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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 โรคใหลตาย หรือ SUDS (Sudden Unexplained Death Syndrome) จัดไดวาเปนปญหาทาง
สาธารณสุขหนึ่งที่สรางปญหาทางเศรษฐกิจและความเสียหายใหกับครอบครัวของผูเสียชีวิตไดมาก
พอควร เนื่องจากผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคนี้มักเปนผูชายในวัยทํางาน และมักจะเปนกําลังหลักของ
ครอบครัว ซ่ึงมีอายุในชวงอายุ 20-49 ป ที่มีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคประจําตัวมากอน เสียชีวิตอยาง
กระทันหันในขณะพักผอนหรือนอนหลับ โดยเฉพาะในกลุมประชากรที่มีภูมิลําเนาเดิมในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต และจากผลการตรวจทางพยาธิวิทยาไมพบความผิดปกติใดที่อธิบายถึง
สาเหตุการตายได จากการศึกษาอุบัติการการเกิดโรคใหลตายในประเทศไทย พบวาโรคนี้มีอุบัติการ
ของการเกิดโรคประมาณ 20.8-38 คนตอประชากรแสนคน[1-4] โดยถาเทียบอัตราการตายดวยโรค
ใหลตายในประชากรไทยกับอัตราการตายดวยโรคตาง ๆ ของประชากรไทยในกลุมอายุ 20-49 ป 
พบวา โรคใหลตายอยูในอันดับที่ 4 ของสาเหตุการตายของประชากรในวัยนี้[5] ปจจัยที่อาจ
เกี่ยวของมีไดหลายประการ เชน การขาดวิตามินบี 1 [3] ภาวะความเครียด[6] ภาวะโปแตสเซียมใน
เลือดต่ํา[7] และปจจัยทางพันธุกรรม[8-10] จากผลการตรวจทางพยาธิวิทยาที่ไมพบความผิดปกติใด
ที่อธิบายถึงสาเหตุการตายได พบแตเพียงวาผูปวยที่รอดตายจากใหลตายสวนใหญ มีลักษณะ
คล่ืนไฟฟาหัวใจผิดปกติเหมือนกับกลุมอาการการเสียชีวิตเฉียบพลันที่ไมทราบสาเหตุในประเทศ
ตะวันตกที่เรียกวา “กลุมอาการบรูกาดา (Brugada Syndrome)” ซ่ึงมีลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจเปน
แบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน Lead V1-V3[11-12] และนําไปสู
การเตนของหัวใจที่ผิดปกติอยางรุนแรงแบบ ventricular fibrillation[13-15] จนเกิดอาการเปนลม
หมดสติ และ เสียชีวิตได จากการศึกษาทางพันธุกรรมของกลุมอาการบรูกาดากอนหนานี้พบวาเกิด
จากความผิดปกติของยีนที่ควบคุมการทํางานของ ion channel ที่หัวใจ คือ SCN5A[16-22] (cardiac 
sodium channel) บนโครโมโซมคูที่ 3 ตําแหนง 3p22-25 โดยมีรายงานพบการกลายพันธุของยีนนี้
หลายสิบตําแหนง[23-28]  
 จากการศึกษายีน SCN5A ในผูที่รอดตายจากใหลตาย (Sudden Unexplained Nocturnal 
Death Syndrome) ที่มีลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจแบบกลุมอาการบูรกาดา 10 ราย พบวามีการ            
กลายพันธุที่ยีนนี้ 3 ราย[19] แสดงวาโรคใหลตายนาเปนโรคเดียวกับกลุมอาการบรูกาดา ดังนั้นจึง
นาจะมีการศึกษาถึงการกลายพันธุในยีนนี้เพิ่มเติมในคนไทยที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มีลักษณะ
คล่ืนไฟฟาหัวใจแบบกลุมอาการบูรกาดา โดยจะเนนการศึกษาหาการกลายพันธบริเวณอินเตอร
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เซกเมนตของยีน SCN5A เนื่องจากการกลายพันธุที่มีรายงานมากอนหนานี้เกือบทั้งหมดพบทีบ่ริเวณ
นี้มากกวาบริเวณอื่น[43] คาดวาประโยชนที่จะไดรับจากการศึกษาครั้งนี้ คือ ทราบวาการกลายพันธุ
เกิดขึ้นในตําแหนงใดบางในบริเวณ   อินเตอรเซกเมนตของยีน SCN5A และสามารถนําไปใชเปน
วิธีการวินิจฉัยโรคในกลุมผูปวยที่มีความเสี่ยงที่จะเกิดโรคใหลตายได รวมทั้งอาจนําไปสูการ
ปองกันและการรักษาโรคใหลตายไดในอนาคตตอไป 
 
1.2 คําถามของการวิจัย (Research Question) 
 ผูปวยที่รอดชีวิตจากโรคใหลตายโดยมีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ Brugada syndrome มีการ
กลายพันธุของยีน SCN5A บริเวณอินเตอรเซกเมนตหรือไม และเกดิขึ้นในตําแหนงใดบาง 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพื่อตรวจหาการกลายพันธุของยีน SCN5A บริเวณอนิเตอรเซกเมนตในผูปวยที่รอดชีวิตจาก

ใหลตายที่มีคล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน right 
chest leads 

 

1.4 กรอบแนวความคิดในการวิจัย 

 ผูปวยชายที่รอดชีวิตจากโรคใหลตายโดยมคีล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome
 

 

 

 

การคัดเลือกผูรอดชีวิตจากใหลตายชาวไทยที่มี
คล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome  

- ผูปฏิบัติงานและการตรวจ    
คล่ืนไฟฟาหวัใจ 

- การคัดกรองคนไข 

การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด 
 

 

คัดกรองการกลายพันธุโดยวธีิ PCR  
และSSCP  

 

 

 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี 
- การปนเปอน 
 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี  
- อุณหภูม ิ 
- คุณภาพของดีเอ็นเอจาก  PCR 
- % พอลิเอคริลาไมดเจล 
- เวลาที่ใช 
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ไมพบ band shift  

 
พบ band shift 

 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี  
- คุณภาพของดีเอ็นเอจาก  PCR  

 
การหาลําดับเบส (Sequencing)  

 

 

 

 

 

 

 

การทํา RFLP 

การกลายพันธุ (mutation)  

Polymorphism 

ตรวจสอบกับ data base 

Polymorphism 

- ผูปฏิบัติงาน 
- คุณภาพสารเคมี  
- คุณภาพของดีเอ็นเอ  

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
1. ในการทําวิจัยคร้ังนี้จะทําการศึกษาในผูปวยชายไทยที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มี

คล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน right chest leads 
จํานวนทั้งสิ้น 10 ราย 

2. ทําการศึกษาเพื่อตรวจหาการกลายพันธุของ SCN5A gene โดยทาํการสกัดดีเอน็เอจาก
เลือดของผูปวยดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม และเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR (Polymerase 
Chain Reaction) หลังจากนัน้นํามาตรวจสอบหาความแตกตางที่เกิดขึน้ใน SCN5A gene ดวยเทคนิค 
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) และหาลําดับเบสของผูปวยเพื่อนํามา
เปรียบเทียบกบัคนปกต ิ  
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1.6 ขอตกลงเบื้องตน 

การคัดเลือกผูปวยจะทําการคัดเลือกผูปวยที่รอดตายจากโรคใหลตาย และลักษณะของ
คล่ืนไฟฟาหวัใจที่เปนแบบ Right Bundle Branch Block และ ST-segment elevation ใน right chest 
leads (Brugada syndrome) ถาผูปวยมีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบดังกลาวในลกัษณะไมชัดเจนจะให
รับประทานยา Flecainide เพื่อกระตุนใหเห็นชัดขึ้นและทําการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจซ้ํา ถาไม
ปรากฏคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ ST-segment elevation จะทําการคัดออก  

1.7 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

 - ผูรอดชีวิตจากโรคใหลตาย คือ ผูที่มีอายุอยูในชวง 20-50 ป เกิดอาการขณะนอนหลบัหรือ
พักผอน มีสุขภาพแข็งแรงกอนหนาที่จะเกดิอาการ มีอาการหายใจลําบาก ไมมีสาเหตุของโรคทาง
หัวใจที่ทําใหหมดสติ และมีการตรวจพบคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome 

- คล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada syndrome คือ right bundle branch block (RBBB) และ 
ST-segment elevation ใน right chest leads 

- Mutation คือ การกลายพนัธุ การเปลี่ยน การหาย การเพิ่ม การเรียงลําดับใหมของเบสใน
กรดนิวคลีอิก ซ่ึงอาจทําใหการสังเคราะหโปรตีนเปลี่ยนไป หรือสูญเสียความสามารถในการผลิต
โปรตีน ถาเกดิในเซลลสืบพันธุ (germinal or germ line mutation) สามารถถายทอดไปยังชัว่รุน
ตอไปได แตถาเกิดในเซลลรางกาย (somatic mutation) ไมสามารถถายทอดไปยังชัว่รุนตอไปได แต
สามารถถายทอดไปยังเซลลที่เกิดจากการแบงเซลลของเซลลนี้ตอไป (daughter cell)  

- Polymorphism คือ ความหลากหลายทางพันธุกรรม การมีลักษณะปรากฏที่แตกตางกัน 2 
ลักษณะ หรือมากกวาในประชากร ซ่ึงเกดิจากการมแีอลลีลตางกัน จะถือวา ยีนที่ตําแหนงหนึง่มี
ความหลากหลาย เมื่อความถี่ของแอลลีลที่มีนอย ไมต่ํากวา 0.01 หรือ 1 เปอรเซ็นต 

1.8 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. เปนการยนืยันวาโรคใหลตายมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุของยีน ทําใหทราบกลไกการ

เกิดโรคใหลตาย 
 2. สามารถพัฒนาไปสูการตรวจวินิจฉยัหาโรคใหลตายในผูที่มีปจจัยเสี่ยงได 
 3.นําไปใชเปนขอมูลในการปองกันการเกดิโรคใหลตายและนําไปสูการรักษาไดในอนาคต  
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1.9 ขั้นตอนการวิจัย 

1. การเก็บตวัอยาง (Sample Collection) 
     คัดเลือกผูที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มาที่โรงพยาบาลจฬุา ฯ และมีคล่ืนไฟฟาหวัใจ

แบบ Brugada syndrome คือ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ ST-segment elevation ใน 
right chest leads ทั้งสิ้น 10 ราย 

 การคัดเลือกออก คือ ผูที่ไมใหความรวมมอืในการวิจัย 
2. ขั้นตอนการศึกษา (Process of study) 
 2.1 DNA Extraction  
 2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) 

2.3 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
2.4 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

3. รวบรวมขอมูลและวิเคราะหผล (Data collection and analysis) 
 ตรวจวาตําแหนงที่มีลําดับเบสเปลี่ยนไปนัน้เปน mutatioin หรือ polymorphism  
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

แนวคิดและทฤษฎ ี
โรคใหลตาย คือโรคที่มีการเสียชีวิตอยางเฉียบพลันในคนวัยทํางาน และเกือบทั้งหมดเกิด

กับผูชายที่แข็งแรง และไมมโีรคประจําตัว อายุอยูระหวาง 20 -49 ป สวนใหญเกดิขึ้นระหวางนอน
หลับ หรือขณะกําลังพักผอน โดยที่ผลการตรวจทางพยาธิวิทยาไมพบความผิดปกติอ่ืนใดที่อธิบาย
สาเหตุการตายได [2, 3, 29, 30] 
2.1 ลักษณะอาการทางคล ินิกของโรคใหลตาย [5] 
 2.1.1 โรคใหลตายครั้งแรก 
 สามารถแบงลักษณะอาการทางคลีนิกของโรคใหลตายออกเปน 2 กลุม ดังนี ้

2.1.1.1 ลักษณะอาการกอนตาย อาจแบงไดเปน 
1) ไมมีอาการที่แสดงถึงความผิดปกตใินขณะทํางานและชีวิตประจาํวัน

ไมมีความผิดปกติแตอยางใด 
    2) อาจมีอาการเจ็บปวยเล็กนอยในชวง 1-2 สัปดาหกอนตาย เชน มีอาการ
ไข ปวดทอง หายใจไมอ่ิม ปวดขา ปวดเอว ปวดศีรษะ หงุดหงิด เหนื่อยเพลีย นอนไมหลับ หรือ
ทองอืด ซ่ึงเปนอาการไมเฉพาะสําหรับโรคใหลตาย 

2.1.1.2 อาการแสดงขณะเกิดใหลตาย 
  แบงลักษณะอาการนี้ออกไดเปน 2 กลุม ตามลักษณะของการเกิดอาการ ตาม
ชวงเวลาการมี หรือไมมีผูเหน็เหตุการณ ดงันี้ 

1) กลุมที่ตายโดยไมมีผูเหน็เหตุการณ ไมสามารถทราบไดวามีอาการ
หรือไม ญาติพบภายหลังวาผูตายไดตายแลวในขณะนอน กลุมนี้อาจเปนกลุมที่ไมมีอาการชัดเจนพอ 
หรือขณะมีอาการไมเปนที่ผิดสังเกตของญาติ 

2) กลุมที่มีผูเหน็เหตุการณ แบงได 2 กลุมคือ 
   1) กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณตั้งแตเร่ิมตน ประมาณรอยละ 10-16 

ของใหลตาย เกิดเหตกุารณขณะนอนหรือนั่งพักผอน ในเวลากลางวนั เชน กําลังสนทนา ดูโทรทัศน 
ฟงวิทย ุ

   2) กลุมที่ญาติเห็นเหตุการณ ซ่ึงในกรณีนี้จะไดประวัติเกีย่วกับ
ลักษณะอาการคือ มีเสียงดังในคอ เหมอืนมีอาการหายใจลําบาก หายใจขัดหรือมีอาการเหมือน
สําลัก หายใจไมทัน โดยไมมเีสียงหวีดหววิ แตจะเปนเหมอืนมีเสมหะตดิคอ บางรายมีเสียงกรีดรอง
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เหมือนมีการฝนรายหรือละเมอ นอกจากนีย้ังมีอาการเกรง็ตัว ทองแข็ง กํามือแนน มนี้ําลายฟูมปาก 
บางรายมีปสสาวะรวมดวย ทุกรายจะไดประวัติของการปลุกตื่นลําบาก ในระยะทีป่ลุกตื่นไดญาติ
ตองใชความพยายามหลายอยางเพื่อทําใหผูที่เปนใหลตายรูสึกเจ็บแลวตื่นขึ้นมา 
  ผูที่มีอาการแลวถูกปลุกขึ้นมาได จะใหประวัติเกี่ยวกับการมีปญหาของการหายใจ 
เชน รูสึกเหมอืนทางเดินหายใจอดุตัน มคีวามรูสึกเหมอืนถูกกดทับทีห่นาอก ทําใหหายใจลําบาก
หรือมีอาการมึน ชา ออนแรง ในกรณีที่ปลุกไมตื่นสวนใหญจะเสยีชีวิตภายใน 30 นาที และมากกวา
รอยละ 90 จะตายภายในเวลา 1 ช่ัวโมง ตั้งแตเร่ิมมีอาการ 
 2.1.2 ใหลตายซ้ํา
 ผูที่รอดตายจากอาการใหลตายเหลานี้บางรายจะตายในเวลาตอมาภายหลังลมตัวลงนอนอีก
คร้ัง หรือระหวางเดินทางไปโรงพยาบาลในคืนเดยีวกนั หรือในเวลาหลายชั่วโมงตอมา การเกิด
ใหลตายยังอาจเกิดซ้ําไดอีกในระยะเปนเดอืนหรือปภายหลังจากอาการครั้งแรก เนื่องจากอาการ
ขณะเกิดใหลตายมีลักษณะคลายอาการชักของโรคลมบาหมู ทําใหญาติหรือเจาหนาที่ที่เกีย่วของ
ทางการแพทยเขาใจผิด จึงเปนสาเหตุใหผูที่เสี่ยงที่จะเกดิใหลตายซ้ําเหลานี้ไมไดรับการตรวจรักษา
ที่เหมาะสมและตายในระยะเวลาตอมา 

2.1.3 ส่ิงที่ตรวจพบกอนเสียชีวิต
 เนื่องจากผูที่เปนใหลตายทุกรายไมมีปญหาสุขภาพที่รุนแรงพอที่จะรบกวนการทํางานใน
ชีวิตประจําวัน ประกอบกับผูตายสวนใหญยังอยูในวยัฉกรรจซ่ึงมีสุขภาพที่แข็งแรง จึงไมไดรับการ
ตรวจสุขภาพอยางจริงจังกอนตาย โดยเฉพาะอยางยิ่งสุขภาพของระบบหัวใจและหลอดเลือด 
อยางไรก็ดใีนรายที่เคยมีการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจมากอน อาจพบมีรายงานความผิดปกติบาง เชน 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดรายงานถึงชาวไทยอายุ 29 ป ซ่ึงมีสุขภาพแข็งแรง 
จนกระทั่งเกิดหมดสติอยางกระทันหันในขณะกําลังนั่งอานหนังสือพมิพ แตสามารถปลุกตื่นขึ้นมา
ได และถูกนําสงโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ในขณะที่กําลังซักประวัติอยูนั้นไดเกดิอาการหมดสติ
ขึ้นมาอีกครั้งหนึ่ง ไดทําการติดเครื่องตรวจจับคลื่นไฟฟาหัวใจ พบวา ม ี ventricular fibrillation 
เกิดขึ้นดวยเชนกัน[31] 
 2.1.4 ส่ิงที่ตรวจพบหลังจากฟนสติ 

- สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ พบผูรอดชีวิตจากใหลตายอายุ 29 ป โดยผลการ
ตรวจรางกายเปนปกติ เชน ความดันเลือด (158/72 mmHg) อัตราการเตนของหวัใจ (75/min) และ
อุณหภูมิของรางกาย (36.6 องศาเซลเซียส) คล่ืนไฟฟาหวัใจแสดงถึงความปกติของ sinus rhythm,   
P wave, ชวง PR ปกติ และมีชวง QT ปกติ (408 ms) แตมี right bundle branch block (RBBB) และ
ST segment elevation ใน lead V2-V3 [31] 
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- กุลวี เนตรมณี และคณะไดทําการตรวจหารูปแบบของคลื่นไฟฟาหัวใจในผูปวยที่รอด

ชีวิตจากใหลตาย โดยศึกษาจากชายไทย 27 คน ที่รอดชีวิตจากอาการหมดสติเนื่องจาก ventricular 
fibrillation โดยที่ผูปวยทกุคนไมมีความผดิปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด จากการศึกษาพบวา 
16 คน จากผูปวย 27 คน มีคล่ืนไฟฟาหวัใจที่ผิดปกตแิบ Right Bundle Branch Block และ ST 
segment elevation ใน lead V1-V3 ซ่ึงลักษณะที่ผิดปกติของคลื่นไฟฟาหวัใจแบบนี้ตรงกับ
คล่ืนไฟฟาหวัใจใน Brugada syndrome[2] 

 ดังนั้น ลักษณะคลื่นไฟฟาหวัใจที่ผิดปกตแิบบ RBBB และST segment elevation ใน lead 
V1-V3 นาจะเปนตวับงบอกการเกดิการตายอยางเฉยีบพลัน (Arrhythmogenic marker) ใน                   
โรคใหลตายได 

2.2 ปจจัยท่ีทําใหเกิดโรคใหลตาย 

 การบงบอกถึงสาเหตุนั้นยากที่จะบอกวาเกดิขึ้นจากสาเหตุใด เนือ่งจากการศึกษาโรค
ใหลตายยังมีนอย การที่จะไดขอสรุปนั้นตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกมาก แตจากการศึกษาที่มีอยู
อาจจะแบงสาเหตุของการเกดิโรคใหลตายไดเปน 2 สาเหตุใหญ ๆ คอื ปจจัยทางสิง่แวดลอม และ
ปจจัยทางพันธุกรรม 

 2.2.1 ปจจัยทางสิ่งแวดลอม

  2.2.1.1 ภาวะโปตัสเซียมต่ํา 

   ไดมีผูตั้งขอสังเกตวา เหตใุดโรคใหลตายจงึเกิดกับประชากรที่อาศัยอยูใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากกวาประชากรในภาคอื่น ๆ ทั้งนี้อาจจะอธิบายปรากฏการณนีด้วย
เหตุผลและขอมูลตอไปนี้ 

 - ประชากรภาคตะวันออกเฉยีงเหนือมีความชุกของโรคหลายโรคที่อาจเกี่ยวของกับการเกิด
ภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํา เชน distal renal tubular acidosis, hypokalemic periodic paralysis และ
โรคนิ่วไต[32] 

 - อาจเกิดจากการบริโภคอาหารของชาวอีสาน เนื่องจากอาหารหลกัของชาวอีสานมักจะ
เปนอาหารที่มคีาโปตัสเซียมต่ํามาก ไดแก ขาวเหนียวนึ่ง ขนมจีน และมะละกอดิบในรูปของสมตํา 
และบริโภคอาหารในกลุมี่มีโปตัสเซียมสูงในปริมาณที่ไมมากพอ ไดแก อาหารที่เปนผลิตภัณฑของ
ถ่ัวตาง ๆ และผลไม ไดแก มะยม มะเขือเทศ กลวย[33, 34] 
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 นอกจากนี้ยังพบวาประชากรทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีการสูญเสียโปตัสเซียมทาง
เหงื่อในฤดหูนาวเปน 1/3 และในฤดูรอนเปน 1/2  ของโปตัสเซียมที่ขับออกมาทางปสสาวะ แสดง
วามีภาวะบกพรองโปตัสเซียมดวย โดยมีสาเหตุจากการรับประทานโปตัสเซียมนอย แตมีการ
สูญเสียโปตัสเซียมของเหงื่อมาก ทําใหโปตัสเซียมในเลอืดและปสสาวะต่ํา[35] 

 จากเหตุผลและขอมูลดังกลาวบงชี้วาประชากรในภาคตะวันออกเฉยีงเหนือนาจะมภีาวะ
โปตัสเซียมในเลือดต่ํา และภาวะโปตัสเซียมในเลือดต่ํานี้เองนาจะเปนปจจยัสงเสริมภาวะหวัใจเตน
ผิดจังหวะชนดิ ventricular fibrillation 

  2.2.1.2 ความสัมพันธระหวางความเครียดกับโรคใหลตาย 

   ความเครียดก็เปนอีกสาเหตหุนึ่งของโรคใหลตาย ดังเชนที่ Goh KT และ
คณะ พบวา อารมณของคนงานไทยที่เกดิใหลตายโดยการซักประวัตเิกี่ยวกับปญหาตาง ๆ จากผู
ใกลชิด เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งเปนแรงงานไทยในประเทศสงิคโปร พบวา ในกลุมที่เกดิ
ใหลตายมีปญหาทางอารมณมากกวากลุมควบคุมซึ่งมีปญหาที่มีผลกระทบตอจิตใจ ไดแก ความ
หางไกลจากครอบครัว ไมสามารถปรับตัวไดในสิ่งแวดลอมใหม ภาวะหนี้สิน และช่ัวโมงการ
ทํางานที่ยาวนาน โดยทีภ่าวะความตึงเครยีดทั้งหมดนี้มีผลตอการตายอยางเฉียบพลันได[6] 

 2.2.2 ปจจัยทางพันธุกรรม

  สมเกียรติ แสงวัฒนาโรจน และคณะ ไดศึกษาลักษณะแบบแผนการถายทอดทาง
พันธุกรรมในครอบครัวผูเสียชีวิตจากใหลตาย โดยการสงแบบสอบถามญาติผูเสียชีวิตจากใหลตาย
ที่สิงคโปร 45 ราย พบวา 33 % มีประวัตญิาติในครอบครัวเสียชีวิตเฉียบพลันโดยไมทราบสาเหตุ 9 
ครอบครัวเปนญาติฝายบิดา 2 ครอบครัวเปนญาติฝายมารดา และ 2 ครอบครัวเปนญาติทั้งฝายบิดา
และมารดา และเมื่อศึกษาจาก pedigree ที่มีญาติมากกวา  1 รายเสียชีวติแบบเดยีวกัน ทั้งที่มีรายงาน
ในวารสารการแพทย และสอบถามจากญาติผูเสียชีวิตจากใหลตาย จํานวน 32 ครอบครัว พบวา 17 
ครอบครัวมีญาติฝายบิดา และ15 ครอบครัวมีญาติฝายมารดาที่เสียชีวติเฉียบพลันระหวางนอนหลบั
[36] นอกจากนี้แลว ยังทําการศึกษาตอไป พบวาในครอบครัวใหลตาย 3 ครอบครัวที่มีคล่ืนไฟฟา
หัวใจแบบ Brugada syndrome พบรูปแบบของ pedigree  เปนแบบ vertical transmission และแบบ
แผนการถายทอดทางพันธุกรรมเปนแบบ autosomal dominant[47] 

  ปยทัศน ทัศนาวิวัฒน และคณะ ไดสัมภาษณเครือญาติและเพื่อนบานผูใกลชิด เพื่อ
ยืนยนัความชกุของการตายที่มีลักษณะอาการเขากับหลักเกณฑและคํานิยามของใหลตายใน
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ครอบครัวที่มีใหลตายเกิดขึน้ การสอบถามทําในสายเครือญาติทุกระดับชั้นและทุกครอบครัวที่
เกี่ยวของ มีการทดสอบยืนยนัความถูกตองของประวัติที่ได โดยการสอบถามรายละเอียดจากผูรูเห็น
เหตุการณเดยีวกันหลาย ๆ คน พบวาในสมาชิก 49 ครอบครัวจํานวน 418 คน มีการตายที่มีลักษณะ
ที่เขาไดกับโรคใหลตายถึง 25 คน ใน 14 ครอบครัว ผูตายทุกคนเปนชายมีอายุเฉลี่ย 31.26 ป และมี
ชวงอายุระหวาง 25-50 ป ในจํานวนนี้มกีารตายในครอบครัวพอแมเดยีวกันถึง 6 ครอบครัว มีการ
ตายของพี่ชาย นองสาวรวม 3 คน ในครอบครัวเดียวกันถึง 3 ครอบครัว และ 2 คนในอีก 3 
ครอบครัว[37] ดังนั้น จึงอาจกลาวไดวา โรคใหลตายนาจะถายทอดทางพันธุกรรม 

 2.2.3 ปจจัยรวมระหวางสิ่งแวดลอมและพนัธุกรรม

  ผูที่มีความผิดปกติของยีนอยูกอนแลวถามปีจจัยเสีย่งจากภายนอกมากระตุนอีก 
เชน ลักษณะทีอ่ยูอาศัย สุขลักษณะในการบริโภคอาหาร หรือมีความเครียดเขามากระทบจิตใจ ก็จะ
เปนปจจยัเสริมทําใหบุคคลนั้นมีโอกาสตอการเกิดการเตนหัวใจผิดปกติแบบ ventricular fibrillation 
มากขึ้น  

2.3 Brugada syndrome คืออะไร 

 Brugada syndrome คือ กลุมอาการที่มีการเสียชีวติอยางเฉียบพลันจาก ventricular 
fibrillation ที่เกิดกับผูที่มีอายุระหวาง 30-40 ป โดยที่ไมมีความผิดปกติของหัวใจแตอยางใด จาก
การตรวจคลื่นไฟฟาหวัใจพบวามีลักษณะเปนแบบ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ ST 
segment elevation ใน lead V1-V3 สวนใหญเกิดในผูชาย[10, 49] 

 - Atarashi และคณะ รายงานวา จากผูปวย Brugada syndrome ทั้งหมด 63 คน เปนผูชาย 60 
คน (คิดเปนรอยละ 95.23)[38] 

 - Brugada และคณะ รายงานวา จากผูปวย Brugada syndrome ทั้งหมด 63 คน เปนผูชาย 56 
คน (คิดเปนรอยละ 88.89)[38] 

 2.3.1 รูปแบบคลื่นไฟฟาหวัใจและลกัษณะอาการทางคลีนิกของ Brugada syndrome

  - Atarashi และคณะ พบวาจากผูปวย Brugada syndrome 63 คน มีผูปวยทีแ่สดง
อาการ 29 คน อาการดังกลาว ประกอบดวยเปนลมหมดสติ 12 คน เกดิ ventricular fibrillation 17 
คน สวนผูปวยอีก 34 คน ไมแสดงอาการใด ๆ [38] 
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  - Brugada และคณะ พบวาจากผูปวย Brugada syndrome 63 คน มีผูปวยทีแ่สดง
อาการ 41 คน (คิดเปนรอยละ 65) ซ่ึงอาการดังกลาวประกอบดวย เปนลมหมดสติ รอยละ 22 หรือ
เกิดการเสยีชีวติอยางเฉียบพลันเนื่องมาจาก ventricular fibrillation รอยละ 78 สวนผูปวย Brugada 
syndrome อีก 22 คนไมมีอาการใด ๆ[38] 

  ดังนั้น ผูปวย Brugada syndrome จะมีรูปแบบของคลื่นไฟฟาหวัใจ (ECG) ผิดปกติ
แบบ Right Bundle Branch Block (RBBB) และ ST segment elevation ใน lead V1-V3 [10, 49] 

 2.3.2 ความสัมพันธระหวางใหลตาย และBrugada syndrome

  ผูที่รอดชีวิตจากใหลตายสวนใหญตรวจพบคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ RBBB และ ST 
segment elevation ใน lead V1-V3 ซ่ึงลักษณะคลื่นไฟฟาหัวใจแบบนี้เปนลักษณะเดียวกับคลื่นไฟฟา
หัวใจที่พบในผูปวย Brugada syndrome[45] นอกจากนี้แลวลักษณะอาการทางคลีนิกของใหลตาย 
และ Brugada syndrome มีลักษณะอาการที่คลายคลึงกันมาก คือเกิดในเพศชายเปนสวนใหญ 
โดยมากเกิดในคนวยัหนุมทีแ่ข็งแรงไมมีโรคประจําตัวมากอน มักจะตายอยางกระทันหันในขณะ
นอนหลับหรือพักผอน โดยที่ไมมีความผดิปกติของโครงสรางหัวใจแตอยางใด จากลักษณะอาการ
ทางคลีนิกและคลื่นไฟฟาหวัใจที่เหมือนกนัของใหลตาย และBrugada syndrome จึงนาจะเกดิมาจาก
สาเหตุทางพันธุกรรมที่เหมือนกัน 

 2.3.3 ปจจัยทางพันธุกรรมของ Brugada syndrome

  Brugada syndrome เปนโรคที่ถายทอดทางพันธุกรรม โดยรูปแบบของการ
ถายทอดแบบ autosomal dominant และจากรายงานจากหลาย ๆ คณะวิจัยพบวา Brugada syndrome 
เปน genetic heterogeneity หมายความวา โรคเดียวกันแตเกิดจากการกลายพันธุของยนีที่ตางกัน ซ่ึง
ยีนที่นาจะเปนสาเหตุของโรค ไดแก ion channel ตาง ๆ ในหัวใจ เชน sodium channel หรือ 
potassium channel 

  2.3.3.1 Sodium channel 

   ยีนที่สราง cardiac sodium channel ที่มีหลายคณะวจิัยคนพบวาเปนสาเหตุ
หนึ่งที่สําคัญที่ทําใหเกดิ Brugada syndrome นั่นคือ ยนี SCN5A ซ่ึงเปน α subunit ของ cardiac 
sodium channel gene ประกอบดวย 28 exons ดังรูปที่ 1 ซ่ึงจะสราง  α subunit cardiac sodium 
channel protein ซ่ึงประกอบไปดวย 4 domains แตละ domain ประกอบดวย 6 transmembrane โดย
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ที่มีปลาย carboxy (COOH) และปลาย amino (NH2) อยูใน intracellular ดังรูปที่ 2 ซ่ึงประมาณ 15-
20% ของผูปวย Brugada syndrome เกิดจากการกลายพันธุของยีนนี[้39, 61] 

 

 รูปท่ี 1 แสดงจาํนวน exon ทั้งหมด 28 exons ของยีน SCN5A 

 

รูปท่ี 2 แสดง α และ β subunit ของ sodium channel  

   การกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ตําแหนงตาง ๆ ดังตอไปนี้ทําใหเกิด 
Brugada syndrome 

• Qiuyun Chen และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของยนี SCN5A 
โดยวิธี sequence analysis ดังตอไปนี[้48] 

1. เกิดการ insertion ของ 2 nucleotide, AA ที่บริเวณ intron 5 ซ่ึงจะทําใหลําดับ            
เบสที่บริเวณ splice-donor ของบริเวณ intron 5 ผิดไป 

2. เกิดการ deletion ของ nucleotide A ที่ codon 1397 ซ่ึงจะทําใหเกดิ Stop codon
ผลก็คือ จะมสีวนของ DIII/S6 และDIV/S1-6 และสวนปลาย carboxy ของ 
cardiac sodium channel ขาดหายไป 

3. เกิดการเปลี่ยนแปลงเบสที่บริเวณ exon 28 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino 
acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1620 (T1620M) รวมกับการเปลี่ยนแปลง amino acid 
ที่ตําแหนง codon ที่ 1232 (R1232W) ซ่ึงในตําแหนง codon ที่ 1620 (T1620M) 
ยังมีอีกหลายคณะวิจยัตรวจพบ ไดแก 
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  - Wang และคณะ 

  - Baroudi และคณะ 

  - Wan X และคณะ 

• Silvia G และคณะ ไดทําการตรวจกรองหาการกลายพันธุของยีน SCN5A ใน
ผูปวย Brugada syndrome 52 คน โดยวธีิ SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
พบวาเกดิการกลายพันธุของยีน SCN5A 8 คน (คิดเปนรอยละ 15) โดยแบงเปนผูปวยที่แสดงอาการ 
3 คน ไมแสดงอาการ 5 คน จากการวจิัยในครั้งนี้พบบริเวณที่เกิดการกลายพันธุของยีน SCN5A 
ทั้งหมด 8 บริเวณ คือ[61] 

1. exon 7 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 298 (V294M) 

2. exon 8 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 319 (G319F) 

3. exon 12 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 567 (L567Q) 

4. exon 16 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 892 (F892I) 

5. exon 17 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino acid 2 ตําแหนง คือ ตําแหนง 965 
(R965C) และ 1053 (E1053K) 

6. exon 18 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1114 (D1114N) 

7. exon 28 ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1795 (Y1795H) 

• Rook MB และคณะ  รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุของ SCN5A ที่ทํา
ใหเกดิ Brugada syndrome อีก 2 ตําแหนง คือ[53] 

1. exon 26 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1512 
(R1512W) 

2. exon 28 ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง codon ที่ 1924 
(A1924T) 
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• Akai J และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกดิการกลายพนัธุของ SCN5A อีก 1 

ตําแหนง คือ exon 28 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1710 (S1710L)[62] 

• Veldkampt และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุของ SCN5A อีก 1 
ตําแหนง คือ เกิดการ insertion ของกรดอะมิโน aspartic acid ที่ codon ที่ 1795 (1795insD)[56] 

•  Baroudi G และคณะ รายงานถึงบริเวณที่เกิดการกลายพนัธุของ SCN5A อีก 1 
ตําแหนง คือ บริเวณ exon 24 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง amino acid ที่ตําแหนง 1432 
(R1432G)[54]  

  2.3.3.2 Potassium channel 

   ยีนที่สราง Potassium channel protein ที่เกีย่วของกับ Brugada syndrome 
ไดแก KCND2 ซ่ึงประกอบไปดวย 6 exon และยนี KCND3 ซ่ึงประกอบไปดวย 7 exon โดยที่ยีนทัง้ 
2 นี้ เปนยีนทีเ่กี่ยวของกับการสราง Potassium channel protein ที่เกีย่วของกับ transient outward 
current (Ito) ซ่ึงเมื่อเกิดการกลายพันธุแลวจะสงผลใหเกิด Brugada syndrome แตยังไมมีรายงานการ
กลายพันธุของยีนนี้ที่ทําใหเกดิ Brugada syndrome มีเพยีงแตกลาววายนีทั้ง 2 นี้นาจะเปน candidate 
เทานั้น[55] 

 2.3.4 การกลายพันธุของ Sodium channel และ potassium channel ทําใหเกดิ                     
Brugada syndrome ไดอยางไร

  SCN5A เปนยีนที่สราง α subunit cardiac sodium channel ที่เกี่ยวของกับ
ศักยไฟฟาขณะทํางาน (action potential) ของกลามเนื้อหวัใจ 

  2.3.4.1 คุณสมบัติทางไฟฟาของกลามเนื้อหัวใจ[40] 

   ความเขมขนของไอออนชนดิตาง ๆ ที่อยูภายในเซลลกลามเนื้อหวัใจ และ
ของเหลวนอกเซลล (extracellular fluid) มีความแตกตางกัน คอื ภายในเซลลมีโปตัสเซียม 
(ประมาณ 150 mmole) สูงกวานอกเซลล (ประมาณ 4 mmole) และโซเดียมอยูภายนอกเซลล (140 
mmole) สูงกวาภายในเซลล (ประมาณ 30 mmole) ภาวะปกติ ผนังเซลลกลามเนื้อหัวใจมี
ความสามารถในการซึมผานของโปตัสเซียมสูง ดังนั้น ถาสอดขั้วไฟฟาขนาดเล็กเขาไปภายในเซลล
จะไดความตางศักยระหวางภายในเซลลและนอกเซลล โดยภายในเซลลมีคาเปนลบ คาของ
ศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลขณะพกัในเซลลกลามเนื้อหัวใจโดยทัว่ ๆ ไปเทากับ -80 ถึง -90               
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มิลลิโวลต คาของศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลจะเปลี่ยนแปลงไปไดเมื่อเซลลกลามเนื้อหัวใจ                     
ถูกกระตุน ซ่ึงทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการนําผานของไอออนผานผนังเซลล เกิดเปนศักยไฟฟา
ทํางานเกิดขึน้ ซ่ึงแบงไดเปน 4 ระยะ คือ 

  ระยะ 0 หมายถึง ระยะทีม่ีดีโพลาไรเซชันอยางรวดเรว็ และจะเกดิการเปลี่ยน
ศักยไฟฟาของเยื่อหุมเซลลจากลบไปเปนบวก เนื่องจากมโีซเดียมผานเขาไปในเซลล 

  ระยะ 1 หมายถึง ระยะที่มรีีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว ซ่ึงเกิดจาก inactivation 
ของโซเดียม และactivation ของคลอไรด และบางสวนจาก outward K current 

  ระยะ 2 หมายถึง ระยะทีม่ดีีโพลาไรเซชันคงตัวอยูเร่ือย ๆ หรือ plateau ซ่ึงเปน
ลักษณะเฉพาะของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหวัใจ 

  ระยะ 3 หมายถึง ระยะที่มรีีโพลาไรเซชันอยางรวดเร็ว กลับสูศักยไฟฟาขณะพัก
เกิดจาก activation ของ K current ทําใหโปตัสเซียมออกไปนอกเซลล และมี inactivation ของ Ca 
channel 

  ระยะ 4 หมายถึง ระยะดีโพลาไรเซชันในขณะกลามเนื้อหัวใจคลายตัว ซ่ึงมีความ
ตางศักยของเยือ่หุมเซลลกลับสูระดับเดิมกอนเกิดศกัยไฟฟาขณะทํางาน ระดับของโซเดียมและ
โปตัสเซียมภายในเซลลจะกลับสูปกติ 

  2.3.4.2 activation และinactivation gate ของ Sodium และPotassium channel 

การทํางานของประตูความตางศักยของชองทางโซเดียมใน 3 สภาวะ แต
ละชองทางมี 2 ประตู ประตหูนึ่งอยูที่ชองทางดานนอกของเยื่อหุมเซลลซ่ึงเรียก activation gate และ
อีกประตูหนึ่งอยูที่ชองทางดานในของเยื่อหุมเซลล ซ่ึงเรียก inactivation gate ซ่ึงสภาวะของเยื่อหุม
เซลลขณะพัก จะมีความตางศักยประมาณ -90 มิลลิโวลต ดังรูปที่ 3 ในสภาวะนี้ actvation gate จะ
ปดสนิท ปองกันการผานเขาเซลลของโซเดียม แต inactivation gate จะเปด เมื่อมีความตางศักยของ
เยื่อหุมเซลลลดลงจาก -90 มิลลิโวลต มาอยูระหวาง -70 และ-50  มิลลิโวลต จะทําให activation 
gate เปล่ียนรูปรางไปอยูในทาเปดเรียกวา activated state ซ่ึงทําใหโซเดียมสามารถวิ่งเขาเซลลได
อยางมากมายเพิ่มขึ้นจากเดิมเปน 500-5000 เทา ระยะตอมาภายในเศษหนึ่งสวนหมื่นของวินาที 
inactivation gate จะปดทาํใหโซเดียมไมสามารถผานเขาได ทําใหความตางศักยของเยื่อหุมเซลล
กลับคืนสูปกติ เกิดรีโพลาไรเซชัน inactivation gate นี้จะไมเปดอีกจนกวาความตางศกัยของเยื่อหุม
เซลลกลับคืนสูภาวะปกติขณะพกั 
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รูปท่ี 3 แสดงถงึศักยไฟฟาทํางานของกลามเนื้อหัวใจ ในระยะตาง ๆ 

ในสวนของความตางศักยของชองทางโปตัสเซียมในระยะพกั และระยะ
เกิดศักยไฟฟาขณะทํางาน ในระยะพัก ประตูนี้จะปด โปตัสเซียมไมสามารถผานเขาออกจากเซลล
ได เมื่อความตางศักยของเยือ่หุมเซลลลดลงจาก -90 มิลลิโวลต มาจนถึง +35 มิลลิโวลต จะทําให
ประตูคอย ๆ เปดออกชา ๆ ทําใหโปตัสเซียมผานออกจากเซลล แตเนื่องจากประตูโปตัสเซียมเปดชา 
โดยจะเปดพรอม ๆ กับที่ประตูโซเดียม (inactivation gate) ปด ดังนั้น ระยะที่ลดการนําโซเดียมเขา
เซลลจะตรงกับระยะที่มกีารเพิ่มโปตัสเซียมออกจากเซลล 

  2.3.4.3 การกลายพันธุของยนี SCN5A ทําใหเกิด Brugada syndrome ไดอยางไร 

   การกลายพันธุของยีน SCN5A ใน Brugada syndrome เปนแบบ loss of 
function[41] เนื่องมาจากการกลายพันธุทําใหเกดิ inactivation ของ Sodium channel เร็วกวาปกติ 
ดังนั้น จึงทําใหปริมาณของโซเดียมเขาเซลลนอยกวาปกติ ซ่ึงความผิดปกตินี้เกดิขึ้นในชวงปลาย
ระยะ 0 ของศักยไฟฟาทํางานของกลามเนือ่หัวใจ และสงผลใหเกิดระยะ 1 เร็วขึ้นกวาปกติ ดังนั้น 
การกลายพันธุของยีน SCN5A ที่ทําใหเกดิ Brugada syndrome จึงเกี่ยวของกับ inactivation ของ 
sodium channel ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชันในกลามเนื้อหวัใจเร็วกวาปกต ิ

   Brugada syndrome จะเกีย่วของกับกลามเนื้อหัวใจในชัน้ epicardium และ 
endocardium โดยการกลายพันธุของยีน SCN5A ทําใหเกิด inactivation ของ sodium channel ในชัน้ 
epicardium เร็วกวาคนปกติ ในขณะที่ในชัน้ endocardium เปนไปตามปกติ ดังนัน้ ใน epicardium 
ของผูปวย  Brugada syndrome จึงมีจํานวนของโซเดียมที่เขาเซลลนอยกวา และเกิดรีโพลาไรเซชัน
ไดเร็วกวาใน endocardium จึงทําใหเกิดความแตกตางศกัยระหวาง epicardium และ endocardium 
ขึ้นในชวงระยะ 1 ของศักยไฟฟาทํางานในกลามเนื้อหวัใจ (Transmural voltage gradient) ซ่ึง 
Transmural voltage gradient นี่ทําใหเกิดคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ ST segment elevation 
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  2.3.4.4 การกลายพันธุของยนี KCND2 และKCND3 ทําใหเกดิคลื่นไฟฟาหวัใจ
แบบ Brugada syndrome ไดอยางไรในสัตวทดลอง 

   เนื่องจาก KCND2 และKCND3 เปนยีนที่สราง Potassium channel ที่
เกี่ยวของกับกระแสของโปตัสเซียมที่ไหลออกนอกเซลล (transient outward current ; Ito) ซ่ึงจะ
เกี่ยวของในปลายระยะ 1 ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหัวใจ การกลายพันธุของยนี 
KCND2 และKCND3 ทําให Ito ในปลายระยะที่ 1 ของศักยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหวัใจนี้
เพิ่มขึ้นมากกวาปกติ ทําใหเกิดรีโพลาไรเซชันในกลามเนื้อหวัใจเร็วข้ึนกวาปกต ิ ดังนั้น การ             
กลายพันธุของยีน KCND2 และKCND3 ใน Brugada syndrome จึงเปนแบบ gain of function[42]  

   กลายพันธุของยีน KCND2 และKCND3 ที่ทําใหเกดิคลื่นไฟฟาหวัใจแบบ 
Brugada syndrome ในเนือ้เยื่อสัตวทดลอง เนื่องมาจาก การเพิ่มขึ้นของโปตัสเซียมที่ไลออกนอก
เซลลในปลายระยะที ่ 1 ของศกัยไฟฟาขณะทํางานของกลามเนื้อหวัใจในชั้น epicardium โดย
ในขณะที่ช้ัน endocardium เปนไปตามปกติ จึงทําใหเกิด Transmural voltage gradient ซ่ึงเปน
สาเหตุของคลื่นไฟฟาหัวใจที่ผิดปกติแบบ ST segment elevation[43] อยางไรก็ตาม เทียมจิต และ
คณะได ศึกษายีน KCND3 ในผูปวยที่รอดชีวิตจากใหลตายที่มีคล่ืนไฟฟาหวัใจแบบ Brugada 
syndrome ทั้งหมด 3 ครอบครัวไมพบการกลายพันธุ 
 

2.4 การตรวจหาการกลายพนัธุโดยวิธี SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
 SSCP เปนวิธีตรวจหาโพลีมอรฟซึมจากดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณโดยพีซีอารที่มีความแตกตาง
กันเฉพาะเบสตัวใดตัวหนึ่งภายในชิ้นดีเอ็นเอ (point mutation)  ซ่ึงเปนตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลง
ของเบสในบริเวณที่ไมมีผลตอการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) หรือ เปน
ตําแหนงที่ที่ไมทราบแนชัด SSCP อาศัยหลักที่วาดีเอ็นเอสายเดี่ยวในสภาพธรรมชาติ 
(nondenaturing condition) จะมีการขด หรือพันกันภายในโมเลกุล เกิดเปนโครงสรางที่จําเพาะ หรือ
มี conformation ที่จําเพาะ ซ่ึงจะมีผลตอการเคลื่อนที่ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสบน 
nondenaturing polyacrylamide gel โมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีเบสแตกตางกันแมเบสเดียวก็สามารถทํา
ใหเกิดโครงสรางแตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลใหการเคลื่อนที่ในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสเร็วชา
ตางกัน ทําใหเห็น band shift ซ่ึงแสดงถึงการมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสเกิดขึ้นภายในดีเอ็นเอ 

 ความไวของการตรวจ SSCP ขึ้นกับความยาวของสายดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ 
เนื่องจากเปนการตรวจหาความแตกตางของดีเอ็นเอที่มลํีาดับเบสตางกันเพยีง 1 เบส ดังนั้น ถาสาย 
ดีเอน็เอยาวมาก โอกาสในการตรวจพบ SSCP ก็จะนอย ขนาดความยาวของสายดีเอน็เอที่เหมาะสม
สําหรับการตรวจหาโพลีมอรฟซึมโดยวิธีนี้ คือ ไมเกิน 200 นิวคลีโอไทด ปจจัยอ่ืน ๆ ที่มีผลตอการ
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ตรวจสอบ เชน คาความเขมขนของบัฟเฟอร ความเขมขนและสัดสวนของเจล องคประกอบของ
เบส ตําแหนงและชนิดของเบสที่เปล่ียนแปลงในโมเลกลุของดีเอ็นเอ เปนตน ดังนั้นจึงตองปรบั
สภาพใหเหมาะสมกับการทดลองแตละแหง 

2.5 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 กลุมอาการบรูกาดาเปนโรคที่ถายทอดทางพันธุกรรมแบบ autosomal dominant[47] พบวา 

ผูปวย      บรูกาดามีความผดิปกติของ cardiac ion channel และจากรายงานการวิจยัหลาย ๆ ฉบับ 
พบวา โรคบรูกาดาเกดิจากความผิดปกติของยีน SCN5A ที่สราง sodium channel ที่ตําแหนงตาง ๆ 
ดังนี ้

 1. T1620M ที่บริเวณ extracellular loop ระหวาง segment ที่ 5 และ 6 ของ domain ที่ 4                 
[48-51] ดังรูปที่ 5 
        2. R1512W ที่บริเวณ intracellular loop ระหวาง segment ที่ 6 ของ domain ที่ 3 กับ 
segment ที่ 1 ของ domain ที่ 4 [52,53] ดังรูปที่ 5 
 3. R1432G ที่บริเวณ P segment ของ domain 3 [52,54] ดังรูปที่ 5 
 4. 1795insD ที่ c-terminal domain [55,56] ดังรูปที่ 5 
นอกจากนี้ ยังมีรายงานที่ตําแหนงอืน่ ๆ อีก เชน 
 Hong K และคณะ[25] ไดพบการกลายพันธุ R367H โดยมีการแทนที่เบสจาก G ดวย A ใน 
exon 9   
 Schulze-Bahr E และคณะ[26] ไดพบการกลายพันธุ 5 ตําแหนง คือ 2602delC (E867X), 
5425C>A (S1812X), 2581_2582delTT (F861fs951X), 3673G>A (E1225K), 4435_4437delAAG 
(K1479del) 
 Nimura H และคณะ[28] พบการกลายพันธุ 2 ตําแหนงใน SCN5A คือ G292S ในตําแหนง 
pore-lining region ระหวาง DIS5 และ DIS6 (transmembrane segment) และ S835L ในตําแหนง 
intracellular loop ระหวาง DIIS4 กับ DIIS5 ดังรูปที่ 4 
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 รูปท่ี 4 แสดงตาํแหนงการกลายพันธุ 2 ตําแหนงที่ถูกรายงานโดย Nimura H และคณะ 
 
 Chen Q และคณะ[48] ไดรายงานไว ดังนี ้
  1) insertion ของนิวคลีโอไทด AA ที่บริเวณ Splice donor ของ intron 7 
  2) deletion ของนิวคลีโอไทด A ที่ codon 1397 
  3) การแทนที่เบส C เปน T ที่ตําแหนง 1232(R1232W) ซ่ึงอยูบริเวณ extracellular 
loop ระหวาง segment 1 กับ segment 2 ของ domain 3 ดังรูปที่ 5 
 Kyndt F และคณะ[57] ตรวจสอบพบ missense mutation (G1406R) ซ่ึงเปนบริเวณของ 
pore region (P segment) ของ domain 3 ดังรูปที่ 5 

Vatta M และคณะ[19] ไดทําการศึกษาการกลายพันธุของ SCN5A ในผูปวย Sudden 
Unexplained Nocturnal Death Syndrome ในคนไทย (ใหลตาย) และ คนญี่ปุนจํานวน 10 คน พบ
การกลายพันธุใน 3 คน ดังนี ้

 1) R367H ซ่ึงเปนบริเวณของ p segment ที่ domain 1 
 2) A735V ซ่ึงเปนบริเวณของ extracellular loop ระหวาง segment 1 กับ segment 2 

ของ domain 2  
 3) R1192Q ซ่ึงเปนบริเวณของ intracellular loop ระหวาง segment 6 ของ domain 

2 กับ segment 1 ของ domain 3 
Wang DW และคณะ[58] พบวามี G298S ซ่ึงอยูที่ intersegment loop ระหวาง segment 5 

และ 6 ของ domain 1 และพบ D1595N ที่ segment 3 ของ domain 4 
Levy-Nissenbaum E และคณะ[59] ตรวจสอบการกลายพันธุในผูปวยบรูกาดาจํานวน 7 

ราย พบวา มกีารกลายพันธุ 2 ราย โดยพบ G35S และ R104Q 
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 Vatta M และคณะ[60] พบวา มีการกลายพนัธุ ดังตอไปนี ้
  1) G351V ที่บริเวณ p segment ของ segment 5 และ segment 6 ของ domain 1 
  2) 20-bp deletion ที่ splice accepter ของ exon 5 ซ่ึงเปนตําแหนงของ intracellular 
loop ระหวาง segment 2 กับ segment 3 ของ domain 1 
  3) K126E ที่ intracellular loop ระหวาง segment 2 กับ segment 3 ของ domain 1 

Priori SG และคณะ[61] ไดทาํการตรวจหาการกลายพันธุของ SCN5A ในผูปวย 52 คน โดย
ใชวิธี SSCP (single strand conformation polymorphism) พบวาเกดิจากการกลายพันธุ 8 คน (รอย
ละ 15) โดยแสดงอาการ 3 คนและไมแสดงอาการ 5 คน โดยพบทั้งหมด 8 ตําแหนง คือ 

 1) exon 7 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน V294M ดังรูปที่ 5 
 2) exon 8 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน G319F 
 3) exon 12 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน L567Q ดังรูปที่ 5 
 4) exon 16 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน F892I 
 5) exon 17 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน 2 ตําแหนง คือ R965C และ E1053K 

ดังรูปที่ 5 
 6) exon 18 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน D1114N ดังรูปที่ 5 
 7) exon 28 พบการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน Y1795H ดังรูปที่ 5 

 Akai J และคณะ[62] รายงานบริเวณที่เกดิการกลายกลายพันธุของ SCN5A พบ S1710L ที่ 
exon 28 ดังรูปที่ 5 
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 รูปท่ี 5 แสดงตาํแหนงการกลายพันธุในหลาย ๆ ตําแหนงที่เคยถูกรายงานไว 
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บทที่  3 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 
รูปแบบการศกึษาเปนแบบ Descriptive study 

3.2 ประชากรศึกษา 
ประชากรเปาหมาย คือ ประชากรไทยที่มีลักษณะอาการเขาไดกับโรคใหลตาย ดังนี้ 

      1. เกณฑในการคัดเลือกเขาการศึกษา (Inclusion Criteria) 
    ผูรอดชีวิตจากโรคใหลตาย คือ ชาวไทยที่อายุมากกวา 15 ป มีสุขภาพ

แข็งแรง ไมมีโรคประจําตัว โดยเกิด cardiac arrest หรือ polymorphic ventricular 
tachycardia/ventricular fibrillation (VT/VF) ที่มีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ Right Bundle Branch Block 
(RBBB) และ ST-segment elevation (ดังรูปที่ 6 D และ E) ใน Lead V1-V3 ติด Lead ตาง ๆ บนตัว
ผูรอดชีวิตจากใหลตาย ดังรูปที่ 7 (-V1 - -V3 และ-2V1 - -2V3) และไดทํา cardiopulmonary 
restriction สําเร็จ ไมมีประวัตกิารใชยาที่ทําใหเกิด polymorphic VT/VF ตรวจระบบหัวใจและ
หลอดเลือดปกติ ตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจไมพบ long QT interval, blood chemistry, chest X-ray, 
echocardiography, และ coronary angiography อยูในเกณฑปกต ิ

 
รูปท่ี 6 แสดงรปูแบบของ ECG ของ Brugada syndrome 
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 รูปท่ี 7 แสดงตาํแหนงตาง ๆ ในการติด lead เพื่อทําการตรวจคลื่นไฟฟาหัวใจ  
 

     2. เกณฑในการคัดเลือกออกจากการศึกษา (Exclusion Criteria) 
  1. ผูที่ไมรวมมือในการทําวิจยั 
  2. ผูที่ 12 leads ECG มี prolong QT interval (QTc > 0.44 sec) มากกวา  

3 Leads หรือมี second, high grade หรือ third degree AV block  

3.3 เคร่ืองมือและวัสดุท่ีใชในการวิจัย 

 วัสดุอุปกรณ

  1. Pipette tip : 10 µl, 50 µl, 200 µl, 1000 µl  
  2. Microcentrifuge tube : 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml 
  3. Automatic adjustable micropiptte : P2(0.2-2 µl), P10(0.5-1.0 µl), 

P20(5-20µl), P100(20-100µl), P200(20-200 µl), P500(200-500 µl),  
P1000(0.1-1 ml) 

  4. Flask : 250 ml 
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  5. Cylinder : 100 ml, 250 ml, 500 ml 
  6. Parafilm 
  7. Electrophoresis chamber set 
  8. Vortex 
  9. Microcentrifuge 
   10. DNA Thermal cycler  
  11. Power supply 
  12. Spectrophotometers 
  13. Refrigerator 4O C 
  14. Deep freezer -80O C 
  15. ECG (Electrocardiogram) 
  16. Glove  

 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 

  1. Absolute ethanol  

  2. Agarose (Molecular grade) 

  3. Ammonium acetate 

  4. Boric acid 

  5. Ethidium bromide 

  6. Mineral oil 

  7. Phenol 

  8. Chloroform 

  9. Sucrose 
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  10. Tris base 

  11. Triton X-100 

  12. 10 base pair DNA ladder 

  13. 25 base pair DNA ladder 

  14. 100 base pair DNA ladder 

  15. Polyacrylamide 

  16. Ammonium persulfate 

  17. Temed 

  18. Glycerol 

  19. 10X PCR buffer 

  20. Magnesium chloride 

  21. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 

  22. Oligonucleotide primers 

  23. Tag DNA polymerase 

  24. Genomic DNA samples 

  25. Autoclave H2O 
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

 ผูวิจัยไดดําเนนิการตรวจหาผูรอดชีวิตจากใหลตาย และออกเก็บตวัอยางเลือด ดังนี ้
 1. กลุมตัวอยางเลือดของผูรอดชีวิตจากใหลตาย 
     ใชตัวอยางเลือดปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้งหมด 10 คน 

โดยคณะวจิัยจะเก็บตวัอยางผูรอดชีวิตจากใหลตายที่โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ หรือออกไปเกบ็
ตัวอยางเลือดที่โรงพยาบาลหรือสถานีอนามัยใกลบาน 

 2. กลุมตัวอยางเลือดคนปกต ิ
     ใชตัวอยางเลือดปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากคนปกติทีไ่มมีคล่ืนไฟฟาหัวใจแบบ

กลุมอาการบูรกาดา ทั้งหมด 50 คน โดยคณะวิจยัเก็บตวัอยางเลือดทีโ่รงพยาบาลจุฬาลงกรณ
หรือโรงพยาบาลหรือสถานีอนามัยใกลบาน 

 3. ขั้นตอนดําเนินการวิจัย 
     ตัวอยางเลือดที่ไดนํามาศกึษา ดังนี ้
ขั้นท่ี 1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
 1) นําเลือดปริมาณ 20 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ความเร็ว 3000 รอบ

ตอนาที (rpm) เปนเวลา 10 นาที 
 2) เก็บสวน buffy coat ใสในหลอด polypropylene หลอดใหม 
 3) เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวบม (incubate) ที่

อุณหภูมิ     -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 4) ปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 1,000 g (rcf) เปนเวลา 8 นาที แลวเทสวนใส (supernatant) 

ทิ้ง  
 5) เติม lysis buffer I ที่แชเย็น 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงที ่

1,000 g เปนเวลา 8 นาที แลวเทสวนใสทิ้ง 
 6) เติม lysis buffer II 900 ไมโครลิตร (µl) สารละลาย protinase K 10 ไมโครลิตร 

และ 10 % SDS 50 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาเปนเวลา 15 วินาท ี
 7) นําสวนผสมทั้งหมดแชในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส คางคืน 
 8) เติม phenal-chloroform-isoamyl alcohol 1 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 15 วินาท ี

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
 9) ดูดสวนบนใสในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร 
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            10) เติม 7.5 M CH3COONH3 ลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรที่ดูดไดจากขอ 9 และเตมิ 

100% ethanol ลงไปในปริมาตรที่เทากับปริมาตรที่ดูดไดจากขอ 9 แลวผสมใหเขากันเบา ๆ จะเห็น
สายดีเอ็นเอ จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จะเหน็
ตะกอนใส ๆ ติดที่กนหลอด เทสวนใสทิ้ง 

            11) เติม 70% ethanol เพื่อลางตะกอน จากนัน้นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,000 
รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที ดูดสวนใสทิ้งแลวทิ้งไวใหแหง 

            12) ละลายตะกอนดเีอ็นเอ ที่ไดดวย TE buffer ปริมาตร 20-300 ไมโครลิตร แลว
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนตะกอนดีเอ็นเอละลายหมด 

            13) นําไปวัดเพื่อคํานวณหาปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเครื่อง spectrophotometer ตอไป 

ขั้นท่ี 2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยจะทํา 
PCR reaction ในบริเวณ exon ตางๆ โดย 

Primers ที่ใชเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอในการศึกษาบริเวณอินเตอรเซกเมนตในยนี SCN5A ที่
ศึกษา* ไดแก Exon ที่ 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26 และ28  

Primers ที่ใชเพิ่มจํานวนดีเอน็เอในการศึกษาบริเวณอินเตอรเซกเมนตที่ศึกษา ดังตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 แสดง primers ของแตละ exon ที่ใชในการศึกษา 

Exon  Forward primer     Reverse primer 
1 GCCGCTGAGCCTGCGCCCAGT     GGAAAGTTGGGCGGCGGCAG 
2 CGTCTGCCCACCCTGCTCTCT     CCTCTTCCCCCTCTGCTCCATT 
3 AGTCCAAGGGCTCTGAGCCAA     GGTACTCAGCAGGTATTAACTGCAA 
8 CGAGTGCCCCTCACCAGCATG     GGAGACTCCCCTGGCAGGACAA 
11 AAACGTCCGTTCCTCCACTCT     AACCCACAGCTGGGATTACCATT 
12 GCCAGTGGCTCAAAAGACAGGCT     CCTGGGCACTGGTCCGGCGCA 
  CACCACACATCACTGCTGGTGC     GGAACTGCTGATCAGTTTGGGAGA 
13 CCCTTTTCCCCAGCTGACGCAAA     GTCTAAAGCAGGCCAAGACAAATG 
17 GGGACTGGATGGCTTGGCATGGT     CGGGGAGTAGGGGGTGGCAATG 

GCCCAGGGCCAGCTGCCCAGCT     CTGTATATGTAGGTGCCTTATACATG 
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18 AGGGTCTAAACCCCCAGGGTCA     CCCAGCTGGCTTCAGGGACAAA 
19 GAGGCCAAAGGCTGCTACTCAG     CCTGTCCCCTCTGGGTGGAACT 
26 CCATGCTGGGGCCTCTGAGAAC     GGCTCTGATGGCTGGCCATGTG 
28 GAGCCCAGCCGTGGGCATCCT     GTCCCCACTCACCATGGGCAG 
 CCAACCAGATAAGCCTCATCAACA     CCGCCTGCTGACGGAAGAGGA 
 TGCTGCAACGCTCTTTGAAGCAT     AAAGGGCTGCTTTCAGTGTGTCCT 

*Genomics 34, 9-16 (1996) 
 
  1) หลังจากนัน้เตรียม mixture ตามอัตราสวน ดังตารางที ่2 
 
 ตารางที่ 2 แสดงอัตราสวนของสารที่ใชในปฏิกิริยา PCR 
 ความเขมขนในปฏิกิริยา ปริมาตรที่ใชในปฏิกิริยา (µl) 
10 mM dNTPs  0.2 mM 0.2 
10x kinase buffer (with 15 mM MgC12) 10x 1 
5 U/µl Taq DNA polymerase  2 U/µl 0.04 
50 ng/µl DNA template  200 ng 4 
20 µM lebelled sense-primer 0.2 µM 0.1 
20 µM antisense-primer 0.2 µM 0.1 
น้ํากลั่น - 2.56 

ปริมาตรรวม 10 
   2) เขยาใหเขากันแลว spin down โดยนําเขาเครื่องปนเหวีย่งเปนเวลาสั้นๆ เพื่อให 
mixture ลงมารวมกันทีก่นหลอด 

 

 3) นํา mixture ที่ไดเขาเครื่อง PCR โดยใชสภาวะตาง ๆ ของแตละ exons ดังตาราง  
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ตารางที่ 3  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 1, 2, 3 และ8 

 
Exons     1 2 3 8

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             59 0.45 30 59 0.45 30 58 0.45 35 58 0.45 35
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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ตารางที่ 4  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 11, 12-1, 12-2 และ13 
 

Exons 11 12-1 12-2 13

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             58 0.45 40 58 0.45 35 58 0.45 35 58 0.45 35
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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ตารางที่ 5  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 17-1, 17-2, 18 และ19 
 

Exons 17-1 17-2 18 19

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             66 0.45 35 58 0.45 35 63 0.45 35 64 0.45 39
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  
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     Exons 26 28-3 28-4 28-5

ขั้นตอน 
อุณ

หภ
ูมิ (

ºC)
 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

อุณ
หภ

ูมิ (
ºC)

 

เวล
า (น

าท
)ี 

จําน
วน

รอ
บ 

Initiation             95 15 95 15 95 15 95 15
Denature    94 0.45  94

 
 
 

ตารางที่ 6  แสดงสภาวะที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ Exon 26, 28-3, 28-4 และ28-5 

 0.45  94 0.45  94 0.45  
Annealing             58 0.45 35 59 0.45 35 59 0.45 35 58 0.45 35
Extension             72 0.45 72 0.45 72 0.45 72 0.45

Final extension             72 7 72 7 72 7 72 7
Hold       4 ∞ 4 ∞ 4 ∞ 4 ∞  

 



 
33                               

 

      4) นํา PCR products ทั้งหมด ผสมกับ 6X loading dye ปริมาตร 2 µl ไป run ใน 
1% agarose gel electrophoresis ที่ 70 volts เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที  

  5) purify PCR products โดยการใช PCR purification kit (QIAgen) ตามขั้นตอน
ของ PCR purification kit 

6) นํา PCR products ที่ purify แลว ปริมาตร 2 µl  ผสมกับ 6X loading dye ไป 
run ใน1% agarose gel electrophoresis ที่ 70 volts เพื่อตรวจสอบวาได PCR products ที่บริสุทธิ์ 

7) นํา PCR product ปริมาตร 5 µl ไปทํา SSCP เพื่อทําการคัดเลือกตัวอยางที่
ผิดปกติไปทํา DNA sequencing 

8) สง PCR products ของผูปวยที่สงสัย ที่ purify แลว ปริมาตร 15 µl ไปที่ 
BioService Unit (BSU) เพื่อทํา automated sequencing ในรายที่มีผล SSCP ม ี band shift จากคน
ปกติ 

9) อานผล sequence ที่ไดเพื่อตรวจสอบการกลายพันธุของลําดับเบส * โดยการ
อางอิงจาก Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) [gi:51511463] 

ขั้นท่ี 3 การตรวจหาการกลายพันธุของยีน SCN5A ดวยเทคนคิ Single Strand 
Conformation Polymorphism (SSCP)  

 1) นํา 1X buffer ปริมาณ 1,000 ml แชเย็นทิ้งไวประมาณ 1 คืน 

2) นํากระจก 2 อัน ซ่ึงมีขนาดยาวกับสัน้ มาทําเช็ดดวย 95% Ethanol  ทิ้งไว
ประมาณ 15 นาที ชวงระหวางรอควรไปเตรียมพอลิเอคริลาไมดเจล 

 3) เตรียม 15% พอลิเอคริลาไมดเจล โดยใช 40% polyacrylamide gel Stock 1.875 
ml, 10X TBE 0.5 ml, glycerol 0.3 ml, และเติมน้ํา 2.625 ml 

 4) นําสวนของพอลิเอคริลาไมดเจลที่เตรียมแลวเติม APS 50 µl และ Temed 5 µl 
เขยาใหเขากันและเทใสในชองวางระหวางกระจก หลังจากนั้นนํา comb มาเสียบพรอมกับใช คลิบ
หนีบไว ตั้งทิ้งไวประมาณ 1-2 ช่ัวโมง 

 5) นํากระจกที ่set เจลแลวไปใสเครื่องที่จะทําการรัน ใช 1X buffer ที่แชเย็นไวเติม
ลงในเครื่องรันเจล และนําเครื่องรันเจลใสไวในตูเย็น (4 ºC) เพื่อไมใหเกิดความรอน ทําการ Pre-run 
10 นาที ระหวางนี้เตรียม product ไว 
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 6) นํา PCR product ทั้งหมดมาเติมสี SSCP และ 10% SDS อัตราสวน 8:16:16 

ตามลําดับ และตองมี product ที่เปน double strand เพื่อใชรันในแตละ exon ดวย แต double strand 
และ100 bp Ladder จะไมนํามาทํา denature และนํา PCR ที่ผสมสีแลวไป denature ที่ 95 ºC 
ประมาณ 15-20 นาที  

 7) นํา product ทั้งหมด load ลงในเจล โดยใชแรงเคลื่อนไฟฟา 200 V นาน 3-5 
ช่ัวโมง 

 8) นําเจลที่ run แลวถอดกระจกสั้นออก ในกระจกยาวที่มีเจลติดอยู ใหนําเจลมา
ยอมในสี cyber green ประมาณ 15-20 นาที  
  9) นําเจลออกไปถายรูป เพื่อดูความผิดปกติ 

ขั้นท่ี 4 การตรวจหาการกลายพันธุดวย sequencing analysis  
 1) ขั้นเตรียมดีเอ็นเอ (PCR product) 
       นํา PCR product ของผูปวยที่พบวามี conformation เปล่ียนไปมาทาํการ purify 

โดยใช QiAgent kit   
 2) ขั้นตอนการทํา DNA sequencing มีดังนี้ 

      นํา product ที่ได มาทําการหาลําดับเบสดวยการทํา sequencing cycle โดยใส 
primer ของ exon ที่มีความผิดปกติ และ BigDye terminator Version 3.0 (PE Biosystems, CA) 
จากนั้นอานผลดวย ABIPRISMTM 310 Genetic Analyser (Perkin Elmer Cetus, Branchburg,          
New Jersey) หลังจากนัน้ วิเคราะหผลโดยดูผลการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส  

ขั้นท่ี 5 การพิสูจนตําแหนงท่ีเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดบัเบสที่ไดจากผลของ Sequencing
เปนการกลายพันธุหรือโพลีมอรฟซึมดวยเทคนิค RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism)  

อันดับแรก ตองนําตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสนั้นไปตรวจสอบใน
เว็บ ncbi.nlm.nih.gov วามีรายงานโพลีมอรฟซึมในตําแหนงนัน้หรือเปลา ถายังไมมีรายงานกใ็ชวิธี 
RFLP ในการตรวจสอบ โดยจะทําการตัดสายดเีอน็เอในตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
เปรียบเทียบกบัคนปกติที่ไมไดมีอาการของใหลตายและคลื่นไฟฟาหวัใจตรวจไมพบ Brugada 
syndrome (control) จํานวน 50 คน ถาผลการตัดสาย     ดเีอ็นเอในคนปกติตางกัน แสดงวา ตําแหนง
ที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสเปนการกลายพันธุแนนอน 

3.5 การเก็บรวบรวมขอมูล 
 ผูวิจัยจะทําการรวบรวมขอมูล และเก็บบันทึก บน Data Sheet เพื่อนํามาวิเคราะห ตอไป 
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3.6 การวิเคราะหขอมูล 

วิเคราะหหา band ของผูปวยที่มีความแตกตางจากคนปกติ (control) จากขบวนการ SSCP 
แลวนําสงหาลาํดับเบส (Sequencing) หลังจากนั้นทําการตรวจสอบผลที่ไดวามีตําแหนงเบสใดบาง
ของยีน SCN5A ที่แตกตางจาก Human genome Database ([gi:51511463]) ถามีเบสเปลี่ยนไป จะ
ตรวจสอบวาแปลรหัสใหกรดอะมิโนที่แตกตางไปจากเดมิหรือไม ถาแตกตางแสดงวา อาจเปนการ
กลายพันธุ 

วิเคราะหหาการกลายพันธุ (mutation) โดยทํา RFLP ซ่ึงทําการหา enzyme ที่จะทําการตัด
สายของดีเอ็นเอในตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสเปรียบเทียบกับคนปกติที่ไมไดมีอาการ
ของใหลตายและคลื่นไฟฟาหัวใจตรวจไมพบ Brugada syndrome (control) จํานวน 50 คน ถาผล
การตัดสายดีเอ็นเอในคนปกติไมสามารถตัดได แสดงวา ตําแหนงที่มกีารเปลี่ยนแปลงลําดับเบสเปน
การกลายพันธุ หากพบวาสามารถตัดไดในคนปกติ แสดงวา ตําแหนงนัน้เปน polymorphism 
 นําขอมูลที่ไดทั้งหมดมาตรวจสอบวาในตาํแหนงที่มเีบสเปลี่ยนนั้นเกีย่วของกับการทาํงาน
ของ sodium channel ของหัวใจซึ่งเปนสาเหตุของโรคใหลตายอยางไร 
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บทที่  4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 การตรวจหาการกลายพนัธุในยีน SCN5A โดย SSCP 

 จากรายงานทีไ่ดรายงานไวเกี่ยวกับตําแหนงการเกดิการกลายพันธุของยีน SCN5A พบวา 
มักเกิดขึน้ในบริเวณอนิเตอรเซกเมนต ดังนั้น ผูวิจยัจึงทําการตรวจหาการกลายพันธุในบริเวณ
อินเตอรเซกเมนตของยีน SCN5A ซ่ึงเปนสวนของ exon 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26 และ28 
โดยการใชวิธี SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) ตรวจหาในผูรอดชีวิตจาก
ใหลตายทั้งหมด 10 ราย เทยีบกับคนปกต ิ2 ราย พบวา exon 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26                     
ในผูรอดชีวติจากใหลตายไมมีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางจากคนปกติ แต exon 28 ชวงที่ 3 พบวา มี
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น ซ่ึงผลของการวิเคราะหแตละ exon ในการวิจัย เปนดังนี ้

1. Exon 1 

ใน exon 1 พบวา กลุมผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้ง 10 ราย มีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับคนปกต ิ
แสดงวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg  

 
 รูปท่ี 8 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 1 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                          เปรียบเทียบกับผูรอดชีวิตจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP 
  (M = marker, Neg = negative control) 
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2. Exon 2 

ใน exon 2 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 M Neg N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 

 

 Neg N1 N2 M C6 C7 C8 C9 C10 

 
 
 รูปท่ี 9 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 2 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                          เปรียบเทียบกับผูรอดชีวิตจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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3. Exon 3 

ใน exon 3 พบวา กลุมผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้ง 10 ราย มีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับคนปกต ิ
แสดงวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
 รูปท่ี 10 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 3 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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4. Exon 8 

ใน exon 8 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 Neg M N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 

 

 
รูปท่ี 11 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 8 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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5. Exon 11 

ใน exon 11 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 12 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 11 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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6. Exon 12-1 

ใน exon 12-1 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 

 
รูปท่ี 13 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 12-1 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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7. Exon 12-2 

ใน exon 12-2 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 M Neg N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 

 

 
รูปท่ี 14 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 12-2 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 

 

 

 

 

 

 

 



 
43                               

 
8. Exon 13 

ใน exon 13 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 15 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 13 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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9. Exon 17-1 

ใน exon 17-1 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 

 
รูปท่ี 16 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 17-1 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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10. Exon 17-2 

ใน exon 17-2 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 17 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 17-2 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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11. Exon 18 

ใน exon 18 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 M N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 Neg M 

 

 M N1 N2 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg 

 

 
รูปท่ี 18 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 18 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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12. Exon 19 

ใน exon 19 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 
N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M M Neg 

 

 
รูปท่ี 19 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 19 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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13. Exon 26  

ใน exon 26 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 

 
รูปท่ี 20 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 26 ในยีน SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       

                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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14. Exon 28-3 

ใน exon 28 สวนที่ 3 พบวา มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกนัทั้งสิ้น 3 แบบ ดังรูป 

 

N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M 
2 2 2 2 2 2 2 3 1 1 1 1 

Neg  M 

 

 
 รูปท่ี 21 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 28-3 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2) และ       
                            ผูรอดชีวิตจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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15. Exon 28-4 

ใน exon 28-4 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 
 

รูปท่ี 22 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 28-4 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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16. Exon 28-5 

ใน exon 28-5 พบวา ในผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมีความแตกตางจากคนปกติ แสดงวา ใน
ผูรอดชีวิตจากใหลตายไมมกีารเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ดังรูป 

 N1 N2 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 M Neg M 

 
 

รูปท่ี 23 แสดงแถบดีเอ็นเอของ exon 28-5 ในยนี SCN5A ของคนปกติ (N1-N2)       
                            เปรียบเทียบกับผูรอดชีวติจากใหลตาย (C1-C10) โดยใชเทคนิค SSCP  
  (M = marker, Neg = negative control) 
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4.2 การหาลําดบัเบส (Sequencing) 
หลังจากทีว่ิเคราะหผลที่ไดจากวิธีการ SSCP แลว ไดทําการสงดีเอ็นเอของ N1, C5 และC6 

ซ่ึงเปนตัวแทนของแตละรปูแบบของแถบดีเอ็นเอที่พบใน exon 28-3 ไปหาลําดับเบส (Sequencing) 
พบวา รูปแบบของแถบดีเอ็นเอทั้ง 3 แบบที่แตกตางกันนั้นก็มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่
แตกตางดวยเชนกัน ดังนี ้

1. แบบที่ 1 พบวา มีลําดับเบสเปน T ทั้ง 2 alleles เหมือนกับ Genbank ดังรูปที่ 24 
 

 
 
  รูปท่ี 24 แสดงลําดับเบสของคนปกติ (N1) ของ exon 28 ชวงที่ 3 
 

2. แบบที่ 2 พบวา มีลําดับเบสเปน T 1 allele และC 1 allele ดังรูปที่ 25 
 

 
 

รูปท่ี 25 แสดงลําดับเบสของคนที่รอดตายจากใหลตาย (C5) ของ exon 28 ชวงที่ 3 
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3. แบบที่ 3 พบวา มีลําดับเบสเปน C ทั้ง 2 alleles ดังรูปที่ 26 
 

 
 

รูปท่ี 26 แสดงลําดับเบสของคนที่รอดตายจากใหลตาย (C6) ของ exon 28 ชวงที่ 3 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 ผลการเปรียบเทียบ 
เมื่อนํารูปแบบที่ไดจากเทคนคิ Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) ในการ

ตรวจหาการกลายพันธุของยนี SCN5A ทั้ง 3 แบบมาศึกษา พบวา แบบที่ 1 เปนของคนปกติ 
(Normal control) เมื่ออานลําดับเบสจะไดเปน GAT ซ่ึงจะแปลรหสัออกมาไดเปนกรดอะมิโนใน
ตําแหนงที่ 1818 ที่มีช่ือวา Asp (Aspartic acid) ซ่ึงแบบที่ 2 และ3 แมจะมีการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
จาก T ไปเปน C 1 allele และ 2 alleles ตามลําดับก็ตาม แตเมื่อแปลรหสัออกมาก็จะไดกรดอะมิโน
ที่มีช่ือวา Asp (Aspartic acid) เชนเดียวกัน หลังจากนั้นผูวิจยัไดทาํการคนหาขอมูลจากเว็บไซต 
เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสในตําแหนงดังกลาว พบวา มรีายงานการเปลี่ยนแปลงของ
ลําดับเบสในตาํแหนงนั้นไวบางแลว* ดังนั้น ในตําแหนงนี้ไมใชการกลายพันธุ (mutation) แตเปน 
polymorphism ดังรูป  * เว็บไซต ww.ncb .nlm.nih ov NM_198056 และNM_000335  

1 2 3  
 
 
 
 
 

    C  
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รูปท่ี 27 แสดงผลการเปรียบเท
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5.2 ผลการวิเคราะหปจจัย 

จากรูปที่ 27 แสดงใหเห็นวา วิธี Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 
สามารถบงบอกรูปแบบของ polymorphism ไดทั้งหมด 3 แบบ ซ่ึงแตละรูปแบบกแ็ตกตางกนัไป 
ทั้งนี้เนื่องมาจาก ดีเอ็นเอของแตละคนทีม่ีการเปลี่ยนแปลงของเบสเกิดขึ้น เมื่อนาํเทคนิค SSCP 
(Single Strand Conformation Polymorphism)  เขามาทําการศึกษาหาความแตกตางที่เกิดขึ้นนั้น 
ในชวงของขบวนการแยกสายดีเอ็นเอ (denature) และการแชเยน็จัด (Shock) เพื่อปองกันไมให                
ดีเอ็นเอสายเดีย่วกลับมาจบักันใหมนั้น ดีเอ็นเอแตละสายก็จะมีการขดตัวใหรูปแบบที่แตกตางกัน
ไป ซ่ึงเมื่อนํามารันบนเจลก็จะทําใหดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสไมเหมือนกันแสดงรูปแบบของแถบ            
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันไปดวย ซ่ึงวิธีนี้สามารถใชในการตรวจหาดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปลี่ยนแปลงได 

ดังนั้น ถาหากใชเทคนิคนีใ้นการตรวจหาการกลายพันธุในยนีอื่น ๆ ที่คาดวานาจะเปน
สาเหตุของโรคใหลตายก็สามารถทําไดเชนเดียวกนั 

5.3 อภิปรายผลการวจัิย 

 การหาการกลายพันธุของยนี SCN5A ในผูรอดชีวิตจากใหลตายทั้งสิ้น 10 ราย ตามที่มี
รายงานถึงสาเหตุที่ทําใหเกิด Brugada syndrome วาเกดิจากการกลายพันธุในบริเวณ                 
อินเตอรเซกเมนตของยีน SCN5A ซ่ึงเปนสวนของ exon 1, 2, 3, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 26 และ 
28 เมื่อไดทําการตรวจหาการกลายพันธุโดยวิธี SSCP ผลปรากฏวาไมพบการกลายพันธุในบริเวณ
ดังกลาว พบเพียงแต polymorphism ในบริเวณ exon 28 ชวงที่ 3 เทานัน้ ซ่ึงความเปนไปไดที่เกิดขึน้ 
คือ  

1. อาจเกดิจากยังตรวจหาการกลายพันธุไมทั่วยีน ซ่ึงถายนี SCN5A เปนยีนที่ทําใหเกดิโรค
ใหลตายจริง ก็อาจเปนไปไดวาการกลายพันธุในยนีนี้อาจจะเปนบริเวณอืน่นอกเหนือจากที่เคยมี
รายงานไวใน Brugada Syndrome (บริเวณ intersegment) 

2. การกลายพันธุของโรคใหลตายในยีน SCN5A ไมจําเปนตองเหมือนกับใน Brugada 
syndrome เพราะถาจะพจิารณาจากการกลายพันธุของ Brugada syndrome ในบรเิวณทีเ่กิดการ         
กลายพันธุบอย ๆ เชน ในบริเวณ exon 28 ซ่ึงตรวจพบ T1620M, Y1795H, A1924T,  S1710L ซ่ึง
คาดวานาจะเจอในใหลตายเชนเดียวกนั แตกลับไมเจอการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสเลย แมแตการ
เปน polymorphism ก็ตาม 
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5.4 สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 จากผลการทดลองที่พบ polymorphism ในตําแหนงของลําดับเบสที่ 5454 ซ่ึงมีลําดับเบส
เปลี่ยนแปลงจาก T ไปเปน C (1818 Asp) ซ่ึงพบวา Allele frequency ของผูปวยที่รอดชีวิตจาก
ใหลตายที่มีอาการบรูกาดาจํานวน 10 ราย พบ Allele frequency ของ T และ C เทากับ 0.55 และ 
0.45 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลใน Entrez SNP ของ www.ncbi.nlm.nih.gov หมายเลข 
rs17215486 ซ่ึงแสดงขอมูล Allele frequency ของคนตางชาติ ซ่ึงมี T และ C เทากับ 0.933 และ 
0.067 ตามลําดับ พบวามีความแตกตางกนัมาก ทําใหผูวิจัยมีความสนใจในการที่จะศึกษาหา Allele 
frequency ของตําแหนงดังกลาวในคนไทยที่ปกติ เพือ่นํามาเปนขอมูลพื้นฐานในตําแหนงดังกลาว
ของยีน SCN5A และนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบความแตกตางกับขอมูลใน Database ตอไป  
 จากผลการทดลองทั้งหมดทําใหสามารถสรุปไดวายีน SCN5A ไมนาจะเปนสาเหตุของการ
เกิดโรคใหลตาย นาจะเปน ion channel ตัวอ่ืนที่อาจทําใหเกิดโรคใหลตายได เชน HERG, KVLQT1 
ซ่ึงเปนยีนที่ทําใหเกดิ Long QT syndrome และยังมี KCNA4, KCNA5, KCNB1, β subunit ของยีน 
SCN5A, ยีนที่เกี่ยวของกับ Calcium channel หรือยีนทีเ่กี่ยวของกับ Na-K exchange channel ซ่ึง
สามารถทําการศึกษาตอไปเพื่อที่จะไดทราบถึงสาเหตุที่แทจริงของโรคใหลตายตอไปได 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. Lysis Buffer I   
Sucrose                109.54  g  
1.0 M Tris-HCl         10.0 ml   
1.0 M MgCl2           5.0 ml 
pure (Triton-X 100)        10.0 ml  
Sterile water     655.0 ml  

2. Lysis Buffer II 
5.0 M NaCl        15.0  ml 
0.5 M EDTA      48.0  ml 
Sterile water    937.0  ml 

3. TE buffer 
 1.0 M Tris-HCl        5.0 ml 
 0.5 M EDTA        1.0 ml 
 Sterile water    494.0 ml 

4. 10X Tris Boric and Disodium EthyleneDiamine Tetracetic Acid (1X TBE buffer)                             
 Tris-base    108.0  g 
 Boric acid      55.0  g 
 0.5 M EDTA (pH8.0)     40.0 ml 
 เติมน้ํากลั่นจนได 1,000 ml. แลวผสมใหเขากัน เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง 
5. 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 Disodium ethylenediamine tetraacetate.2H2O 93.06  g 
 sterile water     500.0 ml 
 ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับ pH ใหเทากับ 8.0 โดยใช  NaOH 
 เติมน้ํากลั่นจนครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อโดยวิธี autoclave เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
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6. 2% Agarose gel (w/v) 
 Agarose           0.8 g 
 1X TBE           40.0 ml 
 ละลายใหเขากนัโดยใชความรอนจาก hot plate แลวเทใสใน gel tray และใช comb เสียบลง 
ในเจล เมื่อเจลแข็งตัว นําเอา comb ออก แลวจึงนําไปใช 
7. 40% Acrylamide gel 29:1 (SSCP) 
 Acrylamide    38.65 g 
 Bis acrylamide      1.35 g 
 Sterile water    100.0 ml 
8. 8% Polyacrylamide gel  
 10X TBE         1.0 ml 
 40% acrylamide gel        2.0 ml 

Sterile water         7.0 ml 
 TEMED       10.0   µl  
 APS      100.0  µl 
9. 15% Polyacrylamide gel + 5% glycerol (SSCP gel) 
 10X TBE         1.0 ml 
 40% acrylamide gel 29:1 (SSCP)     3.75 ml 

sterile water       5.25 ml 
 glycerol          0.6 ml 
 TEMED       10.0   µl  
 APS      100.0  µl 
10. 10% APS 
 (NH4)2S2O8         1.0 g 
 sterile water       10.0 ml 
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11. 6X loading dye 
 Bromphenol bule      0.25 g 
 Xylene cyanol      0.25 g 
 Glycerol      50.0 ml 
 1M Tris (pH8.0)        1.0 ml 
 เติมน้ําจนครบ 100 ml ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4OC 
12. 0.1% SDS in 10 mM EDTA 
 0.5M EDTA pH 8.0     20.0 µl 
 10% SDS      10.0 µl 
 sterile water    970.0 µl 
13. Ethidium bromide (Staining gel) 
 Ethidium bromide         10 mg 
 sterile water               1 ml 
 ผสมใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ 4oC  
14. Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) 
 Phenol          25 volume 
 Chloroform         24 volume 
 Isoamyl alcohol           1 volume 
15. Cyber green (Staining SSCP gel) 
 1X TBE          30 ml 
 Cyber green        1.5 µl 
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ภาคผนวก ข 
 

ขั้นตอนการ purify PCR products 
 

      ขั้นตอนการ purify โดย PCR purification kit (QIAgen) มีดังนี ้
1. เติม Buffer PB ปริมาตร 5 เทา ของปริมาตร PCR sample แลว mix ใหเขากันอยางดี 
2. ใส column ลงใน 2 ml collection tube 
3. ดูด sample ใสใน QIAquick column แลวปนเปนเวลา 1 นาที ที่ความเร็วสูงสุด เพื่อให DNA จับ
กับ membrane 

4. เทสารละลายที่ผานลงมาทิ้งไป แลวใส column กลับลงใน collection tube 
5. เติม Buffer PE ปริมาตร 0.75 ml แลวปนเปนเวลา 1. นาที ที่ความเร็วสูงสุด เพื่อลาง DNA ให
สะอาด 

6. เทสารละลายที่ผานลงมาทิ้งไป แลวปนตออีก 1 นาที ทีค่วามเร็วสูงสุด 
7. ใส column ลงใน 1.5  ml microcentrifuge tube ที่สะอาด 
8. เติม Buffer EB ปริมาตร 30 µl ลงตรงกลางของ membrane ตั้งทิ้งไว 1 นาที ที่อุณหภูมหิอง แลว
นําไปปนเปนเวลา 1 นาที ทีค่วามเร็วสูงสุด เพื่อ elute DNA   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ-นามสกุล นายเทพฤทธิ์  สงวนไวพานชิกุล  เพศ ชาย 
อายุ 23 ป      เกิด 16 กรกฎาคม 2525 
สถานที่เกิด โรงพยาบาลศูนย จังหวดัราชบุรี 
ท่ีอยู 124/168 ถ.มนตรีสุริยวงศ ซอย 3 ต.หนาเมอืง อ.เมือง จ.ราชบุรี 70000 
 โทรศัพท 0-3233-7652 
ประวัติการศึกษา  

ระดับปริญญาตรี สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) 
จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป 2546  

ระดับปริญญาโท เขาศึกษาตอระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตร
การแพทย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 
2547 

ประวัติการทํางาน       
ปการศึกษา 2545       นิสิตฝกงานที่ศูนยวจิยัพันธุศาสตรการแพทย  สถาบันราชานุกูล  
ปการศึกษา 2546       ไดรับการคัดเลือกเปนนิสิตดีเดน ประจําปการศึกษา 2546 ของ

ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวทิยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
การตีพิมพในวารสารตางประเทศ 
 - 
การนําเสนอผลงาน 

- นําเสนอผลงานในหัวขอเร่ือง  การตรวจหามวิเทชันของ MECP2 gene                          
ในผูปวยชายไทย (Detection of MECP2 Mutation in Thai Male Patients) 
ในการประชุมวิชาการ คร้ังที ่12 ประจําป 2547 วันที่ 18-19 มีนาคม 2547                  
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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