยัของเด็กในปกครอง
ของทงาน 
 จากการลงนามยินยอมของทงานท่ีอนุญาตให้เด็กในปกครองของทงานเขา้รงวมโครงการวิจยั
ผูท้  าวิจยั แหละผูส้นบัสนุนการวิจยัสามารถเขา้ไปตรวจสอบบนัทึกขอ้มูลทางการแหพทยข์องเด็กใน
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ปกครองของทงานได้แหม้จะส้ินสุดโครงการวิจยัแหล้วก็ตาม หากทงานต้องการยกเลิกการให้สิทธ์ิ
ดงักลงาว ทงานสามารถแหจง้ หรือเขียนบนัทึกขอยกเลิกการให้ค  ายินยอม โดยสงงไปท่ี นพ.สิทธิศกัด์ิ 
หรรษาเวก ภาควิชาชีวเคมี  คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เลือดท่ีเหลือจากการวิจยั
ในคร้ังน้ี ผูท้  าวิจยัขออนุญาตเก็บไวใ้นรูปนิรนาม โดยจะใชร้หัสท่ีสามารถเช่ือมโยงกบัขอ้มูลเดิม
ของเด็กในปกครองของทงานได ้  แหตงจะเก็บรักษาขอ้มูลของเด็กในปกครองของทงานเป็นความลบั  
ไมงเปิดเผยตงอสาธารณะแหละไมงมีการบนัทึกขอ้มูลสงวนตวัของเด็กในปกครองของทงานเพิ่มเติม  เพื่อ
ประโยชน์ในการศึกษาวิจยัในภายภาคหนา้ โดยจะท าการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20° C  เป็น
ระยะเวลา 10 ปี  ในกรณีท่ีครบก าหนดระยะเวลาจดัเก็บผูท้  าวิจยัจะขอเก็บเลือดท่ีเหลือตงอไวใ้ชใ้น
อนาคต โดยจะท าบนัทึกขออนุญาตผงานหวัหนา้ภาควิชามายงัคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการ
วิจยั   อน่ึงการศึกษาวิจยัในภายภาคหนา้ทุกคร้ังท่ีมีการใชเ้ลือดท่ีเก็บไวน้ี้ จะแหจง้ขออนุญาตแหละ
ไดรั้บการอนุมติัจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัทุกคร้ัง    เลือดท่ีถูกเก็บไวจ้ะไมงมีการ
จ าหนงายหรือน ามาใชใ้นเชิงพาณิชย ์
 หากทงานขอยกเลิกการให้ค  ายินยอมหลงัจากท่ีทงานไดอ้นุญาตให้เด็กในปกครองของทงาน
เข้ารง วมโครงการวิจยัแหล้ว ข้อมูลสงวนตวัของเด็กในปกครองของทงานจะไมงถูกบนัทึกเพิ่มเติม 
อยงางไรก็ตามขอ้มูลอ่ืน ๆ ของเด็กในปกครองของทงานอาจถูกน ามาใชเ้พื่อประเมินผลการวิจยั  แหละ
เด็กในปกครองของทงานจะไมงสามารถกลบัมาเขา้รงวมในโครงการน้ีไดอี้ก ทั้งน้ีเน่ืองจากขอ้มูลของ
เด็กในปกครองของทงานท่ีจ าเป็นส าหรับใชเ้พื่อการวิจยัไมงไดถู้กบนัทึก 
 จากการลงนามยนิยอมของทงานท่ีอนุญาตให้เด็กในปกครองของทงานผูท้  าวิจยัสามารถบอก
รายละเอียดของเด็กในปกครองทงานท่ีเก่ียวกบัการเขา้รงวมโครงการวิจยัน้ีให้แหกงแหพทยผ์ูรั้กษาเด็กใน
ปกครองของทงานได ้
สิทธ์ิของเด็กในปกครองของท่านในการเข้าร่วมในโครงการวจัิย 

 ในฐานะท่ีทงานเป็นผูแ้หทนโดยชอบธรรม  ทงานจะมีสิทธ์ิดงัตงอไปน้ี 
1. ทงานจะไดรั้บทราบถึงลกัษณะแหละวตัถุประสงคข์องการวจิยัในคร้ังน้ี 
2. ทงานจะไดรั้บการอธิบายเก่ียวกบัระเบียบวิธีการของการวิจยัทางการแหพทย ์รวมทั้งอุปกรณ์

ท่ีใชใ้นการวจิยัคร้ังน้ี 
3. ทงานจะไดรั้บการอธิบายถึงความเส่ียงแหละความไมงสบายท่ีเด็กในปกครองของทงานจะไดรั้บ

จากการวจิยั 
4. ทงานจะไดรั้บการอธิบายถึงประโยชน์ท่ีเด็กในปกครองของทงานอาจจะไดรั้บจากการวจิยั 
5. ทงานจะไดรั้บการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาเด็กในปกครองของทงานดว้ยวิธีอ่ืน หรือ

อุปกรณ์ซ่ึงมีผลดีตงอเด็กในปกครองของทงานรวมทั้งประโยชน์แหละความเส่ียงท่ีเด็กใน
ปกครองของทงานอาจไดรั้บ 
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6. ทงานจะได้รับทราบแหนวทางในการรักษา ในกรณีท่ีพบโรคแหทรกซ้อนภายหลงัท่ีเด็กใน
ปกครองของทงานเขา้รงวมในโครงการวจิยั 

7. ทงานจะมีโอกาสไดซ้กัถามเก่ียวกบังานวจิยัหรือขั้นตอนท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวจิยั 
8. ทงานจะได้รับทราบวงาการยินยอมอนุญาตให้เ ด็กในปกครองของทงานเข้ารง วมใน

โครงการวิจยัน้ี ทงานสามารถขอถอนตวัเด็กในปกครองของทงานจากโครงการเม่ือไรก็ได ้
โดยท่ีเด็กในปกครองของทงานสามารถถอนตวัจากโครงการโดยไมงไดรั้บผลกระทบใด ๆ 
ทั้งส้ิน 

9. ทงานจะไดรั้บส าเนาเอกสารใบยนิยอมท่ีมีทั้งลายเซ็นแหละวนัท่ี 
10. ทงานจะได้โอกาสในการตัดสินใจวงาจะอนุญาตให้เด็กในปกครองของทงานเข้ารง วมใน

โครงการวจิยัหรือไมงก็ได ้โดยปราศจากการใชอิ้ทธิพลบงัคบัขงมขูง หรือการหลอกลวง 
 
หากเด็กในปกครองของทงานไมงได้รับการชดเชยอนัควรตงอการบาดเจ็บหรือเจ็บปง วยท่ี

เกิดข้ึนโดยตรงจากการวิจยั  หรือเด็กในปกครองของทงานไมงได้รับการปฏิบติัตามท่ีปรากฏใน
เอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมในการวิจยั ทงานสามารถร้องเรียนได้ท่ี คณะกรรมการ
จริยธรรมการวจิยั คณะแหพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  ตึกอานนัทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330  โทร 0-2256-4455 ตงอ 14, 15 ในเวลา
ราชการ 

 

ขอขอบพระคุณในการรงวมมือของทงานมา ณ ท่ีน้ี 
 

................................................................................... 
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ช่ือโครงการวจิยั  ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin  ท่ีต  าแหหนงง 
SNP45/SNP276  ในผูป้ง วยโรคทงอน ้าดีตีบตนั 

ผูส้นบัสนุนการวจิยั  อยูงระหวงางการด าเนินการขอทุนมหาวทิยาลยัวจิยัแหหงงชาติ 

 

ผู้ท าวจัิย  
ช่ือ   นางสาววนัวสิาข ์ อุดมสินประเสริฐ    
ท่ีอยูง   513/540 ม.2 ต. ประชาธิปัตย ์อ. ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12130   
เบอร์โทรศพัท ์ 087-068-9721, 02-958-4401 
 

แพทย์ผู้ร่วมในโครงการวจัิย 
ช่ือ   นพ.สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก    
ท่ีอยูง   ภาควชิาชีวเคมี  คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
เบอร์โทรศพัท ์ 02-256-4482, 085-042-5466 
ช่ือ  นพ.ยง ภูงวรวรรณ  
ท่ีอยูง   ภาควชิากุมารเวชศาสตร์ คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
เบอร์โทรศพัท ์ 02-256-4909 

 

เรียน ผู้เข้าร่วมโครงการวจัิยทุกท่าน 

 ทงานไดรั้บเชิญให้เขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ีเน่ืองจากทงานเป็นเด็กอายุ 13 – 18 ปี แหละเป็น
โรคทงอน ้าดีตีบตนั   กงอนท่ีทงานจะตดัสินใจเขา้รงวมในการศึกษาวิจยัดงักลงาว ขอให้ทงานองานเอกสาร
ฉบบัน้ีอยงางถ่ีถว้น เพื่อให้ทงานไดท้ราบถึงเหตุผลแหละรายละเอียดของการศึกษาวิจยัในคร้ังน้ี หาก
ทงานมีขอ้สงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซกัถามจากทีมงานของแหพทยผ์ูท้  าวจิยั หรือแหพทยผ์ูร้งวมท าวิจยัซ่ึง
จะเป็นผูส้ามารถตอบค าถามแหละใหค้วามกระจงางแหกงทงานได ้
 ทงานสามารถขอค าแหนะน าในการเขา้รงวมโครงการวิจยัน้ีจากครอบครัว เพื่อน หรือแหพทย์
ประจ าตวัของทงานได ้ทงานมีเวลาอยงางเพียงพอในการตดัสินใจโดยอิสระ ถา้ทงานตดัสินใจแหลว้วงาจะ
เขา้รงวมในโครงการวจิยัน้ี ขอใหท้งานลงนามในเอกสารแหสดงความยนิยอมของโครงการวจิยัน้ี 
เหตุผลความเป็นมา 
 โรคทงอน ้ าดีตีบตนัเป็นกลุงมอาการคัง่ของน ้ าดีท่ีเกิดในทารกอนัเน่ืองมาจากการตีบตนัของ
ทงอน ้ าดีแหละเป็นหน่ึงในสาเหตุหลกัของการเกิดอาการตวัเหลืองในทารกแหรกเกิด  เม่ือมีการตีบตนั
ของทงอน ้ าดีเพิ่มมากข้ึนจะสงงผลให้เกิดการคัง่ของน ้ าดีข้ึนในตบั  ท าให้เกิดอนัตรายตงอตบัแหละ

                        
                     คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับเด็กอายุ 13-18 ปี 

( Information sheet for research participant) 
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น าไปสูงภาวะตบัแหขง็ได ้ แหละเม่ือเกิดภาวะตบัแหขง็หากผูป้ง วยไมงไดรั้บการผงาตดัระบายน ้ าดีท่ีคัง่ลงมา
ในล าไส้  ผูป้ง วยจะเสียชีวิตจากตบัแหข็งท่ีอายุเฉล่ียประมาณ 1 ปีคร่ึง  แหละสงวนหน่ึงเสียชีวิตเม่ืออายุ
ประมาณ 7 ปี  หากอาการของโรคยงัไมงดีข้ึนจะตอ้งท าการรักษาโดยท าการผงาตดัเปล่ียนตบั  
 โรคทงอน ้ าดีตีบตนัเป็นโรคท่ีคงอนขา้งพบไดน้อ้ยแหมว้งาจะมีการศึกษาหาสาเหตุของการเกิด
โรคอยงางจริงจงัแหละเป็นจ านวนมาก  แหตงในปัจจุบนัก็ยงัไมงมีผูใ้ดทราบถึงสาเหตุท่ีแหทจ้ริงในการท่ีท า
ให้เกิดพยาธิสภาพโรค  ส าหรับการศึกษาเก่ียวกับปัจจัยทางพนัธุกรรมกับความเส่ียงในการ
กงอใหเ้กิดโรคทงอน ้าดีตีบตนั  ซ่ึงไดมี้รายงานการเกิดโรคทงอน ้าดีตีบตนัท่ีพบในเด็กฝาแหฝด ประมาณ
ร้อยละ 10-20  ของกลุงมอาการของโรค  จะพบลกัษณะอาการท่ีเกิดจากความผิดปกติตั้งแหตงก าเนิด 
นอกจากนั้นยงัมีการศึกษาพบวงาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนท่ีมีการกลายพนัธ์ุมีความสัมพนัธ์กบั
การเกิดโรคในผูป้ง วย   โดยมีปัจจยัท่ีเกิดจากส่ิงแหวดลอ้มหรือปัจจยัทางพนัธุกรรมอ่ืนชงวยสงงเสริมให้
เกิดลกัษณะของโรครงวมด้วย  นอกจากน้ีการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการท่ีกงอให้เกิดโรค  โดยยีนท่ีท าการศึกษาจะเป็นยีนท่ีมีหน้าท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการท่ีกงอให้เกิดการอกัเสบในตบั  แหละการเกิดพงัผืดสะสมอยูงในตบัซ่ึงพบวงาลกัษณะ
ดงักลงาวมีความสัมพนัธ์ในการกงอให้เกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัข้ึนได ้ ในการศึกษาวิจยัไดพ้ยายามมอง
หาความสัมพนัธ์ระหวงางโรค กบัความแหตกตงางของลกัษณะทางพนัธุกรรมในประชากรท่ีเกิดข้ึน
อยงางสม ่าเสมอในคนท่ีเป็นโรคซ่ึงมีความจ าเพาะสูง ถา้น าตวัอยงางของดีเอ็นเอมาตรวจแหบบสุงมใน
ประชากรหลายๆกลุงมท่ีแหตกตงางกนั แหลว้สามารถตรวจสอบได ้ การวิเคราะห์หายีนท่ีตอบสนองตงอ
โรคเพื่อท่ีจะหาลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีพบมากในกลุงมของผูป้ง วยจึงมีโอกาสสูงท่ีจะท าให้เกิดโรค
ได ้   เน่ืองจากกลไกการเกิดโรคในมนุษยอ์าจมีการควบคุมโดยยีนจ านวนมากมาย  การศึกษาการ
กลายพนัธ์ุของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคจึงเป็นหนทางหน่ึงท่ีสามารถจะชงวยให้การวินิจฉยัแหละ
การป้องกนัการเกิดโรคไดจ้  าเพาะแหละรวดเร็วมากข้ึน 
วตัถุประสงค์ของการศึกษา 
 วตัถุประสงคห์ลกัจากการศึกษาในคร้ังน้ีคือ  เพื่อศึกษาหาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีนท่ี
มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัในประชากรไทย โดยเปรียบเทียบกลุงมผูป้ง วยโรคทงอ
น ้ าดีตีบตนักบักลุงมอาสาสมคัรท่ีไมงเป็นโรคทงอน ้ าดีตีบตนั  ขอ้มูลวิจยัน้ีจะท าให้ทราบถึงปัจจยัทาง
พนัธุกรรมท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการกงอให้เกิดพยาธิสภาพของโรคทงอน ้ าดีตีบตนั  ซ่ึงจะสามารถน า
ขอ้มูลท่ีได้มาใช้เป็นแหนวทางป้องกนัการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัได้ในอนาคต   จ  านวนผูเ้ขา้รงวม
โครงการวิจยั คือ  ผูป้ง วยเป็นโรคทงอน ้ าดีตีบตนัท่ีไดเ้ขา้มารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์
จ านวนประมาณ 100 ราย  แหละอาสาสมคัรท่ีไมงไดป้ง วยเป็นโรคทงอน ้ าดีตีบตนัจ านวนประมาณ 100  
ราย 
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วธีิการทีเ่กีย่วข้องกบัการวจัิย 

 หากทงานมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมแหละยินยอมท่ีจะเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ี ทงานจะไดรั้บ
เชิญใหม้าพบแหพทยต์ามวนัเวลาท่ีนดัหมาย  เพื่อตรวจเลือดดว้ยการเจาะเลือดประมาณ 3-5 มิลลิลิตร 
(1 ชอ้นชา) จากหลอดเลือดด าโดยใชเ้ข็มปลอดเช้ือ  อนัตรายท่ีอาจจะเกิดข้ึนหลงัจากการเจาะเลือด  
พบไดน้้อยมาก เชงน อาจมีรอยช ้ าบริเวณเจาะเลือดเพียงเล็กน้อย  ซ่ึงหายได้เองภายใน 7 วนั สาร
ตวัอยงางจะน าไปยงัห้องปฏิบติัการวิจยั  โดยเลือดท่ีไดจ้ากการเจาะจะน าไปป่ันเพื่อท าการแหยกเก็บ
ซีรัม   ส าหรับสงวนท่ีเป็นเม็ดเลือดขาวแหละซีรัมจะน ามาท าการสกดัดีเอ็นเอ เพื่อน าไปวิเคราะห์หา
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของแหตงละบุคคล  โดยตลอดระยะเวลาท่ีทงานอยูงในโครงการวิจยั คือ 1 ปีแหละ
มาพบผูว้จิยัหรือแหพทยผ์ูร้งวมท าวจิยัซ่ึงเป็นการนดัตรวจตามปกติอยูงแหลว้  
ความรับผดิชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวจัิย 
 เพื่อให้งานวิจยัน้ีประสบความส าเร็จ ผูท้  าวิจยัใครงขอความความรงวมมือจากทงาน  โดยจะ
ขอให้ทงานปฏิบติัตามค าแหนะน าของผูท้  าวิจยัอยงางเครงงครัด รวมทั้งแหจง้อาการผิดปกติตงาง ๆ ท่ีเกิด
ข้ึนกบัทงานระหวงางท่ีทงานเขา้รงวมในโครงการวจิยัใหผู้ท้  าวิจยัไดรั้บทราบ 
ความเส่ียงทีไ่ด้รับจากการเจาะเลอืด 

 ทงานมีโอกาสท่ีจะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก  ช ้ าจากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณท่ีเจาะ
เลือดหรือหนา้มืด  แหละโอกาสท่ีจะเกิดการติดเช้ือบริเวณท่ีเจาะเลือดพบไดน้อ้ยมาก  
 หากทงานมีขอ้สงสัยใด ๆ เก่ียวกบัความเส่ียงท่ีอาจไดรั้บจากการเขา้รงวมในโครงการวิจยั 
ทงานสามารถสอบถามจากผูท้  าวจิยัไดต้ลอดเวลา 

ความเส่ียงทีไ่ม่ทราบแน่นอน 

 ทงานอาจเกิดอาการขา้งเคียง หรือความไมงสบาย นอกเหนือจากท่ีไดแ้หสดงในเอกสารฉบบัน้ี 
ซ่ึงอาการข้างเคียงเหลงาน้ีเป็นอาการท่ีไมงเคยพบมากงอน เพื่อความปลอดภยัของทงาน ควรแหจ้ง
ผูท้  าวจิยัใหท้ราบทนัทีเม่ือเกิดความผดิปกติใดๆ เกิดข้ึน 
 หากทงานมีขอ้สงสัยใดๆ เก่ียวกบัความเส่ียงท่ีอาจได้รับจากการเขา้รงวมในโครงการวิจยั 
ทงานสามารถสอบถามจากผูท้  าวจิยัไดต้ลอดเวลา   
 หากมีการคน้พบขอ้มูลใหมง ๆ ท่ีอาจมีผลตงอความปลอดภยัของทงานในระหวงางท่ีทงานเขา้
รง วมในโครงการวิจัย  ผู ้ท  าวิจัยจะแหจ้งให้ทงานทราบทันที เพื่อให้ทงานตัดสินใจวงาจะอยูงใน
โครงการวจิยัตงอไปหรือจะขอถอนตวัออกจากการวจิยั 
การพบแพทย์นอกตารางนัดหมายในกรณทีีเ่กดิอาการข้างเคียง 
 หากมีอาการขา้งเคียงใด ๆ เกิดข้ึนกบัทงาน ขอให้ทงานรีบมาพบแหพทยท่ี์สถานพยาบาลทนัที 
ถึงแหมว้งาจะอยูงนอกตารางการนดัหมาย เพื่อแหพทยจ์ะไดป้ระเมินอาการขา้งเคียงของทงาน แหละให้การ
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รักษาท่ีเหมาะสมทนัที หากอาการดงักลงาวเป็นผลจากการเขา้รงวมในโครงการวิจยั ทงานจะไมงเสีย
คงาใชจ้งาย  
ประโยชน์ทีอ่าจได้รับ 
 ประโยชน์ท่ีได้จากการศึกษาท าให้สามารถน าขอ้มูลมาอธิบายถึงความสัมพนัธ์ระหวงาง
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมกบัการกงอให้เกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัเพื่อท่ีจะไดน้ าขอ้มูลมาใช้ใน
การอธิบายสาเหตุของการเกิดโรคซ่ึงอาจจะใชเ้ป็นแหนวทางในการป้องกนัการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนั
ในอนาคตได้  การเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ีทงานจะไมงได้รับประโยชน์ใด ๆ โดยตรง แหตงจะมี
ประโยชน์ตงอวงการแหพทยใ์นการคิดคน้วิธีการรักษาแหบบใหมงท่ีมีความจ าเพาะตงอโรคแหละสามารถ
หาแหนวทางการป้องกนัการเกิดโรคในอนาคตได ้ การเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ีอาจจะท าให้ทงานมี
สุขภาพท่ีดีข้ึน หรืออาจจะลดความรุนแหรงของโรคได ้แหตงไมงไดรั้บรองวงาสุขภาพของทงานจะตอ้งดี
ข้ึนหรือความรุนแหรงของโรคจะลดลงอยงางแหนงนอน 
วธีิการและรูปแบบการรักษาอืน่ ๆ ซ่ึงมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 
 ทงานไมงจ  าเป็นตอ้งเขา้รงวมโครงการวิจยัน้ีเพื่อประโยชน์ในการรักษาโรคท่ีทงานเป็นอยูง 
เน่ืองจากมีแหนวทางการรักษาอ่ืน ๆ หลายแหบบส าหรับรักษาโรคของทงานได้ ดงันั้นจึงควรปรึกษา
แหนวทางการรักษาวธีิอ่ืนๆ กบัแหพทยผ์ูใ้หก้ารรักษาทงานกงอนตดัสินใจเขา้รงวมในการวจิยั 
ข้อปฏิบัติของท่านขณะทีร่่วมในโครงการวจัิย 
ขอใหท้งานปฏิบติัดงัน้ี 

- ขอให้ทงานให้ขอ้มูลทางการแหพทยข์องทงานทั้งในอดีต แหละปัจจุบนั แหกงผูท้  าวิจยัด้วย
ความสัตยจ์ริง 

- ขอให้ทงานแหจ้งให้ผู ้ท  าวิจัยทราบความผิดปกติท่ี เกิดข้ึนระหวงางท่ีทงานรง วมใน
โครงการวจิยั 

อนัตรายทีอ่าจเกดิขึน้จากการเข้าร่วมในโครงการวจัิยและความรับผดิชอบของผู้ท าวิจัย/ผู้สนับสนุน
การวจัิย 
 หากพบอนัตรายท่ีเกิดข้ึนจากการวิจยั ทงานจะได้รับการรักษาอยงางเหมาะสมทนัที  หาก
พิสูจน์ไดว้งาทงานปฏิบติัตามค าแหนะน าของทีมผูท้  าวิจยัแหลว้ ผูท้  าวิจยัยินดีจะรับผิดชอบคงาใช้จงายใน
การรักษาพยาบาลของทงาน แหละการลงนามในเอกสารให้ความยินยอม ไมงไดห้มายความวงาทงานได้
สละสิทธ์ิทางกฎหมายตามปกติท่ีทงานพึงมี 
 

 ในกรณีท่ีทงานไดรั้บอนัตรายใด ๆ หรือตอ้งการขอ้มูลเพิ่มเติมท่ีเก่ียวขอ้งกบัโครงการวิจยั 
ทงานสามารถ 
ติดตงอกบัแหพทยผ์ูร้งวมในโครงการวจิยัคือ นพ.ยง ภูงวรวรรณ แหละ นพ.สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก โทรศพัท ์
02-256-4482, 085-042-5466 ไดต้ลอด 24 ชัว่โมง 
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ค่าใช้จ่ายของท่านในการเข้าร่วมการวจัิย 

 ทงานจะไมงเสียคงาใชจ้งายในการเขา้รงวมการวิจยั 
ค่าตอบแทนส าหรับผู้เข้าร่วมวจัิย  
 ทงานจะไมงได้รับเงินคงาตอบแหทนจากการเขา้รงวมในการวิจยั เน่ืองจากโครงการวิจยัน้ีมี
งบประมาณท่ีจ ากัด ไมงมีงบประมาณสนับสนุนในสง วนของคงาตอบแหทนส าหรับผู ้ข้ารง วม
โครงการวจิยั 
การเข้าร่วมและการส้ินสุดการเข้าร่วมโครงการวจัิย 
 การเขา้รงวมในโครงการวจิยัคร้ังน้ีเป็นไปโดยความสมคัรใจ หากทงานไมงสมคัรใจจะเขา้รงวม
การศึกษาแหลว้ ทงานสามารถถอนตวัไดต้ลอดเวลา การขอถอนตวัออกจากโครงการวิจยัจะไมงมีผลตงอ
การดูแหลรักษาโรคของทงานแหตงอยงางใด 
 ผูท้  าวิจยัอาจถอนทงานออกจากการเขา้รงวมการวิจยั เพื่อเหตุผลดา้นความปลอดภยัของทงาน 
หรือเม่ือผูส้นบัสนุนการวิจยัยุติการด าเนินงานวิจยั หรือ ในกรณีท่ีทงานไมงให้ความรงวมมือ แหละไมง
ปฏิบติัตามค าแหนะน าของผูท้  าวจิยั 
การปกป้องรักษาข้อมูลความลบัของอาสาสมัคร 
 ขอ้มูลท่ีอาจน าไปสูงการเปิดเผยตวัทงาน จะไดรั้บการปกปิดแหละจะไมงเปิดเผยแหกงสาธารณชน 
ในกรณีท่ีผลการวิจยัไดรั้บการตีพิมพ ์ช่ือแหละท่ีอยูงของทงานจะตอ้งไดรั้บการปกปิดอยูงเสมอ โดยจะ
ใชเ้ฉพาะรหสัประจ าโครงการวจิยัของทงาน 
 จากการลงนามยนิยอมของทงานผูท้  าวิจยั แหละผูส้นบัสนุนการวิจยัสามารถเขา้ไปตรวจสอบ
บนัทึกขอ้มูลทางการแหพทยข์องทงานไดแ้หมจ้ะส้ินสุดโครงการวจิยัแหลว้ก็ตาม หากทงานตอ้งการยกเลิก
การให้สิทธ์ิดงักลงาว ทงานสามารถแหจง้ หรือเขียนบนัทึกขอยกเลิกการให้ค  ายินยอมได ้ โดยสงงไปท่ี 
นพ.สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก ภาควชิาชีวเคมี  คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เลือดท่ีเหลือ
จากการวจิยัในคร้ังน้ี ผูท้  าวิจยัขออนุญาตเก็บไวใ้นรูปนิรนาม โดยจะใชร้หสัท่ีสามารถเช่ือมโยงกบั
ขอ้มูลเดิมของทงานได ้ แหตงจะเก็บรักษาขอ้มูลของทงานเป็นความลบั  ไมงเปิดเผยตงอสาธารณะแหละไมง
มีการบนัทึกขอ้มูลสงวนตวัของทงานเพิ่มเติม  เพื่อประโยชน์ในการศึกษาวิจยัในภายภาคหนา้ โดยจะ
ท าการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20° C  เป็นระยะเวลา 10 ปี  ในกรณีท่ีครบก าหนดระยะเวลาจดัเก็บ
ผูท้  าวิจยัจะขอเก็บเลือดท่ีเหลือตงอไวใ้ชใ้นอนาคต โดยจะท าบนัทึกขออนุญาตผงานหวัหน้าภาควิชา
มายงัคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั  เน่ืองจากไมงสามารถขออนุญาตทงานซ่ึงเป็นเจา้ของ
เลือดโดยตรง  อน่ึงการศึกษาวิจยัในภายภาคหน้าทุกคร้ังท่ีมีการใช้เลือดท่ีเก็บไวน้ี้ จะแหจ้งขอ
อนุญาตแหละไดรั้บการอนุมติัจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัทุกคร้ัง    เลือดท่ีถูกเก็บ
ไวจ้ะไมงมีการจ าหนงายหรือน ามาใชใ้นเชิงพาณิชย ์
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 หากทงานขอยกเลิกการให้ค  ายินยอมหลังจากท่ีทงานได้เข้ารง วมโครงการวิจยัแหล้ว ข้อมูล
สงวนตวัของทงานจะไมงถูกบนัทึกเพิ่มเติม อยงางไรก็ตามขอ้มูลอ่ืน ๆ ของทงานอาจถูกน ามาใช้เพื่อ
ประเมินผลการวจิยั  แหละทงานจะไมงสามารถกลบัมาเขา้รงวมในโครงการน้ีไดอี้ก ทั้งน้ีเน่ืองจากขอ้มูล
ของทงานท่ีจ าเป็นส าหรับใชเ้พื่อการวจิยัไมงไดถู้กบนัทึก 

จากการลงนามยนิยอมของทงานผูท้  าวจิยัสามารถบอกรายละเอียดของทงานท่ีเก่ียวกบัการเขา้
รงวมโครงการวจิยัน้ีใหแ้หกงแหพทยผ์ูรั้กษาทงานได ้
สิทธ์ิของผู้เข้าร่วมในโครงการวจัิย 
 ในฐานะท่ีทงานเป็นผูเ้ขา้รงวมในโครงการวจิยั ทงานจะมีสิทธ์ิดงัตงอไปน้ี 

11. ทงานจะไดรั้บทราบถึงลกัษณะแหละวตัถุประสงคข์องการวจิยัในคร้ังน้ี 
12. ทงานจะไดรั้บการอธิบายเก่ียวกบัระเบียบวธีิการของการวจิยัทางการแหพทย ์ 
13. ทงานจะไดรั้บการอธิบายถึงความเส่ียงแหละความไมงสบายท่ีจะไดรั้บจากการวจิยั 
14. ทงานจะไดรั้บการอธิบายถึงประโยชน์ท่ีทงานอาจจะไดรั้บจากการวจิยั 
15. ทงานจะได้รับการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาด้วยวิธีอ่ืน ซ่ึงมีผลดีตงอทงานรวมทั้ ง

ประโยชน์แหละความเส่ียงท่ีทงานอาจไดรั้บ 
16. ทงานจะไดรั้บทราบแหนวทางในการรักษา ในกรณีท่ีพบโรคแหทรกซ้อนภายหลงัการเขา้รงวม

ในโครงการวจิยั 
17. ทงานจะมีโอกาสไดซ้กัถามเก่ียวกบังานวจิยัหรือขั้นตอนท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวจิยั 
18. ทงานจะไดรั้บทราบวงาการยินยอมเขา้รงวมในโครงการวิจยัน้ี ทงานสามารถขอถอนตวัจาก

โครงการเม่ือไรก็ได ้โดยผูเ้ขา้รงวมในโครงการวิจยัสามารถขอถอนตวัจากโครงการโดย
ไมงไดรั้บผลกระทบใด ๆ ทั้งส้ิน 

19. ทงานจะไดรั้บส าเนาเอกสารใบยนิยอมท่ีมีทั้งลายเซ็นแหละวนัท่ี 
20. ทงานจะไดโ้อกาสในการตดัสินใจวงาจะเขา้รงวมในโครงการวิจยัหรือไมงก็ได ้โดยปราศจาก

การใชอิ้ทธิพลบงัคบัขงมขูง หรือการหลอกลวง 
หากทงานไมงไดรั้บการชดเชยอนัควรตงอการบาดเจ็บหรือเจ็บปง วยท่ีเกิดข้ึนโดยตรงจากการ

วิจยั  หรือทงานไมงไดรั้บการปฏิบติัตามท่ีปรากฏในเอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมในการ
วิจยั ทงานสามารถร้องเรียนไดท่ี้ คณะกรรมการจริยธรรมการวิจยั คณะแหพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั  ตึกอานนัทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทุมวนั กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ตงอ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 

ขอขอบคุณในความรงวมมือของทงานมา ณ ท่ีน้ี 
 

................................................................................... 



118 
 

                        
                     คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

 

เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับเด็กอายุ 7-12 ปี 
( Information sheet for research participant) 

 
 

ช่ือโครงการวจิยั ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin  ท่ีต  าแหหนงง 
SNP45/SNP276  ในผูป้ง วยโรคทงอน ้าดีตีบตนั 

ผูส้นบัสนุนการวจิยั  อยูงระหวงางการด าเนินการขอทุนมหาวทิยาลยัวจิยัแหหงงชาติ 

 

ผู้ท าวจัิย  
ช่ือ   นางสาววนัวสิาข ์ อุดมสินประเสริฐ    
ท่ีอยูง   513/540 ม.2 ต. ประชาธิปัตย ์อ. ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12130   
เบอร์โทรศพัท ์ 087-068-9721, 02-958-4401 
 

แพทย์ผู้ร่วมในโครงการวจัิย 
ช่ือ   นพ.สิทธิศกัด์ิ หรรษาเวก    
ท่ีอยูง   ภาควชิาชีวเคมี  คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
เบอร์โทรศพัท ์ 02-256-4482, 085-042-5466 
ช่ือ  นพ.ยง ภูงวรวรรณ  
ท่ีอยูง   ภาควชิากุมารเวชศาสตร์ คณะแหพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
เบอร์โทรศพัท ์ 02-256-4909 

 

ถึง เด็กๆทีเ่ข้าร่วมโครงการวจัิย 
 หนูไดรั้บเชิญใหเ้ขา้รงวมในการวจิยั เน่ืองจากหนูเป็นเด็กอายุ 7 – 12 ปี แหละเป็นโรคทงอน ้ าดี
ตีบตนัท่ีมีการคัง่ของน ้ าดีในตบั  ดงันั้นถา้หากหนูเขา้รงวมโครงการวิจยัน้ีผูท้  าวิจยัจะขอท าการเจาะ
เลือดของหนูบริเวณแหขน  ปริมาณประมาณ 3-5 มิลลิลิตร (1 ชอ้นชา)  ซ่ึงจะท าให้หนูรู้สึกเจ็บคลา้ย
มดตวัใหญงๆกดั  หนูมีโอกาสท่ีจะเกิดอาการเจบ็ เลือดออก  ช ้าจากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณ
ท่ีเจาะเลือด หากหนูมีขอ้สงสัยใด ๆ เก่ียวกบัความเส่ียงท่ีอาจไดรั้บจากการเขา้รงวมในโครงการวิจยั 
หนูสามารถสอบถามจากหมอผูท้  าวจิยัไดต้ลอดเวลา 
 ถา้หากหนูไมงยนิยอมเขา้รงวมโครงการ  ก็ไมงเป็นไร  จะไมงมีใครโกรธหนูเลย  แหละไดรั้บการ
รักษาตามปกติจากคุณหมอ  นอกจากน้ีหากหนูตกลงเขา้รงวมวิจยัแหลว้  ภายหลงัตอ้งการหยุดหรือ
ออกจากโครงการวจิยั  หนูก็สามารถท าไดเ้ชงนกนั 
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ผูว้จิยัจะขอน าเลือดของหนูท่ีเจาะในวนัน้ีไปตรวจเพิ่มเติมเพื่อประโยชน์ดา้นการศึกษาวิจยั
ในอนาคตภายหลงัจากโครงการวิจยัน้ีเสร็จส้ินโดยจะท าการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20° C เป็น
ระยะเวลา  10  ปี  แหละจะไมงมีการบนัทึกขอ้มูลสงวนตวัใดๆของหนูเพิ่มเติม  ในกรณีท่ีครบก าหนด
ระยะเวลาจดัเก็บผูว้ิจยัจะขอเก็บเลือดท่ีเหลือตงอไวใ้ช้ในอนาคต โดยจะท าบนัทึกขออนุญาตผงาน
หวัหนา้ภาควิชามายงัคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั   อน่ึงการศึกษาวิจยัในภายภาคหน้า
ทุกคร้ังท่ีมีการใชเ้ลือดท่ีเก็บไวน้ี้ จะแหจง้ขออนุญาตแหละไดรั้บการอนุมติัจากคณะกรรมการพิจารณา
จริยธรรมการวจิยัทุกคร้ัง    เลือดท่ีถูกเก็บไวจ้ะไมงมีการจ าหนงายหรือน ามาใชใ้นเชิงพาณิชย ์
 ถา้หากมีค าถามหนูสามารถโทรหาผูว้ิจยัไดท่ี้เบอร์   087-068-9721   ผูว้ิจยัยินดีจะพูดคุย
รายละเอียดใหห้นูเขา้ใจดว้ยความเตม็ใจ 

หากหนูไมงไดรั้บการชดเชยอนัควรตงอการบาดเจ็บหรือเจ็บปง วยท่ีเกิดข้ึนโดยตรงจากการ
วิจยั  หรือหนูไมงไดรั้บการปฏิบติัตามท่ีปรากฏในเอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมในการ
วิจยั หนูสามารถร้องเรียนได้ท่ี คณะกรรมการจริยธรรมการวิจยั คณะแหพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั  ตึกอานนัทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทุมวนั กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ตงอ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 

ขอขอบใจในการรงวมมือของหนูมา ณ ท่ีน้ี 
 

................................................................................... 
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                                  คณะแพทยศาสตร์  
                           จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวจัิย 

ส าหรับผู้แทนโดยชอบธรรม 
(Informed Consent Form) 

 
โครงการวจิยัเร่ือง ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี adiponectin  ท่ีต  าแหหนงง SNP45/SNP276  ในผูป้ง วย

โรคทงอน ้ าดีตีบตนั 
วนัใหค้วามยนิยอม  วนัท่ี..............เดือน........................................พ.ศ.................................................. 
 ขา้พเจา้ นาย/นาง/นางสาว........................................................................................................................... 
ซ่ึงมีความสมัพนัธ์เป็น................................. ของ ด.ช./ด.ญ./นาย/นาง/นางสาว........................................................ 
ไดอ้งานรายละเอียดจากเอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมการวจิยัท่ีแหนบมาฉบบัวนัท่ี.................................... 
แหลว้ขา้พเจา้ยนิยอมให ้ด.ช./ด.ญ./นาย/นาง/นางสาว........................................เขา้รงวมในโครงการวจิยัโดยสมคัรใจ 
 ขา้พเจา้ไดรั้บส าเนาเอกสารแหสดงความยินยอมเขา้รงวมในโครงการวิจยัท่ีขา้พเจา้ไดล้งนาม แหละ วนัท่ี 
พร้อมดว้ยเอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมในโครงการวจิยั ทั้งน้ีกงอนท่ีจะลงนามในใบยินยอมเขา้รงวมใน
การวจิยัน้ี ขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวจิยัไดรั้บการอธิบายจากผูว้จิยัถึงวตัถุประสงคข์องการวิจยั ระยะเวลาของการ
ท าวิจยั วิธีการวิจยั อนัตราย หรืออาการท่ีอาจเกิดข้ึนจากการวิจยั  รวมทั้งประโยชน์ท่ีจะเกิดข้ึนจากการวิจยัแหละ
แหนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอยงางละเอียด ขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวิจยัมีเวลาแหละโอกาสเพียงพอในการซกัถามขอ้
สงสยัทั้งหมดจนมีความเขา้ใจอยงางดีแหลว้ โดยผูว้จิยัไดต้อบค าถามตงาง ๆ ท่ีขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวจิยั สงสยัดว้ย
ความเตม็ใจไมงปิดบงัซงอนเร้นจนขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวจิยั พอใจ 
 ขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมในโครงการวจิยัไดรั้บทราบจากผูว้จิยัวงาหากเกิดอนัตรายใด ๆ จากการวิจยัดงักลงาว 
ผูเ้ขา้รงวมวจิยัจะไดรั้บการรักษาพยาบาล โดยไมงเสียคงาใชจ้งาย แหตงจะไมงไดรั้บการชดเชยจากผูส้นบัสนุนการวจิยั 
 ขา้พเจา้เขา้ใจถึงสิทธิท่ีจะบอกเลิกการเขา้รงวมการวิจยั เม่ือใดก็ไดโ้ดยไมงจ าเป็นตอ้งแหจง้เหตุผลแหละการ
บอกเลิกการเขา้รงวมการวจิยัน้ี จะไมงมีผลตงอการรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืนๆ ท่ีผูเ้ขา้รงวมการวจิยัจะพึงไดรั้บตงอไป 
 ผูว้ิจยัรับรองวงาจะเก็บขอ้มูลเฉพาะเก่ียวกับตวัของผูเ้ขา้รงวมการวิจยัเป็นความลบั แหละจะเปิดเผยได้
เฉพาะเม่ือได้รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเทงานั้ น บุคคลอ่ืน ในนามของบริษัทผู ้สนับสนุนการวิจัย แหละ
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัในคน อาจจะไดรั้บอนุญาตให้เขา้มาตรวจแหละประมวลขอ้มูลสงวนตวั
ของผูเ้ขา้รงวมการวิจยั ทั้งน้ีจะตอ้งกระท าไปเพ่ือวตัถุประสงคเ์พ่ือตรวจสอบความถูกตอ้งของขอ้มูลเทงานั้น โดย
การตกลงท่ีจะเข้ารงวมการศึกษาวิจัยน้ีข้าพเจ้าได้ให้ความยินยอมท่ีจะให้มีการตรวจสอบข้อมูลประวติัทาง
การแหพทยข์องผูเ้ขา้รงวมการวจิยัได ้
 ผูว้จิยัรับรองวงาจะไมงมีการเก็บขอ้มูลใด ๆ ของผูเ้ขา้รงวมการวจิยั เพ่ิมเติม หลงัจากท่ีขา้พเจา้ขอยกเลิกการ
เขา้รงวมโครงการวจิยัแหละตอ้งการใหท้ าลายเอกสารท่ีใชต้รวจสอบทั้งหมดท่ีสามารถสืบคน้ถึงตวัผูเ้ขา้รงวมการวจิยั 
 ขา้พเจ้าเขา้ใจวงา ขา้พเจ้าแหละ ผูเ้ขา้รง วมการวิจัยมีสิทธ์ิท่ีจะตรวจสอบหรือแหก้ไขข้อมูลสงวนตวัของ
ผูเ้ขา้รงวมการวจิยัแหละสามารถยกเลิกการให้สิทธิในการใชข้อ้มูลสงวนตวัของผูเ้ขา้รงวมการวิจยัได ้โดยตอ้งแหจง้ให้
ผูว้จิยัรับทราบ 
 ขา้พเจา้ไดต้ระหนกัวงาขอ้มูลในการวิจยัรวมถึงขอ้มูลทางการแหพทยท่ี์ไมงมีการเปิดเผยช่ือของผูเ้ขา้รงวม
การวิจยั จะผงานกระบวนการตงาง ๆ เชงน การเก็บขอ้มูล การบนัทึกขอ้มูลในแหบบบนัทึกแหละในคอมพิวเตอร์ การ
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ตรวจสอบ การวิเคราะห์ แหละการรายงานขอ้มูลเพ่ือวตัถุประสงคท์างวิชาการ รวมทั้งการใชข้อ้มูลทางการแหพทย์
ในอนาคต  เทงานั้น 
 ขา้พเจา้ไดอ้งานขอ้ความขา้งตน้ แหละมีความเขา้ใจดีทุกประการแหลว้ ยนิดีให ้ด.ช./ด.ญ./นาย/นาง/นางสาว
..............................................................................(ช่ือ-นามสกุล ของผูเ้ขา้รงวมวิจยั) เขา้รงวมในโครงการวิจยัดว้ย
ความเตม็ใจ จึงไดล้งนามในเอกสารใบยนิยอมน้ี 
 
  ...................................................................................... ลงนามผูแ้หทนโดยชอบธรรม 
  (....................................................................................) ช่ือผูแ้หทนโดยชอบธรรมตวับรรจง 
  ......................................................ความสมัพนัธ์ของผูแ้หทนโดยชอบธรรมกบัผูเ้ขา้รงวมการวจิยั 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
  
 ขา้พเจา้ไดอ้ธิบายถึงวตัถุประสงคข์องการวจิยั วธีิการวจิยั อนัตราย อาการไมงพึงประสงค ์หรือความเส่ียง
ท่ีอาจเกิดข้ึนจากการวิจยั รวมทั้งประโยชน์ท่ีจะเกิดข้ึนจากการวิจยัอยงางละเอียด ให้ผูแ้หทนโดยชอบธรรมของ
ผูเ้ขา้รงวมการวิจยัตามนามขา้งตน้ไดท้ราบแหละมีความเขา้ใจดีแหลว้ พร้อมลงนามลงในเอกสารแหสดงความยินยอม
ดว้ยความเตม็ใจ 
   
 
  ......................................................................................  ลงนามผูท้  าวจิยั 
  (....................................................................................) ช่ือผูท้  าวจิยั ตวับรรจง 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
 
 
  ......................................................................................  ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ช่ือพยาน ตวับรรจง 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
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                                  คณะแพทยศาสตร์  
                           จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวจัิย 

ส าหรับเด็กอายุ 13-18 ปี 
(Informed Consent Form) 

 
โครงการวจิยัเร่ือง ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี adiponectin  ท่ีต  าแหหนงง SNP45/SNP276  ในผูป้ง วย

โรคทงอน ้ าดีตีบตนั 
วนัใหค้วามยนิยอม  วนัท่ี..............เดือน........................................พ.ศ.................................................. 
 ขา้พเจา้ นาย/นาง/นางสาว........................................................................................................................... 
ซ่ึงมีความสมัพนัธ์เป็น................................. ของ ด.ช./ด.ญ./นาย/นาง/นางสาว........................................................ 
ไดอ้งานรายละเอียดจากเอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมการวจิยัท่ีแหนบมาฉบบัวนัท่ี.................................... 
แหลว้ขา้พเจา้ยนิยอมให ้ด.ช./ด.ญ./นาย/นาง/นางสาว........................................เขา้รงวมในโครงการวจิยัโดยสมคัรใจ 
 ขา้พเจา้ไดรั้บส าเนาเอกสารแหสดงความยินยอมเขา้รงวมในโครงการวิจยัท่ีขา้พเจา้ไดล้งนาม แหละ วนัท่ี 
พร้อมดว้ยเอกสารขอ้มูลค าอธิบายส าหรับผูเ้ขา้รงวมในโครงการวจิยั ทั้งน้ีกงอนท่ีจะลงนามในใบยินยอมเขา้รงวมใน
การวจิยัน้ี ขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวจิยัไดรั้บการอธิบายจากผูว้จิยัถึงวตัถุประสงคข์องการวิจยั ระยะเวลาของการ
ท าวิจยั วิธีการวิจยั อนัตราย หรืออาการท่ีอาจเกิดข้ึนจากการวิจยั  รวมทั้งประโยชน์ท่ีจะเกิดข้ึนจากการวิจยัแหละ
แหนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอยงางละเอียด ขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวิจยัมีเวลาแหละโอกาสเพียงพอในการซกัถามขอ้
สงสยัทั้งหมดจนมีความเขา้ใจอยงางดีแหลว้ โดยผูว้จิยัไดต้อบค าถามตงาง ๆ ท่ีขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวจิยั สงสยัดว้ย
ความเตม็ใจไมงปิดบงัซงอนเร้นจนขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมการวจิยั พอใจ 
 ขา้พเจา้แหละผูเ้ขา้รงวมในโครงการวจิยัไดรั้บทราบจากผูว้จิยัวงาหากเกิดอนัตรายใด ๆ จากการวิจยัดงักลงาว 
ผูเ้ขา้รงวมวจิยัจะไดรั้บการรักษาพยาบาล โดยไมงเสียคงาใชจ้งาย แหตงจะไมงไดรั้บการชดเชยจากผูส้นบัสนุนการวจิยั 
 ขา้พเจา้เขา้ใจถึงสิทธิท่ีจะบอกเลิกการเขา้รงวมการวิจยั เม่ือใดก็ไดโ้ดยไมงจ าเป็นตอ้งแหจง้เหตุผลแหละการ
บอกเลิกการเขา้รงวมการวจิยัน้ี จะไมงมีผลตงอการรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืนๆ ท่ีผูเ้ขา้รงวมการวจิยัจะพึงไดรั้บตงอไป 
 ผูว้ิจยัรับรองวงาจะเก็บขอ้มูลเฉพาะเก่ียวกับตวัของผูเ้ขา้รงวมการวิจยัเป็นความลบั แหละจะเปิดเผยได้
เฉพาะเม่ือได้รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเทงานั้ น บุคคลอ่ืน ในนามของบริษัทผู ้สนับสนุนการวิจัย แหละ
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัในคน อาจจะไดรั้บอนุญาตให้เขา้มาตรวจแหละประมวลขอ้มูลสงวนตวั
ของผูเ้ขา้รงวมการวิจยั ทั้งน้ีจะตอ้งกระท าไปเพ่ือวตัถุประสงคเ์พ่ือตรวจสอบความถูกตอ้งของขอ้มูลเทงานั้น โดย
การตกลงท่ีจะเข้ารงวมการศึกษาวิจัยน้ีข้าพเจ้าได้ให้ความยินยอมท่ีจะให้มีการตรวจสอบข้อมูลประวติัทาง
การแหพทยข์องผูเ้ขา้รงวมการวจิยัได ้
 ผูว้จิยัรับรองวงาจะไมงมีการเก็บขอ้มูลใด ๆ ของผูเ้ขา้รงวมการวจิยั เพ่ิมเติม หลงัจากท่ีขา้พเจา้ขอยกเลิกการ
เขา้รงวมโครงการวจิยัแหละตอ้งการใหท้ าลายเอกสารท่ีใชต้รวจสอบทั้งหมดท่ีสามารถสืบคน้ถึงตวัผูเ้ขา้รงวมการวจิยั 
 ขา้พเจ้าเขา้ใจวงา ขา้พเจ้าแหละ ผูเ้ขา้รง วมการวิจัยมีสิทธ์ิท่ีจะตรวจสอบหรือแหก้ไขข้อมูลสงวนตวัของ
ผูเ้ขา้รงวมการวจิยัแหละสามารถยกเลิกการให้สิทธิในการใชข้อ้มูลสงวนตวัของผูเ้ขา้รงวมการวิจยัได ้โดยตอ้งแหจง้ให้
ผูว้จิยัรับทราบ 
 ขา้พเจา้ไดต้ระหนกัวงาขอ้มูลในการวิจยัรวมถึงขอ้มูลทางการแหพทยท่ี์ไมงมีการเปิดเผยช่ือของผูเ้ขา้รงวม
การวิจยั จะผงานกระบวนการตงาง ๆ เชงน การเก็บขอ้มูล การบนัทึกขอ้มูลในแหบบบนัทึกแหละในคอมพิวเตอร์ การ
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ตรวจสอบ การวิเคราะห์ แหละการรายงานขอ้มูลเพ่ือวตัถุประสงคท์างวิชาการ รวมทั้งการใชข้อ้มูลทางการแหพทย์
ในอนาคต เทงานั้น 
 ขา้พเจา้ไดอ้งานขอ้ความขา้งตน้ แหละมีความเขา้ใจดีทุกประการแหลว้ ยนิดีให ้ด.ช./ด.ญ./นาย/นาง/นางสาว
..............................................................................(ช่ือ-นามสกุล ของผูเ้ขา้รงวมวิจยั) เขา้รงวมในโครงการวิจยัดว้ย
ความเตม็ใจ จึงไดล้งนามในเอกสารใบยนิยอมน้ี 
 
  ...................................................................................... ลงนามผูแ้หทนโดยชอบธรรม 
  (....................................................................................) ช่ือผูแ้หทนโดยชอบธรรมตวับรรจง 
  .....................................................ความสมัพนัธ์ของผูแ้หทนโดยชอบธรรมกบัผูเ้ขา้รงวมการวจิยั 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
 
  ......................................................................................  ลงนามผูเ้ขา้รงวมโครงการวจิยั 
  (....................................................................................) ช่ือผูเ้ขา้รงวมโครงการวจิยัตวับรรจง 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
 
 
 ขา้พเจา้ไดอ้ธิบายถึงวตัถุประสงคข์องการวจิยั วธีิการวจิยั อนัตราย อาการไมงพึงประสงค ์หรือความเส่ียง
ท่ีอาจเกิดข้ึนจากการวิจยั รวมทั้งประโยชน์ท่ีจะเกิดข้ึนจากการวิจยัอยงางละเอียด ให้ผูแ้หทนโดยชอบธรรมของ
ผูเ้ขา้รงวมการวิจยัตามนามขา้งตน้ไดท้ราบแหละมีความเขา้ใจดีแหลว้ พร้อมลงนามลงในเอกสารแหสดงความยินยอม
ดว้ยความเตม็ใจ 
   
 
  ......................................................................................  ลงนามผูท้  าวจิยั 
  (....................................................................................) ช่ือผูท้  าวจิยั ตวับรรจง 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
 
 
  ......................................................................................  ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ช่ือพยาน ตวับรรจง 
  วนัท่ี ...........เดือน.............................พ.ศ...................... 
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                                  คณะแพทยศาสตร์   
                            จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวจัิย 

ส าหรับเด็กอายุ 7-12 ปี 
 

 

ช่ือโครงการวิจัยเร่ือง       ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน adiponectin  ท่ีต  าแหหนงง 
SNP45/SNP276  ในผูป้ง วยโรคทงอน ้าดีตีบตนั 

 

วนัใหค้  ายนิยอม  วนัท่ี..............เดือน........................................พ.ศ.................................................. 
หนูช่ือ ด.ช./ ด.ญ. .................................................................................................................. 
ผูว้ิจยัก าลงัท าการเก็บขอ้มูลเก่ียวกบัสาเหตุการเกิดโรคทงอน ้ าดีตีบตนัท่ีเกิดจากปัจจยัทาง

พนัธุกรรม  แหละหนูไดรั้บเชิญใหเ้ขา้รงวมในการวจิยั เน่ืองจากหนูเป็นเด็กอายุ 7 – 12 ปี แหละเป็นโรค
ทงอน ้ าดีตีบตนั  ผูว้ิจยัจึงจะขอเก็บตวัอยงางเลือดของหนู  โดยขอเจาะเลือดของหนู ปริมาณประมาณ 
3-5 มิลลิลิตร (1 ชอ้นชา) หลงัเจาะเลือดในบางคร้ังอาจจะมีรอยเขียวช ้ า ตรงบริเวณท่ีโดนเจาะแหตงจะ
หายไดใ้นเวลา 3-5 วนั 
 ผูว้จิยัจะขออนุญาตใหห้นูเขา้รงวมการวิจยัจากคุณพงอคุณแหมงกงอน  ถา้หนูไมงอยากเขา้รงวมให้
หนูบอกกบัคุณพงอคุณแหมงได ้ ถา้หนูไมงเขา้รงวมการวจิยัน้ีก็จะไมงมีใครวงา 
 หนูแหละพงอแหละแหมงของหนูจะเปล่ียนใจไมงรงวมการวิจยัภายหลงัไดต้ลอดเวลา  คุณหมอแหละ
พยาบาลจะไมงวงาอะไรทั้งนั้น  เพราะวงาคุณหมอแหละพยาบาลยนิดีใหก้ารดูแหลหนูเสมอ 
  

 

ลงช่ือ..............................................................ผูย้นิยอม 
                                                         (............................................................)ช่ือนาม-สกลุ ตวับรรจง 
     วนัท่ี..............เดือน..............................พ.ศ................. 

 

ลงช่ือ..............................................................ผูแ้หทนโดยชอบธรรม 
                                                         (...........................................................)ช่ือนาม-สกลุ ตวับรรจง                 
                                                        วนัท่ี..............เดือน..............................พ.ศ................. 

 

 

 



125 
 

ภาคผนวก ข 

การเตรียมบัฟเฟอร์ และสารละลาย 

1.   สารละลาย lysis buffer 
5.0 M NaCl    15  ml 
0.5 M EDTA (pH 8.0)   48  ml 
Distilled water เป็น   1,000  ml 

 ฆา่เชือ้สารละลายด้วยการ autoclave แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

2.   สารละลาย 20 mg/ml Proteinase K  
  Proteinase K    2  ml 
  Distilled water เป็น   100  ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากนัแล้วเก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

3.   สารละลาย 10X Tris-acetic EDTA buffer (TAE buffer)  
  Tris base     48.4   g 
  glacial acetic     17.0  ml 
  0.5 M EDTA (pH 8.0)   7.44   ml 
  Distilled water เป็น   100  ml 

ปรับ pH ของสารละลายเทา่กบั 7.8 ผสมสารละลายให้เข้ากนัแล้วเก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

4.   สารละลาย 1 M Tris-hydrocholic acid (pH 8.0) 
  Tris (MW: 121.14 g/mol)   181.7   g 

Distilled water (ใช้ละลาย Tris)   70   ml 
Distilled water เป็น   100  ml 

ปรับ pH ของสารละลายเทา่กบั 8.0 ผสมสารละลายให้เข้ากนัแล้วเก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 

5.   สารละลาย 10X Tris-boric EDTA buffer (TBE buffer)  
  Tris base     121.1   g 

Boric acid anhydrous    55.6   ml 
0.5 M Na2EDTA   40  ml 
Distilled water เป็น   1,000  ml 

ปรับ pH ของสารละลายเทา่กบั 8.3 ผสมสารละลายให้เข้ากนัแล้วเก็บท่ีอณุหภมูิห้อง 
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6.   สารละลาย red blood cell lysis buffer  
  KHCO3     0.5   g 
  NH4Cl      4.15   g 
  EDTA      0.019   g 
  Distilled water (ใช้ละลายสาร)  100  ml 
  Distilled water เป็น   500  ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากนัน าสารละลายกรองผา่น filter ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.2 µm   

7.   2% Agarose gel (w/v) 
  Agarose    2  g 
  1X TBE     100  ml 

ละลายด้วยการอุน่ในเตาไมโครเวฟจากนัน้ผสมให้เข้ากนัจนเจลละลายหมด 

8.   30% polyacrylamide 
  Bis acrylamide    0.8   g 
  Distilled water (ใช้ละลาย bis)  25  ml 
  40% acrylamide    75   ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากนั 

9.   6X loading dye 
  Bromphenol blue   0.25  g 
  Xylene cyanol    0.25  g 
  Glycerol    50  ml 
  1M Tris (pH 8.0)   1  ml 
  Distilled water เป็น   100  ml 

ผสมให้เข้ากนัแล้วเก็บในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 4o C 

10.   สารละลาย 10% Ammonium persulfate 
  Ammonium persulfate    0.1   g 
  Distilled water เป็น   1,000  ml 

ผสมให้เข้ากนัแล้วเก็บในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 4o C 
 
 



127 
 

11.   สารละลาย 1X Phosphate buffer saline (PBS) 
  NaCl      8.0   g 
  Na2HPO4     1.16   g 
  KH2PO4     0.2   g 

KCl      0.2   g 
Distilled water เป็น   1,000  ml 

ผสมสารละลายให้เข้ากนัแล้วปรับ pH ของสารละลาย 7.2 ฆา่เชือ้สารละลาย
ด้วยการ autoclave แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
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